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RESUMO

SILVA, Ariosto Ardila, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2009.
Mapeamento de QTL para caracteristicas de producdo de leite no
cromossomo 6 em rebanhos Gir Leiteiro. Orientadora: Simone Eliza Facioni
Guimaraes. Co-Orientadores: Marco Antonio Machado e Rui Da Silva
Verneque.

A raca Gir Leiteiro caracterizada por sua rusticidade e adaptacdo ao tropico é
uma boa alternativa para producdo de leite e, fundamental na formacédo da raca
Girolando (5/8 Holandesa: 3/8 Gir). O propésito do presente estudo foi mapear QTL
sobre 0 cromossomo 6 para nove caracteristicas de producao de leite, por meio de
um delineamento de filhas. Quatorze familias de touros Gir Leiteiro com 657 filhas,
foram analisadas por meio de 27 marcadores microssatélites. Considerando todas as
familias foram identificados QTL com nivel de significancia de 1% cromossdmico para
producdo de leite, producdo de gordura e porcentagem de gordura. Ao utilizar as
familias 3 e 9, um QTL para producdo de leite foi identificado na posicdo 46 cM,
préximo ao marcador BMS2508 e com F = 9,64; na familia 3 foi mapeado o mesmo
QTL para producdo de gordura na posi¢cdo 48 cM proximo ao marcador DIK4382 e
com F = 16,61; o QTL para porcentagem de gordura foi identificado nas familias 3 e 4,
na posicdo 56 cM, proximo ao marcador DIK4482, e com F = 15,18, e para
porcentagem de sélidos totais, has mesmas familias 3 e 4 foi mapeado um QTL na
posicdo 57 cM, proximo ao marcador DIK4482, com F = 7,61. Para producao de
proteina, producao de lactose e producéo de solidos totais foram mapeados QTL com
5% de significancia a nivel cromoss6mico, utilizando as familias mais significativas.
Na regido meédia do BTA6, proximo ao marcador BM143 (53 cM), entre 0os genes
ABCG2 e LAPs, estdo localizados seis genes incluindo Osteopontina (OPN),
PPARGC1A, FAM13A1l e PKD2, onde, diferentes grupos pesquisaram possiveis
associacfes entre genes nesta regido e caracteristicas de producdo de leite em
bovinos leiteiros, sendo uma boa alternativa saturar esta regido com mais marcadores
microssatélites e SNPs, para conferir a presenca dos QTL mapeados e, identificar
outros QTL ou genes candidatos relacionados com caracteristicas de producdo de
leite.



ABSTRACT

SILVA, Ariosto Ardila, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2009. Mapping
of QTL for milk production traits on bovine chromosome in Gyr dairy
cattle. Adviser: Simone Eliza Facioni Guimarées. Co-Advisers: Marco Antonio
Machado and Rui Da Silva Verneque.

In tropical countries, Gyr (Bos indicus) breed is very important due to their heat
and parasite tolerance, and essential to girolando cattle formation (5/8 Holstein, 3/8
Gyr). Dairy Gyr is much more adapted to climate and economical traits in Brazil and
with crucial qualities for a good milk production on the tropics. The dairy Gyr was the
first Zebu breed in Brazil and the world with a program of genetic evaluation since
1985, through of progeny tested sires. This study was done with the objective of
identifying QTL on chromosome 6 for nine milk production characteristics through
daughters design. Fourteen families of sire Gyr with 657 daughters were analyzed
using 27 microsatellite markers. In the analysis across 14 families and within the
largest significant families, four-QTL were detects for milk vyield, fat yield, fat
percentage and total solids yield, at the 1% chromosome-wide. With families three and
nine, a QTL was detected for milk yield, in the position 46 cM, near BMS2508 marker
and with F = 9,64; with family three, a QTL was detected for fat yield, in the position 48
cM, near DIK4382 marker and with F = 16,61; the QTL for fat percentage was
detected with families three and four, in the position 56 cM, near DIK4482 marker and
with F = 15,18; and for total solids percentage, a QTL was detected with the families
three and four, in the position 57 cM and with F = 7,61. With the significant families,
QTL that affects protein yield, lactose yield and total solids yield, were mapping at the
5% chromosome-wide. The central autosomal region of the chromosome is very
problematic for interpretation and localization of data, for possible QTL interference
and can present pleiotropic QTL effects. In this study the majority of the QTL were
detected in this region. In the middle region of BTA6 next to marker BM143 (53cM)
between genes ABCG2 and LAPs are located 6 genes including Osteopontin (OPN),
PPARGCI1A, FAM13Al and PKD2. Different groups were investigated the possible
association between genes in this region and the milk production characteristics in
dairy cattle. The analysis showed the localization of the QTL near this region, which

can slow the identification of the candidate genes. The path to solve this problem is



doing genetic mapping with precision using molecular markers SNP (Single Nucleotide

Polymorphisms).

Vi



1. INTRODUCAO

O Brasil é detentor de uns dos maiores rebanhos comerciais bovino do
mundo, € em sua composi¢cao destacam-se as ragas zebuinas, introduzidas no
pais a partir do século XIX, originarias, principalmente da india e, em menor
escala, do Paquistdo. Segundo dados da FAO (Food and Agricultor
Organization), o Brasil é o sexto pais colocado na classificagdo mundial de
produgcdo de leite bovino, o que equivale a uma produgdo de mais de 25
bilhdes de toneladas de leite por ano, porém, a producao de leite caracteriza-se
pela baixa produtividade média, menos de 1.500 litros/vaca/ano (IBGE -
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2006).

A vaca Holandesa apresenta maior capacidade de produgao de leite no
mundo, porém, a dificuldade de adaptacéo aos trépicos torna dificil e onerosa a
producdo de leite. Nesse contexto é que a raga Gir mostra a sua grande
importancia, tanto como raga pura, como nos cruzamentos, contribuindo para a
formagao do Girolando (5/8 Holandesa: 3/8 Gir). Calor e umidade sao fatores
reconhecidamente prejudiciais para a reprodugcao das ragas taurinas, e seus
efeitos sdo agravados pela alta producédo do leite. A incapacidade do bovino
europeu em eliminar o excesso de calor pela deficiéncia de seu aparelho termo-
regulador torna dificil sua adaptagédo aos tropicos, diminuindo sua produgao de
leite.

Uma alta percentagem do leite produzido no Brasil provém de vacas
mesticas leiteiras que apresentam uma alta porcentagem de genes das ragas
zebuinas. O Brasil tem obtido grandes avangos em ganho genético em seu
rebanho leiteiro por meio do melhoramento genético classico e técnicas
reprodutivas como inseminacdo artificial e mais recentemente, com a
transferéncia de embridbes e a fecundacido in vitro, principalmente para
caracteristicas de facil mensuracdo e alta herdabilidade. Caracteristicas
quantitativas complexas, de mensuragao tardia, baixa herdabilidade e limitadas
pelo sexo tém sido mais dificeis de serem melhoradas com base
exclusivamente no emprego do melhoramento convencional. Esses ganhos

genéticos poderao ser acelerados mediante o uso dos marcadores moleculares



associados a locos de caracteristicas quantitativas (QTL), como ferramentas
que auxiliam e aprimoram esse tipo de melhoramento.

A maior parte dos estudos de deteccdo de QTL, associados a
caracteristicas de produgéo e qualidade no leite do genoma bovino, tem sido
realizada em racas leiteiras Bos taurus, que apresentam limitacbes de
adaptacao e producédo a maior parte do clima do Brasil. A pecuaria leiteira no
Brasil caracteriza-se pela abrangéncia de animais mesticos e zebuinos, sendo
necessario mapearem os locos que afetam as caracteristicas produtivas em
racas leiteiras Zebuinas, como é o caso da raga Gir Leiteiro. O BTA6 € um dos
cromossomos mais estudados, sendo que QTL significativos e genes
candidatos, associados as caracteristicas de producdo de leite, tém sido
mapeados, principalmente, nas racas taurinas. Portanto, espera-se que no
mesmo cromossomo da raga Gir Leiteiro sejam encontrados QTL associados
as caracteristicas de producao do leite.

Em bovinos leiteiros, caracteristicas como produgdo de leite s6 se
expressa em um sexo, e o intervalo entre geragcdes é bem amplo, sendo
necessarios esperar até cinco anos para avaliar um touro; diante disso, a
selecdo assistida por marcadores torna-se uma ferramenta bem util para
acelerar os ganhos genéticos e reduzir intervalos entre geragbes. A
identificacdo de regides genbmicas associadas as caracteristicas de producéo
e de qualidade no leite possibilitara uma maior eficiéncia na sele¢cao para estas
caracteristicas, possibilitando selecionar os futuros touros para o teste de
progénie desde menores idades.

O maior objetivo de mapear QTL é encontrar genes/marcadores que
possam ser utilizados em programas de melhoramento por meio da selegéo
assistida por marcadores (MAS) e, especificamente, em gado de leite podem
ser empregados para selecionar touros jovens, como futuros candidatos ao
teste de progénie, assim, incrementar o diferencial de sele¢cdo, reduzir o
intervalo de geragdes e aumentar o ganho genético. O objetivo do trabalho foi
mapear QTL no cromossomo 6 associado as caracteristicas de produgao (de
leite, de gordura, de proteina, de lactose e de sdlidos totais) e qualidade do
leite (percentagens de gordura, proteina, lactose e soélidos totais) na raca

bovina Gir leiteiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Subespécies Bos taurus e Bos indicus

Os bovinos pertencem a familia Bovidae, subfamilia Bovinae, incluindo,
dentre outros, os géneros Bubalus, Bos (boi doméstico) e Bison. A comisséo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN) estabeleceu em 2003 que a
denominacido mais apropriada fosse Bos primigenius taurus e Bos primigenius
indicus, como duas subespécies. Estudos moleculares e arqueoldgicos
mostram que o processo de domesticacado bovina, que se iniciou 10.000 anos
atras, ocorreu em dois pontos diferentes, a partir do Bos primigenius, o que
explica a grande diversidade genética observada entre ragas taurinas e
indianas (Edwards et al., 2004; Loftus et al., 1994).

No Brasil, o rebanho bovino foi formado pelo gado de origem européia
(taurina), trazido de Portugal e Espanha na época da colonizacdo. Com a
importacdo das ragas zebuinas, a maior parte do rebanho foi sofrendo um
processo de substituicdo por meio de cruzamentos absorventes com touros
zebus (Santiago, 1986). Isso significa que as vacas taurinas foram cruzadas
com touros zebus e, assim também as geracbes subsequentes até que os
produtos foram se tornando fenotipicamente muito parecidos com o zebu puro.

A raca Gir entrou no Brasil provavelmente no ano de 1906, mas as
importagdes mais importantes aconteceram em 1930, 1960 e 1962, e estas
tiveram grande contribuicdo para a formagéao do pool génico da raga nos dias
atuais. A raca é nativa da india, mais especificamente da peninsula de
Kathiavar onde foi selecionada para leite (Santos, 2007). No Brasil a raga foi
utilizada inicialmente para corte, mas a partir de 1930, iniciou-se a selegao para
leite, embora de forma empirica. Nos dias atuais, a raca Gir é utilizada para
leite, ainda que exista um grupo de criadores que a utilize também para carne.
O Gir leiteiro mostra-se como a raca preferencialmente utilizada em
cruzamentos com gado taurino leiteiro, contribuindo com leite, rusticidade,
longevidade, docilidade e habilidade materna, apresentando menores

infestacbes de endo e ectoparasitas, e menores incidéncias de doengas do que
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racas do clima temperado, isso traz como consequéncia um menor uso de
carrapaticidas, vermifugos e antibidticos, proporcionando um produto final livre

de residuos, portanto, mais saudavel.

2.2 Composicao do leite

O leite pode ser definido como um produto da secregdo da gléndula
mamaria de mamiferos, e de acordo com o Regulamento Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), artigo 475, denomina-se leite, sem
outra especificagdo, o produto normal, fresco, integral, oriundo da ordenha
completa e ininterrupta de vacas sadias. A anatomia do animal e fatores
fisiologicos possibilita a capacidade de produgéo, armazenamento e descida do
leite para a cisterna do ubere. No quadro numero 1 resume-se a biossintese

dos componentes do leite.



Quadro 1 - Biossintese dos componentes do leite

Sangue Transformacdo da mama Leite

Epimerizagao
Glicolise Condensacao (lactase sintetase) ——»Lactose
Ciclo da Glicdlise

,

Piruvato , Glicogenése

Acidos volateis ___JAcetato ativo

(ruminantes) Condensagdo — |, Lipidios

- » (C4-C14) 4

+

v Glicerol

Hidroélise
Reestruturagdo (Cs - C14)
Desidrogenacao

A 4

Glicerideos

Ciclo dos acidos tri carboxilicos
(Ciclo de Krebs)

| . Acido citrico

v
Aminoacidos
Aminoacidos pAtivagéo

l

Transferéncia

Conclensagéo Proteinas sollveis

v

(condensacgao)

Fosforilacao . Caseinas

Fonte: Alias C. H. (1985)

As proteinas resultam parcialmente da sintese de aminoacidos livres e
da filtragdo do plasma sanguineo. A caseina e a albumina do leite ndo estédo
presentes no sangue, sendo sintetizadas a partir dos precursores. Ja a
globulina do leite é idéntica a do sangue. Os lipidios, os acidos graxos e o
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glicerol que constituem os glicerideos do leite, procedem, em parte, da corrente
sanguinea, porém outra quantidade se sintetiza na mama a partir de moléculas
pequenas. No caso dos ruminantes, o acetato e o beta-hidroxibutirato sdo os
precursores mais importantes da sintese. Ja a lactose se deriva,
principalmente, da glicose sanguinea, e no tecido mamario se une a galactose
para ser formada. A agua, componente maior no leite (87 a 90%) é retirada
diretamente do sangue e serve de veiculo para outros constituintes que se
encontram em solucdo e suspensao. Ja os minerais do leite, principalmente o
célcio e o fosforo, provém do sangue por filtragdo, mas alguns passam por
combinagdes biolégicas especiais (Tronco, 2003).

Segundo Madalena (2008), aproximadamente 12% do leite é formado
por substancias solidas: proteina, gordura, lactose e minerais, sendo a agua os
88% restantes. Sdo os solidos, especialmente as proteinas, que fazem do leite
um produto importante, com alto valor nutritivo, e os que servem de matéria-
prima para a elaboragdo dos diferentes produtos lacteos, como queijo,
manteiga, iogurtes, sorvetes, etc. A composicdo média do leite de vaca esta

especificada no quadro 2.



Quadro 2 - Composicao do leite em percentagens.

Agua 87,3
Gorduras 3,6

Extrato seco | Extrato seco Proteinas........ 3,3

total Desengordurado Lactose........... 49 |91 12,7

Minerais.......... 0,9

Vitaminas -

Enzimas -

Pigmentos -

Gases -
dissolvidos
(CO2, Oz, N)

Fonte: Tronco (2003).

2.3 Programa de Melhoramento do Gir Leiteiro no Brasil

O Gir foi a primeira raga zebuina no Brasil e no mundo a ter um
programa de avaliagdo genética para leite por meio do teste de progénie. O
PNMGL, iniciado em 1985 é um trabalho executado pela Embrapa Gado de
Leite em parceria com a Associagao Brasileira de Criadores de Gir Leiteiro
(ABCGIL), e com a participagado de diversos 6rgaos publicos e privados, tais
como a Associagao Brasileira de Criadores de Zebu (ABCZ), as centrais de
processamento de sémen, CNPq, Fapemig, empresas estaduais de pesquisa
agropecuaria do Estado de Minas Gerais, criadores de gado Gir Puro e outras
fazendas colaboradoras. O objetivo principal do programa é promover o
melhoramento genético da ragca Gir por meio da identificacdo e selecdo de
touros geneticamente superiores para as caracteristicas de producéo (leite,
gordura, proteina, lactose e solidos totais), de conformagcdo e manejo
(Verneque et al., 2008).

Segundo Martinez e Verneque (2001), a avaliagdo de um touro por meio
do desempenho de suas progénies constitui-se na maneira mais segura e
eficiente de se prever com precisdo a capacidade do animal transmitir sua
superioridade (ou inferioridade) genética aos seus descendentes. Os

resultados do teste de progénie do primeiro grupo de touros da raga Gir foram



publicados em 1993 e, a partir de entdo, anualmente sao publicados resultados
de novos grupos de touros. De acordo com estes mesmos autores, os touros
depois de avaliados sé&o classificados de acordo com seu valor genético (VG)
ou pela capacidade prevista de transmissao (PTA, Predited Transmitting Ability)
que é igual a metade do VG. Do anterior, pode-se deduzir que um teste de
progénie vem sendo um teste de comparagao de touros, e que os melhores
classificados devem ser utilizados para produgdo de progénies da préxima
geragao.

O sucesso do Programa Nacional de Melhoramento de Gir Leiteiro
depende da estrutura, da qualidade e da quantidade dos dados e da
metodologia de avaliagdo genética. Atualmente, tem-se usado nas avaliagbes
genéticas o BLUP (Melhor Previsor Linear Nao-Viesado) sob modelo animal
com um modelo de repetibilidade. Dentro do PNMGL, Martinez (1989)
descreveu objetivamente os principais fatores n&o-genéticos que podem
interferir na estimacao do valor genético de um animal: controle leiteiro ndo-
seletivo, acasalamento ao acaso, uso de inseminacéao artificial, tratamento nao-
preferencial. Os estagios do teste de progénie no Gir leiteiro no Brasil séo
apresentados por Verneque et al. (1998) como: escolha dos touros a testar,
coleta e distribuicdo de sémen aos rebanhos colaboradores, numero de touros
e vacas, controle reprodutivo, nascimentos das progénies, controle produtivo e
outras medidas de interesse, avaliagdo genética e divulgagao dos resultados.

No Gir Leiteiro, as avaliagbes genéticas para as caracteristicas de
producao (leite, gordura, proteina, lactose e sdlidos totais), conformacgao (altura
de garupa, perimetro toracico, etc.) e manejo (facilidade de ordenha e
temperamento) s&o realizadas usando-se os procedimentos do modelo animal.
De acordo com Verneque et al. (2008) o modelo animal, aliado as metodologias
adequadas de estimacao e predicdo, representa o que ha de mais moderno
para calcular as capacidades previstas de transmissdo. As avaliacbes sao
baseadas nas mensuragdes do préprio animal (vaca) e nas mensuragdes de
parentes que estdo sendo avaliados. As informacdes do animal propriamente
dito, de seus ancestrais, colaterais e suas progénies sao incluidas por meio da
matriz de parentesco entre os animais avaliados. As informagdes das familias
das vacas séo utilizadas com a inclusdo dos registros de produc¢ao de todas as

fémeas ancestrais e descendentes (Verneque et al., 2008).



2.4 Metodologias utilizadas na obtencéo dos valores genéticos

Um numero de fatores n&o-genéticos ou de meio ambiente afeta a
producdo de leite das vacas e contribui com aproximadamente 75% da
variagao da producgdo. Alguns sao externos, como regido, rebanho e diferencas
sazonais de ano para ano. Outros sao internos ou de natureza fisioldgica, como
idade, gestacao, lactacdo, efeitos maternos etc. Muitos destes fatores podem
ser medidos e os seus efeitos sobre a producdo conhecidos, permitindo o
estabelecimento de padrdes de variagdo. Entre os mais importantes destacam-
se: duragao de lactacdo, numero de ordenhas, idade da vaca, época de
paricdo, periodo de servigo, periodo seco etc. Nas avaliagbes genéticas de
vacas e touros € necessario que se considerem todos os fatores de meio
ambiente que influenciam o desempenho dos animais, ajustando-se os
registros para uma base comum de comparagcdo. Nao sendo possivel o
ajustamento prévio, os efeitos de ambiente devem ser considerados no modelo
de avaliacéo (Teixeira, 2001).

Segundo Ferraz et al. (1999), avaliar a qualidade genética de um animal
nada mais € do que estimar o seu valor genético aditivo. Jamais se conhecera
o valor que um animal tem como reprodutor, mas, através de metodologias
diversas, é possivel ter-se uma ideia desse valor. A estimativa do valor
genético dos animais depende da herdabilidade do carater (quanto maior a
herdabilidade maior a concordancia entre o gendétipo e o fenétipo), do numero e
qualidade das informacgdes, do parentesco entre o animal avaliado e as fontes
de informacédo (quanto mais proximo o parentesco, maior a énfase que a
informagédo deve ter) e do grau de semelhanga fenotipica entre o animal
avaliado e as fontes de informacdo (uma forma de avaliar os efeitos de
ambiente que é comum a diferentes fontes de informacgao).

As metodologias de estimagéo de valores genéticos dos animais vém se
aperfeicoando desde as primeiras décadas do século passado, mas apenas a
partir dos anos 80 apresentaram avangos maiores e se criaram ferramentas
poderosas para a avaliagao dos animais, principalmente apos o advento dos
chamados modelos animais. Nessas metodologias utilizam-se os registros de
producdo do animal que esta sendo avaliado, mas também de todos seus
parentes, ndo importa o grau de parentesco existente. Assim, dados a respeito

de primos distantes, avos, filhos, filhas, irmaos e irmas de um reprodutor séo
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avaliados segundo complexos modelos estatisticos o que resulta na estimagéao
do seu valor genético.

Os modelos animais, aplicagdo dos chamados modelos mistos,
deduzidos por Henderson nos anos 40 consideram de forma simultanea efeitos
fixos (sexo, idade da vaca ao parto, fazenda e grupo de contemporaneos) e
aleatorios (como os efeitos diretos dos genes dos animais e os efeitos dos
genes da mae), os efeitos permanentes de ambiente que uma vaca oferece a
sua progénie de maneira simultdnea; Os efeitos aleatdrios dos genes dos
animais (direto e materno) sado estimados com base nas informagdes
fornecidas pelos registros de producédo de todo e qualquer parente do animal.
Isso se tornou possivel porque na montagem das equagdes de modelos mistos
a matriz de parentesco é adicionada a parte aleatdria do sistema, “ligando” os
dados de todos os animais que por ventura tenham parentesco. Como os
dados estdo conectados no momento em que as solugdes sao obtidas, o valor
genético estimado de cada animal é obtido considerando-se as contribuigbes
de cada parente (Sterman e Pereira, 2005).

Na avaliagcdo do mérito genético das vacas para as caracteristicas de
producgao, € utilizado o modelo animal com repetibilidade. Medidas repetidas
tém aplicacdo no melhoramento animal por meio da selegdo. O parametro
associado a correlacdo fenotipica entre medidas repetidas em um mesmo
individuo esta relacionado com a repetibilidade que mede a capacidade dos
organismos em repetir a expressado do carater ao longo de varios periodos de
tempo (ou no espaco) no decorrer de suas vidas (Vilela, 2002). Do ponto de
vista do melhoramento animal, este parametro apresenta importancia
fundamental na predicdo de valores genéticos, genotipicos e na inferéncia
sobre o aumento de eficiéncia seletiva, pelo uso de um determinado numero (>
1) de medidas por individuo (Vilela, 2002).

A repetibilidade no caso caracteristicas de producao de leite refere-se as
correlagdes fenotipicas entre medidas repetidas no mesmo individuo, ou seja,
repetibilidade individual, mas no melhoramento animal também é importante
repetibilidade maternal. Uma condi¢ao essencial para a adogao do modelo de
repetibilidade é que as medidas repetidas apresentem correlagdo genética
igual ou préxima a um, fato que confirma o mesmo carater de uma medida para
outra, caso contrario, deve-se adotar um modelo multivariado, o qual trata cada

medida como um carater distinto.
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As medidas em diferentes animais sao independentes, assim, a
covariancia concernente € unicamente com medidas no mesmo animal. A
estrutura de covariancia refere-se a varidncias em tempos individuais e a
correlagcdo entre medidas em diferentes tempos no mesmo animal. Ha dois
aspectos basicos de correlacdo: duas medidas no mesmo animal sao
correlacionadas simplesmente porque elas modelam contribuicbes comuns do
animal. Isto & devido a variagdo entre animais e medidas no mesmo animal,
préoximo no tempo que sdo frequentemente mais altamente correlacionadas
que medidas afastadas no tempo.

A estrutura fenotipica para trés observagcbes de um individuo sob este

modelo pode ser escrito (Quaas, 1984) como:

2 2 2 2 2 2 2

2 0, +0,. +0, Oy 10, Oy 0,

— 2 2 2 2 2 2 2

var|y, | =| ©, +0, G, +0,, 10, Gy 0,
2 2 2 2 2 2 2
A Oy 0, Gy 10, Oy +0,, 10,

com o’ = varidncia do ambiente temporario especifica ao registro i cf)e =

variancia devida ao efeito ambiental permanente (varidncia e covariancia sdo

iguais); cz = variancia genotipica. A correlagéo entre registros de um individuo
referido, com repetibilidade, é (c§+<sﬁe)/(cs§). A avaliagdo genética sob este

modelo € concernente ndo unicamente a valores genéticos preditos, mas
também ao efeito ambiental permanente.

De acordo com Verneque (1994), os valores genéticos podem ser
melhorados enquanto a sua precisdo pelo uso de grandes conjuntos de dados,
pela remocgao das influéncias ndo genéticas, pela incorporacdo de dados de
parentes por meio de modelos mistos apropriados e, especialmente, pelo uso
de um método numérico para a estimagao dos componentes de covariancia e
para a precisdo do valor genético do animal. A remogao das influéncias nao
genéticas foi feita através do uso dos modelos mistos, adotando o modelo
animal, que além de permitir realizar os ajustes para os efeitos fixos, tem em
conta os dados do préprio animal e de seus parentes através da matriz de
parentesco, facilitando, em uma unica analise realizar a avaliagdo do proprio

individuo e de seus parentes.
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Diferentes metodologias tém sido sugeridas para a estimagdo dos
componentes de variancia para caracteristicas multiplas e dados nao
balanceados: métodos |, Il e lll de Henderson (Henderson, 1953); Método de
Estimacdo Quadratica N&o-Viesada de Norma Minima - MINQUE (Minimum
Norm Quadratic Unbiased Esimators) (Rao, 1970, 1971a); Método de
Estimacao Quadratica Nao-Viesada de Variancia Minima - MIVQUE (Minimum
Variance Quadratic Unbiased Estimation) (Rao, 1971b); Método da Maxima
Verossimilhanga - ML (Maximum Likelihood) (Hartley e Rao, 1967); Método de
Maxima Verossimilhanga Restrita - REML (Restricted Maximum Likelihood)
(Patterson e Thompson, 1971) e o Método Bayesiano - VEIL (Variance
Estimation from Integrated Likelihoods) (Gianola e Foulley, 1990). Baseados no
método REML, existem diferentes softwares para o calculo dos componentes
de variancia. Os mais importantes sao: software DFREML (Derivate Free
Restricted Maximum Likelihood) ou Método de Maxima Verossimilhanga
Restrita utilizando o procedimento Livre de Derivadas; sistema MTC (Multitrait
REML Estimation) e o sistema MTDFREML (Multiple Trait Derivate Free
Restricted Maximum Likelihood) ou Estimacédo pelo Método da Maxima

Verossimilhanca Restrita adotando-se o procedimento Livre de derivadas (DF).

2.5 Marcadores Moleculares

Existe um amplo numero de marcadores moleculares, entre os mais
comuns, isoenzimas, microssatélites e SNP (Single Nuclotide Polymorphisms).
Os marcadores moleculares apresentam algumas vantagens em relagao aos
marcadores morfologicos, tais como: niveis de polimorfismo, em geral s&o
codominantes e contém maior quantidade de informagao genética por loco
(Ferreira e Gratapaglia, 1998).

Os marcadores microssatélites denominados SSR (Simple Sequence
Repeats) sdo constituidos de repeticbes agrupadas de 1 a 6 pares de base,
sendo o dinucleotideo (TG)n a repeticdo mais abundante em mamiferos
(Ellegren, 1993). De acordo com o mapeamento de varios organismos, 0S
microssatélites sdo distribuidos de forma aleatdéria e uniforme por todo o
genoma (Chin et al., 1996). Estes marcadores moleculares sdo comuns a todos

0s organismos eucariotes podendo ser usados em mapeamento de ligagao.
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Em virtude do alto polimorfismo, as regides que apresentam
microssatélites podem ser facilmente identificadas depois de amplificadas pela
PCR e visualizagdo em gel de poliacrilamida ou genotipagem em eletroforese
capilar. Estes marcadores moleculares sdo os marcadores que mais tém
contribuido para a elaboragao de mapas de ligagdo na espécie bovina (Kappes
et al., 1997), reconstrucao de relagdes filogenéticas, em estudos de genética
de populagdes, teste de paternidade ou em processos de busca de QTL
(Darvasi et al., 1993).

Ainda que marcadores microssatélites nao identifiquem marcadores
ligados diretamente a produgao, eles podem ajudar a sua localizagao de forma
indireta, pois os alelos microssatélites segregam junto com os genes ou locos
que podem estar associados a produgdo. Com a estratégia de localizagdo de
caracteristicas quantitativas por meio do uso de microssatélites em procura de
polimorfismos, ja foi possivel a localizacdo de uma série de genes de efeitos
maiores (genes que tém um grande efeito na produgdo ou outras
caracteristicas isoladamente) (Lee, 2002).

Os marcadores SNP sao marcadores genéticos que se baseiam na
deteccdo de polimorfismos resultantes da alteragdo de uma unica base no
genoma, possuem natureza bi-alélica e sdo abundantes no genoma, podendo
ser encontrados em regides expressas e nao-expressas. No genoma humano
foi estimada a presengca de um SNP a cada 1000 bases ou menos (Weiner e
Hudson, 2002). Do anterior pode-se concluir que, dada sua alta densidade no
genoma, adicionada as novas tecnologias de genotipagem, estes marcadores
podem ser utilizados no melhoramento assistido por marcadores moleculares,
no mapeamento de EST (Expressed Sequence Tags) e na integracdo de

mapas fisicos e genéticos.

2.6 Mapeamento de QTL

O mapeamento gendmico compreende o mapa de ligacéo, o mapa fisico
e 0 mapa comparativo. Os mapas de ligagao sao representacdes estatisticas
de marcadores moleculares nos cromossomos, e mostra as distancias
estimadas entre marcadores a partir de frequéncias de recombinag¢do. Morgan
em 1910 foi o primeiro em sugerir que os genes sao herdados em conjunto

dentro de unidades especificas e, o primeiro mapa de ligagao foi elaborado por
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seu estudante Stutervant em 1913. O objetivo do mapeamento de QTL é
caracterizar genes afetando caracteristicas e identificar as mutagdes basicas
de variagédo genética, o que levara a uma importante compreensao da estrutura
e funcdo do genoma, sendo um complemento importante ao melhoramento
classico (Olsen et al., 2004).

A deteccdo de ligacdo genética entre marcador e QTL depende da
existéncia de desequilibrio de ligagado entre os alelos do loco marcador e do
QTL. Se existir equilibrio de ligacdo os alelos do loco marcador e dos QTL
ocorrerdao em combinacdes equivalentes a distribuicdo independente, nao
sendo detectados os QTL. O desequilibrio produz associagdo entre o loco
marcador e o QTL segregante (Falconer e Mackay, 1996; Lynch e Walsh,
1998). Desequilibrio de ligagdo pode ser uma consequéncia da proximidade
fisica dos genes, ou seja, quando os genes estdo fisicamente na mesma
molécula de DNA que forma um cromossomo. Em termos gerais, locos que
estdo fisicamente muito préximos sdo herdados em bloco, e os distantes,
herdados independentemente.

As distancias de mapa em centiMorgan (cM) ou unidade de mapa, €
calculada com base na frequéncia de recombinagdo, mas a ocorréncia de
permutas duplas faz com que essas distdncias ndo sejam aditivas. Diversas
fungcdes de mapeamento transformam essa ndo aditividade do valor de
recombinacado, como a de Haldane e Kosambi. A funcdo de Haldane admite
independéncia das permutas nos intervalos adjacentes, enquanto a fungao de
Kosambi considera a interferéncia. Diferentes metodologias foram deduzidas
para a constru¢cdo de mapas de ligacdo, como por exemplo: Mapmaker (Lander
et al., 1987); Crimap (Green et al., 1990) e GMendel (Liu e Knapp, 1991).

O teste estatistico mais simples utilizado para verificar a presenca de
ligacdo entre dois marcadores é o teste X?. E um teste qualitativo, pois s6
comprova a existéncia ou ndo de ligagdo, ndo sendo possivel estimar a
frequéncia de recombinagdo entre os dois marcadores. Se dois genes
segregam individualmente, como previsto na primeira lei de Mendel, porém em
conjunto ndo seguem a lei da independéncia (segunda lei de Mendel), entédo
eles estéo ligados. A independéncia entre dois genes ou marcadores pode ser
verificada pelo teste de X2 (Schuster e Cruz, 2004). Ligagdo génica € a
existéncia de dois ou mais genes localizados num mesmo cromossomo e que

possuem menos de 50% de recombinacdo entre dois marcadores
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consecutivos. Quando existe ligagdo, outros testes precisam ser aplicados,
sendo que o procedimento mais aplicado é baseado no método da maxima
verossimilhancga.

Quando os marcadores estdo segregando e, ao mesmo tempo, estéo
associados aos valores fenotipicos de uma caracteristica de interesse, existe
evidéncia que um gene que esta controlando algum componente desta
caracteristica esta localizado proximo a estes marcadores (Liu, 1998). O
principio basico para a identificacdo de QTL é que os marcadores moleculares
se encontrem ligados aos locos que controlam as caracteristicas de interesse.
Para identificar QTL por ligagdo, avaliam-se os individuos por seu genoétipo
para o marcador e por seu fendtipo para a caracteristica quantitativa. No caso
existir diferengas entre as médias fenotipicas das classes genotipicas
estabelecidas para o marcador, pode inferir-se a presengca de um QTL ligado a
este ultimo.

Existem diferentes métodos para detectar QTL, entre eles, mapeamento
por marcas simples, mapeamento por intervalos simples, mapeamento por
intervalo composto e mapeamento de multiplos intervalos. Igualmente, varias
metodologias sao utilizadas para a deteccdo de QTL, teste T, anadlise de
variancia, regressao linear (teste F) e maxima verossimilhanca. Para a analise
de QTL pode ser aplicado um teste-t de diferencas entre médias.
Alternativamente, podem-se aplicar regressdes lineares para cada marcador
em relagdo a(s) caracteristica(s) quantitativa(s), e o grau de significancia
estatistica obtido é indicativo de ligacao genética (Grattapaglia e Ferreira,
1998).

No método de maxima verossimilhanga, em se tratando da segregacao
de dois locos em uma populacdo, sdo possiveis duas situagdes: locos
independentes ou ligacdo genética. Ao considerar a hipotese de que os genes
s&o independentes e, também, a hipotese alternativa de que os genes estejam
ligados, a razdo entre as probabilidades associadas a cada hipdtese € dada
por: © = P (genes ligados) / P(genes independentes). O logaritmo decimal
desta razao é conhecido como LOD e, normalmente quando superior a 3, tem-
se grande evidéncia de ligacao fatorial: LOD = Log (©) (Schuster e Cruz, 2004).

A metodologia de mapeamento por intervalo foi proposta inicialmente,
por Lander e Botstein (1986) que se fundamenta na relacdo de ligagao entre

um QTL e os marcadores flanqueadores. Para identificar a associagao entre os
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marcadores flanqueadores e o QTL, podem ser utilizadas metodologias como
modelos lineares, baseados nas diferengas entre as médias dos marcadores, e
a metodologia da maxima verossimilhanca. Para a analise por intervalo é
necessario conhecer a distancia entre os marcadores e, a partir dessas
informacgdes é investigado todo o intervalo a cada 1 cM, procurando identificar
QTL na regido. A cada ponto sédo estimados todos os parametros do modelo,
seja pela anadlise de regressdo ou pela derivagdo da fungdo de
verossimilhanga, gerando duas verossimilhangas, uma baseada na hipétese de
presenca de QTL, e a outra na auséncia de QTL. Os valores obtidos sao
analisados por meio da razao das duas verossimilhancas gerando um LOD
para cada ponto da analise ao longo dos intervalos.

O primeiro mapa de ligagao bovino continha 746 marcadores, a maioria
microssatélites, com intervalos médios de 5 cM (Barendse et al., 1994). Ja no
segundo mapa bovino 0 numero de marcadores passou para 1250, e o
intervalo médio caiu para 3 cM (Kappes et al., 1997). Um terceiro mapa foi
conformado por 2325 marcadores microssatélites com intervalo médio de 1,4
cM (Ihara et al., 2004).

2.7 Delineamento Experimental para detec¢gdo de QTL

A deteccdo e a estimacédo de QTL individuais sdo fundamentais para a
aplicacdo da selegdo assistida por marcadores (MAS) como ferramenta
importante no melhoramento animal. A deteccao de QTL depende do tipo de
marcadores usados, sua distribuicdo ao longo do cromossomo, o delineamento
e a magnitude do efeito do QTL. O tipo de delineamento experimental afeta o
tamanho da amostra necessaria para a detecgao de QTL (Lynch e Walsh,
1998).

Segundo Walsh (2006), os delineamentos experimentais dividem-se em
dois grandes grupos: cruzamento entre linhas endogamicas e populagdes
exogamicas (naturais ou segregantes). De acordo com 0 mesmo autor, a maior
diferenca entre as analises de QTL usando o cruzamento entre linhas
endogamicas e populagdes exogamicas, € que os progenitores do cruzamento
entre linhas endogédmicas sao geneticamente uniformes, e os de populagdes

exogamicas sao geneticamente variaveis.
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Dentro do delineamento para detecgdo de QTL em grandes populagdes
segregantes em gado de leite encontram-se, principalmente, a analise de
meios-irmas ou delineamento de filhas, e o delineamento de netas. Este ultimo
delineamento possui a vantagem de apresentar maior poder por individuo
genotipado e, logicamente, as amostras de touros para extragdo de DNA sao
mais faceis de coletar (centrais de inseminagao), contrario ao delineamento de
filhas, em que estas se encontram espalhadas por diferentes rebanhos (Weller
et al., 1980).

Entretanto, a estrutura populacional requerida para delineamento de
netas (diferentes touros, cada um com um numero significativo de filhos
testados) € disponivel unicamente em grandes populagbes comerciais. A
estrutura populacional para delineamento de filhas (diferentes touros, cada um
com um significativo numero de filhas) pode ser encontrada em populagdes de
tamanho moderado. Apesar de que o delineamento de filhas apresenta menor
poder que o delineamento de netas por individuo genotipado, potencialmente,
muito mais filhas s&o disponibilizadas para a analise, compensando o tamanho
moderado da populagdo. Entretanto, com multiplos registros por vaca, a
vantagem do delineamento de netas decresce, especialmente para
caracteristicas de alta herdabilidade (Weller et al., 1990).

QTL segregando para caracteristicas de producdo de leite sobre o
cromossomo 6 foram encontrados na raca Holandesa U.S. (Georges et al.,
1995; Zhang et al., 1998), Holandesa Canadense (Nadesalingam et al., 2001),
raca Holandesa (Spelman et al., 1996), Holandesa Alema (Kuhn et al., 1999),
Holandesa Israelense (Lipkin et al., 1998; Ron et al., 2001), Holandesa Chinés
(Chen et al., 2006) e na raga Ayrshire (Velmala et al., 1999) por meio de
delineamentos de filhas e netas.

O delineamento de filhas tem sido utilizado, principalmente, em gado de
leite, pois pelas técnicas reprodutivas, um touro pode ter muitas filhas com
dados registrados para diferentes caracteristicas quantitativas, como
quantidade e qualidade do leite. O delineamento de filhas pode ser aplicado
para uma unica familia de meias-irmas, varias familias de meias-irmas e
grandes familias de irmaos completos. Esta aproximacgéo aproveita a estrutura
paterna de meio-irmas, em que os marcadores genotipados sdo medidos nos

touros e em grandes grupos de suas filhas. Quando somente as filhas de um
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touro sdo consideradas, a detecgdo de um QTL ligado a um marcador pode ser
realizada utilizando a seguinte equacéo:
Y =A+B; +ey (1),

em que, Y, € a medida da caracteristica para o individuo k, do bloco “j" e do

gendtipo i; A; € o efeito da substituicdo de alelos recebidos do touro; B; € o
efeito do “bloco” j e ¢, € o efeito residual aleatorio associado a cada individuo.

O delineamento de filhas foi proposto por Neimann-Soressen e
Robertson (1961). Nesse delineamento, as filhas de um touro heterozigoto para
o0 marcador serdo genotipadas e mensuradas para as caracteristicas
quantitativas de interesse (Martinez, 2001). Segundo Weller et al. (1988), o
mapeamento de QTL por meio de marcadores genéticos é baseado na
expectativa que, se um individuo € heterozigoto em um loco marcador e um
QTL ligado, entdo, exceto recombinagdo, a progénie recebendo um alelo
marcador particular do individuo também tendera a receber o alelo do QTL
ligado.

Ao assumir que os dois alelos do QTL estao presentes na populagao de
vacas com frequéncia p e 1-p, € possivel calcular o valor esperado da
caracteristica para cada grupo de progénie que recebeu os alelos alternativos
do marcador. Na tabela 1 é apresentado o valor esperado para cada grupo. O
contraste entre os dois grupos de progénie é: a (1-2r) + d (1-2r)(1-2p), em que,
a e d sado efeitos aditivo e dominante do QTL, e r € a frequéncia de
recombinacao entre os dois locos. Se a frequéncia dos dois alelos do QTL é
igual (p=0,5), entdo o contraste torna-se a (1-2r). No caso de ligacdo completa
(r=0), o contraste torna-se a+d (1-2p), que é a férmula geral para o efeito da
substituicdo de alelos (Falconer, 1981).

E importante salientar que, embora um QTL esteja segregando na
populagao, um touro, especificamente, pode ser homozigoto para o QTL. Pela
razao anterior, a maioria de estudos tem sido baseada na analise de touros
heterozigotos. Quando se tém varias familias, a anterior equagdo (1) pode
conduzir a erros, pois pode ser que varios touros sejam heterozigotos para um
marcador ligado a um QTL, mas a relagao de ligagédo para cada touro pode ser
diferente. Assim, quando somados os efeitos de todas as progénies nos dois

grupos de alelos do marcador, pode ndo observar nenhum efeito associado aos
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alelos deste marcador. O modelo linear apropriado para um delineamento de
meios-irmas com multiplas familias é:
Yijkl =S, +Aij +B, +Cin (2),

onde S, € o efeito do touro; A; € o efeito do alelo j, pertencente ao touro i; e os

demais termos como na equacao (1) (Martinez, 2001).

Para efeito da analise, o grupo de progénie que recebeu o alelo M1 do
touro sera comparado com o grupo de progénie que recebeu o alelo M2. Ao
manterem-se as pressuposicdes anteriores e, sendo a distribuicdo das maes
entre os dois grupos ao acaso, entdo a diferenca entre os grupos de progénies
para a caracteristica quantitativa sera devido ao QTL ligado ao marcador M do
touro, assumindo que a origem do alelo do marcador pode ser determinada
para as progénies. Os valores genéticos estimados das filhas é uma fungao
das avaliagbes genéticas de seus pais e maes, em adicdo a suas proprias
producdes. Aproximadamente todos os efeitos do touro sobre as avaliagdes de

suas filhas devem ser absorvidos pelo efeito S., enquanto os efeitos das mées

sobre as avaliagdes de suas filhas sao incluidos no residuo (Ron et al., 2001).
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Tabela 1 — Probabilidades dos gendtipos no delineamento de filhas e valores

esperados da caracteristica quantitativa.

Alelo paterno Alelo Probabilidade do Alelo Probabilidade  Valor da Valor
do marcador paterno alelo paterno do materno do alelo caracteristi  esperado da
do QTL QTL do QTL materno do ca caracteristica
QTL para o]
genétipo do
marcador
M1 Q1 1-r Q1 p a
Q2 1-p d a(p-r)+d(1-
r-p+2rp)
Q2 R Q1 p d
Q2 1-p -a
M2 Q2 1-r Q1 p d
Q2 1-p -a a(r+p-
1)+d(p+r-
2rp)
Q1 R Q1 P a
Q2 1-p d

Fonte: Weller e Ron (2000)

2.8 Selecao Assistida por Marcadores

O melhoramento genético classico em gado de leite utiliza o teste de
touros, realizado por meio da avaliagao de suas progénies. Para isso os touros
jovens sao selecionados e utilizados mediante inseminagédo artificial,
constituindo-se, assim, a préxima geragcdo. De acordo com Verneque et al.
(1998), o processo leva no minimo cinco anos para se obter um touro
geneticamente testado, com ganho genético para produgao de leite por ano de
1%. Esse periodo de tempo pode ser reduzido segundo Machado e Martinez,
(2001), porque depois do nascimento dos animais podem ser genotipados, e
com a identificacdo de marcadores ligados as caracteristicas de interesse
econdmico, touros jovens podem ser selecionados, mantendo-se assim,
aqueles animais com alto potencial genético, enquanto os que apresentarem
baixo potencial genético podem ser descartados, evitando custos necessarios
para a manutencao do animal por um periodo de tempo determinado.

A diferenca da selecdo baseada no fendtipo, a MAS possui as

vantagens de nao sofrer efeitos do meio ambiente, ndo requer o abate do
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animal e nao ser limitada a um sexo. Segundo Machado et al. (2001), a MAS
pode ser realizada apds do nascimento do animal ou até no mesmo embrido,
reduzindo o intervalo entre geragdes e aumentando a intensidade de selecao.
Por meio da MAS, também é possivel a identificagdo e introgressao dos alelos
das racas melhoradas em racas nativas adaptadas, aumentando as
caracteristicas de producao (Beckmann e Soller, 1987).

Em programas de avaliagdo genética por meio do teste de progénie a
aplicagdo mais pratica da MAS consiste em utilizar a informacéo da associagéo
dos marcadores moleculares com QTL, para pré-selecionar touros jovens para
o teste de progénie. A MAS para bovinos de leite tem sido avaliada em
diferentes estudos, mostrando incremento nos ganhos genéticos (Spelman e
Garrick, 1992). Dois esquemas da MAS tém sido avaliados: um baseado na
selecao dentro de familias e outro utilizando informacées dos marcadores
moleculares no BLUP. Dentro de familias, a selegcdo envolve decisées
baseadas em informagdes dos valores genéticos estimados e as provenientes
dos QTL. A MAS baseada no BLUP compreende modelos mistos incorporando
as informacgdes dos QTL, e as decisdes sao feitas sobre os valores genéticos
estimados que combinem componentes de QTL e os poligenes (Brascamp et
al., 1993).

A Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares fundamenta-se no
principio de que, se um gene ou grupo de genes estd associado a um
marcador molecular identificavel, entdo ao selecionar para este marcador, a
selecdo sera mais eficaz que ao selecionar para uma caracteristica. Segundo
Dudley (1994), a MAS compreende duas etapas basicas: identificacdo de
associacoes entre alelos do marcador e alelos do QTL, e o uso destas

associagdes para o desenvolvimento de populacbes melhoradas.

2.9 Identificagdo de QTL no cromossomo 6 em bovinos de leite

Para producdo e composicao do leite as pesquisas foram feitas,
inicialmente para genes candidatos, especialmente genes para proteinas
lacteas, as quais apresentam efeitos apenas modestos sobre produtividade. O
primeiro experimento utilizando marcadores distribuidos por todo o genoma,
com um grande numero de touros e utilizando delineamento de filhas (Grand-

Daughter Design) na raga Holandesa foi conduzido nos Estados Unidos por
21



Georges et al. (1995) que identificaram evidéncias de QTL para caracteristicas
produtivas nos cromossomos 1, 6, 9, 10 e 20.

Khatkar et al. (2004) utilizando a metodologia de Meta-analise
encontraram QTL praticamente em todos os 29 autossomos do genoma bovino
leiteiro, mas os cromossomos 3, 6, 9, 14, 20 e 23 foram reportados como
possuidores de QTL com efeitos pleiotropicos sobre caracteristicas multiplas de
producdo de leite. De maneira similar Smaragdov (2006), em um estudo de
mapeamento genético de locos responsaveis para caracteristicas de producao
em gado de leite, encontrou que o numero de QTL e as posi¢gdes estavam
especialmente nos cromossomos 1, 3, 6, 14, 20 e 23.

O cromossomo 6 € considerado como um cromossomo importante para
o estudo de caracteristicas de producdo de leite associadas a QTL, pelo
numero de QTL detectados e pelos genes candidatos que ali se encontram.
Freyer et al. (2003) pesquisando sobre QTL pleiotropicos no cromossomo 6
afetando caracteristicas de producdo de leite, encontraram dois QTL
significativos nas posi¢cdes 49 e 64 cM, QTL sugestivos na regidao 68 cM para
producdo de gordura, e na regiao cromossémica 71 cM para produgado de
proteina; com analise multivariada encontraram um QTL pleiotrépico na regiao
68 cM, afetando producédo de gordura e produgdo de proteina. Olsen et al.
(2004), mediante a analise de desequilibrio e equilibrio de ligagéo, refinaram
uma posicdo onde previamente havia sido encontrado um QTL afetando
caracteristicas de producido de leite em um intervalo de 7,5 cM, flanqueado
pelos marcadores BMS2508 (9,73 cM) e FBN12 (17.27 cM), sendo que os
resultados mais significativos encontrados foram percentagem de gordura e
proteina.

Chen et al. (2006), utilizando 14 marcadores microssatélites numa
regiao com cobertura de 63,5 cM no cromossomo 6 bovino, em uma
populacdo da ragca Holandesa Chinés, mediante delineamento de filhas por
meio de 26 familias, com as 2 familias mais significativas e com um modelo de
QTL fixado, encontraram um QTL afetando produgdo de gordura, perto do
marcador BMS470 (32 cM), com um nivel de significancia 5% gendmico; com
o modelo de 2 QTL fixados encontraram dois QTL afetando as trés
caracteristicas de producao: leite, proteina e gordura.

Segundo Smaragdov (2006) em uma revisao de estudos representativos

de detecgédo de QTL no cromossomo 6 do genoma de bovinos leiteiros, foram
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encontrados QTL para producao de leite nas posigdes 7, 28, 39, 40, 44, 47, 48,
49, 53, 56 e 64 cM; para producao de proteina QTL encontrados nas posicoes
7, 24, 35, 47, 48, 49, 57, 59 e 67 cM, respectivamente; para percentagem de
proteina foram encontrados QTL nas posicdes 7, 35, 36, 43, 46 47, 48, 49, 50 e
58 cM; para produgao de gordura, segundo este estudo, estiveram presentes
nas posicdes 5, 35, 45, 49, 51, 52, 57, 58 e 62 cM; e para percentagem de
gordura os QTL encontrados estiveram nas posi¢oes 5, 35, 40, 46, 47,49, 51 e
58 cM.

De acordo com a metodologia de meta-analise, Khatkar et al. (2004)
encontraram QTL no BTAG6 altamente significativos, para produgao de leite nas
posicdes 50 e 87 cM, producdo de proteina um QTL na posicdo 52 cM,
percentagem de proteina apresentou um QTL na posicéo 49 cM, produgao de
gordura um QTL na posi¢cao 51 cM e para percentagem de gordura dois QTL
nas posicdes 48 e 113 cM, respectivamente.

Os seguintes QTL significativos foram mapeados também no
cromossomo 6: George et al. (1995) encontraram um QTL na posi¢céo 40 cM
para producao de leite; Ron et al. (2001) mapearam um QTL para produgao de
leite na posicao 47 cM; Spelman et al. (1996) um QTL para percentagem de
proteina a 13 cM; Ron et al. (2001) encontraram dois QTL para percentagem
de proteina nas posi¢cdes 53 e 56 cM; Ashwell et al. (2002) um QTL para
porcentagem de proteina na posi¢cao 58 cM e Boichard et al. (2003) também
para porcentagem de proteina na posi¢cao 98 cM; para produc¢ao de gordura
encontraram QTL significativos, Rodriguez et al. (2002) e Kuhn et al. (1999)
nas posi¢cdes 1 e 53 cM, respectivamente; para porcentagem de gordura dois
QTL mapeados significativamente por Ashwell et al. (2002 e 2004) nas
posicoes 49 e 58 cM e Ron et al. (2001) nas posi¢cdes 50 e 54 cM.

Além do numero consideravel de QTL encontrados no cromossomo 6,
foram identificados genes candidatos importantes associados as caracteristicas
de producao de leite. Os genes da caseina e da albumina estédo localizados no
cromossomo 6. O gene da caseina tém efeitos sobre producédo de leite
(Velmala et al., 1995; Ikonen et al., 2001; Prinzenberg et al., 2003). A kappa-
caseina é uma das proteinas coagulaveis do leite, e em taurinos a presenca do
alelo B da kappa-caseina tem sido associada a uma coagulagdo mais eficiente,
obtendo como consequéncia aumento no rendimento na produgédo do queijo, e

associado a um aumento da quantidade e concentragao de proteina no leite.
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Mais recentemente, diferentes genes candidatos no BTA6 (Bos taurus
autosome 6) como FAM13A1, PPARGC1A e OPN, foram reportados com
efeitos potenciais sobre caracteristicas de produgdo de leite (Cohen et al.,
2004; Weikard et al., 2005; Schnabel et al., 2005). O gene FAM13A1 esta
relacionado com produgdo de proteina, e o gene OPN (osteopontina) esta
relacionado com producgao de leite, porcentagem de gordura e proteina.

O BTAG6 € um dos cromossomos em que maior numero de QTL tém sido
mapeados e relacionados com caracteristicas de producdo de leite. No
momento existem mais de 100 QTL identificados
(http://www.animalgenome.org/cgi_bin/QTLdb/brows) no cromossomo 6 e, em
sua maioria para caracteristicas de produgao de leite (Olsen et al., 2004). Este
cromossomo apresenta mais de 111 milhdes de pares de bases, e foram
identificados 420 genes codificadores de proteinas, 36 pseudogenes, 98.411
SNP, e 56 genes que codificam diferentes tipos de RNAs

(http://www.ensembl.org/Bos_taurus/index.html).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Valores genéticos para caracteristicas de producao de leite

As caracteristicas de producdo geralmente possuem herdabilidade
médias, enquanto as caracteristicas de porcentagem no leite apresentam alta
herdabilidade. A genética da a vaca a capacidade de produzir leite, enquanto o
ambiente fornece as condigcdes para ela produzir. A produgcdo de leite é€,
portanto, a soma dos efeitos do meio, da genética da vaca e da possivel
interacdo do meio com a genética (Everett et al., 1976). Na tabela 2 s&o
apresentados valores de herdabilidade e correlagdes entre as caracteristicas

de producéo do leite para a raga Gir Leiteiro

Tabela 2 - Estimativas de herdabilidade (h?) para caracteristicas de produgao e
suas respectivas correlagdes genéticas (re) entre produgdo de leite e

produgdes de gordura, proteina e solidos totais na raga Gir Leiteiro.

Caracteristicas h2 re
Producao de leite 0,30 1,00
Producédo de gordura 0,31 0,96
Producgao de proteina 0,34 0,91
Producgao de lactose 0,20 0,99
Producao de sélidos totais 0,31 0,96

Fonte. Sumario Brasileiro de touros Gir (Verneque, 2008).

Os valores fenotipicos das caracteristicas de producgao do leite, proteina,
gordura, lactose e sélidos totais, e porcentagem de proteina, gordura, lactose e
sélidos totais foram obtidos do Arquivo Zootécnico Nacional (AZN) do ano
2008. No controle leiteiro, mensalmente um técnico credenciado realizou a
pesagem da producdo leiteira de cada uma das matrizes dos diferentes
rebanhos pertencentes ao programa. O intervalo entre as pesagens é no

maximo de 75 dias, sendo que a primeira pesagem de leite ndo é inferior a 5
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dias e nem superior a 45 dias da paricao. As informagdes obtidas no controle
leiteiro possibilitaram a realizacdo das avaliagbes genéticas das matrizes, dos
animais jovens e dos touros.

Com o parto das filhas dos touros em teste, iniciou-se o controle
produtivo dessas filhas e também das suas companheiras de rebanho. Foi
obtida mensalmente a produgdo de leite em duas ordenhas diarias e uma
amostra de leite por matriz foi enviada para o laboratorio de controle de
qualidade do leite na Embrapa Gado de Leite onde foram obtidas as
porcentagens de gordura, proteina, lactose e sdlidos totais. Para serem obtidas
as producdes de gordura, proteina, lactose e soélidos totais, a producgao de leite
foi multiplicada pelas respectivas porcentagens de gordura, proteina, lactose ou
solidos totais, para um determinado controle, obtendo-se ao final uma curva de
lactacao.

Uma lactacdo completa é definida como a producgao de leite iniciada a
partir do quinto dia apds do parto, mas nao superior a 45 dias, e continuando
pelo menos 50 dias apés o inicio da lactacdo. O termo curva de lactacao refere-
se a uma representacao grafica da variagao da producao diaria de leite de uma
vaca em funcdo do tempo de lactagdo. A avaliacdo genética das vacas para
producao de leite foi baseada na produgdo acumulada na lactagdo com um
periodo padrdo de 305 dias, cujo total foi estimado a partir das produgdes
medidas nos dias dos controles leiteiros, geralmente realizados em intervalos
de 30 dias.

O método TIM (Test Interval Method) de Everett e Carter (1968) foi
empregado para calcular as produgdes por lactagdo a partir dos controles
parciais. O método TIM ajusta a produ¢do no comecgo e no final da curva de
lactacdo. Os valores obtidos por Everett e Carter (1968), apds de simulagdes
de 403 lactagcbes de vacas Holandesas, para ser empregados na equacgao de
fatores de correcdo para o primeiro controle leiteiro de “x” dias de duracao e

por idade da matriz, estdo na tabela 3.
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Tabela 3 - Equacado para fatores de corregcao para o primeiro periodo de

controle de “X” dias de duracgao por idade da vaca.

y=p+b,X* +b,X+b,(1.0/X)

Idade

(anos) M b, b, b, a R’
20,8533 0,0000x10°  0,1933x10 0,1619x10° 0,00 0,983
3 0,8995 (02041x107> -0,2478 x10~° 0,1090x10° 1,19 0.997
4 09103 0,9057x102 —-0,1232x10"" 0,081x10° 1,10 0,991
5 09018 02561x10> —0,4018x107° 0,1204x10° 1,19 0,998
6+ 0,8950 0,2793x102 —0,4305x107 0,1192x10° 1,19 0,994

Fonte: Everett e Carter (1968).

A equacdo para fatores de correcado para o periodo de controle de “X”
dias de duracdo no ultimo controle é: y=pu+bX*+b,X. Apos ajuste das
producdes do primeiro e do ultimo controle na curva de lactagcao foi obtida a
média dentre cada intervalo de dois controles consecutivos da curva de
controle e multiplicada pelo periodo de tempo, sendo somadas essas
producdes parciais para obter a producdo total por lactacdo. Na tabela 4
encontram-se os valores obtidos para ser empregados na equacgao para fatores
de corregao para um periodo de controle de “X” dias de duracido dado o ultimo

dia do controle.
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Tabela 4 - Equacgao para fatores de correcdo para um periodo de controle de

“X” dias de duragao dado o ultimo dia do controle.

y=p+bX"+b,X

Dia do
ultimo n b, b, a R2
controle
4 1,0064 —-0,2350x10°  0,1814x10~° 2,60 0,995
5 1,0057 —-0,1214x10°  0,1636x10* 2,71 0,993
6 1,0018 —0,2068x10°  0,1543x10~° 2,60 0,991
7 1,0006 -0,6780x107  0,1392x10~° 2,30 0,991
8 0,9994 -0,6176x107  0,1302x10* 2,81 0,.989
40 0,9975 —0,1253x10™*  0,4536x107° 1,71 0,595

Fonte: Everett e Carter (1968).

As PTAs para producdao de leite foram calculadas em analise
unicamente para essa produgao. As analises das caracteristicas de producao
de gordura, proteina, lactose e solidos totais foram realizadas considerando
duas caracteristicas por vez, em que a producao de leite sempre foi a ancora
delas. Isso torna a confiabilidade das estimativas das PTAs maior, se existe
correlagao genética diferente de zero entre as caracteristicas. A base genética
foi estimada como a média das PTAs de todas as filhas do touro em teste
nascidas no ano 2000, e calculada para todas as caracteristicas. O grupo de
manejo foi definido considerando-se o rebanho, ano de parto e a estagédo de
pari¢gao da vaca.

O modelo estatistico empregado (y = Xb + Za + Wpe + e) na avaliagao
genética dos animais considera como efeitos fixos, rebanho-ano de parto,
estacdo de paricdo da vaca, composigao genética da filha do touro e a idade da
vaca ao parto e os efeitos aleatorios foram os erros e o efeito do animal (vaca,
pai e mae). Para avaliagdo genética das vacas foi incluido o efeito aleatorio de
meio permanente por possuir medidas repetidas no mesmo animal.

A média da producao de leite até 305 dias de lactacdo considerada na
base de dados foi de 2.783 + 1.292 kg, producao de gordura 112 + 55 kg,

producdo de proteina 90 * 44 kg, e sdlidos totais 337 + 171 kg. A duracéo
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meédia da lactacao foi de 286 + 77 dias e idade média ao primeiro parto foi de
43,2 + 7,4 meses. A base genética de producdo de leite considerada para a
avaliagdo foi a média do valor genético das filhas dos touros nascidas no ano
2000, cujo valor foi de 190 kg. Isso significa que, a cada valor genético de cada
animal avaliado foram deduzidos 190 kg, sendo que a média do valor genético
da producao do leite, dos animais nascidos no ano 2000, foi movida para 0
(zero). De igual forma se fez para as outras caracteristicas: gordura (7,81 kg),
proteina (6,72 kg) e sdlidos totais (26,18 kQ).
O modelo de repetibilidade usualmente é da forma:

y=Xb+Za+Wpe+e,
em que y = vetor de observagdes; b = vetor de efeitos fixos; a = vetor de
efeito animal, aleatério; pe = vetor de efeitos ambientais permanentes e efeitos
genéticos nao-aditivos; e= vetor de efeitos residuais aleatérios; X,Z, W, séo
matrizes de incidéncia de efeitos fixos, animal e de ambiente permanente,
respectivamente. O vetor “@” unicamente inclui efeito animal aleatdrio aditivo,
consequentemente, efeitos genéticos nao-aditivos estédo incluidos no termope.
E assumido também que, efeito de ambiente permanente e efeito residual,

estdo independentemente distribuidos com medias zero e variancias o e 2,
respectivamente. Assim,

Var(pe) =Ic’ Var(e) =Io! =R; var(a) =Ac. € Var(y) =ZAZo: + WIG;W' +R

pe;
Equagbdes do modelo misto para o melhor estimador linear n&o-viesado
(BLUE) de funcgbes estimaveis de b, e para a melhor predicdo linear nao-

viesado (BLUP) de a e pe, sao:

b | [XR'X XR"'Z XRW ] [xRy
a |=| ZR'X ZR'Z+A'l/s] ZR'W ZRy
pe| [WR'X  WR'Z  WR'W+Ii/sd)| [WRTy

Entretanto, a equagao de modelos mistos (MME) com fatoragao de R :

bl [xXx Xz xw  T[Xy
a|=| ZX ZZ+Ag, ZW Zy
pe| |WX wZ WW+la, | |[Wy

em que, a, =o6./0, € 0, =0./0),
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O software MTDFREML (Multiple Trait Derivate Free Restricted
Maximum Likelihood) ou Estimagao pelo Método da Maxima Verossimilhanga
Restrita adotando-se o procedimento Livre de derivadas (DF). Este ultimo foi
utilizado para o calculo dos componentes de variancias e os valores genéticos
no presente estudo. O MTDFREML foi desenvolvido por Boldman et al. (1993).

O sistema é conformado por trés programas, descritos na tabela 5.

Tabela 5 - Programas do sistema MTDFREML

Programa Propésito

MTDFNRM Programa principal para o calculo de A™' e recodificacdo
para numero do animal, pai e mae (ou pai, pai do pai e avd

materna).

MTDFPREP Lé o arquivo do pedigree, recodifica animais e niveis de
efeitos fixos e fatores aleatorios e calcula estatisticas

descritivas de variaveis de modelo.

MTDFRUN Utiliza os dados preparados pelos programas anteriores e

calcula componentes de (co) variancia pelo maximo logaritmo

da fungao de verossimilhanga, com um algoritmo DFREML.

Fonte: Verneque (1994).

O procedimento faz reordenamento e fatoragcdo das equacgdes de
modelos mistos multivariados e operagao de matrizes esparsas, por meio do
conjunto de rotinas SPARSPAK e, no processo de procura do minimo de -

2Log(L,), adota o método simplex (politopo). Para sua convergéncia com

meétodo simplex, o processo se encerra quando o0 programa atinge o numero

maximo de interagdes informado, ou quando a variancia do simplex for: Var (-
2Log(L,))Z10”. O processo de estimagdo deve ser repetido (tanto se

utilizando o método simplex ou o método Powell), até que a diferengca de

valores em -2Log(L,), entre duas rodadas completas, seja inferior a 0.002

unidades (Verneque, 1994). Os resultados sao apresentados nos arquivos de

saida MTDF76 (variancias e covariancias) e MTDF78 (valores genéticos).

3.2 Familias utilizadas para o mapeamento de QTL
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Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas 657 vacas Gir
pertencentes ao controle leiteiro, filhas de 14 touros Gir, dos quais 12 foram
positivos para o teste de progénie e os outros 2 foram pais de touros positivos
para o mesmo teste. O critério utilizado para o numero de filhas por touro
baseou-se na existéncia de amostras de DNA para as vacas filhas por touro,
sendo vinte o0 numero minimo de filhas para ser considerada uma familia. Na
tabela 6 sdo apresentados familias, numero de filhas por touro e os touros

classificados pela PTA para leite.

Tabela 6. Familias de meios-irmas, numero de filhas por touro e classificacdo

pela PTA para leite.

Familias Cédigo do N° Filhas Classificacao
touro (PTA)

1 001 127 16
2 129 94 10
3 224 68 31
4 293 62 26
5 356 59 -

6 416 46 90
7 463 34 33
8 498 28 65
9 527 28 23
10 556 24 -

11 581 23 69
12 605 22 70
13 628 22 1

14 651 20 38

3.3 Coleta e extracdo de DNA

Algumas amostras de DNA correspondentes a vacas e touros foram
obtidas do Banco de DNA de Gado de Leite da Embrapa. As outras amostras
necessarias para a constituicao de familias e o uso do delineamento de filhas
foram obtidas de amostras de sangue (vacas) e sémen (touros), coletadas em
diferentes rebanhos do Brasil, que fazem parte do PNMGL. Para a extragao do
DNA seguiu-se o protocolo modificado de Sambrook e Russel (2001),
coletando-se dois tubos vacutainer de 10 mL ( com 0,5 mL de EDTA a 0,5 M)
de sangue, por via endovenosa. As amostras foram centrifugadas, sendo

retirado o anel de células brancas, aproximadamente 500 yL de leucécitos por
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cada amostra foram transferidos para um microtubo de 2 mL. As células
vermelhas do sangue foram desintegradas com tampéao de lise em quantidade
apropriada e o residuo celular pelitizado por centrifugagéo. A desintegracgao foi
repetida até que o precipitado branco foi obtido. As células brancas do sangue
foram recolocadas em suspensao e incubadas em tampao de digestao (10 mM
Tris-HCL pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM NacCl, 0,02% SDS, com 40 uL
de proteinase K por amostra) a 50 °C até o dia seguinte. As proteinas foram
extraidas duas vezes em fenol: cloroformio:isoamil (25:24:1), duas vezes em
cloroférmio:isoamil (24:1), e entdo precipitadas em etanol gelado. O DNA foi
solubilizado em tampao TE (10 mm Tris-HCL, 1 mm EDTA) e congelado até o
momento do uso.

A extracdo de DNA a partir de sémen utilizou duas palhetas de sémen
em um microtubo de 2mL, centrifugando a 14000 r.p.m. por 30 segundos e
descartando o sobrenadante. O restante do protocolo foi semelhante ao usado
na extragdo do DNA a partir de sangue. Para quantificagdo do DNA foi usado o
equipamento Nanodrop e a qualidade foi conferida pela razdo de absorbancia
260/280 nm.

3.4 Genotipagem com marcadores microssatélites

Para a genotipagem do cromossomo 6 foram utilizados marcadores
microssatélites, escolhidos do mapa consenso e disponibilizado pelo
MARC/USDA (Meat Animal Research Center / United States Department of
Agriculture - http://www.marc.usda.gov/genome/genome.htlm). Na escolha dos
marcadores levaram-se em conta sua posi¢cdo, numero de alelos, e um minimo
de 50% de heterozigosidade. Foram selecionados 27 marcadores
microssatélites ao longo do cromossomo 6, com distancia média entre
marcadores de 4,9 cM, que foram utilizados para genotipar 14 touros e 657
vacas, em um total de 671 animais.

Para as reagdes de PCR, foram testadas trés concentragcées de MgCl2
(1,5 mM; 2,0 mM e 2,5 mM). Também foram testadas cinco temperaturas de
anelamento (TA) para cada primer: 50, 52, 54, 56 e 58 °C. As reacgdes
constaram de 45 ng de DNA nuclear; 02 mM de dNTPs; 20 mM tris pH 8,3; 50
mM KCI, 0,1 uM de cada primer e a concentragdo de MgClz foi definida para

cada marcador. Os primers forward foram marcados na extremidade 5’ com os
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seguintes tipos de fluorescéncia: FAM, HEX e TAMRA. As amplificagdes foram
feitas em termociclador, com as seguintes etapas: 94 °C (1 minuto), TA (1
minuto), 72 °C (1 minuto) por 35 ciclos, e uma extens&o geral de 45 minutos a
72 °C.

Os produtos das reagdes de PCR foram precipitados utilizando 3 uL de
acetato de amonio (7,5 M), 30 uL de etanol (90%), 30 pL de etanol (70%). Apds
da centrifugacdo das placas, o DNA foi resuspendido em 20 pyL de agua. Os
produtos das amplificacbes foram genotipados por eletroforese capilar no
equipamento MegaBACE 1000 (GE Healthcare, NYSE, Germany). Os
gendtipos foram analisados no programa Fragment Profiler e os dados
exportados para uma planilha no Excel. Foram definidas as condi¢gdes 6timas
de TA e MgCl2 para cada marcador (Tabela 7).
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Tabela 7. Posicdo, nome do marcador, Fluoréforo para marcar o primer

forward, concentracdo de cloreto de magnésio (MgCl2 mM), temperatura de

ligacdo do mapa do rebanho Gir Leiteiro do PNMGL (TL-P °C) da Embrapa.

Posicao (cM) Marcador Fluoréforo MgCl2 TL-PNMGL (°C)
0,00 ILST093 FAM 1,5 52
9,02 DI4408 HEX 1,5 54
15,3 DIK5285 FAM 1,5 56
20,1 DIK4498 TAMRA 1,5 52
29,3 MNB66 FAM 1,5 54
35,39 BM1329 HEX 1,5 56
38,16 DIK1058 HEX 1,5 54
43,93 BMS2508 FAM 1,5 52
50,09 DIK4382 TAMRA 1,5 56
54,5 DIK4482 HEX 1,5 54
60,2 MNB-208 FAM 1,5 52
63,86 BM4322 FAM 1,5 54
67,4 BMS470 TAMRA 1,5 54
71,5 DIK3026 HEX 1,5 50
75,27 DIK2294 FAM 1,5 58
81,96 DIK4867 TAMRA 1,5 56
87,26 ILSTS035 FAM 1,5 54
90,5 DIK4574 FAM 1,5 52
93,8 BMS5021 TAMRA 1,5 54
96,98 AFR227 TAMRA 1,5 56
101,4 DIK2174 FAM 1,5 54
107,12 DIK4827 HEX 1,5 56
109,9 DIK2995 HEX 1,5 52
115,32 DIK1182 HEX 1,5 56
121,49 DIK2690 TAMRA 1,5 56
127,49 BM2320 TAMRA 1,5 56
130,78 DIK4992 HEX 2,0 54

As informagdes de frequéncia de alelos (pi), heterozigosidade esperada

(He) e observada (Ho), e conteudo de informacéo de polimorfismo (PIC) dos

marcadores microssatélites, foram obtidas utilizando o programa CERVUS

versao 2.0 (Marshall et al., 1998), com as seguintes equagdes:

PIC=1-) p’i-

n-l

i=l j=i+l

Z Zn:?_pzipzj, pi=Ki/N
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n n n-l
He=1-)p’i=2 > > pipj
i=l i=l j=i+l
em que: Ki € o numero de observagdes do alelo i (i=1,...,m), N € o numero total
de informacgdes (2n alelos) e pi e pj sdo as informagdes de frequéncia de alelos.

A Ho é a razao entre o numero de heterozigotos e o numero total de individuos.

3.5 Mapas de Ligacéao

O mapa consenso foi gerado levando-se em conta diferentes trabalhos
realizados com as ragas Angus, Australian Friesian, Boran, Brahman, Brangus,
Charolés, Gelbvieh, Gir, Hereford, Holandés, Indubrasil, Nelore, N'Dame,
Normando, Piemontesa, Sahiwal e Simental (Bishop et al., 1994; Barendse et
al., 1994).

O mapa de ligagao para o cromossomo 6 foi construido com o programa
Crimap (Green et al., 1990). Este determina a frequéncia de recombinacéo e a
melhor ordem para os marcadores no grupo de ligacdo. A ordem dos
marcadores é realizada tendo em conta os valores maiores do Log,, da
maxima verossimilhanga (LOD). O mapa de ligagdo foi determinado pelo
método de maxima verossimilhancga e, a fungédo de mapeamento empregada foi
a de Kosambi, para transformar unidades de mapa de recombinacdo em

centiMorgans (cM).
3.6Delineamento para detecg¢édo de QTL

No presente estudo foi utilizado o delineamento de meias-irmés ou
delineamento de filhas, proposto inicialmente por Neimann-Soressen e
Robertson (1961). As analises preliminares de QTL para todos os marcadores
foram realizadas pelo seguinte modelo:

BVijkl = Sij +Mijk+e1.jk ,
em que: BV, € o EBV (Estimated Breeding Values) para a caracteristica i da
vaca |, que recebeu o alelo paterno k; S; € o efeito do touro j sobre a

caracteristica i; M;, € o efeito do alelo paterno k do touro j sobre a

caracteristica i, e e, € o residuo aleatdrio associado com cada registro. Um
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efeito de alelo paterno significante é indicativo de um QTL ligado ao marcador
molecular segregando (Ron et al., 2004).

Producdo de leite, gordura, proteina, lactose e sélidos totais, e
porcentagens para essas mesmas caracteristicas, sobre 305 dias foram
analisadas pelo modelo animal de repetibilidade, e as avaliagcbes foram
realizadas tendo em conta os registros até novembro de 2008. Médias,
desvios padrdes, valores maximos e minimos das avaliagbes genéticas das
657 vacas genotipadas para as nove caracteristicas analisadas sé&o
apresentadas na tabela 8.

As anadlises para identificagdo de QTL no cromossomo 6 foram
realizadas em mapeamento por intervalo, com um delineamento de meios-
irmas, utilizando o software GridQTL (http://www.gridqtl.org.uk) (Seaton et al,
2006). As analises consistiram, primeiramente, na determinagdo da
probabilidade de Identidade-Por-Descendéncia (IBD) para localizagao
especifica das regides cromossémicas referente aos dados de marcadores
multiplos e, logo, o modelo estatistico adequou-se as observagdes e aos
coeficientes de IBD (Seaton et al.,, 2006). A segunda etapa da analise dos
dados consistiu na regressao dos dados fenotipicos e os coeficientes que
foram calculadas previamente.

Nos resultados das informagdes, primeiro, a informagao gendtipica do
marcador € resumida em termos do numero de marcadores, alelos por
marcador e loco informativo por touro. O marcador informativo por touro é
calculado pela contagem do numero de progénies para a qual o alelo herdado
do touro pode ser determinado sem ambiguidades e, segundo, os resultados
sao revelados para a escolha da analise do QTL. O sinal do efeito de
substituicido €& arbitrario, porque a escolha do alelo 1 ou alelo 2 do touro é
arbitraria. O teste estatistico € um teste F-padrao com numero de graus de
liberdade no numerador, igual ao numero de touros que s&o informativos em
uma dada localizagdo do cromossomo (Knott et al, 1996). Nos valores
genéticos estimados (EBV) os pesos sao proporcionais a confiabilidade do
EBV. Gridqtl utiliza esses pesos para computar em um modelo equivalente
sobre o qual os calculos adicionais estao baseados.

Os limiares de significancia a nivel cromossémico (1% e 5%) foram
calculados no programa GridQTL a partir de testes de permutagédo (10.000)

(Churchill e Doerge, 1994). O intervalo de confianga (IC 95%) foi obtido usando
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a aproximacgéo de Qui-quadrado (X?), conforme € descrito por Pérez-Enciso et

al, (2000). A proporgao da variagao fenotipica explicada pelo QTL foi calculada
de acordo com Knott et al, (1996):

QTL = 4X[1 - (MSEf)/(MSEr],

em que: MSE f é quadrado médio do modelo completo (presenga de QTL),

MSE r é quadrado médio do erro do modelo reduzido (auséncia de QTL).

Tabela 8 - Média, desvio padrdo, minima e maxima dos valores genéticos

estimados para nove caracteristicas de producéao de leite (657 vacas).

Caracteristica Média Desvio padréo Minimo Méximo
Produgédo de 682,083 401,645 -330,8 1720,8
leite, kg

Producdo de 22,29 16,047 -15,4 84,6
gordura, kg

Producdo de 12,626 11,572 -12,3 56,2
proteina, kg

Produgédo de 15,407 13,166 -12,2 61,5
lactose, kg

Produgdo de 45,837 33,008 -44.3 182,1
solidos t, kg

Percentagem -0,0388 0,1006 -0,315 0,329
de gordura, %

Percentagem -0,0119 0,04961 -0,189 0,139
de proteina, %

Percentagem 0,026 0,0677 -0,190 0,264
de lactose, %

Percentagem 0.095 0,1923 -0,456 0,864

de solidos, %
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Scoring dos marcadores microssateélites

Foram realizadas 18.117 genotipagens correspondentes aos 671
animais analisados, dos quais, 14 foram touros e 657 filhas, por 27 marcadores
microssatélites. As vacas que nao herdaram alelos paternos para mais de 5
locos nao foram consideradas filhas e foram descartadas para as analises. Ron
et al. (1996) aplicaram uma probabilidade minima de 90% de paternidade sobre
0os marcadores para que uma vaca fosse considerada filha de um determinado
touro.

Foi possivel identificar 286 alelos para os 27 locos analisados (Tabela
9), dando uma média de 10,6 alelos por marcador. Os locos DIK4574 e
DIK2995 apresentaram o menor numero de alelos (6), € o loco com maior
namero de alelos (21) correspondeu ao BM2320. O mapa consenso
apresentou 243 alelos na populagdo estudada, o que corresponde a uma
meédia de 9 alelos por marcador. Embora, para a formagdo do mapa consenso
fossem utilizadas maiores populacbes e diferentes ragcas que a raca do
presente estudo, esta ultima apresentou maior diversidade, o que pode ser
explicado por uma menor intensidade de selecédo nas ragas zebuinas. Somente
5 marcadores (18,51%) do mapa consenso apresentaram maior numero de
alelos que a populagao Gir; 4 marcadores (14,81%) apresentaram o mesmo
namero de alelos, e 18 marcadores (66,66%) da populagdo em estudo
apresentaram maior numero de alelos que no mapa consenso.

Os marcadores DIK5285, DIK4574 e DIK4992 apresentaram igual
tamanho minimo em pares de base para a populagdo Gir e 0 mapa de
referéncia do MARC. O loco ILSTS093 apresentou igual tamanho maximo em
pares de base para os dois mapas. Na populagdo Gir o marcador DIK3026
apresentou um tamanho minimo em pares de base, muito maior que 0 mesmo
marcador no mapa consenso (75 pb). Ja o marcador DIK4382 do mapa MARC
apresentou um tamanho minimo em pares de base maior que o respectivo

marcador na populacédo Gir (161). Para o tamanho maximo em pares de base,
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o marcador DIK5285 na populagao estudada apresentou 44 pares de base a
mais que o mapa consenso. Os restantes 20 locos apresentaram diferengas
quanto ao tamanho minimo e/o0 maximo de pares de base para as duas
populacdes, em média de 5 pares de base. Pode-se concluir que foram
identificados novos alelos dentro da populagdo Gir em estudo, reforcando a
tese de que as racas zebuinas precisam de mais estudos moleculares, do
contrario, essa diversidade gendémica observada nas ragas zebuinas pode ser
comprometida e reduzida sua confiabilidade na utilizagdo de marcadores

moleculares para a selecio assistida, e, em estudos de teste de paternidade.
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Tabela 9 - Locos, numero de alelos, tamanho minimo e maximo em pares de

base (pb), nos mapas MARC e o obtido do PNMGL.

MARC PNMGL
Loco N° Ale. Min (pb) Max (pb) N° Ale. Min (pb) Max (pb)
ILSTS093 21 179 202 9 172 202
DIK4408 182 201 12 185 203
DIK5285 7 185 201 17 185 245
DIK4498 8 202 218 8 204 220
MNB-66 11 182 202 12 181 206
BM1329 9 137 161 11 145 169
DIK1058 7 131 157 134 162
BMS2508 9 87 111 86 115
DIK4382 10 188 380 14 349 387
DIK4482 7 179 199 173 197
MNB-208 7 131 153 133 155
BM4322 6 165 187 12 149 185
BMS470 9 59 85 9 64 87
DIK3026 9 338 364 9 263 363
DIK2294 10 189 217 17 195 214
DIK4867 7 217 232 8 213 228
ILSTS035 19 208 266 18 214 274
DIK4574 10 191 215 6 191 221
BMS5021 8 176 190 11 161 191
AFR227 11 96 120 11 80 116
DIK2174 228 242 234 250
DIK4827 189 210 10 177 205
DIK2995 207 221 205 217
DIK1182 14 298 333 301 336
DIK2690 4 213 221 205 223
BM2320 10 128 152 21 122 158
DIK4992 4 201 207 7 201 213

Foram calculadas heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), e o

conteudo de informagao polimérfica (PIC) dos 27 marcadores microssatélites

(Tabela 10). Estas andlises tiveram como objetivo verificar o grau de
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polimorfismo entre todos os 27 marcadores e dentro de cada marcador. A
média de Ho na populacao Gir Leiteiro foi de 0,67 e no mapa MARC de 0,65. O
marcador que apresentou maior Ho dentro da populacdo Gir Leiteiro foi
DIK2294 (0,848), e o menor foi o loco MBS5021 (0,348). Segundo Ott (1992),
um loco é considerado polimérfico se Ho foi superior a 0,1 e altamente
polimorfico se Ho foi superior a 0,7. Na populagdo estudada 11 locos foram
altamente polimoérficos e 16 foram polimorficos. A média do conteudo de
informagéo polimorfica (PIC) na populagdo Gir foi de 0,6472, considerada
altamente polimérfica. Segundo Botstein et al. (1980) um PIC superior a 0,5 é
considerado altamente polimérfico, entre 0,25 e 0,5 é moderadamente
polimorfico, e menor que 0,25 é considerado pouco polimérfico. O marcador
que apresentou maior PIC foi DIK2294 (0,848) e o menor PIC foi DIK4574
(0,372). O PIC é um indice que serve, também, para determinar o grau de
polimorfismo de um loco.

Em populagdes em que o gendtipo dos parentais € variavel, as familias
a serem genotipadas podem ser escolhidas baseando-se na heterozigosidade
dos marcadores, pois quando um marcador apresenta grande numero de
alelos, os valores do PIC sao semelhantes a He e, a medida que o numero de
alelos aumenta, o PIC e a heterozigosidade aumentam (Liu, 1998).

Os marcadores BM1329, BMS5021 e BM2320 apresentaram
frequéncias de alelos nulos de 0,07, 0,24 e 0,16, respectivamente. Segundo
Summer et al. (1997), a frequéncia de alelos nulos que segrega em cada loco é
calculada por meio de um algoritmo iterativo baseado na diferenca entre a
frequéncia observada e a frequéncia esperada de homozigotos. O alelo nulo
pode ser qualquer alelo que nado é identificado pela genotipagem que acontece
por causa de mutagdes no lugar de ligagdo em um ou nos dois primers. Os
locos com frequéncia de alelos nulos maiores ou igual a 0,05 sao considerados
com frequéncias altas.

Apds os processos de amplificagdo e genotipagem, foi calculada uma
média de 4,1% de falhas em toda a populagdo estudada. Esta porcentagem
esta dentro do normal, pois algumas amostras de DNA mais velhas
comprometeram os processos de PCR e de genotipagem automatica. O
marcador DIK3026 apresentou a maior porcentagem de falhas (11,24%), e o
loco ILSTS0936, o menor numero de falhas (0,62%).
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Pode-se concluir que aqueles marcadores com alta heterozigosidade e
conteudo de informacgao polimdérfica podem ser selecionados para estudos que
impliguem deteccdo de QTL, genealogias, identidade genética e teste de

paternidade para a raca Gir Leiteiro e/ou para outras ragas zebuinas.

42



Tabela 10 - Locos, heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (He), conteudo de informagao de polimorfismo (PIC) e percentagens
de falhas (%F) para os 27 marcadores microssatélites analisados na populagéo
Gir Leiteiro do PNMGL.

Locos Ho He PIC % F
ILSTS093 0,765 0,703 0,675 3,08
DIK4408 0,796 0,800 0,776 3,23
DIK5285 0,785 0,772 0,745 2,46
DIK4498 0,461 0,469 0,390 2,92
MNB-66 0,863 0,843 0,822 2,46
BM1329 0,552 0,640 0,602 4,006
DIK1058 0,748 0,740 0,705 4,93
BMS2508 0,684 0,745 0,703 2,62
DIK4382 0,840 0,852 0,834 8,16
DIK4482 0,605 0,581 0,503 2,62
MNB-208 0,815 0,773 0,740 2,16
BM4322 0,519 0,555 0,479 5,55
BMS470 0,658 0,668 0,610 0,77
DIK3026 0,605 0,591 0,560 11,24
DIK2294 0,848 0,888 0,877 2,31
DIK4867 0,667 0,674 0,623 0,61
ILSTS035 0,820 0,779 0,752 3,23
DIK4574 0,493 0,465 0,372 0,924
BMS5021 0,348 0,560 0,505 3,235
AFR227 0,635 0,668 0,605 1,54
DIK2174 0,689 0,682 0,635 2,31
DIK4827 0,705 0,718 0,665 2,77
DIK2995 0,579 0,649 0,578 6,78
DIK1182 0,639 0,718 0,694 4,77
DIK2690 0,718 0,678 0,619 4,93
BM2320 0,632 0,870 0,856 8,01
DIK4992 0,651 0,610 0,549 2,31

4.2 Mapa de ligacao
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As distdncias de mapa entre os 27 marcadores analisados foram
computadas com a opcgao “fixed” do Crimap (Green et al.,, 1990). Para a
organizagédo dos dados, uma familia de meios-irmas foi conformada pela filha,
pai e a mae. Na maioria dos touros, foram encontradas filhas partilhando a
mesma mae, estas foram consideradas como familias de irmas completas. Na
tabela 11 encontram-se as familias de meios-irmas e irmas completas para

cada touro e o total de familias por touro.

Tabela 11 — Familias, cddigo de Touro, familias de meios-irmas e irmas

completas para a realizagdo do mapa de ligagao.

Familias Cdédigo do Familias de Familias de irmés Total
touro meios-irmas completas
1 001 88 13 101
2 129 53 12 65
3 224 57 5 62
4 293 39 10 49
5 356 39 9 48
6 416 32 6 38
7 463 21 5 26
8 498 22 3 25
9 527 22 2 24
10 556 15 4 19
11 581 14 4 18
12 605 18 2 20
13 628 22 0 22
14 651 20 0 20
Total 462 75 537

Segundo Lynch e Walsh (1998) um mapa de ligagado esta em fungao do
numero de marcadores, dos animais utilizados e do tipo de delineamento em
estudo. Para gerar o mapa do cromossomo 6 dentro do lineamento de filhas, foi
montada uma planilha em que os dados foram organizados pelas familias com
as informagdes de pais e filhas (Tabela 12). Esta planilha continha 537 familias
para o mapa gerado da ragca Gir Leiteiro do PNMGL e 19 marcadores

microssatélites, sendo retirados os marcadores com maior distorgao.
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Na acuracia do mapa de ligagcdo, o numero de individuos esta
relacionado, uma vez que, quanto maior o numero de meioses informativas,
maior a probabilidade de detectar recombinagdo entre pequenas distancias,
caracteristica em populagdes comerciais. O numero médio de meioses
informativas encontradas dentro da populagdo Gir Leiteiro (167,9) foi menor
que a média do mapa MARC (467,3). Isto pode ser explicado pelo numero de
individuos e o delineamento utilizado. O marcador ILSTS0936 foi o Unico que
apresentou maior numero de meioses informativas (164) para o mapa da
populacado Gir. A ordem dos marcadores nao foi alterada apés a formacao dos
novos mapas. Para todas as analises de mapeamento foi utilizado o mapa
consenso, porque tem sido 0 mapa comumente aceitado e porque mostrou que
as diferencas em frequéncias de recombinacdo estimadas nao apresentaram

viés no teste para QTL ou efeitos de QTL estimados (Haley e Knott, 1992).

45



Tabela 12 - Comparacao entre o mapa consenso MARC/USDA, e o mapa
estabelecido da populagao Gir Leiteiro, referente a posicao (Pos), distancia

(Dis) e meioses informativas (M.l.) para locos no cromossomo 6.

Mapa Mapa
MARC PNMGL

Locos Pos. Dis. M.I. Pos. Dis. M.
ILSTS093 0,00 - 2397 0,00 - 198
DIK5285 15,362 15,3 299 15,2 15,2 207
DIK4498 20,131 4,8 170 22,0 6,8 130
MNB-66 29,374 9,243 301 33,6 11.6 218
DIK1058 38.169 8,9 320 40,2 6,6 171
BMS2508 43,936 5,767 1872 48,3 8,1 238
DIK4382 50,097 6,161 342 54,8 6,5 185
DIK4482 54,516 4,419 318 59,7 49 136
MNB-208 60,218 5,702 249 66,7 7,0 153
DIK3026 71,561 11,3 260 76,0 9,4 153
DIK2294 75,27 3,709 281 83,0 7,0 272
DIK4867 81,961 6,695 132 91,7 8,6 164
ILSTS035 87,265 5,304 625 96,9 5,2 181
DIK4574 90,505 3,24 287 98,9 2,0 79
DIK4827 107,12 16,6 274 112,3 13,4 199
DIK2995 109,92 2,8 184 114,4 2,1 158
DIK1182 115,32 54 298 120,7 6,3 179
DIK4492 130,781 15,5 241 134,5 13,8 169

4.3 Mapeamento de QTL

Na tabela 13 encontram-se os touros e as filhas genotipadas por
marcador, e 0 numero de touros heterozigotos por marcador que foram
utilizados para as analises de mapeamento de QTL. O loco que apresentou
maior numero de filhas genotipadas foi o DIK4574 com 614 filhas,
correspondente a 93%. Ja os marcadores com menor numero de filhas
genotipadas foram DIK4382 e DIK3026 com 527 (80%) e 532 (80%), cada um
para as respectivas analises. Todos os 14 touros foram heterozigotos para o
marcador BMS2508 que, além de sua alta heterozigosidade esperada e PIC

(Tabela 10) o converte em um forte candidato para testes de identidade e
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paternidade nas racas zebuinas por seu alto poder de discriminag¢ao individual.
A metade dos touros foram heterozigotos para os marcadores DIK4867 e
DIK4992, sendo os marcadores que apresentaram o menor numero de touros
heterozigotos. O touro 651 apresentou o maior numero de marcadores
heterozigotos, 25 em total, enquanto que o touro 628 foi heterozigoto para 16

marcadores microssatélites.
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Tabela 13 - Locos, filhas genotipadas, numero de touros homozigotos e

heterozigotos por marcador.

Locos Filhas Cédigo dos touros Total de touros
genotipadas (%) homozigotos heterozigotos

ILSTS093 588 (89%) 129-224-527 11
DIK4408 586 (89%) 416-527-556 11
DIK5285 573 (87%) 556 13
DIK4498 599 (91%) 129-224-356-416-527-581 8
MNB-66 575 (87%) 224-356 12
BM1329 560 (85%) 356-416-463-498-556-628 8
DIK1058 579 (88%) 1-605 12
BMS2508 554 (84%) - 14
DIK4382 527 (80%) 556 13
DIK4482 602 (91%) 1-293-463-556 10
MNB-208 591 (89%) 1-129-356 11
BM4322 576 (87%) 129-224-356-498-581-628 8
BMS470 608 (92%) 463-498-581-628 10
DIK3026 532 (80%) 1-581-628 11
DIK2294 577 (87%) 605 13
DIK4867 566 (86%) 224-356-463-498-527-556-605 7
ILSTS035 573 (87%) 1-356-527-628 10
DIK4574 614 (93%) 129-293-356-463-556-581 8
BMS5021 539 (82%) 1-224-581-628 10
AFR227 598 (91%) 293-498-527-605 10
DIK2174 599 (91%) 1-527 12
DIK4827 585 (89%) 1 13
DIK2995 544 (82%) 293-527 12
DIK1182 539 (82%) 463-556-605-628 10
DIK2690 564 (85%) 527-581-628 11
BM2320 433 (65%) 498 13
DIK4992 599 (91%) 224-356-463-498-581-605-628 7

De acordo com as leis de Mendel,

cada pai e progénie devem

apresentar ao menos um alelo comum. Discrepancias entre gendtipos de uma

vaca e seu suposto pai (touro) podem ser devido a mutagdes, erros na
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genotipagem ou erros nos registros de paternidade (Ron et al.,, 2004). As
fémeas que nao apresentaram pelo menos um alelo do touro para mais de
cinco locos (> 5) foram descartadas para a realizagdo das diferentes analises.
Um total de 35 vacas (5,32%) néo foi considerado filhas por incorreta
paternidade, estando de acordo com Ron et al. (1996) e Ron et al. (2001), que
aplicando delineamento de filhas consideraram uma paternidade minima de
90%. Para as familias 498 e 628, todas as fémeas foram filhas, portanto,
assumidas nas analises. A familia 651 apresentou o maior numero de filhas

descartadas, 4 de 20, o que é equivalente a 20% (Tabela 14).

Tabela 14 - Numero de fémeas nao-filhas nas 14 familias da populagao Gir.

Familias Cddigo do Nao-filhas (%) Total
touro

1 1 6 (4,7%) 127
2 129 4 (4,3%) 94
3 224 5(7,4%) 68
4 293 2 (3,2%) 62
5 356 2 (3,4%) 59
6 416 3 (6,5%) 46
7 463 2 (5,9%) 34
8 498 0 (0,0%) 28
9 527 3(10,7%) 28
10 556 2 (8,4%) 24
11 581 1(4,4%) 23
12 605 1(8,7%) 23
13 628 0 (0,0%) 22
14 651 4 (20%) 20

O numero total de fémeas genotipadas por familia e o numero de filhas
informativas por cada marcador sdo detalhadas na tabela 15. Filhas
informativas sado aquelas que apresentam genotipos diferentes a seu pai (Ron
et al., 1996). Segundo Martinez (1989), no delineamento de filhas ndo é
possivel determinar inequivocamente a origem do alelo marcador para todas as
progénies, ao contrario do que acontece com linhagens consanguineas. Se
uma filha tem o mesmo gendtipo do pai, ela pode ter recebido qualquer um dos
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alelos de qualquer um dos pais e, em geral, as informag¢des dessas progénies
nao sdo utilizadas nas analises.

Na tabela 15 também se encontram os touros que foram homozigotos
para um determinado marcador. Os touros 356 (familia 5) e 628 (familia 13)
apresentaram o maior numero de locos homozigotos (10), o que é equivalente
a 37,03%. Ja o touro 651 (familia 14) s6 foi homozigoto para 2 marcadores
microssatélites, o que é equivale a 7,4%. Isto é importante porque se varios
touros heterozigotos estdo segregando para um QTL especifico em uma
determinada regido cromossémica e ha touros que sdo homozigotos para os
marcadores que estdo flanqueando essa posicao do QTL, as familias desses
touros homozigotos ndo serdo informativas, o que nao contribui para a
deteccdo do QTL em particular.

Importante sublinhar que na familia 7 (touro 463) s6 9 filhas de 37 foram
informativas para o marcador DIK4498 (20,13 cM), o que equivale a 26,47%.
Isso significa que aproximadamente 74% das filhas genotipadas n&o foram
informativas para esse marcador especifico, tanto por apresentarem genaétipos
ambiguos (mesmo gendtipo do touro), descarte como possivel filha, falhas no
processo de amplificacdo ou genotipagem ou por ndo apresentar nenhum alelo

do touro.
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Tabela 15 - Familias, numero de filhas genotipadas por familia e filhas

informativas por loco (H = touro homozigoto).

Familias
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Ne° Filhas
127 94 68 62 59 46 34 28 28 24 23 22 22 20
Locos

ILSTS093 103 H H 55 48 37 22 21 H 22 15 16 17 18
DIK4408 105 67 62 60 48 H 24 28 H H 18 22 20 18
DIK5285 96 69 59 51 54 44 30 26 27 H 23 21 21 16

DIK4498 79 H H 45 H H 9 14 H 20 H 21 19 13
MNB-66 121 8 H 46 H 43 22 27 24 24 16 12 16 18
BM1329 94 8 66 5 H H H H 21 H 22 17 H 15
DIK1058 H 81 49 57 33 42 32 20 18 24 19 H 18 H
BMS2508 97 80 60 62 49 44 28 23 26 20 14 18 16 16
DIK4382 113 77 64 62 55 46 30 22 24 H 12 18 20 17
DIK4482 H 60 46 H 30 30 H 19 16 H 10 16 9 11
MNB-208 H H 65 58 H 33 29 19 27 18 22 17 16 17
BM4322 8 67 H 41 H 3 23 H 24 8 H 13 H 11
BMS470 95 68 49 51 3 36 H H 22 14 H 17 H 15
DIK3026 H 64 41 61 43 43 29 21 26 15 H 18 H 18
DIK2294 110 87 60 48 44 44 30 23 23 24 18 H 19 18
DIK4867 117 64 H 64 H 28 H H H H 22 H 14 14
ILSTSO35 H 82 48 62 H 42 34 23 H 20 22 14 H 20
DIK4574 73 H 26 H H 23 H 8 16 H H 11 11 16
BMS5021 H 8 H 60 45 45 34 25 23 12 H 14 H 20
AFR227 94 73 4 H 22 22 20 H H 14 14 H 12 19
DIK2174 H 78 49 49 35 35 29 20 H 15 23 19 19 12
DIK4827 H 72 57 52 41 41 28 25 19 18 16 16 19 19
DIK2095 8 59 42 53 H 46 19 18 H 17 16 18 21 20

DIK1182 120 82 54 48 45 45 H 20 27 H 21 H H 18
DIK2690 84 H 48 54 42 42 29 22 H 15 H 17 H 16
BM2320 126 8 62 60 45 45 H 27 27 23 22 21 H H

DIK4992 77 8 H 51 H 37 H H 15 12 H H H 15

O conteudo de informacdo (Cl) para a producao de leite esta

representado na figura 1. O CI foi calculado da variancia das probabilidades
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condicionais de herdar uma regido cromossdmica a cada cM como uma
propor¢cao da variancia quando o descendente verdadeiro € conhecido. O CI
através de todas as familias ao longo do cromossomo 6 foi maior que nas
familias 3 e 9 juntas, exceto na regido compreendida entre os marcadores
DIK4482 e MNB-208.
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Figura 1 - Conteudo de informacao (Cl) considerando todas as familias («) e
nas familias 3 e 9 (—) para produgao de leite. As setas indicam a posi¢ao dos
marcadores BMS2508 (43,93 cM) e DIK4382 (50,09 cM).

Apoés a analise, considerando todas as familias para cada caracteristica
de producgédo de leite, foram identificadas as familias mais significativas de
acordo com os valores absolutos de “t’, que sao as significancias dos efeitos
dentro de cada familia do alelo marcador paterno. As familias que
apresentaram um nivel de significancia igual ou maior a 5% para um QTL
especifico foram consideradas significativas e levadas em conta para a
detecgdo de QTL ao longo do cromossomo 6. Chen et al. (2006) identificaram
QTL afetando caracteristicas de produgédo de leite sobre BTA6 em uma
populacdo Holandesa com um delineamento de filhas utilizando 26 familias e
2.260 fémeas, para isso, escolheram as familias mais significativas para cada
caracteristica; Ron et al. (2001) através da analise de QTL sobre o
cromossomo 6 em uma populagdo Holandesa por delineamento de filhas,
empregando 9 familias com 2.978 filhas, selecionaram as familias mais

significativas para a identificacdo de QTL.
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Considerando todas as familias para a caracteristica producao de leite,
foi identificado um QTL (Figura 2) com P< 0,01 e F = 2,66 na posi¢cao 44 cM,
proximo ao marcador BMS2508 (43,93 cM). Entre os marcadores BMS2508
(43,93 cM) e DIK4382 (50,09 cM) os seguintes estudos observaram QTL para
producao de leite: George et al. (1995) detectaram um QTL na posi¢céo 47 cM;
Freyer et al. (2002) identificaram um QTL na posi¢cdo 49 cM; Ron et al. (2001)
detectaram um QTL na posigcéo 47 cM; Cohen et al. (2002) encontraram um
QTL na posicao 49 cM e Khatkar et al. (2004), identificaram um QTL na
posicdo 50 cM. O marcador BMS2508 apresentou Ho=0,68 e PIC=0,75
(Tabela 10), além disso, todos os 14 touros foram heterozigotos para esse
marcador (Tabela 12); e o marcador DIK4382 apresentou uma Ho=0,84 e
P1C=0,85, sendo que 13 touros foram heterozigotos para o mencionado
marcador. Com as familias 3 e 9, para a mesma caracteristica, foi identificado o

mesmo QTL na posicdo 46 cM e com F=9,64.

F-Value
F-Value

A

12 24 3614g 60 72 84 96 108 120 132
Position (cM)

~~ iVW\/‘\/

12 24 36t4§ 60 72 84 96 108 120 132

o N S o [os)
L L

Position (cM)

Todas as familias Familias 3e 9

Figura 2 - Valor de F para producédo de leite considerando todas as familias e
as familias 3 e 9. As setas indicam a posicado dos marcadores BMS2508 e
DIK4382, respectivamente. — 5% e --—-—- 1% de significancia a nivel

cromossomico.

Na figura 3 encontra-se o conteudo de informagao para a produgao de
gordura. Ao longo do cromossomo 6 a familia 2 apresentou maior ClI com
relacdo a todas as familias e a familia 3, exceto nas regides cromossémicas
entre os locos ILSTS093 (0 cM) e DIK4408 (9,028 cM) , 0 mesmo ocorreu entre
os marcadores DIK4382 (50,09 cM) e MNB-208 (60,21) em que o Cl para todas

as familias foi maior. A familia 3 apresentou um Cl menor (0,3) com relagao as
53



outras familias na regido cromossdmica compreendida entre os marcadores
DIK4382 (50,09 cM) e MNB-208 (60,21 cM).

0.0

b 12 2413 4! e 72 8 o 108 120 {1
Position (cM)
Figura 3 - Conteudo de informacao (Cl) consideradas todas as familias (&),

familia 2 (—) e familia 3 (----) para producgao de gordura. As setas indicam a
posicao dos marcadores MNB-66 (29,37 cM) e DIK4382 (50,09 cM).

Ao considerar todas as familias, um QTL para producéo de gordura foi
identificado com P < 0,01 e F = 3,03 (Figura 4) na posicdo cromossémica 46
cM. Préximo ao marcador BMS2508 (43,93 cM) na familia 3, foi mapeado o
mesmo QTL na posi¢ao 48 cM com P < 0,01 e F = 16,61, sendo a unica familia
que apresentou um nivel de significancia igual ou maior a 5%. Nesta mesma
regido para producao de gordura, Cohen et al. (2004) identificaram um QTL na
posicdo 49 cM e Ron et al. (2001) na posicdo 45 cM. Para esta mesma
caracteristica foi identificada a presenca de outro QTL com P < 0,05 e F = 8,32
na posi¢ao 29 cM na familia 2, proximo ao marcador MNB-66 (29,3 cM). Zhang
et al. (1998) encontraram um QTL na posi¢cado 24 cM utilizando uma populagéo

de 14 familias da raca Holandesa Americana com um delineamento de netas.
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Figura 4 - Valor de F para a caracteristica produ¢cédo de gordura considerando
todas as familias e nas familias 2 e 3 juntas. As setas indicam a posi¢ao dos
marcadores MNB66 (29,37 cM) e BM1329 (35,39 cM) para a familia 2, e,
BMS2508 (43,93 cM) e DIK4382 (50,09 cM) para todas as familias e para a

familia 3. — 5% e ----- 1% de significancia a nivel cromossdmico.

Na figura 5 esta representado o conteudo de informagao considerando
todas as familias e a familia 8 para produgao de proteina. O Cl na familia 8 foi
maior entre os marcadores ILSTS093 (0,00 cM) e DIK4867 (81,9 cM), mas
apresentou uma diminuigdo drastica na regido cromossémica entre o0s
marcadores DIK4867 e DIK4827 (107,12 cM). Em geral, a curva de Cl com

todas as familias foi mais estavel ao longo do cromossomo que na familia 8.

55



0.8 -

0.6

Cl

0.4

0.2 4

B 12 24 36 t 48 60 72 84 96 108 120 432
Position (cM)

Figura 5 - Conteudo de informacé&o (Cl) considerando todas as familias (« ) e a
familia 8 para producédo de proteina (—). As setas indicam a posicdo dos
marcadores DIK1058 (38,17 cM) e BMS2508 (43,93 cM).

Ao Considerar todas as familias para producdao de proteina nao foi
identificado nenhum QTL com P < 0,05. A familia 8 apresentou maior valor de t
para producao de proteina, sendo a unica a dar o nivel de significancia exigido
para o mapeamento de QTL. Nessa familia foi identificado um QTL com P <
0,05 e F = 9,74, préximo ao marcador BMS2508 (43,93 cM) e na posigao 43 cM
(Figura 6). Na regido compreendida entre os marcadores BMS2508 (43,93 cM)
e DIK4382 (50,09 cM) para produgdo de proteina, Bennwitz et al. (2003)
identificaram um QTL na posi¢cao 43 cM; Olsen et al. (2004) encontraram um
QTL na regiao 46 cM; Viitala et al. (2003) identificaram um QTL na posigcao 47
cM; Ashwell et al. (2004) encontraram um QTL na posi¢céo 48 cM e Cohen et al.

(2002) observaram um QTL na posi¢ao 49 cM.
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Figura 6 - Valor de F para a caracteristica produgéo de proteina considerando
todas as familias e a familia 8. As setas indicam a posicao dos marcadores
DIK1058 (38,16 cM), BMS2508 (43,93 cM) e DIK4382 (50,09 cM). — 5% e ----

1% de significancia a nivel cromossdmico.

O conteudo de informagdo para producdo de lactose ao longo do
cromossomo 6 apresentou diferengas significativas na regido compreendida
entre os marcadores DIK4867 (81,96 cM) e DIK4827 (107,12 cM), sendo
maior ao considerar todas as familias (Figura 7). Assim como para a produgéo
de proteina, o conteudo de informagdo na familia 8 foi maior na regido
compreendida entre os marcadores ILSTS093 (0,0 cM) e DIK4867 (81,96 cM).
Os QTL identificados na familia 8 para esta caracteristica estavam localizados
na regido onde o conteudo de informacdo foi maior em relagdo a todas as

familias.
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Figura 7 - Conteudo de informacédo (Cl) considerando todas as familias («) e

na familia 8 para produgédo de lactose (—). As setas indicam a posi¢gao dos
marcadores DIK1058 (38,16 cM) e BMS2508 (43,93 cM).

Ao considerar todas as familias foram identificados dois QTL (Figura 8):
Um QTL com P < 0,05 e F = 2,93 na posi¢cao 29 cM proximo ao marcador MNB-
66 (29,37 cM) e outro na posicao 43 cM préximo ao marcador BMS2508 (43,93
cM) com P < 0,05 e F= 2,88. Com a familia 8, a figura anterior identifica a
existéncia de trés QTL para producéo de lactose: Um QTL com P <0.05e F =
9,52, na posicdo 17 cM, proximo ao marcador DIK5285 (15,36 cM), um
segundo QTL com P < 0,05 e F = 9,29, na posigao 29 cM, préximo ao marcador
MNB-66 (29,37 cM), e o terceiro QTL com P < 0,05 e F = 9,96 na posi¢ao 43
cM.

Segundo Schuster e Cruz (2004) se houver mais de um QTL no mesmo
grupo de ligagéo, o teste estatistico na posicao que esta sendo avaliado é
afetado por todos os QTL, a posicdo e os efeitos estimados dos QTL
identificados podem ser viesados e o poder do teste reduzido. Além disto, pode
ocorrer o aparecimento de QTL fantasmas, ou seja, a deteccdo de um QTL
com efeito significativo dentro de um intervalo em que o mesmo ndo acontece
pela presenga de outros QTL em intervalos adjacentes. Para avaliar a presenga
de trés, dois ou um QTL, realizou-se uma nova analise no software GridQTL,
que permite a identificagao de dois QTL em um mesmo grupo de ligagdo. Em
todas as familias foram identificados dois QTL nas posi¢cdes 29 e 43 cM, e o

valor de F encontrado quando se comparou 2 QTL vs 0 QTL foi de 2,62, porém
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o F encontrado quando se comparou 2 QTL vs 1 QTL foi de 2,17. Utilizando a
mesma opcado do GridQTL para identificar dois QTL no mesmo grupo de

ligacdo com a familia 8, foi conferido o QTL na posi¢ao 43 cM.
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Figura 8 - Valor de F para a caracteristica produgado de lactose considerando
todas as familias e a familia 8. As setas indicam a posicdo dos marcadores
DIK4498 (20,13 cM), MNB-66 (29,37 cM) e BMS2508 (43,93 cM). — 5% e ----

1% de significancia a nivel cromossdmico.

O conteudo de informagao para a caracteristica de producdo de sélidos
totais encontra-se na figura 9. A familia 8 apresentou maior conteudo de
informagéo entre os marcadores ILSTS093 (0,0 cM) e DIK4867 (81,96 cM),
mas na regido compreendida entre os marcadores DIK4867 e DIK1182 (115,32
cM) apresentou uma diminuigdo consideravel. Na regido marcada pelos locos
DIK1182 e DIK2690 (121,5 cM), novamente o conteudo de informacdo na
familia 8 foi maior que em todas as familias, mas na parte final do cromossomo

foi inferior.
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Figura 9 - Conteudo de informacédo considerando todas as familias («) e a
familia 8 para producéo de sélidos totais (—). As setas indicam a posi¢céo dos
marcadores DIK5285 (15,36 cM), MNB-66 (29,37 cM) e BMS2508 (43,93 cM).

Considerando todas as familias um QTL foi detectado para produgéo de
sélidos totais, na posicdo 43 cM, com P < 0,05 e F = 2,59 (Figura 10). O QTL
foi encontrado entre os marcadores DIK1058 (38,16 cM) e BMS2508 (43,93
cM). A familia 8 foi a unica familia que apresentou o nivel de significancia de P
< 0,05 para mapeamento de QTL, e nela foram identificados trés possiveis
QTL, nas posicdes 17, 30 e 42 cM, respectivamente. Com a opg¢ao para
identificar dois QTL no mesmo grupo de ligagdo, por meio do software
GridQTL, foi conferido o QTL na posigdo 42 cM, proximo ao marcador
BMS2508 (43,93 cM). Os solidos totais ou extrato seco total compreende todos
os componentes do leite, exceto a agua. Sua importancia reside no fato de que
alguns laticinios pagam ou bonificam de acordo ao conteudo de extrato seco,
nao entanto, poucos trabalhos existem na literatura identificando QTL

relacionados com esta caracteristica.
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Figura 10 - Valor de F para producgao de sélidos totais considerando todas as
familias e a familia 8. As setas indicam a posicdo dos marcadores DIK5285
(15,36 cM), MNB-66 (29,37 cM) e BMS2508 (43,93 cM). — 5% e ---- 1% de

significancia a nivel cromossémico.

O conteudo de informagdo para percentagem de gordura esta
representado na figura 11. Considerando todas as familias seu conteudo de
informacgé&o foi maior que nas familias 3 e 4, ao longo do cromossomo, exceto
para as regides cromossémicas entre os marcadores DIK4482 (54,51 cM) e
BM4322 (63,86 cM), e no final do cromossomo entre os marcadores DIK2174
(101,4 cM) e DIK2690 (121,5 cM). Em termos gerais, o conteudo de informacéao
para todas as familias foi mais estavel ao longo do cromossomo que na familia

8, cuja curva apresentou mais variagdes.
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Figura 11 - Conteudo de informag&o considerando todas as familias (&) e as
familias 3 e 4 (—) para percentagem de gordura. As setas indicam a posi¢ao
dos marcadores DIK4382 (50,09 cM), DIK4482 (54, 51 cM) e MNB-208 (60,21
cM).

Para a porcentagem de gordura considerando todas as familias foi
identificado um QTL com P < 0,01 e F = 3,76, na posigdo 53 cM (Figura 12),
proximo ao marcador DIK4482 (54,51 cM). Com as familias 3 e 4, as mais
significativas, foi identificado o QTL, na posi¢cao 56 cM, préximo ao marcador
DIK4482, com P < 0,01 e F = 15,18. Nesta regido, Ron et al. (2001) detectaram
dois QTL nas posi¢des 50 e 54 cM, Georges et al. (1995) identificaram um
QTL na posi¢cédo 51 cM, Boichard et al. (1997) identificaram um QTL na posi¢céo
58 cM, e Ashwell et al. (2002) mapearam um QTL na posigao 58 cM.
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Figura 12 - Valor de F para porcentagem de gordura considerando todas as
familias e as familias 3 e 4. As setas indicam a posicdo dos marcadores
DIK4382 (50,09 cM), DIK4482 (54,51 cM) e MNB-208 (60,21 cM). — 5% e ----

1% de significancia a nivel cromossomico.

Na figura 13 encontra-se unicamente o conteudo de informacgédo que
considerou todas as familias para a caracteristica da porcentagem de proteina,
pois em nenhuma familia identificou-se QTL com nivel de significancia de P <
0,05. Em geral, o conteudo de informag&o ao longo do cromossomo foi maior
que 0,7, exceto na regido compreendida entre os marcadores MNB-208 (60,21
cM) e BMS470 (67,4 cM), onde o conteudo diminuiu para 0,6.
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Figura 13 - Conteudo de informagédo considerando todas as familias para
percentagem de proteina (). As setas indicam a posicdo dos marcadores
ILSTO93 (0,0 cM), DIK4482 (54,51 cM), MNB-208 (60,21 cM) e DIK4492

(130,78 cM).
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Ao considerar todas as familias para porcentagem de proteina, um QTL
(Figura 14) que néao alcangou o nivel de significancia de P < 0,05 e F = 1,68 foi
identificado na posi¢cao 58 cM. Com as familias 2, 3, 7 e 13, 0o mesmo QTL foi
mapeado, com P< 0,05 e F = 4,57, na posi¢cao 58 cM, préximo ao marcador
MNB-208 (60,2 cM). Nessa regido Ron et al. (2001) detectaram um QTL na
posigdo 56 cM, proximo ao marcador BM143 (53,72 cM); Olsen et al. (2002)
identificaram um QTL na posicéo 58 cM; Freyer et al. (2002) detectaram um
QTL na posicéao 58 cM e Ashwell et al. (2002) encontraram um QTL na mesma

regiao (58 cM), proximo ao marcador BMS518 (58,96 cM).
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Figura 14 - Valor de F para porcentagem de proteina considerando todas as
familias. As setas indicam a posicdo dos marcadores DIK4482 (54,51 cM) e

MNB-208 (60, 21 cM). —— 5% e ----- 1% de significancia a nivel cromossémico.

Igual a porcentagem de proteina, na caracteristica porcentagem de
lactose, ndo foi identificada QTL com P < 0,05 em nenhuma familia. A curva do
conteudo de informac&o considerando todas as familias (Figura 15), ao longo
do cromossomo 6, apresentou valores acima de 0,7, exceto na regiao
compreendida entre os marcadores DIK4482 (54,51 M) e DIK3026 (71,56 cM),

cujo conteudo de informacgéo foi inferior a 0,7.
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Figura 15 - Conteudo de informagéo considerando todas as familias para
percentagem de lactose (). As setas indicam a posicdo dos marcadores
ILST093 (0,0 cM), DIK1182 (115,32 cM) e DIK4992 (130,78 cM).

Nao foram identificados QTL para porcentagem de lactose com P < 0,05,
ao considerar todas as familias (Figura 16), nem ao fazer a analise em cada
familia, embora ao utilizar todas as familias o maior pico foi localizado na
posicao 113 cM com F = 1,51. Com as familias 4, 6, 7 e 8 um QTL com P< 0,01
e F = 5,29 foi identificado na posicdo 113 cM, proximo ao marcador DIK1182
(115,32 cM). Para producéao de lactose a literatura nao apresenta mapeamento

ou identificagao de QTL.
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Figura 16 - Valor de F para porcentagem de lactose considerando todas as
familias. As setas indicam a posicado dos marcadores DIK2995 (109,92 cM) e
DIK1182 (115, 32 cM) no cromossomo 6. — 5% e ---- 1% de significancia a

nivel cromossdmico.

O conteudo de informagdo para porcentagem de solidos totais,
considerando todas as familias, encontra-se na figura 17. Em termos gerais, a
curva de conteudo de informagdo considerando todas as familias foi mais
estavel ao longo do cromossomo 6. Para percentagem de solidos totais, as
familias mais significativas foram 3 e 4, cuja curva de conteudo de informacao
s6 foi superior nas regides compreendidas pelos marcadores DIK4482 (54,51
cM) e MNB-208 (60,21 cM), onde posteriormente foi encontrado um QTL
significativo, igual ao da regido flanqueada pelos marcadores DIK2174 (101,4
cM) e DIK4827 (107,12 cM).
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Figura 17 - Conteudo de informagao (Cl) considerando todas as familias () e
nas familias 3 e 4 para porcentagem de soélidos totais. As setas indicam a
posicao dos marcadores DIK4482 (54,51 cM) e MNB-208 (60,21 cM).

Considerando todas as familias para porcentagem de sélidos totais, um
QTL foi identificado com P< 0,05 e F = 2,34 na posicdo 58 cM, proximo ao
marcador MNB-208 (60,21 cM). Ao empregar as familias 3 e 4, as mais
significativas, o mesmo QTL foi identificado com P < 0,01 e F = 7,61, mas na

posicao 58 cM, préximo ao marcador MNB-208.
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Figura 18 - Valor de F para porcentagem de sélidos totais nas familias 3 e 4.
As setas indicam a posigdo dos marcadores DIK4482 (54,51 cM) e MNB-208
(60,21 cM) no cromossomo 6. — 5% e ---- 1% de significAncia a nivel

cromossémico.
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A localizagdo dos QTL com significancia P < 0,01 cromossdmico
encontram-se na tabela 16, o mesmo que a analise ANOVA para as familias
mais significativas. Para producao de leite considerando todas as familias foi
identificado um QTL (P < 0,01), com F = 2,66 na posi¢cao 44 cM, com as
familias 3 e 9 foi obtido 0 mesmo QTL na posi¢ao 46 cM, mas com um F maior
(9,64). Para producdo de gordura considerando todas as familias foi
identificado um QTL na posi¢ao 46 cM com P < 0,01 e F = 3,03, e com a familia
3, o mesmo QTL foi mapeado na posicdo 48 cM, mas com F = 16,61. Para a
percentagem de gordura conta todas as familias, um QTL foi identificado na
posicao 53 cM, com P < 0,02 e F = 3,76 e, com as familias 3 e 4 o mesmo QTL
foi identificado na posi¢gao 56 cM, mas com F = 15,18. Para porcentagem de
lactose considerando todas as familias, um QTL foi mapeado na posi¢cao 58
cM, com P < 0,01 e F = 2,34 e, com as familias 3 e 4 o mesmo QTL foi
identificado na posicédo 57 cM, mas com F = 7,61.

A familia 3 foi significativa para os QTL identificados com P < 0,01
cromossémico. Da mesma forma as familias 3 e 4 foram significativas na
deteccdo de QTL para porcentagem de gordura e solidos totais. Os QTL para
produgcdo de leite e gordura estavam localizados na mesma regiao
cromossdmica, entre os marcadores BMS2508 e DIK4382. O marcador
DIK4482 foi o loco mais proximo para porcentagem de gordura e sélidos totais.
Produgao e porcentagem de gordura apresentaram os maiores valores de F,

16,61 e 15,18, respectivamente.
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Tabela 16 - Posigao dos QTL com seus marcadores proximos, valor F, limiar
com significancia de 1% cromossdmico, familias significativas apds analise
considerando todas as familias, efeito de substituicdo do alelo do QTL para

cada familia, desvio-padréo e valor absoluto de t.

Caracteristica Posicdo Marcador Valor Limiar Familia Efeito® pp°© ABS(t)d

(cM) préximo Fa
PL 46 BMS2508 9,64 7,95  3(224) 38551 120,23 3,206
9(527) -400,52 133,49 3,00
PG 48 DIK4382 16,61 12,25 3(224) 19,56 4,801 4,075
%G 56 DIK4482 15,18 7,425 3(224) 0,066 0,0196 3,365
4(293) 0,168 0,0387 4,361
%S 57 DIK4482 7,61 7,075 3(224) -0,14 0,053 2,612

4(293) 0,29 0,101 2,869

PL = Producgéo de leite; PG = Producédo de gordura; %G = Porcentagem de gordura; %S =
Porcentagem de sdlidos totais. ® Efeito de significancia do alelo marcador paterno sobre os

respectivos touros heterozigotos. ®Efeito de substituicdo. °Desvio padrao.  Efeito de

significancia dentro de familias do alelo marcador paterno.

A familia 3 foi significativa para os QTL identificados com P < 0,01. Da
mesma maneira, as familias 3 e 4 foram significativas na detecgao de QTL para
porcentagem de gordura e solidos totais. Os QTL para producdo de leite e
gordura estavam localizados na mesma regiao cromossémica, entre os
marcadores BMS2508 e DIK4382. O marcador DIK4482 foi o loco mais
proximo para porcentagem de gordura e solidos totais. Producdo e
porcentagem de gordura apresentaram os maiores valores de F, 16,61 e 15,18,
respectivamente (Figura 19).

Como os QTL identificados para producdo de gordura e leite,
percentagem de gordura e lactose estiveram nas mesmas regides
cromossOmicas, isso pode ser explicado pela correlagcdo entre duas
caracteristicas, que medem a tendéncia de variarem numa mesma direcao

(correlagao positiva) ou em direcdo oposta (correlacdo negativa). A correlagao
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negativa entre a producédo de leite e porcentagem de gordura, por exemplo,
dificulta a selegao de vacas para o aumento simultaneo da producéao de leite e
alta porcentagem de gordura. Ao selecionar vacas para alta porcentagem de
gordura e solidos totais no leite, se teria animais com menor produgéo de leite.
A correlagdo proxima a zero indica que duas caracteristicas ndo sao

relacionadas, ou seja, sdo independentes.

0 T T T y T T T : T T d
t 12 24 36 f‘Jf l;) 72 84 96 108 120 t32

Position (cM) Position (cM)

Todas as familias Familias significativas

Figura 19 - Valor de F para as caracteristicas porcentagem de gordura (¢),
producao de gordura (x), producao de leite (a ) e porcentagem de sélidos totais
(----) com todas as familias e as mais significativas. As setas indicam a posicao
dos marcadores BMS2508 (43,93 cM), DIK4382 (50,09 cM), DIK4482 (54,51
cM) e MNB-208 (60,21 cM). — 5% e ----1% cromossomico.

Na tabela 17 encontram-se as posigdes dos QTL identificados com limiar
de 5% de significancia para as caracteristicas de produgao de proteina, lactose
e solidos totais. Para producéo de proteina o QTL na posi¢céo 44 cM e com F =
2,51 ao considerar todas as familias, ndo alcangcou o nivel de P < 0,05
cromossOmico, mas com a familia 9 o mesmo QTL foi localizado na posig¢ao 43
cM, com P < 0,05 e F = 9,74. Para produgao de lactose um QTL considerando
todas as familias foi mapeado na posicdo 26 cM, com P < 0.05e F = 3, e ao
considerar a familia 8, outro QTL foi localizado na posi¢cdo 41 cM, com P < 0,05
e F = 10. Para a caracteristica produgao de solidos totais, ao considerar todas
as familias, um QTL foi mapeado na posi¢cdo 43 cM, comP <0,05e F=2,59, e
ao ter em conta s6 a familia 8, outro QTL foi identificado na posigdo 16 cM,
comP <0,05eF =9,88.
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Somente a familia 8 foi significativa para a identificacdo de QTL com P <
0,05, apresentando valores de F muito similares: Produgcdo de lactose
apresentou o maior valor de F = 10, seguido de produgdo de solidos totais
(9,88) e por ultimo produgéo de lactose (9,74).

Tabela 17 - Posicao dos QTL com seus marcadores proximos, valor F, limiar
(5%), familias significativas apds a analise considerando todas as familias,
efeito de substituicdo do alelo do QTL para cada familia, desvio-padrao e valor

absoluto de t.

Caracteris  Posicdo  Marcador Valor Limiar Familia Efeito ppc¢ ABS(t)

tica (cM) préoximo =X b d

PP 43 BMS2508 9,74 9,049 8(498) -12,62 4,042 3,12
PLac 41 BMS2508 10 9,21 8(498) -1532 4,84 3,16
PS 16 DIK5285 9,88 9,24 8(498) -42,16 13,41 3,14

PP = Producao de proteina; PLac = Producgao de lactose; PS = Produgao de sdlidos totais.
® Efeito de significancia do alelo marcador paterno computado sobre os respectivos touros

heterozigotos. ®Efeito de substituicdo. °Desvio padrao. ? Efeito de significancia dentro de

familia do alelo marcador paterno.

Os QTL para producédo de proteina e lactose ficaram localizados na
mesma regido cromossdmica, flanqueada pelos marcadores DIK1058 (38,16
cM) e BMS2508 (43,93 cM). O QTL para produgao de solidos totais estava
localizado na posigdo 16 cM, embora outro QTL no mesmo grupo de ligagao
fosse localizado na posicédo 41 cM, tanto na familia 8 como considerando todas
as familias. Ao se considerar outro QTL para produgao de sdlidos totais na
posicdo 41 cM, estes trés QTL estariam na mesma regido cromossdmica,
proximos ao mesmo marcador BMS2508, e novamente essa proximidade na

localizagao pode ser explicada pela correlagao positiva entre elas.
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Figura 20 - Valor de F para produgao de proteina (—), produgéo de lactose (x)
e producédo de sdlidos totais (a ) com todas as familias e a familia 8. As setas
indicam a posigao dos marcadores DIK5285 (15,36 cM), DIK1058 (38,16 cM) e

BMS2508 (43,93 cM). — 5% e --- 1% de significancia a nivel cromossémico.

Na tabela 18 encontra-se o resumo dos QTL identificados sobre o
cromossomo 6 com nivel de P < 0,01 cromossémico. Os QTL para as
caracteristicas de produgdo de leite e gordura encontram-se entre os
marcadores BMS2508 (43,93 cM) e DIK4382 (50,09 cM), o mesmo que os QTL
para porcentagem de gordura e sélidos totais, entre os marcadores DIK4482
(54,51 cM) e MNB-208 (60,21 cM). Isto pode ser explicado pela correlagéo
positiva que existe entre as caracteristicas de producao do leite. A principal
causa de correlagéo genética é a pleiotropia, que € a propriedade de um gene
afetar dois ou mais caracteres, de tal maneira que se um gene for segregado
causara variagao simultanea na caracteristica que ele afeta.

Na mesma tabela estdo a proporcbes das variagdes fenotipicas
explicadas por cada QTL. Para produgao de leite (PL) o QTL com P < 0,01 e F
= 9,64 identificado explicou 0,62 da variagao fenotipica. O QTL (P< 0,01) com F
= 16,61 para produgédo de gordura (PG) explicou a maior variagdo fenotipica
(0,75). Para a caracteristica porcentagem de gordura (%G) o QTL (P <0,01) e F
= 15,18 identificado, explicou 0,70 da variagao fenotipica. O QTL (P <0,01)e F =
7,61 para percentagem de soélidos totais (%S), explicou a menor variagao
fenotipica dos QTL identificados (0,37). Os valores para os QTL identificados

com nivel de P < 0,01, e que explicaram a variagao fenotipica, ficaram dentro
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do intervalo (0,2-0,6) para ser considerados como significativos, de acordo com

os estudos integrais de Khaktar et al. (2004) e Smaragdov (2006).

Tabela 18 - Resumo das analises de associacdo para os QTL que foram identificados
no cromossomo 6 com nivel de P < 0,01 cromossdmico, indicando o valor F, posi¢cao
em que foi detectado o QTL, intervalo de confianga (1.C) e a porcentagem de variagéo

fenotipica explicada pelo QTL encontrado.

Caracteristica Posicao (cM) Valor de F [.C- 95% (cM) hfm
PL 46 9,64 41-102 0,62(0,14)
PG 48 16,61 5-75 0,75 (0,17)
%G 56 15,18 48 - 59,5 0,70 (0,12)
%S 57 7,61 2-112 0,37 (0,16)

héTL € a variacao fenotipica explicada pelo QTL encontrado; entre parénteses a variagao

fenotipica explicada pelo QTL quando foram utilizadas todas as familias.

Dadas as correlagdes altas e positivas entre as caracteristicas de
producdo, e a localizacdo dos QTL para a maioria destas caracteristicas na
mesma regido cromossémica, pode-se estar frente a um dilema: € um unico
QTL pleiotropico sobre esta regidao ou varios QTL particulares? Ron et al.
(2001) apresentaram evidéncias para um unico QTL afetando producédo de
leite, producéo de proteina, produgdo de gordura, porcentagem de proteina e
porcentagem de gordura no BTAG6, na posigao 48 cM em diferentes familias.
Freyer et al. (2003) reportaram um QTL no BTA6 na posicdo 58 cM para
producao de proteina e porcentagem de gordura. Lipkin et al. (2002) estimaram
no genoma de bovinos leiteiros aproximadamente 40 QTL com efeitos
pleiotrépicos sobre produgéo de leite, produgéo e percentagem de proteina.

Na expressdao de QTL pleiotropicos, podem ser indiretamente
estabelecidos pelas correlagdes positivas e negativas que existem entre
diferentes caracteristicas de produgao e conteudo no leite. Por exemplo, QTL
afetando a producgéo de leite com aumento (diminuigdo) nas caracteristicas de

porcentagem no leite, provavelmente afeta fatores osmdticos, tais como
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lactose, ions de calcio ou receptores que regulam o transporte molecular
através da membrana celular. Esses fatores podem incrementar (diminuir) a
pressdo osmatica, a qual garante um incremento (diminuigdo) do conteudo de
agua em leite e, dessa maneira, aumenta (diminui) a percentagem de gordura
ou proteina no leite.

Dada a significancia e quantidade de QTL e genes candidatos
encontrados e relacionados com as caracteristicas do leite, Khaktar et al.
(2004) e Samaragdov (2006), com metodologias como meta-analise,
realizaram estudos globais no genoma e em cada cromossomo, sendo o BTAG
um dos mais representativos. De acordo com estes estudos no cromossomo 6
existem trés regides cromossOmicas, nas quais podem ser encontrados QTL:
uma primeira regido esta localizada na parte pericentromérica do BTA6 onde
foram identificados QTL para %G e %P na posi¢céo 7 = 4 cM; em uma segunda
regido foram detectados QTL para PL, PP e %P no intervalo 28 - 35 cM e, na
terceira regido, bem definida, Ron et al. (2001) identificaram QTL pleiotrépicos
para diferentes caracteristicas no leite na raga Holandesa (50 = 4 cM) e Olsen
et al. (2004) na raga Norway (46 + 4 cM).

As analises com dados totais confirmam que esta regidao ancora fortes
QTL para PL (40 cM); PL, PP, PG, %P e %G (48 cM), e QTL para PL, PP, PG,
%P e %G (58-62 cM). Assim, de acordo com os anteriores estudos o BTAG6
carrega 6 QTL pleiotropicos para PL, PP, PG, %P e %G nas regides 7, 30-35,
48, 58-60, 75-78 e 90-100 cM. As regides estimadas com a metodologia de
meta-analise para caracteristicas de produg¢do e conteudo no leite encontraram
QTL altamente significativos: para PL (49, 5 £ 5 cM; 86,7 + 8 cM); PP (52 + 7
cM); %P (49, 4 £ 1,8 cM; 91,1 + 7,6 cM); PG (51 + 6 cM); %G (48,1 + 2,8 cM;
113 £ 15 cM).

O aumento da populagdo, a procura de marcadores informativos
heterozigotos para todos os touros participantes no delineamento de filhas, ou
saturando ainda mais algumas regides sobre o cromossomo 6 podera
aumentar o valor de F e diminuir o nivel de significAncia, no caso de QTL
mapeados com nivel de significancia P < 0,05, ou para QTL que néo
alcangaram este nivel de significancia, como é o caso das caracteristicas de
porcentagem de proteina e lactose

. A existéncia de dois ou mais QTL dentro de um mesmo grupo de

ligacao, com efeitos contrarios, pode identificar incorretamente a presenca de
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QTL. Com o desenvolvimento dos mapas comparativos da espécie humana,
camundongo e bovino (ltoh et al., 2005) pode ser procurados segmentos de
sintenia entre humanos e bovinos, por exemplo, para identificar aquelas
regidbes em que os QTL foram localizados e procurar possiveis genes
candidatos dentro dessas regides.

Diferentes estudos de identificacdo de QTL relacionados com
caracteristicas de produgdo no leite mostram que a localizagdo de QTL
identificados € aproximada, sendo uma alternativa fazer um mapeamento de
precisao, utilizando marcadores SNP. Um primeiro passo ja foi dado por Blott et
al. (2003) e Olsen et al. (2004) mapeando genes candidatos com SNP.

Um QTL de efeito maior associado com producdo de proteina e
porcentagem de gordura foi localizado em um intervalo de 4 cM na posigéao 55
cM préximo ao marcador BM143 (53,724 cM). Nessa regidao o gene candidato
FAM13A1 pertencente a familia FAM13A que faz parte dos genes que
codificam proteinas da matriz extracelular (ECM), foi determinado por
mapeamento comparativo (Cohen et al., 2004) com regides ortdlogas no
cromossomo 4 em humanos, e relacionado com proteinas da matriz
extracelular, envolvido na formagdao do osso e estruturas I6bulo-alveolar da
glandula mamaria. Um QTL altamente significativo para percentagem de
gordura na posicdo 56 cM proximo ao marcador DIK4482 (54,51 cM) foi
identificado no presente trabalho, e um QTL para porcentagem de sélidos totais
na posi¢ao 57 cM.

Em gado leiteiro Noruegués, Olsen et al. (2004) saturaram a regiao
compreendida entre os marcadores BMS2508 (43,93 cM) e FBN12 (51,43 cM),
encontrando um QTL altamente significativo, causando uma redugédo em %G e
%P, como também um incremento menor na PL. Nessa mesma regidao
identificaram um gene candidato, policistina 2 (PKD2), que codifica para
proteinas de membrana, envolvendo interagdes célula-célula/matriz,
interagindo com o genes PKD1, participando na homeostase intracelular de
célcio e em outros sinais de tradugdo (Nauli et al., 2003). Diferengas na
expressao de PKD2 podem alterar o conteudo de agua no leite e, assim reduzir
a porcentagem de proteina e gordura no leite. Nessa regido foram identificados
QTL com P < 0,01 para producgao de leite e gordura, na populagéo Gir Leiteiro.

Weikard et al. (2005) reportaram uma associagao significativa entre um

SNP no intron 9 com o gene PPARGC1A (Peroxisome Proliferator Activated
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Receptor Gamma, Coativador 1, Alpha), também conhecido como PGC1«,
proximo ao marcador BM143 e que tem um papel importante no metabolismo
de energia, gordura e glicose. Segundo os pesquisadores, este gene esta
organizado em 13 éxons compreendendo 6.261 pb expressados em diferentes
tecidos. Eles determinaram que o cDNA do PPARGC1A e sequéncias de
proteinas mostram similaridade substancial de 92-95% com os respectivos
genes ortélogos em humanos, rato e camundongo.

Leonard et al. (2005) e Schnabel et al. (2005) confirmaram uma
associagao entre o gene da osteopontina (OPN) e percentagem de proteina em
uma populagao de Holandesa Americana. O gene de OPN é um forte candidato
funcional para QTL. OPN é uma glicoproteina que tem fungbes na mediagao
das interagdes de matriz celular e sinalamento celular, completamente ligado
com integrinas e receptores CD44 e expressado em diferentes tecidos, sendo
necessario para o normal desenvolvimento da glandula mamaria e lactagdo em
roedores. Em um modelo de camundongo transgénico foi possivel evidenciar o
papel do OPN no desenvolvimento da glandula mamaria e na lactagao. Snabel
et al. (2005) apresentaram evidéncias do OPN bovino com efeitos significativos
sobre PL, PG e PP.

Outro gene importante que se encontra nesta regido critica € ABCG2
(ATP Binding Cassette Sub Family G Member 2), que afeta principalmente %P
e %G. Jonker et al. (2005) demonstraram que o ABCG2 é responsavel pela
secrecao ativa dos substratos clinico e toxicologicamente importantes no leite
de camundongo. O ABCG2 em Bos taurus esta associado com o incremento
de producédo de gordura, porcentagem de gordura e proteina, como também

uma diminui¢do na producao do leite e proteina.
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5. CONCLUSOES

Foram identificados QTL com nivel de significancia P < 0,01 para
producdo de leite, producdo de gordura, porcentagem de gordura e
porcentagem de solidos totais. Com nivel de P < 0,05 foram mapeados
QTL para produgédo de proteina, produgcéo de lactose e produgéo de
solidos totais.

Embora exista uma grande diversidade genética observada entre racas
taurinas e indianas, os QTL encontrados no cromossomo 6 da raga Gir
relacionados com caracteristicas de producao de leite sdo conservados,
0 que prova indiretamente que alelos de genes candidatos relacionados
com essas caracteristicas de produgcdo no mesmo cromossomo foram
fixados.

Para as caracteristicas de producédo de leite, gordura, proteina e solidos
totais foram identificados QTL na mesma regiao cromossdmica. QTL
para percentagem de gordura e solidos totais foram identificados na
mesma regido cromossdmica, demonstrando a alta correlagédo entre
estas caracteristicas.

Os QTL para porcentagem de gordura identificado na posicédo 56 cM
explicou 0,70 da variagao fenotipica, e para produgdo de gordura na
posicao 48 cM explicou 0,75 da variagao fenotipica.

Os QTL mapeados foram encontrados em uma regido considerada
critica pela presenca de QTL pleitrépicos e genes candidatos como
ABCG2, LAP3, HCAP-6, PKD2, FAM13A1, PPARGC1A e OPN.

Foram identificados novos marcadores microssatélites com alta Ho e
PIC, para ser empregados em estudos de identificacdo de QTL,
identidade genética e teste de paternidade, principalmente nas ragas

zebuinas que requerem ser mais exploradas com a genética molecular.
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