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RESUMO: No presente trabalho, 180 fémeas da raca Nelore, provenientes de 8
rebanhos, foram analisadas quanto aos marcadores microssatélites TEXAN15,
BM1224 e CSFM50 e quanto aos polimorfismos de fragmentos de restricdo (RFLP)
nos locos k-caseina, B-lactoglobulina e horménio de crescimento (GH). Com
excecao de GH, todos os marcadores foram polimérficos na amostra estudada. Os
valores de heterozigosidade, diversidade génica, conteudo de informagéo
polimérfica (PIC) e probabilidade de exclusdo de paternidade (PE) foram
estimados. Os maiores valores de PIC (0,685) e PE (0,521) foram obtidos para o
marcador BM1224.
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NELORE BREED CHARACTERIZATION BASED ON SIX MOLECULAR
MARKERS

ABSTRACT: In the present work, 180 Nelore females from 8 herds were analyzed
for microsatellites TEXAN15, BM1224 and CSFM50 and for the RFLPs at k-casein,
B-lactoglobulin and growth hormone (GH). With the exception of GH, all markers
were polymorphic for the sample studied. Heterozigozity, gene diversity,
polymorphic information content (PIC) and paternity exclusion probability (PE) were
estimated. The higher values of PIC (0.685) and PE (0.521) were obtained for
microsatellite BM1224.

KEYWORDS: bovine, DNA, marker, microsatellite, Nelore, RFLP.

INTRODUGCAO

Dada a sua importancia econémica e cultural, estudos das relacoes genéticas
entre rebanhos bovinos, tem sido, historicamente, uma area ativa da sistematica
biolégica. A caracterizacao de uma determinada ragca pode se dar por suas
propriedades morfolégicas, fisioldgicas, origem, habitat, distribuicao geografica,
producdo e parametros genéticos. A caracterizacao genética de populacdes, racas
e espécies diferentes permite o estudo da variabilidade genética. O conhecimento
da variabilidade, por sua vez, é fundamental para os programas de conservacao
genética de rebanhos em situagao de risco bem como para a definicao de
estratégias de melhoramento. Além disso, varios programas de melhoramento se
utilizam de informacdes de parentesco, e seu sucesso depende, entre outros, da
precisdo na determinagédo dessas relagdes. A utilizagdo de marcadores em testes
de parentesco é limitada aos animais pertencentes a populagdes caracterizadas
para os marcadores genéticos que se pretende utilizar (DODDS et al., 1996). O



objetivo deste trabalho foi caracterizar animais Nelore quanto aos marcadores
TEXAN15, BM1224 e CSFM50, CSN3, LGB e GH.

MATERIAL E METODOS

Os marcadores microssatélite TEXAN15, BM1224, e CSFM50, e os polimorfismos
de restrigdo do Hormdnio de Crescimento (GH), CSN3 (K-caseina) e LGB (B
-lactoglobulina) foram analisados em 180 fémeas da raga Nelore, provenientes de
8 rebanhos. O DNA foi obtido a partir de células brancas de sangue periférico.

As reacgdes de amplificacdo foram conduzidas em aparelho termociclador
Perkin-Elmer, modelo PE2400. Cada reacao foi constituida de aproximadamente
200 ng de DNA genbémico em solucéo de PCR (20 mM Tris-HCI, pH8,4; 50 mM
KCI) acrescida de 1,5 mM MgClI2, 0,2 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada primer e
0,5 unidades de Tag DNA polimerase, em um volume final de 25 pl. Os primers e
condigées de amplificagdo dos polimorfismos GH, CSN3 e LGB foram de acordo
com SCHLEE et al. (1994), MEDRANO e CORDOVA (1990) e RON et al. (1994),
respectivamente.

Os marcadores microssatélite TEXAN15 (BURNS et al., 1995) e BM1224 (BISHOP
et al., 1994) foram analisados em equipamento sequenciador automatico A.L.F.
(Pharmacia Biotech). O microssatélite CSFM50 (MOORE et al., 1994) foi analisado
em géis de poliacrilamida 6,0% corados com prata.

As freqUiéncias alélicas e genotipicas em cada loco foram estimadas por contagem.
Foram calculadas as medidas de variabilidade populacional: heterozigosidade (H)
e diversidade génica (D) bem como o conteudo de polimorfismo informativo (PIC) e
a probabilidade de exclusao (PE), de acordo com DODDS et al. (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As frequiéncias alélicas, valores de H, D, PIC e PE sédo sumarizados no Quadro 1.
O loco GH apresentou-se monomorfico. A fixagdo do alelo L observada na amostra
da raca Nelore estudada esta de acordo com outros estudos de rebanhos zebuinos
brasileiros (ROSA, 1997). As frequéncias estimadas para os alelos de CSN3 e LGB
foram semelhantes as obtidas por DEL LAMA & ZAGO (1996). No presente
trabalho, o alelo 4 foi o mais frequiente entre os 10 alelos observados no loco
BM1224, seguido dos alelos 2, 8, 1 e 6. Este resultado difere do obtido por ROSA
(1997) que verificou o predominio do alelo 2 em uma amostra de 63 animais da
raca Nelore. Para o marcador TEXAN15, o alelo mais freqUente foi o alelo 8,
correspondente ao produto de PCR de 203 pares de nucleotideos, como verificado
por MERZEL (1998). No loco CSFM50 o alelo mais frequente foi o0 6, enquanto
ROSA (1997) observou maior frequiéncia do alelo 8.

Os valores de D e H estimados por loco foram inferiores aos obtidos por ROSA
(1997) para os mesmos marcadores, particularmente para o segundo parametro,
sugerindo que a endogamia acumulada na amostra do presente trabalho seja
superior a presente na amostra estudada por aquele autor. Andlises de
segregacao do marcador BM1224 em cruzamentos dessas fémeas Nelore com
touros de trés racas diferentes sugerem que o excesso de homozigotos observado
para esse loco esta relacionado a presenca de alelos nulos, ou seja, a nao
amplificacdo de um determinado alelo, que leva a um falso genétipo homozigoto. A
presenca de alelos nulos pode ser um fator de complicacdo em estudos de
paternidade. Em casos de exclusdo baseado em apenas um microssatélite, deve
ser dada especial atengao se a prole e os parentais sdo homozigotos, a fim de
evitar um falso diagnéstico. Os valores de PIC encontrados para os cinco



marcadores polimérficos estdo de acordo com o esperado. Marcadores dialélicos
como os RFLPs estudados possuem menor contetido de polimorfismo informativo
quando comparados a marcadores multialélicos. Dentre esses ultimos, o que
apresentou maior PIC foi o BM1224. Esse resultado mostra que o parametro nao
deve ser considerado isoladamente, pois a presenca de alelos nulos reduziria sua
utilidade em analises de ligacao.

Apesar de terem sido observados valores satisfatérios de PE em trés dos seis
marcadores analisados (Quadro 1), a probabilidade de exclusao combinada (PEC)
foi 0,876, abaixo do valor ideal (0,99). ROSA (1997) verificou valores de PE
maiores do que os encontrados no presente trabalho, para os locos CSN3, LGB,
CSFM50 e BM1224 (0,0731, 0,1759, 0,5077 e 0,4406, respectivamente).

CONCLUSOES

As frequiéncias alélicas para os marcadores BM1224 e CSFM50 diferem das
descritas para outras amostras da raga Nelore, confirmando a necessidade de
caracterizagao de diferentes rebanhos de uma raca na determinacao de
freqUéncias alélicas.

Os valores de PIC e PE demonstram a superioridade dos marcadores
microssatélites para o0 mapeamento genético e analise de parentesco. Entretanto,
para essas aplicagdes, tais marcadores devem ser investigados quanto a
ocorréncia de alelos nulos.
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Guadro LFregiéncias alélicas, nimero de alelos ohservados (MA) e estimativas de
heterozigosidade (H), diversidade génica {0, conteddo de informagdo paolimarfica
{PIC) e probahbilidade de exclusdo (PE) para o0z seis marcadores na raga Melore,

Loco | Alelos? | Freguéncia £EP | MNA D H PIC PE
CSM3 A 0944 +0.012
B 0,066 £0.012 2 0,105 0111 0101 | 0,051
LGA A 0,239+0.022
B 0,761 £0.022 2 0,365 0,244 | 0298 | 0,165
GH L 1,000 1 o000 | 0000 0000 0000

BM1224 4(177) 037540025

2(181) 0,322+0,025

8(169)  0133+0,018

1(183)  0089+0,015

B(173) 0,047 0,011

autros 0,034 10 0,729 0,311 0B85 0,521
TEXAMIS 8(203) 0606 +0,026

Bi207) | 01640014

S8 0122+£007

outros 0,108 ] 0,589 0577 04554 0,389
CEFME0 BT 0,379+0,026

8 (168) | 0,342+0,0245

40178 | 0189+0,021

outros 0,09 ] 0,661 0,669 0641 | 0,466
Media 4,83 0,413 0,318 - 0,876*
(EF) i(1,58) (0126) | (0,106)

0 tamanho de cada alelo de microssatélte, em pares de nuclectideos, € indicado entre
parértesis, EP = Erro padrdn, *Probahilidade de exclusdo combinada



