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RESUMO

RIPAMONTE, P. Estimativa da participagcao do genoma de Bos taurus
no rebanho Nelore. Pirassununga, 2002. 57p. Dissertagdo (mestrado) —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao

Paulo.

A espécie Bos indicus, particularmente a ragca Nelore, € grande
maioria no rebanho bovino da regidao acima do trépico no Brasil. Embora a
habilidade desses animais em resistir as doengas parasitarias, condicoes
climaticas e pastagens de baixa qualidade enaltecam a utilizagdo em larga
escala desta racga, estes animais ndo sao considerados bons conversores de
alimento e, conseqientemente, precoces em comparagdo aos seus
homodlogos Bos taurus. Durante a formagao das ragas zebuinas brasileiras,
houve uma participacdo das linhas maternas de Bos taurus, que pode ser
demonstrada pela contribuicdo majoritaria do genoma mitocondrial desta
subespécie. Embora em escala muito menor, estima-se que exista também
uma participacdo destas linhas maternas no genoma nuclear. O objetivo
deste trabalho foi iniciar os estudos para estimar esta participagédo. Para os
estudos foram utilizados 104 animais da raca Nelore e 8 animais de
diferentes ragas européias. Cinco regides do DNA que produzem fragmentos
microssatélites taurus/indicus especificos (HEL1, HEL9, ETH225, ILSTS005
e INRAO63) foram amplificadas com a utilizagdo de primers marcados com
sondas fluorescentes. Os fragmentos foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida desnaturante 6% e visualizados apds excitagao com
laser. No total foram encontrados 23 alelos para os microssatélites
analisados o que representa uma meédia de 4,6+1,82 alelos por locus.
Amplificou-se também uma regido do DNA satélite 1711b que
posteriormente foi digerida com a enzima de restrigdo Msp |. Verificou-se a



existéncia de trés possiveis genaotipos entre os animais Nelore mtDNA Bos
taurus e mtDNABos indicus. Os animais europeus analisados apresentaram
sempre 0 mesmo padrao de restricdo. A comparacido dos componentes de
variancia do tamanho dos alelos intra e inter populacdo usando os
fragmentos microssatélites permitem a separagdo dos animais Bos taurus
dos animais Nelore, mas nao dos Nelore de origem materna distinta. No
entanto, a frequéncia de alelos indicus especificos nos microssatélites e de
padrées de digestdo do DNA satélite também indicus especificos sugerem
uma participagado da ordem de aproximadamente 6% do genoma taurus na

populagao de gado Nelore.

Palavras-chave: Bovinos, Bos indicus, Bos taurus, mtDNA, microssatélites,
satélite 1711b.
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ABSTRACT

RIPAMONTE, P. Bos taurus contribution in Nellore (Bos indicus) Breed.
Bos indicus specie, especially Nellore breed is responsible for the
majority of Brazilian tropical herd. These animals are notably capable to
endure parasite infection as well as hot weather and low quality feed. In one
hand this qualities suggest the large scale application of this breed, but in
other hand this same breed is well characterized as bad food converter and
consequently far from having good precocity status compared with its Bos
taurus homologues. It has been reported a matrilineal European participation
in Zebu cattle since its introduction in American lands. This hybridization is
confirmed by the majority contribution of Bos taurus mtDNA in these animals.
Although in a much lower frequency, we hypothesize a Bos taurus cow
participation in nuclei genome. The main aim of this work was to give the
firsts steps towards the estimation of this participation. A total of 104 Nellore
and 8 animals of different European breeds were used for DNA analysis. Five
microsatellites fragments (HEL1, HEL9, ETH225, ILSTS005 e INRAO0G3)
were amplified applying primers with fluorescent dye. Amplified fragments
were used in 6% polyacrilamide electrophoresis and visualized after laser
excitation. Overall 23 alleles were detected averaging 4.6+1,82/locus.
Variance components of microsatellites allele size comparisons allowed the
formation of two clusters separating both subspecies. No significant variation
was observed between Nellore with different maternal origins. A satellite
1711b DNA was also amplified and digested with the restriction enzyme Msp
I. Three possible genotypes were identified in Nellore animals harboring B.
taurus and B. indicus mtDNA. European originated animals always showed
the same restriction pattern. Finally B. indicus specific microsatellite allele
and satellite 1711b digestion patterns frequency allowed the estimation of 6%
of B. taurus contribution in purebred Nellore. These results are discussed in
terms of application in cattle genetic improvement.
Key-words: Bos indicus, Bos taurus, mitochondrial DNA, microsatellites,
satellite DNA 1711b.



1. INTRODUGAO

Os bovinos desempenham um importante papel na economia pastoril
em varios paises e estima-se que deva existir, aproximadamente, 1,3 bilhdes
de animais por todo o mundo. O rebanho bovino brasileiro possui cerca de
157 milhdes de cabecgas dentre as quais estdo animais de origem européia
(Bos taurus), de origem zebuina (Bos indicus) e mesticos.

O Brasil é considerado um dos mais importantes centros de criagao e
selegcdo de ragas zebuinas e acredita-se que 80% do rebanho brasileiro
apresente alguma composigédo genética de zebuinos.

Os primeiros registros de importagcdes de zebuinos para o continente
Americano, datam do fim do Século XIX, e acredita-se que, durante varias
importacdes, 7.000 animais haviam sido trazidos para a América do Sul por
criadores brasileiros até os anos 60. Embora algumas fémeas tivessem sido
incluidas nestas importagdes, a maioria dos animais foram machos, que em
seguida foram cruzados com as vacas “nativas”, de ancestrais originarios da
peninsula Ibérica.

Desta forma, a populacdo de Zebu brasileiro encontra-se subdividida
em descendentes de animais de origem importada (POI), em animais que
podem ter sido produzidos localmente pelo cruzamento absorvente com
machos zebuinos (PO) e no rebanho comercial ou azebuado de origem
desconhecida.

Meirelles et al. (1999), para testar a hipotese de genes
citoplasmaticos portarem polimorfismos entre animais PO e POI, verificaram
que a grande maioria do zebu americano é decorrente do cruzamento

absorvente de fémeas de origem taurina portadoras de mtDNA europeu com



machos de origem do sub-continente Indiano portadores de mtDNA do B.
indicus.

Comprovada a participacdo de matriarcas B. taurus na populagao de
zebuinos nacionais torna-se importante quantificar a contribuicdo desta
espécie na formacdo das racas zebuinas locais. Para tanto ha a
necessidade de se langcar mao de marcadores nucleares, onde os genes
paternos e maternos de origem B. taurus, diferente do mtDNA, seriam
herdados de maneira mendeliana e estariam sujeitos a segregagédo durante
as etapas sucessivas caracteristicas dos cruzamentos absorventes.

Com os avangos no campo da biologia molecular, como o
desenvolvimento da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no inicio dos
anos 80, e a descoberta dos marcadores moleculares microssatélites, uma
série de loci altamente polimorficos vém sendo descritos.

Varios trabalhos envolvendo marcadores microssatélites foram
reportados como geradores de fragmentos polimérficos que permitem a
identificacao de animais Bos indicus e Bos taurus. Sendo assim a alteragao
da freqiéncia dos hapldtipos B. taurus em animais das racas zebuinas
americanas poderiam indicar a participagao dos genes europeus no genoma
nuclear destes animais. A freqliéncia com que estes alelos sao encontrados
nos animais zebuinos provém entdo um indicio da frequéncia de genes B.
taurus.

Concomitantemente, um estudo populacional permitiria deter uma
estimativa da participagdo de animais oriundos do continente europeu no
zebu americano a partir da utilizagdo do DNA Satélite.

Recentemente, foi observado uma variagdo em um satélite da regiao
centromérica que introduz um sitio de restricdo em parte das sequéncias de
animais B. indicus (Nijman et al. 1999). Esta informac&o permite estimar a
proporgao de introgressao de genes B. taurus em animais isoladamente.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi dar inicio aos
estudos para estimar a participagado individual e populacional do genoma

Bos taurus no zebu americano, particularmente na raca Nelore, por meio de



cinco marcadores microssatélites e um marcador satélite com fragmentos

produzidos por RFLP espécie especificos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Filogenia dos Bovinos

A Familia Bovidae, especialmente a tribo Bovini, desempenha um
importante papel nas sociedades desde as civilizagdes primitivas. Muitos
esforcos tém sido realizados no intuito de esclarecer as relagdes
filogenéticas entre os géneros desta tribo, principalmente do género Bos.

A sistematica e as relacbes evolutivas dos bovinos sdo muito
contraditorias e as pesquisas sdo baseadas nas diferengas morfolégicas e
genéticas observadas entre as duas subespécies, o zebu com cupim (Bos
indicus) e o taurino sem cupim (Bos taurus) (MacHugh et al., 1997; Bradley e
Cunningham, 1999).

A nomenclatura classica de Linneu considera os zebuinos e os
taurinos como espécies distintas, sendo esta classificacdo apoiada em
polimorfismos proteicos (Manwell e Baker, 1980), polimorfismos do
cromossomo Y (Kieffer e Cartwrigth, 1968) e polimorfismos em
microssatélites autossémicos (Machugh et al., 1997). Entretanto, baseado na
plasticidade da aloenzima e a completa interfertilidade entre Bos indicus e
Bos taurus, muitos autores consideram-nas como subespécies.

Em relagcdo a origem destes grupos, varios autores sugerem que as
racas de bovinos presentes atualmente descendem de um unico ancestral
selvagem, o Auroque (Bos primigenius), domesticado durante a fase
Neolitica (Loftus et al., 1994a e b). Uma outra hipétese propde que as
populag¢des de Bos indicus devem ter surgido mais tardiamente por meio de
cruzamentos e selegcdo a partir de bovinos Bos taurus (Epstein, 1971;
Epstein e Mason, 1984; Payne, 1991).



2.2. O Nelore

Como descrito por Santos (1998), a denominagdo Zebu veio da india
juntamente com o gado importado no final do século XIX, e significa terra ou
berco sagrado, enfatizando assim, o papel religioso dos bovinos. Para a
ciéncia, a histdria do Zebu inicia-se no vale do Indo por volta de 3000 A.C.

Nos anos de 1500 A.C., em virtude da invaséo dos arianos, a india
desenvolveu uma civilizagcdo baseada no sistema de castas e para evitar
conflitos com os vizinhos da regido, cada maraja adotava um gado diferente.
Por milhares de anos, esses gados foram se agrupando e formando as mais
de 50 ragas hoje existentes.

Segundo apresentado por Viacava et al. (2000) a expans&o do zebu
brasileiro pode ser dividida em quatro fases distintas. A primeira,
caracterizada pelos cruzamentos desordenados com as racas nativas nos
anos de 1890 a 1920, em que surgem os primeiros animais azebuados. Nos
anos seguintes, de 1925 a 1945 ocorreu a fase em que a importagdo do
gado indiano era proibida; com isso iniciaram os cruzamentos de zebuinos
entre si, que culminou com o nascimento de racas como a Indubrasil, que
rapidamente declinou devido a alta endogamia.

Os anos de 1945 a 1965 sao caracterizados pela “pureza racial” e a
partir desta época os principios de melhoramento genético comegam a ser
aplicados, uma vez que a selecgao fenotipica ndo era mais eficiente. O ultimo
periodo, iniciado em 1965, se caracteriza pela utilizagdo do Melhoramento
Genético para caracteristicas como carne e leite, tendéncia que permanece
até os dias atuais.

A raca Nelore, formada a partir do gado Ongole, raga que apresenta
uma mistura de pelo menos 14 outras, e também pelos zebus de Misore,
representa a grande maioria dos bovinos nacionais na regido acima dos
tropicos, isso se deve a fertilidade, rusticidade e adaptacdo ao ambiente
permitindo um sistema de produgao extensivo (Santiago, 1960).

A entrada do Nelore no Brasil ocorreu em 1868, com a chegada de

um casal de animais a bordo de um navio que ancorou em Salvador, Bahia.



E por volta de 1870 aconteceram as primeiras importacdes de animais com
a finalidade de criagéo (Santiago, 1972; Viacava et al., 2000).

Atualmente, esta raga tem sido melhorada geneticamente sendo
exclusivamente destinada para produgédo de carne, embora na sua origem

tenha sido utilizada para exploragao leiteira (Santiago, 1987).

2.3. DNA Mitocondrial

Estudos evolutivos, principalmente relacionados ao esclarecimento da
origem dos bovinos domésticos tém sido apoiados na analise do DNA
mitocondrial (Loftus et al., 1994a e b; Bradley et al., 1996; Meirelles et al.,
1999).

A mitocbndria, organela presente no citoplasma das células
eucariotas e cuja principal funcao € a fosforilagao oxidativa, é portadora de
seu préprio genoma, composto por inumeras copias de DNA circular.

O DNA mitocondrial (mtDNA), localizado na membrana interna da
organela, possui aproximadamente 16.500 nucleotideos nos mamiferos,
sendo que nos bovinos apresenta 16.338 (Anderson et al., 1982; Alberts et
al., 1994; Lewin, 2001). Esta molécula codifica 13 enzimas participantes da
fosforilagdo oxidativa, 22 tRNAs e 2 rRNAs (Anderson et al., 1981).

Comparando-se as sequéncias de DNA em diversos organismos,
pode-se notar que a taxa de mutagdo no curso da evolugcéo é de 5 a 10
vezes maior no genoma mitocondrial que no genoma nuclear (Brown et al.,
1979; Alberts et al., 1994), provavelmente devido a erros na replicagao e
baixa taxa de reparo do DNA mitocondrial.

Sabe-se que o DNA mitocondrial € herdado exclusivamente pela linha
materna. No entanto, o exato mecanismo capaz de explicar este fato nio foi
ainda elucidado (Cummins, 1998; Chinnery e Turnbull, 2000). Estudos
moleculares relatam que as mitocéndrias presentes nos espermatozoéides
sdo degradadas apds a penetracdo no odcito, ou durante as primeiras

clivagens embrionarias (Hiraoka e Hirao, 1998), confirmando a teoria de que



o mtDNA materno predomina nos mamiferos (Giles et al., 1980; Shitara et
al., 1998).

Polimorfismos na sequéncia do mtDNA, entre racas B. taurus e B.
indicus, foram também verificados em regides menos variaveis como tRNAs
e a origem da replicacdo da cadeia leve (Pegoraro et al., 1995).

Loftus et al. (1994a), com base no genoma mitocondrial bovino,
sugerem que a domesticagdo dos animais Bos indicus tenha ocorrido
independentemente dos Bos taurus a partir de um ancestral comum ha pelo
menos 200.000 anos (Correns, 1909; Hutchinson et al., 1974; Giles et al.,
1980).

2.4. Marcadores nucleares

Nos ultimos anos, com os avangos nas tecnologias de analise do
genoma, varios metodos de detecgao de polimorfismos no DNA, tais como
marcadores microssatélites e satélites, tém sido utilizados em diversas
espécies com diferentes propositos (Miesfeld et al., 1981; Hamada et al.,
1982; Jeffreys et al., 1985; Georges et al., 1988; Weber e May, 1989; Litt e
Luty, 1989; Tautz, 1989; Fries et al., 1990; Steffen et al., 1993; Guérin et al.,
1994; Kemp et al., 1995; Zhang et al., 1995).

2.4.1. DNA Microssatélite

Os DNAs microssatélites sdo pequenas sequéncias nao codificadoras
de 1 a 6 pares de base, com numero variavel de repeticbes em tandem e
que representam a principal fragdo do DNA (Fries et al., 1993). Os
microssatélites apresentam alto grau de polimorfismo, podendo ser
facilmente detectados por meio da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (Mullis, 1990) e visualizados apds eletroforese em gel de
poliacrilamida.

Atualmente, os microssatélites, sdo os marcadores moleculares que

mais contribuem para a elaboragcdo de mapas de ligagado na espécie bovina



(Bishop et al., 1994; Kappes et al.,, 1997), estudos de estrutura de
populagdes (Estoup, et al.,, 1995) e reconstrugcao de relagbes filogenéticas
entre populagdes (Machugh et al., 1997). Mesmo assim, s&o poucos 0s
estudos que tém analisado a estrutura, a distribuicdo e o tipo de
polimorfismo apresentado pelos loci microssatélites.

Em relagdo a estrutura, eles podem ser agrupados em trés tipos
principais, de acordo com o numero de nucleotideos repetidos. Os
dinucleotideos representam a grande maioria dos microssatélites utilizados,
e sua densidade varia amplamente entre as espécies animais e vegetais. As
unidades repetidas mais comuns no reino animal para este tipo sdo CA. Os
trinucleotideos também sao comuns em plantas e animais, mas o tamanho e
o polimorfismo destas repeticdes sdao semelhantes aos dinucleotideos. Para
os tetranucleotideos, um grande numero de repeticdbes GATA/GACA pode
ocorrer em organismos superiores e mesmo apresentando um alto grau de
polimorfismo, eles sdo raramente usados em estudos de populagdes (Jarne
e Lagoda, 1996).

Estudos in vitro propdem que a “replication slippage” pode ser uma
das principais origens do polimorfismo observado entre populacdes
(Schldtterer e Tautz, 1992). Neste processo, o numero de repeticbes dos
nucleotideos pode aumentar ou diminuir quando a célula replica seu DNA
antes da divisdo (Moxon e Wills, 1999).

Nao se sabe ao certo se estas sequéncias apresentam alguma fungao
especifica, mas acredita-se que desempenhem um papel na compactacao e
descompactagdo do DNA durante a evolugdo dos genomas eucariotos
(Brutlag, 1980; Doolittle e Sapienza, 1980). Seu padrdo de mutagédo é
extremamente alto, sendo 10.000 vezes mais aptas a ganhar ou perder uma
repeticdo de uma geragao para outra do que um gene qualquer (Moxon e
Willis, 1999).

Como as relagdes filogenéticas entre os géneros da tribo Bovini s&o
ainda muito contraditérias (Groves, 1981; Nowak, 1991; Wall et al., 1992),
varios estudos utilizando microssatélites tém sido publicados recentemente.

Ritz et al. (2000), no intuito de determinar a confiabilidade das relagbes



filogenéticas publicadas até o presente momento, testaram 20 loci
microssatélites que revelaram uma grande divergéncia entre as espécies
analisadas. Com base nestes resultados, os autores apresentam os tempos
de divergéncia estimados para B. taurus e B. indicus, aproximadamente 0,31
a 0,82 milhdes de anos e sugerem uma reorganizagao no género Bos.

Machugh et al. (1997) investigando as relagdes evolutivas e
geograficas entre bovinos Africanos, Europeus e Asiaticos, utilizaram 20
microssatélites e verificaram diferengas na distribuicdo dos alelos para
metade dos loci testados. Isso permitiu a separagao entre animais zebuinos
e taurinos, fato que fortalece a hipotese de origem distinta para estas
subespécies.

Segundo apresentado por Bradley et al. (1998), a Figura 1,
desenvolvida a partir das distancias genéticas entre diferentes populacdes
bovinas, sugere uma origem hibrida de zebuinos africanos. Estes animais
nao mostram distingdo entre Bos indicus e Bos taurus, quando analisados
em fungdo da diversidade mitocondrial, mas a frequéncia de alelos

microssatélites reforgam a evidéncia de hibridizag&o.

- DNA Mitcondrial

Microssatélites

Africano
(Bos indicus)

Indiano
(Bos indicus)

FIGURA 1 - Reconstrugdo filogenética com base em marcadores
microssatélites e DNA mitocondrial (adaptado de Bradley et
al., 1998).
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Em recentes estudos dos bovinos do oeste da Africa, Hall e Bradley
(1995) apontam que as ragas taurinas, resistentes a tripanossomiase, estéao
ameacadas por cruzamento com ragas zebuinas que s&o susceptiveis.
Estes dois grupos de bovinos mostram uma distribuicdo de alelos
caracteristica em aproximadamente metade dos marcadores testados,
especialmente para o locus ETH225, em que os zebuinos mostram uma
frequéncia mais alta de alelos de maior peso molecular que os taurinos, o
que permite estimar a mistura genética em populagdes supostamente
hibridas.

Almeida et al. (2000) visando estimar a variabilidade de quatro
microssatélites em um rebanho bovino hibrido (Nelore e Aberdeen Angus),
verificaram que, entre os trés microssatélites testados de maior
polimorfismo, o marcador TGLA122 apresentou dois alelos ainda n&o
descritos, sugerindo a participacdo de genes zebuinos na populagéo
estudada. De acordo com os autores, apesar do alto polimorfismo e dos
altos niveis de diversidade intrapopulacional apresentados por este
microssatélite, ele é eficiente na construgéo de filogenia de bovinos.

Moazami-Goudarzi et al. (1997) estudando 17 loci microssatélites e 13
marcadores bioquimicos em 10 racas de bovinos, concluiram que a
quantidade de microssatélites utilizada n&o foi suficiente, embora na
literatura alguns autores sugiram que de 5 a 12 microssatélites seja um
numero suficiente para detectar diferengas entre espécies nao intimamente

relacionadas (Machugh et al., 1997).

2.4.2. DNA Satélite

Outra classe de sequéncias repetitivas é composta pelos DNAs
Satélites (stDNA), sequéncias complexas de DNA que podem variar de 2 a
algumas centenas de pares de bases arranjadas em tandem (Alberts et al.,
1994).

Estas sequéncias, geralmente localizadas na heterocromatina dos

cromossomos, estdo associadas com as regides proximas aos centrémeros,
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teldbmeros ou no cromossomo Y (Charlesworth et al.,, 1994). A fracdo do
genoma composta por DNA satélite € muito variavel, de 0 a 66% tanto entre
as espécies quanto entre as familias evolutivamente aparentadas (Beridze,
1986).

Os primeiros estudos a respeito dos DNAs satélites tiveram inicio em
meados dos anos de 1960. Os cientistas, observando o padrdao de
reassociagao da dupla fita de DNA de organismos superiores, verificaram
que algumas sequéncias de nucleotideos eram frequentemente repetidas.
Esta suposicdo foi confirmada pela observacdo de que 10% do DNA de
camundongos se reassocia rapidamente (Waring e Britten, 1966).

O stDNA recebe este nome por que os primeiros DNAs desse tipo que
foram descobertos tinham uma proporgao incomum de nucleotideos, o que
tornou possivel separa-los do restante do DNA celular, como um
componente menor, ou satélite, por ultracentrifugacdo em gradiente de
densidade de Cloreto de Césio (CsCl) (Alberts et al., 1994).

Estes DNAs podem ser isolados pela técnica de RFLP (“Restriction
Fragment Length Polimorphysm”), em que os fragmentos s&o obtidos por
meio de endonucleases de restricao (Kelly e Smith, 1970). Quando um
stDNA ¢ digerido por uma endonuclease que reconhece o sitio de restrigao
da unidade de repeticdo os fragmentos obtidos sdo quase ou completamente
idénticos em virtude das clivagem em sitios regularmente espagados (Lewin,
2001).

O genoma bovino contém pelo menos oito tipos de DNA satélite, dois
dos quais tem a densidade de 1711 g/cm3 quando centrifugados em CsCl,
sendo entdo denominados de satélites 1711a e 1711b (Macaya et al., 1978).

O satélite 1711a representa 1,7% do DNA total e tem uma unidade de
repeticdo de 1413 pares de bases ja sequenciadas. O satélite 1711b
representa 7,1% do genoma bovino (Macaya et al., 1978), e parte das
unidades repetidas deste satélite podem ser descritas como uma insergao
de unidades repetidas provenientes do satélite 1715 (1715 g/cm® em CsCl)
(Taparowsky e Gerbi, 1982), ou também conhecido como Satélite |, isolados

do timo de bezerros (Ptucienniczack et al., 1982). Experimentos de
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mapeamento, hibridizacdo demonstraram que parte da sequéncia inserida
no satélite 1711b € homodloga ao satélite 1711a, e o restante da sequiéncia
tem origem desconhecida (Streeck, 1981).

Kopecka et al. (1978) verificaram que alguns componentes do DNA,
ricos em nucleotideos G e C, apresentam o mesmo comportamento e a
mesma densidade em diferentes gradientes, fato que impulsionou a busca
por outros métodos de detecgdo, tais como a analise de fragmentos de
restricdo por eletroforese. Este método confirmou a diferenga entre os dois
satélites 1711 g/cm® sendo que o satélite 1711a, quando digerido com
Haelll, apresentou bandas de alto peso molecular comparadas com o 1711b.

Outra descoberta é a existéncia de tamanhos repetidos em varios
componentes satélites como 1711a, 1711b e 1715 que compartilham
sequéncias comuns. A presenca de comprimentos idénticos nas repeti¢cdes
sugere uma origem comum dos satélites (Kopecka et al., 1978).

O satélite bovino 1720b (1720 g/cm® em CsCl) constitui
aproximadamente 0,1% do genoma bovino e sua organizagao simples de 46
pb é composta de duas sequéncias relacionadas de 23 pb, ambas
complementares (Poschl e Streeck, 1980). Ja o satélite 1706, apresenta
2350 pb cujas unidades repetidas podem ser divididas em 4 segmentos de
23 pb semelhantes as sequéncias do satélite 1720b (Pech et al., 1979), o
que sugere a origem a partir de um ancestral comum.

Embora existam muitos trabalhos envolvendo a estrutura, localizagéo
e a variabilidade dos DNA'’s satélites, varias hipoteses que foram formuladas
a respeito da funcdo do DNA satélite, ndo foram definitivamente
demonstradas até o presente momento.

Chalesworth et al. (1986) propuseram que a distribuicao dos satélites
nos cromossomos nao era em virtude da natureza das sequéncias, mas sim
em decorréncia de um equilibrio evolutivo entre a deriva genética, a selegéo
natural e pressdo de mutacao.

Willard (1998) e Koch (2000) propéem que o DNA a-satélite humano
desempenhe algum papel no funcionamento dos centrbmeros. Csink e

Henikoff (1998) acreditam que os DNAs satélites sdo necessarios para a
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manutencgao de regides de replicagao tardia, consequentemente garantindo
que o centrdmero € a ultima regiao a se replicar no cromossomo.

Choo (2000) sugere que sequéncias especificas de DNA ndo sé&o
necessarias para a formagdo dos centrdmeros, atribuindo este fato a
mecanismos epigenéticos. Um dos aspectos que salientam esta afirmacgéao é
que DNAs satélites em organismos que vao de insetos, plantas e fungos a
mamiferos e outros vertebrados ndo apresentam uma conservagado das
sequéncias de nucleotideos, sugerindo que uma sequéncia universal dos
centrdmeros n&o existe, ou ao menos € contraditério aos conhecimentos
atuais.

Analisando os DNA satélites Ill e 1711b de taurinos (Bos taurus),
zebuinos (Bos indicus) e seus hibridos, Nijman et al. (1999) verificaram que
especies intimamente aparentadas podem possuir sequéncias variaveis
destes satélites, o que pode ser utilizado como marcador para estudar a
introgressao de genes de zebuinos em animais Bos taurus.

Nijman e Lenstra (2001) comparando regides satélites de algumas
espécies de Bos e Bison, verificaram que existe uma ampla variagcdo em
alguns dos principais satélites estudados, e que o padrdo de restrigdo
gerado pela digestdo dos fragmentos sugere que possa ter ocorrido

recombinacao das sequéncias variaveis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do experimento

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Morfo-fisiologia
Molecular e Desenvolvimento no Departamento de Ciéncias Basicas da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao

Paulo — Campus de Pirassununga.

3.2. Animais

A raca Nelore, como mencionada anteriormente, € a mais comum na
Ameérica do Sul e desempenha um importante papel na economia brasileira
sendo, portanto, escolhida para o desenvolvimento deste trabalho. Desta
forma, 104 animais Nelore PO e POI de diversos rebanhos e com pedigrees

registrados foram selecionados.

3.3. Extracao do DNA

Para a realizagdo dos estudos, 5ml de sangue periférico foram
coletados em tubos a vacuo, contendo 54ul de EDTA 0,5M e mantidos sob
refrigeragao até serem processados. A extragdo do DNA foi realizada a partir
de 1ml sangue como descrito por Sambrook e Russel (2001).
Resumidamente, as hemacias foram lisadas com uma solucado de Lise de
Hemacias (12mMTris-HCI pH 8.2; 0,32M Sacarose; 5mM EDTA e 1% de

Triton 100X) e os globulos brancos peletizados digeridos com proteinase K
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por 3 horas. As proteinas foram entao precipitadas com solucdo de NaCl 5M
e o0 sobrenadante transferido para outro tubo. O DNA total foi precipitado
com adicdo de 3 volumes de etanol absoluto, desidratado e rediluido em
50ul de H»O ultrafiltrada.

3.4. DNA Mitocondrial (mtDNA)

A amplificacdo do mtDNA foi realizada utilizando-se os primers
BosmtF1 5'-cccaacgaggaaaatatacc-3’ e BosmtR1 5’-aaccgcaaacaacctcttcc-
3’, sintetizados para amplificar uma regidao do gene ND5 do genoma
mitocondrial dos nucleotideos 11770 ao 12525 de acordo com Anderson et
al. (1982) (Figura 2). Para a reagao de PCR utilizou-se 100 ng de DNA para
uma reacdo de 50 ul, em condicdoes de tampao determinadas pelo
fabricante, 200 uM de dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 1,25U de Taqg DNA
polimerase e 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador (primer) em 35 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 58°C e 45 segundos a 72°C. O
mtDNA amplificado foi entdo digerido com a enzima de restricdo Hind I,
corado com Brometo de etideo e submetido a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em TBE 1X.

O mtDNA foi analisado e, de acordo com a presenga ou auséncia do
sitio de restricdo da enzima Hind lll, os individuos foram classificados como

portadores de mtDNA de B. taurus ou portadores de mtDNA B. indicus.
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B. indicus mtDNA

16 338 kb

scalax1250

FIGURA 2 - Esquema do DNA mitocondrial de Bos indicus.

3.5. Amplificagao dos microssatélites

Cinco regides do DNA que produzem fragmentos polimérficos de
microssatélite HEL1, HEL9, ETH225, ILSTS005 e INRA063 (Tabela 1; Figura
3) foram amplificadas. Para a realizagdo da PCR foram utilizados 100ng de
DNA para uma reagdo de 50 ul, em condigbes de tampao determinadas pelo
fabricante, 200 uM de dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 1,25U de Taq DNA
polimerase e 0,2 uM de cada oligonucleotideos iniciador (primers) sendo que
os primers reversos foram marcados com fluorescéncia (FAM, Fluoresceina
ou Hex). A PCR foi realizada em 35 ciclos de desnaturagdo, anelamento e
extensao, sendo que para cada microssatélite a temperatura de anelamento
foi ajustada conforme Tabelas 2 e 3.

Aliquotas dos fragmentos amplificados foram misturadas a solugéo de
formamida, desnaturadas a 95°C e submetidas a eletroforese em gel de

poliacrilamida 6%, a uma poténcia de 1500 V por 40 minutos. Os fragmentos
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foram visualizados apds excitagdo com laser utilizando o scaner laser Fuji
FLA 3000G e analisados com o auxilio do software Science Lab - Image
Gauge versdo 3.12. A Figura 4 ilustra a localizagcdo dos microssatélites

amplificados nos respectivos cromossomos.

TABELA 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores para amplificagéo

dos microssatélites e sua localizagdo cromossdmica (cr).

Marcador cr Primer (5’-3’) Referéncia
F CCCATTCAGTCTTCAGAGGT Kaukinen e
HELO 8 R Fluoro-CACATCCATGTTCTCACCAC  Varvio (1993)
F GATCACCTTGCCACTATTTCCT Steffen et al.

ETH225 9 R Fam-ACATGACAGCCAGCTGCTACT (1993)
F GGAAGCAATGAAATCTATAGCC  Brezinsky et al.

ILSTS005 10 R  Tet-TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC (1993)
F CAACAGCTATTTAACAAGGA Kaukinen e
HEL1T 15 R Fluoro-AGGCTACAGTCCATGGGATT Varvio (1993)
F  ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC Vaiman et al.

INRAOB3 18 R Tet-AAACCACAGAAATGCTTGGAAG (1994)
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ETH225 (149 pb)

gat cac ctt gcc act att tcc t ccaacatatgtgtgtgcgtgcacacacacacacac
acacacacacacacacacacatgatagccactcctttctctaatgccacagaattacacag
tcaactctct agt agc agc tgg ctg tca tgt

HEL1 (110 pb)
agg cta cag tcc atg gga tt gaaagagttggacacgacagaagcaacttagcgca
cacacacacac acacacacacacacacacaccaag tecc ttg tta aat agc tgt tg

HEL9 (169 pb)

ccc att cag tct tca gag gt gtgtgcagagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgtgtgtgtgtgttggcacatgcatgcatttgttaagtcgtgtgctgtagtgtgctccaagg
ccaggtgccctgtgccccgtg gtg gtg aga aca tgg atg tg

ILSTS005 (aprox. 186 pb)
ggaagcaatgaaatctatagcc (sequéncia ndo disponivel e numero de
repeticdes de aproximadamente 90 nucleotideos)

tgttctgtgagttigtaagc

INRAO063 ( 177 pb)
atttgcacaagctaaatctaaccaagttccccacaaagtaacggcataaatgtacagggaa
gtgaaacacacacacacacacacacacacacatatatacaaaataatcctatccctgagttctt

cctaactttttatagtactttccaaactttcttccaagcatttctgtggttt

FIGURA 3 - Sequéncia de nucleotideos dos fragmentos microssatélites

amplificados (Oligonucleotideos iniciadores em italico).
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FIGURA 4 - Esquema dos cromossomos determinando a localizagdo dos

microssatélites utilizados.
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TABELA 2 - Programa utilizado na amplificagdo dos Microssatélites.

Etapa Temperatura Tempo N° ciclos
Pré-desnaturagao 94°C 4 minutos 1
Desnaturagéao 94°C 30 segundos
Anelamento X°C 45 segundos 35
Extensao 72°C 45 segundos
Extenséo final 72°C 10 minutos 1
Resfriamento 4°C indeterminado

Onde: X = Temperatura de anelamento dos primers.

TABELA 3 — Temperaturas de anelamento dos primers utilizadas na

amplificagdo dos fragmentos microssatélites.

Locus Temperatura de
Microssatélite Anelamento (°C)

HEL9 58/56

ETH225 58

ILSTS005 50/48

HEL1 58/56

INRAOG3 50/48
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3.6. PCR RFLP do satélite 1711b

No intuito de medir a frequéncia relativa de sequéncias B. taurus em
um animal isoladamente, amplificou-se parte da regidao satélite do DNA
denominada 1711b, localizada na regido centromérica.

As condi¢des da PCR estdo descritas na Tabela 4 e a sequéncia do
fragmento de 875 pb amplificado pelos primers 1711b F2 5’-ccc act acc tct
ctc tga aaa-3° e 1711b R1 5'-tga tcc agg gta ttc gaa gga-3° esta
demonstrada na Figura 5. O resultado da amplificagdo foi digerido a 37°C
por 3 horas com as enzimas de restricdo Sau 3A (Mbo |) e Msp | (ou Hpa ll),
que cliva parte dos satélites de origem B. indicus (Tabela 5).

ApOs a digestao dos produtos de amplificagédo, os fragmentos do DNA
satélite foram corados com Brometo de Etideo (0,5ug/ml) e separados em
gel de agarose 2%. O DNA foi visualizado apds excitacdo com laser

utilizando o scaner laser Fuji FLA 3000G.

TABELA 4 - Programa utilizado na amplificagdo do Satélite 1711b.

Etapa Temperatura Tempo N° de ciclos
Pré-desnaturagao 94°C 4 minutos 1
Desnaturagéao 94°C 15 segundos
Anelamento 62°C 45 segundos 35
Extensao 72°C 45 segundos
Extenséao final 72°C 10 minutos 1

Resfriamento 4°C Indeterminado 1
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’-ccc act acc tct ctc tga aaa aag agt ta.....(480 pb)........ tgt taa cag gcc
tcc gggccagaagatg... ..c.......... (290 pb)............. ttt cct gat ctt cgc
(Msp 1) (Sau3A 1)
cta cgc cgt ctc tcc ttc gaa tac cct gga tca- 3’
(Sau3A 1)

FIGURA 5 — Fragmento de 875 pb amplificado do DNA satélite 1711b de
Bos taurus (oligonucleotideos iniciadores em negrito e italico
e o sitio de restrigdo sublinhado).

TABELA 5 — Possiveis fragmentos ap6s digestdo do DNA satélite 1711b.

Enzimas mtDNA Fragmentos (pb) Total (pb)
Msp | 754 121 875
(Hpa Il) B. indicus
402 352 121 875
Sau 3A B. indicus 701 132 37 5 875
(Mbo I)
B. taurus 833 37 5 875

3.7. Sequenciamento do DNA satélite 1711b

Os produtos de PCR de seis amostras (dois animais Holandeses, dois
Nelore mtDNA indicus e dois Nelore mtDNA taurus) contendo a regido de
interesse do DNA satélite 1711b foram extraidos do gel do agarose 1,5%
com o kit Qiaex 1I® (Qiagen, Germany), purificados pelo kit GFX PCR DNA
(Amershan Biosciences) e sequenciados com o dideoxi terminador BigDye™
(Applied Biosystems, US) no sequenciador ABI Prism 377 DNA (Applied
Biosystems, US).
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3.8. Analises estatisticas

Como os marcadores utilizados, DNA microssatélite e satélite, séo
codominantes, as frequéncias genotipicas foram calculadas por contagem
simples dos alelos apds eletroforese e as estimativas de diversidade génica
e heterozigosidade foram obtidas por meio do programa Microsatellite Tools
for Excel. As frequéncias foram utilizadas para estimar a contribuicao do Bos
taurus nos rebanhos analisados.

Para o calculo dos paradmetros populacionais utilizou-se o programa
RSTCALC 2.2 (Goodman, 1997). O RHO é um estimador n&o viesado do
RST de Slatkin (1995) e esta medida representa a proporgdo da variagéo
entre populagdes. As estimativas sao feitas para locus individuais e para o
conjunto de loci analisados, calculado entre as populagbes e pares de
populagcdes. Este procedimento também determina se os valores de RHO
entre os loci s&o significativamente diferentes de zero por testes de
permutacao.

A distancia genética (5u)?, medida utilizada para estimar a divergéncia
entre duas populagbes, foi obtida segundo métodos estabelecidos por
Goldstein, et al. (1995), que elimina a dependéncia do tamanho da
populagdo, supondo que esta esta em equilibrio, e diminui a variancia.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado por cada locus em cada
populagao utilizando-se o programa GENEPOP versao 3.3.

As frequéncias dos padroes de restricio do DNA Satélite foram
comparadas pelo teste de analise de variancia e a comparagdo das médias
foi realizada pelo método de T de Student, segundo os procedimentos do
programa JMP 2.2 (SAS Institute Inc. Cary, Carolina do Norte, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DNA mitocondrial e Microssatélites

Estudos do DNA mitocondrial indicam uma divergéncia de ragas
taurinas e zebuinas a partir de um ancestral comum de aproximadamente
210.000 anos, bem antes dos eventos de domesticagdo dos bovinos (Loftus
et al., 1994). Em funcdo do longo tempo de divergéncia entre essas ragas, a
hipétese formulada para este trabalho foi que marcadores satélites e
microssatélites possam informar a participacado taurina em uma populagao
de animais Nelore. Esta hipétese também se baseia na sugestdo de que
alguns autores usam o0s microssatélites por serem sensiveis na
diferenciagao de populagdes muito préximas (Ritz et al., 2000).

Para tanto, foram analisados 104 animais da raga Nelore que foram
agrupados de acordo com sua origem mitocondrial em mtDNA faurus e
mtDNA indicus, além de 8 animais das ragas Holandesa, Ayrshire, Limousin,
Charolesa, Aberdeen Angus e Piemontesa, cedidos pelo Instituto Roslin,
Escocia, e que serviram como padroes para a genotipagem dos loci
microssatélites ETH225, HEL1, HEL9, INRA063 e ILSTS005 propostos para
o estudo.

Entre os animais analisados da raga Nelore, ou seja, animais oriundos
de rebanhos PO e POI, apenas 37,5% apresentaram DNA mitocondrial de
zebu, avaliados pela auséncia do sitio de restricdo para a enzima Hind lll no

gene ND5, como mostra a Figura 6.
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B. indicus

B. taurus

FIGURA 6 — Resultado da digestdo com enzima de
restricdo Hind Ill na analise do DNA
mitocondrial de bovinos da raga Nelore.
Animais com mtDNA Bos indicus (i) e

Animais com mtDNA Bos taurus (t).

Nas analises referentes aos microssatélites, considerando-se os
animais portadores de mtDNA de zebuinos e taurinos, foram encontrados 23
alelos para os 5 loci microssatélites, o que representa uma média de
4,6+1,82 alelos por locus. O numero de alelos por locus variou de 2
(INRAOG3) a 7 (ETH225). A frequéncia dos alelos estimada para cada locus
esta apresentada na Tabela 6, e a distribuicao dos alelos esta ilustrada nas
Figuras 7, 8,9, 10 e 11.
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TABELA 6 — Frequéncia dos alelos dos cinco loci microssatélites estudados na raca Nelore, para animais mtDNA indicus e taurus.

ETH225 HEL1 HEL9 ILSTS005 INRA063
(n=208) (n=184) (n=184) (n=198) (n=184)

Alelo mtDNA  mtDNA Alelo mtDNA  mtDNA Alelo mtDNA  mtDNA Alelo mtDNA  mtDNA Alelo mtDNA  mtDNA
indicus taurus indicus taurus indicus taurus indicus taurus indicus  taurus

139 0,01 0,02 103 0,12 0,09 151 0,23 0,20 182 0,06 0,08 175 0,45 0,46

143 0,19 0,22 105 0,35 0,38 153 0,27 0,30 184 0,28 0,23 177 0,55 0,54

147 0,13 0,08 107 0,15 0,16 157 0,23 0,20 186 0,28 0,54

149 0,06 0,06 111 0,24 0,22 159 0,26 0,29 190 0,37 0,15

151 0,01 0,02 113 0,15 0,14 165 0,02 0,01

159 0,33 0,31

161 0,26 0,28

Total 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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FIGURA 7 — Frequéncia dos alelos amplificados do microssatélite ETH225, em

animais da raca Nelore classificados com base no mtDNA em Bos

taurus e Bos indicus.
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FIGURA 8 - Frequéncia dos alelos amplificados do microssatélite HEL1, em

animais da raca Nelore classificados com base no mtDNA em Bos

taurus e Bos indicus.



28

0,3

0,25+

0,2

0,15

OmtDNA indicus
E mtDNA taurus

0,1

Freqiiéncia dos alelos (%)

0,05

151 153 157 159 165

Alelos Hel9 (pb)

FIGURA 9 - Frequéncia dos alelos amplificados do microssatélite HEL9, em

animais da raca Nelore classificados com base no mtDNA em

Bos taurus e Bos indicus.
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FIGURA 10 - Frequéncia dos alelos amplificados do microssatélite

ILSTS005, em animais da raca Nelore classificados com

base no mtDNA em Bos taurus e Bos indicus.



29

0,6

0,5+

0,4

OmtDNA indicus
E mtDNA taurus

0,3+

0,2+

Freqiiéncia dos alelos (%)

0,1+

Alelos INRA063 (pb)

FIGURA 11 - Frequéncia dos alelos amplificados do microssatélite
IINRAOG3, em animais da raca Nelore classificados com
base no mtDNA em Bos taurus e Bos indicus.

Alguns autores relatam a existéncia de loci especificos para racas
zebuinas africanas e indianas quando comparadas com ragas taurinas
européias, como € o caso dos microssatélites ETH225, ILSTS005 e HEL1,
entre outros (MacHugh et al., 1997; Hanotte et al., 1997).

Nos resultados obtidos, embora ndo sejam evidenciadas diferencas
significativas entre a frequéncia dos alelos de animais da raga Nelore mtDNA
taurus e mtDNA indicus, observa-se que alguns alelos sdo mais comumente
encontrados em animais de uma ou outra origem mitocondrial. Para o
microssatélite ETH225, por exemplo, os alelos 147 e 159 sdo mais comuns
em animais Nelore mtDNA indicus ao passo que os alelos 143 e 161 sdo
mais comuns em animais que possuem mtDNA taurus.

Hall e Bradley (1995), ao comparar a frequéncia dos alelos taurinos e
zebuinos para o microssatélite ETH225, verificaram alta freqtiéncia do alelo
158 especificos para animais zebus enquanto alelos de baixo peso
molecular s&do mais evidentes em animais taurinos, fato que nao foi

claramente evidenciado entre os animais Nelore analisados neste trabalho a
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nao ser pela alta frequéncia de alelos 159 e 161 para os animais das duas
origens mitocondriais. O mesmo pode ser evidenciado para o0s
microssatélites HEL1, HEL9, em que pequenas diferengcas, embora nao
significativas, foram encontradas para os dois grupos analisados entre os
animais da raca Nelore.

A auséncia de diferengas significativas entre as duas populag¢des de
Nelore analisadas pode ser explicada pela pequena amostragem e pelo
numero de microssatélites utilizados, uma vez que as duas populacdes sao
muito proximas. Moazami-Goudarzi et al. (1997) sugerem um maior numero
de animais e de marcadores para detectar diferencas intra-raciais
significativas.

Moazami-Goudarzi et al. (1997), também citam que alguns
parametros devem ser observados na utilizacdo de microssatélites para
estudos populacionais, entre eles, a presencga de alelos nulos, caracteristica
deste tipo de marcador, que pode resultar em um falso resultado de
homozigose. A alta frequéncia dos alelos 184, 186 e 190 em homozigose
verificada no microssatélite ILSTS005 pode ser gerada pela presenca de
alelos nulos. Para confirmar esta hipotese seria necessario checar as
progénies dos animais analisados além de descartar a possibilidade de que
alguns destes alelos ndo estejam sendo amplificados (Martin-Burriel et al.,
1999). Tambasco et al. (2000) citam a provavel ocorréncia de alelos nulos
para o microssatélite BM1224 em uma amostra de animais Nelore visto que
aproximadamente metade das maes homozigotas néao transmitiu seu alelo
para seus filhos.

A heterozigosidade e diversidade génica de Nei (Nei, 1987) para os
microssatélites nas populagdes analisadas, incluindo os animais europeus

cedidos pelo Instituto Roslin estdo apresentados nas Tabelas 7 e 8.
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TABELA 7 - Valores médios da diversidade génica e Heterozigosidade para
as trés populagdes analisadas; animais de origem européia e

da raca Nelore mtDNA taurus e indicus.

Populagao N N° de Loci Diversidade génica Heterozigosidade
Europeus 8 5 0,54+0,08 0,47+0,07
mtDNAiIndicus 39 5 0,70+0,05 0,65+0,03
mtDNAtaurus 65 5 0,68+0,05 0,69+0,02
Total 104 5 0,69+0,05 0,67+0,02

TABELA 8 - Diversidade génica e Heterozigosidade para cada
microssatélite nas trés popula¢des analisadas, animais de

origem européia e da raga Nelore mtDNA faurus e indicus.

Locus Populagao N° de alelos  Diversidade génica  Heterozigosidade
Europeus 6 0,808 0,875
ETH225  mtDNAindicus 7 0,775 0,846
mtDNAtaurus 7 0,768 0,800
Europeus 4 0,650 0,500
HEL1 mtDNAindicus 5 0,774 0,941
mtDNAtaurus 5 0,757 0,913
Europeus 4 0,516 0,375
HEL9 mtDNAindicus 5 0,767 1,000
mtDNAtaurus 5 0,752 1,000
Europeus 2 0,400 0,250
ILSTS005 mtDNAindicus 4 0,707 0,205
mtDNAtaurus 4 0,631 0,366
Europeus 2 0,325 0,375
INRA0O63 mtDNAiIndicus 2 0,503 0,281
mtDNAtaurus 2 0,500 0,383
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No total, 29 haplétipos foram encontrados para o0s cinco
microssatélites. A Figura 12 mostra algum dos haplétipos encontrados para
o microssatélite ETH225 na eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante 6%. Para a determinacdo dos haplétipos também se
considerou o grafico da intensidade de branco na area de migragao dos
fragmentos de DNA, gerada pelo software Image Gauge, que pode ser
visualizada na Figura 13. Na Tabela 9 e nas Figuras 14, 15, 16, 17 e 18,

estao os valores das frequéncias dos haplétipos.

FIGURA 12 - Polimorfismo do microssatélite ETH225 em animais da
raga Nelore. Gel de Poliacrilamida desnaturante 6%,

primers marcados com FAM.



B

FIGURA 13 - Intensidade de branco na éarea de
migragdo dos fragmentos de DNA
do microssatélite HEL9. Na figura
13a esta representado um animal
de gendtipo 153-159 e na figura
13b um animal de gendtipo 151-

157.

33
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TABELA 9 - Frequéncia dos haplétipos dos cinco microsatélites estudados na ragca Nelore, para animais mtDNA indicus e taurus.

ETH225 HEL1 HEL9 ILSTS005 INRA063
(n=104) (n=92) (n=92) (n=99) (n=92)
Haplé- mtDNA miDNA Haplé- mtDNA mtDNA Haplé- mtDNA mtDNA Haplé- mtDNA mtDNA Haplé- mtDNA mtDNA
tipos indicus  taurus tipos indicus taurus tipos indicus taurus tipos indicus taurus tipos indicus taurus
139-149 0,03 0,03 103-107 0,24 0,19 151-157 0,45 0,41 182-184 0,03 0,02 175-175 0,31 0,27
143-143 0,15 0,20 105-105 0,03 0,09 153-159 0,52 0,58 182-186 0,03 0,02 175-177 0,28 0,38
143-147 0,08 0,03 105-111 0,41 0,31 153-165 0,03 0,02 182-190 0,08 0,13 177-177 0,41 0,35

147-149 0,05 0,08 105-113 024 0,28 184-184 0,23 0,12

147-159 0,13 0,06 107-111 0,06 0,14 184-186 0,08 0,20

149-159 0,05 0,02 113-113 0,03 186-186 0,23 043

151-161 0,03 0,03 190-190 0,33 0,08

159-161 0,49 0,52

139-161 0,00 0,02

143-159 0,00 0,02

Total 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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FIGURA 14 - Haplétipos para o locus microssatélite ETH225 encontrados na raga
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FIGURA 15 - Haploétipos para o locus microssatélite HEL1 encontrados na raga

Nelore.
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FIGURA 16 — Hapldtipos para o locus microssatélite HEL9 encontrados na raca
Nelore.

0,45+

0,4

0,35+

0,3

0,25+

0 mtDNA indicus
I MtDNA taurus

0,2

0,15+

0,1+

Freqiiéncia dos Haplétipos (%)

0,05+

182-184 182-186 182-190 184-184 184-186 186-186 190-190

Haploétipos ILSTS005
FIGURA 17 — Hapldtipos para o locus microssatélite ILSTS005 encontrados na raga

Nelore.
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FIGURA 18 — Haplétipos para o locus microssatélite INRAO63 encontrados na raga
Nelore.

Em geral, o Equilibrio de Hardy-Weinberg foi observado para quatro dos
cinco microssatélites, sendo que apenas o locus INRAO63 ndo se encontra em
equilibrio, desta maneira, os demais testes estatisticos foram realizados

excluindo-se este microssatélite, como apresentado nas TABELAS 10, 11,12 e
13.
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TABELA 10 — Resultados da variancia por locus em cada populacao.

Populagao Locus Varidancia  Média dos Tamanho da
alelos amostra

ETH225 43,45 146,87 16
HEL1 12,20 107,75 16
Europeus HEL9 15,71 155,12 16
ILSTS005 0,80 185,50 16
ETH225 55,75 153,89 78
Nelore HEL1 12,11 107,64 68
mtDNA indicus HEL9 11,41 155,18 66
ILSTS005 7,75 186,66 78
ETH225 60,06 153,78 130
Nelore HEL1 11,34 107,58 116
mtDNA taurus HEL9 10,74 155,23 118
ILSTS005 4,63 185,81 120

TABELA 11 — Valores de RHO e P para os componentes de

variancia nas trés populacdes analisadas.

Populacdes RHO P
Europeus X mtDNA indicus 0,225 0,013
Europeu X mtDNA taurus 0,217 0,011
mtDNA indicus X mtDNA taurus -0,006 0,686

Para P<0,05, RHO+0
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TABELA 12 — Valores de RHO e P para os loci microssatélites
nas trés populacdes analisadas.

Populacdes RHO P
Europeus X mtDNA indicus 0,089 0,016
Europeu X mtDNA taurus 0,056 0,031
mMtDNA indicus X mtDNA taurus 0,002 0,219

Para P<0,05, RHO+0

TABELA 13 — Valores de distancia genética (5u)? para as

populacdes analisadas.

Populagées (8)?
Europeus X mtDNA indicus 12,672
Europeu X mtDNA taurus 11,970
mMtDNA indicus X mtDNA taurus 0,185

Os valores encontrados nas analises para os componentes de variancias
de RHO nas populacdes e entre os loci microssatélites apontam para diferencas
significativas entre as ragas européias (Holandeses, Ayrshire, Piemontés,
Limousin e Aberdeen Angus) e a raga Nelore, tanto para a populagdo mtDNA
indicus como mtDNA tfaurus. O que de fato era esperado ja que dados de
distancia genética apontam estas duas populag¢des, europeus e zebuinos, como
grupos distintos, o que pode ser observado nos valores de distancia genética

(81)? obtidos neste estudo (Figura 19).
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FIGURA 19 - Dendograma criado a partir dos dados de distdncia genética
calculados dos microssatélites ETH225, HEL1, HEL9 e
ILSTS00S para a populacdo de Europeus e Nelore mtDNA

taurus e indicus.

Em alguns casos, como observado para os componentes de variancia
entre as populagdes taurus e indicus da raga Nelore, o RHO apresentou um
valor negativo o que significa que a maioria dos componentes de variancia esta
dentro das populacées analisadas e nao entre as populacdes.

Os valores obtidos com o calculo do RHO estimam a variancia para
todos os loci microssatélites sem considerar aqueles que sao Bos taurus ou Bos
indicus especificos. Este tipo de estimativa € efetivo quando se compara
distancia entre populagdes que se diferenciaram por mutacdes ao acaso apoés
um evento de isolamento geografico, entretanto, ndo serve para isolamento de
hibridizagdo como foi proposto neste estudo (MacHugh et al., 1997). Desta
forma, calculou-se a diferenca da frequéncia dos alelos reconhecidamente Bos
taurus e Bos indicus especificos. A diferenca média encontrada foi de 4,08%
com excec¢ao dos microssatélite ILSTS005 em que esta diferenca esteve em
torno de 14%.
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Quando calculada a média da frequéncia dos alelos zebu-especificos dos
loci ETH225, HEL1 e ILSTS005 para populacdo Nelore, calculo semelhante ao
realizado por MacHugh et al. (1997), foi obtido o valor de 6,12%. Este valor
indica uma participagdo de aproximadamente 6% de Bos taurus no rebanho

Nelore estudado.

4.2. DNA Satélite 1711b

DNA satélites sado encontrados no genoma dos eucariotos em
quantidades variaveis de sequéncias repetitivas, por volta de 10% em
mamiferos. Sendo assim, o fragmento amplificado do satélite 1711b bovino, é
oriundo de varias copias de uma repeticdo de 1023pb presentes no genoma e
que pode apresentar variagdes em parte de suas repeticbes decorrentes de
mutacao ou recombinagdes (Lewin, 2000; Stephan, 1986).

Nestes casos, como explicado por Lewin (2000), a perda do sitio de
restricdo em parte das sequéncias repetitivas pode gerar dimeros, trimeros ou
tetrameros semelhantes ao fragmento monomérico. Durante os experimentos
foi amplificada parte do DNA satélite 1711b contendo 875pb.

Durante os trabalhos com RFLP, nao foi possivel detectar o sitio para a
enzima Sau3A ou Mbo | como sugerido por Nijman e Lenstra (1999), assim
como nao foi possivel encontrar variagbes no nucleotideo apds o
sequenciamento (Nijman et al., 2001). A auséncia deste sitio impossibilitou a
estimativa individual da taurindicinizagdo como proposto inicialmente. Todavia,
o fragmento amplificado foi sequenciado e os resultados obtidos apontam a
presenca de polimorfismo nos sitios de restrigdo da enzima Msp | (Figura 20).
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FIGURA 20 - Eletroferograma do DNA Satélite sequenciado a partir
do fragmento do DNA amplificado pela PCR. O
quadro indica o sitio de restricdo da enzima Msp |
em um animal portador do padrao de restricdo AB. A

seta indica o nucleotideo polimorfico.

O DNA satélite apresentou trés padrdes de digestdo distintos para
animais Nelore que podem ser observados na Figura 21a. Verifica-se que o
polimorfismo presente em animais da raga Nelore pode ser gerado pela
presencga de um sitio de restricado da enzima Msp | homogeneamente distribuido
em todos os fragmentos satélites, dois sitios de restricdo homogeneamente
distribuido em todos os fragmentos satélites ou os dois padrées de restrigao
heterogeneamente distribuidos.

Os animais das ragas européias (Holandés, Aberdeen Angus, Ayrshire,
Limousin, Piemontés e Charolés) apresentaram sempre o padrao de digestao
B, caracteristico de dois sitios de restricdo distribuidos homogeneamente no
satélite 1711b (Figura 21b). Os trés possiveis gendtipos estavam presentes em
ambas populacdes de Nelore (Figura 21a).

O sitio de restricdo descrito no Genbank ocorre no nucleotideo 524 do
fragmento amplificado (Streeck, 1982). Os dados do sequenciamento, e as
analises dos RFLPs demonstram a auséncia do sitio de restrigdo no
nucleotideo 524 em parte das sequéncias Bos indicus analisadas, bem como a
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existéncia de um sitio adicional no nucleotideo 121 do fragmento amplificado
em todos os animais analisados. Este sitio ndo é encontrado na sequéncia
descrita por Streeck (1982) depositadas no Genbank, porém encontra-se
presente em sequéncias no zebu e no europeu como descrito por Nijman e
Lenstra (2001) e verificado neste estudo.

A auséncia do sitio de restricdo da enzima Msp |, devido a mutagao C/T
no nucleotideo 524 do fragmento amplificado € comum somente a animais Bos

indicus como mostram as Figuras 20 e 21a.
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FIGURA 21 - Gendtipos encontrados para o DNA Satélite 1711b apés
digestdo com a enzima Msp |. Figura 21a representa
animais da raca Nelore e a figura 21b representa

animais europeus.
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A Tabela 14 relaciona os dados encontrados pelos autores acima

mencionados com os obtidos neste trabalho.

TABELA 14 - Presencga (+) ou auséncia (-) do sitio de restricdo para a enzima
Msp | no DNA satélite 1711b em animais taurinos e zebuinos.

Sitio de Genbank Nijman e Lenstra Resultados deste
restricao (2000) trabalho
Nucleotideo  Seqliéncia consenso B. taurus B. indicus B. taurus B. indicus
121 - + + + +
524 + + + + + elou -

A analise de variancia comparando a frequéncia dos gendétipos A, B ou
AB observados no DNA satélite sugere auséncia de diferengca nas populagdes
Nelore estudadas. Entretanto, a frequéncia do padrao de restricdo B, comum
em todos animais Bos taurus, foi maior nos animais portadores de mtDNA
taurus (Figura 22). Isto corrobora com os resultados obtidos com os fragmentos
microssatélites, mostrando uma diferenca de 6% da frequéncia dos padrdes de
restricdo indicus especificos no mtDNA taurus comparado ao mtDNA indicus,
um valor proximo aos 6,12% obtido com os alelos especificos nos trés

microssatélites.
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FIGURA 22 - Frequéncia dos gendtipos encontrados para o DNA Satélite

1711b apos digestdo com a enzima Mspl.
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A estimativa de taurindicinizacdo em populacdes de bovinos mediante a
comparacao da frequéncia de alelos microssatélites Bos indicus especificos foi
realizada anteriormente em bovinos europeus e zebus africanos (MacHugh et
al.,, 1997). A estimativa da participacdo de Bos taurus nas populagdes de
zebuinos africanas variou de 40 a 17%.

Os resultados sugeridos neste estudo com metodologia semelhante
indicam um grau de hibridizacdo de aproximadamente 6%, estimadas tanto
pelos marcadores microssatélites quanto satélite. Esta estimativa, embora ainda
inicial, sugere um “grau de sangue” de aproximadamente 15/16, coerente com a
aparéncia fenotipica Nelore.

O genoma humano possui aproximadamente 50.000 genes (Lander et
al., 2001), sendo assim, o grau de taurindicinizagdo calculada neste trabalho
equivale a aproximadamente 3.000 genes em um animal ou numeros muito
maiores segregando na populagao.

Na auséncia de seleg¢ao, teoricamente em uma populagdo com 117.600
animais teremos representado pelo menos uma cépia de cada gene de origem
de animais Bos taurus distribuidos aleatoriamente, desta forma, levando-se em
consideragao que a populagado de Nelore registrado ultrapassa o numero de
457.000 animais em reprodugdo (Magnabosco et al., 1997) o uso do
melhoramento animal pode auxiliar a selecionar qualquer gene originado do
Bos taurus ligado a aumento da produgdo e eliminar genes introgredidos
indesejaveis.

Comparativamente, o genoma humano possui em torno de 2,7 bilhdes de
nucleotideos, e o DNA satélite 1711b do bovino, é responsavel por 7,1% do seu
genoma (Macaya et al., 1978). Os numeros mencionados acima equivalem a
191.700.000 nucleotideos ou 187.390 cépias do satélite bovino.

Este grande numero de cépias e a existéncia de recombinagao reportada
anteriormente (Stephan, 1986) sugerem os polimorfismos DNA satélite como
excelentes marcadores para eventos de hibridizacdo. Todavia, ndo foi possivel

encontrar um marcador Bos taurus especifico neste trabalho. O marcador
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indicus especifico descrito (uma mutagédo C-T no nucleotideo 524) serviu para
estimar a participagdo de Bos taurus em uma populagdo de Bos indicus. Um
estudo interessante seria estimar a contribuicdo do zebu, demonstrada pelo
cromossomo Y (Giovambattista et al., 2000), em animais da raga Caracu e
Mocho nacional (ragas adaptadas “nacionais”).

As estimativas realizadas acima se referem a animais puros de origem e
pertencentes aos rebanhos de elite nacionais. Esta amostragem pode nao ser
representativa do rebanho anelorado, que constitui a grande maioria do

rebanho nacional.
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5. CONCLUSOES

As analises realizadas neste trabalho demonstram que os marcadores
satélites e microssatélites podem ser bastante informativos quando se trata da
diferenciacao de populagdes distintas, por exemplo zebus de taurinas.

As estimativas apresentadas, embora preliminares, sugerem um grau de
hibridizagdo de aproximadamente 6%, estimadas tanto pelos marcadores
microssatélites quanto satélite e coerente com a aparéncia fenotipica dos
animais.

Foi possivel identificar um marcador satélite Bos indicus especifico que
auxiliou na estimativa da contribuigdo Bos faurus na populagdo zebuina. Este
marcador podera ser utilizado em estudos que visam estimar a contribuicdo
zebuina em racgas taurinas.

A frequéncia de taurindicinizagéo reportada neste trabalho, sugere o uso
do melhoramento animal visando a selecionar genes Bos taurus que sofreram
introgressao ligados a aumento da produgado e eliminar genes introgredidos

indesejaveis.

6. PERSPECTIVAS

Futuros estudos aumentando o numero de marcadores zebu-especificos
e 0 numero da amostragem tornardo possivel uma melhor estimativa da
participacao de Bos taurus na raca Nelore.

Uma variagdo da metodologia utilizada para analise do DNA satélite
1711b, visando minimizar o efeito dos heterodimeros, podera permitir a
estimativa da contribuicdo da taurindicinizacdo em animais de ragas taurinas

adaptadas.
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