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USO DE MARCADORES MOLECULARES NA INDUSTRIA ANIMAL
Luiz Lehmann Coutinho

Departamento de Zootechia
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
Universidade de Sao Paulo

O uso de marcadores moleculares no melhoramento animal vem recebendo cada
vez mais atengdo, tanto por pesquisadores como por empresas e produtores. Um
grande esfor¢o vem sendo concentrado no desenvolvimento de mapas gendmicos para
suinos, bovinos, ovinos e aves. Alguns exemplos de marcadores ja disponiveis ou
muito proximos de aplicagdo comercial s&o: kappa-caseina, beta-lactoglobulina,
associados a composicdo do leite; genefec de ovinos, associado a alta taxa de
ovulagdo; receptor de estrogénio em suinos, associado a alta prolificidade; receptor de
rianodina, associado a alta capacidade de desenvolvimento muscular, musculatura
dupla em bovinos. Existem também alguns exemplos de marcadores moleculares para
doengas em animais: BLAD, deficiéncia de adesao de leucocitos em bovinos, Weaver,
doenga hereditaria observada em bovinos da raga Suiga Parda. O continuo avango da
pesquisa na area de marcadores moleculares devera proporcionar um numero
crescente de marcadores moleculares que poderdo ser utilizados em programas de
melhoramento animal.

1. Introdugao

Avancos bastante significativos vém sendo obtidos com técnicas tradicionais de
methoramento. Para citar alguns exemplos, em 1968 um frango de corte necessitava de
72 dias para chegar ac pesc de abate (2,037 kg) e isto ocorria com uma conversao
alimentar de 2,338. Nos ultimos anos, tem sido observada redugdo de um dia por ano
para que frangos de corte cheguem ac peso de abate. Em 1994, varios produtores
conseguiam que seus animais obtivessem peso de abate de 1,992 kg em apenas 42
dias, com uma conversac alimentar de 1,77. Na suinocultura, um animal de 1958-59
possuia carcaga com 3,05 cm de gordura subcutanea e 29,3 cm2 de area de lombo
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(Clausen et al., 1970), j& um suino moderno possui 1,2 cm de gordura subcutanea e
35,2 cm2 de area de lombo. Na bovinocultura, o avango na produgdc de leite também
tem sido fantastico nos paises desenvolvidos. Na uitima década, tem-se observado um
aumento na produgdo entre 1 e 2% ao ano (Wiggans et al., 1988). A biotecnologia vem
trazer a possibilidade de utilizagdo de novas ferramentas no processo de melhoramento
animal. Aliada as metodologias tradicionais, as novas tecnicas deverao aumentar ainda
mais o progresso genético que vem sendo observado nos animais domésticos. O uso
de marcadores moleculares, principaimente de DNA, permite que seja determinado,
com maior precisdo, o potencial genético de um animal independente do ambiente e
antes que o seu fendtipo seja expressado. Em outras palavras, pode-se determinar o

potencial genético de um embrido sem que seja necessario avaliar a sua produgéo ou
de sua progénie.

2. Marcadores moleculares para detecgio de genétipos superiores

Como descrito por Cheng (1994), a sexagem de frangos através de
empenamento diferenciado usa o MesmMo principio de marcadores mcleculares. 0O
empenamento lento de frangos esta associado ao sexo feminino e desta forma,
produtores podem utilizar o fendtipo de empenamento para determinar o sexo do
animal fogo apds o nascimente dos pintinhos. Da mesma maneira, marcadores de DNA
associados com caracteristicas desejaveis podem ser utilizados para selegdo. Como
sora discutido mais adiante, o alelo B da kappa caseina esta associado com maior
concentragdo de proteina no leite. Portanto, a selecdo de animais que possuam este
alelo, resulta em leite de maior valor econdmico para a produgao de queijo. A vantagem
é que o uso de marcadores de DNA permite que se verifique se o animal vai sintetizar a
forma B da kappa-caseina antes que este animal inicie a produgdo de leite. Ainda mais,
a andlise do DNA permitira saber se o animal é homozigoto ou heterozigoto para o
gene em quest3o. A possibilidade de se determinar se 0 gene esta presente em
homozigose ou heterozigose é fundamental na presenca de agéo génica dominante.
Nestes casos, um animal heterozigoto apresenta o mesmo fendtipo que um animal
homozigoto dominante, e a presenga do alelo recessivo s6 pode ser detectada com um
estudo da progénie, ou através de teste de DNA.

5



A Figura 1 ilustra como marcadores moleculares podem ser selecionados e
utilizados em melhoramento animal. Neste exemplo, um gene que influencia o tamanho
da leitegada em suinos esta presente no cromossomo em uma regido desconhecida
"C". Vamos assumir que existam duas regides que apresentem polimorfismo neste
cromossomo. Uma proxima, marcador A e outra mais distante, hiarcédor B. Vamos
assumir ainda que existam duas linhagens de suinos, uma de maior prolificidade e uma
de menor prolificidade. Ao promover o acasalamento destas duas linhagens vamos
obter animais heterozigotos para o gene de prolificidade, e ao promovermos o
retrocruzamento dos animais heterozigotos com a linhagem menos prolifica
produziremos animais com diferentes gendtipos. Ao seguirmos a segregacio do
marcador com a caracteristica prolificidade vamos observar que o marcador B esta
presente tanto em animais com prolificidade média quanto em animais de prolificidade
baixa. Por outro lado, o marcador A, por estar fisicamente proximo ao gene "C”,
segrega associado a este gene, mesmo no caso de animais em que ocorreu
recombinagdo. Desta forma, podemos selecionar animais com maior feitegada com
base no marcador A, mesmo sem saber qual o gene que controla esta caracteristica
fenotipica.

Para o desenvolvimento de marcadores moleculares, duas estratégias vém
sendo utilizadas. Uma de certa forma aleatoria e outra dirigida. A forma aleatoria tem
como objetivo inicial o desenvolvimento de um mapa gendmico para a espécie em
questdo. Nos animais domésticos este mapa esta baseado principalmente em regiées
microssatélites. Nesta estratégia, marcadores estdo sendo desenvolvidos para cobrir
todo o genoma, para que em uma segunda fase sejam conduzidos estudos de
correlagéo entre estes marcadores e caracteristicas desejaveis. A segunda estratégia
se baseia na detecgdo de polimorfismo associados a genes sabidamente importantes
para a caracteristica que se pretende estudar. Alguns genes que vem sendo
investigados s&o hormonios de crescimento, prolactina, kappa-caseina, beta-
lactoglobulina, gene do halotano, e outros potenciaimente importantes.



Figura 1. Segregagdo de marcadores moleculares em retrocruzamento, com
recombinagéo na regiéo Il.
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Figura 1. Segregagdo de marcadores moleculares em retrocruzamentos,
Com recombina¢@o na regiao Il.

3. Exemplos de aplicagdo de marcadores moleculares em melhoramento animal

1) Kappa-caseina e beta-lacotglobulina: O leite de animais da raga holandesa
tem em média uma composicdo de 3,56% de gordura, 2,49% de caseina, 0,53% de
proteinas de soro, 4,61% de lactose e 0,73% de cinzas (Jenness, 1985). Entre as
proteinas, encontram-se principalmente as caseinas (alpha, beta e kappa), cada uma
com pelo menos duas variantes genéticas. Entre as proteinas do soro encontram-se
principaimente albumina e beta-lactoglobulina, cada uma também com pelo menos
duas variantes genéticas (Eigel et al., 1984).

A importancia das proteinas do leite, em relagdo a sua industrializagéo (produgio

de queijo), ligada a presenga de diversas variantes genéticas, levou vérios
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pesquisadores a investigar se existe alguma correlagdo entre os gendtipos existentes e
caracteristicas econdmicas de produgéo (Lin & Lee, 1992). O gene da kappa-caseina
esta presente em duas formas alélicas (A e B). Em gado holandés, a frequéncia do
alelo A varia entre 0,68 e 0,80 do alelo B entre 0,32 e 0,20 {Lin et ai., 1986, McLean, et
al., 1984, Ng-Kwai-Hang et al., 1984 e Gonyon et al., 1987). Estudos preliminares
conduzidos em rebanhos brasileiros de gado holandés (89 animais) observaram
freqiéncias de 0,82 para o alelo A e 0,18 para o alelo B de kappa-caseina (Kemenes &
Coutinho, 1995). Por outro lado, estudos também iniciais com gado nelore (45 animais)
revelaram uma frequéncia de 0.93 para o alelo A e 0.07 para o alelo B (Kemenes &
Coutinho, 1995). A presenca de kappa-caseina B esta relacionada com maior produgéo
de queijo (Mariani et al., 1976), talvez porque a presenga de kappa-caseina B no leite
resulte em coagulagdo mais rapida e maior firmeza do coagulo {Rampilli et al., 1988 e
El-Negoumy, 1972). O gene de kappa-caseina parece afetar também a concentragéo
de proteina no leite. Em um estudo com 6803 novithas da raga holandesa, Bovenhuis et
al., (1992) demonstraram que animais com o genétipo BB para kappa-caseina
produziam leite com maior concentragéo de proteina do que animais AA, embora tenha
sido observada uma redug&o na produgéo total de leite.

O gene de beta-lactoglobulina também esta presente em duas formas alélicas (A
e B). A freqiéncia do alelo A é de 0.38 e do alelo B de 0,62 (Lin et al, 1986, McLean, et
al., 1984, Ng-Kwai-Hang et al., 1984 e Gonyon et al., 1987). A presenga do gendtipe BB
para beta-lactoglobulina apresentou, em estudo conduzido por Bovenhuis et ai. (1992),
um efeito positivo significativo na concentragéo de gordura no leite. No entanto, este
gendtipo apresentou também menor concentragdo de proteina menor e redugdo na
produgéo total de leite. . _

Com base nos dados discutidos acima, alguns pesquisadores recomendam,
quando houver uma remuneragdo melhor para leite com concentragéo superior de
proteina @ gordura, a selegéo de animais com os gendtipos BB para kappa-caseina e
beta-lactoglobulina. DeNise (1993, comunicagio pessoal) recomenda, quando da
selecdo de touros, que os gendtipos para kappa-caseina e beta-lactoglobuiina também
sejam considerados. Finalmente, existe a possibilidade de selecdo em gado de corte,

de animais que produzam leite com maior concentragio de proteina e gordura.
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2) Gene Fec dos ovinos: A alta taxa de ovulagéo enconirada na raga de ovinos
australianos Booroola Merino é atribuida a um unico gene, o gene Fec. Dois alelos
codominantes sdo conhecidos, ¢ alelo normal, Fec+, e 0 aleio encontrado na raga
Booroola, FecB. Animais homozigotos Fec+ apresentam taxa média de ovulagdo de
1,5. Nos heterozigotos Fec+/FecB a média é de 2,9 e nos homozigotos FecB essa taxa
éde 47

A identificacdo de fémeas FecB s6 pode ser feita através da medida da taxa de
ovulagdo por endoscopia, 0 que dificulta bastante o trabalho de introgressdo desse
gene em rebanhos melhorados. Recentes progressos tém sido alcangados na obtengdo
de marcadores para o loco Fec. Lanneluc et al. (1994) utilizando sondas multilocais,
identificaram um grupo de sete fragmentos de DNA minissatélite ligados ao gene Fec. A
aplicagdo desses marcadores € ainda limitada, uma vez que a distancia minima
estimada com relag@o ao gene foi de 15 cM. Entretanto, esses marcadores representam
um ponto de partida para a obteng&o de marcadores mais proximos ao gene Fec.

3) Receptor de estrogénio; A influéncia do polimorfismo no gene do receptor de
estrogénio (ESR) em caracteristicas reprodutivas tem sido demonstrada em suinos.
Short & MclLaren (1995) encontraram associagédo entre a variagdo do tamanho da
leitegada e polimorfismo do gene ESR em diferentes ragas de suinos.

Experimentos com linhagens da raga Chinese Meisham demonstraram que uma
forma do gene ESR, encontrada exclusivamente nessa raga, aumenta em 0,8 a 1 leitdo
por leitegada para cada copia desse alelo. Assim, individuos homozigotos apresentam
acréscimo de 1,6 a 2 leitbes por leitegada.

Esse polimorfismo estda sendo utilizado em programas de melhoramento de
suinos da Pig improvement Company (PIC} com o objetivo de desenvolver linhagens
prolificas através da infrogressao do alelo da raga Meishan..

4) Receptor de ryanodina {(gene de halotano): Em vérias ragas de suinos, mas
principalmente na raga Landrace, existe uma mutagdo que causa a sindrome de
estresse em suinos (PSS). Esta mutacéo resulta da substituicdo de uma tnica base (C
por T) em um gene que controla a concentragio de caicio em células musculares.
Animais homozigotos para esta mutagdo sdo muito sensiveis a situagdes de estresse e

de dificil manejo. Estes animais apresentam, no entanto, desenvoivimento muscular
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superior a animais normais, porem sa0 mais suscetiveis a problemas de qualidade de
carne como PSE (carne de coloragdo pélida, macia e com perda de agua). Por outro
lado, animais heterozigotos apresentam um fendtipo intermedidrio, com
desenvolvimento muscular superior aos animais normais e susceptibilidade a estresse
inferior a animais homozigotos para o gene do halotano.

No passado, esta mutagio era detectada pelo uso do gas halotano, visto que
animais homozigotos para a mutagdo apresentavam reac8o ao anestésico.
Infelizments, este teste n&o consegue identificar animais heterozigotos, dificultando a
erradicagdo ou 0O uso controlado desta mutagdo. Recentemente, Fujii et al. (1991)
desenvolveram um teste para a identificagdo desta mutagdo. O teste baseia-se na
amplificag&o por PCR (reagdo de polimerase em cadeia) da regido do gene do receptor
de ryanodina que pode ou ndo conter a mutaglo. Esta regido é entdo digerida com
uma enzima de restricdo que reconhece a seqliéncia de bases presente em animais
normais e corta o gene ampliﬁcado em dois fragmentos. Caso a regidc amplificado do
gene n&c seja digerida pela enzima, isto indicaria a presenga da mutagdo em
homozigose. Por outro lado, a digestdo de apenas metade do produto amplificado
indica a presenga de heterozigose. Este teste possibilita a identificagdo de animais
normais, homozigotos recessivos e heterozigotos, permitindo assim um controle total da
presenca desta mutagdo em linhagens de suinos utilizadas em programas de
melhoramento ou destinados para o abate.

5) Deteccao de doencgas:

5.1) BLAD: Recentemente, pesquisadores dos Estados Unidos (Shuster et al.,
1992) identificaram uma doenga genética em bovinos que causa deficiéncia na adesdo
de leucdcitos (BLAD). Esta doenga é transmitida geneticamente e s6 ocorre em animais
homozigotos recessivos. Animais com esta doenga apresentam redugéo na expressao
de beta-2 integrina, resultando em leucécitos anormais que ndo conseguem penetrar
nos tecidos para destruir os agentes patogénicos. Animais homozigotos para esta
doenga raramente sobrevivem, causando perdas significativas para ‘produtores. A
frequéncia do gene causador desta doenga foi determinada no rebanho de gado

holandes norte americano e é de 15% entre os touros e de 6% entre as vacas. Todos
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0s animais portadores desta doenga sao relacionados com um unico touro, Osborndale
tvanhoe. Como este touro apresenta boas caracteristicas de produgéio, 0 seu sémen
tem sido utilizado em varios paises, inclusive o Brasil. Calcula-se que esta doenga
cause perdas em tomo de US$ § milhGes por ano nos Estados Unidos. Usando os
primers e as condi¢bes descritas por Shuster et al. (1992) um fragmento de DNA de 58
pares de bases & amplificado. Este fragmento contem o nucleotideo 383 do gene que
codifica a proteina CD18 em bovinos da raga holandesa. E nesta posigdo que ocorre a
substituicdo de uma adenina por guanina em animais portadores da doenga. Esta
substituigdo causa uma mudanga no codon e resulta na substituicdo de um Aacido
aspartico por uma glycina no DNA dos animais mutantes. Essa mutagdo pode ser
detectada no DNA amplificado através da digestdo com diferentes enzimas de restrigdo.
A digestao do fragmento amplificado com a enzima Taq | resulta em fragmentos de 26
e 32 pares de bases efn animais normais. Em animais com a doenga (BLAD), o DNA
n&o € digerido por Taq I. Por outro lado, em animais portadores da doenga, fragmentos
de 58, 32 e 26 pares de bases sdo observados. Atualmente as empresas de
inseminag&o artificial nos Estados Unidos testam rotineiramente seus reprodutores para
esta doenga.

5.2 Weaver: Essa doenga hereditaria é encontrada quase que exclusivamente
em bovinos da raga Sui¢a Parda e caracteriza-se por paresia progressiva dos membros
pelvicos e ataxia. A doenga foi atribuida a um Unico gene recessivo de penetrancia
completa.

O interesse pelo estudo desse gene foi despertado pelo aumento da freqtiéncia
da mutagdo em rebanhos melhorados, que poderia ser resultante de uma vantagem
seletiva dos individuos portadores da mutagdo. Essa teoria foi reforgada por Hoeschele
& Meinert (1990) ao descreverem uma associagio entre a doenga e produigéo de leite.
A diferenca estimada entre individuos portadores e n3o portadores foi-de 690 kg de leite
e 26,2 kg de gordura. A magnitude do efeito sobre a produgiio sugere que a mutagdo
deve estar proxima a um gene com grande efeito na produgéo de leite. Dessa forma, a
identificagéo de individuos portadores é essencial para evitar que, através da selegdo
para producéo, o aumento na frequéncia do gene coloque em risco a sobrevivéncia da
raga.
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Recentemente, um marcador de DNA microssatélite foi mapeado muito proximo
a0 gene responsavel pela doenga (Georges et ai., 1993). Esse marcador devera
permitir a identificagdo de individuos portadores, sem a necessidade de teste de
progénie. Além disso, esse marcador deverd contribuir para o mapeamento da regido
cromossomica responsavel pelo acréscimo na produgdc de leite, que podera ser
realizado mesmo em ragas que nédo apresentam a doenga Weaver.

4. Mapeamento gendmico de animais domésticos

Varios grupos estéo empenhados no desenvolvimento de mapas gendmicos para
suinos, aves e bovinos. O objetivo & desenvolver marcadores moleculares para todos
0s cromossomos e a uma distancia média de 10-20 cM. Varias estratégias para a
geragdo de marcadores moleculares vém sendo empregadas. Entre elas isoenzimas,
RFLP (polimorfismo de tamanho gerado pelo uso de enzimas de restricdo), DNA
fingerprinting com sondas muiltilocais, RAPD e microssatélites. O uso de isoenzimas,
bastante comum no passado, tem as desvantagens de n3o possuir um alto grau de
polimorfismo e de ser dependente, em alguns casos, do estagio de desenvolvimento do
animal. A técnica de RFLP j& apresenta a vantagem de poder ser utilizada mesmo com
DNA extraido de células embrionarias; no entanto é trabalhosa e tem um grau de
polimorfismo limitado. O uso de sondas multilocais apresenta um alto grau de
polimorfismo, no entanto é dificii a determinagao precisa dos aleios. O uso de RAPD,
tambem pode apresentar alto grau de polimorfismo, no entanto a deteccdo de
heterozigotos ndo € possivel e o grau de repetibilidade desta técriica & baixo. A
amplificagéo de regides microssatélites tem sido a maneira preferida para producéo de
marcadores moleculares. Recentemente, Bishop et al. (1994) publicaram um mapa
genético de bovinos com 306 locos marcadores, entre os quais 290 sio microssatélites.
Devido ao uso da técnica de PCR, a quantidade de amostra necessaria é minima, o
grau de polimorfismo & elevado e apenas um loco é amplificado. Para as diferentes
espécies citadas acima, existe um numero razodvel de marcadores disponiveis e
espera-se que nos proximos anos todos 0s cromossomos estejam saturados.
Atualmente, mesmo sem um mapa gendmico completo, vérios pesquisadores ja estio

estudando a associagdio de marcadores moleculares com caracteristicas de
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composi¢do de carcaga e crescimento de bovinos de corte (Davis, 1994, comunicagao
pessoal), produgéo de leite (Massey & Georges, 1992), e resisténcia a doengas em
aves (Cheng, 1994). '

5. Aplicagdes futuras

Nao ha duvida que marcadores moleculares terdo um papel fundamental no
melhoramento animal. Estes vém sendo utilizados e terdo uma utilizagéc ainda maior
para detecgdo de doengas e de gendtipos superiores em animais. Os marcadores
poderao também ser utilizados em esquemas de introgress@o de genes, através do
processo de velogenetics. Como citado por Massey (1992), neste procedimento,
femeas superiores séo superovuladas, inseminadas com sémen de touros superiores e
os embrides transferidos para animais receptores. Estes embries podem entdo ser
sacrificados entre 90 e 180 dias de desenvolvimento para a retirada dos dvulos que ja
estejam formados. Estes dvulos séo entdo “"amadurecidos” em cultura e fertilizados in
vitro. Estes embrides podem entdo ser classificados de acordo com o seu genétipo
(através de marcadores moleculares) e apenas os desejaveis transferidos para animais
recipientes. Desta forma, o intervalo entre geragbes sera reduzido e a velocidade do
progresso genético sera superior.

6. Consideragdes finais

O investimento de recursos para o desenvolvimento de marcadores moleculares
nos Estados Unidos e Europa, apesar de considerado insatisfatorio por pesquisadores
destes paises, & significativo. Nao ha duvida que nos préximos cinco anos deverio ser
identificados varios marcadores associados com ETL (locos de interesse econdmico).
No Brasil, o nimero de pesquisadores trabalhando nesta area é extremamente
pequeno. Tal fato se deve ndo sé a falta de recursos na area, mas também a falta de
pesquisadores com treinamento nas duas areas fundamentais para o desenvolvimento
destes estudos, ou seja biologia molecular e genética quantitativa. E importante,
portanto, que programas sejam desenvolvidos para capacitagdo de pesquisadores e
desenvolvimento de pesquisa nestas areas.
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INTRODUGAO AQO USO DE MARCADORES MOLECULARES

Luciana Correia de Almeida Regitano
Embrapa-CPPSE

Introducgéo

Marcadores geneticos sdo caracteristicas de heranga mendeliana simples que
permitem a inferéncia do gendtipo a partir do fendtipo do individuo, fornecendo
informagdes importantes para a analise genética de uma espécie. Para a comparagéio
entre populagbes, os marcadores devem ser neutros com relaco a adaptagdo e a
sobrevivéncia do animal, preferencialmente codominantes e estaveis ao longo do
desenvolvimento.

Os primeiros marcadores disponiveis foram as mutagdes que produziam alteragbes
morfoidgicas como, por exemplo, 0 nanismo, a auséncia de asas em Drosophila e a
auséncia de pelos em camundongos. Entretanto, tais mutagdes sdo pouco freqlentes nas
populagdes naturais, nas quais a maior parte da variagdo genética é de carater continuo,
e freqUentemente comprometem a adaptac&o do individuo (Tanksley, 1993).

A partir da década de 30, o polimorfismo de antigenos eritrocitarios passou a ser
investigado, fornecendo uma nova classe de marcadores em animais. A andalise de
marcadores foi ampliada com o desenvolvimento de técnicas de eletroforese de proteinas
associadas a meétodos de coloragdo histoquimica, que permitiram que a variagéo genética
das ispenzimas passasse a ser estudada. Esses marcadores tém sido intensamente
utilizados para investigar a estrutura das populagbes, elucidando questbes como fluxo
génico em populac¢des naturais, dispersdo e filogenia. Apesar disso, apenas uma parte da
variagdo genética pode ser observada, aquela resultante de mutagbes que ocorrem em
regides codificadoras do genoma e resultam em alteragao detectavel do produto génico.

Além disso, as isoenzimas podem sofrer variagbes de acordo com a idade e o tecido
utilizado.
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Essa limitagdo foi superada com o desenvolvimento das técnicas de andlise de
DNA e o consequente desenvolvimento de diversos tipos de marcadores moleculares, que
serio discutidos a seguiir,

Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrigdo

A caracterizagdo do polimorfismo de DNA tornou-se possivel com a descoberta das
endonucleases de restricdo da Classe ll, capazes de cortar a molécula de DNA em sitios
especificos, denominados sitios de restricdo. O nimero de cortes efetuados por uma
determinada enzima de restricdo é fungéo do nimero de sitios de restricdo presenies ao
longo da moiécuia de DNA. A ocorréncia de variagdo individual no nimero e tamanho dos
fragmentos formados pela digestdo do DNA com uma enzima de restricdo foi
demonstrada por Grodzicker et al. (1974), em adenovirus. Essa variagio & o resultado de
mutagdes que eliminam ou criam sitios de restricdo para uma determmada enzima e foi
denominada Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restrlg:ao ou RFLP.

O método desenvolvido para adenovirus ndo produziu resultados satisfatérios em
eucariotos superiores, em fungéo do tamanho do genoma. Nessas espeécies, © numero de
fragmentos resultantes da digestdo com enzimas de restricho é muito grande.
Consequentemente, tentativas de separa-los por tamanho em gel de eletroforese
produziram um rastro ao invés de bandas discretas. A solugio para esse problema surgiu
com o desenvolvimento da técnica de Southem blot (Southemn, 1975), na qual os
fragmentos separados séo imobilizados em um suporte sélido e desnaturados. Explorando
a tendéncia da molécula de DNA de formar duplas-fitas complementares, Southern utilizou
uma seqiéncia de DNA fita-simples, marcada com P, como sonda. Como resultado,
apenas os fragmentos complementares a sequéncia utilizada como sonda foram
revelados (Figura 1).

Estas sondas de DNA podem ser de regides codificadoras ou néo. O emprego de
sonda de DNA complementar ao RNA mensageiro (cDNA) € o mais comum e apresenta a
vantagem de ndo conter sequéncias repetitivas. As sondas andnimas, obtidas a partir de
fragmentos de DNA ao acaso, possibilitam a rapida obten¢do de marcadores para
construcdo de mapas de ligagdo e permitem a analise de regides néo codificadoras do
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DNA. Porém, em virtude da abundancia de DNA repetitivo no genoma dos eucariotos,
quando o objetivo € a obtengdo de marcadores unilocais, essas sondas devem ser
submetidas a um processo de selegdo, de forma a garantir que apenas aquelas que
representam seqléncias de copia unica sejam empregadas.

Um aspecto importante dos marcadores RFLP € a prevaléncia de dialelismo.
Muitos dos locos marcadores descritos sdo dialélicos, quer originados de mutagdes de
ponto ou de mutagbes estruturais. Marcadores dialélicos s&o bastante limitados para o
mapeamento genético em populagbes segregantes, em fungdo do numero de
cruzamentos informativos. Outra desvantagem é a presenca de alelos raros, fazendo com
que muitas populagdes apresentem um padréo monomérfico. Apesar dessa limitaggo, em
1990 mais de 120 locos haviam sido mapeados em bovinos (Kennedy et al., 1990).

A técnica de PCR

Uma das mais marcantes contribuigbes ao estudo de marcadores moleculares foi o
desenvolvimento da técnica de Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR). _Essa'técnica foi
desenvolvida por Mullis em 1983 (Mullis, 1930), mas sua importancia séﬁcou demonstrada
com a publicagdo dos primeiros trabalhos de aplicagdo da PCR em diagndstico de
doengas (Saiki ef a/, 1985). A técnica consiste na replicagdo do DNA “in vitro”, catalisada
por uma DNA polimerase termoestavel (Figura 2). A reagéo requer a presenga dos quatro
tipos de nuclectideos e de oligonucleotideos complementares as extremidades da regido
do DNA que se deseja amplificar. Os oligonucleotideos (“ihiciadores" ou ‘primers”)
funcionam como ponto de inicio para a sintese de uma fita de DNA compiementar a fita
molde. Cada ciclo de PCR envolve a desnaturagdo da molécula de DNA alvo, obtida pela
elevagio da temperatura para 92 a 95°C, o anelamento dos “primers” pela redugio da
temperatura até o ponto ideal para cada par de “primer”, e a extenséo da sintese da nova
fita de DNA. Como as fitas recém sintetizadas funcionam como molde para o proximo
ciclo, ao final de varios ciclos obtém-se um acimulo exponencial de copias da regido
delimitada pelos “primers”. A temperatura ideal de anelamento depende basicamente do
tamanho e da seqéncia dos oligonucleotideos utilizados. Como regra geral, “primers”
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mais longos e com maior contetdo de guanina (G) e citosina (C) apresentam anelamento
mais estavel.

A extensdo da sintese da nova fita de DNA era originalmente catalisada pelo
fragmento Klenow da DNA-polimerase | que, por ser termolabil, exigia adicdo de enzima a
cada novo ciclo de PCR.

A utilizagdo de uma DNA polimerase (Taq potimerase) isolada da bacteria Thermus
aquaticus, capaz de catalisar a sintese de DNA a 72°C e se manter estavel a 92°C,
permitiu a automag¢éo da técnica de PCR (Saiki ef al., 1988).

O impacto da técnica de PCR na andlise de marcadores de DNA deve-se
principalmente a simplicidade e sensibilidade.A quantidade de DNA molde necessaria
para a deteccéo do produto de amplificagdo toma possivel a analise do DNA obtido de
uma unica célula.Q principio de amplificagdo de DNA in vitro tem sido utilizado para o
desenvolvimento de técnicas de sequenciamento, clonagem e para o desenvolvimento de
novos marcadores, como 0s RAPDs (Polimorfismos de DNA amplificados ao acaso),
AFLPs (Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos Amplificados) (Ferreira e
Grattapaglia, 1995) e microssatélites.

Além disso, muitos dos polimorfismos descritos pelo métode de Southem tém sido
transformados em marcadores baseados em PCR especifica.

Para a analise de RFLP utilizando PCR, as extremidades da sonda que revelou o
polimorfismo sdo sequenciadas e as informagdes sdo utilizadas para a sintese de
“primers” compiementares. Esses “primers” sdo utilizados para amplificar a regiao que
contém os sitios polimérficos de restrigdo. Os fragmentos produzidos pela digestao dos
produtos de amplificagio podem ser entdo analisados em géis de agarose (Ferreira e
Grattapaglia, 1995). O PCR-RFLP tem sido aplicado no diagnédstico de doencas
hereditarias em humanos e em animais.

Com o crescente desenvolvimento dos projetos de sequenciamento do genoma
das principais espécies animais, os “primers” podem também ser desenvolvidos a partir de
seqliéncias publicadas.
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Microssatélites

Os genomas dos eucariotos abrigam grande quantidade de DNA repetitivo,
classificado de acorde com ¢ nimero de nucleotideos e a complexidade da seqligncia que
compde as repetiches. As diferentes classes sdo também caracterizadas por
comportamento tipico quanto a distribuigdo no genoma e quanto ao mecanismo envolvido
em suas origens (Jobse et al., 1995).

A variabilidade de seqiéncias repetitivas foi demonstrada por Bell ef al. (1982), e
posteriormente utilizada para a produgio de perfis caracteristicos de cada individuo pela
técnica de “DNA fingerpring” (Jeffreys ef al., 1985).

Um avango importante na obtengio de marcadores unilocais veio da utilizagao de
uma classe de DNA repetitivo, as seqiéncias microssatélites. Os microssatélites sao
caracterizados por repetigdes em tandem de um mono, di ou ftrinuclectideo mais
freqlente, localizado dentro de regides de seqiéncia Unica. Cada bloco de repetigdes €
geralmente menor do que 100 pares de nucleotideos (Tautz, 1989). Do mesmo modo que
outras regibes repetitivas do genoma, a variagéo do numero de repeticdes em cada loco &
resultante de erros no deslocamento da DNA polimerase durante a replicagdo do DNA.

Os microssatélites poli(G) e poli(A) s&o os mais simpies enquanto que poli(GT) séo
os mais freqlentes, aparecendo em aproximadamente 5 a 10 X 10* locos individuais no
genoma dos mamiferos (Soller, 1990). Muitos outros microssatélites foram identificados
até o momento, e é possivel que qualquer sequéncia de poucos nucleotideos possa
representar um microssatélite no genoma de eucariotos.

Os microssatélites podem ser amplificados de maneira especifica pela técnica de
PCR utilizando “primers” que contém parte da sequéncia flanqueadora de cdpia unica
(Figura 3). A amplificagio resulta em produtos de diferentes tamanhos, em funcdo do
numero de copias da seqiéncia microsatélite delimitada pelos “primers”. Uma vez que 0s
oligonucleotideos utilizados sdo complementares as seqUéncias de copia unica que
flanqueiam os microssatélites, obtém-se marcadores unilocais, altamente polimdrficos e
de heran¢a codominante.

Distorgdes da segregagado podem surgir em decorréncia da “expansao” ou
“contragdo” do microssatélite durante a meiose. A freqigncia desses eventos ¢ da ordem
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de 10 ~“*a 10 ~° por loco por gameta (Holmes, 1994), suficientemente baixa para permitir
seu uso como marcador genético. Entretanto, em presenga de alteragbes do sistema de
reparo, a taxa de mutag&o pode aumentar de 100 a 1000 vezes. A instabilidade resultante
tem sido associada com o desenvolvimento de alguns tipos de cancer (Simpson, 1996) ¢
de doengas hereditarias, como a sindrome do cromossomo X-fragil.

Considerando a freqléncia dessas sequéncias e um tamanho médio do genoma de
mamifero de 3 X 10° pares de nucleotideos, seria possivel construir mapas genéticos com
aproximadamente 10.000 locos microssatélites (Soller, 1990). Em bovinos, os mapas
genéticos compostos por uma combinagio de marcadores RFLP e locos microssatélite,
fomecem uma cobertura de aproximadamente 90% do genoma (Bishop et al., 1994:
Barendse et al., 1994; Barendse et al., 1997).

Recentes progressos tém sido alcangados em decorréncia do grande estimulo
ao programa Genoma Humano, cujo objetivo € mapear e sequenciar todos os genes da
especie. O mapeamento comparativo deverd resultar em avangos significativos também
em outras especies de mamiferos, uma vez que a conservagéo de padrées cariotipicos,
sequéncias codificadoras e de ordem de genes nos cromossomos tem sido descrita em
muitas espécies (Womack e Moll, 1986).

A utilizagdo de PCR para a analise desses marcadores representa uma importante
redugéo no tempo despendido para a identificaco dos genétipos, além de permitir a
identificacéo do gendtipo de embriGes. Esse fato, aliado ao intenso polimorfismo, toma os
microssatélites marcadores bastante adequados para a constru¢éo de mapas genéticos e
identificagéo de locos que controlam caracteres quantitativos (QTLs), principaimente em
especies onde o numero de progénies é limitado (Massey e Georges, 1992).
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POLIMORFISMOS DO SISTEMA IMUNE E SUA APLICAGAO NO MELHORAMENTO
ANIMAL PARA RESISTENCIA A DOENGAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS.

I1sabel K. F. de Miranda Santos

Laboratério de Imunclogia

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Brasiiia DF

Demandas para marcadores para resisténcia a doengas na produc#o pecuéaria

As doencas infecciosas e parasitdrias impdem perdas importantes em varios
niveis da produgéo pecuaria do Pais. A nova ordem no comércio mundial substituiu as
barreiras tarifarias pelas barreiras sanitarias afetando o comércio de produtos
contaminados seja com microorganismos seja com os produtos farmaco-quimicos
empregados no controle de doencas e infestagdes. H& o problema igualmente
significativo das perdas de animais e produtos pelas doent;aé eb:n%e;t&éc;ci;es em si.
Embora os dados do Ministério da Agricultura referentes a infecgbes e parasitoses
sejam incompletos assim como s&o escassos os estudos avaliando o impacto
econdmico dessas doencas, apenas alguns numeros ilustram a magnitude das perdas.
Os prejuizos causados pelo carrapato sdo estimados em mais de US$ 1 bilhdo anuais
somente em perdas na qualidade de couros. Juntamente a essas perdas somam-se as
causadas por parasitas transmitidos por esse vetor: a babesiose causa prejuizos de
mais de US$1.365 mithdes por ano para a América Latina’.

O Brasil é o terceiro maior mercado de defensivos e insumos veterinarios®. Na
estimativa de membros do SINDAN uma parte significativa dessa soma destina-se a
produtos que poderiam ser substituidos por tecnologias mais eficazes e baratas como,
por exemplo, animais geneticamente resistentes a parasitas. Atuaimente poucos grupos
exploram os polimorfismos do sistema imune para obter animais resistentes a doengas

sendo que apenas um marcador imunolégico € empregado no meihoramento de

! Montenegro-James S. Prevalence and control of babeslosis in the Americas. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 87 Suppl 3: 27-36, 1992,
? Fonte: SINDAN
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animais de pecuaria, aquele do complexo de histocompatibilidade de aves associado
com resisténcia a Doenga de Marek’.

O significado biolégico dos polimorfismos do sistema imune no contexto do
melhoramento animal

O sistema imune presta-se particularmente bem para a exploragdo de
marcadores para melhoramento pois € o sistema fisiolégico mais polimérfico de todo o
reino animal. Tal variabilidade advém de sua fungéo que é a de reconhecer um numero
enorme de patdgenos de composigéo antigénica variada. Por sua vez os patogenos,
durante a co-evolugdo com hospedeiros superiores, desenvolveram mecanismos de
escape a resposta imune. Esse embate constante & a forga seletiva que mantém o
polimorfismo dos elementos do sistema imune®.

O significado biolégico desse polimorfismo é ilustrado por meio do estudo do
Complexo Maior de Histocompatibilidade (CMH) que tem o maior nivel de polimorfismo
e de heterozigosidade descrito para qualquer organismo conhecido®. A fungédo das
moléculas codificadas nesse complexo, glicoproteinas expressas em superficies
celulares, é a de apresentar peptideos antigénicos a linfocitos T, um passo essencial
para a indugdo da resposta imune. A vantagem seletiva do grande polimorfismo é
confirmada através das seguintes observagdes: a) a distribuiggo uniforme da frequéncia
de alelos o que n&o seria esperado caso a selegio fosse neutra; b) a heterozigosidade
observada, também maior do que o esperado; ¢) a taxa de substituigbes ndo-sindnimas
de bases excede em muito a taxa de substituigdes sindnimas apenas na regiéo
codificante para o sitio de ligagdo de peptideos antigénicos; d) os polimorfismos sdo
mantidos atraves das barreiras de espécies e antecedem a especiag&o: @) 0s introns
sdo homogéneos em relagdio aos exons O que sugere que a selegdo balanceadora
mantém a diversidade nos exons.

® Tizzard

4 Haldane JBS. 1949. Disease and Evolution La Ricerca Sci. 19, suppl.68-76. Citado em Infectious

Diseases of Humans. Dynamics and Control. Anderson RM e May RM. Oxford Univerity Press. 1992. p.
641.
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Em relagdo a heterozigosidade elevada, propbe-se que ha uma vantagem
seletiva (selegdo sobredominante) para os portadores porque podem apresentar uma
gama maior de peptideos antigénicos®. Essa vantagem foi confirmada em relagdo a
infecgdo pelo HIV onde individuos apresentando heterozigosidade méaxima nos locos
HLA-A, B e C do CMH humano evoluiram muito mais ientamente para a sindrome da
imunodeficiéncia do que os individuos que ndo apresentavam esse grau de
heterozigosidade’. Um estudo desenvoivido em populagdes naturais de ovinos sem
manejo indicou que de fato ocorre uma selegéo balanceada dos polimorfismos do CMH
e que um parasita pode ser uma das forgas seletivas: a populagio apresentou uma
associagdo significativa entre alelos do OLA, 0 CMH de ovinos e resisténcia a
nematoides intestinais e sobrevivéncia de cordeiros®.

Os patogenos podem, de modo geral, ser divididos em dois grandes grupos
conforme os mecanismos imunes efetores do hospedeiro empregados para combaté-
los: os chamados patégenos intracelulares, melhor controlados pela imunidade humoral
{i.e. Por anticorpos, complemento e demais componentes séricos;), @ os patégenos
extracelulares, melhor controlados por mecanismos celulares (i.e., Células citotéxicas,
macrofagos ativados, etc) de imunidade. Estes mecanismos séc geralments, porém
nem sempre, mutuamente excludentes®. Cada vez mais eviddncias acumulam-se
mostrando que os polimorfismos do sistema imune afetam de maneira positiva ou
negativa a capacidade de controlar patégenos'®. Assim, conforme o repertério genético
de um hospedeiro (entre outros fatores) predomina a imunidade humoral ou celular,

5 Hughes AL e Yeager M. 1998. Natural selection at major histocompatibility complex loci of vertebrates.
Ann. Ver. Genetics 32: 415-435.

6 Doherty PC e Zinkemagel RM, 1975. Enhanced immunologic surveillance in mice heterozygous at the
H-2 gene complex, Nature 256: 50-52,

7 Carrington M, Nelson GW, Martin MP et al. 1999. HAL and HIV-1: heterozygote advantage and B*35-
Cw"04 disadvantage. Science 283:; 1748-1752. '

® Paterson S, Wiison K e Pemberton JM. 1998, Major histocompatiblity complex variation associated with
juvenile survival and parasite resistance in a Jarge unmanaged ungulate population (Ovis aires L.). Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85; 3714-3719.

® Janeway CA e Travers P. Immunobiology. The immune system in health and disease. 3" Edition.
Current Biology. 1997. New York.
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Isso posto, vale ressaltar que, devido a propria fisiologia do sistema imune, nao
obteremos o animal universalmente resistente: num mesmo individuo a resisténcia a
determinados grupos de patdgenos pode significar sua susceptibilidade a outros. Alelos
de HLA-D (CMH humano) associados com resisténcia a formas clinicas graves de
infestagdo por uma filaria, a oncocercose, s&0 os mesmos aleios associados com
susceptibilidade a formas clinicas graves de malaria". O polimorfismo do sistema
imune visa, na verdade, a protegdo do rebanho e ndo do individuo. Ainda, a sele¢do
dirigida para um ou poucos aielos de MHC carrega o risco associado de selecionar
concomitantemente patégenos mais virulentos. Tal possiblidade é sugerida pela
observagdo de que a frequéncia do alelo HLA-A11 quando é alta em populagdes
humanas, acarreta a perda de epitopos do virus de Epstein-Barr que so apresentadas
no contexto desse alelo; essa variante antigénica do virus néo ocorre em populagdes
que apresentam frequéncias baixas desse mesmo alelo'>. Os atuais processos de
produgdo de aves contam com animais com pouca variabilidade genética, inclusive a
nivel de MHC, Né&o ha, porém, estudos que abordem a pressé&o seletiva exercida por
frequéncias altas de alelos do MHC sobre patégenos. Qualquer programa de
melhoramento animal para resisténcia a doengas deve considerar o impacto fisiolégico
dos alelos/polimorfismos eleitos para assistir as selecfes e também o contexto
epidemiologico e produtive no qual os animais melhorados serdc empregados.

A grande e necessaria variabilidade dos elementos imunes tem sofrido com os
processos de melhoramento animal para caracteristicas produtivas os quais estreitam a
base genetica das populagées alvo. Com efeito, o nimero de alelos observado para um
loco muito poiimorfico do bola (cmh bovino) € maior em populagbes de bovinos
africanas do que européias pois estas Ultimas contam com uma base populacional
menor devido ao pequenc numero de touros empregados na. reproducio’>. As

O Hill AVS. 1998, The immunogenetics of human infectious diseases, Ann. Rev. Immunol. 16; 593-617.

"' Meyer CG, Gallin M, Erttmann KD et al. 1994. HLA-D alleles associated with generalized disease,
localized disease and putative immunity in Onchocerca volvuvus infection. Proc. Natl. Acad, Sci. USA
91: 7515-7519.

2 CAMPOS DE LIMA PO, GAVIOLI R, ZHANG QJ, WALLACE LE, DOLCETTI R, ROWE M,RICKINSON

AB, MASUCCI MG. HLA-A11 epitope loss isolates of Epstein-Barr virus from a highly A11" population.
Science 260: 98-100, 1993,

* Mikko S e Andersson L. 1995. Extensive MHC class Il diversity in African and European cattle.
Immunogenetics 42; 408-413,
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consequéncias fisiolbgicas desse estreitamento sao ilustradas por meio da reconhecida
rusticidade de populagdes naturais ou naturalizadas, nao comerciais. Um exemplo
documentado é a resisténcia de gado n'dama aos tripanosomas africanos que impedem
a bovinocuitura em vastas regides da africa. Perus melhorados para peso de carcaga
tornam-se mais suscetiveis a infecgdes por pasteurella multocida em relag@o a animais
ndo melhorados'. Qutro exemplo é a extrema sensibilidade de guepardos de
populagbes da africa do sul ao virus da peritonite felina'®. Esses animais s&o
endogamicos e monomérficos para diversos locos do fla (emh felino) o que da uma
idéia da extensdo do estreitamento genético e, também, do papel do cmh na resisténcia
a doengas. O primata saguinus oedipus apresenta polimorﬁsrﬁb muitd Iirﬁitado nocmh e
alta susceptibilidade com mortalidade a varias infecgdes virais'®.

Essas observagdes ressaltam o valor de bancos de germoplasma animal os
quais sdo fonte de polimorfismos Uteis para o melhoramento para resisténcia. Por outro
lado, um estudo documentou uma baixa diversidade no cmh de alces europeus e norte
americanos os quais, apesar de um pequenc namero de alelos, mantem populagdes
vidveis'’. Ha, porém, que se considerar se a flora de patégenos pfevalente na area de
distribuigdo geografica circumpolar dessa espécie nao é adequadamente coberta pelos
alelos presentes nessa especie. Ultimamente de altas taxas de mortalidade causadas

por um nematdide e um retrovirus tem sido registradas nessas populagoes.

Abordagens para obter marcadores do sistema imune para resisténcia a doengas.

Nos ultimos 5 anos a imunogenética tem descrito um numero ¢ada vez maior de
polimorfismos para componentes do sistema imune que ndo o CMH. As consequéncias
imunobiotégicas dos polimorfismos podem ser distintas porém a forga seletiva é a

' NESTOR KE, SAIF YM, ZHU J, NOBLE DO. Influence of growth selection in turkeys on resistance to
Pasteurella muitocida. Pouitry Sci 75: 1161-1163, 1996

S O'BRIEN SJ, ROELKE ME, MARKER L, ET AL. Genetic basis for specues vulnerablllty in the cheetah,
Sclence 227(4693):1428-1434, 1985 LrhE,
 Evans DT, Piekarczyk MS, Allen TM et al. 1997. Immunodominance of a smgle CTL epitope in a
pnmate species with limited MHC class | polymorphism. J. Immunol. 159; 1374-1382,

" Mikko S e Andersson L. 1995. Low major histocormpatibitity complex class | diversity in European and
North American moose. Proc. Natil, Acad. Sci. USA 92: 4259-4283.
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mesma. Qualquer que seja a metodoiogia empregada para detectar os polimorfismos,
a pergunta basica é: qual é a extensdo do componente genético de 'susceptibilidade e
quais alelos afetam a susceptibilidade a doengas infecciosas? Embora ¢ objetivo desse
artigo seja a descrigao de polimorfismos do sistema imune com potencial para
meihoramento animal para resisténcia a patdgenos, as abordagens para obter
marcadores comentadas aqui pois, conforme a metodologia empregada, afetam
diretamente a qualidade da informagdo obtida e sua aplicabilidade imediata em
programas com selecdo assistida por marcadores. Referimos os leitores a varias
revisdes sobre o assunto indicados ao longo do texto e também aos artigos de Weeks e
Lathrop e Risch e Merikangas'®.

A descoberta de alelos e marcadores envolvidos com resisténcia e
potencialmente uteis ao melhoramente tem como ponto de partida a seguinte
observagéo: a grande heterogeneidade da resposta imune observada em populagdes
infectadas com o mesmo patdgeno ou imunizadas com o mesmo imunégeno. Durante a
interac@o de um patégenc com uma populagdo ha grande variagio individual nos
desfechos clinicos observados, alguns chegam ao ébito enquanto outros controlam o
mesmo patdgeno em niveis toleraveis ou até subclinicos. Esses diferentes fendtipos
clinicos dependem tanto de fatores externos aocs hospedeiros como grau de viruléncia
do patégeno, estado nutricional, tamanho do indculo/nivel de exposigdo e outros quanto
da composigao da genetica do sistema imune de cada hospedeiro. Os estudos clinicos-
epidemioldgicos conduzidos adequadamente distinguem estes diversos fatores e
fornecem o material para documentar o impacto fisiolégico de alelos/marcadores do
sistema imune sobre a resisténcia do hospedeiro.

Para buscar marcadores para resisténcia pode-se optar entre duas abordagens
basicas, nenhuma excludente da outra e cada um apresentando vantagens e
desvantagens. a do gene candidato associado com o fenétipo desejavel de resisténcia

'® Weeks DE e Lathrop GM. 1995. Polygenic diseases: methods for mapping complex disease traits. TIG
11: 513-519.

Risch N e Merikangas K. 1996. The future of genetic studies of complex human diseases. Science 273;
1516-1517.

Comentarios sobre o artigo de Risch e Merikangas: 1997. Science 275: 1327-1263.
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ou a dos estudos de ligagao entre marcadores de fungdo desconhecida e o fendtipo
de interesse.

Gene candidato; A opgéo do gene candidato, € vélida desde que se tenha um
candidato forte, ou seja, um gene de cujo produto conhece-se a fisiologia e cujos alelos
tém um impacto igualmente conhecido ou facil de prever'®. Segundo Rothschild e Solter
a probabilidade de um gene candidato estar associado a uma caracteristica de
importancia econdmica é teoricamente muito pequena mas, apesar disso, na pratica
essa abordagem tem sido bem sucedida para identificar genes de interesse. Na
pecuaria muitbs genes candidatos s3o escolhidos baseados em conhecimentos obtidos
através do estudo do efeito de uma mutagdo no homem ou em animais experlmentals
Polimorfismos do sistema imune de animais de pecuaria que estao correlacionados com
fendtipos de resisténcia e susceptibilidade a doengas infecciosas e parasitarias s&o
descritos no tépico final. Sempre gue houver uma relevancia potencial para animais, 0s
polimorfismos humanos ainda ndo descritos em animais ser&o discutidos.

Uma vez escolhido o gene candidato, existem varias etapas até que sua
associag@o com o fendtipo desejave! seja desmonstrado'® as quais s&o resumidas a
seguir. As sequéncias de primers devem ser identificadas para proceder a amplificagdo
do gene o que &, obviamente, facilitado se houver informagéo sobre a sequéncia do
gene na espécie de interesse ou em espécies relacionadas. Parte-se para a
identificago dos polimorfismos no gene candidato, de preferéncia por meio de um
processo que permita genotipagem em grande escala. A proxima etapa € a
identificagdo de uma populagéo para desenvolver estudos de associagéo e a obtengdo
de informag&o sobre os fendtipos de interesse. Os estudo de associagao em si podem
envolver um uUnico sitio polimérfico ou entdo haplotipos polimorficos que” porventura
tenham sido descritos na etapa inicial e os quais conferem maior especificidade ao
estudo. Varios modelos podem ser contruidos para comprovar a associagdo do gene
candidato com o fendtipo de interesse como, por exemplo, verificar as frequéncias dos
alelos entre ragas que diferem entre si quanto ao fendtipo. As associagbes observadas

HELN]

** Rothschild MF e Soller M. 1997. Candidate gene analysis to detect genes controiling traits of economic
importance in domestica livestock. Probe 8: 13-20.
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precisam ser confirmadas estudando-se outras populagbes € outras geragbes da
populagéo do estudo inicial.

As vantagens da abordagem do gene candidato s80: o maior poder estatistico
obtido com menor nimero de familias e individuos do que o necessario para estudos
de ligagao, a facil aplicabilidade porque n&o se necessita de populagdes de animais
com duas ou trés geragdes, custo baixo, a simplicidade de se trabalhar com um unico
gene e, finalmente, a aplicagdo imediata em programas de selecio e estabilidade do
efeito do gene candidato sobre a caracteristica desejada. Genes candidatos de efeito
mais modesto no fendtipo de interesse, que dificiimente seriam detectados em estudos
de ligagio, podem ser avaliados com sucesso. Entre as desvantagens estio o efeito da
pleiotropia de outros genes sobre o gene candidato e a ndo participagdo do gene
candidato no fendtipo desejado ou seja, a escolha inicial de um gene candidato fraco,
sem fundamento fisiolégico. Uma ultima desvantagem é a necessidade de identificagéo
prévia do gene e do mecanismo de agdo de seu produto. Em relagdo a animais de
pecuaria esse ¢ um fator menos limitante do que na area vegetal devido aos maiores
conhecimentos disponiveis sobre a fisiologia de fenotipos de interesse.

Estudos de ligagdo e andlise de genoma inteiro. Muitos genes causadores de
doengas ja foram identificados por meio de estudos que verificam a co-segregacio em
familias do fendétipo (i.e., doenga) com marcadores aleatérios de um loco genético, ou
seja, estudos de ligagdo. Em relagédo a essa abordagem, a varredura do genoma inteiro
por meio de marcadores microssatélites constitui a tecnologia mais ‘maderna. No caso

do homem, mais de 300 desses marcadores informativos permitem- a dissecgdo do
genoma em segmentos de 10 centimorgans ou 10 megabases. Em animais de pecuaria
o numero de microssatélites aumenta constantemente e ainda ha a possibilidade de se
compartilnar muitos microssatélites entre diferentes espécies, por exemplo entre
bovinos, ovinos e caprinos, o que permite a varredura desses genomas com resolugéo
muito boa. .

A vantagem dos estudos de ligagéo € a de que ndo exigem conhecimento prévio
do(s) gene(s} envolvido(s) na expresséao do fendtipo de interesse. Permitem, assim, a
identificagio de genes novos que ndo seriam apontados por estudos envolvendo genes

candidatos. Também permitem a identificagio de genes que ndo codificam produtos
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envolvidos no fendtipo de interesse mas cujo efeito sobre esse fenétipd é pleiotropico.
Entre suas desvantagens est&o o alto custo e quantidade de individuos e familias
necessarios para uma analise fiel. Marcadores ou regides cromossdmicas identificadas
por meio dos estudos de ligagdo dificilmente podem ser aplicados imediatamente a
programas de melhoramento por selegéo assistida por marcadores (SAM). A excegdo
ocorre nos casos onde mapas de ligagdo muito detalhados sédo obtidos como nos casos
de famiiias com grande nimero de irm&os ou meio-iMm3os e onde a SAM pode ser
diretamente implementada.

Dois estudos independentes™?' que empregaram a abordagem dos estudos de
ligagdo para identificar regides cromossdmicas envolvidos com resisténcia a
leishmaniose murina, uma doenga parasitaria, encontraram resultados totalmente
discrepantes ¢ que indica que essa tecnologia ainda tem limitagdes. Um desses
estudos identificou regides nos cromossomos 6, 7, 10, 11, 15 e 16 do camundongo
enguanto que o outro, empregando o mesmo patdgeno, identificou os cromossomos 9
17. Uma das razdes para essa discrepancia € que alguns ioci envolvidos com
resisténcia teriam baixa representatividade na populagdo inicial. Outra explicagdo para
as diferengas entre os dois estudos é que a expressio do fenédtipo, no caso tamanho de
lesdo induzida pela Leishmania major, depende fortemente-do tamanho do indculo e
estes foram diferentes nos dois estudos. Esses resuitados também ilustram que nos
estudos envolvendo fenétipos de resisténcia, a penetrancia do fendtipo de resisténcia
depende do grau de viruléncia e do tamanho do indculo do patdégeno sendo preferivel
usar indculos de baixa viruléncia mesmo que alguns animais suscetiveis manifestem
resisténcia.

Atuaimente ha em curso um estudo para identificar genes de bovinos associados
com tolerancia a tripanosomas africanos, parasitas que causam perdas econdmicas
importantes a bovinocultura no continente africano. Nesse empreendimento empregou-
se a ovulagédo multipla com transferéncia de embrides para produzir um grande nimero
de familias de irm&os e meio-irm&os de F2 de N'Dama (resistente) X Boran (suscetivel).

% ROBERTS LJ, BALDWIN TM, CURTIS JM, HANDMAN E, FOOTE SJ Resistance to Leishmania major
is linked to the H2 region on chromosome 17 and to chromosome 9. J Exp Med 185:1705-1710, 1997,
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Estes animais serdo desafiados com 7. congolense sob condigbes controladas e
concomitantemente trés geragbes de animais terdo seus genomas varridos com
microssatélites na esperanga de identificar regides ligadas ao fehétipo de
tripanotolerancia®. Uma abordagem semelhante num modelo murino de
tripanosomiase revelou trés regides ligadas a este fendtipo nos cromossomos 5, 17 e 1,
sendo o primeiro estudo a mapear QTLs de uma doenga infecciosa de importancia
econdmica®. Nas regides dos cromossomos 17 e 1 ligados a resisténcia existern genes
candidatos como o CMH e apolipoproteina A2 envolvida na atividade litica do soro
humano contra T. brucei brucei.

O valor para o melhoramento de animais selecionados como altos ou baixos
respondedores.

Independentemente da presenca de fendtipos de resisténcia especifica a uma
infecgdo é possivel, segundo alguns autores, selecionar animais resistentes de acordo
com o padréo de resposta imune a antigenos n&o relacionados a patégenos tais como
proteinas da lisozima da clara do ovo, hemécias de cameiro e outros Embora haja
efetivamente uma correlagéo entre titulos de anticorpos e indices de proliferagdo e
ativag@o celular com a funcéo de macréfagos para produgdo de radicais toxicos de
oxigénio®* néo ha indicio de que esse suposto melhor desempenho do macréfago para
um elemento imune efetor (i.e, O»-) esteja correlacionado com real protegdo contra um
patégeno. O valor da sele¢io para titulos de anticorpos ou indice de proliferagao celular
ainda nao provou ser um marcador ou indicador de resisténcia contra uma ou mais
doencas infecciosas.

2! BEEBE AM, MAUZE S, SCHORK NJ, COFFMAN RL. Serial backcross mapping of multiple loci
associated with resistance to Leishmania major in mice. immunity 6:551-557, 1997

Z Kemp SJ e Teale A. 1998. Genetic basis of trypanotolerance in cattle and in mloe Parasnol today 14:
450-454

B Kemp 8J, iraqi F, Darvazi A, Soller M e Teale A. 1997. Localization of genes controllmg resistance to
{rypanosomiasis in mice, Nat, Genetics 16; 194-196
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Por outro lado, animais selecionados para resposta inflamatdria minima ou maxima
apresentam niveis bastante diferentes de resisténcia para patdégenos intracelulares nao
relacionados tais como Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes™. Nesse
caso alguns dos mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria podem ser os
mesmos envolvidos na resposta inata a patégenos intracelulares. Mas no caso de
anticorpos especificos, a associagdo de altos titulos com fungdo macrofagica elevada
pode apenas revelar a agéo de complexos imunes, presentes em maior quantidade,
sobre esta célula.

Genética funcional e andlise do proteoma de células linféides.

O termo Proteoma foi empregado pela primeira apenas recentemente e refere-se
ao complemento protéico total de um genoma, ou seja, o genoma expresso. Envoive a
caracterizag&o de proteinas e a ligagdo destas aos seus genes codificantes (para uma
revisdo veja Humphrey-Smith et al.?®). A tecnologia basica envolvida é a eletroforese
bidimensional devido ao seu grande poder de resolugéo de misturas complexas de
proteinas. Uma andlise comparativa dos géis 2-D de misturas de proteinas expressas
por genomas idénticos porém estimulados diferencialmente pode revelar moléculas
novas ainda ndo caraterizadas e envolvidas em processos celulares como, por
exemplo, mecanismos imunes efetores envolvidos com resisténcia a parasitas. Apés a
eletroforese 2-D as proteinas de interesse sdo sujeitas a digestdo e a massa dos
peptideos resultantes & submetido a “fingerprinting’ por meio de espectrometria de
massa em MALDI-TOF. As informagbes sobre massa molecular, ponto isoelétrico e
posigdo de ligagdes peptidicas e sequéncia de amino acidos séo cruzadas em bancos
de dados e a proteina é entdo caracterizada. A andlise de proteomas, ou seja, a
genética funcional promete ser uma nova fonte de prospecgéo de marcadores para
resisténcia a doengas. S Y

? Groves TC, Wilkie BN, Nennedy BW e Mallard BA. 1993. Effect of selection of swine for high and low
immune responsiveness on monocyle superoxide anion production and class Il MHC antigen
expression Vet. Immunol. Immunopathol. 36: 347-358,

2 Araujo, LMM, Ribeiro OG, Siqueira M et al. 1988, Innate resistance to infection by intracellular bacterial

pathogens differs in mice selected for maximal or minimal acute inflammatory response. Eur. J.
Immunol. 28: 2913-2920.
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Alguns genes candidatos do sistema imune e sua associagdo com resisténcia a
doencas infecciosas e parasitarias e resposta a vacinas.

Alguns polimorfismos do sistema imune sdo descritos aqui que apresentam
utilidade potencial em programas de SAM porque podem afetar de maneira positiva a
resisténcia a patdgenos. Muitos ainda néo foram detectados em animais de pecudria
mas & razoavel supor que venham a ter um papel em mecanismos de resisténcia
devido aos mecanismos gerais, trans-especificas que regem a resposta imune. Alguns
polimorfismos sdo comentados porque podem afetar a resposta a antigenos vacinais.
Os polimorfismos descritos aqui s&o apenas representativos do que ocorre no sistema
imune e ndo compreendem todos aqueles que sao candidatos potenciais.

Polimorfismos do CMH uteis para o melhoramento. O estudo da associagéo de
alelos do CMH humano com doengas € uma area muito produtiva e que revela muitos
aspectos sobre a interaglo patdégeno/hospedeiro a nivel molecular. Nao é, porém, o
escopo deste artigo enumerar todas essas associagdes mas apenas descrever aquelas
com potencial para o0 melhoramento. |

O mapeamento de epitopos de células T de um antigeno derivado de Babesia
bovis, o 12D3, revelou a existéncia de determinantes que induzem proliferagio de
linfocitos T em apenas alguns bovinos, proliferagdo esta associada a certos aielos do
BoLA-DRB3%. Isso indica que a eficicia de algumas vacinas peptidicas pode ser
comprometida pela restricdo genética exercida pelo MHC. Por outro lado, no homem
alguns epitopos derivados de P. falciparum e caracterizados como degenerados sdo
capazes de ser apresentados por alelos multiplos de HLA-A e HLA-B, alelos estes que
compdem uma familia de supertipos. Este dado sugere que, mesmo em populagdes
com variabilidade grande no MHC, & factivel obter vacina feita de peptideos que seja
universalmente eficaz®®. De fato, estudos recentes sobre a selegéo de epitopos
derivados do virus da febre aftosa em bovinos revelaram que alelos multiplos do BoLA

% Humphrey-Smith 1, Cordwell SJ e Blacksotck WP. 1997. Proteome research: complemetarity abd
limitations with respect to the RNA and DNA worlds. Electrophoresis 18: 1217-1242.

% COURT RA, SITTE K, OPDEBEECK JP, EAST IJ. Mapping the T cell-epitopes of the Babesia bovis
antigen 120D3: implications for vaccine design. Parasite Immunol. 20: 1-8, 1998.

% DOOLAN DL, HOFFMAN SL, SOUTHWOOD S, et al. Degenerate cytotoxic T cell epitopes from P.
falciparum restricted by multiple HLA-A and HLA-B supertype alleles. Immunity 7: 87-112, 1997
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eram capazes de induzir respostas a alguns peptideos virais conservados®
AARESTRUP e colegas™ verificaram uma associagdo entre haplotipos de classe
| do BoLA com susceptibilidade a mastite subclinica em vacas leiteiras. ‘XU e colegas™
correlacionaram um polimorfismo no exon 2 do BolLA DRB3 com resisténcia a
linfocilose persistente, condigdo muito prevalente em gado leiteiro. Sugerem seu
emprego como marcador para melhoramento para resisténcia a essa condigio.
Polimorfismos de citocinas, receptores de quimiocinas e resisténcia a infecgdes.
As citocinas, quimiocinas e seus receptores sdo moléculas envolvidas em aspectos
fundamentais da regulagao da resposta imune. Regulam o crescimento, diferenciagéo e
ativagdo de diversas populagbes de células do sistema imune ou, no caso das
quimiocinas, afetam a migragao e ativagdo de células fagociticas e linfocitos. O tipo de
resposta imune induzido, se predominantemente celular ou humoral, depende tanto de

aspectos qualitativos quanto quantitativos do perfil de citocinas e quimiocinas induzido.
Em outras palavras, isso implica que ¢ tipo e a quantidade- de -cada citocina efou
quimiocina presente durante a indugdo de uma resposta imune afetara a resisténcia de
hospedeirc a um patogeno. Qualquer polimorfismo genético que afete este perfil
também afetara o grau de resisténcia do hospedeiro.

O TNF-a é uma citocina inflamatédria com importante papel na regulagio da
fungdo de células fagociticas e assessérias da resposta imune. O TNF-o¢ humano foi a
primeira citocina para a qual um polimorfismo foi descrito que afetava seus niveis
constitutivos e induzidos e que era associado com efeitos clinicos. As duas variantes
geneticas conhecidas localizam-se na regido do promotor e séo causadas por uma
unica substituicdo de base na posigdo -238 ou -308. Afetam o desfecho clinico das
inffecgbes causadas pelo Plasmodium falciparum, Leishmania brasiliensis,

* VAN LIEROP MJ, NILSSON PR, WAGENAAR JP, VAN NOORT JM, CAMPELL JD, GLASS EJ,
JOOSTEN |, HENSEN EJ. The influence of MHC polymorphism on the selection'of T-cell determmants
of FMDV in cattle immunology 84: 79-85, 1995,

® AARESTRUP FM, JENSEN NE, OSTERGARD H. Analysis of associations between major

histocompatibility complex (BoLA) class | haplotypes and subclinical mastitis in dairy cows. J. Dairy
Sci. 78: 1684-1692.

3 XU A, van EIJK MJT, PARK C & LEWIN HA. Polymorfism in BoLA DRB3 exon 2 correlates with

resistance to persistent lymphocytosis caused by bovine leukemia virus. J. Immunol 151: 6977-6985,
1993.
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Mycobacterium leprae™, entre outras infecgdes. Ha relato de que bovinos apresentam
polimorfismo semelhante com impacto sobre a parasitemia casuada por infecgbes com
o Trypanosoma vivax™.

Outra citocina para a qual polimorfismos comegam a ser descritos é a IL-10.
Essa citocina & importante na modulagéo de subpopulagbes de linfécitos T e seus
niveis determinam o perfil dominante do mecanismo efetor se humoral ou celular. No
homem, variantes genéticas da IL-10 estdo associadas a resisténcia a infecgbes
meningoccicas fulminantes®. Polimorfismos para esta citocina também foram
identificados recentements em bovinos® mas ainda ndo existe nenhum estudo que
tenha observado correlagdes clinicas com os diferentes alelos. Esta citocina tem um
importante papel na imunorregulagdo de infecgdes com Babesia bovis e Fasciola
hepética em bovinos™® o que torna seus polimorfismos candidatos a marcadores para
melhoramento.

Ha um relato descrevendo uma varia¢gdo nos niveis de IL-1 produzidos por
individuos normais que esta relacionada com um polimorfismo em um receptor do
antagonista de IL-1 {IL-1Ra)*’. Embora esse polimorfismo ndo tenha sido descrito em
bovinos, tal observagéo tem aplicagdo potencial no melhoramento para resisténcia a
carrapatos pois bovinos resistentes a esse ectoparasita produzem nivéis maiores dessa

FL] P

32 CABRERA M, SHAW AM, SHARPLES C, WILLIAMS H, CASTES M, CONVIT J, BLACKWELL JM.
Polymorphism in tumor necrosis factor genes associated with mucocutaneous leishmaniasis. J Exp
Med 182: 1259-1264, 1995.

McGUIRE W, HILL ASV, ALLSOP CEM, GREENWOOD BM, KWIATKOWSKI D. Variation in the TNF-
o promoter region associated with susceptibility to cerebral malaria. Nature 371: 508-511,1994,

ROY S, MCGUIRE W, MASCIE-TAYLOR CG, SAHA B, HAZRA SK, HILL AV, KWIATKOWSK! D.
Tumor necrosis factor promoter polymorphism and susceptibility to lepromatous leprosy. J Infect Dis
176:530-532, 19987

3 |LRI Annual Report. 1997.

 WESTENDORP RG, LANGERMANS JA, HUIZINGA TW, VERWEIJ CL, STURK A. Genetic influence
on cytokine production in meningococcal disease. Lancet 349:1912-1913, 1997

% BEEVER JE, FISHER SR, LEWIN HA. Polymorphism identification in the ACADM, AT3, iL10, MYOG
and TSHB genes of cattle. Anim Genet 28:373-374, 1997

% CHITKO-McKOWN CG, RUEF BJ, RICE-FICHT AC, BROWN WC. Interdeukin-10 downregulaies
proliferation and expression of interleukin-2 receptor p55 chain and interferon-gamma, but not
interieukin-2 or interleukin-4, by parasite-specific helper T cell ciones obtained from cattle chronically
infected with Babesia bovis or Fasciola hepatica. J. Interferon Cytokine Res. 15: 915-922, 1995.

¥ DANIS VA, MILLINGTON M, HYLAND VJ, GRENNAN D. Cytokine production by nommal human
monocytes: intersubject variation and relationship to an iL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) gene
polymorphism. Cfin Exp Immunol 99: 303-310, 1995
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citocina™.

A analise de segregacédo em individuos infectados com Schistosoma mansoni
indicou a existéncia de um gene que afeta a produgdio de IL-5, uma citocina com papel
importante na regulagdo da resposta imune a este parasita® e outros helmintos
inclusive os de importancia para a produgao animal. Um estudo envolvendo a varmredura
dos genomas de familias apresentando intensidade varidavel de infecgdo por esse
parasita revelou uma regi&o no cromossomo 5 ligado a esse fendtipo, regiao esta que
codifica a IL-5 e outras citocinas de importancia na imunorregulagdo de parasitas
intestinais®.

Um polimorfismo que afeta o receptor celular do interferon-gama no homem esta
associado a susceptibilidade genética a infecgdes generalizadas por micobactérias que
normalmente s&o pouco patogéncias. Esse defeito impede a ativagdo de macréfagos
para a produgdo de TNF-a”. H4 indicios indiretos de que polimorfismos que afetam os
niveis de IFN-y possam ocorrer em bovinos® pois hd uma variagao intraespecifica
muito grande para a produgdo dessa citocina apoés estimulo padronizado. .

As quimiocinas C-C participam de um importante mecanismo protetor contra a
infecgdo pelo HIV pois individuos hemofilicos que s&o hiperprodutores de beta
quimiocinas ndo desenvolveram imunodeficiéncia apesar de terem sido inoculados
continuamente com este virus® Outra quimiocina, a SDF-1, também apresenta
polimorfismo que esta associado com um adiamento significativo do desenvolvimento

% RAMACHANDRA RN, WIKEL SK. Effects of Demmnacentor andersoni (Acari: Ixodidae) salivary gland
extracts on Bos indicus and B. taurus lymphocytes and macrophages: in vitro cytokine elaboration and
lymphocyte blastogenesis. J. Med. Entomol. 32:338-345, 1995,

* RODRIGUES V JR, ABEL L, PIPER K, DESSEIN AJ. Segregation analysis indicates a major gene in
the control of interleukine-5 production in humans infected with Schistosoma mansoni Am J Hum
Genet §9:453-461, 1996,

% MARQUET S, ABEL L, HILLAIRE D, DESSEIN H, KALIL J, FEINGOLD J, WEISSENBACH J. DESSEIN
AJ Genetic localization of a locus controliing the intensity of infection by Schistosoma mansoni on
chromosome 5q31-33. Nat Genet 14:181-184,1996.

“! NEWPORT MJ, HUXLEY CM, HUSTON S, HAWRYLOWICZ CM, OOSTRA BA, WILLIAMSON R,
LEVIN M. A mutation in the interferon-gamma-receptor gene and susceptibility to mycobacterial
infection. N Engt J Med 335:1941-1949, 1996,

“ EDFORS-LILJA |, WATTRANG E, MAGNUSSON U, FOSSUM C. Genetic variation in parameters
reflecting immune competence in swine. Vet Immunol immunolpathol 40: 1-16, 1§94.

“ ZAGURY D, LACHGAR A, CHAMS V, et al. C-C chemokines, pivotal in protection against HIV type 1
infection. Proc Natl Acad Sci USA 85: 3857-3861, 1998,

42



de imunodeficiéncia em individuos infectados pelo HIV*. Por outro lddo, mutagdes nos
receptores celulares de quimiocinas, CCR5 e CCR2, também tém um papel criticc no
desfecho clinico da infecgdo pelo HIV®. Tais associagdes tornam os polimorfismos das
quimiocinas e de seus receptores candidatos a marcadores para o melhoramento para
resisténcia ao virus da leucose bovina, um retrovirus que possivelmente emprega
mecanismos de invasdo e viruléncia semelhantes ao HIV e que causa perdas
importantes ao setor de gado leiteiro.

Polimorfismos de alotipos de imunoglobulinas e resisténcia a infeccbes. Como o
homem, bovinos apresentam polimorfismos na regido constante de suas

imunoglobulinas (alotipos) e existem alguns estudos que associam alotipos distintos
com susceptibilidade a infecgdes. O alelo IgG2b, por exemplo, esta associado com
maior susceptibilidade a mastite clinica enquanto que o alelo IgG2a esta associado a
resisténcia a mastite®. No homem certos alotipos estdo relacionados com resposta
diminuida ou ausente para antigenos de carboidratos. o

Polimorfismos do NRAMP1 e resisténcia a _infeccdes intracelulares. Em varias
espécies ja4 foi documentada a resisténcia, chamada natural, para infecgbes com
patégenos intracelulares. SKAMENE, GROS e colaboradores demonstraram que essa
resisténcia é mediada por uma proteina de membrana expressa exclusivamente em

macréfagos e que pertence a familia das proteinas de transporte®. Portadores de
variantes genéticas dessa proteina sdo suscetiveis a essa classe de patogenos porque,
provavelmente, a proteina defeituosa ndo consegue manter no macréfago um
microambiente hostil ac patégeno intracelular. Essa proteina ja foi descrita em

“ WINKLER C, MODI W, SMITH MW, ET AL. Genetic restriction of AIDS pathogenesis by an SDF-1
chemokine gene variant. ALIVE Study, Hemophilia Growth and Development Study (HGDS),
Multicenter AIDS Cohort Study (MACS), Multicenter Hemophilia Cohort Study (MHCS), San Francisco
City Cohort. Science 279:389-393, 1998.

S SMITH MW, DEAN M, CARRINGTON M, ET AL. Contrasting genetic influence of CCR2 and CCR5
variants on HIV-1 infection and disease progression. Hemophilia Growth and Development Study
(HGDS), Multicenter AIDS Cohort Study (MACS), Multicenter Hemophilia Cohort Study (MHCS), San
Francisco City Cohort (SFCC), ALIVE Study. Science 277:959-965 1897.

“ KELM SC, DETILLEUX JC, FREEMAN AE, KEHRLI ME JR, DIETZ AB, FOX LK, BUTLER JE,
KASCKOWVICS 1, KELLEY DH Genetic association between parameters of innate immunity and
measures of masdlilis in periparturient Holstein cattle. J Dairy S¢i 80:1767-1775, 1997.

4 VIDAL SM, MALO D, VOGAN K, SKAMENE E, GROS P Natural resistance to infection with intraceliular
parasites: isolation of a candidate for Beg. Cell 73:469-485, 1993,
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bovinos® e esta associada com mecanismos efetores para o controle de Brucella
abortus, 'Mycobacten'um bovis BCG e Salmonella sp. Bovinos apresentam
polimorfismos para este marcador cujas associagées com resisténcia a infecgles
intracelulares comegam a ser estudadas (SKAMENE, comunicacdo pessoal). No
homem recentemente foi descrito pela primeira vez uma relagéo de variantes do gene
NRAMP 1 com susceptibilidade a tuberculose®. Em aves a resisténcia a salmonelose
também esta ligada ao NRAMP 1%,

Conclusdes

Os genes envolvidos em defesa do hospedeiro sfo 0s que mais rapidamente
evoluem e por isso o sistema imune é fonte de grande numero de polimorfismos que
podem ser empregados em programas de melhoramento assistida por marcadores.
Uma vez identificado um marcador ligado a resisténcia, o impacto fisiolégico do produto
do gene escolhido sobre outros patdgenos que ndo o envolvido no fendtipo sob
avaliagdo deve ser levado em consideragdo. O animal universalmente resistente
dificiimente sera obtido. Ao mesmo tempo, novos marcadores identificados por meio de
estudos de ligagéo ou andlise de proteomas podem revelar componen{ég imunes ainda
desconhecidos nos mecanismos efetores de protegio e na interagdo
parasito/hospedeiro. Com o advento dos mapas de genomas baseados em
microssatélites os estudos de ligagéo estdo bastante facilitados e devem render novos
marcadores assim como confirmar a participagéo de genes candidatos nos fenétipos de
interesse.

“ FENG J, L1 Y, HASHAD M, SCHURR E, GROS P, ADAMS LG, TEMPLETON JW. Bovine natural
resistance associated macrophage protein 1 (Nramp 1) gene. Genome Res 6: 956-964, 1996,
QURESHI T, TEMPLETON JW, ADAMS LG. Intracellular survival of Bruceifa abortus, Mycobacterium
bovis BCG, Salmonella dublin and Salmonella typhimurium in macrophages from cattle genetically
resistant to Brucella aborfus. Vet Immunol Immunopathol 50: 55-65, 1997.

‘s BELLAMY R, RUWENDE C, CORRAH T, MCADAM KP, WHITTLE HC, HILL AV Variations in the

NRAMP1 gene and susceptibility to tuberculosis in West Africans. N Engl J Med 338:640-644, 1998,

Hu J, Bumstead N, Barow P. et al. 1997. Resistance to salmonellosis in the chicken is linked to

NRAMP1 and TNC. Genome Research 7: 693-704. '
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METODOS ESTATISTICOS PARA IDENTIFICAGAO DE QTLS EM ANIMAIS

Mario Luiz Martinez
Embrapa Gado de Leite

Delineamentos Experimentais

A.1. Introdugao

Um grande numero de delineamentos experimentais e de metodoiogias
estatisticas tem sido proposto para se detectar genes que afetam caracteristicas
quantitativas com o auxilio de marcadores genéticos. Todos os delineamentos
sugeridos tém varios elementos em comum. Considera-se que um focus de
caracteristica quantitativa (QTL) esteja ligado ao locus de um marcador com uma
freqiéncia de recombinagdo r. A priori, assume-se que apenas dois alelos estdo
segregando na populagdo para ambos o /ocus do marcador, M e o locus do QTL, Q. Os
gendtipos do marcador serdo denominados de M1M1, M1M2 e M2M2. Os genétipos do
QTL serdo denominados por Q1Q1, Q1Q2 e Q2Q02, com efeitos esperados de a, d e -3,
respectivamente, sobre a caracteristica quantitativa, Assim, se um individuo for
heterozigoto para ambos os /Joci, metade da progénie recebera o aleio M1 e a outra
metade o alelo M2. Desde que M e Q estejam ligados, aquelas progénies que
receberem M1 também recebera Q1, enquanto aquelas que receberem M2 também
recebera Q2, exceto pelos individuos recombinantes que receberdo M1 com Q2 ou M2
com Q1. Dessa forma, o efeito do QTL pode ser detectado através da comparagéo das
médias dos grupos de progénies que receberem alelos marcadores alternativos de pais
heterozigotos. Os diversos delineamentos propostos diferem nos métodos utilizados
para se “criar” pais heterozigotos para ambos os /oci e os cruzamentos realizados.

43



A.2. Delineamento experimental para detecgdo de QTL em cruzamentos de
linhagens consangiiineas.

A maioria das anadlises realizadas para se detectar QTL tem sido baseada em
cruzamentos plangjados, embora alguns estudos tenham sido realizados com
populagdes de animais existentes, especialmente gado de leite. O caso mais simples é
do cruzamento entre linhagens consanguineas. Como mencionado anteriormente, o
primeiro passo e cruzar duas linhagens que diferem em marcadores geneéticos para
produzir progénies heterozigotas F-1. Apds este passo, as seguintes progénies tém
sido consideradas para analises:

i} Retrocruzamento (BC) de individuos F-1 com uma das linhagens parentais;

i) Individuos F-2 produzidos pelo cruzamento entre individuos F-1 ou autofecundagao
de F-1;

iii) Linhagens consanglineas recombinates (RILF) produzidas pela autofecundagéo de
individuos F-2, ou pelo acasalamento de irmdo com irmas, nos casos em dque
autofecunda¢ao ndo é possivel {RILF);

iv)Linhagens consanglineas recombinantes (RILB) produzidas com individuos
retrocruzados, ou acasalamentos de irmaos com irmas (RILB);

v) Linhagens duplas de hapldides (DH) produzidas pela autofecundagio de duplos
hapléides derivados de F-1;

vi)Progénies testes (TC) produzidas pelo acasalamento de individuos F-1 com uma
terceira linhagem consanguinea.

Existem outros delineamentos mais complicados, mas todos -sdo variagbes dos
delineamentos acima listados.

A escolha do delineamento a ser usado deve levar em considerag&o os aspectos
bioldgicos, econdmicos, genéticos e estatisticos. Consideracdes biologicas estao
relacionadas com o fato de que ndo sao todos os delineamentos que podem ser usados
com todas as espécies, por exemplo, o DH. Para certas espécies com quase total
autofecundacado é mais facil produzir grande numero de individuos F-2 do que BC ou

TC que requerem fertilizagdo cruzada, para espécies em que os acasalamentos so
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ocorrem dentro da populag0, a consanguinidade pode resultar na redugdo do valor
adaptativo devido & presenca de genes deletérios recessivos. Semelhantemente, o
valor econdmico dos delineamentos que s&o possiveis pode ser bem diferente. Por
exemplo; se o objetivo é a introgressdo de genes para uma caracteristica especifica de
uma variedade selvagem em uma cultivar previamente selecionada, o BC com a cultivar
selecionada tera um valor econdmico muito maior do que o F-2. As consideragdes
genéticas estdo associadas com os parametros genéticos que desejamos estimar,
Assim, os delineamentos BC ou TC n&o permitem estimar relagdes de dominancia, mas
ja o F-2 sim. As consideragbes estatisticas estdo relacionadas com os delineamentos
que maximizem o poder de detectar os efeitos do QTL dentro de uma determinada
situagdo. Por exemplo, nos delineamentos Rl e DH todos os individuos dentro de uma
linhagem ter&o o mesmo gendtipo. Assim, sera necessario genotipar apenas um unico
individuo de cada linhagem, enquanto o desempenho fenotipico de todos os individuos
pode ser utilizado para determinar o efeito do QTL. Dessa forma, o poder estatistico
sera maior por individuo genotipado. ST PP

A.3. Delineamento de retrocruzamento (BC)

Na Figura 1 esta ilustrado o delineamento de retrocruzamento com uma das
racas parentais. A produgdo de F-1 é obtida através do acasalamento entre duas
linhagens que diferem em gendtipos do QTL e do marcador. Normaimente, assume-se
que as duas linhagens parentais sdo homozigotas para os alelos alternativos de ambos
os loci. Dessa forma, todos os individuos F-1 terdo o mesmo gendtipo heterozigbto.
Estes individuos F-1 s&o entdo acasalados com uma das linhagens parentais. A base
genetica destes individuos é composta de % do pai recorrente e % do outro pai. As
progénies BC sao entdo divididas em dois grupos baseados nos gendtipos dos
marcadores. A semelhanga do que serd considerado nos outros delineamentos
experimentais, todos os demais loci que ndo estiverem ligados ao marcador genético
em estudo, estardo distribuidos aleatoriamente entre os grupos dos gendtipos
marcadores. Quando apenas um marcador & considerado, havera apenas dois grupos

geneéticos marcadores para este tipo de delineamento e apenas um contraste poders
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ser testado. Este contraste é a diferenca entre as médias dos dois grupos de progénie
que tém gendtipos marcadores M1M2 e M2M2. Para este delineamento, a maioria dos
estudos tem usado variagdes simples do seguinte modelo:

Yﬁk=Ai+B]+e|jk (1)

aonde Yk & a medida da caracteristica para o individuo k, do “bloco” j e de genétipo i; A
e o efeito do gendtipo marcador i (M1M2 ou M2M2); B é o efeito do “bloco” j e €jk € 0
efeito residual ao acaso associado a cada individuo.

Figura 1. Delineamento de retrocruzamento (BC).

Linhagens M1 Ql M2 Q2
parentais 1 ' X ' * o
i | L
M1 QI M2 Q2
Linhagem parental
M1 Qi M2 Q2
Fle T —t—
—t—t— —t—
M2 Q2 M2 Q2

Progénies do

retrocruzamento - . Mi Q.l 1\42 Q.2
Niao-recombinantes a i t 1

(frequéncia=1-1) ; i i

Recombinantes
(frequéncia =r)

48



O efeito do “bloco” representa todos os efeitos de meio ambiente, que os grupos
de individuos possam ter em comum, tais como linhagens, area, rebanho, estagdo de
crescimento, etc. Apenas por simplicidade nao se incluiu no modelo o efeito da média
geral. Este efeito pode ser considerado incluido no efeito de bloco. Observa-se no
modelo acima que se assume que apenas marcador e bloco estejam afetando a média
da caracteristica.

O teste de significancia para o efeito de genétipo pode ser realizado por dois
meétodos; analise de variancia (ANOVA), ou o teste de t de um contraste estimavel. No
casc da ANOVA, a razao entre o quadrado médio do marcador e o quadrado médio do
residuo é calculada e sob a hipétese de nulidade (ndo ha QTL segregando), esta razéo
tera uma distribuigdo central de F. Um desvio significativo desta forma estatistica da
distribuicdo central de F ¢ indicativo de QTL segregando. No caso do teste t, a
diferenga entre as médias das duas classes de gendtipos é dividida pelo erro padréo
deste contraste. Sob a hipétese de nulidade, essa estatistica tera uma distribuigéo
central de t com graus de liberdade igual ao nimero total de individuos incluidos na
comparagéo menos dois.

A vantagem principal deste modselo linear de andlise € que ele pode ser
executado pela maiorna dos pacotes estatisticos existentes. As desvantagens séo:

1) efeito estimado estd confundido com o efeito da recombinagéo entre 0 QTL e o
marcador, € consequentemente a estimativa do efeito do QTL & viesada;

2) Assume-se que os residuos seguem uma distribuicdo normai;

3) Assume-se que as vanaveis independentes nao sdo correlacionadas. Portanto, o
método ndo é apropriado para multiplos marcadores que -estdo: ligados, que sdo
correlacionados;

4) O metodo ndo diferencia entre o efeito de um QTL ligade e o efeito pleotrépico do
marcador genetico.

No Quadro 1 s&o apresentadas as possibilidades dos gendtipos do QTL dados o
gendtipo do marcador e o valor da caracteristica para cada genétipo do marcador.
Assumindo-se ligag&o incompleta entre QTL e marcador, cada classe do gendtipo do

marcador consiste de dois gendtipos do QTL com frequéncias re: 1 - r. O valor
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esperado da caracteristica para cada classe de genétipo do marcador é calculado
como a soma das probabilidades condicionais de cada genétipo do QTL vezes o seu
valor. A estimativa para o contraste entre as médias do genétipo heiérozigoto e do
homozigoto do marcador é calculada como a diferenga entre os seus valores
esperados. Este valor é: (1-2r)(d+a). O termo 1 - 2r aparece na maioria dos contrastes
dos gendtipos dos marcadores. Quando r = 0, o contraste serad + a, e significa um
efeito total do QTL, e quando r = 0,5, o contraste é zero, e significa que nédo ha ligagao
entre marcador e QTL. Como ja mencionado anteriormente, o delineamento BC tem
apenas um contraste que é estimavel. Desde que este contraste seja fungdode a, derr,
estes parmetros estdo confundidos no modelo linear de analises e portanto ndo
podem sef estimados separadamente.

Quadro 1. Probabilidades dos genétipos no delineamento BC e valores esperados da
caracteristica quantitativa.

e e I

Gendtipo  Gendtipo Probabilidade do Valor Valor esperado da
do do QTL, dado o da caracteristica para o
Marcador _ QTL _gendtipo do marcador caracteristica gendtipo do marcador
Q1Q2 1-r d
M1M2 d-r(d+a)
Q2Q2 r -a
Q2Q2 1-r -a
M2m2 -a+r(d+a)
Q1Q2 r d

A.4. Delineamento de F-2

Na Figura 2 estd ilustrado o delineamento de F-2. A semelhanga do
delineamento BC, dois pais homozigotos sfo cruzados para se obter o individuo
heterozigoto F-1. As progénies F-2 s&o produzidas através da autofemndagéo dos
individuos F-1 ou pelo cruzamento entre eles. Como resultado, as progénies F-2 serdo
de um dos trés gendtipos do marcador. Neste delineamento, a recombinagdoc em
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qualquer um dos cromossomos afetara o valor esperado da caracteristica. No Quadro 2
s30 apresentados os gendtipos possiveis, suas probabilidades e seus valores
esperados para a caracteristica quantitativa.

Figura 2. Delineamento de F-2.

Linhagens Ml Q1 M2 Q2
parentais - ' X ! '
Ml - Ql M2 Q2
Ml QI M1 QI
F-1= X
—t—t— ——t—
M2 Q2 M2 Q2
F-2  N#o-recombinantes Recombinantes
M1 QI Ml QI M1 Q1 M2 Q2
[ B i t 1 f } t
—t—t i — — i } i
M1 QI MI Q2 Mz Q1 M1 Q2
M1 Q1 M2 Q2 M1 Q2 M2 QI
[ — 1 f f t f t
—+—t— i |‘ i 5 i t
M2 Q2 M2 Q1 M1 Q2 M1 Q2
M2 Q2 M2 QI
—t—t —t—
M2 Q2 M2 QI
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Quadro 2. Probabitidades dos gendtipos no delineamento F-2 e valores esperados da
caracteristica quantitativa.

Gendtipo  Probabilidade Genétipe Probabilidade Valor Valor esperado da
do do genétipo do do QTL, dado da caracteristica para
Marcador marcador QTL o gendtipo do  caracteristica o genétipo do
marcador marcador
M1M1 14 Q1Q1 (1-1)? a
Q1Q2 2r(1-r) d a(1-2r) + 2dr(1-r)
Q2Q2 r? -a
M1M2 112 Q1Q1 r(1-r a
Q1Q2 1-2r+12 d d(1-2r+r?)
Q2Q2 r{1-r) -a
M2Mm2 1/4 Q1Q1 r? a
Q1Q2 2r{1-r) d -a(1-2r) + 2dr(1-
r
Q2Q2 (1-1? -a

Neste delineamento a probabilidade de individuos heterozig_qt__pg. para o locus
marcador ¢ 0,5, mas a maior parte da informagéo relativa a detecgéo do QTL esta
contida nos individuos homozigotos. Considerando-se ligagdo incompleta, sio
possiveis trés gendtipos do QTL. para cada um dos trés gendtipos do marcador.

O teste para se detectar a presenga de QTL pode ser realizado pela ANOVA,
colocando-se no modelo todos os trés gendtipos. Além disso, vérios contrastes podem
ser testados através do teste de t. O contraste de maior interesse é o realizado entre as
medias dos dois genotipos homozigotos do marcador. O valor deste coniraste é:
2a(1 - 2r). E importante notar que a semelhanga do delineamento BC, este contraste
também inclui o termo 1 - 2r, e portanto os efeitos de a e r estdo confundidos. No F-2,
este contraste n&o é funcdo de d. O teste de t pode também ser utilizado para se testar
a significancia dos contrastes entre cada um dos gendtipos homozigotos com o
gendtipo heterozigoto. A estimativa da diferenga entre o homozigoto M1M1 e o
heterozigoto M1M2 sera a(1 - 2r) - d(1-2r)%. Neste contraste os efeitos de a, d er estao
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confundidos e portanto é de pouco interesse pratico. Todavia, este delineamento
permite se testar o efeito de dominancia através do contraste:

é(MlMl + M2M2) - (M1M2) = —d (1 - 2r)2.

Observa-se que este contraste € também uma fungdo de 1 - 2r, mas nédo é
dependente de a. Embora se possa testar para os efeitos aditivos e de dominancia do

QTL, ambas as estimativas nao podem ser estimadas sem viés através das analises de
modelo linear.

A.5. Delineamento para detecgdo de QTL em grandes populagdes segregantes

Em humanos, na maioria das espécies domésticas de animais e em arvores
frutiferas perenes, é impraticavel se produzir linhagens consangi]ineas Que sdo a base
dos delineamentos descritos em 3 e 4. Nessas situagdes, as anallses tém sido
executadas em familias existentes dentro de uma populagéo. Trés tlpOS de analises tém
sido propostas para estes casos: a analise de par de irmaos para o caso de muitas
familias pequenas; a andlise do delineamento de irmaos completos para o caso de
grandes familias de irmaos completos e a analise de meio-irmas ou delineamento de
filhas para o caso de grandes familias de meio-irméas.

O delineamento de filhas foi inicialmente proposto por Neimann-Soressen e
Roberson (1961) e tem sido usado principalmente em gado de leite em que um touro
pode ter centenas de progénies com medidas em caracteristicas quantitativas de
interesse econdmico. Na Figura 3 é ilustrada o delineamento de filhas para o caso de
uma unica familia.
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Figura 3. Delineamento de filhas.

Touro Vacas
M1 Q1 MX QX
X
M2 Q2 MX QX

Progénies

Nio-recombinantes i } . J

. M1 2 M2 1
Recombinantes Q Q

— =

Neste delineamento as filhas de um touro heterozigoto para o marcador seréo
genotipadas e mensuradas para as caracteristicas quantitativas de interesse.
Considerando-se que ¢ genétipo da méae é geralmente desconhecido e difere de animal
para animal, os aielos do marcador e do QTL s&o representados por MX e QX
respectivamente.

Na situagdo em que apenas as progénies de um touro é considerada, a detecgao
de um QTL ligado a um marcador pode ser realizada utilizande ¢ modelo dado na
equacéao (1). A diferenga é que A; representa agora o efeito da substituigcdo de alelos
recebidos do touro. Se assumirmos que apenas os mesmos dois alelos do QTL estado
presentes na populagdo de vacas, com frequéncia p e 1 - p, entdo € possivel se
calcular o valor esperado da caracteristica para cada grupo de progénie que recebeu os
alelos alternativos do marcador. O valor esperado para cada grupo € mostrado no
Quadro 3. O contraste entre os dois grupos de progénies e: a(1 - 2r) + d(1 - 2r)}(1 - 2p).
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Se a frequéncia dos dois alelos do QTL for igual a 0,5, entéo o contraste se torna igual
a: a(1 - 2r). Para o caso de ligagéo total (r = 0), o contraste se toma: a + d(1 - 2p). Se
definirmos a freqUiéncia do segundo alelo como q = 1 - p, o contraste se torna igual a:
a + d(q - p), que é a férmula geral para o efeito da substituicdo de alelos (Falconer,
1981).

Embora um QTL possa estar segregando na populagéo, um touro em especifico
pode ser homozigoto para o QTL. Devido a isto, a maioria dos estudos tém sido
baseada na andlise de vérios touros heterozigotos ao mesmo tempo. Neste caso a
andlise utilizando-se a equagéo (1) pode conduzir a conciusbes erradas, pois mesmo
que varios individuos possam ser heterozigotos para um marcador ligado ao QTL, a
relagdo de ligacdo pode ser diferente para cada individuo, Dessa forma, quando
somados os efeitos de todas as progénies nos dois grupos de alelos do marcador, pode
ndo se observar nenhum efeito associado aos alelos do marcador. O modelo
apropriado nessa situagio de multiplas familias é: DT

Yia = Si+ Ay + B+ ey ' (2)

onde S; é o efeito do touro i, A; é o efeito do alelo j, aninhado dentro do touro i, e 0s
demais termos s&o os mesmos da equacgdo (1). Neste caso, o grupo de progénie que
recebeu o aleioc M1 do touro serd comparado com o grupo de progénie que recebeu o
alelo M2. Se as pressuposigdes feitas anteriormente se mantiverem e se a distribuigao
das maes entre os dois grupos forem ao acaso, entéo a diferenga entre os dois grupos
de progénies para a caracteristica quantitativa sera devido ao QTL ligado ac marcador
M do touro. Isto assume que a origem do alelo do marcador pode ser determinada para
as filhas. O teste de detecgdo do QTL pode ser realizado pela ANOVA. Considerando-
se a raz&o entre os quadrados médios do efeito do marcador e do residuo.
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Quadro 3. Probabilidades dos genétipos no delineamento de filhas e valores esperados
da caracteristica quantitativa.

Alslo Alelo  Probabilida Alelo Probabilidad Valor Valor esperado
paterno patemo dedoalelo matemo e do alelo da da caracteristica
do doQTL patemodo doQTL matemodo caracteristica para o gendtipo
marcador QTL QTL do marcador
M1 Q1 1-r Q1 p a
Q2 1-p d
a(p-r)+
Q2 r Q1 p d d(1-r-p+2rp)
Q2 1-p -a
M2 Q2 T-r Q1 p d
Q2 1-p -a
a(r+p-1)+
Q1 r Q1 p a d(p+r-2rp)
Q2 1-p d

Se assumirmos que ha apenas dois alelos do QTL presentes com a mesma
frequéncia na populagdo, e a distribuicdo dos gendtipos em equilibrio Hardy-Weinburg,
apenas a metade dos touros seréo heterozigotos para o QTL. Dessa forr;;a,' a variancia
do termo A, sera a%4. Além do teste pela ANOVA, o teste do qui-quadrado pode ser
utilizado para se testar a significancia do efeito do QTL. A diferencga entre as médias
dos dois grupos de progénies (M1 e M2) é calculada e dividida pelos seus erros
padrGes. Sob a hipétese de nulidade, a soma de quadrado desta estimativa tem uma
distribuicéo de qui-quadrado com o nimero de graus de liberdade igual ao numero de
touros. O poder estatistico para este tipo de delineamento foi calculado por Soller e
Genizi (1978) pela ANOVA e por Weller et al. (1990) pelo qui-quadrado.

Neste tipo de delineamento n&o é possivel determinar inequivdcadamente a
origem do alelo marcador para todas as progénies, ao contréario do que ocofre com o
cruzamento entre iinhagens consangiineas. Se uma filha tem o mesmo gendtipo do
pai, ela pode ter recebido qualquer um dos alelos de qualquer um dos pais. Quando
apenas dois alelos estio presentes na populacéio, a metade das filhas tera o mesmo
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genotipo do pai, independente da freqiéncia dos alelos entre as mées. Em gerai, a
freqléncia esperada de individuos para 08 quais a origem do alelo paterno pode ser
determinada & 1- (p + q)/2, onde p e q s&o as freqhéncias dos dois alelos paternos do
marcador. Para /oci multialélico, p + q pode ser bem menor do que 1. Em geral, as
informagbes dessas progénies ndo sdo utilizadas nas analises. Embora, alguma
informag&o adicional possa ser extraida desses individuos, ela sera consideravelmente
menor do que as obtidas dos individuos cuja origem dos alelos é conhecida.

A andlise de uma “grande” familia de irmaos-completos pode ser realizada no
melhor dos casos, quando os dois pais tem trés ou quatro alelos marcadores diferentes
e as progénies podem ser divididas em quatro grupos diferentes de gendtipos do
marcado. O teste para se detectar QTL pode ser realizado pela ANOVA considerando-
se a razio entre o efeito do alelo paterno e o do residuo. E possivel também se estimar
o efeito da substituicdo de alelo para cada pai, mas ndo um efeito geral para todos os
pais. Uma estimativa da varidncia genética total associada com o marcador tambeém
pode ser obtida, A ANOVA com efeito do marcador dentro de familia néo é apropriada
para familias pequenas de irmaos completos, como ocorre em humanos, devido ao
pequeno numero de graus de liberdade. Uma andlise alternativa ¢ dada pelo
delineamento seguinte.

A.6. Delineamento para detecgdo de QTL em familias pequenas de populagbes

segregantes

Haseman e Elston propuseram o método de analise de bar d'e";irfri"iéos em 1972.
Este método & mais apropriado a populagéo de humanos no qual familias pequenas de
irméos-completos s&o mais comuns. O delineamento basico & mostrado na Figura 4. Na
situagiio mais simples, os dois pais tém quatro alelos marcadores diferentes: M1, M2,
M3 e M4. Assume-se também que este locus esta ligado a um QTL heterozigoto para
ambos o0s pais. Na figura sdo apresentados apenas dois tipos de par de irmos. Para
efeito de simplicidade, apenas os naoc-recombinantes séo apresentados.
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Figura 4. Delineamento de par de irmaos-completos.

M1 Q1 M3 Q3
Pai X Maie I !
—t—— —
M2 Q2 M4 Q4

Par de irméo 1 i i i i

Par de irméo 2 i i i t

Par de irmfo 3 t i ' i

No par de irmé&o 1, os dois alelos marcadores de ambos 0s irméos s30 idénticos
por descendéncia (IBD). Ambos os irmfos receberam os mesmos dois alelos

marcadores de ambos os pais. No par de irmé&o 2, ambos os irm&dos receberam o alelo
M1 do pai, mas alelos diferentes da mae. Assim, um par de alelos é IBD, enquanto o
outro ndo é. No par de irméo 3, nenhum dos alelos marcadores é |BD. Assumindo-se
que o focus marcador esta ligado ao QTL como mostrado na Figura 4, os individuos
com mais /loci marcador IBD devera também ser mais similar para a caracteristica
quantitativa. A semelhanga do caso de grandes familias de meio-irm&os, a andlise deve
levar em consideragéo a estrutura da familia, ou seja, um QTL ligado ao marcador pode
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néo resultar em um efeito geral do gendtipo marcador. Haseman e Elston (1972)
propuseram o seguinte modelo estatistico:

Xij=p+ goy+ ey
(3)
Xy=p+go+ey

Iniciaimente, assume-se que os gendtipos do QTL podem ser observados e
posteriormente sera considerada a andlise baseada no marcador figado ao QTL. Na
equagao acima, Xyj e Xy s&0 os valores da caracteristica para os irméos 1 e 2 da famiiia
j, u & a média geral, gy; e @) séo os efeitos direto do QTL e do residuo para o irmao i.
Nos modelos anteriores, consideraram-se as diferencas entre as médias dos genotipos.
Neste caso, quando h& muitas familias Pequenas isso ndo & vidvel. Como ji
mencionado anteriormente, algumas das diferengas serzo positivas e outras negativas.
Devido a isto, Haseman e Elston (1972) basearam suas analises no quadrado das
diferencas, que s&o sempre positivos.

Considere Yi = (Xy; - Xa)* = (gy; + &y; - gz - ©2)2 Se os dois irmaos t3m ambos os
alelos QTL IBD, entdo gy = gy e Y = (&4 - e2)%, que sera menor que Yj para irmaos que
recebam diferentes alelos do QTL de seus pais. Quando ha co-dominancia ou
dominancia parcial, a estimativa de Y para individuos que recebam um alelo IBD sera
intermediaria entre individuos com zero e dois alelos IBD. A presencga de um QTL ligado
pode ser testada através da seguinte regressao:

Yj=a+pm . - (4)

e

onde x; é a fragdo de alelos marcadores {0, 1/2 ou 1) IBD para o par de irmaos jaéo
ponto de intersegdio no eixo y; e B € o coeficiente de regressao, que serd sempre
negativo. A deteccdo do QTL ligado ao marcador pode ser testada atraves do valor de
B. Mesmo no caso de ligagio incompleta entre QTL e marcador, B ainda sera negativo.
No caso de néo existir ligagdo (hip6tese de nulidade), B seré igual a zero. A estimativa
de B dependera de varios fatores, incluindo a taxa de recombinagéo entre QTL e
marcador, o nimero de alelos do QTL que estdo segregando na populacéo e a relagdo
de dominancia entre os alelos. |
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Inicialmente, assume-se ligagdo completa entre QTL e marcador e que ha
apenas dois alelos do QTL segregando na populagao com frequéncias p e q. Considere
ainda que os gendtipos estéo distribuidos segundo Hardy-Weinberg e que a populagao
estd em equilibric de ligagdo entre QTL e marcador. Assim como nos exemplos
anteriores, os trés genttipos do QTL tem valores de a, d e -a. Para estes trés gendtipos
é possivel se terem nove combinagdes de pares de irm&os. A freqUéncia esperada
dessas combinagdes e suas probabilidades sdo apresentadas no Quadro 4. A
estimativa para cada valor de m é calculada multiplicando-se a probabilidade pela
estimativa de Y, Estes valores estdo também no Quadro 4. Na uttima linhagem do

quadro, essas estimativas s&o dadas em termos das variéncias genéticas aditivas (o?)

e de dominancia (¢?) devido a0 QTL e da variancia do residuo (o;). As variancias

aditivas e de dominancia sdo calculadas como (Falconer, 1981):

o’ =2pqla-(p-q)df

(5)
o =4p’q d

Se ha um QTL segregando que esteja ligado ao marcador, E(Y; | 7;) decrescera

monoctonicamente com m;, ao menos que o = 0. Se o; =0, entéo E(Y] | m) pode ser

representada pela seguinte fungo linear de =y

E(Y;ITI:])= (U: +203)-2031q R (6)

Dessa forma o = o2 + 202, € B = - 2 o,n. Haseman e Elston (1972) demonstraram
que, com dominancia e para o caso de grandes amostras, p tende a - 20, sendo o, =

o’ + 0.



Quadro 4. Freqiéncia esperada para pares de irmaos das combinagdes dos gendtipos
do QTL, e esperanga das diferengas ao quadrado (Y)).

Probabilidade condicional {m;)

Par de irmaos O 112 1 Yi
Q1Q1-Q1Q1 p° p> p’ e’
Q2Q2 - Q202 q* g q? ej
Q102 -Q1Q2 4p’q® pq 2pq e
Q1Q1-Q1Q2 2p’q p’q 0 (a-d+e)
Q102 - Q1Q1 2p° ng 0 ((a+d+ e;f
Q1Q2-Q2Q2 2p Pq 0 (a+d+e)
Q2Q2 -Q1Q2 2qu’ pq? 0 (-a-d+ )
Q1Q1 - Q2Q2 p’g 0 0 (2a + )
Q2Q2-Q1Q1 p*q? 0 0 (-2a + g))°
E(Y|m) ¢} +4pqa-(pq)df e+ 2pqa{p-a)d]’ €f=o;

+ 2pqd? [1-(p-q)°] =+ 2pqad® [1-(p-9)’] =

ol +20’ +20; ol + ol +20;

Até este ponto assumiu-se ligagdo completa (r = 0) entre QTL e marcador. Para o
caso de ligagdo parcial, sem dominancia e informagéo completa dos pais, Haseman e

Eiston (1972) demonstraram que a esperanga de p = -2 (1 - 2r)? ol. Os interessados

em conhecerem como se chega a este valor devem consultar o trabalho de Haseman e
Elston. E importante esclarecer que o termo “informag&o completa dbs pais” significa
dizer que o nimero de alelos marcadores IBD pode ser determinado para cada par de
irmaos. Este é o caso ilustrado na Figura 4, em que os dois pais tdm quatro alelos
diferentes. Isto & verdade também para o caso em que ambos os pais sao
heterozigotos mas tem um mesmo alelo em comum. Todavia para outras combinagdes
de alelos marcadores néo sera possivel se determinar inequivocadamente o numero de
alelos IBD para todas as combinagbes possiveis de pares de irmaos. Para estes casos,
Haseman e Eiston (1972) demonstraram que =; pode ser estimado como:

I i=fet -;-f“, onde f; e f, sdo as probabilidades que o par de irmé&os j tenha um ou

dois alelos IBD, respectivamente.
E importante observar, ao contrario dos modelos anteriores, que a esperanca
das diferencas entre as classes genotipicas é fungéo da variancia genética e néo mais
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de a e d. Na maioria das situagdes praticas a sera menor do que o desvio padréo do
residuo e conseqlentemente o delineamento de par de irméos dard menor poder
estatistico do que os outros delineamentos anteriormente mencionados.

Além do modelo de regresséo, Y; pode também ser analisado com o numero de

alelos IBD como um efeito de classe. No caso de dominancia incompieta, o modeio de
regressao tera maior poder.

A.7. Delineamento baseado em geragdes adicionais

Todos os delineamentos considerados até o momento s&o baseados na anaiise
de uma unica geragéo apds a produgdo de individuos heterozigotos para ambos os /oci.
Todavia, informagdes adicionais podem ser obtidas com a andlise de mais gerages.
Os delineamentos de multigeragdes podem ser divididos em dois casos; um em que o0s
individuos das geragdes futuras sdo medidos para as caracteristicas quantitativas e
também genotipados para 0s marcadores, e outro em que os individuos das geragbes
futuras sdo medidos para as caracteristicas quantitativas mas nao-séao genotipados
para os marcadores. Inicialmente consideraremos © Ultimo caso e posteriormente o
primeiro.

Em muitas espécies de plantas, um grupo de progénie F-3 pode ser facilmente
produzido de cada individuo F-2. Na auséncia de selegdo ou viabilidade diferenciada, o
grupo de progénie F-3 tera, na média, a mesma freqUéncia de alelos dos pais F-2.
Dessa forma o contraste sera igual ao do delineamento F-2, mas a variancia do residuo
pode ser significativamente reduzida, pois varios individuos F-3 podem ser medidos
para cada gendtipo de F-2, Todas as progénies de um especifico individuo F-2 teréo
um mesmo componente genético igual & metade da variancia genética, que nao estara
incluida na variancia do residuo. Dessa forma, este delineamento e o delineamento de
netas s&o muito Uteis para caracteristicas com baixa herdabilidade.

Para espécies autocruzantes com limitada fertilidade nas fémeas, como é o caso
de gado de leite, 0s gendtipos podem ser determinados em uma amostra da progénie
de um pai heterozigoto, e as caracteristicas quantitativas podem ser medidas nas netas
(isto &, as progénies descendentes de um pai heterozigoto genotipado). Este

delineamento de netas (Weller ot al. 1990) esta representado na Figura 5. Os filhos de
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touros heterozigotos para os marcadores séo genctipados e as filhas destes filhos (isto
é, as netas dos touros) séo medidas para as caracteristicas quantitativas, Assume-se
gue os acasalamentos com os touros (avos) e os filhos séo ao acaso. Dessa forma,
apenas a metade das netas receberg o alelo paterno, e a esperanga do contraste entre
0s grupos de progénies (netas) é apenas a metade do que é no delineamento de filhas.
Todavia, um niamero muito maior de registro de desempenho pode mais do que
compensar a redugao do valor do contraste.

Figura 5. Delineamento de netas.

Avo Avd
M1 QI MX QX
X I t
L ———t—
M2 Q2 MX QX
Filhos
Mie Maie
MX QX Ml Q1 MZ QZ MX QLX
X X
| | 1 I ] 1 | |
MX QX MX QX MX QX MX QX
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Este delineamento tem a vantagem, que para certas espécies, especialmente
gado de leite, a populagdo comercial de gado ja tem a estrutura apropriada, e as
caracteristicas quantitativas de interesse ja s&o medidas rotineiramente pela inddstria.

Um QTL ligado ao marcador pode ser detectado neste tipo de delineamento
através da andlise pelo seguinte modelo linear:

Yim = G5 + Ay + SOy + By + ejum (7)

onde GS; ¢ o efeito do avd i, SOy & o efeito do individuo k com o alelo marcador j» filho
do avd i, e 0s demais termos s&0 0s mesmos ja definidos para a equagédo (2). A
semelhanga do delineamento de filhas, um efeito significativo do aleio marcador é
indicativo de um QTL ligado ao marcador. A significancia do efeito pode ser testada
através da ANOVA, utilizando-se no numerador o quadrado médio do marcador.
Todavia, este quadrado médio inclui também um componente devido a diferenca entre
filhos, e assim, o denominador para um teste de F correto sera uma fungéo dos
quadrados meédios dos filhos e dos residuos (Ron et al. 1994). Uma forma altemativa de
se testar a significancia deste efeito é realizar o teste do qui-quadrado, & semelhanga
do que € realizado para o delineamento de filhas.

Neste delineamento, aumentando-se o numero de netas, reduz-se a variagdo
residual, sem no entanto reduzir a variagio genética entre grupos de progénies. Isto faz
com que a vantagem deste delineamento seja maior para as caracteristicas de baixa
herdabilidade. T e

Embora o poder estatistico para todos os delineamentos aqui considerados seja
discutido posteriormente com mais detaihes, apresenta-se no Quadro 5 a variancia
esperada devido ao QTL para os varios delineamentos. Em todos os Casos assumiu-se
r = 0. Para os delineamentos em populagies segregantes, assumiram-se também
apenas dois alelos com igual freqiiéncia para o QTL. Os resultados para o F-2 foram
calculados considerando-se d = a @ d = 0. As variancias para os demais delineamentos
foram obtidas considerando-se d = 0.



Quadro 5. Variancia esperada devido ao QTL.

Delineamentos

Variancia F-2 F-2 BC Irméos Meio-irméos Netas
doQTL (d=a) (d=0) completos
3392 a2 a4 a8 a/8 a’/32

Exceto pelo delineamento de irméos completos, a variancia devido ao QTL é
uma fungéo de a®. Considerando que o efeito do QTL geralmente é menor do que o
desvio padrdo do residuo, o delineamento de irméos completos tera uma variancia
devido a0 QTL muito menor do que os outros delineamentos. A excecdo deste
delineamento, os demais estdo listados no Quadro 5, em ordem descendente da
variéncia do QTL. A variancia do QTL é aproximadamente proporcional ao inverso do
tamanho da amostra necesséria para se ter um determinado poder de detecgcdo de
QTL. Dessa forma, o delineamento de netas exigira aproximadamente 16 vezes mais
registros para se obter o0 mesmo poder que o delineamento F-2 com d = 0.

Quando geragdes adicionais sdo genotipadas e medidas para a caracteristica
quantitativa, o poder de detecgdo n&o aumenta por individuo genotipado, mas a
preciséo no mapeamento do QTL aumenta, devido a uma geragdo adicional de
recombinagéo. A vantagem da gerag&o adicional com relagdo ao mapeamento do QTL
sera considerado em maiores detalhes posteriormente.

A.8. Modelos de efeito genético para analise completa da populagio

Fernando e Grossman (1989) desenvolveram um método para estimar os valores
genéticos para todos os individuos de uma populagdo, incluindo QTL via ligagdo com
marcadores genéticos, desde que a herdabilidade e a taxa de recombinat;é’é entre QTL
@ marcador fosse conhecida. Este método, que é uma extensio do Best Linear
Unbiased Prediction (BLUP) via modelo animal, é apropriado para quélquér estrutura de
populagéo, e tambeém permite incorporar efeitos poligénicos ndo ligados ao marcador e
outros efeitos tais como rebanhos ou blocos.

Em todos os modelos considerados anteriormente, o QTL foi considerado como
efeito fixo. Neste modelo, Femando e Grossman (1989) assumem que o QTL é um
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efeito ao acaso com variancia conhecida. Dessa forma cada individuo com ancestrais
desconhecidos tem dois unicos alelos para o QTL, que sd0 uma amostra de uma
populagéo infinita de alelos. Para cada individuo, © modelo gamético para o QTL, com
efeitos separados dos alelos dos touros e vacas, é:

Yi=Bi+ VP + VU+u + g (8)

onde V! e V" sdo os efeitos aditivos do QTL recebidos do touro e da vaca, u; é o efeito

poligénico ao acaso, ndo explicado pelo marcador, e os demais termos s&o os mesmos
ja definidos anteriormente. Este modelo pode ser escrito em notagéo matricial como:

Y=XB+ZV+u+e (9)

onde X e Z sdo as matrizes de incidéncia refacionando individuos aos efeitos de um
bloco especifico e aos de um gameta. Devido ao fato de que cada individuo tem um
efeito poiigénico diferente, ndo se requer uma matriz de incidéncia para u. Assim, um
conjunto de equagdes mistas pode ser estabelecido como:

X'X X'Z X’ B X'y
Z’X Z'Z+Gjo? A Vi=1|ZYy
X Z I+GJlel||u Yy

Para se resolver essas equagdes, € necessario primeiramente inverter Gy e G,.
Para os animais que ndo sao genotipados, a probabilidade de receber um dos alelos de
um dos pais € a mesma, mas se ambos 0s pais e a progénie forem genotipados para o
marcador, entdo a probabilidade de receber um alelo paterno especifico do QTL ligado
ao marcador serd uma fungdo do gendtipo do marcador na progénie e da taxa de
recombinagdo r. Baseados nessas probabilidades, Femando e Grossman (1989)
demonstraram como a matriz de variancia - co-variancia para os efeitos gaméticos do
QTL pode ser construida. Eles também descrevem um algoritmo simples para se obter
a inversa dessas matrizes, @ semelhanga do método de Henderson de calcular a
inversa da matriz de parentesco. Assim, BLUP de a, o vetor de valores genéticos
aditivos, é estimado como: Zv + 0. '



Uma vantagem adicional deste método & que, ac assumir que o efeito do QTL &
ao acaso, ao contrario de ser fixo, os efeitos do QTL com as maiores estimativas nao
sao viesadas para cima (Georges et al. 1995). Teoricamente este método pode ser
ampliado para analisar multipios marcadores e caracteristicas, embora a complexidade
se torne muito maior. Cantet e Smith (1991) demonstraram que o numero de equagdes
pode ser significativamente reduzidos através da absorgdo das equagbes dos
individuos ndo-parentes.

Embora este método tenha propriedades atrativas, ele n&o tem sido usado ainda
em dados reais. Além do grande requerimento computacional, este método assume que
ambos, r e a variancia, devido ao QTL, sejam conhecidos a priori. Estudos de simulagéo
tém mostrado que, embora a Méxima Verossimilhanga Restrita (REML) possa ser
usada para estimar estes parametros, eles estéo completamente confundidos um com o
outro no caso de um unico focus marcador. Além disso, como cada individuo com pais
desconhecidos assume-se ter dois Unicos alelos, a predigéo da variancia dos erros dos
efeitos para qualquer individuo sera bem grande, e, conseqlentemente, pouco
informativa. Um outro ponto é que a pressuposigdo de uma distribuigdo normal dos
efeitos dos possiveis QTL pode nao ser realista. Todavia, néo esta claro gual seria o
efeito de assumir que existam apenas dois alelos do QTL segregando na populagao, se
o numero real for maior.

B) Métodos Estatisticos para a detecgéo de QTL e estimativa de pardmetros
B.1. Introdugdo

Os parametros principais que seréo considerados séo as médias e variancias
dos genttipos do QTL e a taxa de recombinagio entre os marcadores e o QTL. E
possivel perceber pela seglo anterior que a estimagdo de parametros do QTL n&o é
algo trivial. O primeiro problema com que se depara é que, em quase todos os casos de
interesse, a variancia devido ao QTL que esta segregando é 'aiié'na's" 'ﬁ‘ﬁié"fragéo muito
pequena da variancia total. Além disso, desde que se esteja geralmente tratando com
dados de campo, havera sempre outras variaveis que podem causar confundimento,
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tais como rebanho ou bloco. As estimativas dos parametros podem sér viesadas se
estes fatores n&o forem incluidos no modelo de analise. Como ja visto antencrmente,
em geral a ligagdo entre marcador e QTL é incompleta. Dessa forma, a taxa de
recombinagdo deve ser incluida nas andlises e conseqientemente 0 modelo de analise
néo sera uma fungdo linear dos parametros. Nas analises em populagdes segregantes,
serd necessario também se considerar a variancia poligénica devido a outros /oci que
ndo estdo ligados aos marcadores. Além disso, muitas andlises incluem multipios
marcadores e multiplas caracteristicas, o que gera maiores dificuldades na estimativa
dos parametros.

B.2. Propriedades desejaveis das estimativas dos parametros do QTL

Existem quatro propriedades desejaveis principais: sem viés, variancia minima
do erro, estimativas dentro do espago dos parametros e consisténcia. Para situagtes
simples, é possivel derivar estimadores com todas essas propriedadés, mas nos casos
mais complicados no sera possivel se obter estimativas com todas essas propriedades
desejaveis e ai tem-se que decidir o que é mais importante em determinada situagéo.

Viés: Considere que & seja um estimador de 0. Entdo,& é sem viés se E(6)=0,
ou seja, a esperanga do estimador é igual ao valor do parametro. Por exemplo: quando
se estima a variancia com base na média da amostra, divide-se por n-1, sendo n igual
ao tamanho da amostra. Dividindo-se por n, o sstimador da variancia sera uma
estimativa viesada da variancia.

Variancia minima do erro; E definida como o valor de 6 para o qual E[(6-6)%
& minimo. Esta propriedade ¢ a base da estimagéo pelos minimos quadrados. O

estimador com estimativa minima da variancia do erro & também chamado da “melhor”
estimativa.

Estimativa dentro do espaco do parametro. Embora este requerimento possa
parecer trivial, freqlentemente isto ndo ocorre. Em muitas situagdes néo é possivel se
obter uma estimativa que seja ao mesmo tempo sem viés e dentro do espago do

parametro. Alguns exemplos simples de estimadores fora do espago do parametro séo
68 S



as estimativas negativas dos componentes de variancia, ou estimativas_,de taxa de
recombinag&o menores do que zero ou maiores do que 0,5. As estimativas por ML
estédo sempre, por definigdo, dentro do espago do parametro.

Consisténcia: Um estimador § & dito consistente se § tende para 8 quando o
tamanho da amostra tende ao infinito. Um estimador pode ser consistente, mesmo se
ele for viesado. Considere o exemplo anterior da varidncia de uma amostra. Se
dividirmos por n em vez de por n-1, o estimador & viesado, mas é consistente, pois
quando n tende a infinito, 8 tende para 0. Embora essa propriedade também parega
trivial, ela é espacialmente importante para a detecgdo de QTL. Considere o caso da
segdo anterior dos delineamentos F-2 e BC. Os contrastes entre as classes dos
gendtipos do marcador ndo & um estimador consistente do contraste entre as médias

dos genétipos do QTL. Esta estimativa é viesada pelo fator 1-2r, independente do
tamanho da amostra.

B.3. Estimago pelos Quadrados Minimos

Assuma que ha uma série de observagdes para uma variavel Yy, a qual se deseja
modelar em fung@o de outras variaveis para as quais existam dados. Considere queyé
a variavel dependente e que as outras sejam as variaveis independentes. O objetivo &
explicar a varidvel dependente em termos de uma série de estimativas de parametros
que fagam a ligagdo entre a varidvel dependente e as independentes, ou seja,
estabelecer uma fungdo das varidveis independentes que se aproximem das
observagbes de y. Em geral ndo é possivel explicar complstamente ¥ '8 termos das
variaveis independentes. A diferenca entre as estimativas de y, baseadas nas varigveis
independentes, e o valor observado de y, é denominada de erro ou residuo.

Estimagio pelos quadrados minimos é baseada em se gerar estimativas de
parametros que minimizem a esperanga da soma de quadrado dos erros. Assim, por
definicdo, este método tem estimativa minima da variancia do erro. Definindo-se 6 =
vetor de parametros, y = vetor de observagbes e e = vetor de residuos, sendo que y &
também a varidvel dependente, 0 modelo geral em notagédo matricial pode ser escrito
como: o
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y=f(0')+e (B.1)

onde f (0') & alguma fung&o de 6. A solugdo (8) pelos minimos quadrados e o vetor

que minimiza [y - f (8 )J* = €% Para um modelo linear, a equagéo (B.1) pode ser escrita
como:

y=X0 +e {B.2)

onde X € a matriz de coeficientes de 9. Os efeitos em modelos lineares podem ser
continuos ou de classes. Efeitos tais como rebanho, bloco, ou sexo séo denominados
de efeito de classe. Embora os niveis destes efeitos possam ser numerados, ndo ha
relagdo entre o numero de um rebanho especifico e seu efeito. Para o caso de efeitos
continuos, uma relagdo linear é assumida entre o valor para a variavel independente e
a variavel dependente. Cada linhagem de X corresponde ao coeficiente de 6 para um
registro especifico de y. Para os efeitos de classe, os elementos de X sera zero ou um.

Para os efeitos continuos, cada elemento de X corresponde ao valor observado da
variavel independente.

Para um modelo linear, & facil demonstrar que a solugdo pelos minimos
quadrados para 8 pode ser obtida pelas equagbes normais: § = (X'X)* X'y. Neste caso
as estimativas dos parametros sera sem viés, consistente e dentro do espago dos
paramstros.

Como j4 apresentado na seg&o anterior, as médias e variancias dos genétipos e
a taxa de recombinagdo ndo podem ser descritas por um modelo linear. Além disso,
como ja mencionado anteriormente, dentro do contexto de estimagdo pelos minimos
quadrados, as médias dos gendtipos e a taxa de recombinagdo entre um QTL e um
Unico marcador estdo completamente confundidas e ndo podem ser estimadas
separadamente. Todavia, usando-se dois marcadores flanquedndo &' QTL, é possivel
se derivar estimativas separadas das meédias dos gendtipos e das taxas de
recombinagéo, mas n&o € possivel se construir um modelo linear que descreva com
precisdo a relagéo entre as observagbes e os parametros do QTL.
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O método nao-linear pelos quadrados minimos da estimag&o dos parametros do
QTL usando-se dois marcadores foi desenvolvido independentemente em 1992 por
Haley e Knott, @ Martinez e Curnow. Este método sera demonstrado utilizando-se o
delineamento BC, embora ele j4 esteja adaptado para a maioria dos delineamentos
apresentados na segdo anterior. O delineamento BC com dois marcadores é ilustrado
na Figura B.1. Para as progénies do BC apenas o cromossomo do pai F-1 &
apresentado na figura. Existem oito haplo-tipos (inciuindo o QTL): dois nédo
recombinantes, quatro recombinantes simples, e dois recombinantes duplos. A taxa de
recombinagéo entre os dois marcadores M e N sera considerada igual a R, e as taxas
de recombinag&o entre M e Q e entre Q e N s&o, respectivamente ry e r.. Assumindo-se
interferdneia zero, R = ry + rz - 2 ry 1. Assim, o seguinte modelo pode ser escrito:

Yi=w (1-p)+p2pi+ 8 (B.3)

onde Y é o registro de produgio do individuo j com gendtipo marcador i, gy € a média
dos individuos com genétipo Q1Q2, u; & a média dos individuos com gendtipo Q2Q2, p;
é a probabilidade que um individuo com genétipo marcador | tenha genétipo Q2Q2 e e;
é o residuo. Este modelo pode ser reescrito como:

Yi=p+{u2- ) pit ey RIS (B.3a)

pi é uma funcdo dos parametros das taxas de recombinagdo e pode ser estimado para
cada um dos quatro hapiotipos do marcador como:

pmint = Tr2/ (1-R) (B.4)
pminz = M {1-r2)/R oo (B.5)
pment = f2(1-1)/ R (B.6)
ownz = 1-rr2f (1-R) (B.7)

Se ry for conhecido, & possivel substituir estes valores na equagédo (B.3a) e
resolver como uma simples regresséo linear, com py como sendo a intersecgdoemy e

W2 - p, como a declividade da reta. Como ry n&o é conhecida, a equagao (B.3a) pode
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ser considerada como sendo quatro equagdes distintas, uma para cada haplotipo do
marcador. Mesmo considerando interferéncia igual a zero, e resolvendo rz em fungéo de
R, haverdo quatro equagdes que séo fungdes complicadas da média do QTL e de .
Dessa forma, este modelo é ndo-linear para r;. A solugéo pelos quadrados minimos
para os trés par@metros (i, p2 € ry) seréo os valores que minimizem a soma de quadro
dos residuos. Este modelo pode ser facilmente resolvido por um algoritmo néo-linear,

tal como o PROC NLIN do SAS. As declaragdes do SAS para isto séo dadas na Figura
B.2.

Figura B.1. Delineamento BC com dois marcadores flanqueando o QTL.

Linhagens parentais
M1 Q1 NI M2 Q2 N2
f t f X | f f
i i i i i i
Ml QI Ni M2 Q2 N2
Linhagem parental- -
M1 Q1 NI M2 Q2 N2
i i i 1 — !
F-1 . . . X . . .
] I I I ] I
M2 Q2 N2 M2 Q2 N2
Progénies do BC
Néo-recombinantes Recombinantes Recombinantes
simples duplos
M1 Q1 N1 Ml Q1 N2 Mi Q2 NIt
i i i i i i i i i
M2 Q2 N2 Ml Q2 N2 M2 Q1 N2
¥ ! f i f ] f f ]
M2 Q1 Ni1
i i i -
M2 Q2 NI
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Figura B.2. Declaragbes do SAS para mapeamento do QTL pela regressdo nao-linear
em um delineamento BC.

proc nlin;
R = 0,3; (por exemplo)
fm=1andn=1thenp=r1.r2/(1-R)
fm=1andn=2thenp=r1-.(1-r2)/R;
fm=2andn=1thenp={1-r1.2)/{(1-R);
fm=2andn=1thenp=r2.(1-r)/R;
r2=(R-r){1-2-r1),
parameters mpt =-1 mp2=-1
r1 = 0to 0.3 by 0.05,
model trait = mp1 + (mp2 - mpi) - p;
bounds -0.3 < mp1 <0Q.3,
bounds 0.3 < mp2 < 0.3;
bounds 0 <r1 <0.3;
run;

A principal vantagem deste método é que ele pode ser executado por varios
pacotes estatisticos e a significancia do efeito do QTL pode ser testada pelo teste de F
do quadrado médio do modelo versus o quadrado médio do residuo, o que é mais
conhecido da maioria dos pesquisadores, do que o teste da razdo entre funcdes de
verrossimilhanga. As desvantagens do método & que ele & aplicavel em apenas certas
situagbes. Ele n&o pode ser aplicado para estimar a taxa de recombinagdo entre QTL e
um dnico marcador, para estimar a variancia do efeito do QTL ou em populagbes
segregantes.

B.4. Estimag#o de um anico parametro por Maxima Verossimilhanga

A estimagdo por Maxima Verossimilhanga (ML) é muito mais flexivel do que
pelos quadrados minimos (LS), mas requer programacao mais complexa.

Como a estimagdo por ML é menos familiar do que pelos LS, a metodologia
basica para a estimagdo por ML sera ilustrada usando um exemplo de uma distribui¢éo
binomial. Assuma que de uma amostra de dez observagdes trés sdo “sucessos’ e as
outras sete s3o “falhas’. Querendo obter a estimativa ML (MLE) da probabilidade de
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sucessos p, escreve-se a probabilidade binomial, em fungéo de p, para se obter este
resultado:

_ 100, 4
L= ﬁ(p) (1 - p)? (B.B)

onde L € a probabilidade de se obter este resultado condicional em p. L @ denominado
de fungéo de verossimilhanga. A MLE para p é o valor de p que maximiza L. A MLE é
calculada através da derivada de L em relagdo a p, igualando a fungéo derivada a zero
e resolvendo para p. Na prética é mais fécil calcular e diferenciar a fungdo log L. Isto é
equivalente a diferenciar L, pois a fungéo e seu logaritmo terdo valores maximos para
os mesmos valores da variavel. Assim, é possivel derivar a MLE de p como:

Log L = log (101) - log (3! 71) + 3 (log p) + 7 [log (1 - p)] (B.9)
d LogL/dp = 3/p-7/(1 -p) =0 . (B.10)
p =310 (B.11)

Este resultado & obviamente a proporgio de sucessos obtidos na amostra.
Assim, para este caso simples, a MLE é o valor estimado intuitivamente. Deve estar
claro, das discussbes anteriores, porque a MLE deve estar dentro do espago do
paréametro. Uma estimativa do parametro fora do espaco tera por definigdo L = 0 e nédo
pode portanto ser a MLE.

Para o caso de distribuigdo continua, a fungéo de verossimilhanga é calculada
como a fungéo de densidade da distribuicdo, condicionada na amostra. A fungio de
densidade, f (y), para uma variavel continua y, é definida como o vélo._t_g!a, ordenada da
fungéo de distribuigdo, para um dado valor de y. Por exemplo, assuma que a amostra
foi obtida de uma distribuic&o normal. Para se obter a MLE da média, é necessério que
se calcule a fungéo de densidade conjunta da amostra. Para uma unica observagio a
verossimilhanga sera;

Lo o~ -uj/2¢ (B.12)
- V2o
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onde o ¢ o desvio padrio, e é a base do logaritmo natural e aproximadamente igual a
2,72, u é a média e y é o valor da variavel. Para uma amostra de N observagdes, a
fungéo de verossimilhanga sera o produto de L para cada observagéo individual. Como
anteriormente, a MLE para u pode ser obtida calculando-se a derivada de log L em
relagéio a y, igualando a zero e resolvendo para p. A derivada de log L para uma
amostra de uma distribuigsio normal é calculada como:

d(log L)/du = I (y;-p) {B.13)

Igualando esta fungdo a zero, verifica-se que a MLE da média da populagsdo é a
média da ainostra, 0 que &, novamente, o resultado intuitivamente correto.

A MLE da variancia pode ser obtida da mesma maneira e novamente gerar um
resultado intuitivo da variéincia da amostra. Embora nos dois exemplos dados a ML
tenha sido usada para se obter estimativas que poderiam ser obtidas por outros
métodos, serd mostrado adiante, que para problemas mais complicados que a ML, € o
unico método de estimagdo que pode utilizar de todos os dados disponiveis.

B.5. Estimag#o de multiparametros por Maxima Verossimilhanga

A ML pode também ser usada para estimar varios parametros simultaneamente,
como, por exemplo, estimar a média e a variancia em uma distribuicdo normal. Neste
caso sera necessario maximizar L com relagdo a ambos os parametros. Isto é feito
caiculando-se a derivada parcial do log L com relagédo a cada parémetrd e igualando a
func&o derivada igual a zero. O préximo passo & resolver o sistema de equagdes que
sera igual ao nimero de para@metros que se pretende estimar. Em geral a fungdo de
verossimilhanga para a estimagéo de m parametros (61, 62, ..., Oyy,), de uma‘amostra de
n observago (ys, y2, ..., ¥a), pode ser escrita como:

L = p (y1: yzl Yn |91| 92: b em =
=P (y1161, 82 ... 8m) P (2164, 02, .. Bm) ... p (Y64, B2 .. ) (B.14)

= p(yi |6, 0, ... Om)
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onde p {y|9) representa aprobabilidade de se obter y, condicional em 0, e T1 significa o
produto p (yi [0, B2, ... 6m) de y; até ya. Se a distribuigio & continua, entdo p (y|0) &
substituido por f (y|8), isto , a fungéio de densidade de y, condicional em 6. Desta

forma, qualquer problema que puder ser representado pela equagdo (B.14) pode ser
resolvido pela ML,

B.6. Predigdo da Variancia do erro para a MLE

Além de se estimar os parametros, é também importante se conhecer qual é a
precisdo das estimativas. Em geral se usa o erro padrio da estima para esta finalidade.
O erro padrio ao quadrado € conhecido como a predigdo da varidncia do erro. A
equagéo abaixo pode, em geral, ser usada para se obter a predigdo da variancia do
erro para a MLE de um unico parametro:

. -1 (B.15)
Var (§) =
ar (@) E{d%(logL)/d 8?]

onde 8 é a MLE de 0 e E[d?(logL)/d 62] é a esperanga da segunda derivada de L com

relagéo a 8. A equagao (B.15) sera correta se a primeira derivada de 8 & um multipio da
diferenga entre o valor real do parametro e sua estimativa. Caso contrério, a predicéo
da variaéncia do erro sera ligeiramente maior do que o lado direito da equacédo (B.15).
Sob uma grande variedade de condigbes, a equagio (B.15) sera assintoticamente
correta, ou seja, a medida que o tamanho da amostra aumenta, a diferenca entre os
lados direito e esquerdo da equaglo tende a zero. A raiz quadrada da predigdo da
variancia do erro, o erro padrdo da estimativa, pode ser usada para se calcuiar o
intervalo de confianga da estimativa.

A predigdo das varidveis dos emos para o caso de estimagdo de varios
parametros pode ser obtida de maneira semelhante & descrita na equagao (B.14). As
estimativas dos parmetros e as derivadas de primeira ordem serdo cada uma
constituida por um vetor em que o ntimero de elementos serd igual a m. A derivada de
segunda ordem e a predig&o das variancias dos erros ser&o ambos matrizes quadradas
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de mxm. Usando-se colchetes para representar matrizes e vetores, a matriz da predi¢ao
das variancias dos erros pode ser calculada pela seguinte equagao:

. .
2 mgL] (B.16)

Var (8) = —[ pres

onde o lado direito é a matriz inversa das derivadas parciais de segunda ordem com
relagdo a [0]. Os elementos da diagonal seréo as predigbes das variancias dos erros
das estimativas, e os elementos fora da diagonal as predigdes das co-variancias dos
erros entre as estimativas. Estes elementos sdo necessarios para se testar hipoteses
paseadas em fungdes lineares dos parametros.

Mesmo quando a predigdo da variancia do erro ndo é calculada, a ML pode
ainda ser usada para se testar hipéteses através do teste da razéo entre fungdes de
verossimilhanga. No teste da razéo, as ML obtidas sob as hipoteses alternativas sao
comparadas. No caso da hipdtese de nulidade, um ou mais parametros que sao
maximizados na hiptese alternativa & mantido fixo. Por exemplo, fixando r = 0,5.
Considerando-se que a hipotese de nulidade é aninhada dentro da hipétese altemnativa,
sob a pressuposi¢io de ndo haver diferenca, o log natural da razéo entre fungbes de
verosssimilhanga serd assintoticamente distribuida como (-1/2) x% onde ¥* € a
estatistica de qui-quadrado. O termo “"hipdtese aninhada” significa dizer que, embora
alguns parametros estejam fixos na hipétese de nulidade e séo maximizados sob a
hipétese alternativa, todos os parametros que forem fixos na hipdtese alternativa
também o serdo na hipotese de nulidade. O nimero de graus de liberdade sera igual ao
numero de parametros que esta sendo maximizado na hip6tese altemativa, mas fixo na
hipétese de nulidade.

Embora geralmente seja possivel se escrever a fungdo de verossimilhanca e
diferenciar log L com relagdo aos diferentes parametros, para os modelos de detec¢do
de QTL n&o é possivel derivar solugbes analiticas para o sistema de equagdes que se
produza. Nestes casos, 0s métodos iterativos devem ser utilizados para se obterem as
solugdes.



B.7. Estimagdo de parametros do QTL via ML para cruzamentos entre linhagens

consangilineas e um Gnico marcador

O delineamento de BC (Figura B.1) sera utilizado para se ilustrar o uso da ML
quando apenas um QTL estd ligado a apenas um marcador. Assuma que a
caracteristica quantitativa tenha distribuigdo normal e que os dois genétipos do QTL
tenham a mesma varidncia. Serd mostrado posteriormente que a ML e uma
metodologia muito mais flexivel do que a dos quadrados minimos e que pode ser
utilizada em muitas situagdes nas quais as pressuposigdes acima ndo sejam
verdadeiras. A fungdo de densidade para um individuo com genétipo M1M2 sera:

(-r)e (y-m)?r2e? (r)e-()’—}.l-z)za’Zuz (B.17)
J 2162 Jz,w2

f(y)=

onde y & o valor da caracteristica, o é o desvic padréo, i ¢ a média dos individuos com
gendtipo Q1Q2, e p2 é a média dos individuos com genétipo Q2Q12. Os individuos com
gendtipo M2M2 terdo a mesma fungdo de verosssimilhanca, apenas invertendo-se as

médias wy e y2 na equacio (B.17). A fungdo completa para uma amostra de individuos
pode ser escrita como:

(B.18)

L= 1T b o mm2)] T | 65, M2m2)]

onde I1 representa o produto de uma série, f (vi, (M1M2) e f (y;, M2M2) sdo as fungbes
de densidades para as observagbes i e j com gendtipos MIM2 e M2M2,

respectivamente; e ny e n; s&o os numeros de individuos com os dois genotipos,
respectivamente.

Para se obter as estimativas dos parametros, o fog desta funcdo deve ser
derivada com relagdo aos quatro parametros (p1, p2, ¢ e r). As derivadas parciais
devem ser igualadas a zero e o sistema de quatro equacdes solucionadas. Este

sistema n3o pode ser resolvido analiticamente e métodos iterativos devem ser
utilizados.
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A ligagio do marcador com ¢ QTL pode ser testada comparando-se a fungioc
expressa em (B.18) no ponto em que ela tem o valor maximo com a ML obtida com
r = 0,5 (que representa a hipétese de nulidade e significa que o QTL e o marcador n&o
estéo ligados). Como ja mencionado anteriormente sob a hiptese de nulidade de néo
haver ligagdo, com um parametro fixo (neste caso, r), a razdo entre os log das fungdes
serd assintoticamente distribuida como (-1/2) %% onde %2 é o valor do qui-quadrado com
um grau de liberdade.

A equacdo (B.17) pode faciimente ser modificada para o caso em que as
variancias sejam diferentes para cada gendtipo do QTL. Neste caso serd necessario
estimar cinco parametros em vez de quatro. A hipotese de variancias heterogéneas
pode ser testada contra a hipStese de variancias homogéneas através da razao entre
os log das ML com variancias heterogéneas e homogéneas.

Para o caso do delineamento F-2 apresentado na Figura 2, cada gendtipo do
marcador sera constituido de uma mistura de trés distribuigdes normais, duas para 0s
QTL homozigotos e uma para o QTL heterozigoto. As probabilidades de cada um dos
trés gendtipos do QTL dentro de cada gendtipo do marcador estdo no Quadro 2. Desta
forma, serdo necessarios se estimar cinco parametros, as médias dos trés gendtipos do
QTL, r e a variancia do residuo. Este modelo pode também ser modificado para se
considerar variancias diferentes para cada genétipo do QTL. Neste caso ja serdo
necessarios se estimar sete parametros; trés médias, trés variancias e r (Weller, 1986).

B.8. Estimagdo de parametros do QTL via ML para cruzamentos entre linhagens
consangilineas e dois marcadores flanqueando o QTL

A fungdo de verossimilhanga para o delineamento BC com um QTL entre dois
marcadores foi descrita por Lander e Botstein (1989) como:

SMINL  DMINZ DMEN TNEN (8.19)
L= liuffMlI'«ll fmmnz Tszmm fronz

onde Nmini, NNz, MMzN1, Mvenz S80 08 numeros de individuos com 0s genotipos
M1NT/M2N2, M1N2/M2N2, M2N1/M2N2 e M2N2/M2N2, respectivamente, e fuin, fwinz,

fuoni © fumznz, 580 as fungdes de densidade dos quatro gendtipos possiveis dos
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marcadores. Considerando-se que todos os individuos recebem um segmento idéntico
M2N2 da linhagem parental recorrente, apenas os segmentos do cromossomo recebido
do F-1 sera indicado. Assim, as fungbes de densidades para os genotipos possiveis
sdo calculados como:

funt = (1 - ) (Q1) + a.f (Q2) (B.20)
fumnz = (1 - B) F (Q1) + B f(Q2) (B.21)
fuznt = (1 - B) £(Q2) + B £ (Q1) (B.22)
fuanz = (1 - ) £(Q2) + o1 (Q1) (B.23)

onde a = /(1 - R), B =11 (1 - 2)/R, e f (Q1) e f (Q2) séo as funcdes de densidade
para cada observag&o com desvio padréio o, e médias  para o gendtipo Q1Q2 e p2
para o gendtipo Q2Q2. Assim, a fungéo de verossimilhanga pode ser obtida,
multiplicando-se as fungdes de densidade para cada individuo, dependendo de seu
gendtipo. A semelhanga do modelo de regressdo nao linear da segao A.3, assume-se
interferéncia zero e assim R = 1y + r2 - 2 ryr2. Dessa forma serd necessario derivar
estimativas ML para apenas quatro parametros, 1, o, jt1 8 Uz

B.9. Analise de modelos mais complexos usando-se a ML

Alguns outros modelos mais complexos cujas solugdes sd0 possiveis pela ML
serdo brevemente discutidos nesta secgdo. Mackinnon e Weller (1995) usaram a ML
para estimar parametros do QTL no delineamento de filhas, sob a pressuposi¢ac que
apenas dois alelos do QTL estariam segregando na poputagdo. Neste caso, além dos
parametros que sdo estimados no delineamento BC, & necessario se estimar a
frequéncia relativa dos dois alelos do QTL. A fungéo de verossimilhanga para o modelo
de Mackinnon e Weller (1995) e:

(B.24)

L=]1 i P, ﬁ 1_'[ 2 Sl f()’ikl‘“j)

K Li 3
k= 1= j=l

] v=l 1=1
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onde K é o nimero de touros, P, é a probabilidade do gendtipo do QTL do touro v, Gy
w € a probabilidade da progénie ter o genétipo j para o QTL, condicionada na
combinagéo do gendtipo do QTL do touro v e gendtipo da progénie i, Lj é o nimero de
filhas com genoétipo marcador i, yw € o valor da caracteristica da progénie i, do touro k,
com gendtipo marcador i, w € a média para as progénies com genttipo do QTL j, e
f (yw - ) é a fungéo de densidade normal para a progénie m do touro k, condicionada
no gendtipo j para o QTL. Mackinnon e Weller (1995) assumiram também que todos os
touros eram heterozigotos para o marcador e que apenas estes touros seriam incluidos
nas andlises. Dessa forma, quatro gendtipos para os touros sdo estabelecidos com
relagdo ao QTL e ao marcador, 08 homozigotos Q1Q1 e Q2Q2, o heterozigoto Q1
ligado a0 M1, e o heterozigoto Q1 ligado ao M2. P, pode ser calculada assumindo-se a
distribuicdo Hardy-Weinberg para os genotipos. Nesta situacdio € necessario se definir
apenas trés classes de gendtipos do marcador nas progénies; aquelas que recebem M1
mas ndo M2, aquelas que recebem M2 mas néo M1, e aquelas que recebem ambos os
alelos patemos. A férmula para ¢;yiv & dada no trabalho de Mackinnon e Weller (1995).
Para as progénies com © mesmo gendtipo marcador paterno, ndo se sabe quai alelo ela
recebeu do pai e qual ela recebeu da mae. Desta forma, ¢ | v & uma'funggo da
freqiéncia do alelo marcador entre as maes. Se considerarmos que ¢ gendtipo do QTL
ndo afeta a variancia, serd necessério se estimar apenas seis parametros; as trés
médias dos gendtipos do QTL, a variéncia do residuo, a taxa de recombinagic entre
QTL e marcador, e a freqiiéncia do alelo Q1. Segundo Mackinnon e Weller {1995),
quando as amostras séo grandes, é possivel se obter razoaveis estimativas para todos
0s parametros.

Mackinnon e Weller (1995) modificaram este modelo para incluir o efeito
poligénico do touro. Neste caso a fungéo de densidade se torna f (Yium - U; - gx), onde gk
é o efeito poligénico do touro k em suas progénies. Esta modificagéo aumenta o
numero de parametros que deve ser estimado pelo numero de touros. Bovenhuis e
Weller (1994) modificaram este mesmo modelo para incluirem um efeito direto do
gendtipo do marcador, além do ligado ao QTL.
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Varios autores tdm derivadas formulas para o delineamento de netas. Por ex.
Hoeschele e VanRaden (1993a) e Hackett e Weller (1995).

B.10. Estimativas Baysiana dos efeitos do QTL e amostragem de Gibbs

A estimac&o Baysiana difere da ML porque em vez de se maximizar a fungdo de
verossimilhan¢a, se maximiza a probabilidade posterior de 9, p (y}6) como fungéo da
fungao de verossimilhanga e da distribuigao anterior de 6. Em termos gerais, o teorema

de Bayes, para multiplos parametros e observagdes, pode ser calculado como:

p (01, 2, ... Om|¥1.¥2, ... Yn) =P (61, 82, ... Bm) P (Y1.¥2, - yn |0y, 82, ... Om) (B.25)

onde p (01, 92, ... Om) & a probabilidade posterior dos parametros e p {y1,¥2, ... ¥n {04, 02,

. 8n) & a funglio de verossimilhanga. Se assumirmos que se tenha informacdes
anteriores dos parametros, a estimagéo Baysiana deve ser prefenda em relaq,ao a ML,
que ignora qualquer informag&o anterior dos parémetros Todawa “existem dois
problemas com a estimag&o Baysiana. O primeiro & que em geral nao se tem
informagBes anteriores sobre os parametros e nao é& possivel matematicamente
representar essas informagbes sem ter que se fazer pressuposigdes adicionais que
pode n&o serem verdadeiras. O segundo ponto & que se muitos registros séo incluidos
nas andlises, entdo a fungéo de verossimilhanga tende a ser melhor que a distribuigéo
anterior de @ e as estimativas Baysianas tendem as estimativas da ML. Considerando-
se que na maioria dos casos de estimagéo dos efeitos do QTL as amostras sé&o
grandes, pouco se ganha em se utilizar a metodologia Baysiana. Hoeschele e
VanRaden (1993) derivaram a distribuigio anterior dos parametros e a fungéo de
verossimilnanga para as andlises do delineamento de netas. Eles consideraram que
distribuigdo anterior do efeito do QTL era exponencial e impuseram um limite inferior
para a magnitude do efeito do QTL. Assumiram também que havia apenas dois aielos
do QTL segregando na populagdo e uma freqiéncia de alelos distribuida
uniformemente variando de zero a unidade. Dadas a distribuicéo do ‘éfeito do QTL e
suas frequéncias alélicas, e a variancia genética aditiva total, eles estimaram o numero
esperado de QTL que poderiam ser detectados. A distribuigéo destes QTL no genoma
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foi assumida ser uniforme. As analises Baysiana @ ML deram resultados semeihantes o
ambas foram muito proximos dos valores simulados.

Na amostragem de Gibbs, um valor é gerado para cada parametro e para cada
dado perdido através da distribuigéo condicionada nos dados observados e nos valores
de outras amostras. Apds muitas amostras repetidas, distribuigbes empiricas
posteriores dos parametros s&o obtidas. Estas s&o usadas para se estimar os valores
dos parametros e os intervalos de confianca. Em geral, amostras muito grandes {10000
observagbes ou mais) sdo necessarias para se obter resultados que ndo sejam
dependentes dos valores iniciais (Hoeschele, 1994).

C. Poder estatistico para detectar QTL

C.. Introdugao

O poder estatistico para detectar QTL depende do numero de individuos
genotipados para os marcadores e medidos para as caracteristicas quantitativas, a
magnitude do erro tipo | permitido, o efeito do QTL em relagéo as variancias genéticas e
do meioc ambiente, a taxa de recombinagdo entre QTL e marcador, ¢ delineamento
experimentai usado e o método de andlise. Considerando-se que o numero de
combinagdes possiveis é muito grande, serdo apresentados alguns exemplos da
literatura e discutidos de forma geral os efeitos de alguns parametros sobre o poder
estatistico do experimento.

Embora intuitivamente possa parecer que as metodologias estatisticas que
proporcionem estimativas mais precisas dos parametros sejam as mesmas que
aumente o poder de detecgdo, os resultados com simulagido nédo tém geraimente
mostrado isso. A ML que utiliza todas as informagdes dos dados, aparentemente
deveria ter maior poder de detecgdo do que a ANOVA que utiliza apenas a media e a
variancia da distribuigdo. Resultados de simulagdo (Simpson, 1992) néo tém indicado
esta superioridade. Na maioria dos casos o poder baseado no teste de t ou ANOVA
para anélise de uma caracteristica tem sido semelhante ao obtido com a ML.
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C.2. Estimativa do poder estatistico em cruzamentos entre linhagens

consangilineas

Diferentes estudos sobre estimativa do poder de detecgdo do QTL tem
considerado o efeito de substituicdo dos alelos do QTL em termos do desvio padrao
fenotipico, residual ou genético. Contudo, considerando que as variancias genéticas e
do residuo s6 sdo conhecidas a posteriori, os efeitos do QTL serdo expressos em
unidades do desvio padrdo fenotipico (SDU). Soller et al. (1976) calcularam o namero
de progénies necessérias para se obter determinado poder de detecgdo para 0s
delineamentos BC e F-2, baseando-se no teste de t. No caso do F-2, apenas os
individuos homozigotos foram considerados. O numero de progénies (n) necessario é
calculado por:

2z, + 2z (C.1)

(/o)

onde Z, e Z; s80 os valores para os erros tipo | (a) e Il (B) obtidos na distribuigdo
normal padrdo, § é a esperanga do contraste entre as médias dos grupos de
marcadores, e ¢ & o desvio padr&o do residuo. A esperanga do contraste e o numero de
progénies necessario para se ter um poder de detecgdo (1 - B) de 90%, quando 2a =
0,282c, r =0, o. = 0,05 e p = 0,1, sdo apresentados no Quadro C1. Um /ocus com essa

magnitude de efeito é responsave! por 1% da variéncia fenotipica em um populagdo de
F-2.

Quadro C1. Esperancga dos contrastes e numero de progénies necesséri'o' para se obter
um poder de detecg@o de 90% nos delineamentos BC e F-2.

Cruzamentos Contraste Tamanho Dominancia
da amostra d=-a d=0 d=a
BC (a-d){1-2r) 2n 525 2100 -

F-2 2a (1-2r) 4n 1050 1050 1050




O efeito da magnitude do QTL e a taxa de recombinagéo entre QTL e marcador
sobre o tamanho da amostra para se obter um determinado poder & quadratico. Assim,
para se obter o mesmo poder quando o efeito do QTL é a metade de um dado valor,
forna-se necessario medir-se quatro vezes mais individuos. Em ambos os
delineamentos (BC e F-2), a magnitude do efeito do QTL medido decrescera
proporcionalmente a 1-2r quando comparado a uma ligag3o completa (r = 0). Neste
caso, para se obter 0 mesmo poder de detecgdo do que quando r = 0, sera necessario
se aumentar o tamanho do experimento equivalente ao fator 1/(1-2r>. Porex., parar =
0,1, o tamanho da amostra deve aumentar de 1,5625, ou seja, passar de 1.050 para
1.641 individuos.

No caso de F-2, o poder também pode ser estimado através da ANOVA,
incluindo-se todos os trés gendtipos. A probabilidade da hipdtese alternativa € calculada
baseada na distribuigdo ndo-central de F. Segundo Soller et al. (1976), o poder de
detecgao ao incluir os heterozigotos s6 sera maior se |d|> a/2.

Quando o QTL esta entre dois marcadores, o efeito medido do QTL néo &
reduzido pela taxa de recombinagio, exceto no caso de dupla recombinagdo, mas em
uma andlise com um modelo linear simples, os individuos recombinantes seréo
eliminados. A proporgio de recombinantes para os delineamentos F-2 e BC sera de
(1-R)? e (1-R), respectivamente, onde R é a taxa de recombinagao entr&’ os dois
marcadores. Assim, o poder, quando o QTL esta entre dois marcadorés, sera reduzido
por este fator quando comparado a situagéo de completa ligagao. Considerando R =
2r;, que 6 a situagdo 6tima para o caso de QTL entre dois marcadores, 0 poder com
marcadores flanqueando o QTL serd aumentado em (1-R) no caso do delineamento BC
e sera igual ao da andlise com um Unico marcador para o delineamento F-2 (Weller,
1992). Darvasi et al. (1993) compararam o poder obtido pslo teste de‘t'com um unico
marcador, com o poder obtido pela razio entre verossimilhanga com marcadores
flanqueando o QTL. A diferenga méxima em poder foi obtida qtjando os dois
marcadores estavam bem distantes um do outro @ o QTL localizado bem no meio dos
marcadores. Mesmo com uma distancia de 50 cM entre os dois marcadores, a diferenca

85

owh



méaxima entre poder foi de 8%. Resultados semelhantes também foram obtidos por
Haley e Knott (1992).

C.3. Replicagao de progénies em cruzamento entre linhagens consangliineas

Soller @ Beckmann (1990) consideraram geragdes F-3 e F-4, linhagens
consangiineas recombinantes (RIL), clones vegetais e linhagens hapidides duplas
(DHL). No delineamento F-3 cada individuo F-2 é autofecundado. Assume-se que
apenas os individuos F-2 sé&o genotipados, mas as caracteristicas quantitativas sao
medidas nos individuos F-3. Similarmente no delineamento F-4, os individuos F-3 séo
autofecundados e os individuos F-4 sdo medidos mas néo genotipadbs. 'Os dados dos
gendtipos da geragdo F-2 sdo analisados. Em ambos os delineamentos, a taxa de
recombinagéo nas gera¢des futuras (F-3 ou F-4) ndo afetam as analises porque apenas
os individuos F-2 s&o genotipados. No caso da RIL os individuos s&o produzidos apoés
varias geragbes de autofecundagéo, comegando-se com 0s individuos F-2. Na geragao
final, um grupo de individuos de cada linhagem sera medido para a caracteristica
quantitativa, mas apenas um Unico individuo sera genotipado para os marcadores.
Desde que cada linhagem seja praticamente homozigota e isogénica, & necessario
genotipar apenas um individuo por marcador, e a variancia genética dentro de cada RIL
tenderd a zero. Todavia, porque os individuos RIL sdo genotipados apés varias
geragbes de consangUinidade, a taxa de recombinacio entre QTL e marcadores,
relativa aos F-2, ird aumentar. Os clones vegetais produzidos de individuos F-2 sa0
semelhantes as RIL, com relagio & variancia genética que serd zero dentro de cada
clone, mas a taxa de recombinagdo ndo aumentara, como ocorre com as RIL. As DHL
tam as mesmas caracteristicas estatisticas das RIL quando a taxa de-recombinagao
entre QTL e marcador tende a zero.

O efeito da replicagdo de progénies sobre o poder estatistico para estes
delineamentos pode ser derivado pela andlise do seguinte modelo:

Yiu = Ai+ By + L+ e . (€2

onde Yy € a8 mensuragéo do individuo | da linhagem k com gendtipoti-e no bloco j, A é

o feito do gendtipo i, Bj é o efeito do bloco j, Li & o efeito da linhagem k aninhada no
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gendtipo i @ ey & o efeito do residuo ao acaso. Este modelo difere do modelo da
equagdo (1) apenas devido & inclus&o do efeito da linhagem. A significancia do efeito
do QTL pode ser testada através do teste de F da razdo entre os quadrados médios de
A e L vezes o numero de linhagens consangUineas. Isto pode ser calculado como: a

esperanca do quadrado médio de L sera o3 +62/n, onde o é a variancia genética
G ¢

entre linhagens, 03 a variéncia do residuo e n o nimero de individuos por linhagem; a
esperanga do quadrado meédio para A para o delineamento F-2 com alelos co-
dominantes do QTL e completa ligagéo sera a® + 64 /m + o, /(mn), onde m é igual ao

namero de linhagens consanglineas. Assim, a razéo entre 0 quadrado médiode Ae L
vezes m terd uma distribuicio central de F sob a hipétese de nulidade de a?=0 (Um
teste de F da razdo entre os quadrados médios de A e do residuo como é feito no
modelo da equagdo (1) dara resultados errados).

A variancia genética entre linhagens (cé ) é fungéo da herdabilidade, dominancia
e da estratégia especifica de acasalamento utilizada. A maior vantagem das linhagens
consanguineas é quando a o2 é grande quando comparada com a oZ . Baseado em

Soller e Beckmann (1990), os componentes de variancia entre e dentro de grupos de
progénies e o numero de linhagens necessarias, relativo ao delineamento F-2, para se
obter o mesmo poder estatistico serdo apresentados no quadro C2. ~ "7
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Quadro C2. Componentes de variancias entre e dentro de grupos de progénies e o
numero de linhagens necessarias, relativo ao delmeamento F-2, para se
obter 0 mesmo poder, como fungio da herdabilidade (h ) e do nimero de
individuos por linhagem (n).

Tipo de Componente de Variancia Numero de linhagens
Progénie  Entre linhagens Dentro de linhagens __necessarias relativo ao F-2

F-2 h? (1-h?%) 1

F-3 h? (1 - h%2)n h% + (1 - h¥2)in

F-4 h? (1 - h%4)in h? + (1 - h%4)in
Clones h? (1-h%/n h? + (1 - h%/n
Vegetais |

RIL 2h? (1-h%n [h? + (1 - h3)/2n][1 - 2r|_]21

[1 - 4e/(1 + 2r)
DHL 2h? (1-h%/n h2 + (1 - h%2)/2n

A varidncia entre linhagens sera h? para todos os tipos de delineamentos
considerados, exceto RIL e DHL que terdo variancias iguais a 2h®. A economia com
genotipagem poder ser significativa. Por exemplo, para h?=0,2 e n = 10, apenas 0,29
gendtipos seréio necessérios no delineamento F-3 quando comparado com o F-2. Para
todos os delineamentos, exceto RIL, com n grande, o nimero de linhagens necessarias
sera uma fungdo direta da herdabilidade. Para o caso de RIL, o poder € tambem uma
funcdo de r. A taxa de recombinagdo entre QTL e marcador para RIL tendera a
= 2ri{1 + 2r). Assim, o poder de RIL sera proporcional a 1/(1-2r.)?, corhparado a 1/(1-
2r)? do delineamento F-2.

C.4. Estimativa do poder para populagdes segregantes

Soller & Genizi (1978) estimaram o poder de detecgdo de QTL para o
delineamento de filhas assumindo uma anélise de variancia aninhada. Weller et al.
(1990) estimaram o poder para os delineamentos de filhas e netas usando o teste de
qui-quadrado. Quando o tamanho da amostra & grande, os dois metodos d&o

38



virtuaimente os mesmos resultados. Weller et al. (1990) assumiram que.a soma dos
quadrados dos contrastes entre alelos dentro de familias paternas teriam uma
distribuigdo central de qui-quadrado sob a hipétese de nulidade, e uma distribuicdo néo-
central de qui-quadrado sob a hipétese alternativa. Os seus célculos foram baseados
na pressuposi¢do de que apenas dois alelos do QTL estariam segregando na
populagido. Dessa forma a metade dos touros seriam homozigotos para o QTL e a
esperanca do contraste dos alelos paternos para estas familias seria zero.

Assim, considerando-se o erro tipo 1 (o), 0 poder para se detectar ligagdo entre QTL e
marcador & dado por:

P=1-B=1-p[xz2(NC, NS) <y] (C.3)

onde B & o erro tipe 2, p [x2 (NC, NS) < y] & a probabilidade do valor do qui-quadrado
ser menor do que o valor de y, dado o parametro nao-central N_(_: e NS graus de
liberdade, e y é o valor do qui-quadrado central para um erro tiﬁa 1, igfju‘ai-a a e com NS
graus de liberdade. Para o caso da hipétese de nulidade, ou seja, néo ha ligagéo entre

QTL e marcador, NC = 0. Para uma hipétese alternativa qualquer, a esperanga do NC
pode ser calculada como:

NC = (NS * F * A%/ SE? (C.4)

onde F é a fragdo de touros heterozigotos para o marcador ligado ao QTL, A & o efeito
médio da substituicdo de genes do QTL e SE é o erro padréo do contraste M1 - M2. F,
A e SE s&o obtidos através das equacdes:

F =2pq {C.5)
A=a+(p-qd ’ (C.6)
SE2=4 (1 - h%4)IND (C.7)

onde p e g sao as frequéncias dos alelos q; e q; do QTL, a é a metade da diferenca
entre os dois homozigotos para o QTL, d é a diferenga entre o heterozigoto para QTL e
a média dos dois homozigotos, h? é a herdabilidade da caracteristica @ ND é o nimero
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de filhas. Os termos a e d sdo medidos em unidades do desvio padréo fenotipico. As
equagdes (C.5) e (C.6) sao encontradas em FALCONER (1981).

As mesmas equagbes para o cdlculo do poder do delineamento de filhas podem ser
utilizadas para o calculo do poder do delineamento de netas. Para isto, NS = NGS
(nimero de avés) na equagéo (C.4), SE = SEG e NC = NCG e sé&o calculados como:

SEG? = (3/4 * h? + (4 - h%)/ NG) NO {C.8)
NCG = (NGS * F * A%/4 SEG (C.9)

onde NG & o niimero de netas por filho (touro) @ NO é o nimero de filhos (touros) de
cada avd. Os demais termos sdo iguais aos ja definidos. Assim, o poder do
delineamento de netas pode ser calculado pela equagéo (C.3) substituindo-se NC por
NCG e NS por NGS.

Devido & natureza discreta do efeito de touro, a fragéo de touros heterozigotos (F) pode
ser muito diferente do que se espera quando se tem um nimero pequeno destes. Isto &
devido & amostragem ao acaso e, portanto, o poder dos delineamentos devem ser
calculados considerando-se a natureza discreta da distribuicdo dos touros, utilizando-se
a distribuigdo binomial com pequenos ajustes nas equagdes (C. 4) ou (C 9) e {C.3). Nas
equagdes (C.4) ou (C.9), a proporgéo de touros heterozigotos (F) & calculada como:

F; =gls ,parai=1,2, ..., NS, ou seja, FyvariadeO a1,

onde N; é o nimero de touros heterozigotos e NS o nimero total de touros sendo
considerados, e

(C.10)
PF = zpbl P,

i=1
onde PF é o poder final, pb; € a probabilidade através da distribuicao binomial de que o
touro i & heterozigoto e P; é o poder como calculado em {C.3).

Welller et al. (1990) assumiram completa ligagdo entre QTL e marcador e
consideraram efeitos de substituicdo de 0,1, 0,2 e 0,3. Quando n&o ha dominancia entfe
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os alelos do QTL, o efeito da substituigdo € igual & metade da diferenga entre as
médias dos homozigotos. Para o delineamento de filhas, poder de 70%, com erro tipo |
de 0,01 & obtido para um QTL com efeito de substituicio de 0,2 SDU se 400 filhas de
cada 10 touros forem analisadas para uma caracteristica de herdabilidade igual a 0,2.
Isto significa ter-se que genotipar 4.000 individuos. Em seu paper, Weller et al. (1990)
apresenta um quadro com vérias combinagbes de efeito de substituigéo, numero de
touros e namero de filhas. Quando a frequéncia dos alelos dos dois QTL é igual, o
poder de detecglio sera maximo. Para o caso de alelos co-dominantes, a frequéncia
dos alelos afetam o poder apenas através do numero esperado de touros heterozigotos.
Para frequéncias variando de 0,3 a 0,7, o poder serd muito proximo do que se obtém
quando a freqUéncia é igual a 0,5, e conseqUentemente o efeito da frequéncia sobre o
poder é muito pequeno.

A situagdo com o delineamento de netas é similar a do delineamento F-3
considerado anteriorments, em que os filhos s&o genotipados enquanto as medigdes
so realizadas em suas progénies. Semelhantemente ac delineamento F-3, o poder de
delineamento de netas aumenta por individuo genotipado porque muitos fenotipos
(netas) seréo analisados por individuo genotipado. Da mesma forma, o poder nao é
afetado por mais uma geragéo de recombinagdo. Ao contrério do delineamento F-3,
apenas a metade dos efeitos poligénico e do contraste do QTL s&o transmitidos para as
suas netas. Como no caso das linhagens consangiineas, aumentando-se 0 nimero de
netas reduzira a variancia residual, mas ndo a variancia genética entre filhos. Dessa
forma a vantagem do delineamento de netas é maior para as caracteristicas de baixa
nerdabilidade. Com uma herdabilidade de 0,2 erro tipo | de 0,01, o poder de se detectar
um QTL com efeito de substituicdo de 0,2 SDU sera de 74%, se 100 filhos de cada 10
avbs sdo genotipados e 50 netas por filho s&o mensuradas para as caracteristicas
quantitativas. Comparando os exemplos do delineamento de netas com o de filhas,
observa-se que maior poder é obtido com o delineamento de netas, mesmo quando
apenas um quarto dos individuos sdo genotipados em relagéo ae-delineamento de
filhas (1.000 vs. 4.000). Weller et al. (1990) apresentam um quadro com o poder de
detecgdo para o delineamento de netas considerando variagbes em numero de avos,
filnos, netas, etc.
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Martinez (1998), utilizando-se da metodologia proposta por Weller et al. (1990),
calculou os valores maximos do poder estatistico para os delineamentos de netas e
filhas variando-se o efeito da substituicéo de alelos, quando o nimero de individuos a
serem genotipados & fixo. Quando apenas 400 individuos podem ser genotipados
(quadro C3), o poder é maior quando se tem 10 avds com 40 filhos do que quando se
tem 20 avds com 20 fithos. Em todas as combinagdes estudadas, a medida que houve
aumento do numero de filhas por touro, houve diminuigdo do efeito da estrutura da
familia, ou seja, mais touros por avd versus 0 nimero de avds com menos touros. A
semelhanga do delineamento de netas, o poder de deiineamento de filhas & afetado
pela estrutura das familias (quadro C4). Quando o numero de individuos a ser
genotipado é de 4.000, o poder para um efeito de substituigao de alelos do QTL de 0,2
é mais do que o dobro (56% versus 23%), com uma estrutura de 20 touros com 200
filhaskouro do que com 80 touros com 50 filhasitouro. lsto ‘significa que um
planejamento adequado da estrutura de familia pode aumentar o podér de detecgao
sem aumentar os custos com as analises dos gendtipos.

Os efeitos da taxa de recombinagdo entre QTL e marcador, da freqiéncia dos
alelos do QTL e da substituicdo de alelos para caracteristicas com herdabilidades
menores de 0,1 foram estudados por Martinez (1998a) para o delineamento de filhas.
Neste estudo a frequéncia génica apresentou um grande efeito sobre”¢-poder quando
esta variou de 0,5 para 0,1. Observou-se que, quando a freqiéncia genica & de 0,5, sdo
necessarios 4.000 individuos (40 touros com 100 filhas/touro) para se obter um poder
de 90%, com erro tipo | de 0,01. Todavia, se a frequéncia génica for de 0,1, mesmo
com 10.000 individuos (100 touros com 100 filhas/touro), obtém-se apenas um poder de
24%. Neste caso, para se obter poder equivalente (90%), seriam necessarios 80 touros
com 400 filhas/touro, ou seja, oito vezes mais individuos deveriam ser analisados
genética e fenotipicamente.

Qutro fator que reduz substancialmente o poder € quando a taxa de
recombinagdo ndo & igual a zero. Neste trabalho de Martinez (1998a), o poder de 90%
foi estimado com 20 touros com 400 filhas/touro quando a taxa de recombinagdo era
zero. Todavia, se a taxa for igual a 0,1, o poder ja diminui para 76% e sera apenas 51%
se a taxa for de 0,2.
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Com base nestes resultados de Weller et al. {1990) e Martinez (1998, 1998a), €
possivel se tirar as seguintes conclusbes sobre o poder de detectar QTL utilizando-se
dos delineamentos de filhas e netas:

a) poder ¢ maior quando se tem poucas familias grandes do que muitas familias
pequenas, independentemente do delineamento de filhas ou netas;

b) Com herdabilidade de 0,2, o mesmo poder com ¢ delineamento de filhas pode ser
obtido no delineamento de netas com apenas 25% de animais genotipados;

¢) Para um efeito de substituigio fixo expresso em desvio padréo fenotipico, o poder
com o delineamento de netas diminui com o aumento da herdabilidade;

d) A semelhanca da replicagdo de progénies em delineamentos de linhagens
consangiineas, aumentando-se o nimero de netas por filho além de 50, trara
incremento muito pequeno no poder estatistico.

O poder diminui nos delineamentos com replicagéo de progénies com o aumento da
herdabilidade se o efeito do QTL é expresso em unidades de desvio padrao fenotipico.
Embora o desvio padrio fenotipico seja economicamente relevante, € a variancia
genética que deve ser explicada pelo QTL. Quando o QTL é expresso relativo ac desvio
padrao genético, ndo ha praticamente nenhuma relagéo entre herdabilidade e poder, se
o numero de netas for grande.
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Quadro C3. Valores méaximos do poder' para diferentes cornbinagbes do numero de
avos e touros a serem genotipados para um numero fixo de animais a
serem analisados no dehneamento de netas.

Namero total de Poder (% de deteccéo)

Genbtipo Avd Touros/avd Filhasftouro A% 0,1 0,2 0,3
25 2 10 30

200 5 40 50 3 15 43
100 3 19 52

25 2 6 20

10 20 50 2 9 31

100 2 12 40

25 3 17 52

400 10 40 50 4 26 69
100 5 34 78

25 2 10 37

20 20 50 3 16 54

100 3 21 66

25 14 68 91

1.000 5 200 50 20 79 94
100 26 85 96

25 8 58 93

10 100 50 13 74 97

100 17 83 98

25 24 90 99

2.000 10 200 50 36 96 99
100 46 98 99

25 14 85 99

20 100 50 23 95 99

: 100 31 08 99

! , Considerando-se o= 0,01, p=q =05, h’=0,2er=0.
2 A = efeito médio da substltwgéo de alelos (em unidades de desvio padréo fenotipico)



Quadro C4. Valores maximos do poder' para diferentes combinagbes do nimero de
touros e filhas por touro a serem genotipados para um numero fixo de
animais a serem analisados no delineamento de filhas.

Numero total de Poder (% de deteccéo)

Genétipos Touros  Filhasitouro AZ 0,1 0,2 0,3
1.000 20 50 2 7 25
40 25 1 4 15

1.500 20 75 2 13 47
60 25 2 6 21

2.000 20 100 3 21 68
40 50 2 12 47

80 25 2 7 28

3.000 40 75 3 24 78
60 50 3 17 65

4.000 20 200 7 56 95
40 100 4 39 93

80 50 3 23 77

6.000 60 100 6 56 98
80 75 5 46 97

' Considerando-se « =‘0,01, p=q=05h2=02er=0.
2 A = efeito médio da substituicdo de alelos (em unidades de desvio padréoc fenotipico)
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ESTUDO DO DESENVOLVIMENTO MUSCULAR EM AVES

Luiz Lehmann Coutinho
Laboratério de Biotecnologia
ESALQ-USP
1. Introdugdo '

O ser humano pode ter uma vida saudavel consumindo apenas produtos de
origem vegetal, no entanto, uma dieta contendo produtos animais e em particular a
came, propicia uma alimentagdo mais saudavel e completa. Na dieta norte americana,
a carne contribui com 20% da energia, 41% da proteina, 3,5% do célcio, 26% do
fosforo, 29% do ferro, 22% da vitamina A, 28% da tiamina, 24% da riboflavina e 46% da
niacina consumida por humanos (Agricultural Statistics, 1974). A came é um alimento
rico em proteinas, vitaminas e minerais. A proteina da carne possui uma composigéo de
aminoacidos mais adequada as exigéncias humanas, suprindo, por exemplo, a
deficiéncia de lisina que ocorre em cereais. A presenga de minerais como o ferro e
vitaminas como a B12, que n#o estdo presentes nos vegetais, reforga a importancia da
carne como alimento.

Apesar de sua indiscutivel qualidade nutricional, o uso de carne na alimentagao
humana & discutida devido a sua ineficiéncia energética e protéica. Em frangos de
corte, & preciso fomecer 2,4 kg de ragdo, 14,1 kcal e 1,9 kg de proteina para produzir
1,0 kg de frango, 1,0 kcal de produto final e 1,0 kg de proteina na“‘carcaga,
respectivamente. A ineficiéncia do processo deve-se as perdas em fufi¢io da digestao,
metabolismo e gastos de manutengdo do animal. De interesse particular para este
trabalho sdo as perdas relacionadas ao metabolismo. A maneira como 0s nutrientes
absorvidos pelo animal sdo direcionados para os tecidos muscular e adiposo tem
implicages diretas na eficiéncia do processo produtivo. Como pode ser visto na figura 1, a
energia proveniente de 10 keal de energia metabolizavel, se utilizada para:a deposicéo de
musculo, resultaria em 3,5 kcal de energia depositada, 0,64 g de proteina e 2,6 g de tecido
muscular. Se por outro lado, esta mesma quantidade de energia fosse utilizada para a
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deposigdo de gordura, resultaria em 6,0 kcal de energia depositada, 0,64 g de gordura e
0,7 g de tecido adiposo (Geay, 1984). Portanto, & bastante claro que para uma mesma
quantidade de alimento consumido, o ganho de peso sera maior se uma maior parte da
energia for utilizada para a deposigdo de tecido muscular em vez de tecido adiposo.
Como conseqliéncia, a conversdo alimentar também sera melhor.

Eficléncla de deposicio dos tecidos mucular e adiposo

10 kcal Energia
Metabolizdvel

| Masculo | Tecido Adiposo J

35 keal E depositada 6,0 keal E depositada
0,64 g proteina 0,64 g gordura
2,6 g misculo 0,7 g tecldo adiposo

Figura 1: Eficiéncia da utilizagdo da energia pelos tecidos adiposo e muscular.

E importante ressaltar que a maior utilizagio de energia e proteina do alimento
para a deposigdo de musculo em vez de gordura ndo estaria aumentando a eficiéncia
energética do processo, visto que a eficiéncia para depositar gordura no tecido adiposo
¢ bastante alta. No entanto, o objetivo principal da produgéo animal  a produgéo de
proteina de alta qualidade. A gordura, apesar de sua importancia fisiolégica para a
sobrevivéncia do animal, quando depositada em excesso, toma-se um problema. Boa
parte da gordura depositada ndo @ utilizada como alimento por seres humanos e, ao
contrario, constitui um problema para a saude. Consumo elevado de gordura esta
associado com obesidade, cancer e doengas cardiovasculares. Portanto, estudos ou
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processos que venham aumentar a deposigéo da musculatura esquelética em animais
estardo contribuindo para aumentar a eficiéncia do processo produtivo € a qualidade de
produtos de origem animal.

As estratégias atualmente utilizadas para aumentar a deposi¢do de musculo
concentram-se na manipulacdo ou seie¢do dos animais apos o nascimento, sendo os
eventos pré-natais ignorados. Alguns exemplos destas estratégias sdo o usc de
repartidores de nutrientes (agonistas beta-adrenérgicos), promotores de crescimento e
selecdo massal. O processo de selegdo tem gerado resultados particularmente
interessantes. Nesse procedimento animais sao selecionados por varias geragdes
resultando em aumento da freqiéncia dos genes associados com caracteristicas
fenotipicas desejaveis. Tal estratégia e utilizada na produgdo de frangos de corte,
gerando entre 1 a 2% de aumento de ganho de peso ac ano. Uma outra alternativa ¢ a
manipulagdo de genes por meio de técnicas de biologia molecular. Para tal, é
necessario 0 conhecimento profundo dos genes envolvidos na determinagdo da
caracteristica fenotipica de interesse. Neste enfoque, a presente revisao foi conduzida
com o objetivo de discutir alguns aspectos dos recentes avangos do conhecimento
cientifico sobre o controle molecular do desenvolvimento da musculatura esquelética
em aves.

2. Tecido Muscular

O tecido muscular no animal pode ser classificado em trés tipos:. musculatura
lisa, presente nos vasos sangiineos e sistema digestivo, musculatura cardiaca,
presente no coragado; e musculatura esquelética. A musculatura esquelética tem um
aspecto estriado, apresenta movimento voluntario e esta ligada direta ou indiretamente
aos 0S8S0s.

No tecide muscular encontra-se tecido conjuntivo, vasos sanglineos, fibras
nervosas, fluidos extracelulares e fibras musculares. A fibra muscular € a unidade
fundamental do tecido e representa entre 75 e 92% do volume do muasculo. O muscuio
¢ formado por fibras musculares agrupadas em feixes, que reunidos formam um grupo

muscular. O tecido conjuntivo que envolve cada fibra muscular € chamado de
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endomisio, 0 que envolve um grupo de fibras musculares, perimisio e o que recobre
todo o muscuio é chamado epimisio. |

A fibra muscular pode ter de 10 a 100 um de diametro, varios centimetros de
comprimento e pode possuir entre 1.000 e 2.000 miofibrilas que se estendem por todo o
comprimento da célula. Estas miofibrilas, por sua vez, sdo formadas por miofilamentos.
Estes, junto com outras 20 proteinas, sdo responsaveis pelo mecanismo de contragao
muscular. As principais proteinas presentes sdo actina e miosina (responsaveis pela
funcéo contratil) e fropomiosina, troponina, alfa-actina e beta-actina (com fungdes
regulatorias).

O aumento no didmetro (hipertrofia) ou no numero (hiperplasia) das fibras
musculares resulta em aumento na massa muscular. Em animais em crescimento, a
hipertrofia das fibras € o principal processo envolvido no aumento da musculatura
esquelética, visto que praticamente nio ocorre aumento no numero de fibras apés o
nascimento de mamiferos e aves. O exercicio fisico pode aumentar o diametro de fibras
musculares, no entanto, este procedimento exige atividade fisica intensa, requer dieta
rica em energia e proteina e € bastante ineficiente na converséo de ragio em proteina
muscular.

2.1. Origem do musculo

Os somitos (blocos segmentares de mesoderme paraxial) sdo as estruturas que
déo origem a musculatura esqueiética. Durante o desenvolvimento embrionario os
somitos s&o formados ao longo do tubo neural. Iniciatmente, o somito é composto de
células colunares arranjadas radialmente ao redor de um pequeno lumen. A parte
ventro-medial do somito d4 origem ao escler6tomo, enquanto que as células dorso-
laterais d@o origem ao dermomidtomo (Kahen et al., 1988). Em uma etapa
subsequente, células da porcdo dorso-medial dos somitos migram sob o
dermomiétomo, dando origem ao miétomo e, por sua vez, estas células diferenciam-se,
formando as primeiras células musculares do embrido. Células individuais
mononucleadas vao originar estruturas da musculatura axial e do tronco, enquanto uma
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segunda populagée de células migratorias devera colonizar outras regifes do embriao,
tais como os membros em desenvolvimento e a parede ventral do corpo (Cossu, 1996).

Ordahl e Le Douarin (1992} demonstraram em codornas que as células somiticas
préximas ao tubo neural ddo origem a musculatura das costas, enguanto que as células
mais afastadas migram para outras regides e déo origem a musculatura do peito,
membros e outras. |

2.2. Controle molecular da formagdo de musculo

Os fatores miogénicos pertencem a um grupo de genes (MyoD, Myf-5, MRF4 e
miogenina) envolvidos nos processos de determinagdc e diferenciagdo de células
musculares. Quando expressos em células fibroblasticas, estes genes tém a
capacidade de transforma-las em células musculares (Weintraub et al., 1991).

A hipdtese atual sobre o desenvolvimento muscular é que a determinagdo
miogénica é controlada pela ativag&o de um ou mais /oci miogénicos de determinacao,
provavelmente por um mecanismo de hipometilagdo. A ativagdo destes “loci”
miogénicos causa profundas mudangas na expressao génica pela indugdo de um
nimerc de genes musculo-especificos capazes de direcionar as células mesodérmicas,
levando-as indiretamente ou diretamente a ativacdo da miogénese (Olson et al., 1995).

Estudos de hibridizag@o in situ em roedores demonstraram que Myf-5 € ativado
antes de qualquer outro gene especifico na formagao da musculatura esquetética e é,
portanto, considerado um gene marcador do desenvolvimento muscular. Apds a sua
ativagio, miogenina e MyoD s&o ativados (Ott et al., 1991). MRF4 também & ativado em
embrides, mas apenas de maneira transitéria. O MRF4 parece ser mais importante em
animais adultos, pois esta presente em quantidades bem superiores aos outros fatores
miogénicos (Hinterberger et ai., 1991).

Em experimentos conduzidos com animais transgénicos, nos quais fatores
miogénicos foram expressos em varios tecidos, observou-se a ativagdo de proteinas da
musculatura esquelética no corag¢éo e no cérebro (Miner et al.,, 1992, Santerre et al.,
1993).
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Para documentar ainda mais a importancia destes fatores, animais mutantes na
expressdo de miogeniné foram obtidos. Nestes animais, a formagdo da musculatura
esquelética foi bastante prejudicada (Hasty et al., 1993). Em resumo, estes genes sdo
responsaveis pela determinagéo e diferenciagéo de células multipotentes em células
musculares.

O padrdo de ativagBo dos genes em aves durante o desenvolvimento
embriondrio é diferente do que ocorre em mamiferos. Em codornas, o primeiro gene a
ser ativado € gmf1 (MyoD ), seguido por qmf3 (Myf-5) e gqmf2 (miogenina) (Pownall &
Emerson, 1992; Coutinho et al., 1993).

O processo de indugdo de células somiticas para a formagdo de musculo parece
ser dependente de sinais oriundos do tubo neural. Estudos conduzidos por Rong et al.,
(1992) mostraram que somitos imaturos, quando afastados do tubo neural por meio de
microcirurgia, nao formam célutas musculares. Quando os somitos s&o reaproximados
do tubo neural, observa-se a formagao de células musculares. Da mesma forma,
estudos preliminares conduzidos por Pownall et al. (1996) revelaram: que, quando
afastados do tubo neural, os somitos ndo ativam gmf1 e nac formam células
musculares. No entanto, se uma segéo do tubo neural for enxertada junto ao somito,
ocorre a ativacdo de gmf1. Estes estudos revelam que a ativagdo do processo
miogénico pode ser manipulada através do afastamento e aproximagao dos somitos do
tubo neural.

Estudos conduzidos por Langman e Nelson (1968) retataram que as células do
miétomo ndo se dividem e que o0 processo de multiplicagdo ceiular ocorre no
dermatomo. E interessante observar que em cultura de tecidos, a expresséc de MyoD
inibe a proliferagdo celular, no entanto tal relagdo ndo foi investigada em células
somiticas de embribes.
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3. Correlagéio entre expressdo de fatores miogénicos e desenvolvimento
muscular. |

Estes estudos envolveram o uso de codornas selecionadas, por 87 geragdes,
para aumento no ganho de peso. Os animais selecionados, denominados linhagem P,
apresentavam a quatro semanas de idade, peso 3 vezes superior ao da populagéo nao
selecionada (controle). Estudos conduzidos por Fowler et al. (1980) revelaram que a
linhagem P apresentava aos 10 dias apds a eclosdo, aumento de 3,5 vezes no peso da
musculatura peitoral. Este musculo apresenta também aumento de 3 vezes no
'conteudo de DNA, sem diferenga na proporgdo proteina/DNA. Este estudo revelou
ainda aumento de 16 vezes no numero de fibras musculares no musculo
semimembranoso. Em estudos conduzidos durante a fase embrionaria, quando inicia-
se a formagéo de muscuio, Coutinho et al. (1993) observaram atraso na formagéo de
somitos e na expressao de qmf1, gmf2, gmf3 e miosina na linhagem P. Nesta linhagem
observou-se também um atraso na ativagdo de gmfl nos membros. Em estudos
preliminares, conduzidos com animais selecionados para diminuig&o de ganho de peso,
foi observado adiantamento na formag&o de somitos e na expressdo de qmfi. Estes
resultados indicam uma rela¢éo bastante interessante entre a expresséo dos fatores
miogénicos e a capacidade de deposigdo de musculatura esquelética. Como estes
fatores sd@o responsaveis pela diferenciaco de células multipotentes em céiulas
musculares, & bastante provavel que a manipulagdo dos mesmos modifique a
deposigéo de misculo em animais.
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RT-PCR NO ESTUDO DA EXPRESSAO GENICA

LLacia Elvira Alvares

A RT-PCR é uma técnica extremamente sensivel que permite detectar a
atividade de genes especificos, em pequenas amostras de tecidos ou até mesmo em
uma unica célula. Esta técnica envolve a sintese de um transcrito de DNA
complementar (DNAc) a partir de moléculas de RNA, utilizando-se a enzima
Transcriptase Reversa. O DNAc sintetizado é entéo amplificado exponenciaimente pela
reacao em cadeia da polimerase (PCR).

De uma forma geral, a RT-PCR tem vantagens significativas sobre os ensaios
mais tradicionais com RNA. Uma delas é a sua grande sensibilidade, que teoricamente
permite amplificar ¢épias Gnicas de um RNAm particular, mesmo em amostras de RNA
altamente complexas. Para fins de comparagéo, enquanto que para um ensaio de RT-
PCR é preciso dispor de apenas 1 ug de RNA total, para um ensaio de "Northern
blotting” sdo necessérias 30 ng de RNA total. Outra vantagem importante, & que as
condigbes de reagdo podem ser facilmente otimizadas, até obter-se um maximo de
especificidade. Isto permite, por exemplo, que alvos que difiram em apenas um dnico
nuclectideo possam ser diferenciados. Além disto, a RT-PC, mais do que qualquer
outra metodologia disponivel, é ideal para andlises rapidas de um grande numero de
amostras. Em razdo de todas estas vantagens, questdes biologicas que antes
dificiimente poderiam ser resolvidas pelas técnicas convencionais de andlise de RNA
podem ser solucionadas pela RT-PCR.

Apesar do grande impacto da técnica de RT-PCR em muitas areas de pesquisa,
a aplicagdo desta metodologia para fins de quantificagdo de acidos nucleicos tem
apresentado dificuldades. A natureza exponencial da reagéo de PCR faz com que, na
pratica, pequenas variagdes na eficiéncia de amplificagéo tomem-se variagbes grandes
na amplificagdo do produto. Até mesmo diferengas minimas de temperatura que
eventuaimente possam ocorrer entre os pogos do termociclador podem causar
variagbes significativas entre amostras idénticas. Por exemplo, usando o mesmo
protocolo de amplificagéo, uma unica amostra preparada a partir de um mesmo "mix de
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PCR", pode produzir resultados que diferem em até seis vezes quanto a quantidade de
produto amplificado nas replicatas individuais (Gilliland et al., 1990).

Chelly et al. (1988) desenvolveram um método para andlises semi-quantitativas
dos niveis de RNAms especificos pela técnica de RT-PCR, utilizando um RNA
enddgeno como controle interno. O controle interno é co-amplificado com o RNAm de
interesse, agindo como um indicador das variagbes entre as diferentes amostras nas
reagbes de sintese de DNAc e na PCR. Este tipo de controle permite monitorar a
extensio da degradagéo e recuperagfio das amostras de RNA. Apos normalizagéo com
base no controle interno, os niveis de RNAm de cada amostra individual podem ser
comparados diretamente. Transcritos codificando enzimas metabdlicas, proteinas
ribossomais ou fatores de elongacgdo da tradugdo, tém sido particularmente tteis como
controies intemnos, uma vez que eles tendem a ser expressos de forma ubiqua.

Uma limitagdo da RT-PCR semi-quantitativa é que a abundancia do RNA
controle deve ser semelhante 3 do RNAm de interesse, de forma que os amplicons
tenham cinéticas de amplificagdo semelhantes, permitindo a sobreposigdo da fase
exponencial de amplificagdo. Aiém disto, para que esta técnica tenha cunho
quantitative, é fundamental que as amostras sejam testadas dentro da fase exponencial
da reagdio de PCR. Isto porque, ao atingir o platd, a eficiéncia da reagao de PCR
diminui e as concentragdes relativas dos amplicons controle e de interesse comegam a
variar. Este efeito & resultado de vérios fatores, como a saturagéo do substrato da
polimerase, a desnaturagio incompleta das sequéncias molde e a competicdo de
amplicons que passam a auto-anelar e competir com os primers. Além disto, se o
controle interno @ o RNAm de interesse s&o amplificados por pares de primers
diferentes e divergem significativamente em seqléncia, tamanho ou estrutura
secundaria, ¢ necessario controlar também as diferengas entre as eficiéncias de
amplificagéo (Kevin et al., 1993).

Wang et al. (1989) elaboraram uma abordagem alternativa aos métodos de
analise semi-quantitativa por RT-PCR. Utilizando como controle intemo da reagdo de
PCR um RNA heterdlogo, estes autores conseguiram quantificar, em termos absolutos,
doze tipos diferentes de RNAms. Este procedimento ¢ hoje conhecido como RT-PCR

quantitativo ou QC-RT-PCR ("competitive quantitative - RT-PCR"), uma vez que um
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controle interno contendo os mesmos sitios de ligagdo aos primers que um RNAm
endégeno, compete com este ultimo pela amplificagdo por PCR. Desta forma, espera-
se que os RNAms enddgeno e controle sejam amplificados com a mesma eficiéncia,
uma vez que cada um deles compete igualmente pela amplificagdo, a despeito de
gualquer alteragdo nas condigdes de reagfo. Posteriormente, as moleculas
competidoras podem ser separadas das moléculas endbgenas por tamanho ou
digestdo com enzimas de restri¢ao.

Protocolos cada vez mais simples, muitas vezes utilizando o PCR como principal
ferramenta, tém sido descritos para a construgio de moléculas competidoras idénticas
ao RNAm endégeno, exceto pela presenca de um sitio de restrigdo ou de uma pequena
insergéo ou delegéo. Moléculas competidores feitas de RNA s&o preferiveis as de DNA,
em razéo das variagbes de eficiéncia na sintese do DNAc. Embora a RT-PCR venha
sendo aplicado satisfatoriamente usando moléculas competidoras heterdlogas, que tém
apenas os sitios de ligagdo com os primers em comum com o RNAm endogeno, a
reducdo das diferengas entre as moiéculas controle e endégena podem teoricamente
aumentar a acuidade da quantificagdo. iIsto porque diferencas de tamanho ou
sequéncia entre 0 RNA enddgeno e competidor podem resultar em diferengas na
estrutura secundaria e, consequentemente, na eficiéncia da amplificagcdo, gerando
desvios nos resultados. Por outro lado, quando um controle interno difere do alvo de
interesse apenas por um sitio de restrigdo, a formagédo de heteroduplex pode ocorrer
quando atinge-se a fase de piatd do PCR, mascarando a proporgao real entre as
moléculas controle e endogena (Kevin et al., 1993).

Os experimentos de QC-RT-PCR séo geraimente bastante trabalhosos, uma vez
que sdo necessarias de trés a cinco reagdes de PCR para cada amostra a ser
analisada. Nestas reacdes, procede-se a co-amplificagdo de uma quantidade constante
de DNAc com varias diluicbes senais do competidor. Apos quantificacao, é feita uma
curva, plotando-se a proporgéo logaritmica entre os amplicons endégeno e competidor
contra a quantidade de competidor (log da concentragdo) adicionada as reagbes. Desta
forma, é possivel determinar o ponto de equimoiaridade (log endégeno/competidor =
zero), que corresponde ao ponto em que o RNA controle e enddgeno sdo equimolares

e que tinham, portanto, as mesmas concentragdes iniciais na reagéo (log zero = 1).
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Embora a realizagao de varias titragées em multiplas amostras de RNA seja trabalhosa,
esta técnica trouxe um avango significativo, permitindo que quantificagbes absolutas
possam ser feitas mesmo ap6s a fase exponencial da reagao (Tsai e Wiltbank, 1996).

Procedimentos mais simples tém sido descritos, como por exemplo a construgao
de uma unica curva padrdo para cada ensaio, com a qual as amostras analisadas s&o
comparadas diretamente (Tsai e Wiltbank, 1996). A curva padréo € produzida com
diferentes quantidades do RNA endégeno, que é co-amplificado com uma quantidade
constante do RNA competidor. O numero de ftranscritos na amostra problema é
determinado por RT-PCR desta amostra com a mesma quantidade de competidor
usada para a construgdo da curva padrdo. Comparando-se a proporgdo entre 0s
produtos da amostra (endégeno/ competidor) com a curva-padréc 6 possivel determinar
o nuimero de copias de RNAm presentes nesta amostra. Uma vez que néo é preciso
realizar para cada amostra desconhecida multiplas reagbes com diferentes
concentragdes do competidor, é possivel desta forma reduzir as quantidades de DNAC
utilizadas em cada experimento e, consequentemente, ampliar o numero de RNAms
que podem ser estudados a partir de cada amostra de DNAc.
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TECNICAS EMPREGADAS NO ESTUDO DA EXPRESSAO GENICA

Jane Eyre Gabriel

Um grande desafio da biologia celular é o entendimento do funcionamento das
céiulas ao nivel molecular. Os avangos nos estudos nesta area estdo diretamente
associados & sistematizag¢lio e otimizagdo de técnicas experimentais, possibilitando a
investigacdo detalhada da complexidade dos mecanismos moleculares envolvidos na
expressaoc de um determinado gene (Pratt, 1987).

Nas uitimas décadas, um conjunto de técnicas, conhecidas coletivamente como
tecnologia do DNA recombinante, tem proporcionado imensos avangos nos estudos do
controle da expressdo génica, pois com a utilizagdo desta metodologia € possivel
investigar a estrutura, localizagéo e fungéo de diversos componentes macromoleculares
envolvidos nos diferentes mecanismos celulares. Esta metodologia compreende: (a) a
clivagem especifica do DNA por enzimas nucleases de restricdo, que facilitam o
isolamento e manipulagéio de genes individuais; (b} sequenciamento rapido de todos os
nucleotideos de um fragmento purificado de DNA, tornando possivel a determinagao
dos limites precisos de um gene e da seqUéncia de aminoacidos que ele codifica; (c)
hibridizagdo de acidos nucléicos, possibilitando a procura de sequéncias especificas de
DNA ou RNA com grande sensibilidade e exatiddo, baseando-s¢ na habilidade de
ligagdo entre seqiéncias complementares de acidos nucléicos; (d) clonagem de DNA,
pelo qual um fragmento especifico de DNA é integrado em um elemento geneético auto-
replicante (plasmidio ou virus) que introduzido em uma bactéria pode originar muitos
bilhdes de cépias idénticas; (e) engenharia genética, pelo qual sequéncias de DNA sao
alteradas, produzindo versdes modificadas dos genes, que sdo inseridas em células ou
organismos (Alberts et al., 1989; Lewin, 1997).

O impacto que esta metodologia tem provocado nos setores industrial,
farmacéutico e agropecudrio € indiscutivel e, assim, a otimizacgo de tais sistemas
experimentais é de fundamental importancia para assegurar a andlise precisa dos
mecanismos de controle envolvidos na expressdo de um determinado gene em
diferentes organismos.
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Tecnologia de Amplificagéo dos Acidos Nucléicos

Recentemente, o DNA de uma determinada regiio do genoma de qualquer
organismo pode ser amplificado em milhdes de copias, gragas ao desenvolvimento de
uma metodologia, designada PCR, que permite a amplificagio em cadeia utilizando
uma DNA polimerase (Mullis & Faloona, 1987). Desde sua concepgéo, esta tecnologia
tem causado uma verdadeira revolucdo na Biologia, tanto na pesquisa visando o
entendimento de processos bioldgicos fundamentais como nas areas aplicadas
envolvendo diagnosticos e melhoramento genético de plantas e énimais domésticos
(Ferreira & Grattapaglia, 1995). Desta forma, a técnica de PCR tem sido uma
ferramenta fundamental nos estudos de expresséo génica.

A técnica de PCR envolve a sintese enzimatica in vitro de milhares de copias de
um segmento especifico de DNA na presenga de uma enzima DNA polimerase. A
reacdo de PCR baseia-se no anelamento e extensdo enzimatica de um par de
aligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples) empregados como
iniciadores (primers), que delimitam a sequéncia de DNA fita dupla como alvo da
ampiificagdo. Estes primers sdo sintetizados artificialmente de maneira que suas
sequéncias de nucleotideos sejam complementares a seqléncias especificas que
flanqueiam a regiéo alvo.

Reagdes de Hibridizag#o dos Acidos Nucléicos

Quando uma solugdo aquosa de DNA é aquecida a 100°C ou exposta a pH muito
alto (pH>13), os pares de bases complementares, que normalmente mantém as duas
fitas da dupla hélice unidas, sdo rompidos, resuitando em duas fitas simples. Este
processo, chamado desnaturagdo do DNA, por muitos anos fo considerado um
processo ireversivel. Entretanto, foi demonstrado que as fitas simples complementares
de DNA podem ser dispostas novamente em dupla-hélice por um processo denominado
renaturagdo ou hibridizagio do DNA, quando tais fitas tém uma sequéncia
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complementar de nucleotideos (Alberts et al., 1989; Lewin, 1997). Assim, uma fita
simples de DNA pode ser empregada como uma sonda molecular,. bara determinar a
concentragio de qualquer sequéncia de RNA ou DNA em uma mistura de outras
seqiéncias.

Os fragmentos dos acidos nucléicos podem ser identificados por transferéncia de
RNA total ou DNA gendmico para membranas de nitrocelulose, nas quais as reagbes de
hibridizacdo sdo realizadas empregando sondas moleculares especificas ao gene de
interesse. Tal procedimento experimental pode ser realizado com DNA ou RNA, sendo
conhecido como "Southern" e "Northern blotting", respectivamente. Um procedimento
andlogo que ¢ empregado para transferir proteinas é conhecido como "Western
blotting”.

Tais técnicas envolvendo hibridizacéo de sondas moleculares de DNAs ou RNAs
possibilitam: (a) a investigagdo das variagbes na expresséo de um determinado gene e
(b) a verificagio de se tais variagbes ocorrem ao nivel transcricional ou pos-
transcricional. Atualmente, os métodos de hibridizagdo séo fundamentais nos estudos
da estrutura e expressio génicas (Alberts et al., 1989; Lewin, 1997).

Como as demais macromoléculas, os acidos nucléicos ocupam posigoes
precisas nas células e tecidos, e informagbes importantes quanto a localizagdo destas
moléculas nas células sdo perdidas quando tais moléculas s&o extraidas por
homogeneizagdo. Por esta razdo, técnicas tém sido desenvolvidas, onde sondas de
acidos nucléicos e anticorpos marcados s@o empregados para localizar sequéncias
especificas de DNA ou RNA, sendo este procedimento experimentai denominado
hibridizagdo in situ. Os métodos de hibridizacéo in situ tém sido desenvolvidos com o
objetivo de reconhecer o DNA nos cromossomos, mas também revelar a distribuigdo de
moléculas especificas de RNA nas células em diferentes tecidos. Neste caso, o padrac
diferenciado de expressdo dos genes pode ser investigado, proporcionando
informagdes importantes sobre 0s mecanismos envolvidos na expressao génica durante
o crescimento e desenvolvimento.
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ANIMAIS TRANSGENICOS

Luciana de A. Ribeiro

CPG - Genética e Melhoramento, USP - ESALQ

Durante séculos, produtores tém realizado selegao artificial em varias ragas e
linhagens de animais domésticos, objetivando aumentar a frequéncia dos genes com
efeitos favordveis. No emtanto, quando o objetivo é a obtengdo de mudangas mais
drasticas no potencial genético, como mudanga da base alimentar {pasto x gr&os) ou
nos requerimentos de mercado (redugio de gordura), produtores tém langcado mé&o de
estratégias de substituicBo de ragas ou cruzamentos para transferir genes de uma
populagéo para outra, dentro de uma mesma espécie (Cundiff et al., 1993). Na decada
passada, foram desenvolvidas técnicas para transferir genes especificos com efeitos
desejaveis ndo somente de uma raga para outra, mas de uma espécie para outra
(Pursel & Rexroad, 1993). Estas técnicas de transgénese foram desenvolvidas para se
obter mais rapidamente animais com caracteristicas economicamente importantes do
que quando utilizava-se acasalamento seletivo (Wall, 1996). Esta tecnologia tem tido
enorme impacto nos componentes da eficiéncia de produgio e, sobretudo na
agregagéo de maior valor econdmico aos produtos de origem animal.

Animal transgénico pode ser definido como aquele que contém moléculas de
DNA exdgeno em seu genoma, introduzidas por intervengdo humana intencional,
objetivando a expresséo de novas caracteristicas (Wall, 1996). O animal que integra o
DNA exdgeno em seu genoma é chamado de transgénico e o gene transferido de
transgene (Pursel & Rexroad, 1993). Entretanto, a integra¢do por si s6 n&o garante a
expresséo do transgene, e, uma outra definicdo, seria aquele animal que expressa o
transgene e que quando acasalado com animais normais, produz progénies que
herdaram este gene de forma mendeliana (Gordon & Ruddle, 1981).

O primeiro experimento com transgénese foi realizado em células da linhagem
germinativa de camundongos em 1974. O genoma inteiro do virus de simios foi
microinjetado na cavidade blastocélica de embriGes em estagio inicial do
desenvolvimento. Entretanto, a integragdo do DNA viral s6 foi detectada em estudos
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subsequentes, onde embribes de camundongos foram microinjetados com o retrovirus
da leucemia de Moloney, gerando a primeira linhagem de camundongos transgénicos,
em 1977 (Jaenisch, 1988). A partir desta data, uma variedade de protocolos tém sido
desenvolvidos visando alterar o gendtipo de animais de maneira estavel.

Os primeiros resultados positivos com a expressdo de DNA exdgeno foram
também obtidos em camundongos, no inicio da década de 80 {Gordon & Ruddie, 1981;
Palmiter et al., 1982 e 1983). Camundongos gigantes gerados a partir da introdugéo do
transgene (promotor da metalotioneina de camundongos e gene do hormonio do
crescimento humano) em embrides de uma Onica célula, demonstraram que a
integracao foi estavel e a expresséo foi correta nos tecidos do animal adulto (Palmiter et
al., 1983). Estes resultados incentivaram a especulagio sobre a aplicagdo das técnicas
de transgénese para aumentar o crescimento em espécies domésticas.

Os primeiros coelhos, ovelhas e porcos transgénicos foram obtidos em meados
da década de 80 (Hammer et al., 1985) e os primeiros bovinos e caprinos no inicio dos
anos 90 (Pursel & Rexroad, 1993). Entretanto, a eficiéncia de transformagao foi bem
menor que a obtida em camundongos.

Animais transgénicos tém sido amplamente utilizados come modelos biolégicos
experimentais para pesquisas dos mecanismos do desenvolvimento e reguiagao
génica, estudos de doencgas genéticas humanas (Jaenisch, 1988) e de diversos tipos de
cancer, através da insercéo de diferentes oncogenes {(Lewin, 1997).

Um dos objetivos imediatos da transgénese em animais € desenvolver um
sistema alternativo de produgado de proteinas recombinantes de interesse farmacolégico
humano (Jaenisch, 1988; Pursel & Rexroad, 1993; Wall, 1996). Uma outra aplicagéo,
para um futuro proximo, @ a produgdo de orgdos de animais (frequentemente o porco)
para {ransplante em humanos (xenotransplante), produzindo animais transgénicos
expressando fatores que evitem a rejei¢ao (Lanza ef al., 1997).

Varios métodos tém sido utilizados para a introdugao de genes em animais, tais
como: 1) microinjecdo de DNA em pronucleo, 2) infecgdo por retrovirus, 3) células
embrionarias indiferenciadas (“stem cells”), 4) biobalistica, e 5) espermatozéides como
vetores.
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1. Microinjegao de DNA em Pronucleo

Microinjecdo de DNA em prontcleos de ovos fertilizados tem sido 0 método mais
amplamente utilizado para a producdc de animais transgénicos (Jaenisch, 1988). A
maior vantagem deste método & a eficiéncia em gerar linhas transgénicas que
expressam o fransgene de maneira correta. Entretanto, esta técnica € limitada, ndo
podendo ser utilizada em embrides em estagio mais avangado do desenvolvimento
(Jaenisch, 1988). Outra desvantagem da injegéo direta de DNA € a introdugéo de varias
copias, originando animais com expresséo variavel do transgene.

2. Infecgdo por Retrovirus

Ao contrario do DNA microinjetado, retrovirus integram-se por um mecanismo
precisamente definido no genoma da célula hospedeira. Somente uma unica copia do
virus € inserida num determinado sitio do cromossomo e nenhum rearranjo no genoma
é induzido, exceto uma pequena duplicagdo da seqéncia hospedeira no sitio de
integrac&o (Jaenisch, 1988; Menck, 1998). O uso desta técnica para inserir genes em
aves tem recebido muito mais atengao, devido ao fato que, apds a postura, ha cerca de
60.000 células na blastoderme, inviabilizando a microinjecdo com DNA (Pursel &
Rexroad, 1993). A principal vantagem do uso de vetores retrovirais para transferir genes
em animais é a facilidade de se introduzir virus em embrides em varios estagios do
desenvolvimento. No entanto, o tamanho do DNA a ser introduzido é fimitado (menos

de 6 Kb) e, geraimente, pode apresentar problemas de expresséo do gene devido a alta
instabilidade de tais vetores.

3. Células Embriondrias Indiferenciadas ("stem cells")

As células embrionarias indiferenciadas (*stem cells”) tém sido mais comumente
utilizadas em camundongos, pois € a unica espeécie que possui linhagens estabelecidas
de células indiferenciadas estaveis. Estas células sao estabelecidas “in vitro® a partir de

embrides em estagio de blastocisto, conservam seu caridtipo em cultura e sao
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pluripotentes. Quando injetadas em um blastocisto hospedeiro, estas células podem
colonizar o embrido e contribuir para a formagéo da linhagem germinati'va, originando
um animal quimérico para o gene exbgeno (Jaenisch, 1988). A vantagem deste
procedimento é que um gendtipo particular pode ser selecionado “in vitro®, antes da
introdugéo das células indiferenciadas nc embrido. Por esta razdo, esta € a unica
técnica que permite o uso de regiGes especificas no transgene para uma possivel
insercéo sitio-especifica por recombinagdo homéloga (Pursel & Rexroad, 1993). Nas
espécies domésticas, a utilizagdo desta técnica ¢ limitada até os dias de hoje, pelo fato
dos animais obtidos serem quiméricos. Isto implica em um aumento no tempo
necessario para a obten¢do do animal fundador homozigoto (pelo menos uma geragao
a mais), sendo, principalmente para bovinos, um importante obstaculo a ser
considerado (Menck, 1998).

4. Biobalistica

A biobalistica (ou biolistica) foi desenvolvida em 1987 como uma alternativa para
a introdugdo de DNA em plantas, principalmente para aquelas espécies resistentes a
infecgdo por Agrobacterium (Sanford et al., 1993). Devido a sua praticidade, esta
técnica passou a ser utilizada também em animais e tem sido muito empregada para
estudos em pesquisas basica e aplicada. O principio desta técnica consiste em
impulsionar, em alta velocidade, microparticulas com o DNA exégeno adsorvido para o
interior de células ou tecidos vivos. Diversos organismos ja tém sidos transfectados via
biolistica, tais como: bactérias, fungos, protozodrios, insetos, peixes, anfibios,
camundongos, coethos, macaco, galinha, entre outros. Recentemente, esta técnica tem
sido utilizada em animais intactos vivos, ao invés de cultura de células e tecidos. Este
procedimento tem mostrado ser muito eficiente na elicitagdo de resposta imune
(imunizagdo genética), produzindo anticorpos especificos contra o antigeno codificado
pelo gene introduzido no bombardeamento (Tang et al., 1992).
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5. Espermatozoéides como Vetores

Espermatozoéides podem ser utilizados como vetores para a introdugéo de DNA
exdégeno no interior de ovécitos, no momento da fecundagao (Lavitrano et al., 1989).
Isto foi demonstrado em camundongos, quando apés a incubag@o de espermatozéides
em um meio contendo o DNA exogeno, observou-se a presencga deste DNA nos tecidos
de alguns camundongos recém-nascidos (Menck, 1998). Até hoje nenhum outro
laboratério conseguiu sucesso com a utilizagéo desta técnica (Pursel & Rexroad, 1993).

Em suma, dependendo do objetivo do trabalho e da espécie utilizada, deve-se
escolher qual o melhor método a ser aplicado. Ha necessidade, também, independente
dos resultados obtidos até o momento, de se realizar novos trabalhos e de se otimizar
as técnicas mencionadas acima.
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EXTRAGAO DE DNA

INTRODUGAO

Diversos métodos sdo disponiveis para a obtengdo de DNA gendmico de
mamiferos. A escolha do método depende basicamente do tecido a ser utilizado como
fonte desse 4cido nucléico, da finalidade do material e da disponibilidade de reagentes
no laboratério.

De um modo geral, os métodos compreendem as seguintes etapas:

Lise das células;

Remocéo das proteinas e de restos celulares;
Precipitacéo dos acidos nucleicos;

Remogéao enzimatica do RNA.

HWN=

A seguir descrevemos dois métodos de extragao de DNA

O primeiro foi adaptado de Olerup & Zetterquist (1 992)' e tem sido utilizado em
nosso laboratério para amostras de sangue.

O segundo, proprio para extrag:éo a partir de amostras de sémen, foi adaptado
de Zadworny & Kuhnlein (1996)°, substituindo-se o fenol, utilizado por aqueles autores
para extragio das proteinas, por precipitagdo dessas com cloreto de sodio.

Alguns cuidados especiais devem ser observados durante o trabalho com acidos
nucieicos:
1. As secregbes e microrganismos da pele podem conter enzimas que degradam os
acidos nucleicos. Para previnir a contaminagdo das amostras é importante que se
utilizem luvas descartaveis durante a manipulagéo das amostras, dos reagentes e de
acessorios de laboratérios (ponteiras, tubos, pipetas, etc.).
2. O DNA é adsorvido pelo vidro quando em presenga de alguns sais como o lodeto de
Sédio. Por isso, & recomendavel que se utilize tubos e acessérios de polipropileno para
as fases em que o DNA se encontra livre na solugéo.

! Olerup, O. & Zetterquist, H. (1992) Tissue Antigens, 39: 225 - 235
? Zadworny, D. & Kuhniein, U. (1996) Theor. Appl. Gent., 80: 631-634
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PROTOCOLO DE EXTRAGAQ DE DNA DE SANGUE FRESCO

Amostras : ,

t 1 ? ] ] 1 ? ]

A. Obtengdo de Leucocitos

1- Colher 5 ml de sangue em tubos Vacutainer com EDTA potassico (50ul EDTA (Ks) a
15%). Equilibrar os tubos completando com solugéo salina.

2- {opcional) Centrifugar 5’ a 390 g e descartar o plasma, usando um pipetador, com
cuidado para n&ao descartar as células brancas.

3- Lisar os glébulos vermelhos com 10 ml do tamp&o de hemdlise (solugdo A), e
homogeneizar, misturando bem por inverséao ou passando os tubos no vortex.

4- Centrifugar 10' 2 693 g a 4°C.

5- Dispensar o sobrenadante. Se o pellet for pequeno, recentrifugar.

6- Ressuspender o pellet em 5 ml do tampéo de hemdlise. Para isto, tampar os tubos
com parafilm e misturar bem por inversdo e, se preciso, usar o vortex. Centrifugar a
2000 rpm por 10" a 4°C.

7- Repetir a lavagem até obter somente as células brancas.

8- Ressuspender o pellet em 500 ul do tampdo de hemdlise e passar para tubos
eppendorfs. Centrifugar por 1' a 15.993 g e descartar o sobrenadante.

obs: O pellet pode ser conservado no freezer, por varios meses.

B. Extragao do DNA:

9) Ressuspender o pellet em 500! de solugdo B (Proteinase K), vortexando.

10) Incubar a 55°C até dissolver o peilet { 4-6 horas ou overnight). De vez em quando
vortexar as amostras para que o pellet fique bem dissolvido.

11) Ajustar ¢ volume para 760 ul com TE. Dividir em 2 tubos e acrescentar 120 ul de
NaCl 5M para 380 pl de solugio.

12) Centrifugar 15’ 4 15.993 g.

13) Transferir o sobrenadante para um novo tubo (devidamente marcado).

14) Adicionar 1ml de etanol absoluto gelado e inverter o tubo varias vezes. Centrifugar
por 18’ a 15.993g. -

156) Lavar com 500 ul de etanol 70% gelado. Centrifugar por 5'a 15.933 g.

16) Ressuspender em 250 ul de TE + RNase (10 pg por mi de amostra) e incubar por
1 hora.

17) Quantificar em espectrofotdmetro:

Os acidos nucleicos absorvem luz no comprimento de onda de 260 nm. Para
fazer a ieitura no espectrofotometro, normalmente se utiliza uma diluigdo em agua.
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Para estimar a concentragdo de DNA utiliza-se a seguinte relagdo: 1 OD2g = 50 pg
DNA dupla-hélice. Dessa forma a concentragdo de DNA na amostra, é obtida pelo

seguinte calculo:
[DNA] = Valor da leitura em O.D. X 50 X Fator de diluigdo

As proteinas absorvem fuz no comprimento de onda de 280 nm. Sendo assim, a
relacio Azeo/Azso fornece um parametro de avaliagéo da qualidade das preparagtes
de acidos nucleicos. Valores inferiores a 1,8 resultam de contaminagdo com
proteina.

Razéo Concentragao

Amostra ODago OD2zzo

PREPARO DAS SOLUGOES

Solugdo A
Para 1 amostra (25ml) - 250ul de Tris.CIpH 7,6 1M ( final 10mM)
( final 5mM)

250 ul de MgCl; 0,5M
50ul de NaCl 5M (final 10mM)
Completar com HzO pura

Para n amostras (25.n.) ml = 250.n: de Tris.ClpH 7,6 1M
250.n; de MgCl, 0,5M

50.n; ____ deNaCl5M
Completar com H20 pura

(final de 10mM)

Solucdo B
Para 1 amostra (500ul} X 5Spide Tris.Cl pH80 1M
10ul de NaCI 5 M (final de 100mM)
10p! de EDTA pH 8,0 0.5 M (final 10mM)
(final 0,5%)

12,5ul de SDS 20%
2ui de Proteinase K na concentragéo 20mg/mi

460,5 ul H20 pura
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Para n amostras (500.n} 5.n: de Tris.Cl pH8,0 1 M

10.n: de NaCl 5M
10.n: de EDTApH 8,0 0.5M
12,5.n: de SDS 20%
2n:___ wdeprotK 20mg/mi
4605n: __ deH;O

IE

Tris HCI pH 7,6 (final 10mM)

EDTApH 8,0 (final 1mM)

Para 1 amostra (510 ul) - Para n amostras (510.n) de solugao.

SOLUCAO DE RNase (10mg/ml)
Dissolver a enzima Ribonuclease A livie de DNase (Sigma R- 6513) em solugéo
Tris.HCI 10mM (pH 7.5), NaCl 15mM.

Armazenar a -20°C.

SOLUCAO DE PROTEINASE K (20mg/ml)

Dissolver 100 mg da enzima em 5 ml de solugéo Tris-HCl 10mM (pH 7.5),
Cloreto de Célcio 20mM, Glicerol 50%.

Armazenar a -20°C.
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EXTRACAQ DE_DNA DE SEMEN

1} Descongelar 1 paleta em cada eppendorf de 1,5 ml;

2} Centrifugar 8 mina 15993 g.

3} Lavar o pellet 4 vezes em 1 ml de PBS 1X (a cada lavagem passar no vortex e
centrifugar novamente).

4) Ressuspender em 100 pl de PBS - pode-se parar nesse ponto e armazenar no
freezer,

5) Adicionar 400 ul de Solugéo de lise. Incubar 30 min a 50°C e dissolver o peilet.
6} Adicionar Proteinase-K a 200 pg/ml (100 ug = 5 pl da solugdo estoque de 20mg/ml).
Passar no vortex até dissolver. Incubar por 16 horas a 50°C .

Precipitagdo com sal.

7) Dividir as amostras em 2 tubos, 250 ul em cada tubo.

8) Adicionar 80 ul de NaCl 5M por tubo. Agitar vigorosamente por inversdo.
Centrifugar a 15.993 g por 5 min.

9) Transferir o sobrenadante para tubos limpos. Acrescentar 1ml de etanol absoluto a
cada tubo e agitar por inversado. Centrifugar a 15.993 g por 5 min.

10) Desprezar o sobrenadante. Lavar o pellet com etanol 70% - simplesmente
acrescenta-se 100 pl de etanol 70% a cada tubo, ndo passar no vortex.

11) Centrifugar a 15.993 g por 5 min. Desprezar o sobrenadante. Secar o pellet e
ressuspender em 100 ul de TE + RNAse.

12) Incubar por 1 hora.

13) Leitura no espectrofotometro.
Preparo das solugbes

Solucdo de PBS (1X):

KCI 2,7 mM
KH.PO4 1,5mM
NaCl 137 mM
NaHPO4 8 mM

AjustaropHpara 7.0

Solucéo de lise:

2%
2-mercaptosetanol
Tris.Cl {pH 8.0) 10 mM
NaCl 100 mM
EDTA (pH 8.0) 10 mM

SDS 0.5%
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PROTOCOLO DE AMPLIFICACAO DE CSN3

N° do Termoc. :

N¢® do PCR : Data: [/

—— it

Amostras : , . ) X ) . )

1 1 ) ¥ 1 L) t L] ]

1. Tirar o DNA, o gelinho e reagentes ( menos a Taq ) do freezer 0
2 Limparabancada O

3. Lavar as maos e colocar luvas novas  [J

4. Marcar os tubos O

5. Preparar o Emix { usar ponteiras com barreiras} [

1X X

HzO Milli Q 15,4 l ul 0
10x PCR Buffer * 2,5 ul ul 0
MgCl; { 50mM ) 0,75 pl l )
dNTP ( 20mM ) 0,25 ul ul [
Pr up { 20 uM) 0,5 ul ]
Pr down ( 20 pM) 0,5l ul 0
Taq (5u/pl) 0,1 pl ul W

* 200 mM Tris- HCI {pH 8.4), 500 mM KCI

" 6. Distribuir 20ul do Emix/tubo (gelinho) 0O
7. Distribuir 5ul DNA/tubo O '
8. Amplificar, Inicio : O

Programa : KCN

30 ciclos

940 | 940
7306 | 730
/ 3 45"

55.0
/15| & ‘0
- \ 4
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DIGESTAO DO DNA — CSN3

Data: __/ _/

Amostras : , , ,

5 Emix 1X Emix — X
Agua Milli Q 1,45 i : 0
10X react 2 * 1,30 0
HinfI{10U/pl) 0,25 pl 0
Total 3ul M

*500 mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM NaCl

Por reacdo : 3,0ul Emix + 10ul DNA amplificado. incubar a 37°C por 3 horas.

Inicio :

Os “primers” utilizados amplificam uma regido de 350 pares de base do gene da
k-caseina, localizada entre os nucleotideos 201 do exon IV e 149 do intron 1V (Medrano
& Cordova®, 1990). Essa regido contém as mutagbes de ponto que resultam na
substituicdo do aminoacido isoleucina por treonina, na posigéo 136, e da alanina por
acido aspartico, na posi¢éio 148 da proteina. Apés digestéo com a enzima Hin, o alelo
A é caracterizado pela presenga de trés fragmentos de restric&o, com 134, 132 e 84
pares de bases, respectivamente. A digestéo do alelo B produz fragmentos de 266 e 84

pares de bases.

Resultados

Animal

Genétipo

3 Medranc,J.F., Cordova,E.A. (1990) V Bio/Technology, 8:144-146
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Anotacdes:
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PROTOCOLO DE AM PLIFlCAQf\O DE p A ACTOGLOBULINA
N° do Termoc. :

N°do PCR: Data: __/ [

Amosiras : , ) '

t L] 1 1 1 ! ¥ ¥ ? 1 ]

1. Tirar o DNA, o gelinho e reagentes ( menos a Taq ) do freezer [
2. Limparabancada O

3. Lavar as maos e colocar luvas novas O

4 Marcarostubos O

5. Preparar o Emix ( usar ponteiras com barreiras ) O

__ ~ X — X -
H.O Milli Q 15,4 pl pl u
10x PCR Buffer 2,5 ul ul 0
MgCl. { 50mM ) 0,75 e 0
dNTP ( 20mM ) 0,25 pl ul ]
Prup ( 20uM) 0,5l pul C
Pr down ( 20uM ) 0,5l ul O
Taq (5u/pul) 0,1 i O

6. Distribuir 20ul do Emix /tubo (gelinho) O
7. Distribuir 5ul DNA/tubo [
8. Amplificar. Inicio : ]

Programa : Touchdown PCR

20 ciclos 10 ciclos

94.0 94.0
24.0

/ 1’ 15" \65.0 o 720 | 720
— 55.0 - .
30 / 30 4\ ‘0

* 10"

[2.a]

* A cada ciclo, a T° de anelamento é reduzida em 0,5 °C, até atingir a T° ideal para o
“primer”
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Observacgdes:

DIGESTAQ DO DNA - B LACTOGLOBULINA

Data. __ [/ [
Amostras : . , . ) ' ' . )
i Emix 1X Emix —— X
Agua Milli Q 1,45 pl | l 0
10X Medium Buffer* 1.3l pl a
Hae Hl { Su/pl) 0,25 ul ul 0

*100 mM Tris- HCI (pH 7.5), 100mM MgClz, 500mM NaCl, 10mM DTT

Por reag&o : 3,0l Emix + 101 DNA amplificado. Incubar a 37°C por 3 horas.

Inicio ;

Um segmento de 262 pares de bases do gene da #-lactoglobutina, que contém
polimorfismo de restriciio para a enzima Haelll, € amplificado. A digestao do DNA
amplificado a partir do alelo A produz fragmentos de 153 e 109 pares de bases. O alelo
B caracteriza-se pela presenga de um segundo sitio de restrigdo dentro do fragmento
de 153 pares de bases, resultando em trés fragmentos com 79, 74 e 109 pares de
bases, respectivamente.
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Resultados

Anotacdes:

Animal

Gendtipo
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ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

= gel 1% — 0,3 g de agarose para 30 ml de gel, que deve ser preparado com tamp&o
Tris-Borato-EDTA 1X e com 1 pl de brometo de etideo. Para isso, aplicar 5 ul do
amplificado + 1 ul de loading buffer. Submeté-lo a uma voltagem constante na faixa

de 2 a 5 Vicm (considerando a distancia entre os eletrodos) e visualiza-lo sob luz
uitra-violeta.

= gel 3% — 0,9 g de agarose de baixo ponto de fusdo para 30 ml de gel, que deve ser
Opreparado com tampéao Tris-Borato-EDTA 1X, além de 1,2 ul de brometo de
stideo®. Utilizado para analisar o resultado das digestes com enzimas de restrigao.
Aplicar todo o produto da digestéo (13 pl) + 2,6 pl de loading buffer. A separagéo
dos fragmentos deve ser realizada em TBE 1X nas condigdes descritas
anteriormente.

* (0.4 ug/ml de gel}

Procedimento:

—

Pesar a agarose;

2, Coloca-la em um erlenmayer contendo o volume necessario de tampéo TBE 1X;

3. Aquecer no forno de microondas até iniciar a ebulicdo (aproximadamente 30
segundos em poténcia média para um gel de 30 ml). Agitar o frasco e retornar ao
forno de microondas por mais alguns segundos.

4. Aguardar a redugdo da temperatura para aproximadamente 60 ° C e adicionar
Brometo de Etidio, na quantidade indicada para cada gel.

5. Verter no molde previamente nivelado e colocar os pentes.

6. Apoés a solidificagéo, colocar o gel na cuba de eletroforese e cobrir com tampdo TBE

1X.

. Aplicar as amostras acrescidas de loading buffer e aplicar a corrente de acordo com
o tamanho do gel*,

]

m O Brometo de etidio € um potente agente mutagénico. Utilizar luvas e mascara para
preparar a solugéo estoque e manipular os géis.

w A luz ultra-violeta produz queimaduras severas. Utilize mascara/dculos de protegéo
adequados.

“ Ron et al. (1994). J. Dairy Sci., 77: 1106 - 1113
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Loading Buffer 6 x

Bromopheno{ Blue 0,25%

Xileno Cianol 0,25%

Glicerol 30% em agua (estocar a 4°C).

Limites de eficiéncia da separagéo de DNA em diferentes concentragdes de agarose

Concentragédo de agarose Separagdo de moléculas de DNA (Kb).
no gel (%) Limites de eficiéncia.
0,3 60 -5,0
0,6 20-1,0
0,7 10-0,8
0,9 7-05
1,2 6-04
1,5 4-0.2

2,0 3-0,1
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PROTOCOLO DE RAPD

N° do Termoc. :

N° do PCR: Data: __/ /

Amostras : , , ) ) ) ,

1 ¥ ] ] 1 ] ] r 1 1 ]

1. Tirar 0 DNA, o gelinho e reagentes ( menos a Taq ) do freezer O
2. Limparabancada 0O

3. Lavar as méos e colocar luvas novas O

4. Marcarostubos O

5. Preparar 0 Emix ( usar ponteiras com barreiras ) O

TX S——
H,O Milli Q 13,8 l ul W
Buffer 2,5l ul ]
MgCl; ( 50mM ) 0,75 l ut O
dNTP ( 20mM ) 0,25 ul ul 0
Primer randdmico (4 uM} 25 ul ul (1
Taq{Su/pul) 0,2 ul pl W

6. Distribuir 20! do Emix / tubo ( gelinho)}) 0O
7. Distribuir 5y DNA/tubo O
8. Amplificar. Inicio : 0

Programa : RAPD

40 ciclos

940 | 940
70 | 720
/ 3 1’

35.0
/1307 | 4 .0
1 \_"

X

Aplicar as amostras em gel de agarose a 1,5% em TBE (1X). Realizar a corrida com 2 a
5 Vicm
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Resultados

Anotagées:

Animal

Genétipo
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PROTOCOLO DE AMPLIFICACAO DO MICROSSATELITE CSFM 50

N°do PCR ;

Amostras ;

Data;

N® do Termoc. :

A

1 1 1

1. Tirar o DNA, o gelinho e reagentes { menos a Taq ) do freezer

2. Limparabancada 0

3. Lavar as m3os e colocar luvas novas 0

4. Marcar os tubos O

S. Preparar 0 Emix { usar ponteiras com barreiras ) O

_ 11X —X o
H2C Milli Q 15,4 ul i O
Buffer 2,5l ul a
MgCl; ( 50mM ) 0,75 ul wi 0
dNTP ( 20mM ) - 0,25 ul 0
Prup ( 20 uM) 0,5 ul ul |
Pr down ( 20 uM) 0,5 ul pl 0
Taq( 8u/pul) 0,1 ul pl 0
6. Distribuir 20ul do Emix / tubo { gelinho) O
7. Distribuir S5ul DNA /tubo O
8. Amplificar. Inicio : 0
Programa: Touchdcsfm15

20 ciclos 15 ciclos
94.0 94.0 94.0
/ 1’ 15" \ 650

30~

*

30 \ 550
30"

]

72.0

72.0

307

& \
4.0

[+0]

* A cada ciclo, a T° de anelamento é reduzida em 0,5°C, até atingir a T° ideal para o

“primer”
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O microssatélite CSFM50, localizado no brago longo do cromossomo 2 dos
bovinos, é amplificado com os iniciadores descritos por Moore et al. (1994). Seus alelos
apresentam tamanho entre 168 e 182 pb.

Resultados

Animal Genétipo

Anotagdes:
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PROTOCOLO DE AMPLIFICACAQO DE TEXAN15

N® do Termoc. :

N° do PCR: Data: __/__/

Amostras : ,

1 ] ]

1. Tirar o DNA, o gelinho e reagentes { menos a Taq ) do freezer O
2. Limparabancada 0O

3. Lavar as maos e colocar luvas novas O

4. Marcarostubos O

5. Preparar o Emix { usar ponteiras com barreiras ) O

1X _ X
H,0 Milli Q 15,4 ul pl O
Buffer 2,54l ul [
MgCl; ( 50mM ) 0,75 ul Y L
dNTP ( 20mM ) 0,25 ul ul 3|
Pr up { 20 uM) 0,5 u ul |
Pr down ( 20 uM) 0,5l pi 0
Tag(5u/ul) 0,1 pl pl H

6. Distribuir 20ul do Emix /tubo ( gelinho) D
7. Distribuir Sul DNA /tubo O
8. Ampiificar. Inicio : 0

Programa : TEXAN15

30 ciclos

%0 | %0
70 | 720
[ |7

56.0
/ 30 & i0
30°" \_*
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O microssatélite TEXAN15, localizado no cromossomo 5 dos bovinos a 7.7
Centimorgans do microssatélite IGF1, é amplificado com os iniciadores descritos por
Bumns et al. (1995). Os alelos variam de tamanho entre 203 e 221 pb.

Resuitados

Animal Genoétipo

Anotagdes:

140



Preparacao das placas para gel de poliacrilamida

=9

. Limpeza das placas

- Deixar as placas de molho no NaOH 1N por 30 minutos;

- Lavar com detergente comum fazendo movimentos circulares ao longo de toda a
placa, usando uma esponja macia;

- Enxaguar abundantemente em agua corrente esfregando com a esponja;

- Deixar de molho em agua destilada;

- Secar,;

- Limpar com etancl absoluto, utilizando papel toalha.

N

. Prepara¢ao da placa maior usando Bind-Silane

- Separar a placa menor da maior;
- Preparar a solugao de Bind-Silane, utilizando sempre a mesma luva:
Bind-Silane 3 ul
Etanol absoluto 1ml
Acido acético glacial 5 pl
- Aplicar a solugdo de Bind com uma pipeta sobre a placa e espalhar com papel
toalha sobre tora a superficie em um sentido Unico, ndo esquecendo de deixar um
pedago sem Bind para o pente;
- Secar por 30 minutos;
- Retirar o excesso com etanol absoluto, passando papel toalha no sentido
perpendicular ao da etapa anterior.

Obs: Separar as luvas usadas com Bind para serem usadas somente para a
preparacéo da placa maior.

3. Preparagéao da placa menor com Repel-Silane

- Aplicar 1 ml de Repel puro e espalhar com papel toalha ac longo de toda a
superficie da placa;

- Secar por 10 minutos;

- Retirar o excesso com papel toalha umedecido em etanol absoluto.

obs: passar Repel no pente. Ndo ha necessidade de retirar 0 excesso com etanol.
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4. Montagem do sanduiche

EL DE ACRILAMIDA DESNATURANTE PARA MICROSSATELITES
o SOLUGCOES:

1. 20X modified TBE buffer: 1,2X
Tris base 24229 (2M) 120mM
Acido borico 12,0g (195mM) 12mM
EDTA dissddico 589 (15mM) TmM

Completar o volume para 1 litro

2. Solug@do de uréia:
Uréia 612g
Completar o volume para 1 litro

Aquecer para dissolver. Ndo deixar passar de 60 ° C

3. Tamp&o do gel:
20X modified TBE 60 ml 12mi
Solucdo de uréia 11 200 mi (9,5M)

4. Tampéo de corrida (1,2X modified TBE):
20X modified TBE 60 ml
Completar o volume para 1 litro com gua destilada

5. Persulfato de Amoénia 10%
0,1 g de persulfato + 1 ml de a4gua Eiga

6. Acrilamida : Bisacrilamida
ACTHAMILA. ... e 38,67¢g

Completar o volume para 100ml
Se necessario aquecer até 55°C. Armazenar em frasco escuro a 4°C.

£ Cuidado a0 manipular esses reagentes; Utilize luvas e mascaras para particulas.
A acrilamida é neurotéxical

Para cada gel grande (6,67%), utilizar:

Tampéo do gel 53,78 m!
Acrilamida-Bisacrilamida 40% 10,84 mi
TEMED 37,52 ul
Persulfato de Amdnia 10% 3752 ul

- Verter o gel na placa inclinada, cuidadosamente para nao formar bolhas.
- Colocar o pente, cobrir a extremidade com filme plastico e prender o pente com
grampos de metal.
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ll. PREPARO DAS AMOSTRAS

1. Stop solution

Formamida - 95 mi 14,4 ml
EDTAO0SMpH7.5a80 14 ml 0.6 ml
Bromofenol Blue 0,05¢g 0,0075¢g
Xileno Cianol 005¢g 0,0075¢

- Adicionar 16 pl do “stop solution” em 25 ul de PCR (no proprio tubinho da reagéo).
Aquega as amostras a 92°C por 10 minutos -» Termociclador. programa

DESNATURA.

- Aplicar 15 pl quando for usado o pente pequeno.
- Aplicar 6 pl do padrac 10 pb.

Taxa de migragéo dos marcadores através do Gel Desnaturante de Poliacrilamida

% Poliacrilamida Bromopheno! Plue Xileno Cianol
5 35 130
5] 26 106
8 19 76
10 12 55
20 8 28

Sambrook et al. 2° edigéo, Molecular Cloning: Laboratory manual v 2, pag 1355, 1989

GEL DE ACRILAMIDA NAO DESNATURANTE PARA MICROSSATELITES

SOLUGOES

1. TBE10 X

Tris {0,85M ) 108 g
Acido Bérico ( 0,89M ) 55g
EDTA 0.5M pH 8.0 ( 0,02M ) 40 mi

Completar para 1 litro

2. Persulfato de amoénia 10%

- 0,1 g de persulfato + 1ml de agua ultra-pura.
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Preparagéo do gel ndo desnaturante 6,6% (70 ml):

Acril-Bisacrilamida 40% 11,64 ml
TBE 10 x 7,0mi
|Agua 50,92 ml
TEMED 40,34 pl
Persulfato de Amonia 10% 403,64

1.

Preparagio das amostras

Loading Buffer 6 x

Bromophenol Blue 0,25%
Xileno Cianol 0,25%
Giicerol 30% em agua (estocar a 4°C).

Aplicar : 9 pl do amplificado + 1,5 ul de loading

Aplicar 10 i do padréo 10 pb (33,3 ng/ul) : 1,6 pl loading + 8,4 pl agua + 0,3 pul de
ladder.

Propriedades do gel de poliacrilamida ndo desnaturante

Concentragdo % faixa de separacédo (pb) Xyleno Cyanol Bromophenol

3.5 1000 - 2000 460 100
5.0 80 - 500 260 65
8.0 60 - 400 160 45
12.0 40 - 200 70 20
15.0 25-150 60 15
20.0 6-100 45 12

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

1.

Retirar os grampos e a fita adesiva;

2. Retirar 0 pente cuidadosamente ( antes, retirar o excesso de acrilamida);

3.

O n

l\\l

Lavar as placas com &agua destilada e enxugar (as placas devem ser colocadas na
pia com os poginhos para baixo});

. Colocar o gel na cuba e virar as presilhas sem aperta-las. Aperta-las da esquerda

para a direita, de cima para baixo.

. Certificar-se que o registro do dreno (direita) esta fechado;
. Colocar tampé&o de corrida na cuba de cima, certificando-se que ndo vaze, e depois

na de baixo.

. Limpar os poginhos com seringa e, se preciso, com o “caga-bolhas”;
. Fazer uma pre-comcla a 35-40W (n&o deixar passar de 40 miliamperes) por uma

hora;
Aplicar as amostras no gel e correr nas condigées previamente descritas.
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o

PROTOCOLO DE COLORAGAO COM PRATA

(Comincinis et al., J. Anim. Breed. Genet. 112, 415-420, 1995)
Pré-tratamento : 20 minutos em 1,5 | de etanol 10% e acido acético 10% em agua
deionizada. Guardar a solugio para usé-ia no item 8 (stop).

Enxagiie e Lavagem : 3 x 30 segundos em agua deionizada.
Oxidagao : 3 minutos em 1,5 | de acido nitrico 1%.
Lavagem : 3 x 30 segundos em agua deionizada.

Impregnagao : 30 minutos em 1,5 | de solugdo contendo 1,5g de nitrato de prata e
2,0 ml de formaldeido 37%.

Lavagem : 30 segundos em agua deionizada.

Revelagdo : 3-5 minutos em 1,5 | de solugdo contendo 11,13g de carbonato de
sédio anidro, 2,0 ml de formaldeido 37% e 7,5 mi de tiossulfaio de sodio
pentahidratado 200mg/l.

Stop : 5 minutos em 1,5 1 da solugéo de pre-tratamento.

OBS: As solugdes devem ser preparadas um pouco antes do inicio da coloragao.

O formaldeido e a solugdo de tiossulfato de sédio pentahidratado devem
ser adicionados as respectivas solugdes no momento do uso.
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Descri¢cdo dos primers utilizados.

Marcador | Cromossomo Seqiéncia 5'-3' 1 T.A. Referéncia
CSN3® 6q26-33 ATC ATT TAT GGC CAT TCC ACC AAA G 55 °C Medrano &
GCC CATTTC GCC TTC TCT GTA ACA GA Cordova, 1990°
LGB® 11q28 GTC CTT GTG CTG GAC ACC GAC TACA - 55 °C Ron et al., 1964°

CAG GAC ACC GGC TCC TGG TAT ATG A

GH 19qi7-gter |GCTGCT CCT GAG GGC CCT TCG 58°C | Schiee et al., 19947

GCG GCG GCA CTT CAT GAC CCT

CSFM50 2 AGT TCT CCT CTT GAT TTC AGT AAC 55°C | Moore et al, 1994°
CCT ACT TCC TGC CTT TGT AGC ATA
TEXAN15 5 TCG CAA ACA GTC AGA GAC CAC TC 56 °C | Bums et al,, 1995°
TGG ATG AGA AAG AAG AGC AGA GTT G
OPX7 ? GAGCGAGGCT 35 °C Operon
OPX18 ? GACTAGGTGG 35 °C Operon

! A sequéncia do primer forward para cada marcador é descrita na linha superior. A
linha de baixo corresponde ao primer reverse.
T.A. = Temperatura de anelamento;

*K-caseina, "B-Iactoglobutina, “Horménio de crescimento.

° Medrano, J.F. & Cordova, E., 1990, Biotechnology 8: 144-146.

% Ron,M., Yoffe, O, Ezra, E., et al., 1994, J. Dairy Sci 77: 1106-1113.

7 Schlee, P., Graml, R., Schallenberger, E., et al., 1994, Theor. Appl. Genet. 88: 497-500.
® Moore, S.S., Byme, K, Berger, K.T., et al., 1994, Mamm. Genome 5: 84-90,

* Bums, B.M., Taylor, J.F., Herring, A.D., et al, 1995, Anim. Genet, 26: 201-202.
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Extraciio de RNA com Trizol LS

Protocolo:

N

N O R

Remover o tecido a ser submetido a extragao.

Em tubo de 1 ml, acrescentar:
750 pl Trizol + 250 uf H20 livre de RNAse

Incubar 5 min., 15-30 °C.

Acrescentar 0,2 mi de cloroformio.

Agitar vigorosamente por 15 segundos.

Incubar 15-30 °C por 2 a 15 minutos.

Centrifugar a (12.000 g) por 15 min., & temperatura de 2-8 °C.

Remover a fase aquosa (superior e translicida) e transferir para um tubo limpo.

Reservar a fase organica para extragao de DNA.
Adicionar 0,5 m! de alcool isopropilico.

 Incubar por 10 min., & temperatura de 15-30 °C.
11.
12.
13.

14,
15.

16.

Centrifugar a (12.000 g) por 10 min., & temperatura de 2-8 °c.

Descartar o scbrenadante.

Lavar com 1ml de etanol 75%. Vortex para misturar.

Centrifugar a (7.500 g) por 5 min., a temperatura de 2-8 °c.

Secar brevemente o RNA (a temperatura ambiente ou & vacuo).

Dissolver o “pellet’ em H20 livre de RNAse. Incubar por 10 min., & 55-60 °C antes
de levar ao gel.

Eletroforese RNA

1. Gel com formaldeido 30 mi
Agarose (1%) 0,39
Buffer 5x 6 mi
Formaldeido (2.2 M) 5,4 ml
H20 livre de RNAse 11,4 m!

Verificar se o pH formaldeido é maior que 4,0.

2. Tampao de corrida
MOPs 0,1M
Acetato de sédio 40 mM

EDTApH 8,0 5mM
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Pesar 20,6 g MOPs. Dissolver em 800 ml de acetato de sodio 500 mM. Ajustar o pH
para 7,0 com NaOH 2N. Adicionar 10 ml de EDTA. Guardar protegido da luz.

3. Preparagdo das amostras

Colocar em um tubo estéril:

RNA (até 30 ug) 4,5 pl
Tampéao de corrida 5x 2.0 ul
Formaldeido 3,5ul
Formamida 10,0 pl
Total 20,0 pl

Incubar as amostras por 15 min. a 65 °C. Levar ao banho gelo. Centrifugar para baixar
0 conteldo. Adicionar 2 pi de tampé&o de amostra.

Marcadores: 288 (6.333 pb)
18S {2.366 pb)
9S Rabbit
mRNA p-globina
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RT-PCR (Kit Gibco)

A. Sintese do cDNA fita simples

1. Misturar e centrifugar brevemente cada componente do Kit antes de utilizé-los.
2. Preparar; {eppendorf 0,5 ml)

1-5 ng RNA total x ul
Oligo dT (0,5 pg/ul) 1l
H20 DEPC q.5.p. 12 pl

3. Incubar as amostras a 70°C por 10 min.
4. Deixar no gelo por pelo menos 1 min.
5. Preparar a seguinte mistura de reacéo;

PCR buffer 10x 2 ul
MgCl2 25 mM 2 ul
Mix dNTP 10 mM 1
DTTO1M 2ul
Total 7 pl

6. Adicionar 7 ul da mistura de reagdo em cada mistura RNA/primer. Homogeneizar
delicadamente e centrifugar brevemente.

7. Incubar 5 min., 42°C

8. Adicionar 1 pl (200u) Superscript IIRT em cada tubo e incubar 42°C por 50 min.

9. Interromper as reagdes, colocando as amostras a 70°C por 15 min.
10. Retirar e deixar em gelo.

11. Coletar a reagao através de breve centrifugacao.

12. Adicionar 1 pl de RNAse H em cada tubo e incubar a 37°C por 20 min. antes de
proceder o protocolo B.

B. Amplificagdo do cDNA p-actina

1. Adicionar em um tubo 0,5 mi:
¢DNA (10% reagéo) 2,0 ul
PCR buffer 10x (1x} 5,0 ul
MgCi2 50 mM (1,5mM) 1,5 pl
Mix dNTP 10 mM (20pM) 1,0 ul
Amplification primer 1 (10 mM) 5,0 ul
Amplification primer 2 (10 uM) 50l
Taq DNA pot (2 U) 0,5 ul

H20 MiliiQ 30,0 pl
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2. Misturar gentilmente e adicionar 2 gotas de éleo minerai.
3. Analisar 10 ui do produto PCR em gel de agarose.
4. Programa PCR:

1° Ciclo - 95°C .......... 5 min.
55°C ... 1 min.
74°C ... 1 min

55°C ......... 1 min
74°C ... 1 min
35° Ciclo - 95°C ... 1 min.
55°C ... 1 min.

74°C ... 10 min.

Obs:. Tamanho esperado do produto: 409 pb
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL DA TECNICA DE HIBRIDIZAGAO
“IN SITU”

Este protocolo foi inicialmente descrito por Coutinho et al. (1992).

Dia 1. Incubagéo dos ovos de galinha por aproximadamente 48 horas a 37°C.

Dia 2. Coleta dos embribes e fixagdo em paraformaldeido 4% por 12 horas, a 4°C.
Dia 3. Remogio das membranas envoltérias e estocagem em etanol 70% a -20°C.
Dia 4. Pre-hibridizagao e hibridizacao.

» Desidratagdo em 1 ml etanol 80% por 2 min.

» Desidratacido em 1 ml etanol 95% por 2 min.

+ Desidratagdo em 1 ml etanol 100% por 2 min.

o Lavagens em 1 ml etanol 100% por 5 min.

« Incubagdo em 1 mi de solugdo contendo etanol 50%/xilenc 50% por 5 min.

¢ incubagéo em 1 ml xileno por 30 min.

¢ Lavagens rapidas (5 vezes) em 1 ml etanol 100%

» Hidratagéo em 1 ml etanol 95% por 2 min.

« Hidratag&o em 1 ml etanol 80% por 2 min.

» Hidratacdo em 1 ml etano! 70% por 2 min. _

» Lavagens (3 vezes) em 1 ml PBT.3 (PBS 1X contendo 0,3% TRITON X-100) por 2
min. cada lavagem N

 Digestao dos embrides em 1 mi de tampéo proteinase K (100 mM TRIS-HCI pH 8,0,
50 mM EDTA; 30 pg/ml proteinase K) por 7 min. a 37 °C. ©

» Lavagens (3 vezes) em 1 ml PBT.3 por 2 min. cada lavagem.

« Incubac&o por 10 min. em 200 ul de solugdo de hibridizagdo 50% (50% formamida, 4X
SS8C, 1X Denhardt's sotution, 0,5 ug/ul DNA de esperma de salméo desnaturado, 0,25
ng/ul tRNA de levedura e 10% dextran sulfate)/PBT.3 50%.

PRE-HIBRIDIZACAO: 3 horas a 63 °C em 100 pl solugido de hibridizagdo (50%
formamida, 4X SSC, 1X Denhardt's solution, 0,5 pg/ul DNA de esperma de salméo
desnaturado, 0,25 png/ul tRNA de levedura e 10% dextran sulfate).

HIBRIDIZAGAO: 42 horas a 63 °C em 100 pl de solug@o de hibridizagdo contendo a
sonda digoxigenina-marcada do RNA “antisense” do gene de interesse em uma
concentragao final de 0,3 ng/pl.

' O tempo de digestdo da proteinase K deve ser otimizado em funcdo do tamanho do embrifio. Para embrides com
45 horas de incubagdo 7 min. de digestio sdo suficicntes.
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Dia 5. Lavagens

¢ 100 pl solugao de hibridizagéo por 5 min. a 63 °C.

» 100 pl solugdo de hibridizagao por 2:30 horas a 63 °C,
¢ 100 pl solugio de hibridizagao por 16 horas a 63 °C.

Dia 6. Lavagens e Imunodetecgéo

¢ 80 ul solugdo de hibridizagdo/ 20 wl PBT.3 (80%/20%) por 30 min.
» 60 pl solugdo de hibridizagao/ 40 pi PBT.3 (60%/40%) por 30 min.
* 40 pl solugdo de hibridizagéo/ 60 w PBT.3 (40%/60%) por 30 min.
e 20 pl solugdo de hibridizagéo/ 80 pl PBT.3 (20%/80%) por 30 min.
» Lavagens (2 vezes) em 500 w{ PBT.3 por 1 hora cada lavagem.

IMUNODETECGAO:

e Incubagao por 1 hora em 500 u! PBT.3, contendo 5% de sorc de galinha sob level
agitacéo

» Incubagéo por 2 horas em 500 ul PBT.3 plus 5% de soro de galinha, contendo 0,25 pl
de anti-dig acoplado a fosfatase alcalina (diluigéo 1:2000)

» Lavagens rapidas (2 vezes) em 500 ul PBT.S (PBS 1X plus 0,5% TRITON X-100) e
estocagem a 4 °C, O/N.

Dia 7. Imunodetecgéo

» Lavagens (5 vezes) em 500 ul PBT.5 por 20 min. cada lavagem.

» Lavagens (2 vezes) em 500 ul CT.3 (100 mM TRIS, 150 mM NaCl, 256 mM MgCl,, pH
9,5, 0,3 % TRITON X-100) por 15 min. cada lavagem.

REAGAO DE DESENVOLVIMENTO DA COR: em 1 ml de CT (100 mM TRIS, 150 mM

NaCl, 25 mM MgClz, pH 9,5) adicionar 4,5 ul NBT e 3,5 ul X-phosphate. Esta reagao
ocorre em 12 horas e deve ser realizada na auséncia de luz.

Coutinho, L.L. et al. 1992 Whole mount in situ detection of low abundance transcripts of
the myogenic factor gmf1 and myosin heavy chain protein in quail embryos.
Biotechnology, 13(5).7224.

Centrifuga rpm g
Fanem 204 R 1.500 389,90
2.000 692,8
5.000 4330
Eppendorf 5415C 14.000 15.994
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