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RESUMO

O Brasil possui um dos maiores rebanhos de bovinos do mundo e € considerado o sexto
maior produtor de leite mundial. O agronegdcio do leite no pais gera emprego e renda para mais
de 3,6 milhdes de pessoas e responde por 9% do PIB. Programas de melhoramento genético tém
conseguido aumentar consideravelmente a producéo leiteira dos rebanhos a partir de pequeno
numero de animais de maior valor genético para as caracteristicas de interesse. Os touros com
DEP elevada sdo intensivamente utilizados nos sistemas de reproducéo assistida e muito pouco se
sabe sobre o grau de diversidade genética ainda existente nos plantéis. Com o objetivo de analisar
a diversidade genética dos touros da raca Guzerd avaliados nos programas de melhoramento
genético da raca, uma amostra de 54 touros foi genotipada, utilizando-se quatro microssatélites Y-
especificos INRA198, BYM-1, BM861 e UMNO0307. Os microssatélites foram genotipados por
amplificagdo por PCR e separagdo por eletroforese capilar. Frequéncias alélicas foram
estabelecidas por contagem génica. A diversidade haplotipica foi calculada com a formula de Nei.
Os alelos identificados na raca foram INRA189%2® INRA189%P", UMNO0307*', BM861%8,
BYM-1%%*  BYM-1%°®* . O marcador INRA189 apresentou distdrbios de segregacdo e foi
descartado da analise. O marcador BYM-1 foi bi-alélico e os demais foram monomérficos. Com
base nos marcadores BYM-1, BM861 e UMNO307 foi possivel identificar dois haplotipos. Os
marcadores foram combinados em haplétipos (H1: UMNO03071"°, BM8611%¢"° BY M-125¢" ¢ H2:
UMNO307%° BM861™%8° BYM-12°%%). H1 foi 0 mais frequente, estando presente em 83% dos
animais genotipados. A baixa diversidade haplotipica observada (0,28 + 0,07) esta de acordo com
outros estudos na literatura, que também averiguaram pequeno nimero de hapl6tipos em racas
zebuinas. Além disto, estudos de diversidade genética baseados na analise dos dados de registro
genealdgico da raga Guzerd no Brasil também indicam baixa diversidade genética e pequeno
tamanho efetivo de populacdo. Entretanto, estes resultados devem ser interpretados
cautelosamente, uma vez que o sistema de haplotipagem precisa ser ampliado com a inclusédo de

mais marcadores genéticos.
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ABSTRACT

Brazil has one at the largest cattle population in the world and is sthe sixth largest milk
producer worldwide. Dairy agribusiness generates jobs and income for more than 3.6 million
people in the country and accounts for 9% of national annual internal product. Breeding programs
have been able to significantly increase milk production of herds based on a small number of
animals with high genetic merit for traits of interest. Bulls with the highest DEP are extensively
used in mating systems, and very little is known about the degree of genetic diversity still existing
in the herds. In order to characterizing genetic diversity among Guzerat bulls evaluated the
breeding programs for this breed in Brazil, a sample of 54 bulls were genotyped for the Y-
chromosome specific microsatellites INRA198, BYM-1, BM861 e UMNO0307. These genetic
markers were genotyped by PCR amplification and capillary electrophoresis separation. Allele
frequencies were obtained by gene counting. Haplotype diversity was calculated using Nei’s
formula. Alleles identified in Guzerat bulls were INRA189%%°, INRA189°%°, UMNO307%,
BM861'%%  BYM-1%%" BYM-1?®  The genetic marker INRA189 presented segregation
disturbances and was excluded from the analysis. BYM-1 presented two alleles while the two
other markers were monomorphic. With the markers BYM-1, BM861 e UMNO0307, it was
possible to identify two haplotypes (H1: UMNO0307%%" BM861™% BYM-1%%" ¢ H2:
UMNO03075%°, BM861'%¥* BYM-1%""). Haplotype 1 was present in 83% of the animals. The
low haplotype diversity observed (0,28 + 0,07) is in good agreement with other studies in
literature, that ascertained a small number of haplotypes in indicus breeds. Besides, that genetic
diversity studies based on genealogical register of the Guzerat breed in Brazil have also pointed
out the low genetic diversity, as well as the low effective population size. However, these results
should be caustiously interpreted since the system must be improved by the association of

aditional genetic markers.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historia dos zebuinos no Brasil

A origem de todos os bovinos domésticos pode ser rastreada até dois centros principais, a
Asia (Bos indicus) e a regido da Europa (Bos taurus). Analises moleculares demonstraram uma
enorme divergéncia genética entre Bos taurus e Bos indicus, e que as duas espécies divergiram ha
mais de 250.000 anos a partir de um ancestral comum (BRADLEY et al., 1996). Os primeiros
passos para a domesticagdo ocorreram no sudoeste da Asia e 0 gado domesticado entrou na
Europa (taurinos) e Africa (zebuinos) juntamente com a migracdo humana (BRADLEY et al.,
1996; CARAMELLI, 2006).

Os zebuinos distinguem-se dos taurinos, principalmente pela presenca da corcova, ou giba,
e pela melhor adaptacdo as condicdes aridas (HANSEN, 2004; JORGE et al., 2006). Além disso, a
partir da analise do cariotipo das duas espécies € possivel observar que os taurinos possuem o
cromossoma Y submetacéntrico ou metacéntrico, enquanto o cromossoma Y acrocéntrico € tipico
dos zebuinos (STRANZINGER et al., 2007).

As caracteristicas tipicas dos zebuinos sdo pele com pigmentacdo abundante, pelos curtos e
lisos, maior toleréncia ao calor, maior resisténcia a ecto- e endoparasitas, e maior capacidade de
aproveitamento de forrageiras de baixo valor nutritivo (JORGE et al., 2006).

Os primeiros bovinos a pisar o solo brasileiro eram provenientes de Portugal e Espanha
(Bos taurus) e foram introduzidos no pais durante os primeiros séculos da colonizacdo. Esses
animais foram se estabelecendo em todo o pais (JOSAHKIAN, 2003; EGITO, 2007).No entanto,
0s bovinos europeus aqui introduzidos perdiam grande parte do seu potencial produtivo ou
sucumbiam devido as condi¢cdes adversas do ambiente tropical e a presenca de ecto- e
endoparasitas. Os animais que demonstravam capacidade de aclimatacdo e sobreviviam a
importacdo se mesclaram numa infinidade de tipos e/ou racgas, dos quais, até hoje se encontram
espécimes ou rebanhos (JOSAHKIAN, 2003).

O primeiro nucleo de animais zebuinos puros no Brasil foi estabelecido por D. Pedro I, em
1826, na Fazenda Real Santa Cruz, proxima ao Rio de Janeiro. Posteriormente, verificaram-se
algumas importacdes de touros, casais ou pequenos lotes, de 1850 a 1908. As grandes importacoes
de zebuinos coincidem, no entanto, com a Primeira Guerra Mundial, consequéncia direta da

valorizacdo da carne, para exportacdo. Entre o periodo de 1914 e 1918, 1.847 reprodutores de
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racas zebuinas foram trazidos para o Brasil. Em 1921, ap6s o surto de peste bovina, 0 governo
brasileiro proibiu novas importac6es, fazendo com que os criadores passassem a se dedicar a

selecdo e ao melhoramento de seus plantéis no pais (SANTIAGO, 1975).

Em 1930, criadores mineiros receberam uma licenca especial do Ministério da Agricultura
para trazer da india 192 reprodutores das racas Gir, Nelore, Guzera e Sindi, numa época em que 0
rebanho zebuino puro estava visivelmente reduzido, constituido de 80 a 90% de animais
denominados Indubrasil, resultantes do cruzamento de diversas ragas indianas, dentre elas Gir e
Guzerd. A chegada de animais de raca definida trouxe maior interesse pela criacdo de gado puro,
verificando-se entdo uma reducdo do numero de adeptos da nova raca, que estava se formando no
Triangulo Mineiro, a Indubrasil. Estima-se que até o ano de 1963, cerca de 6.262 bovinos,
provenientes em maior proporcio da india, foram trazidos para o pais (SANTIAGO, 1975).
Segundo a Associacdo Brasileira dos Criadores de Zebu (ABCZ), predominam, atualmente, no
Brasil dez racas zebuinas: Brahman, Cangaian, Gir, Gir mocha, Guzerd, Indubrasil, Nelore, Nelore
mocha, Sindi e Tabapud (BEZERRA, 2007).

Contrapondo-se aos 6.262 zebuinos, cerca de 1 milhdo de exemplares das racas européias
entraram no territorio brasileiro. No entanto, atualmente, se estima que do rebanho nacional, de
aproximadamente 210 milhdes de cabecas (IBGE, www.ibge.org.br), 80% tenha genética zebuina,
incluindo animais puros e cruzados. Isto evidencia a capacidade adaptativa dos zebuinos as nossas
condicdes ambientais (JOSAHKIAN, 2003).

A raca Guzera é originaria do Estado de Gujarat, no centro da Costa Oriental da india,
regido de terras baixas e secas, em geral de solos arenosos, sem arvores. As chuvas (precipitacdo
média anual entre 500 - 700 mm®) se concentram entre julho e outubro e a temperatura varia de
5°C a 50°C. As condicdes adversas de sua regido de origem favoreceram a sua rusticidade e
adaptabilidade as regides aridas. A raca é constituida por animais de grande porte, que tem sido
explorados para producdo de carne e leite, sendo tradicionalmente considerada de dupla aptidao.
Destaca-se também pelo porte imponente, cabeca alta e chifres grandes, em forma de lira. A

pelagem varia do cinza claro ao escuro, podendo ser branca nas fémeas (fig. 1).

Os primeiros animais pertencentes a raca Guzera foram trazidos da india em 1870 e eram
utilizados para a producéo de leite e carne, e também para arrastar carrocdes e vagdes para
transporte de café (CAMPQOS, 2006). Estes animais adaptam-se muito bem no Nordeste brasileiro,

povoando desde areas férteis litoraneas, passando pelo agreste, até o sertdo semi-arido. A raca
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Guzera tem se destacado entre as racgas zebuinas devido ao seu bom desempenho para producdo de
leite e por apresentar crescimento rapido (ABCZ, referéncia eletronica 1; PENNA et al., 2006).

Os animais da raca Guzerd apresentam precocidade, adaptabilidade, bom desempenho
ponderal e boa qualidade de carne a custos baixos. Alem disso, as fémeas Guzera tém se tornado
ideais para producdo de leite no sistema organico de producdo, pois sdo adaptadas ao clima do
Brasil (CAMPOS, 2006). Suas qualidades para a bovinocultura tropical fizeram com que a FAO a
incluisse na lista de recursos genéticos mais importantes de serem preservados no mundo
(HODGES et al., 1992; FAO 2007).

O Brasil € um dos maiores centros criatorios de Guzera do mundo e um grande fornecedor
de material genético da raca para outros paises. Além disto, um nucleo MOET da raca Guzera foi
implantado no Brasil, concomitantemente, um teste de progénie, para 0 melhoramento genético da
raca. O programa de melhoramento genético com foco na dupla aptiddo tem crescido ao longo dos
ultimos anos (TEODORO et al, 2003; PEIXOTO et al., 2010).

O éxito dos programas de melhoramento para caracteristicas leiteiras, junto com as de
corte e reproducdo e a versatilidade e rusticidade da raca, vém garantindo-lhe mercado no pais e
no exterior. Além de importante recurso genético como raca pura, 0 Guzera tem se tornado uma

importante op¢do nos cruzamentos para producao de mesticos leiteiros (PENNA et al., 2008).

Figura 1 - Touro da raca Guzera. Edipo da Alagoinha.
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1.2 Programas de melhoramento genético

Os bovinos domésticos sdo 0s principais componentes da economia pastoril em todo
mundo, contribuindo para o fornecimento de leite, a principal fonte de proteina da dieta humana, e

também com outros importantes produtos como carne, couro e estrume (MACHUGH et al., 1997).

A grande variabilidade genética encontrada nas ragas zebuinas constitui um fator
importante para possiveis progressos através de programas de melhoramento animal. A selegdo
das diferentes racas é feita com base na escolha de individuos, que possuam um valor genético
superior para caracteristicas como produtividade para pais da geracdo seguinte. Esses animais sao,
entdo, usados como reprodutores, alterando-se a constituicdo genética do rebanho e obtendo-se
assim um incremento na produtividade (ANDREAZZA, 2006).

A producéo de animais pelo cruzamento entre ragas com diferentes aptiddes tem se tornado
cada vez mais comum no Brasil. O objetivo desta abordagem é combinar as melhores
caracteristicas, otimizando-se assim os efeitos da heterose (cruzamento de individuos néo-
relacionados atraves do qual os filhos apresentam melhor desempenho do que a média dos pais) e
os tragos complementares das racas em beneficio da economia, ou seja, os efeitos aditivos
(MARSON et al., 2005).

De acordo com esta linha de raciocinio e devido ao potencial leiteiro reconhecido na raca
Guzera, em 1992, a Associacdo dos Criadores de Guzera do Brasil (ACGB) passou a incentivar a
execucdo do controle leiteiro oficial na raca. Este passo foi fundamental para a implantagdo do
Programa Nacional de Melhoramento de Guzera para Leite, coordenado pela Embrapa Gado de
Leite e pelo Centro Brasileiro de Melhoramento do Guzera. Tal programa é composto por duas
ferramentas de melhoramento genético: o teste de progénie (TP) e o nucleo MOET (do inglés:

multiple ovulation and embryo transfer) de selecdo (PEIXOTO et al., 2009).

O teste de progénie é um método de avaliacdo do touro que se baseia no desempenho
produtivo de sua progénie(filhas). Em sua maioria, estas filhas vém de acasalamentos aleatérios,
nos quais as vacas sdo inseminadas com sémen codificado, em rebanhos puros e mestigos.
Tambem sdo utilizadas, nesta avaliacdo, as filhas resultantes dos acasalamentos dirigidos, nos
rebanhos puros em controle leiteiro oficial, via Arquivo Zootécnico Nacional (AZN), desde que

atendidas as exigéncias de namero, distribuicdo entre fazendas e conexdo genética entre grupos
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contemporaneos, além das informagdes de seus parentes ancestrais e colaterais. Este teste é lento,
em funcdo do longo intervalo de geracGes da raga. Para que um touro seja avaliado e
disponibilizado ao mercado é necessario que tenha gerado varias filhas e que estas tenham
encerrado sua primeira lactacdo, o que geralmente leva seis anos. Porém, é o0 método mais preciso
para se avaliar o real potencial genético de um touro para a producdo de leite (PEIXOTO et al.,
2009).

O nucleo MOET, utiliza a técnica de multipla ovulacdo e transferéncia de embrides para
produzir familias de meio-irmdos e irmaos completos. Para avaliar os touros, leva-se em
consideracdo o desempenho de suas irmds completas, meio-irmas paternas e maternas, e demais
parentes (como no teste de progénie), estimando precocemente o valor genético do animal. Este
método confere intensidade de selecdo por trabalhar apenas com os melhores animais da racga e
grande rapidez por avaliar os touros ainda jovens. Além disso, 0 tempo gasto para essa avaliagdo é
metade do tempo requerido para a avaliacdo através de teste de progénie. E menos acurado que um
teste de progénie com um grande numero de filhas, porém permite maiores ganhos genéticos em
funcdo da maior rapidez e maior intensidade de selecdo (PENNA et al., 1998; PEIXOTO et al.,
2009).

Os animais produzidos no nucleo MOET podem ser, posteriormente, conduzidos ao teste
de progénie e terem suas filhas aferidas. Tal avaliagdo incorpora acuracia ao teste e demonstra a
vantagem de se integrar os dois programas, pois permite unir rapidez e acuracia (PENNA et al.,
1998).

O primeiro passo para um processo de selecdo é estimar o valor genético dos animais. Isto
é feito, utilizando-se analises estatisticas que permitem estimar o valor genético a partir de seu
préprio fenotipo (no caso das fémeas), do fenétipo de seus parentes ancestrais, colaterais e de
progénies (no caso dos machos). A técnica de avaliacdo é baseada no modelo animal BLUP (Best
linear unbiased prediction), uma metodologia que produz estimativas dos valores genéticos das
diferencas esperadas na progénie (DEP). A DEP €, portanto, uma previsdo da capacidade de um
animal transmitir determinada caracteristica para sua prole. E geralmente utilizada para comparar
0 possivel desempenho das filhas de um touro com as de outros que também participaram da
avaliacdo, possibilitando ao criador escolher o animal com maior capacidade de transmissdo da
caracteristica de interesse, como reprodutor em seu rebanho. Para que essa comparagdo seja
verdadeira, € necessario que 0s animais em teste sejam acasalados com um grupo de vacas

comparaveis em um mesmo rebanho e que o0s produtos resultantes recebam o mesmo tratamento
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apos o nascimento. A DEP prediz diferencas e ndo valores absolutos. Desta forma, da comparagao
entre um touro que possui DEP de + 25kg para producéo leiteira, com um touro com DEP de -
10kg, pode-se esperar que as filhas do primeiro irdo produzir em média 35kg a mais que as filhas
do segundo, na populacdo em que forem usados. Uma das caracteristicas leiteiras avaliadas no
programa, e que serd usada no presente trabalho, é a producdo de leite corrigida para um periodo
de lactacdo padrdo de 305 dias (PANETTO et al., 2010; PEIXOTO et al., 2010).

Os programas de avaliacdo genética visam promover o melhoramento genético,
identificando individuos geneticamente superiores para as caracteristicas de interesse, comparando
e divulgando os melhores reprodutores, o que leva ao seu uso intensivo em escala nacional, por
meio de técnicas de reproducdo assistida (MELO, 2006). Tal fato, no entanto, pode comprometer
0 sucesso do programa por acarretar aumento do coeficiente de endogamia e perda da diversidade
genética da raca (PEIXOTO et al., 2010).

Os trabalhos de melhoramento da raga, geralmente sdo voltados para uma determinada
caracteristica, o que se denomina selecdo unidirecional. Esta pode ter como consequéncia a
selecdo, por efeitos de carona, de caracteristicas indesejaveis. No caso da selecdo para leite, a
fertilidade dos rebanhos tem declinado na medida que ocorre o aumento da producgéo leiteira
(GARCIA-ISPIERTO et al., 2007; STRANZINGER et al., 2007; BARBAT et al., 2010).

1.3 A diversidade genética do Guzera

O Programa Nacional de Melhoramento do Guzera para Leite teve inicio em 1994. Nestes
16 anos, foram provados para leite mais de 300 touros provenientes do teste de progénie, do
nucleo MOET e do Programa de Melhoramento Genético das Racas Zebuinas da Associacdo
Brasileira de Criadores de Zebu (PMGZ/ABCZ). O primeiro sumario de touros para
caracteristicas leiteiras foi publicado no ano de 2000. Até agora, somam-se 11 sumarios
publicados anualmente. No Gltimo sumario os dados foram oriundos de 68 rebanhos (39 puros e
29 mesticos), participantes do PMGZ/ABCZ, do Teste de Progénie e do Nucleo MOET
(PEIXOTO et al., 2010).

Até 1993, apenas 12 rebanhos possuiam algum dado leiteiro e existiam apenas 277

primiparas aferidas oficialmente na raca. O numero de primiparas aferidas vem aumentando
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substancialmente desde a implantacdo do Programa. Desde 2005, o nimero aferido anualmente ja
era muito superior a todo o conjunto de dados existentes até o0 ano de 1993. Esta tendéncia traduz
o forte crescimento do programa e demonstra a ampliacdo da populacao rastreada para a producgéo
de leite, que podem conduzir a aumentos na acuracia e eficiéncia das avaliacbes (PENNA et al.,
2008).

Nos programas MOET e TP do Guzera, o delineamento cuida que estejam representadas
diversas linhagens, visando diminuir riscos de aumento da consanguinidade pelo afunilamento
genético decorrente do uso intenso de alguns poucos reprodutores famosos e seus descendentes
(PEIXOTO et al.,, 2010). Porém, alguns estudos recentes tém demonstrado o aumento do
coeficiente de endogamia com o passar das geracdes em rebanhos melhorados, que pode ser
devido a intensa utilizacdo de reprodutores com alto valor genético (POGGIAN, 2008; FARIA et
al., 2009).

Em um estudo publicado em 2002, Faria e colaboradores divulgaram que a raca Guzera
possuia um pequeno tamanho efetivo da populacdo (Ne 104), que, embora baixo, € maior do que o
encontrado para outras ragas zebuinas no Brasil, como Gir (45) e Nelore (68). O mesmo grupo
observou que a variabilidade genética da raca decresceu ao longo do tempo no periodo de 1979 a
1998, indicando a necessidade de monitoracdo da raca e do estabelecimento de estratégias para
previnir complica¢es que possam ocorrer no futuro (FARIA et al., 2004). O coeficiente médio de
endogamia da raca Guzera tem sido estimado entre 4 e 5% (VIEIRA et al., 2005; PEIXOTO et al.,
2006; TEODORO et al., 2007; PEIXOTO et al., 2010).

Machado e colaboradores (2003) utilizaram nove marcadores microssatélites em quatro
racas de zebuinos com o intuito de averiguar a diversidade genética dentro e entre as racas. A
heterozigosidade média para os nove loci foi de 35% sendo que o esperado sobre a hipdtese de
equilibrio de Hardy-Weinberg seria de 53%. Esta baixa heterozigosidade sugere que, dentro de
cada raca, 0s animais avaliados apresentam alta endogamia que pode ser um resultado de intenso

processo de selecédo para carne e leite.

Poggian em 2008, estudou a variabilidade genética e endogamia nos rebanhos de Guzera
selecionados para producéo leiteira. Neste estudo, foi possivel observar que o tamanho efetivo da
populacdo, em média, é 77, com namero efetivo de fundadores e de ancestrais igual a 318 e 101,
respectivamente; recomendando-se a pratica de acasalamentos dirigidos. O intervalo de geracoes

(7,48 anos) encontra-se elevado e foi possivel detectar ainda que, o efeito gargalo encontra-se
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acentuado, podendo corresponder a uma diminui¢do no nimero de reprodutores devido a selecéo

para producdo de leite, evidenciando o risco de perda da diversidade genética da populagéo.

Este trabalho visa averiguar quantas linhagens masculinas estdo sendo avaliadas nos
programas de melhoramento genético com o intuito de contribuir para um melhor planejamento

destes programas visando a manutencao da diversidade genética nos plantéis.

1.4 O cromossoma Y

Os bovinos possuem 60 cromossomas, 58 autossémicos e 0 par sexual XX ou XY. Os
machos s&o heterogaméticos e possuem um cromossoma X e um Y. O cromossoma Y é um dos
menores do caridtipo bovino, sendo composto por uma pequena regido (5%) pseudo-autossémica
(homéloga ao cromossoma X) e a regido Y-especifica, que corresponde a 95% do cromossoma
(LIU et al., 2002). Com excecdo da regido pseudo-autossémica, o cromossoma Y é transmitido
como uma unidade ndo-recombinante e macho-especifica. Assim, a informacéo passa de pai para
filho sem que haja variacdo ou alteracGes, exceto aquelas criadas por mutacdes na linhagem
germinativa, durante a formacdo dos gametas (EDWARDS et al., 2000; JORGE et al., 2006).

O genoma de bovino foi publicado em 2009, baseado em sequéncias geradas a partir de
uma vaca taurina da raca Hereford e, no mesmo ano, de uma segunda vaca taurina, da raca alema
Fleckvieh (Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium, 2009; ECK et al., 2009). S6
recentemente comecam a ser depositadas sequéncias do cromossoma Y bovino. As regides
repetitivas presentes nesse cromossoma dificultam o mapeamento genético (SKALETSKY et al.,
2003). Apesar disso, Liu e colaboradores (2002) produziram um mapa do cromossoma Y de
bovinos e identificaram 13 genes localizados na regido pseudo-autossomica e 46 marcadores
genéticos na regido nao recombinante. Di Meo e colaboradores (2005) produziram o mapa
citogenético do cromossoma Y de bovinos e compararam evolutivamente com demais

representantes da familia Bovidae.

Em animais domésticos, a analise de polimorfismos Y-especificos é escassa e estudos
recentes tém demonstrado que a variabilidade genética € reduzida. Em bovinos, a diversidade do

cromossoma Y é inferior a dos autossomas e o nimero efetivo de machos tende a ser ainda menor
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devido aos esquemas de acasalamento e aos programas de melhoramento genético (JORGE et al.,
2006; PENNA, 2008; PEIXOTO et al., 2010).

1.5 Marcadores genéticos no cromossoma Y

Marcadores moleculares do DNA tém sido amplamente utilizados em analises de
variabilidade genética, pois contribuem com informacdes sobre todas as regides do genoma,
independentemente do nivel de expressdo génica (PANDEY et al., 2006). Além disso, eles
fornecem a mais alta precisdo na identificacdo individual e em estudos de vinculo genético,
transformando-se em uma ferramenta complementar do melhoramento para a selecdo (KAPPES et
al., 1997).

Marcadores moleculares no cromossoma Y de bovinos podem tanto ser utilizados para o
melhoramento genético, como em pesquisas de diversidade genética, porque, com excecdo das
regides pseudo-autossémicas, seus haplotipos especificos funcionam como marcadores da
linhagem masculina. Estas caracteristicas asseguram que combina¢des originadas de eventos de
mutacdo ao longo de linhagens de machos sdo preservadas como ligadas em um bloco haplotipico,
podendo ser usadas para analise de diversidade genética dentro e entre popula¢ées (EDWARDS et
al., 2000).

Os microssatélites tém um alto grau de polimorfismo e tém sido efetivamente explorados
para entender a domesticacdo e o padrdo de migracdo da espécie bovina (BRADLEY et al., 1994;
LOFTUS et al., 1994; EDWARDS et al., 2007; The Bovine HapMap Consortium, 2009; PEREZ-
PARDAL et al., 2010) e para avaliar a diversidade genética e as rela¢bes evolutivas entre bovinos
(MacHugh et al., 1997; ALMEIDA et al., 2000; HANOTTE et al., 2000; CANON et al., 2001;
WARD et al., 2001;KIM et al., 2002; Liu et al., 2002; MAUDET et al., 2002; JORDANA et al.,
2003; METTA et al., 2004; MUKESH et al., 2004; MAO et al., 2007; Li et al., 2007; EDWARDS
et al., 2007; GINJA et al., 2009; KANTANEN et al., 2009; XIN et al., 2009; PEREZ-PARDAL et
al., 2010).

A heranca materna tem sido amplamente utilizada para determinar a origem e diversidade
do gado taurino, mas pesquisas que englobam a diversidade herdada pelo pai através do
cromossoma Y ainda sdo poucas (EDWARDS et al., 2000; HANOTTE et al.,, 2000;
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GIOVAMBATTISTA et al., 2000; WARD et al., 2001; Liu et al., 2002; VERKAAR et al., 2003;
EDWARDS et al., 2007; GINJA et al., 2009; KANTANEN et al., 2009; XIN et al., 2009;
PEREZ-PARDAL et al., 2010; EDWARDS et al., 2011). Durante o sequenciamento do genoma
bovino, foi gerado sequéncias de fémeas e sé recentemente comecam a ser publicadas sequéncias
do cromosssoma Y. Ainda assim, os marcadores especificos para esse cromossoma, ja
identificados, tém sido Uteis para identificar o fluxo de genes entre populacdes mediado por
machos (HANOTTE et al., 2000; GIOVAMBATTISTA et al., 2000; VERKAAR et al., 2003;
UNDERHILL & KIVISILD 2007; GINJA et al., 2010) e em estudos de estrutura genética de
populacdo (LIRON et al., 2006; LI et al., 2007; MAO et al., 2007; GINJA et al., 2009a). Além
disso, a utilizacdo de marcadores Y-especificos tém aumentado a confiabilidade na caracterizacao
de patrilinhagens e permitindo distinguir subdivisdes em Bos taurus (PEREZ-PARDAL et al.,
2009).

Estudos buscando caracterizar os haplotipos de cromossoma Y para as racas de bovinos
domésticos tém sido realizados com maior intensidade nos ultimos anos, mas ainda Sao escassos

os marcadores descritos como polimorficos para a regido ndo-recombinante do cromossoma Y.

O primeiro marcador microssatélite isolado para bovinos foi o0 BM861 (BISHOP et al.,
1994), durante a construcdo de um mapa genético de ligacdo para os cromossomas X e Y. Neste
trabalho, foram desenvolvidos 313 marcadores, dentre os quais, cinco (BM861, BM2113,
BM4117, BM1223 e BM6444) sdo Y-especificos. No mesmo ano, Vaiman e colaboradores
isolaram novos marcadores para o0 genoma de bovinos, incluindo os microssatélites Y -especificos
INRA124 e INRA126. Trés anos depois, Kappes e colaboradores (1997), utilizaram 1.236
marcadores (627 dos quais isolados por estes autores) de DNA, incluindo os marcadores BM861 e
INRA189, e 14 antigenos eritrocitarios, e forneceram uma melhor resolu¢do do mapa genético de
bovinos. Os marcadores genéticos BYM-1 e UMNO0307 foram isolados mais recentemente (Ward

etal., 2001 e Liu et al., 2002, respectivamente).

Edwards e colaboradores (2000) utilizaram os marcadores BM861, INRA189, entre outros,
com o intuito de detectar polimorfismos entre e dentro de varias espécies/racas pertencentes a
familia Bovidae, incluindo 12 animais da raca Nelore (zebuina). Os microssatélites utilizados
apresentaram variacao entre as racas, sendo capazes de distinguir taurinos de zebuinos, mas nao

foi encontrada variagéo entre os touros da raca Nelore analisados.

Ward e colaboradores (2001) utilizaram o microssatélite BYM-1 para analisar a possivel

introgressao de touros taurinos em uma amostra de Bison bison. Como resultado, eles observaram
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que todos os machos Bison bison eram portadores do alelo BYM-1%*?" enquanto dois alelos
(BYM-1%°%"" ¢ BYM-1%""") foram observados nas racas taurinas analisadas, levando a conclus&o

que ndo houve introgresséo de macho.

Li e colaboradores (2007), com o objetivo de analisar a estrutura genética da populagéo de
bovinos africanos, utilizaram os microssatélites BM861, INRA189 e BYM-1, entre outros
marcadores. Nos individuos representantes da raca zebuina estudada (Begait), somente 0 marcador
BYM-1, dentre os referidos acima, apresentou variacdo com os alelos BY M-12°%"" ¢ BY M-12%°P°,
enquanto os marcadores BM861 e INRA189 apresentaram um Unico alelo cada (BM861*°" e
INRA189%°, respectivamente).

Kantanen e colaboradores (2009) utilizaram cinco marcadores microssatélites (BM861,
BYM-1, INRA124, INRA189 e DYZ-1) com o objetivo de analisar a diversidade genética do
cromossoma Y em bovinos. Para as ragas zebuinas analisadas, foram encontradas dois alelos para
0s microssatélites BM861 (BM861°%"" e BM861™%) e INRA189 (INRA189%®® ¢
INRA189%°pb), e para o marcador BYM-1 foram encontrados trés alelos (BYM-12"* BYM-
1250 o BYM-12%"). Para as racas taurinas, o marcador BM861 foi bialélico (BM861'%¢" ¢
BM861%%") o INRA189 apresentou sete alelos (INRA189%"° INRA189°"°, INRA189%P"
INRA189'P INRA1899%" INRA189'" ¢ INRA189'%) e 0 BYM-1, quatro (BYM-12%",
BYM-1%" BYM-1%%" ¢ BYM-128PP),

Ginja e colaboradores (2009) definiram haplétipos para o cromossoma Y de bovinos
baseando-se em sete marcadores microssatélites (DDX3 Y1, BM861, INRA124, INRA129,
UMNO0103, UMNO0307 e UMNO0504), cinco SNPs e uma INDEL. O grupo encontrou 2 alelos para
o marcador BM861 (BM861™°%"° ¢ BM861'°*""), sendo que o alelo BM861***® foi encontrado
somente em zebuinos e 0 BM861'%%"° em taurinos; o microssatélite INRA189 apresentou 8 alelos
(INRA189%P  INRA189%P INRA189%P* INRA189%" |INRA189%%" |INRA1891%%
INRA189'%"®  INRA189'%"") mas apenas os alelos INRA189%" e INRA189% foram
encontrados em Bos indicus; e dos 4 alelos encontrados para o microssatélite UMNO307
(UMNO0307**° UMNO0307*"", UMNO0307"* ¢ UMNO0307**"), somente UMNO0307%" ¢
UMNO0307%%" foram observados nas racas zebuinas. Vale ressaltar que todos os touros da raca
Brahman desta amostra pertenciam a um Unico haplétipo (H9Y3, com os alelos BM861%°%,
INRA189%° ¢ UMNO0307%%"?), assim como todos os animais da raca Gir (H18Y3, com os alelos

BM861'°%"° INRA189%P° e UMNO03074%PP),
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Pérez-Pardal e colaboradores (2009) investigaram a estrutura e diversidade haplotipica em
racas taurinas da Europa e Africa utilizando uma combinagio de 2 SNPs e 6 microssatélites Y -
especificos (INRA189, BYM-1, BM861, UMNO0307, UMNO0103 a, UMNO0103 b). Foram
amostrados 405 touros de 45 populacbes e 26 hapldtipos foram encontrados. Os alelos
identificados para os quatro marcadores foram: INRA189 (INRA189'%° |NRA189™%"
INRA189"*°  INRA189™°" INRA189™" INRA189'" |NRA189'°" INRA189"*",
INRA189* P que correspondem aos seguintes alelos encontrados pelos demais autores:
INRA189%"  INRA189°" INRA189% ™ INRA189%™ INRA189'" |INRA189'%"
INRA189'%"°  INRA189'%"° |INRA189'%") BYM-1 (BYM-1%° BYM-1252P° BYM-124%,
BYM-1%°°"*) BM861 (BM861'°°"*) ¢ UMNO0307 (UMNO0307**"°, UMNO0307**"", UMN03074P",
UMNO03075%° UMN0307%%%"°, UMN0307"").

Edwards e colaboradores (2011) utilizaram os marcadores INRA189 e BM861 e SNPs para
analisar a estrutura haplotipica do cromossoma Y em 2.087 bovinos. O locus INRA189 foi 0 mais
informativo, com 10 alelos (INRA189% INRA189%" INRA189%" INRA189%P"
INRA189% ™ INRA189% INRA189'P" |INRA189%" |NRA189'%"* INRA189'®M) e o
BM861, apresentou trés (BM8612°°"° BM861'°%", BM861'°°"). Todos os 16 animais zebuinos
amostrados (racas Nelore e Ongole), apresentaram um Unico haplétipo, constituido do alelo
INRA189%P° ¢ BM861'%°"". No total de racas estudadas, foram identificados 19 haplétipos e a
diversidade haplotipica média por raca foi de 0,42 + 0,3, com haplétipos fixados em 65 das 111
(59%) racas amostradas.

Outros marcadores, além dos usados no presente estudo, também vém sendo utilizados.
Hanotte e colaboradores (2000) foram os primeiros a utilizar o marcador INRA124 para analisar a
distribuicdo geografica e frequéncia deste entre Bos taurus e Bos indicus. Foram genotipados 984

4132pb

touros, representando 69 racas. O alelo taurino (INRA12 ) foi observado em nove racas

classificadas como zebuinas ou produtos de cruzamentos zebuinos vs. sanga e em 18 ragas

classificadas como sanga, enquanto o alelo zebuino (INRA12430

) foi encontrado em oito ragas
classificadas como taurinas e em 10 racas classificadas como sanga. Em todas as racas estudadas,
somente duas eram puras para 0 cromossoma Y, as demais populagGes taurinas possuiam alelo

zebuino. Estes resultados sdo semelhantes aos descritos previamente (BRADLEY et al., 1994).

Giovambattista e colaboradores (2000), com intuito de estudar a distribuicdo geografica e
frequéncia haplotipica do cromossoma Y de taurinos e zebuinos da Argentina e da Bolivia,
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utilizaram o microssatélite INRA124. Neste estudo, 85.7% dos animais portavam o alelo taurino
INRA124"3% ¢ 14.3% o alelo zebuino INRA124™",

Xin e colaboradores (2009) genotiparam seis loci de microssatélite Y-especificos
(UMNO0920, INRA124, UMNO0929, UMNO0108, UMN2404 e UMNO0103) em uma amostra
constituida de 423 touros de ragas zebuinas chinesas e todos os marcadores apresentaram mais de
um alelo. Os marcadores INRA124 (alelos INRA124% ¢ INRA124%%) UMNO0103
(UMNO0103'%%°, UMNO0103*%°  UMNO0103%%" UMNO0103™") e UMN2404 (UMN2404%5P°
UMN2404°%° UMN2404'%° UMN2404% UMN2404'°%") foram capazes de distinguir os
Bos taurus dos Bos indicus, onde os zebuinos apresentam o alelo UMNO0103'%"" ou
UMNO103%"* para o marcador UMNO0103; o alelo UMN2404%° ou UMN2404%° oy
UMN2404%%° para o marcador UMN2404; e o alelo INRA124%*%"" para 0 marcador INRA124.

Edwards e colaboradores (2007) analisaram amostras de oito ragas taurinas do Oriente
Médio, através do microssatélite Y-especifico INRA124, com o intuito de estimar a proporg¢do de
cromossoma Y zebuino presente em cada populacdo. O microssatélite foi genotipado em 104
machos e a andlise foi baseada na presenca do alelo INRA124™% caracterizado como alelo
zebuino (BRADLEY et al., 1944., HANOTTE et al., 1997). O alelo foi observado na maioria dos
touros, resultado considerado sugestivo introgressdo mediada por machos zebuinos. Em estudos
anteriores, o marcador INRA124 apresentou polimorfismo entre as ragas taurinas e zebuinas
(EDWARDS et al., 2007; KANTANEN et al., 2009), e no estudo de Pérez-Pardal e colaboradores
(2009), foram observados polimorfismos dentro de ambos os taxas, onde trés alelos diferentes
foram observados para taurinos (INRA124%%° INRA124™32P ¢ INRA12413%") e trés em zebuinos
(INRA124'2%P° INRA124% ¢ INRA1243%0),

Até o atual momento, encontram-se caracterizados cerca de uma dezena de microssatélites
polimorficos para o cromossoma Y de bovinos (KAPPES et al., 1997; EDWARDS et al., 2000;
LIU et al., 2003; XIN et al., 2009; GINJA et al., 2009), porém nenhum deles foi usado para

caracterizacéo dos rebanhos brasileiros.

Neste projeto utilizamos quatro microssatélites Y-especificos que tém sido utilizados pelo
pesquisador Luis J. Royo e caracterizados com alto conteddo de informacéo polimorfica. Séo eles:
INRA189, UMNO0307, BYM-1 e BM861 (Luis J. Royo, comunicagéo pessoal).
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1.6 Justificativa e relevancia

O setor pecuario € um dos segmentos de maior crescimento econdmico, especialmente nos
paises em desenvolvimento, sendo que a pecuaria contribui com 40% do valor global da produc¢éo
agricola (FAQ, 2009).

O Brasil é detentor do maior rebanho mundial de bovinos e é considerado um dos mais
importantes centros de criacdo e selecdo de racas zebuinas. E classificado como o sexto maior
produtor mundial de leite, com produtividade média do rebanho de 1.237 litros/vaca/ano,
crescendo a uma taxa anual de 4%, superior a todos 0s paises que ocupam 0s primeiros lugares.
Além disso, o Brasil responde por 66% do volume total de leite produzido nos paises que
compdem o Mercosul. Vale ressaltar, que aproximadamente 80% do leite produzido no pais é
proveniente de vacas mesticas leiteiras com algum grau de sangue zebuino (ALVIM, et al., 2005;
ANDREAZZA, 2006; IBGE, 2007).

O leite esta entre os seis primeiros produtos mais importantes da agropecuaria brasileira,
ficando a frente de produtos tradicionais como café beneficiado e arroz. Além disso, o
Agronegdcio do Leite e seus derivados desempenham papel importante no suprimento de
alimentos, na geracdo de empregos e renda para a populacdo. Para cada Real de aumento na
producdo no sistema agroindustrial do leite, hd um crescimento de, aproximadamente, cinco Reais
de aumento do PIB, o que coloca o agronegdcio do leite a frente de setores importantes, como o da
siderurgia e da industria téxtil.

Além de sua importancia nutritiva, o leite desempenha um importante papel social,
principalmente na geracao de empregos. Em 2005 o Pais ja tinha acima de um milhdo e cem mil
propriedades que exploram leite, ocupando diretamente 3,6 milhdes de pessoas. A elevacdo na
demanda final por produtos lacteos em um milhdo de Reais gera 195 empregos permanentes. Este
impacto supera 0 dos setores automobilisticos, o de construcdo civil, o siderargico e o téxtil
(ALVIM et al., 2005).

O Estado de Minas Gerais € a principal unidade da federacdo no valor da producao
pecuéaria primaria (26,1% de participacdo). Destaca-se também na producdo de leite, respondendo
por 30,3% do valor total da producéo de leite do pais (IBGE, 2007).

Entretanto, a producdo pecuéria tem aumentado em todo 0 mundo baseada em um numero
limitado de ragas e a diversidade genética dentro dessas racas esta em declinio. A producéo global
de carne, leite e ovos é cada vez mais baseada em um nimero limitado de racas de alta produgéo

(as racas mais lucrativas no sistema de producdo) (FAO, 2007).
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Estima-se que 50% do progresso da producéo leiteira seja devido a genética e muito pouco
se sabe sobre o grau de reducgéo da diversidade causado pelo cruzamento indiscriminado dentro
racas. Este € um problema considerado por muitos especialistas como a principal ameaca para a
diversidade genética em animais de criacdo (FAO, 2007). Além disso, varios estudos tém
divulgado que a fertilidade dos rebanhos tem declinado proporcionalmente aos rendimentos
ascendentes da producéo de leite (LOPEZ-GATIUS et al., 2006; DOBSON et al., 2007; BARBAT
et al.,, 2010) e o indice de endogamia nos rebanhos tem aumentado (FARIA et al., 2009;
PEIXOTO et al., 2010).

Panetto e colaboradores (2010) analisaram a depressdo endogamica na raca Guzera e
observaram que 0 monitoramento do sistema de monta conseguiu diminuir o indice de endogamia.

O Guzerd é a Unica raca zebuina que atende aos dois nichos de mercado — corte
especializado ou duplo-propdsito. Pura ou em cruzamentos, € uma raca versatil, o que favorece o
lucro. E também a Unica a possuir programas de melhoramento integrados para corte e leite de
modo a oferecer material genético comprovado simultaneamente para ambas caracteristicas
(PENNA et al., 2006).

O desenvolvimento e a caracterizacdo de um sistema haplotipico para o cromossoma Y
tornaré possivel analisar o grau de diversidade genética dos touros participantes dos programas de
melhoramento e assim monitorar as proximas geracfes de acasalamento nos rebanhos. Este
conhecimento poderé ser utilizado durante as estratégias de melhoramento genético para evitar a
perda de diversidade genética.

Diferencas nas frequéncias alélicas e haplotipicas tém sido encontradas em bovinos
(EDWARDS et al.,, 2000; LI et al., 2007), sugerindo sua aplicabilidade para estudos de
diversidade genética do gado doméstico. Para o0s eventos evolucionarios mais recentes,
microssatélites Y-especificos podem ter potencial para identificar mais linhagens de cromossomas
Y (BOSCH et al., 1999).

Ndo ha na literatura trabalho que tenha utilizado marcadores microssatélites no
cromossoma Y da raca Guzera para estudo de diversidade genética e caracterizacao Y -haplotipica.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo geral

Caracterizar a diversidade genética dos touros da raca Guzera, que participam dos
programas de melhoramento genético, atraves de marcadores moleculares (microssatélites) do

cromossoma Y.

1.7.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar um sistema haplotipico do cromossoma Y baseado em

microssatélites;

Comparar o sistema haplotipico desenvolvido com os dados de genealogias da raca

Guzerg;

Averiguar a existéncia de diferencas entre as DEPs de producéo leiteira de animais com

diferentes haplotipos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra

A amostra foi constituida de 54 touros provados da raca Guzera oriundos do nucleo MOET
e/ou teste de progénie (PEIXOTO et al.,, 2010). Foram coletados 8 mL de sangue de vaso
periférico em frasco tipo vacutainer estéril com EDTA. As amostras de DNA foram provenientes
de amostras depositadas no banco de DNA do Laboratério de Genética Humana e Médica do
Departamento de Biologia Geral do ICB-UFMG e do Laboratério de Genética Molecular da
Embrapa Gado de Leite.

2.2 Extragéo de DNA

A extracdo de DNA das amostras de sangue periférico foi realizada por digestdo com

proteinase K seguida de precipitacdo salina, conforme descrito por Miller e colaboradores (1988).

2.3 Genotipagem dos loci microssatélites

Foram utilizados um conjunto de quatro microssatélites Y-especificos de Bos taurus, que
sdo: INRA189, BYM-1, BM861 e UMNO0307, cuja sequéncia de iniciadores (primers) foi-nos
fornecida pelo pesquisador Luis J. Royo.

A sequéncia dos marcadores e a estimativa do tamanho dos amplicons foi feita com o
software Short sequence BLAST, usando-se na busca a sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores para PCR (primers) contra o banco de dados do NCBI, com parametros default (ref.

eletronica 2).
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Visando obter maior economia, praticidade e especificidade da amplificacéo,
acrescentamos a cada sequéncia de iniciadores forward uma cauda com a sequéncia do primer
M13-universal, numa estratégia descrita na literatura (SHUELKE, 2000). Estes primers com
cauda M13 foram marcados com fluorescéncia 6-FAM para possibilitar a analise atraves de
sequenciador automético de DNA. As sequéncias dos primers dos microssatélites estdo
disponiveis na Tab. 1.

As reacOes em cadeia da polimerase (PCR) tiveram um volume final de 25uL, com 10 mM
TrisHCI, pH 8,4, 50 mM KClI, 1,75 mM MgCl,, 0,1 % Triton X-100, 0,2 mM de cada dNTP
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 1 U Tag DNA polimerase (Phoneutria Biotecnologia e Servicos, Belo
Horizonte, MG, Brasil), 0,63 pmol/uL do iniciador forward (exceto para o marcador UMNO0307,
para o qual utilizou-se 2,0 pmol/pL) e 6,26 pmol/pL do iniciador reverse para cada microssatélite
(com excessdo do marcador INRA189 para o qual se utilizou 3,0 pmol/puL) (SINAPSE
BIOTECNOLOGIA, Sédo Paulo, SP, Brasil), usando-se aproximadamente 200/400 ng de DNA
genémico como molde. O programa de amplificacdo foi composto por uma desnaturacao inicial a
94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos, compostos por 94 °C por 30 segundos, 56/58/60 °C por
130 segundos e 72 °C por 100 segundos, com uma extenséo final de 72 °C por 5 minutos. Os
fragmentos de PCR foram separados por eletroforese capilar através dos sequenciadores
automaticos de DNA modelo ABI3130 (Applied Biosystems, USA) e MegaBACE™ (GE
Healthcare, USA), utilizando-se como padrdo interno de peso molecular o GenScan™ ROX
500™. No presente estudo foram utilizados trés sequenciadores automaticos, dois deles eram
MegaBACE™ (GE) e um deles, um ABI 3130 (Applied Biosystems). O tamanho dos alelos foi
determinado utilizando-se o software Gene Mapper® ID versdo 3.2 e visualizador Peak Filter
(Applied Biosystems, USA), para os fragmentos obtidos através do ABI3130, e o software
Fragment Profile versdo 1.2, para os fragmentos obtidos através do MegaBACE™,



Tabela 1 Sequéncia de primers e temperatura para os marcadores microssatélites
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Nome do Locus Sequéncia 5'-3' Temperatura (°C)
M13 (Fam) Gggttccctaagggttgga

INRA189-F gggttccctaagggttggaTTTTGTTTCCCGTGCTGAG 60
INRA189-R GAACCTCGTCTCCTTGTAGCC

BYM-1-F gggttccctaagggttggaCCTTGTTTGAGCTTGACCAGT 58
BYM-1-R TTGCAGGCACAGAAACGGA

BM861-F gggttccctaagggttggaTTGAGCCACCTGGAAAGC 58
BM861-R CAAGCGGTTGGTTCAGATG

UMNO307-F gggttccctaagggttggaGATACAGCTGAGTGACTAAC

UMNO0307-R GTGCAGACATCTGAGCTGTG 56

2.4 Analises estatisticas

As frequéncias alélicas foram estimadas por contagem génica. A diversidade génica (DG)

foi calculada de acordo com a formula de Nei (1987)

DG = (n/n-1)(1-2pi?) (1)

onde n se refere ao tamanho amostral e pi é a frequéncia alélica do marcador em analise.

Uma vez que o cromossoma Y ndo possui homologo, e por este motivo é herdado em

bloco, torna-se mais informativa a analise dos resultados sob a forma de um haplétipo ao invés

dos diversos marcadores individualmente. Por isto, também foram calculadas as frequéncias e 0s

indices de diversidade haplotipica. A frequéncia dos haplétipos foi calculada por contagem génica

e a diversidade haplotipica por sua vez, foi calculada utilizando a mesma férmula, sendo que neste

caso o pi representa as frequéncias haplotipicas. O desvio padrdo para a estimativa da diversidade

haplotipica foi calculado segundo a equacéo
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8= N(2/n)[= pi® - (= pi2)?] (Nei, 1987) (2)

onde n se refere ao tamanho amostral e pi representa as frequéncias haplotipicas.

Os resultados obtidos através dos marcadores Y-especificos foram comparados com o0s
dados de genealogias das familias e linhagens da raca. O acesso aos dados genealdgicos foi feito
através de contato pessoal com a Dr? Vania Maldini Penna e a Dr* Maria Gabriela Campolina

Diniz Peixoto.

Para averiguar se o haplotipo mais frequente identificava uma linhagem de alta producao
leiteira, averiguou-se a possivel associacdo entre os haplotipos do cromossoma Y e as DEPs de
producdo leiteira. Para isso, 0s touros foram agrupados por haplétipo e sendo estimada a DEP
média por hapldtipo, com base nas DEPs divulgadas pelo Programa Nacional de Melhoramento do
Guzera para Leite (PEIXOTO et al., 2010). Estas DEPs médias por haplétipo foram comparadas

com o teste t-Student, através do software Minitab versdo 15 (ref. eletrénica 4).



34

3 RESULTADOS

3.1 Selecéo de marcadores moleculares e sua caracterizacédo bioinformacional

A selecdo dos marcadores moleculares a serem usados no presente estudo foi feita por
meio de revisdo de literatura e com base em comunicacdo pessoal com o pesquisador Luis J.
Royo. Como a taxa de mutacdo dos sistemas e, consequentemente, seu contetdo informacional
depende de caracteristicas do motivo da repeticdo, que ndo estavam disponiveis nas publicacdes,
inicialmente procedeu-se a uma busca em bases de dados, para identificar os microssatélites
escolhidos. Estas buscas foram feitas na base de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,
ref. eletrbnica 1) usando-se os primers de cada sistema como motivo de busca. Esta estratégia
permitiu a identificacdo da sequéncia dos quatro marcadores.

Os microssatélites UMNO0307 e BYM-1 possuem repeti¢cbes dinucleotidicas simples de
(AC),, o INRA189 é formados por repeticdes dinucleotidicas simples de (GT), e o BM861 é
formado pelo motivo de repeticdo [CAxg) + GA + CAg)ln. Além disto, estas buscas permitiram a
identificacdo do tamanho do produto de PCR para o alelo que foi sequenciado em cada sistema. O
tamanho do amplicon previsto a partir da sequéncia do alelo de Bos taurus, depositada nas bases
de dados, permitiu prever os seguintes tamanhos de fragmentos (excluindo-se da sequéncia do
primer o fragmento da cauda de M13): para o INRA189 (GI:508117, acesso em 10/05/2009), 156
pb; para 0 BYM-1 (Gl: 226192168, acesso em 10/05/2009), 243 pb; para o marcador BM861 (Gl:
21521274.1, acesso em 10/05/2009), 158 pb; e para 0 UMNO0307 (GIl: 23954447, acesso em
10/05/2009), 151pb.

Na Tab. 2, € apresentada a conversdo de tamanho de fragmento para nome de alelo, que foi
feita com o objetivo de igualarmos a nomenclatura usada aqui com a da literatura. Os tamanhos
dos fragmentos apresentados acima para cada marcador foram ajustados, retirando-se em cada
caso 0s 19 pares de bases da cauda de M13. Além disto, foi observado, a partir do BLAST, que o
tamanho do amplicom esperado no presente trabalho, para o marcador INRA189 continha 58
pares de bases a mais do que o obtido com os primers usados por outros (LI et al., 2007; GINJA et
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al., 2009). Logo, subtraindo-se esse tamanho do amplicon obtido (148 - 58 = 90 e 140 - 58 = 82),

foi possivel obter tamanho de fragmentos equivalente aos encontrados na literatura.

Tabela 2 Tamanho do fragmento de cada marcador genotipado e seu alelo
correspondente, de acordo com a literatura
Tamanho do fragmento  Alelo correspondente

159pb INRA189%P°
167pb INRA189%0P"
277pb BYM-1%%°
279pb BYM-12°0P°
177pb BM861 125"
170pb UMNO0307%%

Fonte: Ginja et al., 2009; Pérez-Pardal et al., 2010

Mapas fisicos foram utilizados para compreender a posicdo dos marcadores no
cromossoma Y. Para isto, foram observados o mapeamento genético gerado com o painel de
hibridos de radiacdo (Whole Genome-Radiation Hybrid Panel, WG-RH; STAFUZZA et al., 2009)
e 0 mapa citogenético de bandamento R (DI MEO et al., 2005). Segundo o mapeamento genético
(STAFUZZA et al., 2009), o marcador INRA189 esté localizado na posi¢do 134.4 cR; o marcador
BYM-1, na posicdo 173.1 cR; e 0 BM861 na posicdo 336 cR. A posicdo do marcador UMNO0307
ainda ndo foi publicada (Fig. 2). A ordem de exposicdo dos resultados do presente trabalho sera de
acordo com a posicdo dos microssatélites no cromossoma. Como a posicdo do marcador

UMNO0307 ainda ndo foi divulgada, este vird apds os demais.

Na figura 2, sdo mostrados os mapas genéticos, obtidos por hibridos de radiacdo, e mapa
citogenético obtido por bandamento R (adaptado de STAFUZZA et al., 2009), contendo a posi¢ao
de genes conhecidos e dos marcadores no cromossoma Y de taurinos. Ndo héa resultados de

mapeamento genético baseado em hibridos de radiacdo para o cromossoma Y de zebuinos.
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Figura 2 — Estrutura do cromossoma Y de bovinos. Mapa RH (STAFUZZA et al., 2009) do cromossoma Y
de bovinos da espécie Bos taurus.(a esquerda) e ideograma citogenético (DI MEO et al, 2005)
do cromossoma (a direita). As linhas pretas ligam os marcadores dos mapas de RH, que também
foram mapeados fisicamente por FISH as suas localiza¢des no ideograma. As caixas vermelhas
indicam trés dos quatro marcadores utilizados no presente estudo. As posi¢des no mapa estéo
em cR5000. As distancias correspondem as posi¢des no mapa e as regides pseudo-autossdmicas
estdo indicadas em caixas pontilhadas.

Fonte: STAFUZZA et al., 2009, adaptado.



37

3.2 Alelos

Exemplos de separacdo em eletroforese capilar dos amplicons (e dos respectivos alelos)

obtidos para os diferentes sistemas sdo mostrados nas figuras abaixo (de Fig. 3 a Fig. 10).

O marcador INRA189 apresentou problemas de amplificacdo. Doze individuos néo
amplificaram (em trés tentativas); 27 (metade dos individuos genotipados) apresentaram dois
picos na andlise eletroforética, sendo um pico com tamanho de 158pb (correspondendo ao alelo
alelo INRA189%*" de LI et al., 2007; KANTANEN et al., 2009; GINJA et al., 2009; PEREZ-
PARDAL et al., 2011) e outro com 167 pb (correspondendo ao alelo de INRA189%° de LI et al.,
2007; KANTANEN et al., 2009; GINJA et al., 2009; PEREZ-PARDAL et al., 2011) (Fig. 3 e 4);
12 animais apresentaram somente o fragmento referente ao alelo INRA189°* (Fig. 5); e trés
apresentaram apenas o fragmento correspondente ao alelo INRA189%%"° (Fig. 6). Em relacdo aos
individuos que apresentaram dois picos, para 17 deles o pico de INRA189% apresentou altura
superior ao pico de INRA189%%. No entanto, a diferenca entre a altura dos mesmos foi, em geral,
muito pequena (inferior a 50%). Vale ressaltar que a altura do pico correspondente ao alelo 18982
nos trés individuos que apresentaram somente esse fragmento, foi inferior a 50, mas nos trés casos

o software identificou o pico como alelo.

O microssatélite BYM-1 foi bialélico, apresentando os alelos BYM-12%¢"® ¢ BYM-1260P
(Fig. 7 e 8). Os marcadores BM861 e UMNO0307, foram monomarficos, observando-se alelos de
BM861°%" ¢ UMNO0307**, respectivamente (Fig. 9 e 10).

Os amplicons obtidos a partir do MegaBACE apresentaram tamanho de fragmento maior
que o observado no ABI13130 para todos os sistemas utilizados, sendo observado uma diferenca de
aproximadamente dois pares de bases. O tamanho dos fragmentos apresentados no presente

trabalho sdo os do MegaBACE, no qual foram feitas a maior parte das amostras.
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Figura 3 - Eletroferograma do marcador microssatélite INRA189, mostrando os picos correspondentes aos

600

5001

400+

300t

200+

100

AO5 Izinara(LGHM-UFMG)131210Run01 A0S

Ml

{/\ AN 2N

|
120 130 140

1582  [166.8

INRA189 ; ‘
150 160 170 180 190 200

amplicons de 159 (alelo INRA18982pb) e de 167 pb (alelo INRA1899°pb). Neste caso, a altura

do pico de 159 pb é superior ao pico de 167 pb. Esta genotipagem foi realizada utilizando-se o
sequenciador MegaBACE e analise com o software Fragment Profile versdo 1.2.

Figura 4 - Eletroferograma do marcador microssatélite INRA189, mostrando os picos correspondentes aos
amplicons de 159 (alelo INRA18982pb) e de 167 pb (alelo INRA18990pb). Neste caso, a altura

do pico de 167 pb é superior ao pico de 159 pb. Esta genotipagem foi realizada utilizando-se o
sequenciador MegaBACE e analise com o software Fragment Profile versdo 1.2.
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Figura 5 - Eletroferograma do marcador microssatélite INRA189, mostrando o pico correspondente ao
amplicon de 167 pb (alelo INRA1899Opb). Neste exemplo, o pico de 167 pb é o Unico detectado
pelo programa. A genotipagem foi realizada utilizando-se o sequenciador MegaBACE e anélise
com o software Fragment Profile versdo 1.2.
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Figura 6 - Eletroferograma do marcador microssatélite INRA189, mostrando os picos correspondentes aos
amplicons de 159 (alelo INRA18982pb). Neste exemplo o pico do alelo INRA189%2" ¢ o inico
detectado pelo programa. O outro pico, presente a direita deste, corresponde provavelmente ao
alelo INRA189% % ¢ importante salientar que a altura dos picos é muito baixa e préxima ao
background da corrida. A genotipagem foi realizada utilizando-se o sequenciador MegaBACE e
analise com o software Fragment Profile versdo 1.2. Este é um exemplo de resultado
desconsiderado, em fungéo da altura dos picos, embora o equipamento tenha identificado o alelo
INRA189%,
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Figura 7 - Eletroferograma do marcador microssatélite BYM-1 mostrando a amplificacdo do alelo BY M-
159" po tamanho total do fragmento obtido para o marcador (279), foram descontadas as 19
pares de bases referentes a cauda M13. A genotipagem foi realizada utilizando-se o
sequenciador MegaBACE e analise com software Fragment Profile versdo 1.2.
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Figura 8 - Eletroferograma do marcador microssatélite BYM-1, mostrando BYM-12%8"* Do tamanho total
do fragmento obtido para o marcador (277pb), foram descontadas as 19 pares de bases

referentes a cauda M13. A genotipagem foi realizada utilizando-se o sequenciador MegaBACE
e analise com o software Fragment Profile verséo 1.2.
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Figura 9 - Eletroferograma do marcador microssatélite BM861, alelo BM861***". Do tamanho total do

fragmento obtido para o marcador (177 pb), foram descontadas as 19 pb referentes a cauda de
M13. A genotipagem foi realizada utilizando-se o sequenciador MegaBACE e anéalise com o
software Fragment Profile versdo 1.2.
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Figura 10 — Eletroferograma do marcador microssatélite UMNO307, alelo UMNO0307"'™. O amplicon tem

170 pb. Deste tamanho total devem ser descontadas as 19 pares de bases referentes a cauda
M13. A genotipagem foi realizada utilizando-se o sequenciador MegaBACE e analise com 0
software Fragment Profile versdo 1.2.
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Os resultados referentes as caracteristicas dos picos analisados sdo apresentados na Tab. 3.
A altura média dos picos observados variou entre 29,33 (para o alelo INRA189%%"") e 1285 44
(para o0 alelo BM8611%¢),

Tabela 3 Indicadores de qualidade de amplificacéo

Sistema Alelos Interva_lo ge Altura mé(_jia
(pb) variacao de pico dp
INRA189* 82 20-38 29,33 9,01
90 36-600 202,05 157,54
UMNO0307 151 51-6000 801,34 1116,43
BM861 158 70-4656 1285,44 1188,22
BYM-1 258 70-3580 950,84 749,60
260 199-1668 655,22 544,30

Note: dp - desvio padrdo; *: Somente os picos Unicos para cada alelo
foram considerados.

Devido a baixa qualidade dos picos obtidos para o0 marcador INRA189 e também pelo fato
do mesmo apresentar dois fragmentos amplificados para a maioria dos individuos, ele foi excluido

da anélise. Desta forma, a menor altura aceita para um alelo foi 51 para 0 UMNO0307.

3.3 Frequéncias alélicas e haplotipicas

A frequéncia encontrada para os alelos BYM-12%" e BYM-1%%" foi 0,83 e 0,17,
respectivamente, e a diversidade génica (equivale a heterozigosidade em marcadores

autossdémicos) encontrada para esse locus foi 0,28. Os demais marcadores foram monomorficos.

Os alelos dos trés microssatélites foram combinados em haplétipos. Foram encontrados 2
haplotipos, sendo o hapl6tipo 1 o mais frequente, presente em 84% dos touros Guzera genotipados

(Tab. 4). Em relacdo a diversidade haplotipica (DH), registrou-se o valor de 0,28 + 0,07.
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Tabela 4 Haplotipos identificados em uma amostra
dos principais reprodutores da raga Guzera

Marcadores genéticos

Hapldtipo N % BYM-1 BM861  UMNO307
1 45 0,83 258 158 151
2 9 0,17 260 158 151

Os dois haplétipos encontrados foram comparados com as genealogias do livro de Registro
Genealdgico da raca, através de contato pessoal com a Dr? Vania Maldini Penna e a Dr® Maria
Gabriela Campolina Diniz Peixoto. De acordo com estes dados, os 54 touros genotipados
representam as 16 linhagens dos principais touros fundadores dos plantéis da raca, que participam
do TP, e/ou do nucleo MOET do Guzerd e/ou do Programa de Melhoramento Genético de
Zebuinos da ABCZ. O haplétipo 1 foi observado em 13 das 16 familias de touros amostradas, com
um total de 1.319 filhas avaliadas (uma média de aproximadamente 34,7 filhas por touro). O
haplétipo 2 foi observado em 3 familias de touros, com um total de 195 filhas avaliadas (média de
32,5 filhas /touro).

3.4 Haplétipos de cromossoma Y e producdo leiteira

Os dados referentes a DEP média de producdo leiteira das filhas dos touros portadores dos

diferentes hapl6tipos sdo apresentados na Tab. 5.

Tabela 5 DEP média de producdo leiteira conforme haplétipo do cromossoma Y

NUmero DEP média

Haplotipo Frequéncia NUumero de médio de para leite**
N touros* Haplotipica filhas filhas

1 38 0,83 1319 34,7 166,68

2 6 0,17 195 32,5 89,17

Note: *- nimero de touros para 0s quais 0s dados de nimero de filhas e DEP de leite foram
disponibilizados no Programa Nacional de Melhoramento do Guzera para leite (PEIXOTO et al, 2010); **-
média em quilogramas de leite produzido/haplotipo.
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Individuos com o haplotipo 1 apresentaram a maior DEP média para producdo leiteira

(média de 166,68 kg de leite). Entretanto, ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as

DEPs médias de producéo leiteira dos touros (testadas por teste-t de Student), quando agrupados

conforme o hapldtipo. Este resultado pode ser mais claramente visualizado na Fig. 11.
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Figura 11 - Grafico de dispersdo das DEPs para producdo leiteira dos touros por haplétipo. A esquerda
encontra-se a dispersdo das DEPs para o haplétipo 1 e a direita para o haplétipo 2. E possivel confirmar,
como observado através do teste-t, que ndao ha diferenca significativa entre as DEPs de producéo leiteira dos
touros.
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4 DISCUSSAO

4.1 Sistemas haplotipicos para o cromossoma Y bovino

Marcadores de linhagem s&o ferramentas interessantes para a reconstrucdo da evolugdo e
da historia de espécies/racas. Por exemplo, marcadores no cromossoma Y estdo ajudando a
entender a estrutura genética de populacdes dos bovinos africanos, onde se identificou a
substituicdo de cromossomas Y de taurinos por zebuinos, acontecendo em pelo menos dois
periodos de tempo (LI et al., 2007; XIN et al., 2009). Além disto, marcadores de linhagem paterna
para bovinos sdo importantes pois permitem apreciar-se o efeito de gargalos reprodutivos
provocados pela selecdo inerente ao processo de melhoramento genético e que geralmente sdo
mediados por machos (WARD et al., 2001; KANTANEN et al., 2009).

Neste estudo, avaliamos um sistema haplotipico baseado em quatro marcadores genéticos
(microssatélites), para os quais ha relatos na literatura informando que sdo polimdrficos em ragas
zebuinas (KANTANEN et al., 2009; Luis J. Royo, comunicagdo pessoal). Um destes marcadores
(INRA189), entretanto, apresentou problemas: 17 individuos ndo amplificaram, mesmo em trés
tentativas independentes; a altura de pico observada para os individuos que apresentaram um
Unico pico para o marcador INRA189, em sua maioria, foi muito baixa e, por este motivo eles
foram descartados da andlise. Além disto, entre os individuos que apresentaram boa amplificacéo,
identificou-se individuos com picos altos para ambos os alelos Fig. 3 e Fig. 4). Este achado pode

ser explicado por artefato de técnica ou alternativamente, por este marcador ndo estar presente na
regido Y-especifica. Embora este marcador ja tenha sido usado por diversos autores, problemas
semelhantes sdo relatados em apenas uma publicacdo (ver tabela 2 em Pérez-Pardal et al., 2011).
O distarbio de segregacdo observado para este marcador poderia ser explicado por:

1. Erro de mapeamento: o marcador seria autossomico ou pseudo-autossomico. Neste
caso, ainda seria necessario que apresentasse alelos nulos, para explicar 0s casos de nao

amplificagéo;
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2. O marcador seria Y-especifico, mas multilocal, como outros descritos para bovinos
recentemente (LIU et al., 2003; PEREZ-PARDAL et al., 2010). Isto explicaria a

presenca de mais de uma banda;

3. Amplficacdo inespecifica;

Recentemente, dois marcadores (INRA124 e INRA126), que se acreditava mapearem na
regido Y-especifica, foram remapeados para a PAR ou para os autossomas (PEREZ-PARDAL et
al., 2010). Pérez-Pardal e colaboradores (2009) testaram o padrdo de segregacdo de alguns
marcadores em DNA de fémeas de dez familias de bovinos (touro, vaca e bezerro) nao-
aparentadas, com o0 objetivo de esclarecer a utilidade desses microssatélites em estudos de eventos
evolutivos mediados por macho em bovinos. Para maior confiabilidade do resultado, foram
incluidos no estudo quatro microssatélites localizados na regido pseudo-autossémica do
cromossoma Y e trés marcadores Y-especificos (INRA124, INRA 126 e INRA189). Os dois
marcadores (INRA124 e INRA126) apresentaram o mesmo tamanho de fragmento em ambos 0s
sexos. Apds o sequenciamento, foi possivel observar que o microssatélite INRA 124 mostrou
compatibilidade total, sugerindo que este marcador ndo seja Y -especifico. Ja o INRA189, embora
amplifique apenas em machos, amplificou nos pais e ndo amplificou nos filhos de 8 de 10 familias
testadas, (15 de 19 touros testados). Resultados dificeis de interpretar também foram relatados em
relacdo ao marcador INRA126 (tabela 2 de PEREZ-PARDAL et al., 2009). Alguns autores ja
haviam manifestado ddvidas sobre a especificidade do marcador INRA126. Produtos de PCR de
mesmo tamanho foram observados em bovinos (LIU et al., 2003) e em yaks (Edwards et al.,
2000). Esta amplificacdo dos marcadores Y-especificos em fémeas, pode ser devido a origem
comum dos cromossomas sexuais, com regides X- e Y-especificas ainda formando sequéncias
homologas (EDWARDS et al., 2000; LIU, et al., 2003) ou porque estes marcadores podem estar
localizados na regido pseudo-autossomica do cromossoma (LI et al., 2007). No entanto, a
amplificagdo em ambos 0s sexos sugere que estes marcadores ndo devem ser utilizados em

estudos de eventos genéticos mediados por macho.

Para investigar se o marcador INRA189 mapeia fora da regido Y-especifica, seria

necessario genotiparmos trios de animais, com os diferentes alelos e gendtipos aqui relatados.

Na Tab. 6, é apresentada uma sintese do que foi dito acima, mostrando os alelos

encontrados no presente trabalho e os encontrados pelos demais autores. E possivel observar, que
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o tamanho dos fragmentos encontrados para 0s microssatélites BM861, UMNO0307 e BYM-1

também s&o observados nas demais referéncias. Foi sugerido que o alelo BM861%%*°

, identificado
na presente amostra, seja tipico de taurinos (BRADLEY et al., 1996; Edwards et al., 2000; Ginja
et al., 2009). No entanto, este alelo também foi encontrado nas amostras de zebuinos utilizadas
por Li e colaboradores (2007) e Kantanen e colaboradores (2009). O fato deste alelo ainda néo ter
sido encontrado nas ragas amostradas por aqueles autores pode ser explicado pelo pequeno
namero de individuos de racas zebuinas utilizados nos trabalhos, 15 em Edwards e colaboradores
e 21 animais da raca Gir em Ginja e colaboradores. Portanto, acreditamos que ndo se trate de um

alelo especifico de taurinos.

Vaérios estudos usando microssatélites em animais domésticos, principalmente em bovinos,
tém utilizado um ndmero reduzido de animais da espécie Bos indicus na amostra e, em alguns
casos, 0 niumero de marcadores também é pequeno. O presente trabalho apresenta o maior nimero
de animais zebuinos de uma mesma raca amostrados até 0 momento. Além disto, este sistema de

haplotipagem ainda ndo tinha sido testado em animais da raca Guzera.
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Alguns autores tém incluido também, marcadores moleculares pontuais (SNPs) e/ou de
insercdo/delecdo (ex: de sequéncias Alu), com o objetivo de melhor caracterizar o hapl6tipo Y-
especifico. Ginja e colaboradores (2009), estudando ragas de bovinos portugueses, utilizaram
marcadores microssatélites, SNPs e uma INDEL, porém, para as ragas zebuinas, 0s cinco

marcadores utilizados ndo foram polimarficos.

O pequeno numero de haplotipos Y-especificos encontrados na raca esta de acordo com 0s
relatos da literatura a respeito de diversidade genética e tamanho efetivo da populagdo da raca
Guzera no Brasil (FARIA et al., 2004; POGGIAN, 2008; FARIA et al., 2009; PANETTO et al.,
2010; PEIXOTO et al., 2010).

Um padréo similar de distribuicdo de frequéncias alélicas, em que poucos haplétipos sdo
representados em alta frequéncia, foi descrito em bovinos africanos (LI et al., 2007), em cavalos
(LINDGREN et al., 2004; LING et al., 2010) e ovelhas (MEADOWS et al., 2006). A baixa
diversidade haplotipica encontrada pode ser devido por trés fatores: efeito fundador, selecéo
artificial ou a reducdo do tamanho efetivo da popula¢do masculina relacionada a selecdo artificial

ou aos gargalos decorrentes do processo de domesticacéo.

4.2 Diversidade genética

O presente trabalho é o primeiro a analisar e caracterizar um sistema haplotipico para o
cromossoma Y dos principais touros utilizados como reprodutores nos rebanhos da raca Guzera no
Brasil e 0 niumero de individuos genotipados para a raca € maior do que na maioria dos outros
estudos. Além disso, este trabalho conseguiu identificar dois haplotipos dentre os individuos
analisados, enquanto em estudos anteriores somente um haplotipo fixado foi encontrado
(EDWARDS et al., 2000; LI et al., 2007; GINJA et al., 2009).

A diversidade haplotipica geral encontrada no presente estudo (0.28 £ 0,07) para a raca
Guzerd, foi superior a encontrada pelos demais autores para as ragas zebuinas, onde os haplotipos
parecem fixados (LI et al., 2007; GINJA et al., 2009; KANTANEN et al., 2009), porém foi
inferior & encontrada pelos mesmos autores para as racas taurinas em geral (0,816 + 0,0155,

KANTANEN et al., 2009). Entretanto, é importante ressaltar que as amostras de zebuinos de



50

todos os estudos prévios sdo bastante pequenas (ver Tab. 6 e anexo 1). Pérez-Pardal e
colaboradores (2009) utilizando cinco marcadores microssatélites Y-especificos, conseguiram
indentificar 26 haplétipos em uma amostra de 405 touros (haplétipos/n = 0,064) de diversas ragas
taurinas e zebuinas e Kantanen e colaboradores (2009) conseguiram encontrar 13 hapl6tipos em

307 touros (haplotipos/n = 0,064) de diversas ragas taurinas.

Até o momento, um Unico artigo descreve mais diversidade haplotipica em zebuinos do
que a observada no presente estudo (XIN et al., 2009). Estes autores encontraram diversidade
haplotipica de 0,9 no conjunto das ragas zebuinas chinesas estudadas e diversidade génica,

variando entre 0,38 e 0,93 para cada marcador.

A baixa diversidade haplotipica encontrada aqui pode ser resultado de um efeito fundador,
visto que o rebanho incial da raca comecou com a importacdo de um pequeno nimero de animais
da India para o Brasil no periodo entre o fim do século XIX e o inicio do século XX. Apds este
periodo, ndo foi registrada nenhuma outra introducdo de material genético neste rebanho, além de
ter ocorrido uma diminuicdo no nimero efetivo de animais. Somente vinte anos depois, 0 nimero
de animais volta a apresentar crescimento, devido ao uso de fertilizacdo in vitro e transferéncia de
embrido (PANETO et al., 2008; PANETTO et al., 2010). Como consequéncia de ser um grupo
fechado e ter um pequeno numero de fundadores, um estudo realizado recentemente relatou que,
entre os 9.915 animais registrados no Livro Registro Genealdgico desta raca, 91,3% (9.055)
tiveram um coeficiente de endogamia diferente de zero. A média do coeficiente de endogamia
para a raca foi 15.2% (PANETTO et al., 2010).

Esta baixa diversidade observada pode ser também devida a baixa informatividade do
sistema aqui testado, visto que apenas um dos marcadores do sistema haplotipico apresentou

variacgdo alélica.

4.3 Analise das genealogias

O genotipo de todos os individuos analisados correspondem aos dados de linhagem obtidos
a partir das informagdes do Livro de Registro Genealdgico da raca. No entanto, 0 nimero de
linhagens identificadas através dos haplétipos Y-especificos € menor que o de familias no livro de

registro, sendo que o haplotipo 1 aparece em 13 das 16 familias analisadas. Tal fato pode ser
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devido ao efeito fundador e, em grande parte, devido a grande utilizacdo de um nimero reduzido
de touros com valor genético elevado como reprodutores nos rebanhos ou da baixa

informatividade do sistema haplotipico.

Este estudo permitiu a avaliagdo de um sistema haplotipico em uma raga zebuina brasileira.

4.3 Perspectivas

Para aumentar a eficiéncia de caracterizacdo haplotipica do sistema, serd necessario
acrescentar novos marcadores (microssatélites, INDELs e SNPs), como 0s microssatélites usados
em amostras maiores de zebuinos por Xin e colaboradores (2009) ou os marcadores multilocais
descritos recentemente por Pérez-Pardal e colaboradores (2011). Além disto, seria importante
genotipar touros pertencentes a uma amostra aleatdria da populacdo da raca Guzerd. Essa
estratégia permitiria avaliar a diversidade Y-haplotipica dos touros dos rebanhos em geral e
futuramente estimar de maneira mais precisa a diversidade genética contida no cromossoma Y da

raca no Brasil.
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5 CONCLUSOES

O marcador genético INRA189 apresenta distarbios de segregacdo que dificultam sua

inclusdo em um painel de marcadores para haplotipagem do cromossomo Y;

Os marcadores BM861, BYM-1 e UMNO0307 permitiram a composi¢cdo de um sistema
haplotipico inicial, levando a identificacdo de dois hapl6tipos entre os animais amostrados (BY M-
12580 _ BM8611°8P - UMN0307* ¢ BYM-12°%7° - BM8611°%° - UMN0307%'),

Os dois hapl6tipos do cromossomas Y observados entre os principais reprodutores do
rebanho da raca, permitiram separar as 16 familias de touros participantes do programa de

melhoramento em dois grupos.

Uma baixa diversidade Y-haplotipica (0,28 + 0,07) foi encontrada nos touros pertencentes
aos programas de melhoramento genético da raca Guzerd, o que pode levar a uma redugdo no

tamanho efetivo da populacdo e maior efeito da deriva genética na diversidade Y-cromossémica.

O sistema haplotipico precisa ser ampliado, com a inclusdo de maior namero de
marcadores, para atingir-se uma ferramenta eficiente para a monitorizagéo de eventos evolutivos

mediados por machos em zebuinos.
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7 ANEXOS

Anexo | — Tabela contendo as racas estudadas pelos autores citados durante o presente trabalho

Autor Racas taurinas Racas Demais
zebuinas individuos

Edwards et al, | Hereford (6); N’Dama (6) Nelore (12); Plains bison (6);

2000 Ongole (3) Mithan (11); Swap

buffalo (6); Yak (6);
Togo sheep (3)

Ward et al, Angus (10); Hereford (16); Antelope Island State
2001 Hostein (5); Shorthon (10) Park (10); Custer
State Park (19);

Elk Island National
Park (21);

Finney State Game
Refuge (13);

Henry Mountains
(7); Maxwell State
Game Refuge (25);
Mackenzie Bison
Sanctuary (14);
National Bison
Range (17);
Williams Ranch (3);
Wood Buffalo
National Park (14);

Lietal, 2007 | Holstein-Friesian (31) Begait (21) Sanga: Afar (18);
Raya (14); Zenga:
Arado (20); Fogera
(19); Abergelle (20);
Irob (18)




Anexo | — Tabela contendo as racas estudadas pelos autores citados durante o presente trabalho
(continuagéo)

Autor Racas taurinas Racas Demais
zebuinas individuos

Kantanen et al, | Ragas europeias:

2009 Byelorussian Red (22); Danish Red
(15); Danish Jersey (12); Jutland breed
(6); Estonian Red (10); Estonian
Native (10); Faroe Islands Cattle (3);
Finnish Ayrshire (14);

Finnish Holstein-Friesian (11); Eastern
Finncattle (11); Northern Finncattle
(3); Western Finncattle (9); German
Simmental (3); Icelandic Cattle (11);
Latvian Brown (8); Latvian Danish
Red (10); Latvian Blue (9); Lithuanian
Red (9);

Lithuanian Black-and-White (10);
Lithuanian Light Grey (10);
Lithuanian White Backed (10);
Norwegian Red Cattle (NRF) (12);
Western Red Polled (Norway) (4);
Eastern Red Polled (Norway) (6);
Doela Cattle (Norway) (4); Troender
Cattle (Norway) (7);

Telemark (Norway) (2); Western
Fjord Cattle (Norway) (6); Polish
Holstein-Friesian (10); Suksun
(Russia) (5); Istoben (Russia) (9);
Pechora type (Russia) (7);
Kholmogory (Russia) (8); Yaroslavl
(Russia) (4); Red Gorbatov (Russia)
(2); Yurino (Russia) (6); Yakutian
Cattle (Russia) (17); Busa (Serbia) (5);
Podolian (Serbia) (4); Swedish Red
Polled (5); Swedish Mountain Cattle
(9); Fjall Cattle (Sweden) (4);
Ukrainian Whitehead (11); Ukrainian
Grey (7);

Near-Eastern: Anatolian Black
(Turkey) (6); East Anaolian Red
(Turkey) (4); South Anatolian Red
(Turkey) (4); Turkish Grey (4);
Damascus (Syria) (5); Middle Iraqi
(5); North Iraqgi (3); South Iraqi (4)




Anexo | — Tabela contendo as racas estudadas pelos autores citados durante o presente trabalho
(continuagéo)

Autor Racas taurinas Racas Demais
zebuinas individuos

Ginja et al, Gir (21);

2009 Arouquesa (16); Barrosa (16); | Brahman ©)

Cachena (16); Marinhoa (16);
Maronesa (16); Minhota (15);
Mirandesa (16); Alentejana
(16); Brava de Lide (16);
Garvonesa (16);

Mertolenga (16); Preta (16);
Mostrenca (16); Iberian
Peninsula (207); Ramo Grande
(16); Canaria (15); Palmera
(14); Atlantic Islands (45);
Argentinol&?2 (23); Baja
California (20); Caracu (10);
Chiapas (15); Chihuahua (19);
Poblano (16); Nayarit (16);
Pampa Chaqueno (16) Texas
Longhorn (16); Creoles (151);
Angus (27); British White (10);
Hereford (25); Jersey (18);
Shorthorn (9); British Islands
(89); Charolais (16); Friesian
(16); Limousin (16);
Continental Europe (48);




Anexo | — Tabela contendo as racas estudadas pelos autores citados durante o presente trabalho
(continuagéo)

Autor Racas taurinas Racas Demais
zebuinas | individuos

Pérez-Pardal | Alistana Spain (9); Angus UK (13); Asturiana
et al, 2009 de la Montana Spain (19); Asturiana de los
Valles Spain (38); Blanc-Bleu Belge Belgium
(15); Atlantic Europe (15); Berrenda Spain (4);
Betizu Spain (10); Blonde d’ Aquitaine France
(5); Brown Swiss Switzerland (14); Bruna dels
Pirineus Spain (11); Bovin d_Oulmes Morocco
(5); Mediterranean Africa (5); Bovin de Tidili
Morocco (5); Charolais France (5); Chianina
Italy (20); Croatian Simmental Croatia (13);
Danish Red Denmark (10); Dexter Ireland (4);
Fleckvieh Switzerland (4); European Friesian
Germany (8);

Galloway UK (2); Hereford UK (8); Holstein
The Netherlands (37);

Istrian Croatia 4 Balkan Peninsula (4); Jersey
The Netherlands (5); Toro de Lidia Spain (65);
Limousin France (4); Lobi Burkina Faso (8);
Sub-Saharan Africa (8); Maremmana ltaly
(19); Morucha Spain (17); N_Dama Guinea
(9); Normande France (39); Pajuna Spain (4);
Parda de Montana Spain (26); Parthenais
France (15);

Piemontese Italy (6); Pinzgauer Austria (9);
Pirenaica Spain (10);

Retinta Spain (6); Rubia Gallega Spain (31);
Salers France (15); Sayaguesa Spain (4);
Serrana Negra Spain (3); Simmenthal Germay
(4);

Tarentaise France (18); Tudanca Spain (8);
Tyrolean Grey Austria (19)
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Anexo | — Tabela contendo as racas estudadas pelos autores citados durante o presente trabalho
(continuagéo)

Autor Racas taurinas Racas Demais
zebuinas | individuos

Edwards et | N’Dama Guinea (12); Anatolian Black Turkey(5); Damascus Ongole (4);

al, 2011 DAM Syria (3); East Anatolian Red Turkey (4); Middle Iraqgi Nelore (12)

Irag (4); North Iragi Irag (1); South Iraqgi Iraq (3); South
Anatolian Red Turkey (4); Chianina CHI Italy (20); Istrian
Croatia (4); Marchigiana Italy (11); Maremmana Italy (19);
Podolica Italy (13); Serbian Podolica Serbia (4); Turkish Grey
Turkey (3); Ukrainian Grey (5); Alanteja (34); Alistanasanabresa
(12); Arouquesa Portugal (33); Asturiana de los Valles Spain
(38); Asturiana de Montana Spain (19); Avilena Negro Iberica
Spain (7); Barrosa BAR Portugal (33); Berrenda Spain (5);
Betizu Spain (17); Brava de Lide Portugal (26); Cachena
Portugal (25) Garvonesa Portugal (6); Lidia Spain (66);
Mallorquina Spain (8); Marinhoa Portugal (17); Maronesa
Portugal (23) Mertolenga Portugal (21); Minhota Portugal (28);
Mirandesa MIR Portugal (23); Morucha Spain (5); Mostrenca
Spain (21); Pajuna Spain (4); Preta Portugal (29); Retinta Spain
(6); Rubia Gallega Spain (44); Sayaguesa Spain (8); Tundanca
Spain (10); Blonde d’Aquitaine France (5); Bruna de los
Pirineds Spain (11); Busha Serbia (5); Cabannina Italy (2);
Charolais France (31); Limousin France (24); Montbeliard
France (6); Parthenaise France (15); Piemontese Italy (13);
Pinzgaur Austria (9); Pirenaica Spain (10); Pustertaler Italy (13);
Salers France (20); Simmental Switzerland (15); Swiss Brown
Switzerland (14); Tarentaise France (18); Tyrolean Grey Italy
(19); Aberdeen Angus Scotland (27); Ayrshire Scotland (16);
British White England (21); Dexter Ireland (4); Galloway
Scotland (9); Hereford England (21); Highland Scotland (10);
Jersey Jersey (19); Blacksided Troender Norway (7); Doela
DOL Norway (4); Eastern Finncattle Finland (9); Eastern Red
Polled Norway (5); Fjallnara Sweden (3); Icelandic Iceland (8);
Northern Finncattle Finland (3); Norwegian (commercial,
hybrid) Norway (12); Swedish Mountain Sweden (8); Swedish
Red Polled Sweden (3); Telemark Norway (2); Western
Finncattle Finland (9); Western Fjord Norway (6); Western Red
Polled Norway (3); Angler ANG Germany (10); Danish Red
Denmark (19); Latvian Blue (native) Latvia (9); Latvian Brown
(commercial) Latvia (8); Latvian Danish Red Latvia (7);
Suksunskaya SUK Russia (5); Ukrainian Red Steppe Ukraine
(5); Belgian Blue France (21); Belgian Red Belgium (4);
Normand France (46); Shorthorn Belgium (19); Dutch Belted
Netherlands (8); Friesian-Dutch Netherlands (8); German
Original Black Pied-West Germany (3); Groningen Whitehead
Netherlands (6); Holstein Friesian Netherlands (65); Jutland (old
native) Denmark (6); Meuse-Rhine-Yssel Netherlands (9); Red
Holstein dual type Netherlands (1); Bestuzhev Russia (4);
Istobenskaya Russia (9); Kalmyk Russia (12); Kholomogorskaya
Russia (6); Pechorskaya Russia (7); Ukrainian Whiteheaded
Ukraine (11); Yakutian cattle Siberia (23); Yaroslavskaya Russia

(3),
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