Marcadores moleculares
e suas aplicacoes no
melhoramento animal
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Marcador genetico

Caracteristica hereditaria

Padrao fenotipico individual pode ser

experimentalmente determinado;

Permite acompanhar a segregacao do

loco responsavel pelo carater;

Polimorfico



Aplicacoes

 Inferir sobre o comportamento dos
genes em populacoes

e Construcao de mapas do genoma

e Associar regioes do genoma com
caracteristicas fenotipicas guantitativas
ou qualitativas



Marcadores morfologicos

. NUmero limitado
. Muitos sao deletérios



Antigenos de superficie
celular e proteinas

+
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- ALFA

EETA
BETA

Quantidade razoavel de informacao

Restrita a parte expressa do genoma ( ~ 1%)



Marcador molecular

e Variacoes na sequéencia de um
determinado segmento (loco) de DNA

 Nao necessariamente corresponde a
um gene



Tipos de variagoes no genoma

substituigdo

-~

ATAACGCGGCAATICACACACACA

CTGACTGAATTATGTAGCTGGA

Poucas alteram o fendtipo!

TATTGCGCETTAGTGTGTGTGTGACTGACTTAATACATCGACCT
ATAACGCGCAARTCCTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCG GGACTGACTTAATACATCGACCT VNTR
== ~——
In/Del ATAACGi4 CAATCACACACACACACACTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCACGTTAGIGTGTGTGTGTGTNGACTGACTTAATACATCGACCT

ATAACGCGCA CCTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCE AGGACTGACTTAATACATCGACCT



Varios tipos de marcadores
moleculares

e RFLP, RAPD, AFLP, minissatélites,

microssatelites, SSCP, SNPs



Algumas mutagoes alteram sitios de restrigdo

EcoRlI

ATAACGCGCAATCACACACACACTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGC6C6TTAGTETETGTGTGACTGACTTAATACATCGACCT

ATAACGCGCAA . TCCTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCGTT . AGGACTGACTTAATACATCGACCT

ATAACGTGCAATCACACACACACACACTGACTGA ATGTAGCTGGA
TATTGCACGTTAGTGTGTGTGTEGTEGTGACTGACTAAATACATCGACCT

ATAACGCGCAACTCCTGACTGAATTATGTAGCTGGA
TATTGCGCGTTGAGGACTGACTTAATACATCGACCT



T e arcacac
l Endonuclease l Marcagao

de restri¢cdo B da sonda
Y 2% Desnaturagao,
M Hibridizagdo l Sitio de
restri¢ao

l Eletroforese e
Seguéncia alvo

=)

Transferéncia

Desnaturagao




PCR (Saiki et al, 1985)

ATTATTATTATTATT

=T \
]
Lower Primer

The primers can then anneal to their complementary sequences

CACTAT R TAA T AL T AL TAATAL DU CTEAT

ARSIV R G

Several million copies of DNA can be made in just a few hours

GTCCTGAT

Extension of the primers using T'ag polymerase
amplifies the target sequence

Pronta visualizagdo do DNA

Indmeras aplicagdes




PCR-RFLP

Alelo A
5° AATT 3 )
Codominante
TTAA
Poucos alelos (2 a 3)
Alelo B
5 oy 3
TCAA

Endonuclease de Restricdo
Separagdo eletroforética
Visualizagdo




RAPD - Random amplified polymorphic DNA

Primers aleatorios 10 mer

l PCR baixa estringéncia

Dispensa conhecimento da seqiiéncia Lk ghf g e

Dominante 444,

Reprodutibilidade ruim l



AFLP - Amplified fragment length polymorphism

Adapter Ligation EcoR 1 adapter *‘FTM‘- DipenSG ConhZCimenTO
Mse 1 adapter  TAlm S .
da seqtiencia

AATTGNN-memmmmre e NNTTA
TTAAGNN-——————— NNAAT

l EcoR 1 primer E-AC DominanTe

Mse 1 primer M-CG

B AATTCAC —— "----GGWA_

HWGTG-"“[—“* . Reprodutibilidade boa

P AATTCACA e GTGGTTAR
B TTAAGTGT————-———CACCAATI

Li-Cor Saquancer 1

denaturing polyacrylamide gel electrophoresis




Microssatélites (SSR, VNTR)

» Repeticoes de 1a 5 nucleotideos

» Abundantes (mamiferos ~ 10°CA, )

» Definidos por seqiiéncias de cépia Unica

» Freqgiientes nas proximidades de seqiiéncias
codificadoras



Microssatélites

(‘D Use PCR primers P1, P2 to amplify alleles in genomic DNA samples

40 bp Allele 1 = (CA)yg
ﬁ_ﬁlm CA|CA] ﬁl CA|CA|CA|CA|CA[CA|CA[CA[CA|CA]
GT|GTIGT|GT|GT !GT|GTIGT!GT|GTIGTIGTIGTIGTIGT GT

Y

PCR product =80+ 32 =112 bp

Allgle 2 = (CA),,

m'mlmlmmmmmmmmmmm
GTIGT|GT|GT|GTIGTIGTIGT!GT|GTI|GTIGTIGT/GT

Y

PCR product =80 + 28 =108 bp

Allele 3 = (CA),

[CAJCA[CAJCA|CA|CATCA|CAJCACA|CA|
|GT ET'G‘F GTIGT| \GT |GTIGT| GT |GT|GT]

\

PCR product = B0 + 22 = 102 bp

@ Denature PCR products and size-fractionate by
polyacrylamide gel electrophoresis

@ Autoradiography

Figura 7-7 Human Molecular Genetics. 3'e. (D Garland Science 20




Caracteristicas

- Polialélicos (= 20)

- Distribui¢do regular
Porém:

+ Taxa de mutagdo elevada

- Estimativa de tamanho de alelo varidvel
entre equipamentos



SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism)

* Fregtiencia: 1/100 a 300 bases,
e Dialélicos

Transversoes (A< CouT,G< CouT)

Transicoes (A<= GouC* < T)

*desaminacdo CMet=T



Distribuicao de SNPs

1




Genotipagem

Sequenciamento

..............

Primer
alelo especifico

‘RFLP
Mismatch y S SCP

‘MALDI-TOF
* Tagman

Primer extended Primer not extended



Em sintese:

Origem da variagcao

Marcador Substituicao  Indel VNTR Conteudo de
gsormacao

RI lelos/codom.

PCR

los/codom.

R/ elos/dom.

Al elos/dom.

VISt | Uninformative meiosis Informative meinsis | YT ocollo

SNP 4 4 . 2 alelos/codom.

*Indels dentro da regido amplificada sdo detectadas



Relacoes entre populacoes

Figure 2. Principal component plot of the 238 individuals of
Santa Inés (@); Bergamasca (O); Rabo Largo @) ; Morada
MNova () and Somali (A) sheep populations by Jacard's
coefficient,

Miranda & Mc Naus (200)



Mapeamento de QTLs



Caracteres quantitativos

e A grande maioria dos caracteres de
Interesse econOMIco sao
guantitativos: muitos genes com
contribuicao iqual e aditiva




(QTL - Quantitative Trait loci)

e Cada gene ou conjunto de genes
adjacentes (ligados em um mesmo
cromossomo) que Iinfluenciam um
carater quantitativo.






Varredura do genoma

— Construcao de mapas das posicoes dos

marcadores nos cromossomos

— Varredura de cada intervalo entre dois
marcadores em grandes populacoes

segregantes



Exemplo de analise de intervalo:

nianal Happng
16

1.3 B i S i

Var
Raw 8

50 1 150 <200
M1 M2 MBN’"?'. ¢ M5 ) M6

Centenas de » + meioses
genes! + marcadores




Gene Candidato

— Busca associacao entre o valor fenotipico e
variacoes de sequéncia em genes (Gene
Candidato) ou proximo a genes que

participam do processo bioldgico em
guestao.



Associacao entre o gene IGF-1 e Valor Genético

Predito para peso ao nascimento de Canchim

0.60 - P |
0.40 -
0.20 -
o (.00 -
-0.20 -
-0.40 -
-0.60 -
-0.80 -

N (kg)

VGP para

Alelos

*como desvios do alelo de 229 bp



Perspectivas

Genotipagem em larga escala.....40.000
marcadores em uma analise

Visao multilocal do gendatipo.......

Selecao de combinacoes genomicas



MAS — fatores a considerar

Marcador direto x indireto (LD)

% da 6%a explicada pelo marcador (deriva no

restante do genoma)
Interacao com o ambiente;

Epistasia



Diagnostico de doencas



Exemplo de mapeamento de uma doenca hereditaria
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Summary of OMIA:

OMIA

Cow | Cat Horse | Sheep | Chicken | Goat | Rabbit | Morway | Japanese | Other | TOTAL
Fat Cluail

Total Phenes 481 389

=ingle-locus phenes 121 Bb

Phenes characterised
at the molecular level

Potential models for
human disease

Fotential madel in other [
anirals (ex human) '

Last Submission: 2007 -06-08

1 213 149

'_r_r 2 ] -1-1- ]I |"| ]I 1 ' .' ." | | .|.1.| | E|'5 -1-1-':||‘_| "'l-l-1-| |
/0 10 12 : 2 . 540

1005

4T
rfom
1 fa0



Impacto do diagnhostico
molecular

e BLAD - Morte neonatal

1988 - desenvolvimento do diagnostico
molecular: 150 touros Holandeses portadores

nos EUA

1992 - 5 touros portadores (3,3 %)



Investlgagao de Paternidade

- 210/ 212
- 154/ 154
- 123 /127
- 222 | 224

- 210/ 210
- 156 / 158
-121 /127
- 220/ 220

M1 -
M2 -
M3 -
M4 -

210 /212
154 /158
123 /127

220(226)

ISAG- Minimo de 9 marcadores



Importancia

e Bovinos: 15 a 30% de erro (animais registrados)

* Informacoes exatas de pedigree:

— Estimativa correta do valor genético dos animais = maior

ganho genético;

— Controle da endogamia (conservacao de recursos

geneticos)



Consideracoes Finails

A disponibilidade de marcadores nao é

mais problema;

e Escolha do marcador depende do

objetivo do estudo;

e Integracao com outras estrategias
(genoma funcional, proteoma,

metaboloma)
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Mapas do genoma de animais de
interesse economico:
estratégias atuais para construcao e
utilizacao.

Doutoranda: Melissa Nunes Miziara




domesticacao

cruzamento de animais com

' importantes

l

N

| W caracteristicas comercialmente

Melhoramento genético

especies de interesse econdmico

selecao de fenétipos
desejaveis

informacoes

fatores Como manipular???
responsaveis??? .
walavNnanie

S AN HANHC



Ferramentas genéticas tradicionais

padroes de heranca dos genes

LIMITADAS

conhecimento

espécie

genomas

espécie

espécie espécie




The
Human
Genome
Project

Mational
Human
Genome
Research
Institute, NIH

Pesquisas
genéticas




Gendémica

Estratégias avancadas

estrutura funcionamento

genomas inteiros

OHzZzm—0mIZ200




Gendmica estrutural

Gendmica <
Gendmiga funcional

caracteriza a natureza fisica dos genomas

identificacéo/localizacao dos genes ao longo dos cromossomos




Gendmica estrutural

()

sendmica <
Gendmica funcional

Expressao conjunta dos genes nos diferentes
tecidos e organismos




espécies
animais interesse economico

Gendmica estrutural

Regiao especifica

Mapeamento gendmicga
‘indicagdo de um gene a um(ocusno cromossomo’
“posicionamento em relagao a outros genes mesmo cromossomo”



Localizar genes responsaveis por caracteristicas
comercialmente importantes;

Localizar genes associados a doencas;

Procurar genes que sirvam como modelo de estudo
dos efeitos de doencas genéticas humanas;

Estudar mecanismos de rearranjos cromossOmicos
gue resultaram na evolucao dos mamiferos.




Mapas gendmicos

N

GENETICOS FISICOS MOLECULARES

N

SINTENIA JE [ RH )

CITOGENETICO




C | Genes conhecidos

diferentes
tipos de mapas
/—

Indicagcao de um gene a um cromossomo

C Obtencéao da sua sequiéncia completa de bases




Como iniciar os estudos de mapeamento do genoma
.. . ——

1°passo —— Quais genes?

syn = mesmoljuntoj
tene = fio

MAPA DE SINTENIA JRQIESCRISSS)

Descreve gquais genes estao localizados em um determinado
Cromossomo sem a necessidade de cruzamento sexual.

Conjunto de linhagens de células hibridas

PAINEL DE CELULAS SOMATICAS HIBRIDAS




Células
“hospedeiras”

Células do
genoma de interesse

D 00 oL@

(A) FUSAO

a Célula hibrida
|

/ / Diferentes
H’ H (= j’ (= J’ combinagodes dos
g - I T cromossomos do
= m | = genoma de interesse
fR— — = nas linhagens
o = - celulares hibridas
(8) EXTRACAO pa+rentais gene A gene B gene C
DE'DNA TTveuw teowueouw
PCR _ _ _ _ _ _
(©) gene | Linhagem1 | Linhagem?2 | Linhagem 3 | Linhagem 4
A + - - +
B - + - +
C + - - +




Gel de agarose contendo os
produtos de uma reacao de PCR
do gene CGA

linhagens
celulares
hibridas

linhagens
celulares
hibridas



Como iniciar os estudos de mapeamento do genoma

1°passo —— Quais genes?

MAPA DE SINTENIA (mapa fisico)

Descreve gquais genes estao localizados em um determinado
Cromossomo sem a necessidade de cruzamento sexual.

Nao fornece informagoes 5 5 5 @




Como saber em qual cromossomo do genoma um
rupo de sintenia esta localizado?

Ul (mapa fisico)
CITOGENETICO P

Construido por meio da técnica de HIBRIDIZACAO IN SITU

Utiliza seqiéncias de DNA Hibridizar cromossomos
(sondas) complementares metafasicos do genoma
aos genes-alvo de interesse

visualizacao dos
genes nos
Cromossomos

Metaphase chromosomes in XO mouse —

adaptado
(http://darwin.iz.uj.edu.pl/iz/genetics/szot_e.htm)




- CARIOTIPO

Mapa citogenético do cromossomo 6 www.ciencia-activa.org/DivergenAlfabetoGenes.htm

do genoma do bufalo-de-rio (lannuzzi
et al., 2003)

Ul (mapa fisico) = resolucao
CITOGENETICO P ¢



Como conhecer a ordem e a distancia de genes
Vizinhos no cromossomo?

Mapeamento de ligacdo (mapa genético)

2 estratéqias

Mapeamgnto RH

(utilizando células hibridas irradiadas)
(mapa fisico)

Fornece a ordem dos genes em um cromossomo baseando-se
na analise da frequéncia de individuos recombinantes a partir
de um cruzamento sexual.




alelo

il 1 ;

>g

homozigoto

heterozigoto




THE LINEAR ARRANGEMENT OF
SIX SEX-LINKED FACTORS IN DROSOPHILA,

AS SHOWN BY THEIR MODE OF ASSOCIATION

A H. STURTEVANT

¥y Thomas Hunt

Sturtevant, A. H. 1913, The linear arrangement of six sex-limked

Alfred Stu rtevant factors in Drosophila, as shown by their mode of association. Journal

of Experimental Zoology, 14: 43-39.

Teoria da recombinacao

ESP

EvrecTrONIC SCcHOLARLY PUuBLIsSHING

HTTP /" WWW . ESP.ORG



Hipdtese criada para a construcdo do mapa

menor a distancia entre dois genes em um mesmao Cromossomao

Mapa genético
—> analise padréao de heranca dos genes dos pais para a prole
pelo cruzamento sexual - recombinagcao meiotica.

progenitor X progenitor

— Analise de

Mesmo Cromossomo
oU <=
Cromossomaos #S




[ (Y MLI)MN) (DR (NN 1MV AMNNWS S ==L ) L) I3 ZZ( ]

DISTANCIA

centiMorgan - cM

HUJ614

BM4025
16.3 cM
TGLAS53
15.0 cM
BR6504
251 cM
TGLA334
14.0 cM
BM719
14.5cM
HUJ625

Representacdo esquematica do
mapa de ligacdo do cromossomo 12
de ovelha (Crawford et al., 1995).




A 070 B o

DU ITINEGE, -

ILSTS017 : grupo de
1
aeris | ligacéol
8cM
XBM142
8cM
TGLA128
L— marcador de tamanho da molécula de DNA CABAA
XBv411
27, grupo de
s B8 | ligago
8cM XBM31
INRA120-XBM24
distancias emcM
TGLAGS

Obtencao de um mapa de ligacdo do cromossomo X bovino. Parte A - andlise dos
genotipos dos pais e da prole de uma familia de bovinos em relacdo ao marcador
HEL26. Parte B — mapa construido a partir da analise da frequéncia de recombinacéo de
um conjunto de marcadores do cromossomo X bovino.




[ (Y MLI)MN) (DR (NN 1MV AMNNWS S ==L ) L) I3 ZZ( ]

DISTANCIA

centiMorgan - cM

ordem e distancia = genes

BM4025

TGLAS53
15.0 cM

BR6504

importantes

251 cM

Como os genes sao transmitidos
através das geracoes

14.0 cM

14.5cM

HUJ625

Representacdo esquematica do
mapa de ligacdo do cromossomo 12
de ovelha (Crawford et al., 1995).




Final do século XX

Mapeamento de ligacdo (mapa genético)

2 estratégias

™~ Mapeamento células hibridas irradiadas - RH
(mapa fisico)

1990 — genoma humano 1997 — genoma bovino

; Mammalian Genome 8, 854836 (1997). .
VA larnmalian
erorme

C Springer-Verlag MNew York Inc. 1997

|A whole-genome radiation hybrid panel for bovine gene mapping

James E. Womack, Jan S. Johnson, Elaine K. Owens, Caird E. Rexroad III, Jirg Schliipfer, Ya-Ping Yang

: Center for Animal Genetics, Institute of Biosciences and Techneology. Department of Veterinary Pathobiology, Texas A&M University,
™ |(College Station, Texas 77843, USA




MAPA RH (mapa fisico)

Adaptacédo da metodologia utilizada ao mapeamento sinténico

radiacao

lulas do Células
de interesse “hospedeiras”

> )

@ Célula hibrida irradiada

I | “lv | |
(—» (o (> (2L

Combinagoes de fragmentos

genoma

completo
espeécie-alvo




MAPA RH (mapa fisico)

Analise estatistica - presenca e auséncia dos genes

hipotese

menor a distancia entre dois genes em um mesmo Cromossomo

0.0

DISTANCIA
centiRay - cR

7.7 BM2504

BMS817
:|— BMS555

BMS1148

133.1

172.6

192.6 ILSTS076

224.6

Representacdo esquematica
T do mapa RH do cromossomo
16LA73 10 do bufalo-de-rio (Amaral et
Bma208  al., 2007).

252.7

277.1
291.2




Gel de agarose contendo os
produtos de uma reacéo de PCR
do gene UBE2D3

[ Clone | Gel1 [ Gel2 [ Gel 3 Clone [ Gell [ Gel2 [ Gal3 Clone [ Gel1 [ Gel 2 | Gel3
2 72 | 114
5 ] 75 = 16
[ 76 EES 117 B
9 78 120
15 79 121 =
17 | 80 FEEES
21 81| | % .
22 £2 —4= ¥ 126
23 85 A= 127
|24 I 6 =] IETIN = = = =
25 87 132
26 | &9 - 13 |
27 90 134
0 1= | 3= 91 + 137 B =
31 92 138
33 + | 93 | 139
38 94 + 1 1 141
39 - 95 | T — 143 ]
|44 = | 97 144 ]
17 98 | | 145 ]
| a8 100 146 |
51 102 T W7 | = 4
| 53 103 148
35 C il 5 | 104 so |
(;2 | = 105 1 151 .
63 | - | 06 | 4+ 153 | @ e
66 4 4= | | 110 158 | 4+ |+
&7 —] {111 | 139 | - ==
70 s m | =1 4 | 162
71 4 - 113 163




MAPA RH (mapa fisico)

Analise estatistica - presenca e auséncia dos genes

hipotese

menor a distancia entre dois genes em um mesmo Cromossomo

0.0

DISTANCIA
centiRay - cR Distancia entre os genes

.7

BM2504

ESTIMADA

133.1
BMS555

}B_MSBN nao apresenta relacao bp

172.6 BMS1148

192.6 ILSTS076

224.6 BMS1909

Representacdo esquematica
do mapa RH do cromossomo
16LA73 10 do bufalo-de-rio (Amaral et
Bma208  al., 2007).

252.7 CGA

277.1
291.2




Obtencéao de mapas

analise de poli

InfQrmacdes de genomas' caracterizados

ge masl documentados

os em familias

conservacao
genes
mamiferos




BBU1 Mapa RH

BTA27
Mapa de seqiiéncia

0.0
HOOK3
20.5 — ADAM2
44.6 BRF2 = / THAP1
52.4 CSSM036 ot APDLﬁle
90.8 WRN = BRF2
113.4 DCTN6 o ® CSSM036
121.8 NRG1
139.0 C8orf79 s Ll ~NRG1
LO.
167.5 CNOT7® NE— WRN
NG
186.4 RM209 — o DCTN6
199.6 — SLC25A4 Z F— c8orf79
2152 — BM1856 o
233.8 0oDZ3 | cnoTY
257.5 CARF — 5 RM209
< A MTNR1IA
285.4 DEFB1* | Bmiss6
SLC25A4
317.3 BM6526 s N CARE
——— TGLA1T79 S
3271 BMS1001 ———— 8%326
359.4 DLGAP2* N
) N TGLA179
369.0 CLN8* 2 BMS1001
>

oM

Comparacdo do mapa RH do braco curto do cromossomo 1 do genoma do bufalo-de-rio
com o mapa molecular do cromossomo 27 do genoma bovino (Miziara et al., 2007). As
linhas na cor preta indicam genes presentes nos dois mapas e que apresentam a mesma
ordem nos cromossomos das duas espécies. As linhas na cor azul indicam trés inversoes
na ordem dos genes em questao.




Como conhecer a distancia real entre os genes em um
determinado cromossomo?

G G
-y,
Yy

MAPA
MOLECULAR

...attgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacata...

pares de base \|




attgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataa
ttgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatg
ccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacata ccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatgcc
gcgct ggcaaagtctttaagcacacataattg_cgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatgccgc
gctgcgaffjgcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagca€dpatatgccgcgcet
gcgaggcaaagtctttaagcacgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgagcaaagtctttaa
gcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaa
gcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcaacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagc
acacatatgccgcgctgcgaggcaaqgtctt cacgeataatigecgcgctgcgaggcaaagtctttaagcac
acataattgccgcgctgcgaggca@rgictitaigcag caa tttaagcacacataattgccgcgctgcga
ggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcaga
ggcaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgagg
caaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgc
gctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtcttta
agcatttaag ﬂ@attgccgcgctgcgamﬁémi&samd:gmcaaag
tctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagictttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtct
ttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtcttta
agcacacataattgccgcgctgcgaggcgaggcaaagtctttaagcacagaggcaaagtctttaagcacacataat
tgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaa
gtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtgittaagcagaggcaaa
gtctttaagcacggataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtcftaagcacacataattg
ccgcgctgcg:@caaagtctttaagcagaggcaaagtctttaagcacacataattgccd'cgctgcgaggcaaagt
ctttaagcagag§caaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacataattgccge
gctgcgaggcaaagtctttaagcagaggcaaagtctt cacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtcttta
agcaaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgag
gcaaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggce
aaagtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaa
agtctttaagcacacatatgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagt
ctttaagcacacatagaggcaaagtctttaagcacacataattgccgcgctgcgaggcaaagtctttaagcaatggg



construcao # tipos de mapas

integragio

conhecimento detalhado

genes do genoma

- estudos de caracteristicas
economicamente importantes

_ - Identificacao/manipulacéo

funcionamento genes

localizacao

- para obtencéo de fenotipos
desejaveis
- possiveis curas doencas




obtencaoe de mapas:

-> nao se limita a identificar um gene
—->CONHECIMENTO DE GENOMAS INTEIROS
(funcionamento e evolugao)

crescente disponibilidade informacoes:

->organizacao genomas animais interesse economico

- resulta na obtencao de mapas mais detalhados
- contribuir nos programas melhoramento genético
- estudos mais aprofundados de doencas genéticas




Gendmica Estrutural em animais de
Interesse econdmMico

**Construcao de mapas
+*Uso dos mapas para escanear genoma de populacoes

cruzadas para caracteres comercialmente importantes

*» ldentificacao dos genes responsaveis pelos caracteres
dentro dessas regioes

< Preencher o gap GENE - FENOTIPO FINAL




status atual do mapeamento dos genomas das
principais espécies de importancia econémica



The Journal of Heredity 77:2-7. 1986,

Gene map of the cow: conservation of
linkage with mouse and man
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->Modelo medicina humana — estudos de

: : reproducao, doencas cardiacas,
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mapa de sintenia | mapa de ligacéo mapa comparativo
Burkin et al., 1993 Crawford et al., 1995 Cockett et al., 2003
de Gortari et al., 1998
Maddox et al., 2001
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—~>Melhoramento saude, reproducao,
LECIERELIENTY resistancia a doencas
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mapa citogenético

mapa RH
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lannuzzi et al., 2003

Amaral et al., 2007
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Situacao do
Melhoramento Animal

m Avancos nos ultimos 50 anos
m Modelos Simples

m Muitos genes

m Efeitos aditivos



Melhoramento Genético

m Identificacao das caracteristicas
m Efeitos ambientes e genéticos

m Modelos

m Algoritmos e Softwares

m Aplicacao na selecao

m Estrategias de acasalamento




Incorporacao Tecnologias

m Inseminacao Artificial
m Transferéncia de Embrioes
m Fecundacao In Vitro



Novas Biotecnologias

m QTLS

— Aumento da Acuracia em caracteristicas
tradicionais (Leite, crescimento).

— Genes diretamente responsaveis pela
maior parte da variacao em
caracteristicas de importancia
(calpastatina).



O que éum QTL?

Localizacao hipotética de um gene
que afeta uma caracteristica gue
é medida em uma escala

quantitativa.



O que queremos?

m Mapear o QTL

m ldentificar os genes envolvidos na
expressao das caracteristicas
guantitativas

m Entender seu funcionamento



Como faremos?

m Usando Marcadores Moleculares!
— (RAPDs, RFLPs, Microsatelites, etc)

m Busca-se associacao entre os
marcadores e o fenotipo do animal
para a caracteristica quantitativa.



Em que se basela?
m Ligacao Génica (“Linkage”)

m Marcadores ligados aos QTLs



F1

M Q m q
M Q m q
M Q
m q
Gametas
M Q m q Y q m
1% (1-1) 1% (1-r) o 1 V2r

Parentals

Recombinantes



Ligacao Génica

Pais

F1

F1 - Gametas
M e Q Néao Ligados (r=0,5) Freq(%)
M e Q Ligados (r=0,15) Freq(%)

M e Q Muito Ligados (r=0,02) Freq(%)

MMQQ X

MmQq (100%)

MQ Mq mQ

25 25 25
35 15 15
48 2 2

mmqqg

mq

25
35
48



Ligacao Génica

Geracao

1
2
3
4

10

15

20

MQ
0,3750
0,3125
0,2813
0,2657
0,2502
0,2501
0,2500

mQ
0,1250
0,1875
0,2188
0,2344
0,2498
0,2499
0,2500

Mg
0,1250
0,1875
0,2188
0,2344
0,2498
0,2499
0,2500

mg
0,3750
0,3125
0,2813
0,2657
0,2502
0,2501
0,2500



Ligacao Génica

Ser < 0,5 entao:

FMQ) f(mg)e F(Mg)f(mQ)
(desequilibrio de ligagdo)



Ligacao Génica

Se r =0,5, ou se a populacao
estiver em equilibrio entao:

(MQ) 1(mg)= 1(Mg)i(mQ)
P(OIM) = P(Q)[m)



Populacoes
Experimentais

m Cruzamentos de linhagens

endogamicas (racas puras)
m Retro Cruzamentos (F1 x P)
m 2 (F1 XF1)

m outras



RC

Genotipos
Parentais

(1-r)

Genotipos
Recombinantes

(r)




Retro Cruzamentos
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Analise Estatistica

m Existe alguma associacao entre o marcador e

o fenotipo do animal ?
m [este por Anova

m Diferenca entre as medias = Efeito estimado
do QTL



Diferenca entre as Medias

Hoo = Media dos animais QQ

Ho, = Media dos animais Qq

A= toq ~ Moo

Hum = Q=T g + gy = Hog +TA
Hym = (1- r)/qu + M lgg = Hoq —TA

Hym — Hum = (lqu —TA) - (IUQQ +rA)

Hym ~Hpm = Al=2n)



Regressao Linear

m Regressao do fenotipo nos codigos dos
marcadores (0,1)

m Significancia => ligacao com o QTL

m Coeficiente de regressao = efeito do
QTL



Regressao
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Limitacoes
m Recombinacao
m Variancia dentro de cada classe

m Custo da genotipagem



Mapeamento por
Intervalo

m Maneira mais comum de se fazer
analise de experimentos de QTL.

m Utiliza-se varios marcadores com
distancia de aproximadamente 10 a 20

cM

m Busca-se a posicao mais provavel do
QTL entre os marcadores.



Mapeamento por
Intervalo

m Para cada posicao entre os marcadores é
obtida Valor da Funcao de Verossimilhanca.

m Funcao de Verossimilhanca

— Probabilidade de que exista um QTL com efeito
estimado naquela posicao.

— Maior Valor da Funcéao de Verossimilhanca =>
Maior probabilidade de que o efeito o QTL esteja
naquela posicao



Maxima Verossimilhanca

m Urna com bolas pretas e brancas
m Proporcao de pretas ? 1/3 ; 1/2 ; 2/3

m Amostra: Q Q Q ‘ ‘

s P(1/3) = 1/3*1/3*1/3*2/3*2/3 = 0,017
m P(1/2) =1/2*1/2*1/2*1/2*1/2 = 0,031

n P(2/3) = 2/3%2/3*2/3*1/3*1/3




Mapeamento por
Intervalo

m Exemplo:
— Dois marcadores a 20 cM entre eles

— L obtida para cada posicao (0,5 ou 1 cM
entre os Marcadores)



Mapeamento por

Intervalo
L RR
0 240

_LFFFFFFW_



Mapeamento por
Intervalo

P(QNLLRR)

PQILLRR) = P(LLRR)

. 1(1_rL)(1_rR) .
\ 20-n |



Mapeamento por
Intervalo

Genotipo do Marcador P(Q|M)
LL RR L)

. —IRIL

LL Rr ( r )

LI RR LR
LI Rr (e )




Mapeamento por

Intervalo
m QTLa 7 cM de L.
Marcador P(QTL|M)

Esqg Dir QQ Qm
LL RR 99% 1%
LI RR 65% 35%
LL Rr 35% 65%
LI Rr 1% 99%




Mapeamento por
Intervalo




Mapeamento por
Intervalo




Mapeamento por
Intervalo




Mapeamento por Intervalo




Mapeamento por

Intervalo

Posicao (cM)

1

X1

2

X2

Xn




Mapeamento por Intervalo

Posi¢cdo no Cromossomo (cM)




Mapeamento por Intervalo

m LOD “Likelihood of Odds Favoring
_inkage”

m Log da:

Verossimilhanca supondo-se QTL
Verossimilhanca sem QTL




Mapeamento por Intervalo

m Significancia Estatistica

— Probabilidade de encontrar, ao acaso,
um Lod score maior que o encontrado em
uma populacao sem QTL

m Teste de Permutacao



Mapeamento por Intervalo

Scan for one permuted (nonsense) data set




Mapeamento por Intervalo

9 permutations Scans for 95% of permuted
data sets stay below this line




Aproximacao por
regressao

m X= P(Q|Marcadores)

m Regressao do fenotipo em Q
m Y=a+bx

m SQT7=2y-4)7

m SOR=SOT-3(v — 4-bx )



Aproximacao por
regressao

m Modelo sem QTL
mY=a+e

n SQR=Xy-a)"



Aproximacao por
regressao

SSR(Com QTL)
SSR(Sem QTL)



Delineamentos para
“populacoes sem endogamia”

m Populacées em Equilibrio de Ligacao
— Informacao do marcador nao traz
Informacao sobre o QTL

m Pais sao geneticamente variavels
m Animais estao em fases diferentes
m Delineamento em grupos de familia

m Nem todos os individuos sao
Informativos



Delineamentos para
“populacoes sem endogamia”

m Melo Irmaos
— (delineamento de filhas)

m Irmaos Completos

m Familias de 3 geracoOes
— (Delineamento de netas)



Delineamentos para
populacoes sem endogamia

Delineamento de Filhas {meio-irmaos)




Melo Iirmas

M mm mmbbsMMm MM Rm M

7 F /\
\77 —— N \35,./'/’//;/;
< //’ ||
N f’f /\
) 5 S

Tﬂ/.,*_
© /
’_ @ \
% ) W



Analise Estatistica

m Para um pai e um marcador apenas:

— Existe alguma associacao entre o alelo
recebido do pai e o fenotipo do animal ?

— Teste por Anova

— Diferenca entre as medias = Efeito medio
da substituicao génica.



Delineamentos para
populacoes sem endogamia

Delineamento de Netas




Obrigado
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Marcadores Moleculares para
Calidad de Carne

Med. Vet. Liliana A. Soria, MSc
Genética. Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad de Buenos Aires
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ATRIBUTOS QUE DETERMINAN LA
CALIDAD DE LA CARNE

1 Sabor
 Color

1 Jugosidad
J TERNEZA




TERNEZA

¢ Por qué es importante considerar la terneza de
la carne?

1. Los consumidores tienen una muy buena percepcion de
las diferencias en terneza (Miller, 1992)

2. Los consumidores estan dispuestos a pagar un mayor
precio por los cortes mas tiernos (Boleman et al, 1997)

3. La alta palatabilidad del lomo (Psoas mayor) se debe a
SuU mayor terneza y no a su jugosidad y sabor
(Shackelford et al, 1995)



FACTORES QUE DETERMINAN LA
TERNEZA

1. GENETICOS:
Entre razas y cruzas varia:
La estructura del musculo

La magnitud de los cambios postmortem del masculo

2. AMBIENTALES:
Sexo
Edad
Sistema de engorde
Manejo pre y postfaena




METODOS PARA ESTIMAR LA TERNEZA

Método OBJETIVO Método SUBJETIVO

!

Panel de degustadores

Resistencia al Corte (RC)
Warner Bratzler Shear Force (WBSF)



ESTRUCTURA DEL MUSCULO

FIBRA MUSCULAR

MIOSINA

ACTINA BANDA H
x g3
—_ YV

BANDA | BANDA A BANDA |




CAMBIOS POSTMORTEM DEL MUSCULO
(MADURACION)

f

» Carencia de O,
» T Ac. Lactico
 *VpHde7ab56

Modificacidn de las
reacciones metabodlicas
(15-36 hs)

AL

guimicos  Aparicion del rigor mortis
(12-24 hs)

Cambios fisicos y { + | sintesis de ATP

"+l pHy T de Ca?* intracelular
Activacidon enzimatica < ¢ Activacion del sistema

(12 hs en adelante) . proteolitico de las calpainas



Cambios de la RESISTENCIA AL CORTE
durante el periodo de maduracion
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Tiempo postmortem en hs.




ENZIMAS PROTEOLITICAS

El sistema de enzimas dependientes de Ca?* es el mas importante
Esta integrado por:

Dos Calpainas (u-Calpaina y m-Calpaina)
Un inhibidor de las calpainas: la Calpastatina

u-calpaina

L) vi
N C 28 KDa
268

1 131132

XL

calpastatina
68 69 219 220 354 355 495 496 634 635 il

(Koohmaraie et al, 1996)



ENZIMAS PROTEOLITICAS

Por su accion se produce una desorganizacion de la estructura
del sarcomero

Proteinas
Costameras transmembrana

Sarcuplasma
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GEN CAPN1



Gen de la subunidad mayor de la p-calpaina
(CAPN1)

Genes asigandos
aBTA 29

Casas et al., (2000) proponen un QTL
(Quantitative Trait Loci) asociado con
RC

Smith et al., (2000) mediante mapeo
comparativo, proponen al gen CAPN1
como candidato posicional de dicho QTL

Smith et al., 2000



SNP (Single Nucleotide Polymorphism) en el
gen CAPN1

ﬂ

= ]
i — N
o o "
- o =
[—} : o
= o
=i cd £
1) =
= = G

e [—
= = =
7 7 #

% | Marcador 4751
% | Marcador 4752

i

Exones 1 a10 Intron 10 Exones 11 a 20
AF252504 AF248054

SNP 316: Sustitucion de C por G Ala / Gly en Dominio |l
SNP 530: Sustitucion de A por G lleu / Val en Domnio I

Page et al., 2002, Page et al., 2004, Casas et al., 2005, White et al., 2005



Analisis del SNP316 de CAPN1

Técnica: PCR-RFLP (polimerase Chain Reaction-Restriction Length
Polymorphism)

SNP316

¢ L
e e e s 512
— =

Exon 8 Exon 9 Exon 10

Oligonucleotidos (AF252504, Page et al., 2002):

e 316F CCAGGGCCAGATGGTGAA
e 316R CGTCGGGTGTCAGGTTGC



RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism)
Enzima Btgl (C{CPuPyGG)

Alelo C




Analisis del SNP530 de CAPN1

Técnica: PCR-RFLP

SNP530
¢ i —

e e e 955 1
— =

Exon 13 Exon 14 Exon 15

Oligonucleotidos (AF258054, Page et al., 2002):

e 530F AGCGCAGGGACCCAGTGA
e 530R TCCCCTGCCAGTTGTCTGAAG



RFLP: Con Avall (G{GA/TCC)

Alelo G

Alelo A




Analisis del SNP4751 de CAPN1

Técnica: PCR-RFLP

SNP 4751

Oligonucleotidos ((AF258054, White et al., 2005):

e 4751F: GAAGGGCTTGGGTTGGGATGTCGGCAGAG
¢ 4751R: AGGCTGGGAGGGGTGTTCTCTGAGTGCCA



RFLP: Con BsaJl (C|CGAGG)

Alelo A

Alelo T




Polimorfismos identificados en el producto
de PCR del SNP 316 en toros

Fueron identificadas por patrones de RFLP andmalos

1=CC
2=CG
3=GG

N° de acceso de

acceso al GenBank Intron 9 | Exon 10

Posicion 572 651

AF252504

DQ111667

DQ111668




Polimorfismos identificados en el producto
de PCR del SNP 530 en toros

N° de acceso

de acceso al Exon 14 Intron 14
GenBank

Posicion

AF248054

DQ111769

DQ111770

PLIFI

AF258054 (exl4) A GAG CTG GAT GAC\CAG GTC CAG GCC AAT CTC CCC GAC GA

pD L D D O ¥V © A N L P D

DO111770 (exld) A GAG CTG GAT GAT CAG GTC CAG GCC AAT CTC CCC GAC G




Analisis del efecto de estos dos polimorfismos del gen CAPN1
sobre Resistencia al Corte (RC) en novillos engordados en
pasturas en Argentina

Novillos:
247 Brangus

Datos Fenotipicos:
PV = Peso Vivo
AOB = Area de Ojo de Bife
EGD = Espesor de Grasa de Dorsal
PR = Peso de la Res
REN = Rendimiento
PGR = Peso de Grasa de Rifionada
% GR = Porcentaje de Grasa de Riflonada
RC = Resistencia al Corte (1d y 7d de maduracion)
EE = Extracto de Etéreo




Medias y errores estandar de los genotipos del SNP 316
de CAPN1 en novillos Brangus

SNP CAPN1 316
GENOTIPO n RC + EE?

CC 18 6,88 + 0,292
CG 97 7,01 £ 0,13P
GG 7,47 + 0,11¢

(1) Medias indicadas con letras distintas difieren significativamente (P<0,05)



Medias de RC de cada genotipo del SNP 316 de CAPN1
en cada tratamiento de maduracion

Dias postmortem




Medias y errores estandar de los genotipos del SNP
4751 de CAPN1 en novillos Brangus

SNP CAPN1 4751
GENOTIPO n RC + EE!

CC 63 7,08 + 0,142
CT 7,09 + 0,142

TT o8 7,19 £ 0,212

(1) Medias indicadas con la misma letra no difieren significativamente (P>0,05)






Gen de la calpastatina (CAST)

Mapea en el cromosoma 7 bovino (BTA7Y)

Purificacion, clonacion y secuenciacion de ARNm
(Killefer y Koohmaraie, 1994)

|dentificacion de dos SNP asociados con la RC
(Schenkel et al., 2006, Barednse, 2002)

Actualmente hay dos pruebas comerciales.



Identificacion de SNP en el gen CAST por

bioinformatica

Programa: CAP 3

ATTde, :En;' 0+
CH7214744
CE2515477-

|"E 413456+

S CRATTTGCACTTATTTTTGTITGT TAGCATT TG I_vl_u".."...".."J_ FATG I_v I_ I_ T I_ ACGTGTTETTCAGT

CLATTTCACT TATTT TTTT T TAGCATT T vT ! vT TI T TI_ ‘"J =T
CEAT TTCACT TATTT TTGTT GT TAGGCATT TH-A0 2 :
CEAT TTCACT TATTT TTGTT GT TAGCATT TH-
CAATTTGCACT TATTT TTGTT GT TAGCATT TG
CAAT TTCACT TATTT TTGTT GT TAGCATT T I_vl_u".."..."..uﬁl
CERAT TT AT TATTTTTGTTGT TACCATT T -0l b b
CAAT TTCACT TATTT TTGTT GT TAGCATT TA-A0 AT =
CLATTTCACTTATTTTT
Ann GCTEE
CAeATTTCACT TATTT TTGTT GT TAGCATT THAAAAC GATGCCT CACGT GT TCT TCAGT



SNP identificados en el gen CAST por
bioinformatica

S5NP 1616
SNP 2075
S5MNP 3450
SMNFP 3337

=]
[ar]
X
B
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Organizacion del gen CAST

Se realiz6 para disefar métodos apropiados para determinar
genotipos del SNP seleccionado (SNP 2870)

ADN 70657 pb

AHO014526

— AF159246
ARNm 4551 pb

Nimero AHO14526 AF159246 Tamariio del Tamaiio del

de exones  (ADN gendmico)* (ARNm CastIIy exon (pb) Intran (pb)
1617 - 1774 1-1558 ke 1544
3319 - 33581 a9 -2 5.3 e e
Hae9 - 9440 29D 293 L 10472
1959135 - 19572 294 - 353 A 7111
27064 - 27149 354 - 419 3 727




Analisis del SNP 2870 de CAST

Técnica: ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System-Polymerase
Chain Reaction)

_ primer interno
primer externo ey

Y G

T

primer externo

_ Primers internos
arimer externo
r t — A
I

primer irterng  PMEr &xtermo

Producto con primer

exIernos

Producto especifico

para el alelo G
Producto especifico
para el alelo A




Técnica ARMS-PCR

Oligonucleotidos externos:
e CASTF AATTTTTAAAAATTGCCTTCAGTTGGGAG
e CASTR AAGAAACATCAAACACAGTCCACAAGTCTA

Oligonucleotidos internos:
e CASTA CAGTGCCTGTAAATCTCATTAGTATTTGC

e CASTG CAAATGCTAACAACAAAAATAAGTGCAACT

Cl2Mg 2mM : ClzMg 2,5 mM ¢ ol Cl2Mg 3mM
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3

4 5
AR GG AG AA GG




PCR-RFLP como control de la técnica
ARMS-PCR

RFLP: Con Tsp509I (Y ATT)




Medias y errores estandar del SNP 2870 de CAST en
novillos

SNP 2870
GENOTIPO nt RC + EE?

AA 9,11 £ 0,752

AG 8,91 + 0,532

8,68 + 0,562

(1)313 novillos biotipo europeo (= 75% Angus, = 75% Hereford, F,, retrocruzas, Limousin x F,)
(2) Medias indicadas con la misma letra no difieren significativamente (P > 0,05)

No se detectaron diferencias entre los genotipos de este SNP
en RC cuando se analizaron 313 novillos de biotipo europeo,
tampoco en 60 novillos Brangus



TEST COMERCIALES DISPONIBLES PARA
TERNEZA

1) Gene STAR Tenderness (Genetic Solution Pty Ltd) incluye:

SNP G/C en exon 9 de CAPN1 (base 5709 de AF252504, Page et al, 2002)
SNP C/T en intron 17 de CAPN1 (base 6545 de AF248054, White et al, 2004)
SNP G/A en 3’ NT de CAST (base 2959 de AF159246, Barendse, 2002)

2) Igenity Tender GENE (Merial Ltd.) incluye:

Los dos SNP descriptos previamente del gen CAPN1
SNP G/C en intron 5 de CAST (base 282 de AY008267, Schenkel et al, 2006)







PROTEINA LEPTINA

Sintetizada por los adipocitos

Tiene un rol central en el consumo de alimentos, gasto
energetico y composicion corporal

Esta codificada por el gen LEP que mapea en el
cromosoma 4

Se han descripto SNP en el exon 2 y en el promotor

Hay un test comercial (Igenity-L, Merial Ltd.)



Analisis de un SNP del promotor de LEP

SNP C/T (Nkrumah et al, 2005)

Técnicas: ARMS-PCR y PCR-RFLP (para control)

METODO OLIGONUCLEOTIDOS

LEP-Externo Forward: TGCAATGTGCAAGCTTCTCACTGTGGCAGC
LEP-Externo Reverse: TGGTACAGTGGATGAGAATCCGCCTGCCA
LEP-Interno-Alelo C: GCCCAGGGACTCAGCGGTTGCAACAAAC
LEP-Interno-Alelo T: CGGCTCCCGAGCCCAAGCTCTAGAGCATA

ARMS-PCR

LEP Forward: TGTGGAGGCAGGGGGCAAGAA

PCR-RFLP | LEP Reverse: CTCCCGAGCCCAAGCTCTAGAGCAT




Analisis de un SNP del promotor de LEP

Técnica: ARMS-PCR

CT: T CTa ST CT
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Analisis de un SNP del exdon 2 de LEP

SNP C/T (Buchanan,et al, 2002)

Técnicas: ARMS-PCR (con controles +)

METODO OLIGONUCLEOTIDOS

Primer forward LEP172: TGTCTTACGTGGAGGCTGTGCCCAGCT

Primer reverse LEP 226: AGGGTTTTGGTGTCATCCTGGACCTTTCG
ARMS-PCR Primer forward LEP 63: GACGATGTGCCACGTGTGGTTTCTTCTGT

Primer reverse LEP 301: CGGTTCTACCTCGTCTCCCAGTCCCTCC




Analisis del efecto de estos dos polimorfismos del gen LEP
en caracteres de crecimiento y de res de novillos
engordados en pasturas en Argentina

Novillos:

155 de biotipo europeo (= 75% Angus, = 75% Hereford, F,,
retrocruzas, Limousin x F,) Hoh e
246 Brangus

\ 4

Datos Fenotipicos:
PV = Peso Vivo
AOB = Area de Ojo de Bife
EGD = Espesor de Grasa de Dorsal
PR = Peso de la Res
REN = Rendimiento
PGR = Peso de Grasa de Rifilonada
% GR = Porcentaje de Grasa de Rifionada
EE = Extracto de Etéreo




Medias y errores estandar del SNP del promotor de
LEP para cada biotipo

GENOTIPO

n

PV (Kg)

REN (%)
EGD (mm)
PGR ()

%GR

EE (%)

EUROPEOS?

CcC CT

54 70
331 +6 323 +£5
171 + 32 166 + 32
50,7+0,4 50,6 £ 0,2
46,2 + 1,12 43,6 + 1,1P
4,7 £0,2 4,7+ 0,2
1.780 + 124 1.626 £ 108
1,05 + 0,05 0,98 + 0,05

2,4+0,2 2,3+0,1

TT
31
329+ 8
171 £ 52
51,0+0,3
44,2 + 1,53
4,6 + 0,3
1.796 + 164
1,06 + 0,06

2,3+0,2

CC
134
436 + 4
239 £ 22
54,6 £ 0,2
65,9 + 0,82
6,3+0,1
2.826 + 88
1,15+ 0,03

2,7+0,2

BRANGUS

CT
75
445 + 5
246 + 3P
55,1+ 0,2
68,6 + 0,8
6,3+0,2
2.795 + 107
1,10 + 0,04

2,9+0,2

TT
37
430 £ 7
235 * 42
54,6 £ 0,3
65,8 + 1,42
6,5+ 0,3
2.597 £+ 154
1,09 + 0,06

3,0+£0,4

Medias de cada genotipo con letras diferentes dentro de cada biotipo difieren
significativamente (P<0.05)




Medias y errores estandar del SNP del exon 2 de
LEP para cada biotipo

GENOTIPO

n
PV (Kg)
PR (Kg)
REN (%)

AOB (cm?)

CcC
23
322+ 9
167 £ 5
50,7+ 0,4
45,2 + 1,7

5,1+0,32

EUROPEOS?

CT
84
329+ 5
170 + 3
50,9 + 0,2
45,1+ 0,9

4,4+ 0,1°

TT
50
326 £ 6
168 + 3
50,6 + 0,3
44,0 £ 1,2

5,0+0,22

CC
54
441 £ 6
241 + 3
54,7 £ 0,2
66,8 + 1,1

6,1+ 0,22

BRANGUS
CT
142
436 £ 4
240 + 2
55,0+ 0,2
66,9 £ 0,8

6,5+ 0,12

TT
51
444 + 6
242 + 3
54,4 + 0,3
66,5t 1,2

6,2 + 0,22

PGR (g)

EE (%)

1.813 +£ 189 1.612 + 99 1.844 + 129 2.755 + 126 2.742 + 85 3.000 + 132

1,10 + 0,072 0,95 + 0,04° 1,10 + 0,052 1,12 + 0,052 1,11 + 0,03P 1,19 + 0,052

2,6 £ 0,2 2,2+0,1 2,5+0,2 2,8+0,3 2,9+0,2 2,5+0,3

Medias de cada genotipo con letras diferentes dentro de cada biotipo difieren
significativamente (P<0.05)




GEN PPARGCla



PROTEINA PPARGC1a O PGC-1a.

Es un coactivador de factores de la transcripcion

Codificada por el gen coactivador 1 alfa del receptor gamma activado por
proliferadores peroxisomicos

703 707
Union al
ARMNM

Lin et al, 2005



PROTEINA PPARGC10. O PGC-1a

Grasa Blanca Grasa Marrdn Tipo de Fibra Muscular

b o @ =

| PGC-10,
ITa/I

Lin et al, 2005

PGC-10.




GEN PPARGC1a BOVINO

Se localiza en el cromosoma 6

Se ha obtenido la secuencia del ARNm

Se ha identificado un SNP en el intrbn 9 asociado con
contenido de grasa en leche

fia 180 185 123 25 48 M 2 o 8 1B 452 1B8Z(3B24)  Ewon size fbph
B'UTRY ] v L X X m  X3UTR

HI#!

TAR

. 1MATC 1847 € 1893 18T=C
cTociT Toe CTCCA I'Gﬂl: C T TTece
CTOC 2 TeC L H TCBELTECE
cmmLmr
LH D £, XUERRE . BM4CsT
arashlacte AGTGT| AMAG
GTAGIEACTE AGTHL 1| AAAG

Weikard et al, 2005



Analisis del SNP del intréon 9 de PPARGC1la

Técnica: PCR-RFLP

SNP (CIT)

v

Intrén 9

Oligonucleotidos (Weikard, et al., 2005):

e PPAR-9F: AGGTAATGATGCACGTT GCt?
e PPAR-9R: CTGGTACTCCTCGTAGCTGTC

(1) El primer foward tiene una sustitucion en el antepenultimo nucledtido para crear
un sitio Haelll



RFLP: Con Haelll (GG| C)




Analisis del SNP del intron 9 de PPARGC1a en novillos

Grupo / Raza

GENOTIPO ANGUS BR1 BR2 TOTAL FRECUENCIA FRECUENCIA
(n=21) (n=20) (n=20)

GENOTIPICA ALELICA

1 , T=0,2
7

13

Este polimorfismo no mostro efecto significativo sobre RC ni
sobre extracto etéreo al realizar la comparacion de genotipos
(P>0,05)

White et al, (2007) hallaron resultados semejantes en razas B.
Taurus y B. Indicus cuando analizaron terneza



Organizacion del ARNm de PPARGC1a

Secuencia de FesiEon _de la ARNM bovino
Secuencia de

cerdo (AY321517)

Tamano del

exén (pb) Observaciones

AY484494

AY484495

AY484496

AYA484497

AYA484498

AY484499

AY484499

cerdo

583 - 719

478 — 657

<1-102

600 — 722

494 — 698

246 — 291

400 — 473

1-138

139 — 318

319 — 513

514 — 636

637 — 841

842 — 887

888 — 961

138

180

195

123

205

46

74

1-90 NT, 91-138

AY484500 262 — 1177 962 — 1880

AY484500 1692 — 1796 1881 — 1982

Exon 10 AY484500 1936 — 2056 1983 — 2103

Exon 11 AY484501 <1 — 68 2104 — 2225

Exon 12 AY484501 399 — 550 2226 — 2377

Exén 13

Region NT 3.

AYA484502 521 ->620 2378 -=>2478

700-850




SNP en el exon & de PPARGC1o. por comparacion
de secuencias propias

SNP A/G en posicion 1181 de la secuencia AY321517

1-Angus CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG
2-Angus CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG
3-Angus CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG
4-Brangus CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG
5-Brangus CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG

6-Brangus CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG
7-Brahman CAAGACCTCTGTGCTCACCAATGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG
8-Brahman CAAGACCTCTGTGCTCACCAATGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG
9-Braford CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG
AY321517 CAAGACCTCTGTGCTCACCAGTGGACACGAGGAAAGGAAGGCCAAACGGCCCAGTCTCCG

A T:Serina —» A T: Asparagina
(Aminoacido 364)




Busqueda de SNP en el exon 8 de PPARGC1a por
comparacion de secuencias propias

SNP T/C en posicion 1299 de la secuencia AY321517

1-Angus TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA
2-Angus TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA
3-Angus TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA
4-Brangus TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA
5-Brangus TACATCACAGGAGCTCCANGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA

6-Brangus TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA
7-Brahman TACATCACAGGAGCTCCACGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA
8-Brahman TACATCACAGGAGCTCCACGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA
9-Braford TACATCACAGGAGCTCCACGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA
AY321517 TACATCACAGGAGCTCCATGACTCCAGACAACTAGAAAATAAAGATGCCCCCTCCTCCAA

CA : Histidina — CA : Histidina

rl‘

R TR

Ll n\ "'\ ‘\

M | ||\ H

||H| H\ul H \ H ARy |
I \“H\”H | H\" il i H i
‘ | \ |\ | ‘II\HI\ ul.\u ||I
Ja J




Analisis del SNP del Ex6n 8 de PPARGCla

Técnica: PCR-RFLP

SNP (G/A)

Oligonucleotidos (AY321517 Weikard, et al., 2005):

e PPAR-8F: TCAGCAAGACCTCTGTGCTCA CAt?
e PPAR-8R: TGCTCACCTCCGCGGTCTCT

(1) El primer foward tiene una sustitucion en el antepenultimo nucleétido para crear
un sitio Haelll



RFLP: Con Bstl (GCA TGJINNJY)

Alelo G

Alelo A




Analisis del SNP del exdn 8 de PPARGCla en
toros y novillos

Categoria / Raza

Angus
Brahman
Nelore

Brangus

Angus
NOVILLOS

Brangus




Medias y errores estandar del SNP del exon 8 de
PPARGC1la en novillos Brangus

GENOTIPO GG

n 193
PV (kg) 449 + 3
EGD (mm) 6,62 £ 0,12
PGR (9) 3,09 £ 0,08

%GR 1,21 + 0,29

RC (kg) 7,10 + 0,08

Color (parametro L*) 37,70 £ 2,12

Color (parametro b*) 20,74 £ 2,53

No se hallaron diferencias significativas

caracteristica analizada (P>0,05)

AG

50
450 £ 6
6,45 £ 0,22
2,98 £ 0,16
1,15 + 0,05
6,97 + 0,15
37,712 £ 2,25

21,31 + 1,85

entre genotipos para

cada



ESTRATEGIAS PARA IDENTIFICAR
MARCADORES DE IMPORTANCIA ECONOMICA

17 CARACTER DE IMPORTANCIA ECONOMICA —1

Fisiologia del caracter

l Aislamiento de ESTs
GENES CANDIDATOS l
l \ Identificacion de SNPs

Busqueda de polimorfismos
(Técnicas moleculares)

GENOME SCAN

l

Identificacion de QTLs

l

Mapeo Comparativo

l

Identificacion de ALELOS |+

GENES CANDIDATOS
POSICIONALES

(Genotipificacion)

l
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GENETICA
CITOPLASMATICA

Meirelles et al.

Fernando Blase
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*Porque estudar
embriogénese?

Porque a espécie Bovina?

Qual a importancia?




sPorgue estudar gametas e embrices

sGermoplasma
sJotipotencia

s\/Ida Unicelular de um erganismo
pluricelular

sPotencial de modificar todo um organismo.




sPorgque estudan
embriogénese?

Porgue a especie Bevina?

Qual a Iimportancia?




A PROXIMIDADE GENETICA COM HUMANOS

Harbor Seal
Gray Seal
Fur Seal
Dog
Cat
Horse
Donkey
White Rhino
Indian Rhina
. A . Fin Whale
Distancia calculada Biue Whale
Sperm Whale

por DNA mitecondrial  Hippo

Sheep
Alpaca

Lauranlai]wﬂa

Pli?
lying Fox
Ryukyu Flying Fox
Harseshos Bat
Fruit Bat
Long Talled Bat _
Hedgehog
Gymnure |

Guinea Pig

Cane fai |

Mouse
Vole i
Squirred |
Dormouse |
I
Rabt';litka Supra?rimaien
Baboon !
Hurman "
Cebus

Elephant __r .
Aardvark Alrﬁherla Linet al. 2002.

Tenrec

o Amadilo Xenarthran Maol. Biol. Evol.
Bandicoot 19 (12): 2060-2070
Opassum outgroup

Platypus y

Loris

o1

FIG. 5.—The tree with hedgehog—gymnure—mole—shrew con-
strained together. The eutherian root now separates the Xenarthran (ar-
madillo) and the three Afrotherians from the Laurasiatherians and Su-
praprimates, and the ingroup tree is consistent with figure 3.




A PROXIMIDADE GENETICA COM HUMANOS

Distancia calculada
por DNA nuclear &
mitocondrial

100

99 | 100
76 100
100
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100 100
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Murphy et al. 2001..
Science. 294:2348




A PROXIMIDADE GENETICA COM HUMANOS

Distancia calculada
por DNA nuclear

Gallus Gallus
Trachemys Trachemys

Alligator Alligator

Sceloporus Sceloporus
Bos Bos

&
Homo é‘/\e’d " Homo
)

Mus Mus
Monodelphis Monodelphis

Ambystoma Ambystoma

Xenopus Xenopus

Latimeria P Latimeria

&
Neoceratodus e Protopterus -

Protopterus ! L2 Neoceratodus

Oryzias Oryzias

-
Oncorhynchus Oncorhynchis ]ﬂ'i)
92

Danio Danio

Raja Raja
Torpedo p /‘2{4 Torpedo ]—_F’
Squalus %"@ Squalus 03
Heterodontus 7 Heterodontus
Epitatreius Epratretus

Myxine Myxine ]—IQO

Lampetra — Lampetra ]J

Petromyzon Petromyzon

Figure 4. Phylogenies of vertebrates reconstructed using gene tree parsimony on a set of 118 nuclear genes. Alternate bands of
shading and non-shading identify traditional higher taxonomic groups of vertebrates. (g) The strict consensus of three most
parsimonious trees, each requiring 1380 gene duplications to fit the gene family trees. (b) The majority-rule consensus of 100
bootstrap replicates as described in § 2c. Figures on nodes are bootstrap percentages from this analysis.

Cotton & Page. 2002.
Proc. R. Soc. London
269: 1555-15611



A PROXIMIDADE GENETICA COM HUMANOS

Chicken
Julia creek dunnart
Short-tailed gray opossum
N. American opossum
Guinea pig

Golden hamster

- Mouse G
Distancia calculada : Rat

por DNA nuclear - Hare
Rabbit
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Human G
Owl monkey
Free-tailed bat
Finback whale
Hippopotamus
Cow <
Pig Kullberg et al. 2006.
Horse Mol. Bioel. Evol. 23(8):
White rhinoceros 1493-1503

i
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Dog
u
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“r
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*Porgue estudar
embriogénese?

sPorgue a especie Bovina?

sQualla Imporancia?



Balanca do Agronegocio Brasileiro Balanca do Agronegaocio Paulista

 Saldo de US$ 25,8 bi em 2003  Saldo de US$ 4,5 bi em 2003

« Exportacdes somaram US$ 30,6 bi * Exportacdes somaram US$ 7,67 bi
 Principais itens:  Principais itens:

« Complexo soja — R$ US$ 8,1 bi; *Bovinos —US$ 1, 61 bi

e« Bovinos — US$ 4,1 bi: » Cana e sacarideas — US$ 1,52 bi
e Suinos e aves — US$ 2,5 bi e Laranja — US$ 1,22 bi

« Cana e sacarideas — US$ 2,3 bi  Produtos florestais — US$ 1,10 bi

 Cereais e leguminosas — US$ 470 mi

Fonte: IEA Fonte: IEA




B Africa e Oriente Médio
W Asia

Ameérica Latina
Paises desenvolvidos

Fig. IV.1 — Distribuigdo do crescimento da demanda de proteina de origem animal no mundo,
adaptado de Roberts., 2001.

Meirelles, 2004 — GenOmica, Editado Por Myr, Ed. Atheneu: 995-1017



\VIODALIDADE DE HERANCA CITOPLASMATICA

sHeranca mitecendrial

sHeranca Citoplasmatica
germinal




CONTEUDO

sHeranca mitecendrial

1. Introducao

2. Modo de heranca
mitocondrial

3. Modelo de heranca relaxado

4. Segregacao e o gargalo
genetico

5. Transferéncia de citoplasto e
carioplasto

6. Modelo Murino

7. Modelo Bovino

8. Efeito do mtDNA na producéo
zootécnica

9. Conclusoes




ORIGEM DA MITOCONDRIA

Hipotese da origem endoessimbiotica

Fig. 3. Altemative hy- Eukaryote (mitochondria®)
potheses describing the
origin of eukaryotic
cell. Lavender arrows, -
simultaneous  creation usuario de
of the eukaryotic nu- hidrogéneo
cleus (gray) and mito-
chondrion (orange) by
fusion of a hydrogen-
requiring, methano- s
genic  Archaebacte-

rium (host) with a hy-
drogen-producing -
Proteobacterium (sym-

biont) (58). Magsgnta
arrows, two-step sce-  Proteobacterium
nario, initially involving

formation of an amito-

chondriate  eukaryote
by fusion of an Ar- produtor de

chaebacterium and a hidrogéneo

Proteobacterium (46)

followed by acquisi-

tion of the mitochon-

drion  through endo- Eukaryote (mitochondria+)
symbiosis with an «-

Proteobacterium. Bacterial and mitochondrial genomes are blue.

Archaebacterium

Gray et al. 1999. Science, 283: 1476-1481.



HIPOTESE QUE JUSTIFICARIA
A HERANCA MATERNA

Fertilized ovum, with
mother’s mitochondria

Offspring—male
‘ mmp  and female—
with mother
mitochondria

Sperm Discarded sperm,
still carrying mitochondria

. 1. Human sperm within the
J). [Reproduced with permission

ondensed sperm head is still attached to its midpiece circa 6 h after penetration (circa =

nef al. (24) (Copyright 1986, Wiley, New York).]

Ankel-Simons & Cummins, 1996.
Proc Natl Acad ScilU S A. 93(24):13859-63.



100%

100%

Citoplasma Nucleo




GARGALO GENETICO

células
germinais
primordiais

REDUCAO MASSIVANA  SEGREGACAO ESTOCASTICA REPLICAGAO RELAXADA

QUANTIDADE DE mtDNA DE NUCLEOIDES DE mtDNA DE SUBGRUPOS DE mtDNA
SEGREGACAO ESTOCASTICA

Cao et al. 2007. Nature Genetics 39(3): 386-390.



GARGALO GENETICO

Number Number of Developmental
of cells mitochondria stage
per cell

Primordial germ cell

~45 10 3 week fetus

Oogonium

Diplotene primary
oocyte

Primordial follicle

Mature preovulatory
oocyte

5
o
QO
&)

~520000 9 week fetus

~7000000 20 week fetus

~ 2000000 10000

~300000 >100000

Poulten & Marchington 2002. Reproduction; 123: 751-755




mtDNA replacement in mother-daughter pairs

No. of daughters
Genotype —_— e
of Genotype Genotype
mother L-364 - §-364

993 ——— 1366 —— 1754
2216

@ - [ — @

Koehler et al., 1991. Genetics. 129: 247-55.
Hauswirth et al., 1984. Cell. 37: :1001-7.



DNA MITOCONDRIAL (mtDNA) BOVINOS

B. indicus mtDNA
16338 kb

1 Bos taurus mtDNA \-'-'-'-'1 =2
16338 pb

Andersen et al., 1981. Nature 290: 457-465 Anderson et al., 1982. J Mol Biol. 156:683-717
Bibb et al., 1981. Cell 26:167-180 Meirelles et al., 1999. G&MB' 22 (4) 543-546

Attardi, 1985. Int Rev. Citology 93:93-145




Gi|37545825|gb|ay126697.1| Bos indicus Breed Nellore Mitochondrion, Coamplete Genome

ACTAATGACTAATCAGCCCATGCTCACACATAACTGTGCTGTCATACATTTGGTATTTTTTTATTTTGGG
TATATCCCCCCCTTCATAAAAACCTCCCCCTTAAATATTCACCACCACTTTTAACAGACTTTTCCCTAGA
AACTCCATAAACACATAGGTTTGGTCCCAGCCTTCCTGTTAACTCTTAATAAACTTACACATGCAAGCAT
AGTTTGACTAAGTTATATTAATTAGGGTTGGTAAATCTCGTGCCAGCCACCGCGGTCATACGATTAACCC
AGACCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAGATAATTACATAAACAAAATTA
TCTTCAGCAAACCCTAAAAAGGAAAAAAAGTAAGCGTAATTATGATACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTG
CACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAATAGATTCAGTGCATCTAACCCTATTTAAACGCACTAGCT
AAAGATATCCTCTCGACTAAACAACTAAGATAGAATAAAACAAAACATTTAATCCCAATTTAAAGTATAG
GAATTTTAGCTAAGCAGCCCGAAACCAGACGAGCTACTCACAAACAGTTTACCAAGAACTAACTCATCTA
GTTAGTCTAAAAAGGTACAGCCTTTTAGAAACGGATACAACCTTGACTAGAGAGTAAAATTTAACACTAC
ACATGAGTAACAAGAAAAATTTTCTCCTTGCATAAGTCTAAGTCAGTGCCTGATAATACTCTGACCACTA
CCTCCAGCATTCCCAGTATTGGAGGCATTGCCTGCCCAGTGACAACTGTTTAACGGCCGCGGTATCCTGA
AGACCCTATGGAGCTTTAACTAACCAACCCAAAGAGAATAAATTTAACCATTAAGGAGTAACAACAATCT
GATAACAGCGCAATCCTATTCAAGAGTCCATATCGACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGA
AGGCCAACTTTAAATTAAGCGCCTTAAGACAACCAATGACAGCATCTCAATCAACAACACAAAACCCTGC
CGTAGCATTCCTTACGTTAGTGGAACGAAAAGTTCTAGGCTATATACAACTCCGAAAAGGTCCAAATGTC
AATTCCCCTACCAATACCCTACCCTCTTATCAACATAAACCTAGGAGTCCTATTTATACTAGCCATATCA
AAGTGGGTCCTTTACCCTCTCCACATTAATTATTACACAAGAACAAATATGGTTAATCCTCCCAGCATGG
AGAGTACGCAAATATCATCATAATAAATATCTTTACAGCAATTTTATTCCTGGGAACATCCCACAATCCA
GACACTAGCCCTATGCATGTGACACGTATCCCTACCCATCCTTACATCAGGCATCCCACCACAAACATAA
GTAAGGTCAGCTAATTAAGCTATCGGGCCCATACCCCGAAAATGTTGGTTTATATCCTTCCCGTACTAAT
ACAACCCACGAGCTACAGAAGCATCAACTAAATACTTTTTGACTCAATCAACAGCCTCAATACTACTAAT
TAACACAGGGCATCCCCCTATCCTCAGGCCTTATCCTACTGACATGACAAAAACTAGCACCTATATCTGT
GCTGAATAACAGCAGTACTACCATATAACCCCACCATAACATTACTAAACTTAATTATCTATATCATTAT
CTGGGTTTATACCAAAATGAATAATCATCCAAGAGATAACAAAAAATAACAGCATCATTCTACCCACTTT
CAATAGTCGTATTATCTACCATAATACTACCACTCACACCAATACTATCAGTGTTAGAATAGGAATTTAG
GCTCCACCCCCACGAAACTTTAGTTAACAGCTAAACACCCTAGTTAACTGGCTTCAATCTACTTCTCCCG
TTGCTCAGCCATTTTACCCATGTTCATTAACCGCTGACTATTCTCAACCAACCATAAAGATATTGGTACC
AATAATCTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGAGGGTTCGGTAACTGACTTGTTCCCCTAATAATT
CAACCTAGCCCATGCAGGAGCTTCAGTTGATCTAACCATTTTCTCTTTACACTTAGCAGGAGTTTCCTCA
CGGCATCACAATGCTATTAACAGACCGGAACCTAAATACAACTTTCTTCGACCCGGCAGGAGGAGGAGAT
TTGGGCTATAATGTCAATCGGATTTCTAGGTTTCATCGTATGAGCCCACCATATATTCACTGTCGGAATA
TATTTTCTTGTTTACAGTAGGGGGTTTAACTGGAATTGTCTTAGCCAACTCTTCTCTCGATATTGTTCTT
CGCAATTATATTTGTAGGCGTCAATATAACCTTCTTCCCACAACACTTTCTAGGACTATCTGGCATGCCT
TGTAGACTTAACCACGACAAATCTAGAATGATTAAACGGATGCCCTCCACCATATCACACATTTGAAGAA
ACAAGTGAGAATCTTGTACACCTCATATGGCATATCCCATACAACTAGGATTCCAAGATGCAACATCACC
AGACAATCTGAACCATTCTGCCCGCCATCATCTTAATTCTAATTGCTCTTCCTTCTTTACGAATTCTATA
AGCTACGACTATTAGAAGTCGATAATCGAGTTGTACTACCAATAGAAATAACAATCCGAATGCTAGTCTC
CAAACCACAGTTTCATACCCATTGTCCTTGAGTTAGTCCCACTAAAGTACTTTGAAAAATGATCTGCATC
CTTTATTATCTTTCAACTAAAAATTTCAAAACACAACTTTTATCACAATCCAGAACTGACACCAACAAAA
CTAGTAAGCAATCGCTTTGTAACCCTCCAACAATGAATACTTCAACTTGTATCAAAACAAATAATGAGCA
CCCCTGTGAGCAGGAGCCGTAATTACAGGATTCCGCAATAAAACTAAAGCATCACTTGCCCATTTCTTAC
GCTACACTTGCACTAATAAGCATTAGCACTACAACAGCTCTAATTACATTCACCATTCTAATCCTACTAA
GAGCTTTGTCCGCCCTCTTAATAACATCCGGCCTAACCATATGATTTCACTTTAACTCAATGACCCTGCT
AAGTACTGTTCTTTACCGGATTTTTCTGAGCTTTCTACCACTCAAGCCTCGCCCCCACCCCTGAGCTAGG
TACAAGCCCTATTTATCACCATCACATTAGGAATCTACTTCACACTACTACAAGCCTCAGAATACTATGA
ACCACCACTTCGGCTTTGAAGCCGCTGCCTGATACTGACATTTCGTAGACGTAGTCTGACTTTTCCTCTA
CTACTCGTCATCATCGCATTCTGGCTTCCCCAACTAAATGTATACTCTGAGAAAACAAGCCCCTACGAAT
ACAATGCTTACCATAGCCCTCTTCCTAATTATCCTCCTAGCTGTAAGCCTAGCCTATGAATGAACTCAAA
TAGGACTACTAATATACCGATCCCACCTAATATCTTCCCTTCTGTGCTTAGAAGGAATAATGCTATCCCT
CTGATTATGTACAAAACCTCAACTTACTCCAATGCTAAAATACATTATTCCAACAATTATACTTATACCC
CCTATCCACTCCACTACTAATTTTAACCATATGGCTCCTCCCTCTAATACTAATAGCTAGCCAACATCAT
CATTATTATTACCCGATGAGGAAACCAAACAGAACGCCTAAACGCCGGACTCTATTTCCTATTCTATACA
AATAGCCTTCATAGTAAAAATACCACTATATGGCCTCCACCTTTGACTACCTAAAGCTCACGTAGAAGCC
TATAACCAGCTCAATCTGCCTCCGTCAAACGGACCTAAAATCACTCATCGCATACTCCTCTGTAAGCCAT
AACCATAATTCTAGCTCGAGGCCTACAAACGCTCCTTCCACTAATAGCCACCTGATGACTACTAGCAAGT
GCTAATTATAACCCAACGAGGAAAATATACCTACCACATTAATAACATCTCGCCTTCCTTTACACGGGAA
TTATTTACCGAAAAAGTATGCAAGAACTGCTAATTCTATGCTCCCATATCTAATAGTATGGCTTTTTCGA
CTTAACACCTACAAACCTTCCAACTACCCACTCTACGTAAAAACAGCTATCTCATATGCCTTCATTACCA
CTATTCGTCACATGATCTATTATAGAATTCTCAATATGATATATACACTCAGACCCCAATATTAACAAAT
GCAAACACAGCAGCCCTACAAGCAGTCTTATATAACCGCATCGGCGACATTGGTTTCATTTTAGCAATAG
CCCTCTGCAATAGAAGGCCCAACTCCCGTCTCAGCACTACTCCATTCAAGCACAATAGTGGTAGCAGGTA
TTCTCCACATCCAGTCAACTGGGCCTTATAATAGTAACAATTGGCATTAACCAACCTTACCTAGCTTTCC
ATTGTTGGCAGTCTCGCACTAACAGGAATACCCTTCCTCACAGGATTTTACTCCAAAGACCTAATCATCG
AACGAAAACAACCCCCTTCTGATCAACTCTATCAAACGCTTACTAATTGGAAGCCTCTTCGCAGGATACA
CACTACCCCTCAAACGCCTTCAAGTTCTCGACCTTGCTAGGATACTTCCCCACAATTATACATCGCCTAG
ATCAAACTATATTTCCTCTCCTTCCTAATCACAATCCTTATCAGCATAATACTATTTAATTTCCACGAGT
AATCCCCTAAACCATTAAACTCAAACACAACCTCAACTTCTTTATCCTTTAACACATAATAAACCATAAA
TCAACCCCAAAAAGGATCCACCAAAATTCAATACAATCCCACAGCCAACCCCACCACTCACAATTAACCC
GTTGTCATTCAACTATAAGAACACTAATGACTAACATTCGAAAGTCCCACCCACTAATAAAAATTGTAAA
CATTCTCCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGTGAACTACGGCTGAATCATCCGATACATACACGCAAA
TCCTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCAACAGTCATCACCAACCTCTTATCAGCAATCCCATA
AAACAGGCTCCAACAATCCAACAGGAATCTCCTCAGACGTAGACAAAATCCCATTCCACCCCTACTATAC
GATACTTCTTATTTGCATACGCAATCTTACGATCAATCCCCAACAAACTAGGAGGAGTACTAGCCCTAGC
CAGTCGAACACCCATATATCACCATTGGACAACTAGCATCTATCCTATATTTTCTTCTCATCCTAGTACT
ACCGTCAACCCCCAAAGCTGAAGTTCTATTTAAACTATTCCCTGAACACTATTAATATAGTTCCATAAAT
GAGGTAATGTACATAACATTAATGTAATAAAGACATGATATGTATATAGTACATTAAATTATATACCCCA
ATGCCGCGTGAAACCAGCAACCCGCTAAGCAGAGGATCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGACCGT

Similaridade com o
B. taurus de 98%

GGATGCTTGGACTCAGCTATGGCCGTCAAAGGCCCCGACCCGGAGCATCTATTGTAGCTGGACTTAACTG
TACTTATTTAAATTTTCCACACTTTCAATACTCAATTTAGCACTCCAAACAAAGTCAATATATAAACGCA
CTACACCCCAGTGAGAATGCCCTCTAGGTTGTTAAAACTAAGAGGAGCTGGCATCAAGCACACACCCTGT
AAGCTAACAGGAGTACGGCGTAAAATGTGTTAAAGCACCACACCAAATAGGGTTAAATTCTAACCAAGCT
TTCGCCAGAGTACTACTAGCAACAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATATCCTTCTAGAGG
TAACCTATGAAATGGGAAGAAATGGGCTACATTCTCTACACTAAGAGAATCAAGCACGAAAGTTATTATG
ACATGAGAGGAGACAAGTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGAAAGTGTGCTTGGATAAATCAAGATATAGC
GAGATAGAAATCTAAGTACGGCGCTAT) TACCGC/ GAT TAAAAG
TGTGGCAAAATAGTGAGAAGATTTGTAAGTAGAGGTGACATGCCTAACGAGCCTGGTGATAGCTGGTTGT
CATAGTAGGCCTAAAAGCAGCCATCAATTAAGAAAGCGTTAAAGCTCAACAACAAAAACTAAATAGATTC
ACAGTCAATAAAAATAATCCAACAATAAACAATTTATTGATTATACTGTTAACCCAACACAGGAGTGCAT
CCGTGCAAAGGTAGCATAATCATTTGTTCTCTAAATAAGGACTTGTATGAATGGCCGCACGAGGGTTTTA
CCATGAGTTGGTAGTTTCGGTTGGGGTGACCTCGGAGAATAAAAAACCCTCCGAGCGATTTTAAAGACTA
CATCCTGATGGTGCAACCGCTATCAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTC
CCTAGAACAGGGCTTAGTTAAGGTGGCAGAGCCCGGTAATTGCGTAAAACTTAAACTTTTATACCCAGAG
GTAGGTCCATATGGCCTACTTCAGCCCATCGCCGATGCAATCAAACTTTTCATTAAAGAACCACTACGAC
AGCCTAGCCGTGTACTCCATTCTCTGATCAGGCTGAGCTTCCAACTCAAAATACGCACTAATCGGAGCCC
CCTCTAGCAATAATATGATTTATCTCAACACTAGCAGAAACAAACCGAGCTCCATTTGATTTAACTGAAG
CACATACCAGAACTCTACACAATCAACTTTACCATTAAATCCCTACTGCTCACAATATCCTTCCTATGAA
GAAATATGTCTGACAAAAGAGTTACTTTGATAGAGTAAATAATAGAGGTTCAAACCCTCTTATTTCTAGA
AAACCCAATTATCTTTATTATTATTCTACTAACCATTATACTAGGAACTATTATTGTCATGATCAGTTCT
AATAGCCGTCATCATTAACCTAATATTCTCAGGCCAATGAACCGTAATAAAACTATTTAACCCAATAGCC
ACTTTACCAAATCTTCCCATCAATTAACCTAAACTTAATTCTGACTCTATCAGTTTTATCAATCCTAATT
AACTTCCACCATATTTACCATATTTATAGCCAATTCCACTACCACTACCCTGTCATTATCACACACATGA
CATAGCAATCACAGCTCTACTAAACTTATATTTTTATATACGACTCACGTATTCTACCACACTAACAATA
GTTAAACAGACCAAGAGCCTTCAAAGCCCTAAGCAAGTACAATTTACTTAATTCCTGATAAGGATTGCAA
CCGTAAGAAAAAAAAGGCGGGAGAAGCCCCGGCAGAATTGAAGCTGCTTCTCTGAATTTGCAATTCAACG
CTTTACCTACTATTTGGTGCTTGGGCCGGTATAGTAGGAACAGCTTTAAGCCTTCTAATTCGCGCTGAAT
GGTGCTCCCGATATAGCATTTCCCCGAATAAATAATATAAGCTTCTGACTTCTCCCTCCCTCATTCCTAC
ATTTTAGGAGCCATCAACTTCATTACAACAATTATCAACATAAAGCCCCCCGCAATGTCACAATACCAAA
CCTATTCTATACCAACACTTATTCTGATTCTTTGGACACCCCGAAGTCTATATTTTAATCTTACCTGGAT
GACGTCGACACACGAGCCTACTTCACATCAGCCACTATAATTATTGCTATTCCAACCGGGGTAAAAGTCT
CACGACACATACTACGTTGTCGCACATTTCCACTATGTTTTATCAATAGGAGCTGTATTTGCTATTATAG
CGACGATACTCCGACTACCCAGATGCATACACAATATGAAATACTATCTCATCAATAGGCTCATTCATTT
CCCACCTATGTTAACCTAAAATAAGAAAGGAAGGAATCGAACCCCCTACTATTGGTTTCAAGCCAACATC
AATCATAGAAGAACTACTTCACTTTCATGACCACACGCTAATAATTGTCTTCTTAATTAGCTCATTAGTA
CATAATAGATGAAATCAATAACCCATCTCTTACAGTAAAAACCATAGGACATCAGTGATACTGAAGCTAT
CTCTGAAGACGTACTACACTCATGAGCTGTGCCCTCTCTAGGACTAAAAACAGATGCAATCCCAGGCCGT
AATATTATAAAATCACTAAGAAGCTATATAGCACTAACCTTTTAAGTTAGAGATTGAGAGCCATATACTC
ATATTAAAACAAAACACCCCTTGAGAAGCAAAATGAACGAAAATTTATTTGCCTCTTTTATTACCCCTGT
TCCACAATTCTAAAGGACAAACATGAGCATTAATACTAATATCTCTAATCCTATTTATTGGATCAACAAA
CACAAGGAACACCCACTCCACTAATCCCAATACTAGTAATTATTGAAACTATCAGCCTTTTTATTCAACC
CAATTCTAGAGTTTGCAGTAGCTATAATCCAAGCCTATGTATTCACTCTCCTAGTCAGCCTATATCTGCA
AATAATTGGCCTAACAACAAATATACTAACAATATACCAATGATGACGAGATGTTATCCGAGAAAGCACC
CGGCTGCTGACCCCCAACAGGCATTCACCCACTAAACCCCCTAGAAGTCCCACTGCTCAACACCTCTGTC
AGCACCTTTTACTATCTCCGACGGAGTTTACGGCTCAACTTTTTTTGTAGCCACAGGCTTCCATGGCCTC
TGTTTCTATCTATTGATGAGGCTCCTATTCTTTTAGTATCAACTAGTACAGCTGACTTCCAATCAGCTAG
GTGGATTTGACCCCATAGGATCAGCCCGCCTTCCCTTCTCCATAAAATTCTTTCTGGTAGCCATCACATT
AAGGATTAGAATGAACCGAATATGGTACTTAGTTTAAAATAAAATAAATGATTTCGACTCATTAGATTAT
ATTCGTTATAGCAGCCCTAACAATCCTCAACTCACATTTTACATTAGCTAGCATAATACCTATTATCCTA
CTAACCTGGTTATCAAAAAATAGTATAATTTGGGTTAACTCCACAGCACACAGTCTTCTAATTAGCTTTA
CTATCAAAAGAAAACCTAACCCGAAAAAAACTATTTATTACTATGCTGATCTCACTACAACTATTCCTAA
CTAGCTGGCTCCTTACCCCTATTAGTCGCACTAATTTATATCCAAAATACAGTAGGATCCCTAAATTTCC
CCTATCGCAGGCTCCATAGTCCTTGCAGCAGTTCTACTAAAACTAGGGGGGTACGGTATGCTACGAATTA
ATAGCACTCGTCATCGTAGCCATCCTTATCCAGACACCTTGAAGCTACATAGGAGCAACCGCCCTTATGA
CTAACCAACTTAGCTCTACCCCCAACAATCAACTTAATTGGAGAACTATTTGTAGTAATGTCAACCTTTT
AATGCACTCATATCGTTACACATCCTACCCCTACTACTCCTAACCCTAAACCCAAAAATTATTCTAGGAC
ACTTTTAAAGGATAGTAGTTTATCCGTTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGCAACTCCAAATAAAAGT
GCATAATTCCCACAATAATATTTATCCACTCAGGCCAAGAACTAATTATTTCAAACTGACACTGACTAAC
TCTTCAAATACTTACTCCTATTCCTCATTACTATGCTCATCCTTGTAACCGCAAATAACCTCTTCCAGCT
CATGATTTCTAACAAACCTCAATACCTGAGACCTCCAACAGATCTTCATACTAAACCCAAGCGACTCAAA
TCTTCCTACTAATCCGTTTCTACCCCCTCACAGAAAACAATAAATTTATCCAATCTATTACATTATGCTT
TCCACATCTGCACACATGCCTTTTTCAAAGCTATACTATTCATATGCTCCGGTTCCATTATTCACAGCCT
AAGCCGCCAACACGTCTTATACCAACGCCTGAGCCCTTCTAATAACATTAATTGCCACCTCTTTCACAGC
TCATTTCCAACAATATTCCTCCAACAACAATTCCCCAAATAACTATACCCTACTACTTAAAAACAACAGC
CTCCATACATAAATTTATCAATAAGCCAAAAATCAGCATCCTCCCTTCTAGACCTAATCTGACTAGAAGC
AATTTCTATAATAACCACAACACCAATTAATAAAGACCACCCAGTTACAATAACTAATCAGGTACCATAA
AAACTCCATCAACAAGCCAGTAACAAATGCCCCTAAAACAGCCTTATTAGAAAGCCAAATTTCAGGATAC
TAACCCCCCATAAATAGGTGAAGGTTTCGAAGAAAACCCCACAAAACCTATCACGAAAATAACACTTAAA
CAATGCATTCATCGACCTTCCAGCCCCATCAAACATTTCATCATGATGGAATTTCGGTTCCCTCCTGGGA
CGGAGCTTCAATGTTTTTTATCTGCTTATATATGCACGTAGGACGAGGCTTATATTATGGGTCTTACACT
CATCGGCACAAATTTAGTCGAATGAATCTGAGGCGGATTCTCAGTAGACAAAGCAACCCTTACCCGATTC
CATTAAGGACATCTTAGGGGCCCTCTTACTAATTCTAGCTCTAATACTACTAGTACTATTCGCACCCGAC
CTTCTCTATCCTAATTCTTGCTCTAATCCCCCTACTACACACCTCCAAACAACGAAGCATAATATTCCGA
AATACCAACAGCCGGCACAGTTGAAAACAAATTACTAAAATGAAGACAGGTCTTTGTAGTACATCTAATA
GCAAAGAGCCTTATCAGTATTAAATTTATCAAAAATCCCAATAACTCAACACAGAATTTGCACCCTAACC
TGCATATAAGCAAGTACATGATCTCTATAATAGTACATAATACATACAATTATTAATTGTACATAGTACA
GGG GGTCGCTATTTAATGAATTTTACCAGGCATCTGGTTCTTTCTTCAGGGCCATCTCATCTAAAGTGGTC

Divergéncia em 329ph
1 mutacao/10° anos

CATCTTGAGCACCAGCATAATGATAGGCATGGGCATTACAGTCAATGGTCACAGGACATAAATTACATTA
GGCCCCCCCCCCCCCCGTTGATGTAGCTTAACCCAAAGCAAGGCACTGAAAATGCCTAGATGAGTCTCCC
AGCTCACGACGCCTTGCTTAACCACACCCCCACGGGAAACAGCAGTGACAAAAATTAAGCCATAAACGAA
GTAAAAAGCCATGATTAAAATAAAAATAAATGACGAAAGTGACCCTACAGTAGCCGACGCACTATAGCTA
AGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATTCTTGCTAATACAGTCTATATACCGCCA
AAACCAATAACCAAAGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGAGTGCTTAGTTGAATTAGGCCATGAAG
TTAAACAAAGCATCCAGTTTACACCTAGAAGACTTCATTCATTATGAATATCTTGAACTAGACCTAGCCC
TATAAAAAAGCAAAGATTACCCCTTGTACCTTTTGCATAATGAATTAACTAGTATAAGACTTAACAAAAC
CCAGAAGATGAATCTAAGTTCAGCTTTAAAGATACCAAAAATACAAATAAATCCCACTGTAGCTTTAAAA
CAACAACAAATGATTAACTCCTAGCCCCAATACTGGACTAATCTATTATAGAATAGAAGCAATAATGTTA
T TCGGCAAACACAAACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCA
CTGTCTCTTACTTCCAATCAGTGAAATTGACCTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATGCACAAATAAGACGAGA
GACCCACAAGTCAAATCACTCTATCGCTCATTGATCCAAAAACTTGATCAACGGAACAAGTTACCCTAGG
AGACCGGAGTAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATTACGTATTTCTCCCAGTACGAAAGGACAAGAGAAATA
ATTCAAATCCTCTCCTTAACAAAATGTTCATAATTAACATCTTAATACTAATTATTCCTATCCTATTAGC
CCGCTACATCTTCAGCCTCAATATTTATCCTAGCACCCATCATAGCTCTAGGCCTAGCCTTAACCATATG
TACGAGCAGTAGCACAAACAATCTCATACGAAGTAACACTAGCAATTATCCTATTATCAGTACTCCTAAT
GAGAATCAGAGCTAGTCTCGGGCTTCAACGTAGAATATGCAGCAGGACCATTTGCCCTCTTCTTCATAGC
TCCGAGCATCCTATCCTCGATTTCGCTATGACCAACTAATACACTTACTATGAAAAAACTTTCTACCCCT
ACTATAGGAATCGAACCTACTCCTAAGAATCCAAAACTCTTCGTGCTCCCAATTACACCAAATTCTATTA
CACTGACTACTTGTCTGAATCGGGTTTGAAATAAATATACTCGCCATCATCCCCATCATAATAAAAAATC
TCAATACTTATAACAATAGCCCTAGCTATAAAACTAGGAATAGCCCCATTTCACTTCTGAGTCCCAGAAG
GGAGGCTGAGGAGGACTAAACCAAACACAACTCCGAAAAATCATAGCCTACTCATCAATCGCTCATATAG
AATAAAACACCCATTATAACAGTCCTAATTCTTGCCACTCTCCTATCCATAGGAGGACTCCCTCCCCTAT
TTTCCCTCCACAAACAACATAAAAATAAAATGACAATTTCCCCTTATGAAAAAAATAACTTTTCTACCAA
GACTACACCTTACATCAATTGAATGCAAATCAACCACTTTAATTAAGCTAAATCCTCACTAGACTGGTGG
TGTAAATTCACCACAGAGCTTGGTAAAAAGAGGAGTCAAACCTCTATCTTTAGATTTACAGTCTAATGCT
TAGGCCAACCCGGAACTCTGCTCGGAGACGACCAAATCTACAACGTAGTTGTAACCGCACACGCATTTGT
TACTCCTCGCATCCTCTATAGTTGAAGCTGGGGCAGGAACAGGCTGAACCGTGTACCCTCCCTTAGCAGG
CCCCTCTATTCGTATGATCCGTAATAATTACCGCCGTACTACTACTACTCTCGCTCCCTGTATTAGCAGC
TTGGAATAATCTCTCATATCGTAACCTACTACTCAGGAAAAAAAGAACCATTCGGATATATGGGAATAGT
TCAGCTGATTGGCAACACTTCATGGAGGTAATATCAAATGGTCTCCTGCTATAATGTGAGCCCTAGGCTT
GGGGATTTGTTCATTGATTCCCATTATTCTCAGGTTATACTCTCAACGATACATGAGCCAAAATTCACTT
CCCTAACAGCAGTTATACTAATAGTTTTCATCATCTGAGAAGCATTTGCATCTAAACGAGAAGTCTTGAC
ATAACCTCTATGTCTCTCTCAATAAATGAGGTGTTAGTAAAACATTATATAACTTTGTCAAAGTTAAGTT
CTTTACATTATTTCACTAATACTAACAACAAAGCTGACCCATACAAGCACGATAGATGCACAAGAAGTAG
GAGTATACAGATTATGAGGACTTAAGCTTCGACTCCTACATAATTCCAACATCAGAATTAAAGCCAGGGG
CTAAACCAAACAACCCTTATATCGTCCCGTCCAGGCTTATATTACGGTCAATGCTCAGAAATTTGCGGGT
TCCTTGGTGACATGCCGCAACTAGACACGTCAACATGACTGACAATGATCCTATCAATATTCTTGACCCT
AATTTTAGGTCTCCCTCTCGTAACCCTTATCGTACTATTCCCCAGCCTACTATTCCCAACATCAAACCGA
CCTACTAGGCCTATTACCCCATTCATTCACACCGACAACACAACTATCAATAAACCTAGGCATAGCCATC
TGTAGCCCTCGCCGTGCGGTTAACAGCTAACATCACTGCAGGACACCTATTAATTCACCTAATCGGAGGA
TGACAACACATAATGACACACCAAACCCATGCTTATCATATAGTAAATCCAAGCCCTTGACCTCTTACAG
TTCCAAGGGCACCATACCCCAGCTGTCCAAAAAGGCCTCCGTTATGGAATAATTCTTTTTATTATCTCCG
CTATTGGCTTCCGGAGTTTCTATTACCTGAGCCCATCATAGTTTAATAGAAGGGGACCGAAAGCATATAT
CACGTCATCATTGGATCCACCTTCTTAATTGTCTGCTTCTTCCGCCAATTAAAATTTCATTTTACTTCTA
TTTCGGTCTAGTCCGAAAAAGAATAATAAATTTAATACTAGCCCTCCTGACCAATTTTACACTAGCCACC
CCTCTTATTTGACCTAGAAATTGCACTCCTCTTACCACTGCCATGAGCCTCACAAACAACAAACCTAAAC
GATTTAATTCATAATTACCAAATGTCTATAGTATACATAAACATTATAATGGCATTCACAGTATCTCTTG
CTAGTCTTCGCAGCCTGCGAAGCAGCCCTAGGTCTATCTCTACTAGTAATAGTATCAAATACATATGGTA
CAAGCCTCCTCCTCATAAACCAGTTTGGCGACAACAGCCTTAATTTTTCACTAGTATTTTTCTCCGACTC
TCATAACCTTTACCGCCATGGAACTAATCTTATTTTATATTCTATTTGAAGCAACACTAGTCCCAACACT
TAATATTACAATACTGAGTACAACCTGTTCATAACTCTTGATCTAATGTCTTCATATGACTAGCATGTAT
CACTAATTCTAAACCCTATGACCGACTTTATAGCATACCCATTCATTATACTCTCCCTATGGGGCATAAT
TTGCCCACGGCCTCACATCCTCCATACTTTTCTGTCTAGCAAACTCAAACTACGAACGAATCCACAGCCG
CATGATCTAACATTACAATTATTCTAATAGGAGTAAATATAGTAATCACCGCCCTATATTCTCTATACAT
CTCTATACTGTAAATATAGTTTAACAAAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCATTACCTTC
AATAAACATATTCTCCTCACTCTCACTGGTTACTTTACTCTTACTAACTATACCCATTATAATAATAAGC
CATCCAAACTCTTAAATTATCCCTCAGCTTTAAAATAGACTATTTCTCAATAATATTTACCCCAGTAGCA
ATTCATTGGCTGAGAAGGCGTCGGAATCATATCATTTCTACTCATCGGATGATGATACGGACGAGCAGAT
CATACCCTTGATCGGACTAGCATTAGCTGCAACCGGAAAATCCGCCCAATTTGGCCTCCACCCATGACTT
AGGAGCCATTACCACACTATTTACAGCAATATGCGCCCTCACCCAAAATGACATTAAGAAAATCATCGCC
AAACGACGAACAAGATATTCGAAAAATAGGAGGCCTATTTAAAGCCATGCCATTCACCACAACAGCCCTC
TATCTACAGCACTCGTATTATTTTTTTCGCACTTCTAGGACAACCCCGATTCCCTACCCTAGTTAGTATC
CCTAATCGTTACAATCCTAGGCTTCATCTTAGCCCTAGAAATCAGTAATACAACTAAAAATCTAAAATAT
CATCCTACCAAAAACCATCTCACTCGCCCAAATAAAAGCATCTACCCTGGTCACAAACCAAAAAGGCCTG
CTGTATAAAGCCGCAATCCCTATGGCCTCTTCACTAAAAAACCCAGAATCCCCTGTATCATAAATCACTC
TGTTCTGTAGCCATAGCCGTTGTATAACCAAAAACTACCATCATACCCCCCAAATAAATTAAAAAGACCA
ATAAATACAATGTATAGTATCATTATTCTTACATGGAATCTAACCATGACTAATGATATGAAAAACCATC
ATCTGCCTAATCCTACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACAACAACAG
TTTCTAGAAACATGAAATATCGGAGTAATCCTTCTGCTCACAGTAATAGCCACAGCATTCATAGGATACG
TTCGCTTTCCATTTTATCCTTCCATTTATCATCATAGCAATTGCCATAGTCCACCTATTATTCCTCCACG
CTCCTCGGAGACCCAGATAACTACACCCCGGCCAATCCACTCAACACACCTCCTCACATCAAACCCGAAT
CCACTCAGCCAATGCCTATTCTGAGCCCTAGTAGCAGACCTACTGACACTCACATGAATTGGAGGACAAC
TACTGGTCTTGTAAACCAGAGAAGGAGAACAACTAACCTCCCTAAGACTCAAGGAAGAAACTGTAGTCTC
AAATATTACAAACACCACTAGCTAACATAACACGCCCATACACAGACCACAGAATGAATTACCCAGGCAA
TTATATCAAATCCATCCTCAACAACATATCTACTATATACCCCTTCCACTAGATCACGAGCTTAATTACC
CATTCTTTCCTCTTAAATAAGACATCTCGATGG

329.000 anos de
separacao das especies

Miretti,M.M., Pereira,H.A. Jr., Greggio,C., Suzuki,J. Jr., Ferro,J.A., Ferro,M.l., Meirelles,E., Garcia,J.M. and Smith,L.C 2004
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Meirelles et al., 1999 Genetics and Molecular Biology, 22 (4) 543-546



FREQUENCIA DO GENOMA INDICUS
NA POPULACAO ZEBU

Raca Registro Numero MtDNA MtDNA

taurus indicus
Nelore PO 48 38 (79%) 10 (21%)
POI 35 09 (26%) 26 (74%)
Gir PO 15 11 (73%) 04 (27%)
POI 04 01 (25%) 03 (75%)

Brahman n.a.* 23 23 (100%) %)

Total 124 81 ( 65%) 43 (35%)

n.a. = Nao aplicavel; PO = Puro de origem; POI = Puro de origem importada.

Meirelles et al., 1999 Genetics and Molecular Biology, 22 (4) 543-546



O DNA mitecondrial se presta para estudos de
fllegenética e determinacao da fermacao dos
animais B. indicus na America

o Uma raca formada com duas origens
mitocondriais é um excelente modelo de estudo
de segregacao mitocondrial ne periedo
embrionario e adulto.



TRANSEERENCIA DE CITOPLASTO

~

MODELO CAMUNDONGO




POLIMOREISMO NO NZB/BINJ

C CHE

&
\l
Z
o
>

w
-

A4

BamH |
N0l >»00I»>0—"0>» > -

=1
S
>
NOoHnrpnNNHEr>0Rn>»>0-"0»>- N

B

Meirelles e Smith, 1997 Genetics, 145 (2) 445-51



ESTUDOS DA HERANCA
MITOCONDRIAL

* Producéo de modelos de estudo
» Efeito do citoplasma sobre a producéao dos embrides

» Biotecnologia citoplasmatica

Meirelles & Smith 1997: 1998.Genetics
McGrath & Solter, 1984. Science 226:1317



MURINOS PRODUZIDOS POR
TRANSFERENCIA DE CARIOPLASTO

TABLE 1

Percentage karyoplast-origin mtDNA in tissues of adult
animals derived from reconstituted zygotes

Reconstructed
animals Brain Heart Lung Liver Muscle Tail

| Female 1 174 690 06 583 635 210 |
Female 2 NA NA NA NA NA 5.3
Male 1 None None None 7.0 None None
Male 2 NA 4.1 9.8 4.5 1.4 NA
Male 3 None None None None 4.0 NA
Male 4 None None NA None 1038 NA

NA, tissue was not analyzed.

Meirelles e Smith, 1997 Genetics, 145 (2) 445-51



LINHAGEM ELINZB

Founder

1st generation

2nd generation

3rd generation

4th peneration

5th generation

mtDNA-NZB/BINJ
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Mitochondrial Genotype Segregation in Mice 449
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FiGURE 4.—Matrilineal
pedigree of heteroplasmic
female obtained from NZB-
C57BL/6 reconstituted zy-
gote. Average NZB/BIN]
100%  100% mtDNA percentages values

for several tissues are given
beneath gray (heteroplas-
@ mic) and black (homoplas-

822% 100% 100%  100% Qmic for NZB/BIN] mtDNA)
circles. Females were always
mated to pure C57BL/6
v (homoplasmic C57BL/6

mtDNA) males (squares).

41.2%

I Homoplasmia do mtDNA transferido




SEGREGACAO INICIAL
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First cell cycle
Second cell cycle
Third cell cycle
Fourth cell cycle
Fifth cell cycle

7

C57/BL6E
Karyopilast

NZB/BINJ
Karyoplast

C57/BL6

NZB/BINJ

Cytoplast Cytoplast

Nos primeiros ciclos celulares, existe preferéncia replicacional
das mitocondrias peri-nuclerares.

Meirelles e Smith, 1998 Genetics 148 (2) 877-83




SEGREGACAO DO MTDNA ENTRE TECIDOS E PROGENIE

MDNA-NZB/BINJ

Founder First Second Third Fourth Fifth

Meirelles e Smith, 1997 Genetics, 145 (2) 445-51

8

o0
=

<
z
=
:
z
S 60
I
.
&
5
2 40
8
o

(]
o




HIPOTESE

Whde
atirnal
hanol=snrr

Fl:ﬂJIqul'@—" =
lst;g,enemtn:nno_h-e— - = = -

2nd generation @ —i- e

'

31d genemation @ —h-‘— = =

Meirelles e Smith, 1997



HERANCA MITOCONDRIAL

Ovogénese

Segregacao

Células germinais | Ectoderma | Massa celular
Primordiais primitivo interna

Mesoderma primitivo

Trofectoderma
Endoderma Primitivo -
Tecidos e 6rgaos animais v

Placenta

Meirelles, 1999 tese de doutorado



TRANSEERENCIA DE CITOPLASTO
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RECONSTRUCAO INTERESPECIFICA

Sobrevivéencia do
mt DNA B. indicus

v ? o
Bos taurus Bos indicus

Meirelles et al., 2001 Genetics 158 (1) 351-356




ECNICA DE TRANSFERENCIA DE NUCLEO

Meirelles, 2004 — Gendmica, Editado Por Myr, Ed. Atheneu: 995-1017



MIDNA B. taurus apos gestacao
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Meirelles et al.. 2001 Genetics 158 (1) 351-356



SEGREGACAO INICIAL

% mtDNA indicus

Cel.embr.
O Transferéncia de nucleo
H Transferéncia de citoplasto

Meirelles et al.. 2001 Genetics 158 (1) 351-356
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Ovogénese

Meiose e replicagéo
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B. taurus
B. tindicus

Ciclo da heranca Mitocondrial

Mérula 1

Mérula 2

Substituicao
segregativa

Replicagdo segregativa

Células germinai Ectoderma
Primordiais primitivo interna

Rlastocisto 1

Blastocisto 2

Endoderma Primitivo 100pb ladder

Mesoderma primitivo

McConnell et al., 2004 Mitochondrial DNA turnover occurs during pre-implantation

development and can be modulated by environmental factors.

Reprod Biomed Online. 2004 4: 418-24

Animal 01 Alantoide
Bexiga Cordso Umbilical
Figado M. Amnidtica 2
Baco

& M. Amnidtica 1
Peritbnio Cotilédone 2
linfonodo -

Cotilédone 1
Musculo M. Coridnica 2
Reticulo M. Coribnica 1
B.indicus
B. taurus

100pb ladder Meirelles, 1999 tese de doutorado



Conclusoes

sEmbrices produzidos por transferencia de
nlcleo sao bons modeles para o estudo da
heranca mitocondrial

*A heranca mitocondriallnoes clenes e capaz de
reproduzir o gargale genetico mitocondrial

sJendo em vista 0s resultados de transferéncia
de nucleo e possivel trocar o mtDNA de um
Individuoe, € no entanto Importante demonstrar
gue de fato existem variacees na produtividade
Induzidas por este genoma.



Possivels iImplicacoes para a
producao brasileira

B indigis ntDiA Bos taurus mtDNA |

B iglrus
16 338 kb : = e & i pb

Gunski et all, 2001

Comparou 6345 individues Nelore com mitotipos conhecidos nao identificou
variacao de caracteristicas produtivas associadas ao mtDNA.

No entanto, foi ebservada a maior freqiéncia de animais mtbDNA taurus no
grupo dos 10% melhores DEPS peso.



Alguns individues com mtDNA indicus possuem
variacoes em relacao ao mtDNA taurus

Existe variacOes intrinsecas
ao mtDNA do tipo indicus?

Outros individuos com mtDNA indicus
nNéo possuem variacoes em relacao ao mtDNA taurus

RNAt Primer sequence Annealing Base Enzyme
5—-3 Temperature substitution? Restriction
Asparagine p p
72.46% possuiam nucleotideo da mtDNA taurus
Monomorfico mtDNA indicus

Monomorfico mtDNA indicus

Leucine 95.23 % possuiam nucleotideo da mtDNA taurus

90.62% possuiam nucleotideo da mtDNA taurus

Biase et al. 2007. Genetics and Molecular Bielogy. no prele




c 50 animais tRNA tipo taurus (nucleotideo G)

tRNA 69

: X Valores geneticos para peso
Asparagina

~ 19 animais tRNA tipo indicus (nucleotideo T)
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MW120 MW240 AW120 AW240 AW365 AWA450

A variabilidade instrinseca aoc mtDNA indicus pode favorecer esses animais.



MIODALIDADE DE HERANCA CITOPLASMATICA

sHeranca mitecendrial

sHeranca Citeplasmatica
germinal




+CONTEUDO

sHeranca Citoplasmatica

germinal
1. Introducéao 5. A relacdo do RNA e a
2. Dinamica do RNAmM no competéncia de desenvolvimento

desenvolvimento embrionario o
de um oocito

3. Heranca paterna

4. Heranca materna



HERANCA CITOPLASMATICA GERMINAL

o _ 12 geracao
ara[n ujos Fecundacao cruzada

do género

Limnaea

1997. Revista de Satde Publica

31(3): 310-312.

22 geracao
Auto fecundacao

Teles et al.,

42 geracao - auto fecundacao

Sturtevant 1923. Science. 58:269-270.



Contribuicao de duas ceélulas
para a formacao de um individuo

Espermatozoide ' Oocito




Contribuicao de duas celulas
para a formacao de um individuo




Contribuicao de duas células

nara a formacao de um individuo
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TE

De novo
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Methylation

Maternal

ICM

Paternal

De novo
\ methylation
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Methylation

Yang et al. 2007. Nature Gentics. 39(3):295-302 *



Dinamica do RNAMmM
no desenvolvimento embrionario

ogun.f:'? Dugo'”
a0 0%

)0,
d

Qocyte growth
in follicle

%cm
{il 000

Immature cocyte Mature oocyte 3 Morula  Blastocyst

[
o

- ; na L
CPM for Uptake

CPM for Incorporation and Background

0.5

Memili et al., 1998.
Mol. Reprod. Devel.
51:36-41




Dinamica do RNAMmM
no desenvolvimento embrionario

Qocyte growth
in follicle

Morula  Blastocyst

Lonergan 2003. Reprod. Biomed Online. 7(6):657-663

Quais RNAs governam o desenvolvimento embrionario
até a transcricao do seu proprio genoma?

A guantidade geral de RNA é importante?

Quem sé&o os genes determinantes para o desenvolvimento?



Contribuicao paterna
para o desenvolvimento embrionario

= Centriole

> Acrosome

== Mitochondria
-~ Ubiguitin

@ PLCZ

wi BNA

Periviteliing space pe— . . . .
Zona pelueic O SPTZ contribui para o desenvolvimento
embrionario com RNAm

Krawetz 2005. Nature Reviews Genetics.6: 633-642



Heranca citoplasmatica
patern a Centricle

Acrosome

Fertilization

Mitochondria -,

e '@' ,’J
10 — 100 fg RNA AKAP4 |

Clusterin
PLCZ

3281 transcritos E?Rh:ﬁ

Stress response

HSBP1 |
Clusterin |
miRNA

Embryogenesis/
morphogenesis

[ Signal transduction [0 Developmental processes FOXG1B

— , WNTS5A
O Cell proliferation M Cell adhesion

miRNA
O Transcription regulation from the Pol I promoter f§ @ Cell-cycle control

E Transcription from the Pol Il prormoter O Cell-cell signalling

Krawetz 2005. Nature Reviews Genetics.6;: 633-642




Heranca citoplasmatica materna

A transcricdo génica em oocitos é retomada no estagio de foliculo
secundario, mantendo-se até o estagio de foliculo terciario, quando a
expressao tende a se encerrar (Fair et al., 1995; Hyttel et al., 1997).

Corpus luteum

PRE-OVULATORIO

FOLICULO
TERCIARIO

FOLiCULp
SECUNDARIO

EXPRESSAO

FOLiQULO :
DE RNA PRIMARIO FOLICULO
PRIMORDIAL

Foto: Drummond et al. (2002)



Heranca citoplasmatica materna

FIGURE 2 |

Identification of genes displaying significant changes in expression. The graph represents a scatter plot of
the observed relative difference, d(i), versus the expected relative difference, de(i). The solid line indicates
the line for d(i) = de(i), where the observed relative difference is identical to the expected relative difference.
Red spots (right upper area) signify genes with higher expression, and green spots (left lower area) represent
genes with lower expression from primordial to primary (A) or primary to secondary follicles (B).

A. Between Primordial and Primary B. Between Primary and Secondary

Significant: 241 Significant: 758
Median # false significant: 10.31506  SAM Plot Detta 033244 Median # false significant: 37 65248 SAM Plot Deta 0.43162

4 1 B

o

-
2

¥ i

.Obsenred
Ohserved

Expected Expected

Yoon, mRNA profiles in early follicular development. Fertil Steril 2006.

Yon et al., 2006. Fertility and Sterility. 85(1):193-203.



Heranca citoplasmatica materna

f o

Olszanska & Borgul 1993.
J Exper Zoo. 265:317-320.

TABLE 2. Maternal RNA content in aocytes of several animal
species determined by direct measurement of
homogenate-EtBr fluorescence

Animal® RNA content

Mammals (ng/oocyte = SD)
Mouse (7) 0.47 = 0.06
Rabbit (3) 15.0 + 0.08
Cattle (7) 0.98 + 0.18
Pig (6) 0.65 = 0.23
Sheep (2) 0.76 = 0.05

Birds {pg/oocyte = SD)
Hen (11} 21+ 0.44

Japanese quail (10) 1.1 = 0.33

Quinea hen (5) 1.9 = 0.39
Turkey (7) 1.8 = 0.28

'Figures in parentheses indicate the number of separate determina-
tions of pooled cocyte samples for mammals and of single cocytes for
birds.

~ 2 ng RNA em bovinos (Lequarré et al., 2004)
~ 10 ng RNA em humanos (Neilson et. al., 2000)



Heranca citoplasmatica materna

Quem tem mais RNAmM
tem mais competéncia de desenvolvimento?

Cytoplasmic Nuclei |Fertilization | Cleavage Genome Blastocyst
Maturation activation

Amount of mRNA in cytoplasm

Meirelles et al. 2004. Animal Reprod Sci. 82: 13-20



Heranca citoplasmatica materna

Quem tem mais RNAm
tem mals competéncia de desenvolvimento?

Clivagem Blastocisto
(% £ EP) (% £ EP)

70,7 0,742 20,6 + 0,422
50,0 £ 0,71° 12,9 £ 0,14°

Biase et al. 2007. Zygote. no prelo



Heranca citoplasmatica materna

Quem tem mais RNAm
tem mais competéncia de desenvolvimento?

Amplificacédo de cDNA total

Quantificacao relativa por PCR tempo real

diferenca = (eficiéncia média de PCR) (Ct grupo controle — Ct grupo teste)



Heranca citoplasmatica materna

Comparacéao entre quantidade de RNAm poliA entre
oocitos com diferentes potenciais de desenvolvimento

COC A COC B COC A COC.B

OCOCA
BCOCE
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RNAM desenvolvimento




Heranca citoplasmatica materna

Grupos N Clivagem Blastocisto

(% + EP) (% + EP)
COC-A 205 70,7 0,742 20,6 + 0,422

COC-B 205 50,0 £ 0,71° 12,9 £ 0,14°




Heranca citoplasmatica materna

Quem tem mais RNAmM
tem mais competéncia de desenvolvimento?

Desenvelvimento de um moedelo
gue nos desse Informacao acurada do desenvelvimento



Heranca citoplasmatica materna

D biopsia

Figura 14. Foto ilustrativa da remogéao da bidpsia e cultivo dos embrides em pogos separados. O diametro (D_odcito) de cada odcito foi anotado, o
diametro da micro-pipeta de inje¢éo (D_bidpsia) é de 15 um e o comprimento da bidpsia dentro da micro-pipeta (L_bidpsia) é de 300 um (baseado na
medicdo da ocular micro-métrica). Os volumes foram calculados de acordo com as seguintes equacdes: Volume do odcito (um3) = (4/3) x p x R3 e Volume
do citoplasma retirado (um3) = p x R2 x L_biépsia. O volume do citoplasma removido de cada odcito foi de aproximadamente 10% citoplasto (aumento de

200 vezes).



Heranca citoplasmatica materna

amplificacdo de cDNA




Heranca citoplasmatica materna

Inicio do
cultivo

GRUPOS
EXPERIMENTAIS

OOOOO
00000
OOOOO
OOOOO

Clivados

bloqueio
2 células

Clivados

bloqueio

Avaliacado do desenvolvimento

Desenvolvidos a blastocisto

8 células




Heranca citoplasmatica materna

Comparacao da quantidade de RNAm poliA
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Heranca citoplasmatica materna

Comparacao da quantidade de RNAm poliA
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Heranca citoplasmatica materna

Modelo da dinamica de RNAm global durante a maturacao; iv
€ a competéncia do 60cIto

Odcito que se des. blastocisto

Odcito des. bloqueado

Quantidade
RNAmM poliA

GV MiI|
Existe uma tendéncia N&o ha mais diferenca de
de que os odcitos RNAmM poliA entre os o06citos
gue desenvolvem a gue se desenvolvem a
blastocisto tém maior blastocisto e os que tém o

guantidade de RNAm desenvolvimento bloqueado



Heranca citoplasmatica materna

Quals sao 0Ss genes que ternam o0 00cIito competente
para o desenvelvimento de um blastocisto?

Quantos sao?

9.500-12.000

(Kocabas et al., 2006; Misirlioglu et al., 2006; Zeng et al., 2004)




Heranca citoplasmatica materna

O que fazem?

Camundongos

Table 4

Selected biological processes overrepresented in major expression patterns

Gene pattern Cwerrepresented categories of biological processes EASE score No. of
genes
81
61
30
19

400
4%
25

10
16

=
L

Maternal Cell communication 4.69E

A Signal transduction 4.07E
Cell surface receptor linked signal transduction 3.T71E
= - ' 6.91E
Metabolism 1.14E
A Electron transport or oxidative phosphorylation 3.09E

=
e

=
e

=
s

Matemal-zveotic

£E3

B. Coenzyvme metabolism 1.12E
C. MNucleotide metabolism—nucleoside triphosphate metabolism 7.80E
D. Lipid metabolism 3.56E

[
Lad Lad LA

-]

Zang et al. 2004. Developmental Biology. 272: 483-496.



Heranca citoplasmatica materna

O que fazem?

Humanos

Reproduction (0.8%) Embryonic
development (0.3%)

Gametogenesis
Development (7%) (0.7%)

Mo known biological

function (45%
GHDRELTRN) Cell growth and/or

maintenance (16%)
——

Cell
proliferationregulation
of proliferation (6%)

Cell cycle (5%)

Cell death (2%) Transcription/ . .
regulation of Signal transduction

transcription (10%) (10%)

Zhang et al. 2006. Eertility' and Sterility.



Heranca citoplasmatica materna

O que fazem?

Bovinos

Structural molecule
activity 8.7%

—— Catalytic activity 17.4%

Novel geﬁEs 16% |
(no nfatch)
"‘-.-.-.""l-.._‘x."

—— Binding activity 26.1%

Obsolete cellular
__— component 2,6%

\ Intracellular 10.9%

L.Inknnwn genes 39%'

(match hnly genomic |

or EST sequences) '. ~
\ Cellular process 15.2%

——— Others 17.4%

Physiological
process 2.6%

Yao et al. 2004. Physiol Genomics. 19: 84-92



Heranca citoplasmatica materna

O que fazem?

Bovinos

iniciacdo datranscricdo em promotores
RNApol Il
percepcéo sensorial aminoacetilagdo de RNAt para tradugéo

e b . L. . proteica
. regulacéo de atividade enzimética lag&o positiva d ica
Analise funcional: _ , et ot de o
. e . resposta a estimulos endégenos modificagéo de proteinas dependentes de
processos biologicos

resposta a estimulos abiéticos

reorganizacdo de cromatina

desenvolvimento de sistemas edigao de RNAM (por reagdo de

, trasesterificagéo)
resposta a estimulos externos

edicdo de RNAm (por spliceossome)

regulacao positiva de processos biolégicos requlacio negativa da transcriéo

. . ~ d dente de DNA
diferenciacao celular (dependente de DIA)

modificagdo da cromatina

morte < s
regulagdo datranscrigdo em promotores de

adesio celular Ruapoll

. ubiquitinagdo de proteina
desenvolvimento de érgéos
4 6 8 10
morfogenese
%dos genes (N=685)
resposta ao estimulo biol6gico
regulacao negativa de processos bioldgicos

resposta ao stress

LO Cal I Za(; éON processo fisiolégico do organismo
Comunicacéao celular _ localizagsio
Regulacao de processo fisiolog[es] comunicago celular

Reg u | ag é_o d 0 p rocesso Cel u I ar regulacéo de processo fisiolégico

Metabo ||Sm0 o regulagdo de processo celular
Processo fisiologico celular

metabolismo

processo fisiologico celular

10 20 30 40 50 60

%dos genes (N=2427)



Heranca citoplasmatica materna

O que fazem?

Bovinos
transporte de eletrons Suimiocinae
Al : : tivadores de enzi
Analise funcional: ativadores de enzima
~ fator de transcricdo de RNApol Il fostotpase ©
funcdo molecular ¢ i

ativadores de transcrigcao

proteina MAP kinase

cofator de transcricéo
receptor
transmembrana de

regu|ad0res de GTPase proteinafosfatase de

tirosina

carreadoes

ligantes de receptor

OXIdOI’ed Utase N-acetiltransferase de

lisina
transporte de ions
I|gase ATPase
fator de transcricéo
atividade de receptor
transferase

hidrolase

Ligantes de nucleotideos
Ligantes de ions

Ligantes de acidos nucléicos
Ligantes de proteina

ligantes de nucleotideo
ligantes de ions
ligantes de acidos nucléicos

ligantes de proteinas

15 20 25 30 35

% dos genes (N=2538)



Heranca citoplasmatica materna

O que fazem?

Bovinos complexo fator de

transcricao

espaco extracelular

Andlise funcional:
Localizacéo celular

envelope de organela

complexo
ribonucleoproteina

matriz extracelular

complexo ligase de
ubiquitina

lumem de organela

fracé@o celular

organela ndo ligada a
membrana

membrana membrana

organela ligada a

organela ligada a membrana membrana

organela intracelular

organela intracelular

intracelular

intracelular

complexo de spliceosomo
cromossomo nuclear

envelope nuclear

cromatina

holoenzima

membrana de vesicula
membrana interna da mitocondria
juncao intercelular

vacuolo de lise

envelope mitocondirial
complexo de fator de transcricdo
actina do citoesqueleto
microtibulo do citoesqueleto
vesiculas do complexo de Golgi
lumem nuclear

membrana plasmatica (proteina integral)

30 40

% dos genes (N=2259)

10 15 20
% dos genes (N=812)




Heranca citoplasmatica materna

Onde estao?

Humanos
FIGURE 3
Gene distribution on chromosomes. The white column represents the total number of human genes that are
mapped to each chromosome with NCBI human genome build 35.1. The black column represents the
number of genes expressed in hGVO on each chromosome.
» 3000 - mExpressed OTotal
@
T 2500 A
=
£ 2000 -
2 . _
& 1500 - ]
1000 - |— B [ B
-
500 -

N 11 ﬂi]h _ﬂlﬁ M Irlnririe
chromcsome| 1 | 2 |3 | 4 | 5|6 |7 |8 |9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 [17 |18 |19 [20 [21 |22 | X | Y
m Expressed 1015|729 |631 | 415 (499|520 |513 |396 | 415 (404 |533 (546 | 203|339 | 364 [428 | 557 |172|562 |278 |108|208 |340| 4
0 Total 25801742|1378/1017[1188{12385[1367(927 [1069| 983 1692(1261| 491 [1173| 884 [1031[1354] 400 |1584{710 337 | 693 [1125 255

Zhang, Gene expression in human oocvtes. Fertil Steril 2006,




Heranca citoplasmatica materna

A expresséao genica é diferente entre os
maturados in Vivo e maturades In Vitre

GDF9 Cyclin A2 Cyclin B1 Glut-1
2[_“________7 ) ____ R
c b | b
S 9 ab @
£ 5
@)
S E )
P )) al Q-
g 8 o ©
— T —
5 S O =

Lonergan et al. 2003.
Mol Reprod Devel. 66:
297-305.




Heranca citoplasmatica materna

A expressao genica e sensivel ao meio de cultivo.

Russel et al. 2006.
Mol Reprod Devel.73:
1255-1270.
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Heranca citoplasmatica materna

Genes que tornam o 00cito

competente para o desenvelvimento de um blastocisto

Table 1

Impact of different parameters on mRNA abundance in bovine oocytes and embryos

Parameter

Abundance of gene transcripts (Increase T or decrease |)

References

Follicle size

Stage of follicular growth

RNApoll |, PAP |
CycA T, Djad T, Msx1 T, NDFIPI T, Oct4 1. SLBP 7, Trappc 1, Znfl98 T, GDF9 1
DYNLLI |, DYNCIII |

PSNB2 1. SKIIP 7. CDCSL 1. RGS16 7. PROX 11, H2A 1. CKS1 7. PTTGI ]. CCNB2 1

HSP | (during in vivo maturation)

PARN |, MSY2 |, PAP 1, elE-4E 7, IP3R T, YY1 | (in oocytes from persistent follicles)

[33]
[14]

Stage of meiotic maturation

in vitro (GVBD-MII)

Environment of maturation
(In vitro vs in vivo)

Supplementation of
maturation medium

VEGF [, its receptors (flk-1 7 — [; -1 T — |)

PATI T — |,uPA T — |, MMPl T — |, bEGF 1 — |, FGFR 1 — |, TIMPI 7. TGFB1 1
DYNLLI |. DYNCIII |, PMSBI |

GPX 1

PGK |

YYI |, HMGAI |, RY-1 |

ZAR |, SUV3OHI |, GOA |

GDF9 |, cyclin Bl 7, G6PDH T, SOX [, MnSOD |, CuSOD |

HSP 1. PolyA | (in serum-enriched medium)

Na/K al [, cyelin A | (in SOF without aa)
FSHR |, Cx43 |, COX2 |, EP2 |, EP3 | (in serum-enriched medium)
FAS 1, FASLG T, STAT3 T (in leptin-supplemented medium)

Timing of first cleavage

EP3 7 (in quality grade 1 COCs)

YEAF 1, IDH T, H2A T (in early cleaving embryos
H3A 1 (in early cleaving embryos)

CCNB2 1, PTTG1 1 (in early cleaving embryos)
FS T (in early cleaving embryos)

Age of animals
(calves vs. adult animals)

Glutl |, eIFIA | (in 8-16 cell embryos from calf oocytes)

Subunits of inhibin (BA, BB) T, FS T (in cocytes from adult animals)




Heranca citoplasmatica materna

Genes que ternam o o0ocito
competente para o desenvelvimento de um blastocisto

Gene Blogueio Organismo Consequéncia

Aatf Mutacao no gene Camundongoe Nao desenvolve blastocisto
Dppa3 Mutacao no gene Camundongo Blogueio em 4 ceélulas
Pik3ch  Mutacdo no gene Camundongo Morte em E3.5 e E8.5
Top2a Funcional - RNA Camundongo N&ao desenvolve blastocisto
Top2a Fg?gig?ﬁ; - Camundoengo Blogueioe do zigoto

Fonte: Gene ontology.



Heranca citoplasmatica materna

Genes gue tornam o 00cito
competente para o desenvolvimento de um blastocisto




Heranca citoplasmatica materna

Genes que ternam o o0ocito
competente para o desenvolvimento de um blastocisto

Odctitos cujos embrides tiveram o
desenvolvimento blogueado em 8-16 células

13.257
- %cBudhcMs tnicas
— Ea
' * Rseparacdo do slide g
P a
e b Hibridacéao e
Amplificacéo 2 260®
de RNAmM e @

Lavagem
a9 I

’ < * e @ l

Odctitos cujos embrides se w : :
Analises de funcionalidade

desenvolveram até o estaqio de blastocisto



Heranca citoplasmatica materna

Genes que ternam o o0ocito
competente para o desenvelvimento de um blastocisto

Mais presentes em oo6ctitos cujos embrides
tiveram o des. blogueado em 8-16 células

Mais presentes em oo0ctitos cujos embrides se
desenvolvem até o estagio de blastocisto




Heranca citoplasmatica materna

Genes que ternam o o0ocito
competente para o desenvolvimento de um blastocisto

Unadjusted Adjusted
pvalue pvalueFDR

intracellular signaling cascade ] PRARGCTA MR 20 1.778656e-01 977375601

Gene Ontology : bielogical

process. Level: 5 Percentage Genes Percentage

phosphate metabolic process ] MER AAKT 20 1.778656e-01 977375601

requlation of cellular metabolic PPARGCTA UBN1 ARX SINGE ZNF509 50 2.212949e-01 9.773756e-01
ErDCESS

transcription PPARGCTA UBMNT ARX SIN3E ZMFS03 a0 2.21294%:-01 9.773756.-01

biopalymer madification PPARGCTA MEK AfK] 30 2.806324e-01 9.773756.-01

T N BT e et ;ﬁ;ﬁ%gom sl 2 d0sier Ikl 50 4 136492601 9 77375601

fat cell differentiation PERARGCTA 10 4.347826e-01 9.773756:-01

positive requlation of cellular PRPARGCTA 10 4.347826e-01 §.773756e-01
process R

zellylar macromolecule eatabolic EX0SCT 10 434782601 977375601
process

positive requlation of metabaolic No genes PRPARGLTA 10 4.347826e-01 §.773756e-01
process R

male gamete generation Mo genes 10 4.347826e-01 9.773756e-01
regulation of secretion Mo genes 10 4.347826e-01 9.773756e-01

regulation of cell organization and 1y yogq PPARGCIA 10 4347806001 9.773756e-01
biogenesis

response to nutrient levels Mo genes PEARGCTA 10 4.347826e-01 9.773756e-01

cell migration Mo genes AR 10 4 347 E26e-01 0 773IvERe-01
peptide transport Mo genes 10 4.347826e-01 9.773756e-01

c_vtoskelgmn arganization and No genes 10 A4 347826e-01 9. 77375601
biogenesis




Conclusao

*A heranca citoplasmatica (RNAs e proteinas) € de origem
paterna e materna.

* A presenca de transcrites genicos é dependente de:
estagio de foliculogénese
cultive In vitre
morfelogia do oocito e COC
idade do animal

» A presenca variavel de transcritos entre 0s oocites pode
determinar a capacidade de desenvelvimento embrienario.
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Simpadsio de Biologia Molecular Aplicada a Producédo Animal
11 e 12 de junho de 2007

GENOMIC IMPRINTING E
SUAS IMPLICACOES EM
PRODUCAO ANIMAL

Simone Cristina Méo Niciura
simone@cppse.embrapa.br
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IMPRINTING ?

Ministério da B
Elﬂ@)ﬂ Agricultura, Pecudria B |

_ e Abastecimento um PAis DE ToDOS
Pecuaria Sudeste

GOVERNO FEDERAL




INTRODUCAO

Heranca Mendeliana

« (Cada genitor fornece um
gameta para descendente
— Conjunto hapléide de
CromaoSS0Mmos
e Contribuicao genetica
Idéntica dos pais para a
progeénie
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HERANCA MENDELIANA

KEYTO LABELS Haploid gametes (n = 23)
Haploid (n)

/ e \ Ovum (n)
Diploid (2n) :' O |
\xq___/

/SN

MElOSIS : cell (n) FERTILIZATION

r J

Uy oA MiTOSIS AND
' \{ 1Y DEVELOPMENT

Multicellular diploid
adults (2n = 46)

©1000 Addaon Wesley Longman, Inc.
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DESVIOS DA HERANCA
MENDELIANA

 Para alguns genes

e Observados em:
» Dissomias uniparentais (UPD)
» Camundongos transgenicos

» Embrides monoparentais: androgenéticos e
ginogenéticos/partenogeneticos
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DISSOMIAS

UNIPARENTALIS

(A) MITOSE NORMAL

materno

paterno

Cromossomos
se replicam

/kcelu!a se divide

Cl:C;’

.

B i
)

(B) MITOSE COM RECOMBINACAO

—
3

Cromossomos se
replicam e combinam

célula se divide

>—
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CAMUNDONGOS COM UPD

e Dissomia na porcao proximal do
cromossomo 11:
— Paterna: animal de maior tamanho
— Materna: animal de menor tamanho
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ANIMAIS PORTADORES DE
TRANSLOCACOES: UPD

a MMormal b Maternal LIPD ¢ Paternal LIPD

Mat Pat Mat Mat Fat Pat

;ﬁ ﬁ‘ 2 copies Fﬁ 2 copies 2 copies

- ‘F- . 1 copy "F- 2 copies 0 copies

F F 1 copy F 0 copies

2 Copies

200T 2100\ 9 SUIYoIIH
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CAMUNDONGOS
TRANSGENICOS

e Gene Igf2 (codifica IGF-11): inativado por
mutacao:
— Inativacao do alelo paterno: crescimento
retardado (reducao de 40% do tamanho)

— Inativacao do alelo materno: crescimento
normal

* Conclusao: 0 I1gf2 transcrito € o paterno

g ) Ministério da » )
E’nwa Agricultura, Pecuaria A y O %
um PAlS DE TODOS

. N Abastecimenm EEEEEEEEEEEEEE
Pecuaria Sudeste




IGF-Il introns Vetor
: — tk
X ."' .-" ]

« v B neo 3 4 e

Stem Cell .\, Recombinacgao
embrionaria - | 5 IGF- || exons homologa
camundongo ' substitui exon 2
Aguti \ / IGF-II por neo

Eletroporacao

-'.-'-F'_,_P- '\.__- .-_
S

Blastocisto de
camundongo Albino

Watson et al. 1992

Sele¢do das células por
cultura com G418 e
ganciclovir
Confirmacao de
“knockout” do gene
por PCR

ES cells
heterozigoticas par
mutacio IGF-1I (+/M)

Inje¢do no
blastocisto

Camundongos
Transgenicos

Tamanho normal: alelo
paterno IGF-II ativo, +

.

Transferéncia para ; Pl ﬁ\&
fémea )
pseudogestante @\
|
Acasalamento
macho quimera com

fémea normal

Fémea normal

Descendente quimérico
(tamanho normal)

[+)/+ [+]/M

Tamanho reduzido: alelo
paterno IGF-II mutante, M
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EMBRIOES DIPLOIDES
MONOPARENTAIS

e Produzidos por transferéncia de
pronucleos:

— Ginogenético: pronucleos femininos
— Androgenético: pronucleos masculino

e Auséncla de desenvolvimento: morte
no periodo préximo a implantacao

g ) Ministério da » )
Em wa Agricultura, Pecuéria D ¢
um PAlS DE TODOS

: e Abastecimento
Pecuaria Sudeste

EEEEEEEEEEEEEE




FORMACAO DOS PRONUCLEOS




FORMACAO DOS PRONUCLEOS




FORMACAO DOS PRONUCLEOS
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FORMACAO DOS PRONUCLEOS
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FORMACAO DOS PRONUCLEOS




Transferencia de
Pronucleos

WAQHM;:::I#
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TRANSFERENCIA DE PRONUCLEOS
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EMBRIOES MONOPARENTAIS

CAMUNDONGOS

- Ginogenéticos: desenvolvimento normal ate
blastocisto, embrido bem desenvolvido (25
somitos no D10), deficiente em tecido extra-
embrionario

- Androgenéticos: desenvolvimento retardado ate
blastocisto, nao progridem além de 4 a 6 somitos,
tecidos extra-embrionarios bem desenvolvidos
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Zigoto fertilizado Ginogenoto Androgenoto C a m u n d O n g O S

° | . Monoparentais

T

Dia 10 da gestagio e Gene maternos:
desenvolvimento
do embriao
propriamente dito

* Genes paternos:
formacao da
placenta

7661 ‘MIIpUdY|
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EMBRIOES MONOPARENTAIS

* Produzidos por ativacao
partenogenética:

— Aumento Ca?**: estroncio, ionomicina,
calcio 1onoforo, etanol, eletrochoque

— Inibicao sintese protéica ou
fosforilacao: ciclohexemide, 6-DMAP

* Material genético exclusivamente
materno: incompativel com a vida
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EMBRIOES PARTENOGENETICOS

OVINOS
 Morte: 25-26 dias de gestacao
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EMBRIOES PARTENOGENETICOS

BOVINOS
* Desenvolvimento: 35-36 dias de gestacao

Méo-Niciura, 2005
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CONCLUSOES

* Desenvolvimento do concepto depende dos
genes paternos e maternos
 Diferencas na contribuicao genetica dos pais

para a progénie

.

GENOMIC IMPRINTING
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GENOMIC IMPRINTING

* Definicao:

EXpressao de um gene dependente de sua origem
parental (materna/paterna)

- Atividade do gene na progénie depende do sexo do
progenitor a partir do qual o alelo fol herdado

- Alguns genes s0 sdo expressos por alelos maternos e
outros so por paternos
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GENOMIC IMPRINTING

Impressao Genomica

Modificacao epigenética (citoplasmatica):
afeta a Informacao codificada pela sequiencia de
nucleotideos — altera fenotipo sem modificar
genotipo

Ocorre em genes autossomicos de mamiferos
eutérios (obs.: marsupiais, plantas e insetos)

Acarreta em desvios da heranca mendeliana
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Evolucao dos
Genes Imprinted .

Losa of mpnnbing of IGFER

Wilkins e Haig, 2003
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EVOLUCAO DOS GENES
IMPRINTED

= hirds . | mammals "
- lays egos - | - livie birth {therian) -
- avian — |a— prototharian —s | =— metatharian —w | autherian >
5] 5
% A
f s .- Fod ! L
__— _r,_.__r:-_ 4 L,-; |
- . s 2B PV o | W
"'.'{.:. 23 - | P T
] platypus opossum ':ﬁ i 4 mouse
chickan . human
horse
I e e e e
- no imprinting - | imprinting >

180 million years ago Jirtle e Weidman, 2007
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GENOMIC IMPRINTING

Caracteristicas dos genes Imprinted:
e Transmitidos para as células-filhas e reversiveis
 Distribuidos em grupos (sofrem interacao)

e Apresentam: assincronia na replicacdo do DNA
(alelo paterno replica primeiro), sequéncias
repetitivas e poucos e pequenos introns

» Especificos para tecidos, estadios do
desenvolvimento e espécies (aquisicao evolutiva)
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INTERACAO GENES IMPRINTED

Body weight (ma)

g . .
i BE genes imprinted
soo- i w e nascimento

Manipulacao
do genoma:
aumento Igf2 e
expressao
monoalélica
H19 —
normalizacao
expressao 32

partenogenetico

LB @ LR
//\m P 2 W \9} A « \{.‘;L
W et di“\':."{)'-? SN

Kono et al., 2004
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HIPOTESES

e Teoria do Conflito Genético ou “Batalha

dos Sexos”:

- Conflito entre genes maternos e paternos
durante a gestacao

- Mamiferos - fetos nutridos a partir dos
tecidos maternos

- Regulacao entre demanda por nutrientes
(feto) e suprimento de nutrientes (mae)
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HIPOTESES

* Teoria do Conflito G_enético:

. paternal imprinting

maximizes use of maternal resources

maternal imprinting | }
7
' t]':.r baby in utero

limits use of maternal resources i
/@\ by bdb:. i utero - :;~
L _, LI
Jirtle e Weidman, 2007

— Pai: promocao de crescimento do feto —
aumenta chances de produzir descendentes

— Mae: controle de crescimento do feto —
assegura sucesso do parto e de futuras gestacoes
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HIPOTESES

e Teoria do Conflito Genético: 1gf2 e Igf2r
* O gene Igf2 codifica IGF-II, que promove
crescimento do feto

b Expresso Paterno

* O gene Igf2r codifica o receptor de IGF-Il,
gue controla sua disponibilidade e utilizacao

b Expresso Materno
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HIPOTESES

e Teoria “Modelo de Desenvolvimento™:
- Aquisico evolutiva em resposta a pressao

ambiental — Induz a rapidas mudancas de
expressao ou a inativacao dos alelos parentais
de acordo com a necessidade

- Controversa: imprinting (haploidia) versus
diploidia, que protege contra mutacoes
recessivas deletérias
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HIPOTESES

 Teoria do “Ovario Bomba-Relogio”:
- Evita partenogenese
- Assegura reproducao sexuada (variabilidade
genética)
- Protege a mae contra doencas malignas do
trofoblasto

* Vigilancia contra perda de cromossomos:
previne cancer e defende contra DNA estranho
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PARTENOGENESE

 Dragao-de-comodo:

Fémea: sexo
heterogametico
(cromossomos Z e W)

*Partenogénese:
produz machos ZZ e
WW

Watts et al., 2006
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GENES IMPRINTED

 No genoma: estimativa de 100 a 1000
genes imprinted

— Humanos: 51 genes

— Camundongos: 82 genes
— Bovinos: 07 genes

— Ovinos: 10 genes

— Suinos: 05 genes
http://igc.otago.ac.nz’/home.html
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GENES IMPRINTED

CAMUNDONGOS: GENES IMPRINTED, REGIOES E FENOTIPOS

L]
Chromosome:
D I>:'.1
AT
2 6 N‘Eﬁ??n 7 9 10 11 12 14 15 17 19
Early Fans
. emhrg.runicq [ |'13 Foet III.%Em? . . FHEI"‘—'-]I-""I:-IC . . ? .
lethality (Mat)” | 22 ali f 192 e Mecnat
v - | Sgce placental LPJESE%PWI fract plr;nfmn:al Hﬁl:frl =l lethality
foetal Enopgfas growth = Zim3 ?Mat [Pat}
growth MitT/lbe  [Mat) Zfp264 & Pat)
Foetal/placental [Mat F}’;rﬁﬁeﬂ y
growth (Mat). & Pat) Map
Placental growth PWS.PDstn_ata
Patl. lethality
[Mat].
AS Postnatal Insi
growth &
viability Foetal
{Pat] lethality = Htr2a
Dicn [Mat RtllPegl
& Pat) Rtllas) Pegi3
AntiFed
ira [y Sic3gad
Gat Foetal i ‘.‘E| 14 L k]
faatm lethali MEIl-343
Mag | 1 Inppstz * e 7S
ets2 T [— Xeis
H12 embryonic || Sbphi * o '3‘ Calin Beechey, Bruce Cattanach,
decreased lethality | Nap1}4/Nap2 firg Jo Peters 2007
cerebellar M [ Pat} Tssc3/1pl/Phida2 pirg
folding (Mar} "=t Slc22al limpt1 * afrﬁ:#\tg;m
----- = Mzuit e
Neonatal behaviour © : i thy B e
o HIF Imgrinted genes within clusters are not necessarily in correct order
& lethality [Mat & Pat)_tiaep o7 fedknic B e are ol necessay fheart
....... G Ehlqt -{h"!qﬂ Kcnabot] imprinted genes in red are maternally expressed
Gnas T;'!E.P as/Litl/Kenglat imprinted genes in blue are paternally expressed
'E pa |-"C;:|_E_| + maternally expressed small nuclealar BMAs and microRNA genes
I'I_:';:}hz"""-” & paternally expressed small nucleclar RMAs and microRNA genes
Igf2as regions with abnormmal imgrinting phenotypes with maternal (Mat)
ll_Iglfl_‘ of patemal (Pat) duplication
Ed

http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/research/imprinting/largemap.html
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FUNCOES DOS GENES
IMPRINTED

Crescimento: IGF2 (P), IGF2R (M), H19 (M),
GTL2 (M), PEG3 (P), DLK1 (P), MEST (P)

Desenvolvimento da placenta: IGF2R (M),
PEG10 (P), Mash2 (M), Ins2 (M)

Desenvolvimento cerebral: NNAT (P) e Snrpn (P)

Inativacao cromossomo X: XIST (P) e Tsix (M)
Comportamento materno: PEG3 (P) e MEST (P)
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FUNCOES DOS GENES
IMPRINTED

* Aprendizagem: Xri3b (M)
 Adaptacao ambiental: NESP55 (M)
 Obesidade: DLK1 (P)

* Supressao de tumor: H19 (M; RNA néo-
traduzido)

* Producao de miRNAs : PEG11 (P)
* Producao de snoRNAs: MEG8 (M)
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ESTABELECIMENTO DOS
IMPRINTS

 Diferenciacao entre genes maternos e paternos:
Metilacao do DNA*
Estrutura da cromatina

Acetilacdo, metilacao e fosforilacao das histonas que
“empacotam” o DNA

Expressao de transcrito antisense e de RNA nao-
codificante

Combinacao de eventos
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METILACAO DO DNA

 Metilacao: Inativacao X e expressao génica
- Metilacao na citosina de sitios CpG (> 50% CG)
- DNA-metiltransferases: Dnmts

NH, INH
\I)j Dnmt NJ\J/CHS
NP RPN
07 N o7 N

- Dnmtl: manutencao de metilacao durante mitoses

Dnmt3 (de novo): 3a - linhagem germinativa; 3L —
estabelecimento de imprinting
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METILACAO DO DNA

EHJJ
TTITTTTTTTTTTTITTI MNMIIA ? ]||
||IIIIII.|III.JIII. LLL .TWMT“—HV -.I.JI I.'ll L
af@ &

1 Hy
:

=)
Xe)

00 O e

——

' R !I T

@ﬁﬁ”@ %ﬁ ] THIHHTH I/"_""'ﬁ- E:ﬁ} @ i-i
T [ epuicamion nmmf“
P,

& @ @ TRETLERRARAERRE = ‘I%I'I'I“III |I

| JI|| HEREE T I 1 AR LA AR LR ARER

a i‘_JE__G' @ @ %;II;%IIE—S

Turek-Plewa e Jagodzinski, 2005
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CAMUNDONGOS (9D) SEM DNMT

e Auséncia de Dnmt: morte dos embrioes; falhas

em genes imprinted e em outros genes

{

9661 “[€ 19 P
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METILACAO DO DNA

e JIlhas CpG com metilacao alelo-

especifica: regides diferencialmente metiladas
(DMR) que controlam o imprinting (ICR)

e Metilacao do DNA na regiao promotora de
genes:
- Inibicao da transcricao
- Silenciamento génico
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BLOQUEIO DA EXPRESSAO
GENICA POR METILACAO

__flélfp.lﬁ.pm].rrr;aras
T A3

e —— ——

(a) Monimprintad gene: geng 1S read by polymerassa

(D) Imprinted gene: methyation Docks gens exprassion
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CONTROLE DA EXPRESSAO
GENICA POR METILACAO

Inativacdo epigenética

e Paterno ativo e

P —L— .

-~ maternp reprimido
A por metilacéo

e Paterno reprimido
Ativacao epigenética por transcrito
= antisense €
i W aVaVaVaVaVaVaval: materno ativo por
- metilacaioe
p bloguelo transcrito

Reik e Walter, 2001 CHy

En2po

Pecuaria Sudeste
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CONTROLE DA EXPRESSAO
GENICA POR METILACAO

] Igfé ICR

ol

»

ICR

H19

Delaval e Feil, 2004
Empa

Loco 1gf2/H19

* Alelo materno: proteina
CTCEF evita metilacao da
ICR e impede acesso de
estimuladores a Igf2 —
expressao H19

 Alelo paterno: metilacio
ICR Impede expressao H19
e ligacao CTCF, e permite
acesso de estimuladores —
expressao Igf2

Pecuaria Sudeste
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CONTROLE DA EXPRESSAQO
GENICA POR ESTRUTURA DA
CROMATINA E MODIFICACAO
DE HISTONAS

* Cromatina muito condensada: metilacao ou
fosforilacao de histonas — restricao de atividade
géenica

* Cromatina menos condensada: acetilacao de
histonas — permissao de atividade génica
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CONTROLE DA EXPRESSAO
GENICA POR METILACAO E POR
RNA NAO-CODIFICANTE

1gf2r

 Alelo materno: metilacao da

" rr:? ICR Intronica — expressao

laf2r lgf2r |

” . Alel_o paterno: auséncia gle
metilacao ICR — transcricao
Air RNA RNA nao-codificante (Air) e

Delaval e Feil, 2004 bloqueio expressdo Igf2r
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CONTROLE POR RNA ANTISENSE,
METILACAO DE HISTONA E
ESTRUTURA DA CROMATINA

Xist ] i
¢ —m-u === ¢ Alelo materno: ligacdo CTCF a
v Tsix, producdo Tsix antisense,

g A—E—ﬁ@i—i—; auséncia Xist — cromossomo
A—E—hi—i—

ativo

v 2 e Alelo paterno: expressdo Xist,
Pl e E— aoimulo RNA Xist, metilacdo

¢ ~BRET=gg=P @™ histonas — inativacido X
Cromatina

Verona et al.z 2003 silenciosa
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PADRAO DE METILACAO DE
GENES IMPRINTED

e Estabelecido: n0os gametas
— Genomas materno e paterno estao separados

e Apagado: nas células germinativas do embriao
recem-formado

— Imprints herdados do espermatozdide e do odécito
sdo “apagados”

— Gametas do concepto apresentam somente imprints
relativos ao seu sexo
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Padrao Metilacao
Genes Imprinted

chromosome  female male imprinted
imprinted gene
gene

Ay
i, i
' |
embryo | Ir‘
-EH

1 or

AN

, il Loy
somatic c% H«-‘.—"
. :

somatic cel
\“\A —

Jirtle e Weidman, 2007

somatic csll

primardial germ cells

l 1DNA copyingl

old imprints erase] s——

new imgrints made

somatic call

—_—

gametogenasis
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METILACAO GLOBAL

* Demais genes: perda da metilacdo apoés a
fecundacao (diferente dos genes imprinted)

L=

Ole ® ®

— i
MIl oocyte Fartilized 1-call 2-call 4-call
sSperm adiq stage stage stage

R4

Mann e Bartolomei, 2002
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IMPLICACOES

e Crescimento e desenvolvimento:
— Placentario, embrionario, fetal e pés-natal
— Etiologia de doencas humanas
 Biotecnologias com embrioes:
— FIV, cultivo celular, transgénese e clonagem
— Eficiéncia das técnicas
e Producao animal
* 1IQTL, gestacdo em equideos
e Selecao animal
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DOENCAS HUMANAS

e Sindrome de Prader-Willi: delecao paterna (alteracao
geneética) ou dissomia materna (epigenetica) —
cromossomo 15

- Crescimento retardado, obesidade, hipogonadismo
- Perda de imprinting (LOI) do Snrpn

e Sindrome de Angelman: delecdo materna (genética)

ou dissomia paterna (epigenética) — cromossomo 15
— Desordem neurogenética, retardo mental, baixo

desenvolvimento motor, auséncia de fala
— LOI do Ube3a
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DOENCAS HUMANAS

e FISH: Sindrome de Prader-Willi (PWS)
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DOENCAS HUMANAS

'|: |'!'l.3 FWE e Digestio do DNA: Xbal e

Notl; hibridizacao sonda
snrpn

e Controle (C): banda materna
metilada (superior) e banda
paterna nao-metilada (inferior)

e Sindromes: Angelman (AS) —
banda nao-metilada; e Prader-
Willi (PWS) - banda metilada

Cox et al., 2002
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DOENCAS HUMANAS

e Sindrome de Beckwith-Wiedemann: dissomia

paterna — cromossomo 11

- Supercrescimento fetal, macroglossia, tumores
Infantis (figado, rim e musculo)

- LOI do Igf2, H19 e Litl

~
T,

Microcefalia Macroglosia  Hernia umbilical
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DOENCAS HUMANAS

Tumor de Wilms: dissomia paterna cromossomo 11;
origem células metanéfricas

Tumores diversos: superexpressao fatores crescimento
Imprinted ou Inativacao genes supressores de tumor

Doenca de Huntington: idade variavel de inicio dos
sintomas — mais precoce em filhos de pai afetado

Sindrome de Turner (XO): fenotipo cognitivo e
social dependem de qual X esta presente (M ou P)

Efeitos de origem parental: diabetes juvenil, autismo,
Alzheimer, desordem bipolar e esquizofrenia
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BIOTECNOLOGIAS COM
EMBRIOES

PIV, cultivo celular, transgénese, clonagem, ICSI:

Baixa eficiéncia e alta ocorréncia de patologias

Possiveis causas: alteracOes epigenéticas

Manipulacdo intensa no momento de estabelecimento e
manutencao de imprints

Componentes dos meios de cultivo afetam metilacao
Utilizacao de gametas imaturos ou envelhecidos
Clonagem: uso de células com acumulo mutacg0es; falha
na reprogramacao (transformacao de padrdo de metilacéao
somatico em embrionario, sem alteracdo de imprinting)
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BIOTECNOLOGIAS

 Padrao de metilacao: clones

-

=
2 =
O}
= A\ ol
— il IE
M1 oocyta Fartilized 1-call 2-call 4-call B-call Morula Blastocyst
sparm aag stage stage stage stage (32 cells) (64-128 cells

Methwlation

R

Mann e Bartolomei, 2002
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Fator de Expressao

BIOTECNOLOGIAS

 Padrao de expressao génica: placenta clones

Control ivc Cumuius cell NT

H19

Mog! EHEME o o o o e e

Ppg'? N N . . N e e
CArAAnZ e o en o wn e e o e D
Vanin-7 e s s e L L T
GApdn s e e e e e e - - . - - -
1 £ 41 4 &5 & F H 2 7F17 12 13 74 15796 17 74

Humpbherys et al., 2002 (camundongos)

monta natural (controle) x clone clone macho {controle) x clone fémea

1.8 —

! o

1.6 4 1

y % 20

1,2 4 - sl

: * 1,5 1

1,0 T 5758 S 0,850
0.8 - 0,571 ‘ 0,585 Yoo
0.6 1 ° 0,495 .
0.4 4 1 S 05 0,274
0.2 - ]
D:D B T T - 00 T T T

Igf2 lgtar Hig9 lgfer Hig

Yamazaki, 2006 (b0V1n0s)
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Razao de expressao

BIOTECNOLOGIAS

 Padrao expressao génica: fetos

13.1962

2.500 2335 14.000
2.297%
2.1453
2 0182 12,000
2.000
10.000
E
e
1.500 i =
W vivo S 8.000
mF &
mTH i -
7 00
1.000 1 O Parteno| o ’
o
e
W 4.000
0.500
2.000 -
0.000 - 0.000 -

IGF2

IGF2R H1g

Perecin, 2007 (bovinos)
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BIOTECNOLOGIAS COM
EMBRIOES

 Consequéncias:

— Humanos: aumento de patologias (de 4 para 9%); FIV:
Sindrome de Beckwith-Wiedemann (2); ICSI: Sindrome
de Angelman (2) e Sindrome de Beckwith-Wiedemann (5)

— Bovinos: alta mortalidade embrionaria entre 35-45 dias de
gestacao (fase critica de formacéao da placenta)

— Ruminantes: Sindrome da Cria Gigante (uso do SFB)

— Clones: falhas na formacao da placenta e no suprimento
sanglineo, elevada mortalidade embrionaria, fetal e peri-
natal
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PRODUCAO ANIMAL

Mecanismo (P ou M) usado por um gene para
entrar na proxima geracao — selecao animal
Suinos: identificacao de varios IQTLs

— [Espessura toucinho: SSC2 (P)

— Deposicao de gordura: SSC7 (M)

— Gordura intramuscular: SSC6 (P e M)

— Numero de leitdes natimortos: SSC14 (M)

— No. fetos mumificados: SSC2 (M) e SSC6 (P)

— Idade a puberdade: SSC15 (P)

— NUmero de tetos: SSC 1, 6 e 15 (P)
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PRODUCAO ANIMAL

Suinos: mapeamento fino

— 1QTL no SSC2

— Efeito sobre massa muscular

— Segmento cromossomico de ~250 kb que contem
genes INS e IGF2 (P)

Bovinos de corte: associacao de SNP em IGF2

a area de olho de lombo

Eqiiideos: duracao da gestacao

- Bardotos (Jumenta x cavalo) e mulas (egua
X jumento): hormonio eCG
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IDENTIFICACAO DE GENES
IMPRINTED

Mapeamento genetico e identificacao de IQTL
Avaliacao de genes-candidatos (imprinted em
outras especies)

Avaliacao de animais portadores de dissomia
uniparental ou de translocacoes cromossomicas
Avaliacao de expressao génica em embrioes
monoparentais
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EXPRESSAO GENICA EM
PARTENOGENETICOS

FETO TE1 TE2 TE3 FIv1 FIV2 FIV3 1D1 ID2
1231123123123 |123|123|123]|123
DID IGF2 | | | s Sy | s —— e ——
mFV IGF2r | | — | | g - b
OTE MASH2 - S - - - !
XIST - | - - — e | - | |- — - -
H19 J e | e e | g - - o - Y - | e ——
GAPDH | s - ae —— . ——
IGF2 IGF2r MASH2 XIST H19
7
6 -
CORIO TE1 TE2 TE3 FIv1 FIV2 FIV3 IS D1 ID2
1231231231231 23[123[123|123[123 5 @D
IGF2 . — s | —— | - ———— | —— — 4 mis
JGF2yr | el — .- — —
THASH? |W0 S e | o | |- (o — | o - —— 3 | FIvV
XIST ——— - -——— - —— ) OTE
H19 | | —— - | — - . | T —
GAPDH [ IR - - | — - — l |
r o o 0
MGO-N]Clul‘a’ 2005 IGF2 IGF2r MASH2 XIST H19
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IDENTIFICACAO DE GENES
IMPRINTED

e Avaliacao de expressao génica diferencial entre
embrides androgenéticos e ginogeneticos:
— Hibridizacao subtrativa
— Differential display
— Microarrays
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HIBRIDIZACAO SUBTRATIVA

mBRMNA from target cells mBRMNA from subtractor cells
. AAABAALAANA AAAAAAA
- @)

Elure Solid-phase cDMNA synthesis

ALLAALALALAL TTTTTTITTTIT
AAAAAAAAAAA TITTITTIT
AAAABAAAAAA JJULLLLLLLLL

TITTITTITTTT
Subtracted mRMNA Common mRNA
ALAALAADANAL —ee —_— AAAAAALAALAN
— M @

— mmmm @

—_— AAAALAAALANA
—2dininh @

http://www.invitrogen.com/imgLibrary/Subtractive Hybridization Methodl.jpg
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DIFFERENTIAL DISPLAY

PolyiA) mRNA of atest sample Poly(A) mRNA of a control sample
Reverse transcription foge EEES ..o BEEE -_p -
NMiTu) primers : i -

i
w
¥
w
TN R B NEN O EE

i '!'- ==
1 254 i -
| =885 ! == SLES
NM (A1) NM (AL :::: : EECL] :!t E=EE
NM(T11) NM(T11) 41§ ’ FE== 11 EE
gRAZ 4 $ 441 |
l PCR i 1 1 Bk
L L] ; ! E=EN
OGO LRS00 5.0.0.0.0.4 akg g EEES
NM(T11) INMI(Ti1) .“! i ;l " -_f-
' ESE 'l
5 PAGE P :‘:!: $38 Ex 3
Test Control gess 1 EI' el 1 ]
§iks 44 . -
e 1] Bl :ik -
e e aala e : "!
B —_— amEa ¥ ERES .
’ === - ' I‘I a=es
— S— / "'. g 'i ---:
— —— Spawm & 4 T :;;.
T - g% h!i !-:n
shsa B0 FR anas
! ==
P Hegll ZZ88 sese

http://www.rbej.com/content/figures/1477-7827-2-68-1.jpg
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http://www.rbej.com/content/2/1/68/figure/F1?highres=y

MICROARRAY

Prepare Target mRHAs.
X, N

RT/PCR
Fluorescent Dyes

Generate Microarray

b e

R, \RE

Comhbine
equal
amounts
1 ,_M:-".H“

Hybridise
target mixture
to microarray

K "'{:'"<

-
L -
— i T
- e,
.I- = i >

.........

http://www.microarray.lu/images/overview_1.jpg
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IDENTIFICACAO DE GENES
IMPRINTED

Identificacao de ilhas CpG

Identificacdo de sitios de ligacdo de proteina
CTCF

|dentificacao de DMR

— Programas disponiveis on-line
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IDENTIFICACAO DE GENES
IMPRINTED

o Determinacao do estado de metilacao de DMR:

— Digestao DNA com enzimas de restricao

sensiveis a metilacdo — clivagem do alelo
nao-metilado
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C

DIGESTAO COM ENZIMA DE RESTRICAQ
SENSIVEL A METILACAOQO

a) Sitios de clivagem para

Acil Acil Acil Acil Aci . - o~
enzimas de restricao
Batu A Bl Bers sensiveis a metilacéo
1 T s -
> i< > 5 < (Acil, BstUl e Hhal): no

334 bp 303 bp

anipieon 1 2 3 3 s a4 5 s |éxon1do Xistbovino.
enzyme  Acil Acil Acil  BstUl Acil EstUl  Acil  Hhal .

= - w v E £t =% | b) Primers.
¢) PCR sensivel a
metilacao: digestao (+)
ou ndo (-) do DNA antes
da PCR. Controle:
metilado; Clones: perda

clone E2

clone |

normal
control
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IDENTIFICACAO DE GENES
IMPRINTED

e Determinacao do estado de metilacao de DMR
por tratamento DNA com bissulfito (citosinas

nao-metiladas — uracila) seguido de:

— Seguenciamento (Sequenciamento bissulfito)

— PCR de metilacédo-especifica (2 reacdes: uma com
orimers para segmento metilado e outra com
orimers para segmento nao-metilado)
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SEQUENCIAMENTO BISSULFITO

Genomic DMNA
m
5' C C C < 3
G G G G + bisulfite
treatment with bisulfite c T - c T
i e - J} —
P |—
5 u—u—c—u 3 s =
1 ol o
PCR (1st cycle) e % —
[
u
5 U U - L 3
—--A--A--G-%A—
i

PCR (amplification)

5 — TW-T--=C--m T g
----- A AT G A—

v

sequencing

http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya/contents/v70/full/70050722Fig1.gif
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PCR DE METILACAO-ESPECIFICA

Tumor Normal

33 15 56 3 53 33 Water
LMUMUMU MUMUMU MU

RASSF1A

DAP kinase

MGMT

PCR com primers
especificos para

= segmento metilado (M)

ou ndo-metilado (U).

GSTP1

PTEN

hMLHT

hMLHZ

pi4

o

n
>
I
[
|
|
|
I

Kawaguchi et al., 2006
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CONFIRMACAO DE GENES
IMPRINTED

e Avaliacdo de expressao génica alelo-especifica
parental:

— Comparacao entre sequéncias de produtos de RT-
PCR e de PCR de DNA gendmico, em individuos
heterozigotos (com polimorfismos conhecidos),
visando a determinacdo da origem parental do
alelo expresso
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CONSIDERACOES FINAIS

Aléem do codigo genético, fatores citoplasmaticos ou
epigenéticos interferem na expressao génica

O Imprinting regula crescimento, formacao da
placenta, supressao de tumores, protecao do
organismo e producao animal — vitalidade e
funcionamento do organismo

Estudo do imprinting: compreensao de mecanismos
fisiologicos; beneficios a saude humana e animal;
selecao de animais superiores
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MicroRNA: uma nova
classe de moduladores da
expressao genica

Luiz Lehmann Coutinho, Ana Paula Dini
Andreote e Erika Cristina Jorge

ESALQ/USP, Piracicaba, SP, Brazil.
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Topicos:

® |ntroducao.

e Exemplo de um trabalho para identificar
MIRNAS em Bos taurus.

* Exemplo de um trabalho para identificar
MIRNAS em Bos /naicus.

* Exemplo da importancia do miRNAs para o
desenvolvimento muscular.




Introducao: MicroRNAs

e MicroRNAs (mIiRNAs) sao uma classe abundante
de moléculas pequenas de RNA nao-codante, de
aproximadamente 22 nucleotideos, com
capacidade de regular a expressao géenica por
melio de controle da traducao ou degradacao do
RNA mensageiro

* MicroRNAs sao importantes para varios processos
biologicos, entre eles diferenciacao de adipocitos,
desenvolvimento muscular, secrecao de insulina,
cancer e resposta imune entre outras.
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Controle da tradug&o Degradacao de RNAmM



ldentificacao de microRNAS

® Critéerios:

— In silico:
® Estrutura secundaria tipica dos miRNAS.
® Conservado entre especies.
® Programas de bioinformatica.

— In vivo:

® Expressao do miRNA (Noerthen, clonagem e
seguenciamento).



ldentificacao dos genes gue sao
controlados por miRNAs.

e Seguéncia alvo é localizada na regiao 3
UTR do RNAm.

* O pareamento é imperfeito.

® Programas de bioinformatica sao utilizados
para identificar RNAm alvos.

* O pareamento ocorre preferencialmente
por pareamento completo nas 6-8 bases
da regiao 5 do mIRNA maduro.



miRBase is the new home for microRNA data, incorporating the
database and gene naming roles previously provided by the miRNA
Registry, and including the new miRBase Target database.




Home § Search §| Browse | Help § Download Submit § miRBase

miRBase: the home of

microRNA data y miRNA name or keyword
miRBase (http://microrna.san ' ’ @ Example

the new home of microRNA data on the

web, providing data previously accessible Download published miRNA data

from the miRNA Registry. Old miRNA Download page | FTP site
Registry addresses should redirect you to

this page. This site is featured in:

. . NetWatch - Scrence 303:1741 (2004
o The miRBase Sequence Database is a - ,
searchable database of published Highlights, Web watch - Nature Reviews
bl TL - Genetics 5:244 (2004)

@ Internet




ﬂ
names | names | entry

mmu-
MI10000698 mir214

hsa-mir-
214

rno-mir-

MI10000290

MI0000954 &—4 v v v
dre-mir-

" MIO001381 —M v v v
SSC-Mir-

MI0002441 —M v v v

MI0002853 99% y y y

MI0002854 @ﬁ . ) )

<




Stem-loop sequence MI0001381

Accession
ID

Description

Stem-loop

Mature sequence MIMAT0001283

Accession

ID

Sequence

Evidence

Predicted
targets

References

MI0001381

dre-mir-214

Danio rerio miR-214 stem-loop

ugacuga a = Uug aca aacuu
J JC Ju ucugucugccugucu cuugcugugcag [
[ 10 I FEELErerreeinnl FEEEENEErnn
C CJ CJ agacajacggacaga jjacgacauguc =
===uccg c a gu Cac Ccacqu

MIMAT0001283
dre-miR-214

62 - acag:

experimental; cloned [1-2]

MIRANDA: dre-miR-214

"Vertebrate microRNA genes”
Lim LP, Glasner ME, Yekta S, Burge CB, Bartel DP

Science. 299:1540(2003).

The developmental miRNA profiles of zebrafish as determined by small

RNA cloning”
Chen PY, Manninga H, Slanchev K, Chien M, Russo 1], Ju J, Sheridan R,

John B, Marks DS, Gaidatzis D, Sander C, Zavolan M, Tuschl T
Genes Dev. 19:1288-1293(2005).



miRBase is the new home for microRNA data, incorporating the
database and gene naming roles previously provided by the miRNA
Registry, and including the new miRBase Target database.




miRBase Targets Version 4

Email microcosm@sanger.ac.uk with queries or problems.

Enter ’

Information '

Statistics ’

Download ’




Search MicroCosm

Select a Genome Enter miRNA id
Any e

Enter Gene Name | MyoD

Enter EnsEMBL identifier

Select a GO class | Function v

Enter GO Term

® by phrase

© AND © OR

Keyword Search =

Search




All miRNA hits for where search terms are
2 hits found.

Gene Transcript Description GO Energy| P-value |Length| Total | No.
Name Terms Sites | Cons

Species

Species

(vJvJ [vJ [z JlvJlv]J
Danio myod EI\ISDARTDUDDDMGHG Myoblast detelmmatmn protein 1 homolog JJEl] 102 -102 0.00107233 597 6 1
rerio (Myogenic factor 1),

[Source:Uniprot/SWISSPROT;Acc:Q90477

Danio myod ENSDART00000027661 Myoblast determination protein 1 homolog [JIll 133

\ -128 0.00110209 733 8
rerio (Myogenic factor 1).

[Source:Uniprot/SWISSPROT;Acc:Q90477




Rfam| Score |Energy| Base P |PoissonP| OrgP [Start|End Alignment

ID
dre- 18.7077 -20 1.102090e-1.102090e-1.102090e- 585 606 AUUGCGCUCGGCUUGCUUGUUU
miR - 03 03 03 LI T NN
375 TAAAGCGACGARAACGAACAAR
dre- 17.2643 -16.26 2.329010e- 2.302100e- 2.302100e- 43 65 CUUUGCAAAGACGUUUUUU
miR - 02 02 02 LEEEr Tttt
722 GAAAC- TTTCAGCAGAARA
dre- 17.1042 -16.2 2.384980e- 2.384980e- 2.384980e- 1 18 AGGAC UUGUAAAGU
miR - 02 02 02 RN
203b TTCTGCAACATTTCA

dre- 16.8674 -8.01 2.832880e-2.832880e- 2.832880e- 653 673 CAUCACGARAGAUGARAUA

miR- 02 02 02 N
142a- EICIRE INE T Y P STy A

Sp




Get sequence

Coordinates (BTAU3.1) Overlapping transcripts
18: 53612566-53612665 [+] sense ENSBTAT00000043170; intron 1

antisense ENSBTATO00000043162; intron 5

Genome context

e CREV TV MIPFOO00197; pur-150

Mature sequence MIMATO0003845

LY MINMATO003845

Il bta-miR-150

21 - ucucccaacccuuguaccagugu - 43‘
Sequence

Get sequence

IR Tl experimental; cloned [1]

e il MIRANDA: bia-miB-150

targets




Download table: GEF TXT

Highlichted rows in the table indicate genes with published known targets
All miRNA hits for Bos taurus and bta-miR-150
873 hits found.

Page 1 0f 18
1234367821011 .. 18 next >>

miFNA
L v JlvyJ [v] [ v ] L v Jl v JjlL v JlL v Jl v J

Species
v [ ¥
Bos taurus TBL3 ENSETAT00000027147 WD-repeat protein SAZD (Transducin beta- I:‘ I:‘ D 16.5704 -26.71  3.88109%e-06 1100 14 1 15[+
like 3 protem).
[Source:Uniprot/SWISSPROT Acc:()12788]
[from human zene ENSGO0000183751]
Bos taurs IGFBFP1 ENSETATO000000734%  Insulin-like growth factor binding protein 2 |:| |:| D 16.395 -23.51  4.55477e06 1100 11 1 17 [H
precursor (IGFBP-2) (IEP- 2) (IGF-binding
protein ).
[SourceUniprot/SWISSPROT  AccP13045]
[from human gene ENSGO0000113457]
Bos taurus CCDC22 ENSBETAT00000017657 Coiled-coil domain-containing protein 22. I:‘ I:‘ D 15.4709 -19.71  5.86912e-06 1100 20 6 28 [+]

[Source:Uniprot' SWISSPROT ; Acc:060826]
[from human zene ENSGO000101937]

Bostauis ~ EXOSC2  ENSBTATO00000023914 Exosome complex exonuclease RRPA(EC [ |[ ][ ] 155036  -17.5  8.60206e06 1100

16 3 19 [+]




Hit information for ENSBTAT00000007349

Gene Name IGFEF2
Transcript ENSBTATO000000734%
Gene ENSBTAGO0000005396
Description Insulin-like growth factor binding protein 2 precursor (IGFEP-2) (IEP- 2) (IGF-binding protein 2). [Source Uniprot/SWISSPROT : AccP180635] [from human gene
ENSG00000115437]
e e [l hsa-miR-766, 3 species, p-values [0.0875729, 0.0838479, 0.00138189] q)

4]

Taurus
Familiaris
Mulatta
Musculus
Horveglicus=s
Sapiens
Domestica
Gallus
Tropicalis

HnEEeE R0

[ ]
[ ]
[ ]
bta-miR-150 [hsa-miR-642 ]
16.385:263:11040 [16.4678:269:11040 ]
ugUGACCAUG-UUCCCA~ACCCUCT gUUCUGUGUAR~A-CCUCUCCCUG
G I O O O O A R N N A e N R N RN NN
ENSBTANRUGGEUUGCAGUGGCGEAGCUGEEEUALAUGTU-UGGEEAGAG [ GECUARAUGUU-UGGEAGAGEERAAR | GGARARAALGA AT

ENSCAFIGUGCUIGCAGGEEUGEAGTTGEEEUGAAGEUT-GEEEAGESE [ GEEUGARAGEIT-GEEEAGEEEE-GA) GG GARA R B (A A AT

ENS GEEEIUGUGEUCGEEEAGEUGEEEUACACEGIIUSEEEAGET [ GEEUACAGETIMGEEEAGETGEE— - -] GE———ARAGAGH R AT
ENSHMUSAGGEUGEUATGGAGGGCACT-GEEUACAGGCC-UGGGARTG [ GEEUACAGGCC-UGEEAATGEE——-] GG———-GARARGAR AT
ENSRNOLGUGEUGECACTEEEEANACT-CGEEUACAGCCU-UGEEARANG [ GEEUACAGGCU-UGGEARATGEE——-] GG———GAL DA R AT
ENST00QGE6EUIGUGETCEEEEAGETGEEETACAGEUNNGEEEAGES [ GEEGUACAGEIUUGEEEAGEEEE—— - ] GG———AnGAGEAR BT
ENSHO GECUGGGEEUGTGEARGCC——AGUGRARAGEUC-UGGGEAAGE [ -AGUGAAGEDC-UGEEAAGEEEG——- ] GG—————— AGAAGUTT
ENSGALTACGACAGGANNNNNNNNNNN - - -NHNNNNNHNNgUGGEAGES [ ——NNNNNNNNNgUGGGAGGEEHN ——- ] GH-——————— HHNNNH
ENSXET ———NHNNNNHNNN--NNNNNNHN [ -—NHNHNNNNNHN--HNNNHNNHN - - - ] HN——————— NHNNCTU4A

DD R R R R R R LR LR LR | R R L ['k'k'k'k'k o el e e R R R ]



Exemplo: Identificacao de mIRNAs em
BOS taurus:

Phlysiol Genomics 29: 35-43, 2007,
First published Movember 14, 2006; doi: 101 152/phy siol genomics 0008 1. 2006,

Discovery and profiling of bovine microRNAs from immune-related

and embryonic tissues

Luiz L. Coutinho,* Lakshmi K. Matukumalli,'** Tad S. Sonstegard.' Curtis P. Van Tassell.!
Louis| C. Gasbarre,' Anthony V. Capuco,' and Timothy P. L. Smith*

e OBJETIVOS:
e |dentificar microRNAs de bovinos.

e Determinar o grau de conservacao de miRNAs
de bovinos com outras especies.

® Determinar se é importante clonar miRNAs de
DOVINOS OU Se pedemos usar apenas a
Infermacao do genoma.

e Determinar o quanto precisamos sequenciar
uma biblieteca para identificar 6s miRNAS.




Fase 1: Predicao dos miIRNA In
silico.

e Comparacao com miRNAs ja clonados de
outras especies. (mirBase 8.1).
— Blast contra o genoma bovino

— Resultado: Identificacao de 221 miRNAs
DOVINGS.

— Alta conservacao entre as espécies.



Procura de miR no genoma bovino

Cow BLAT Search

BLAT Search Genome

Genome: Assembly: Query type: Sort output: Output type:
|Cow j |Mar.2ﬂ-ﬂ5j |BLAT'S guess j |query.sccrej |hyper|inkz

>hsa-mir-26a-1 MIO000083 =]
GUGGCCUCGUUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCUGUGCAGGUCCCARUGGGCCUATUCUUGGUUACTUGCACGGGGACEC

submit I'm feeling lucky | clearl




Home Genomes Tables Gene Sorier PCR  Session FAQ Help

Cow BLAT Results

BLAT Search Results

SCORE START END QSIZE IDENTITY CHRC STRAND START

browser details hsa-mir-Z2ea-1 L2 9013932 9014008
browser details hsa-mir-Z&a-1 . 07 34389099 34389154




hsamir—z 6a-1

hsa-mir-26a-1
Cow.chr22
blockl

together

Click on links in the frame to the left to navigate through the alicnment. Matching bases in cDNA

the boundaries of gaps in either sequence (often splice sites).

cDNA hsa-mir-26a-1

TGGCCTCGT TCAAGTAATC CAGGATAGGC
TATTCTtGGT TACTTGCACG gGGACG

TGTGCAGGTC

CCALtGGEGECC

Genomic chr22 (reverse strand):

acctggtggt
ggaatgaagco

ITGGCCTCGT
TATTICToGGET
coccaggacco
attctoctgo

agacactocca
cacaggogoco
TCALGTLATC
TACTTGCACG
tococtototgt
cotttgoatg

gagctgggat
cagagoagga
CAGGEATRAGEC
cGGACGCggg
cagaggcacc
tagcaac

caaaaactca
ccaaggocct
TGIGCAGGETC
coctggacgoco
aacgccatag

ttoctcotgag
ggcgaaggcco
CCARgGGEGECC
agocctotggy
toccoccagaco

9014059
9014009
9013559
9013509
9013859

Side by Side Alignment

0000001

gtggcococtogttocaagtaatocaggataggotgtgoaggteccaatggges 0000050

FEEEERER e et e e e et e e e e e e e e e e rnrll <€«
gtggcococtogttocaagtaatocaggyataggotgtgoaggteccaagggges 9013959

Wl
9014008

0000051

Rl bl o
aniIaCH

tattcttggttacttgocacggggacges 0000077
FEEEED DRRRERRERRnrr T <€<e<<<

tattroteoottacrttocacsoemracoee. 90197




Convert

UCSC Genome Browser on Cow Mar. 2005 Assembly

P ::::::l ::::l ::l }l}}l}}}llﬂﬂﬂlﬁl 1.51' 31'1{]'1 base | zo00m out 1.51' 3:'1{]1'

position/search [chr22:9,013,855-9,014,085 jump | clear | ize 231 bp,  configure |

Gap Locations
[EETS]
Tour Zeguence from Blat Sesrch
Elat Zequence
FEefsey Genes
FEfIeq Genes
Hon—Cow EefIed Genes
Other EefZeq
Mamma1ian Getwe Collection FUll ORF mREMA=
Human Froteins Mapped bd Chained TELASTH

CTDEF1
CTDEF1
CTOEF1
CTOEFL
CTDEFL

Cow mEMA=S from GenBank
Cow EET= That Hawe EBeen Spliced

Epliced EXTs
Human ¢Mar, 288550315 Chained Alignments

chrs + S1176E

chirs — 52452 k |
chrl2 + SESE3k I
I -

chra2 - 215975k

Eat CHow, 2e84S004) Chained Alignments

Eepeating Elements by EepestMasker
Fepeatmasker




Clonagem de miRNA

< 5 e

P = AP -
Y g ¢ X
= . ! ..
= s

J -—

Isolation of small RNA Ligation of 5’ Ligation of 3’
from embryo, small adaptor adaptor
intestine, thymus,
abomasum and
mesenteric lymph nodes
or pool of tissues

cDNA synthesis,
cloning and
sequencing



Resultados: MPSS de uma biblioteca de um pool
de tecidos (nodulos linfaticos, timo, abomaso

Intestino delgado, medula, baco).

® Sequenciamento de mais de 1 milhao de tags

— Tags tem entre 17-20 bases, mas 0s miRs tem
22 bases

® 106 clusters de miR bovinos (1 tag para mais de
um miR).

® 61 clusters gue identificaram um Unico miR
bovino (1 tag para um unico miR).



Seguenciamento de individual das bibliotecas de
MIRNA (Sanger).

Sequencias Sequencias mMIRNA conhecidos

Biblioteca de unicas
gualidade
THY 579 100 54
MLN 542 o1 48
ALN 540 94 47
Sl 559 187 64
EMB 397 131 o4

Conjunto 2,617 412 100



Resumo das duas estrategias

e MPSS: 61

® Seqg: 129 (100 conhecidos e 29 potencialmente
NoVos).

® Sobreposicao: MPSS e Seq: 31
e Somente MPSS: 29
® Somente Seq: 99

* Total de miR identificados: 159 (221
preditos)



Padrao de expressao dos
MIRNA bovinos



Expression profile of bovine miR

THYMUS SMALL
INTESTI

|

!

||
FILHN L
il IIIII Il

(i
[

— e

)

-Os diferentes tecidos tém um padréao de
expressao diferente, mas ALN~MLN.

-Os tecidos embrionario e intestino
delgado apresentaram maior
diversidade.

-Abomaso e ndodulo linfatico abomasal
tem um padréo de expressao similar.

-Alguns miRNAsS sao expressos
preferencialmente no embriéo, intestino
delgado ou ndédulos linfaticos e timo.

-mir-122a e mir-199a* parecem ser
especificos do embrido e mir-145 do ID.

-Prevaléncia do bta-miR-26a em todos o0s
tecidos.

--bta-mir-150 foi detectado somente nos
tecidos relacionados com resposta
imune.



Validacao por RT-PCR quantitativo

Problema:

MNo. of base difference
between miENAs

ugagguaguagguugugugguu 51
ugagguaguagguuguaugguu L {|
ol

ugagguaguagguuguauaguu -

4
agagguaguagguugcauagu
gagg gguug g 3 Eﬂ

ugagguaggagguuguauagu
A A AA A A

3|
2.




TagMan probes

RT primer

Step 1:
Stem-loop RT

LR LRR L il
cDNA

Step 2:
Real-time PCR

Forward primer

h
ﬂ Reverse
primer

TagMan probe




Table 3. Calculated threshold (Ct + standard deviation) of selected bovine miRs determine by quantitative RT-PCR.

'Tissues N* RNU6B bta-miR-26a  bta-miR-103  bta-miR-29a bta-miR-125b  bta-miR-150 bta-miR-122a
THY 3  28.0+03 @ 236+0.2 231+04 22.4+04 221+09 336+ 2.0
MLN 3 282+01 207+ 0.7 24.0+13 22.0+11 250+ 04 36.7+ 0.8
ALN 2 282+04 21.0+0.7 23.9+01 21.7+03 249=03 @ =40

ST 2 28.0+02 23.0+£34 24.2 221 +02 22.8+00 235+0.2 =40

EMB 1 28.6 21.3 23.7 29.0 23.0 28.4
Amplific ation” nfa 1.88 1.85 1.94 1.79 1.88 1.87
C_on-elat]onj nfa -0.59 -0.66 -0.85 -0.63 -0.73 -0.88

'Tissues used for library construction: THY, thymus; MLN, mesenteric lymph node, ALN, abomasum lymph node; SI, small intestine
and EMB. embryo. *PCR amplification efficiency. ICorrelation of Ct with miR library frequency. *Number of animals used in the

assay.




Validacao de novos miIRNA bovinos.

® Critérios:
— Expressao.
— Estrutura secundaria.
— Conservacao da segliencia entre especies



Estrutura secundaria

2. TCAGITAACARLACATITICATTCCTIT

CACCACCAGA| AUC A B T GER
EUEUMEFMUEEA AT ACALRACAINIC TICCTIIEAT T N,
CATTAATTA S ATTCTT TCa TTEMIICTIAA G AGGALCH G i)

e GhL C - A . AAC

4 ACITGC CUGECITATGICCOAGECA

UGCUGAC | UG ———— A - & C A A
CUCTC TCCCC  AGC CC CAG  CACUGCUUGGCAC UAGTA CUACUCAGTIA U
GAGAC AGGGG  UCG GG GUC  CUUACGGACCGUG AUCGU CGUGAGIUIGT A

e Cu GEIMT - A GO i} C uc

L. ACCACTIAGGCCGAGEZCCCCIIC

A—— ———————| T - - gC.F CO
GGAG GGUIC CCU UGAGGGGUCUIGGCCT GG CA GA b
CCIIC UCGE GoA ACUCCCCCGAGCCOCCA GAC G OO G

UCAUUICG™  C©  C U Ch A T




Novos MIRNA (bracos complementares)

»haa-wir-21 MINO0DOOT7

GUCGRGUAGCUTATC AGACUGAUGUUGACTGUTGLATCTCATGGC ALC ACC AGTC GATGGGCTGUCTGACL
haa-mik-21/bta-mik-21-5p G hta-miR-21-3p

bta-wmiR-21-Sp:18(THY), 14(3I), 28 (MLN), 19 (iLNj, 3 (EME)

bta-miR-21-3p:1 [LLN)

»haa-wmir-425 MIOOO14445
GALAGCGCIIUGGALTGAC ACGANC ACTCCOGUIGAGTGGGCACCCGAGALGCCATCGGGAATGICGUGTCCGLCCAGTGCTCTTIC

hta-wiR-425-5p haa-wmiR-425/hta-wiR-425-3p
hta-wik-425-5p:1 (5I)
hta-wik-425-3p:1 (5I)

»hag-wir-127 MI0000472
TeUGATC ACTGUCTCC AGCCUGCUGALGCUC AGAGGGCUCTCATTC AGAAAGATC ATCGLATCCGUCTGAGCUTLGCTGGUCGLLALTC
bta-mik-127-5p haa-miR-127/bta-miR-127-3p

hta-mik-1a7-5pi2 (ENB)
hta-miR-127-3pi1(31), 9(EME)




Conservacao de seguencia.

49470500 49471000
Your Sequence from Blat Search
UCSC Known Genes (June, 05) Based on UniProt, RefSeq, and GenBank mRNA
RefSeq Genes
C/D and H/ACA Box snoRNAs, scaRNAs, and microRNAs from Weber an =:I Griffith
1sa-mir-
Hu/Chimp/Mouse/Rat/Dog/Chick/FugulZfish Multiz Alignments & Conservation

Conservation

chimp

dog I II|I | ‘ |
mouse IO

rat

chicken

fugu

zebrafish

Cow (Sep. 2004/bosTaul) Chained Alignments

SCAFFOLD226626 - 4k
8427 - 1k




Conservacao de seguencia.

MAP2K4 pomsmsms
MAP2K4 ===

MAP2K4 |

Conservation

chimp
dog
maouse
rat
chicken
fugu

zebrafish

SCAFFOLD245551 + 0k

11925500 11526000 11926500

Your Sequence from Blat Search
18

UCSC Known Genes (June, 05) Based on UniProt, RefSeq, and GenBank mRNA

/D and H/ACA Box snoRN
Hu/Chimp/Mouse/Rat'D

Cow (Sep. 2004/bosTau1) Chained Alignments

mMIiR em regido de intron



MIR em regiao Intergéenica

il - 2 SENOics
LOCT25440 PGLYRP1
RefSeq Genes

Mammalian Gene Colle

Human mRMAs from GenBank
Human mRMNAs

YVertebrate Multiz Alignment & Conservation (17 Sp

Conservation

AR )]
g ) IR T
rat |

rabhit
dog
armnadillo
elephant L]
opossum (Il m




Conclusoes:

® Comparacao Iin silico permitiu a identificacao da maioria
dos miIRNAs bovinos.

® Construcao e seguenciamento de biblioteca de miRNA foli
Importante para identificar novos miRNA bovinos.

* mIRNAs bovinos sao conservados entre as especies.

® Seguenciamento exaustivo permitiu a identificacao de
novos mIRNAS.

e E necessario validar os novos miRNAs bovinos.
® E preciso investigar outros tecidos.

* E preciso investigar os alvos dos miIRNAs e a importancia
dos mIRNAS na regulacao da expressao genica.



Discovery and profiling of bovine
microRNAs from Abomasum of
Bos /ndicus Cattle (Nelore).

Luiz L. Coutinho, Lakshmi K. Matukumalli, Tad
S. Sonstegard, Curtis P. Van
Tassell, Louis C. Gasbarre, Anthony V.
Capuco, Timoethy P.L. Smith



Clonagem de miRNA

LMW RNA
) 4
BRI WS

Isolamento de miRNA de Ligation of 5’ Ligation of 3’
abomaso. adaptor adaptor

BT o I8TaT = - =X

- — -—ope - S S

33 Te-Tae <357 foesots

P T —ox P 2o S <
- - * T 2z -l -

= - - fce - - - - 9o b

-4 r 3t -2 . S e

» 3 3= b1 r B -
3 ¥ Rls z 3

be - 7 i
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cDNA synthesis,
cloning and
sequencing




Tamanho dos fragmentos obtidos
na biblioteca.

T
=
1]
al
(="
[ -
=
_
ar
i ]
£
—=
=

Reacd Length

Problema: varios clones n&o apresentaram miRNA



Resultado do sequenciamento

A biblioteca apresentou duas classes de fragmentos
Foram sequenciados 30.787 clones.
Aproximadamente a metade tinham um tamanho
apropriado (17-25 bases).

6.006 clones apresentaram similaridade com miRNAS
presentes no mirBase

Clusterizacao resultou em 591 sequencias Unicas, cada
uma representando um; potencial mRNA de bovino.

A fregléncia da distribuicéo dos clones variou de 438
copias para bta-miR-26a e uma copia para 311
microRNAS.



RNAS

dos mi

Uéncla

Freq

@ Counts

X69Td!w
¢8c-diu
ovT-giw
T€9-Hlw
aeTS-g!w
x/1G-dIW
aret-giu
areediw
xd6T-diw
x9¢0E-dlW
79c-diu
Q8cT-y!w
cor-giu
y0c-diu
€/8-diu
00T-d!w
pLZ-diw
¢6/-diu
8€9-ylw
a8yT-yiw
e0T-diu
e9z-giu




Conclusoes:

* A estratéegia permitiu a identificacao de
MIRNAs de Nelore.

® Os mIRNAs sao bastante conservados
(esperado).

® Proximo passo: Sera que existe diferenca
na seguencia alvo no RNAm?



Importancia de miRNAs no
desenvolvimento muscular.

Clop, A., Marcq, F., Takeda, H., Pirottin, D., Tordoir, X., Bibe,
B., Bouix, J., Caiment, F., Elsen, JM., Eychenne, F., Larzul, C.,
Laville, E., Meish, F., Milenkovic, D., Tobin, J., Charlier, C.,

Georges, M.: A mutation creating a potential illegitimate
microRNA target site in the myostatin gene affects
muscularity in sheep., Nat Genet 38:813-818, 2006.



Texel Sheep

Bteedeu Socletg
', The Breed with the Remarkable Muscle Development'

WELCOME TO THE
TEXEL SHEEP BREEDERS SOCIETY WEBSITE!
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Expressao da miostatina (proteina)




NUCLEUS

Wild-type
sheep

Georges, 2007



The Central Dogma

The Central Dogma

DNA istranscribedto RNA  istranslatedte PROTEIN

B

Curing replication, DNA is copied to DNA




100

10

Genetic Characteristic S (nhormalized)

Genetic Characteristic R (normalized)

10 100

X-axis: All samples 4177 (Genetic Characteristic)
Y-axis: All samples 4177 (Genetic Characteristic)

- Genetic C...
. Genetic C...

Colored by: All samples 4177 (Genetic Characteristic)
Gene List. all genes (87042)
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EMBRAPA PECUARIA SUDESTE — CPPSE

TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
APLICADAS A PRODUCAO ANIMAL

ANALISE PROTEOMICA

Marcelo D. Cantu, Ph.D.

Sao Carlos, 12 de junho de 2007
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SUMARIO
(v Proteoma

< Definicoes «

v Analise protedmica

. . v’ Bottom-up
< Estratégias para abordar um estudo protedOmico «
v Top-down

\

)
v' Eletroforese bidimensional

< Tecnicas analiticas { v Cromatografia liquida

; v Espectrometria de massas

< Busca de proteinas em bancos de dados — sistematica de busca
empregada pelos principais softwares (MASCOT e SEQUEST)

< Interpretacdo de espectros de massas de peptideos
(sequenciamento de peptideos)



Embrapa - CPPSE DefinicOes: Proteoma / Analise Protedmica

Conjunto completo de proteinas codificadas e

=I>{eJI=O]Y/"W expressas por uma célula ou organismo num

determinado momento e sob condi¢cdes especificas

PORQUE ESTUDAR PROTEINAS???
< responsaveis pelas principais fungoes celulares
v’ crescimento
v~ diferenciacao
v proliferacao

v morte celular



Embrapa - CPPSE Definicbes: Proteoma / Analise Protebmica

) Conjunto de metodologias analiticas
ANALISE

. aplicadas para a caracterizacao (qualitativa e —]
PROTEOMICA

guantitativa) de um proteoma

Estratégias para abordar um estudo protedmico

l |

“Bottom-up” “Top-down”




Embrapa - CPPSE

Analise Protedmica / Bottom-up

ANALISE PROTEOMICA

. @ ®
H,N COO-

Digestéo enzimatica I

e

MS e MS/MS I
Andalise individual dos peptideos

(MM e sequéncia primaria)

Ferramentas de
bioinformatica

— C
H,N COO-

@ ELETROFORESE BIDIMENSIONAL |

“Bottom-up”

VANTAGENS

© Instrumentacao (espectrometros de
massas) menos sofisticada

LIMITACOES
¢ Baixa cobertura da sequéncia de
aminoacidos

¢ Dificuldade de analisar peptideos
com modificacOes pos-traducionais

( MALDI-TOF-TOF
| LCESI-MS/MS

Busca em

banco de dados




Embrapa - CPPSE

Analise Protedmica / Top-down

ANALISE PROTEOMICA

NG ®
H,N CO0-

-]

Determinacédo da MM da proteina intacta

. ® ®
H,N COO-

MS/MS \

@ ®

COO-
Ferramentas de
I bioinformaética
P ®
N coo-

“Top-down”

VANTAGENS

< Cobertura total da sequéncia

@ Permite a andlise de peptideos com
modificacdes pos-traducionais

DESVANTAGENS

¢ Requer o uso de espectrometros de
massas de altissimo custo

N Maior  dificuldade para a
interpretacao dos resultados




ANALISE PROTEOMICA, detalhamento de um
estudo empregando a estratégia “BOTTOM-UP”



Embrapa - CPPSE Analise Protedmica / Bottom-up

ANALISE PROTEOMICA

M De uma maneira geral, é possivel descrever um estudo
protedmico empregando MS em seis etapas

i) Preparo da amostra ii) Digestdo Enzimatica

a a-fraci a amostra , :
Extracéao e pré-fracionamento d Enzima Clivagem*

> SDS-PAGE { tripsina K,R
= > eletroforese ‘ quimiotripsina  F, Y, W
=1 bidimensional

* C terminal

peptideos

- troca ibnica
- fase reversa

MS Separacdo - LC {
iii)

lonizacao {

Analisador de ions - ESI

- MALDI
v) MS/MS

10

vi) Busca em banco de dados
(NCBI; Swiss-Prot; MSDB; ...)

Ferramentas:

v Mascot v Sequest




Embrapa - CPPSE Eletroforese Bidimensional

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

PRIMEIRA DIMENSAO (IEF) SEGUNDA DIMENSAO (SDS-PAGE)

Ettan Dalt six Electrophoresis Protean Il Ready Gel System
GE Healthcare Bio-Rad

IPGPhor — GE Healthcare

Software de anélise das imagens:

OBTENCAO E ANALISE
DAS IMAGENS

Image Master 2D

GE Healthcare

Image Scanner

~E Hasaltheraro



Embrapa - CPPSE Eletroforese Bidimensional

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

< Promove a separacao das proteinas em duas dimensdes, de acordo

com duas propriedades independentes

PRIMEIRA DIMENSAO SEGUNDA DIMENSAOQO

Focalizacao isoelétrica (IEF) SDS-PAGE




Embrapa - CPPSE Eletroforese Bidimensional

Primeira Dimensao: |IEF

Fitas com gradiente de pH imobilizado — Fitas IPG

Remover o filme que J Cobrir o gel com

protege o gel da fita IPG - e cover fluid
= k ;
FroteoGel™ IPG Vi
‘-' Strip _
o T LT




Embrapa - CPPSE Eletroforese Bidimensional

Segunda Dimensao: SDS-PAGE

=
=
@
Lo
| -
o
S
S
O
| -
s
S




Embrapa - CPPSE Eletroforese Bidimensional

Exemplo de aplicacdo: analise comparativa do
extrato proteico de plantas citricas sadia e infectada
pela Morte Subita dos Citros




Embrapa - CPPSE

DIGE

“State-of-the-art”

Differential Gel Electrophoresis
(DIGE)

Amostra 1l Amostra 2

1
mistura

o

Primeira dimenséao (IEF)

l

Segunda dimenséao (SDS-PAGE)

l

Imagem

Andlise da imagem
(Software: Decyder DIGE)



Embrapa - CPPSE LC - MUDPIT

CROMATOGRAFIA LIQUIDA MULTIDIMENSIONAL - MUDPIT

MUDPIT
(Multidimensional Protein Identification Technology)

3. Purification
- . of peptides
1. Sample preparation Pej 5 MudPIT

2]

ry
i —e- | SCX | RP
2. Digestion ;‘i'.'f, 4. Preparation

of column

Protein Mixture Digested 2D Chromatographic
Peptides Separation of Peptides

Identify proteins | Mass
. 8 N _q_
In mixture spectrometer




Embrapa - CPPSE Espectrometria de massas

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

2 A MS é uma técnica que mede a relacao entre a massa e a carga (m/z)
de moléculas ionizadas em fase gasosa

Esquema basico de um
espectrometro de massas

Analisadores de massas

Fontes de ionizacao

< Quadrupolo
> ESI

< lon-Trap
< MALDI

< Time-of-Flight (TOF)

Sistema de

Detector
. <::||]|
aguisicao de dados o Eletromultiplicadoras




ESPECTROMETRIA DE MASSAS:

Técnicas de ionizacao



Embrapa - CPPSE Electrospray

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

Técnica de ionizacado: Electrospray

Fissdo Coulémbica

< A evaporacdo do solvente faz com que a repulsdo
eletrostatica entre as espécies carregadas torne-se
altissima. Nesse mecanismo, sucessivas explosdes
coulédmbicas ocorrem de modo que goticulas contendo Cone
apenas um Unico ion sdo formadas. Dessa maneira, (contraeletrodo)
uma vez evaporado o solvente dessa gota o ion é I

Capilar de transferido para a fase gasosa

silica fundida Cone de Goticula @_, @ °°
Taylor multicarregada @ @@ ° ®

—

+
evaporagao exploséo
—_— — 09
do solvente coulémbica @

Evaporacdo do ion

< A evaporacdo do solvente faz com que a repulséo
eletrostatica entre as espécies carregadas torne-se
altissima. Assim, a tensdo superficial da gota é incapaz
de sustentar tantas cargas (limite de Rayleigh), induzindo
a transferéncia (expulsdo) dos ions para a fase gasosa

)
Tipicamente de 2 a 5 kV (+]
Fonte de
alta tenséo




Embrapa - CPPSE

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

Técnica de ionizacao: Matrix-assisted Laser Desorption lonization (MALDI)

+ Fonte de
alta tensao

Tipicamente 20 kV

X
<
4

.___: ; L}_,.‘: _'_.
g'c D 3
{oma ki (1 = 'l:

a ’: (@] ‘D,-.J 3 , . .
& % o ~.J U @ SEC) ‘?__-'_ (] ions dessorvidos da matriz
: e 59 T
o2 @ ° o +
+) (+] o (+]
0; T O Yo o
(+]

Peptideos e matriz

< As proteinas/peptideos a serem analisados sdo misturados a um grande excesso de matriz, que
normalmente trata-se de um acido orgénico que absorve fortemente energia na regido do UV, de modo
gue ocorre a co-cristalizacdo da amostra com a matriz. Um feixe de laser com comprimento de onda
adequado para a matriz em uso € incidido no cristal a fim de promover a sublimacao e transferéncia da
matriz, e consequentemente da espécie ndo volatil, para a fase gasosa. Apds inimeras colisbées ion-
molécula que ocorrem durante esse processo, ha a formacdo quase que exclusiva de moléculas
monocarregadas, as quais sdo aceleradas em dire¢éo ao analizador de massas




ESPECTROMETRIA DE MASSAS:

Analisadores de ions



Embrapa - CPPSE Quadrupolo

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

Analisador de ions: Quadrupolo

Detector

resonant ion

nonresonant ion —__—-
%

Source




Embrapa - CPPSE lon Trap

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

Analisador de ions: lon Trap

campo
uadrupolar

(@)
<<
ks
=
>
@
<
(&)
c
)
o
©
o

Yeletrodo *ring’ eletrodos
J J-r) ﬂ ) “endcap”

=g

Potencial RF

=
Detector




Embrapa - CPPSE

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)
Analisador de ions: Time-of-flight (TOF)

detector refletor
refletor
detector

linear




ESPECTROMETRIA DE MASSAS:

Equipamentos que permitem a
realizacdo de experimentos em

sequéncia (tandem)



Embrapa - CPPSE Triplo quadrupolo

Triplo quadrupolo (QgQ)

Detector 1 Detector 2

cela de colisao
q

-

\ /
N/

lentes

Q
] |
Fonte de ioNS =— ®
]

M MS/MS: sequéncia de aminoacidos
dos peptideos

M Cromatograma do ion total:;

MM dos peptideos

l %
®
e
m/z
: — > tempo




Embrapa - CPPSE Triplo quadrupolo

Triplo quadrupolo (OgQ) (ESI)

API 5000 — Applied Biosystems



lon Trap

Embrapa - CPPSE

ION TRAP (ESI)

£
-
4 %

bis |

e

A

b
»

=

i

LTQ — Thermo Electro Co.



Embrapa - CPPSE MALDI-TOF-TOF

MALDI-TOF-TOF

Linear detector

Retarding Aceleration lens MS beam

Timed lon lens Reflectron

Selector (TIS) Collision cell MS/MS beam

M Peptide Mass Fingerprint (PMF): M MS/MS: sequéncia de aminoacidos
massa molecular dos peptideos dos peptideos "
%

“lm‘ m/z

U > m/z




Embrapa - CPPSE MALDI-TOF-TOF

MALDI-TOF-TOF

L e

Ultraflex - Bruker

4700 — Applied Biosystems




Embrapa - CPPSE Q-TOF

Q-TOF

CETECTOR

TRV T

M Cromatograma do ion total: M MS/MS: sequéncia de aminoacidos
MM dos peptideos dos peptideos

. A A
sinal %
M tempO | | I > m/z




Embrapa - CPPSE Q-TOF

Q-TOF

I\/||crOTOF Bruker

E
E

-
-------- ~
........ - N,
— - )
e 1 X \
- ™l : | |
—— . g
. '
F A ]

Premier - Waters



Embrapa - CPPSE FT-ICR

FTICR — Thermo Electro 'Co.



Embrapa - CPPSE LTQ-Orbitrap

LTQ-ORBITRAP

LTQ-Orbitrap — Thermo Electro Co.



Embrapa - CPPSE Busca em banco de dados

< Em posse dos dados de e

Busca em banco de dados

!

Ferramentas de busca mais comumente empregadas

MASCOT SEQUEST

WWW.matrixscience.com Thermo Electro Co.




Busca em banco de dados

MASCOT

Embrapa - CPPSE

Busca em banco de dados

SMATRIX
VSCIENCE

Mascot > MS/MS lons Search

MASCOT MS/MS lons Search

HOME | WHATS HEW | MASCOT 'HELP : PFRODUCTS | SUPPORT ¢

Your name
Search title
Database
Taxonomy

Engyme

Fisged
madifications

Protein mass
Peptide tol. £
Peptide charge
Data file

Data format
Instrument

Owervlew

Marceld D Cantu

Citrus Sudden Death Diseasea

MICB T o
vindiplantae (Green Plants)

Trypsin i fAllows up to

Variable

Biotin (K} - Wi
modifications

Biobtin (H-tarm)

Carbarmyl (K}
Carbarmyl (M-Eerm)
kDa ICar

0.1 Da MS/MS tol. +

1+ W Monoisotopic
CAMAL DI-TOF-TOF-spot6 1.txt || Beowse.. |
Mascot genenc % Precursor
MALDI-TOF-TOF %

Feport bop

Start Search ...

Email !rn arceloci@gsc.usp.br

W

1 % missed cleavages

Methylthio () -

NIPCAM i{;'
Cixpdation (M
Cispdakion [HW)
Phaspha (ST)

0.2 Da

Average

20 “  hits

| Reset Form

MASCOT




Embrapa - CPPSE

Busca em banco de dados

Run TurboSequest

Searchflow:

Default, Trypsin, nr {Indexed), 2005-10-03

Directory: (%)

Single C‘ Multiple

Cantu, M. {M181-GT2_2007} - 07/03/08 i (L

Dta Files: l:.H::'Selecl:ed

Select... Dclear ouTs?

Database & Enzyme

First: | nr.fasta hdr

Second:

Options: (%) 2t

C‘ Erotein C‘ Nucleotide

Enzyme: Trypain bl

Cleaves At:

Either Ends

Options Edit Add-Mass Edit Advanced

Server Options

Busca em banco de dados

Utilities Microchem

w | Load || Cancel ||De|ete|

Differential Modifications

Seguest Queue:

0 Dir O Procs Symbol AA DiffMass

L c *
Eriority o

Continue D

mde| [Run SEQUEST| yelp

Parent Mass Type: {?} Mano {':' Avg

Fragment Mass Type: ':?:'Mcnc {::-,-1_-1.9 = D b

— Meutral Losses (H,0/HNH,) —————

]

Normalize XCorr Values:

Sequence Header Filter:

Peptide Mass Units: { Jzmu () mmu 'i?:'pprn

— Ion Series Weightings

Partial Sequence:

Peptide Mass Tolerance: i
a: (0.0 b:
Fragment Ion Tolerance: :
d: |0.0 v
Output Lines:

Description Lines:

Use different parameters to continue [ |

Show Fragment Ions: |:|

Load params from selected directory




Sistematica da busca empregada tanto
pelo MASCOT quanto pelo SEQUEST




Embrapa - CPPSE Busca em banco de dados — sistematica de busca

Sistematica da busca — Mascot e Sequest
SwissProt, NCBI, MSDB ...

Peptideo em estudo

Ex.:

MS - Informacdes referentes ao peptideo
v"MM (PMF)

Banco de dados

v Espectro de Fragmentacdo (MS/MS)

Digestao tedrica (in silico) com a enzima escolhida

Levando em consideracao o erro da medida, a
- proteina do banco de dados possue algum peptideo
com a mesma MM do peptideo em estudo?

NAO UD:> Testar proxima proteina!!!



Embrapa - CPPSE MASCOT - Busca em banco de dados

VoV N v
Digestéo teorica (in silico) com a enzima escolhida
=~
\\\__,/) Levando em consideragcdo o erro da medida, a

proteina do banco de dados possue algum peptideo
com a mesma MW do peptideo em estudo?

SIM

Comparacao dos espectros de MS/MS:

Experimental Teorico

% %

\ 4
A\ 4

m/z m/z



Embrapa - CPPSE MASCOT - Busca em banco de dados

%

MASCOT | itz Sequest
“Ranking” dos resultados

A 4

WWW.matrixscience.com Thermo Electro Co.

Score = -log P Xcorr = cross correlation value

) ACn = indica a diferenca entre o

primeiro e 0s demais “matches”
Xcorr > 3,75 (+3)

Xcorr >2,20 (+2) ACn>0,10
Xcorr > 1,90 (+1)

onde P é a probabilidade de que
um match ocorra ao acaso

=
N
\
\
\
\
\
\
\
\
\
\
%

]
\
\

O amu @ ppre
| ¢ | orc | sean | mr fz]| pem | wu+ [ xc]den]sp frse] tons [ sf [ b [sel]  mef J0| sequence |

77417 abla 1

3.40 0.16

4.07 0.10

Se o score de um particular match exceder o valor
limite, a chance de que esse match tenha ocorrido
ao acaso é inferior a 5%



Exemplos de identificacOes positivas:

MASCOT e SEQUEST




Embrapa - CPPSE Identificacdo das proteinas — MALDI-TOF-TOF / MASCOT

ldentificacao das proteinas — MALDI-TOF-TOF

peptideos identificados
NELCPLDVVOLSSDSER

WEITTGGVEGNPGAQTLK
ALAVVLVPGNER

Proteina putativa similar a miraculina 2 (ABL67650)

1 MSTPFVTAIS FLLLTFATKP LVGLADPLVD VNGNKVEASR DYYLVSAIRG
51 AGGGGLTLFR GRNELCPLDV VQLSSDSERG TRLRFSMSDK
101 NVRFSTETRC NEPTVWRVDS YDPSRGKWFEI TTGGVEGNPG AQTLKNWFKF
151 ERIGRDRATY KIVHCPSVCE SCVSLCNDVG VSNDHARRLA LTNGRALAVV
201 LVPGNERSAS CAS pl MM (kDa)

experimental 7-9 =20

tedrico 8,18 23,2



Embrapa - CPPSE Identificacdo das proteinas — LC-ESI-MS/MS / SEQUEST

ldentificacao das proteinas — LC-ESI-MS/MS
peptideos identificados gy mmrr-————

Sampla: Cantu, M. (M156-GT2 2007) 25337 mdec OutFiles: 3765(3214

) (\LLJ A L -
Sequest Summary erinting dats | Select Sequest Protein Utilities

Sample: Cantu, M. (M136-GT2 2007) 253327 mdc QutFiles:

DataFiles: M156-GT2 (03/07,/07-03/07/07 Enzyme: Trypsin

Database: nr (turbo) (03/26/2007) Mass: =2.0200 (Monao)

Directory: mcantuml136-gt22007 Info SO0K Citrus spp. Max list: 2356

Diff Mods: M*:+15.59451 Intensity: 1.1e8 M52 |W Clene dir... ¥ || Go
Awvg ppm: Ofs: @ 0.0 {Jamu (3) ppm  Filter [#] Hide duplicates  Depth: |2 XML

_ # | mc | Scan | RT _[z]| ppm | MH+ | xC |dCn| Sp |RSp| lons | SF | P [Sel| __ Ref || Sequence [ESSENEN
=E

DE A il Ll S T e o 0. = so. 200 Unig: 14 Sequences: 107 Score: 7.1 Avg: 0.72 TIC: 25% X: 2.7ey Avg: 2.623 f104,3%
utative miraculin-like protein 2 [Citrus cv. Shiranuhi]
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teorico 8,18




Fragmentacao de peptideos por espectrometria

de massas: E indispensavel compreender




Fragmentacdo de peptideos por M:

Embrapa - CPPSE

NOMENCLATURA: Roepstorff—-Fohlmann—-Biemann

n: numero total de residuos no peptideo

m: nimero de residuos correspondentes aos ions a, b
:
1
1
R,
1
1
1
/}\4:\’\/
1
0
1
1
1

ion imonio

)

HoN._ H
R,
bl




Embrapa - CPPSE Fragmentacdo de peptideos por MS

Métodos de ionizacao mais comumente usados em MS

Collision Activation Dissociation (CAD) Electron Transfer Dissociation (ETD)

Fonte CI antraceno

I::'LJ_H 10 + e — I:'L_-[H;::

Collision Induced Dissociation (CID)

o
e
e
+ ° /\/i‘/\/\/o
ANANS
e
e
. e

I::IJ_H;::‘ + I:‘H_{_ — I:'I.-i-HJ_'I. + I:‘H_;.

@) .. @) O
o o collision gas O s 2O
X ANANS L x AN
O c X O o X
® o e =] o
@) 0 O O
Formacao deionsb ey Formacao deionsc e z
— Ya — Y3 — Y2 — Z3 Z, — 21
Oi RZ : Oi IQ4 O RZ O IQ4

iy GREEEEEEEER

by

=
£
@)
T
O

© 2
<
<

¢

5

o
Lo____
o

Lo ____
©

Lo ___
Ky

Lo ____
£

Lo ____

(@)
H




Embrapa - CPPSE Fragmentacéo de peptideos por MS

Interpretacao de espectros — Regras basicas

155, 0447

A)
Ell Composicao de aminoacidos

¥] Verificar a presenca dos ions imonio
ion imoénio

=
-

]

E

2

B
=

\ 70.0670

127.0557

Y wW 175.0690

/ /

136.0512

% In ten sity

112.0660
183.1157

60.0579
116.0466 . }3.85 0504
" A .

AAU\

Mass (m /z)




Embrapa - CPPSE Fragmentacdo de peptideos por MS

M Determinacdo do aminoacido presente na posicao C-terminal
v’ Se 0s peptideos a serem sequenciados sdo oriundos de digestao triptica,
verificar a existéncia dos ions diagnoéstico y,: 147 para K ou 175 para R.

155.0472

P

\ 70,0670

127.0557

Y

/

136.0512

159.0496

112.0660

183.1157
60.0579

116.0466 I 170.0116 185.0504
d UL . J TAY. o i

Um vez verificada a presenca de um destes ions (yl), determinar o

correspondente ion b, , (na regido de alta massa) por meio da seguinte relacao:
b, =(M+H)* -y, +1

b,,=1623,7 - 175+ 1 = 1449,7




Embrapa - CPPSE Fragmentacdo de peptideos por MS

v Verificar / confirmar a presenca do ion b,. Geralmente esses ions podem ser
identificados por meio da seguinte razao: ion b,/ ion a, separados por 28 Da.

155.0472

P

\ 70.0670

\
I/L 127.0557

Y

/

N 136.0512 150.0496

/

87.0680 112.0660

183.1157
60.0579

38.9766 116.0466

Novamente, uma vez encontrada a razdo m/z do ion b2, esta € usada para
calcular a m/z do correspondente ion y, _, fazendo uso da relagéo:
Ynz = (M+H)* -b, +1
Yo = 1623,7 — 155,05 + 1 = 1469,/




Embrapa - CPPSE Fragmentacdo de peptideos por MS

Lista de dipetideos — determinacéo de ions b2.




Embrapa - CPPSE Fragmentacdo de peptideos por MS

H2N

2
[
c
9]
i)
£
ES

H O H @) H O H O
| e | N
C—C——NH—C——C—+-NH~ H2N—C—C—+NH—C——C—NH -
! L ! ! !
G ; P . ; P ; G - ;
b,=58 a,=127 p_ =155 b,=98 a,=127 p =155

155.0472

70.0670

127.0557

175.0690

101.0541 1360512 159.0496

87,0680 112,0660 ‘

130.042% 183.1157

60.0579

339766 56 1 116.0466 ), 132080 146.0277 | MN l
Lol AT N )V

185.0504
I NIV

AW AY
164.6 197.0

Impossivel concluir!!!!



Embrapa - CPPSE Fragmentacdo de peptideos por MS

v Estender as sequéncias de ions b ou y. Basta acrescer ou subtrair (dependendo
da massa do ion em questdo) a massa dos residuos de aminoacidos
sucessivamente a partir da G até o W.
Uma vez determinada a massa de um ion b ou y, o correspondente ion y ou b
pode ser calculado usando as seguintes relactes gerais:

y=(M+H)*-b+1

X

. == : a >

4519463

454 1502 500 207

Mass (miz)




Embrapa - CPPSE Fragmentacdo de peptideos por MS

10204 1099.0

Mass jmiz)



Embrapa - CPPSE Fragmentacdo de peptideos por MS

0
I

H—C—C+HN—C—C

127,056

GPXQXSWNYNYXR

PGXQXSWNYNYXR
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Seculo XXI

Doencas parasitarias

Altas taxas de morbidade



Importancia das doencas parasitarias
Nno contexto da producao animal

e na Saude Publica

Relacao parasita-hospedeiro



Mecanismos???

Relacao parasita-hospedeiro

Trypanosoma cruzi
Plasmodium spp
Toxoplasma gondii
Leishmania spp

Entamoeba histolytica

Schistosoma mansoni

Boophilus microplus




Relacao parasita-hospedeiro



PROTEINAS

Ciclo evolutivo Patogénese

Relacao parasita-hospedeiro

N

PROTEASES

£\ /N




PROTEASES

v Invasao tissular e celular

v Metabolismo




v Imuno-evasao
e
modulacao da resposta imune

vViruléncia e patogenicidade

v Multiplicacao e diferenciacao



PROTEASES

Imunogénicas Ciclo de vida




PROTEASES - PEPTIDASES
ENZIMAS PROTEOLITICAS

Peptideo
Aminoacido



PROTEASES
(EC 3.4.-.-)*

ENDOPEPTIDADSES EXOPEPTIDASES
(EC 3.4.11) (EC 3.4.21)

1-ala)-ser —I"“!"—I-'l'{_"'-’j:‘.l"3 —gly—gly—ar ‘;imﬂ —ghu—lys
S

* Enzyme Comission (International Union of Biochemistry)



ENDOPEPTIDADSES

Cisteina-proteases™ Serina-proteases™
(EC 3.4.22) (EC 3.4.21)
Metalo-proteases™ Aspartil proteases
(EC 3.4.24) (EC 3.4.23)

Treonina

Acido glutamico



Cisteina-proteases Serina-proteases

A SR 4

/s A\

Metalo-proteases Aspartil proteases

*Plasmodium spp



*Plasmodium spp

Aspartil proteases
(plasmepsinas)

Cisteina-protease
(falcipaina)

Metalo-protease
(falcilisina)

Hemoglobina
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Ve

METODOS




Técnicas convencionais

Técnicas de ultima geracao



v Objetivo(s) do estudo

v Caracteristicas fisico-quimicas

v’ Caracteristicas bioldgicas

v Grau de aprofundamento



Obtencao das proteases
Mudancas

Fisico-quimicas

Natureza
Estabilidade (°C, pH)

PROTEASES
(Auvidade)



Preparacoes complexas

o
LS

~

-
ZAE

g 8]




Proteases purificadas

Troca ibnica
Gel de filtracéo
Afinidade




Preparacoes dos parasitas

Preparacoes complexas Proteases purificadas

Extratos totais
Proteinas de membrana plasmatica
Proteinas citoplasmaticas

Produtos de excrecao/secrecao™

Rendimento



Escolha dos substratos

Atividade
proteolitica

Preparacdes complexas
Proteases purificadas



Atividade proteolitica

Ensaios — substratos proteicos

Ensaios — substratos sintéticos



PROTEASES

Preparacoes complexas®™  proteases purificadas

Substratos protéicos

< Gelatina>




PROTEASES

Caseina

Hemoglobina

*Especificidade



PROTEASES

SIKVAV |

o Fibronectina AT,

Schistosoma mansoni (cercarias)
Haemonchus contortus (vermes adultos)
Larvas de dipteros causadoras de miiases



PROTEASES

Hemoglobina

Haemonchus contortus

Schistosoma mansoni

Plasmodium spp




PROTEASES

“In vitro”

e
gy
o
-
:é?l,.
= S
==

“In vivo”

Relacao parasita-hospedeiro



PROTEASES

Preparacoes complexas Proteases purificadas™

Substratos sintéticos

Investigar a especificidade
Procedimentos de purificacao
INnteracao protease - inibidor

Quantificar a atividade hidrolitica
Caracterizacao quanto as classes



P- nitroalinida Bapna

Z-Arg-MCA

¢ 7-amino -4 methylcoumarin

No— —(H—C-
NH( CH NH 0
2¢ (CHz)g T

NH © >

|
@— CHZU'—U= 0 CHH

Blocking group: bénzyloxycarbonyl




Ensaios para a deteccédo das
proteases dos parasitas

Avaliar a atividade enzimatica



Deteccéo eletroforética das proteases

Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SDS-PAGE

Tisselius, 1937
Raymond & Weintraub, 1959

Laemmli, 1970



SDS-PAGE

3 |- Mixture of
macromaolecules

Electrophoresis

Direction of —_—

electrophoresis

- Porous gel

Staining solution in tray




Deteccao em gel contendo substrato

SDS-PAGE-Substrate
(HEUSSEN & DOWDLE, 1980)

Atividade proteolitica

Preparacoes complexas Proteases purificadas

Condicdoes nativas
Levemente desnaturantes



sample loaded onto gel

Gelatina Colageno Hemoglobina

Caseina Laminina _
BSA Fibronectina Imunoglobulinas

Zimograma

Azul de Coomassie
Amido Black




SDS-PAGE-gelatina

L2 ESP L3 ESP

Protease activity in excretory—secretory products
of Oestrus ovis (Diptera: Oestridae) larvae

Tabouret al., 2003 (Veterinary Parasitology)



SDS-PAGE-gelatina

Du g3 g (i) @ o7 pHS  pHY  pHI0  pHII

gERZRR

The proteinases of Psoroptes ovis, the sheep scab mite—
their diversity and substrate specificity

Kenyon & Knox, 2000 (Veterinary Parasitology)



SDS-PAGE-gelatina

40 kDa

40 kDa

Purification and Characterization of a Hemoglobin Degrading

Aspartic Protease from the Malarial Parasite Plasmodium vivax

Sharma et al., 2005 (Journal of Biochemistry)



SDS-PAGE-substrato

il

Gelatina BSA

Colageno

Hemoglobina

Giardia duodenalis: protein substrates degradation
by trophozoite proteases

Coradi & Guimaréaes, 2006 (Parasitology Research)



SDS-PAGE-substrato

CP30, a Cysteine Proteinase Involved in
Trichomonas vaginalis Cytoadherence

Mendoza-Lopez et al., 2000 (Infection and Immunity)



VANTAGENS

v Recuperar a atividade das proteases
vEstimar o peso molecular

vEstudo de diversos tipos de proteinas
vSimplicidade e sensibilidade

v Padrdes de hidrdlise reprodutiveis



LIMITACOES

v Algumas proteases perdem a atividade

v Deteccao das endoproteases

vGelatina nao é substrato — proteases

v'Substrato - interferir na migracao proteinas



Ensalos de inibicao da atividade
proteolitica

Caracterizacao PROTEASES

Atividade enzimatica

Efeito de Inibidores

Cisteina-proteases Metalo-proteases
Serina-proteases Aspartil-proteases



Inibidores sintéticos de proteases

Enzimas Alvo

Inibidores>*

EDTA e Metalo-proteases
Fenantrolina




sample loaded onto gel
by pipette

Controle E-64



SDS-PAGE-gelatina

Controle PMSF TLCK E-64

Protease Activity in Giardia duodenalis Trophozoites of Axenic
Strains Isolated from Symptomatic and Asymptomatic Patients

Guimaraes et al., 2003 (Mem. Inst. Oswaldo Cruz)



SDS-PAGE-substrato

Collagen | Collagen 1 Elastin " Gelatin ~ Casein
(M CM+PMSF M CMHPMSFE CM CM+PMSF M CM+PMSF M CM+PMSH

Hemoglobin
CM  CM+PMSF

Identification and properties of proteases from an Acanthamoeba
Isolate capable of producing granulomatous encephalitis

Sissons et al., 2006 (BMC Microbiology)



Ensaios Espectrofotométricos

Quantificar a atividade hidrolitica
(degradacao dos substratos)

Substratos sintéticos _

Azocaseina /I§

Azoalbumina




Ensaios Espectrofotométricos

Figura 7. Cinética da atividade hidrolitica
dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e
terceiro estagios de D. hominis sobre a
AZOCASEINA.

Absorvancia (405 nm)

8 12

tempo (horas)

—— L1 —e—L2 L3

Absorvancia (405 nm)

Figura 9. Atividade proteolitica dos PE/S de
larvas de segundo estagio (L2) de
D. hominis, tratados e nao tratados (CE) com

inibidores de proteases, sobre a
AZOCASEINA.

Inibidores

B PMSF ODClI
EELA ELEU
OEDTA B FEN

Analise bioguimica dos produtos de
excrecao/Zsecrecao de larvas de Dermatobia hominis
Dissertacao de Mestrado



Ensaios Espectrofotométricos

L
o N

o
©

Absorvancia (405 nm)
o o
N o

o
N

Figura 11. Cinética da atividade hidrolitica

dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e

terceiro estagios de D. hominis sobre
s s BAPNA.

O 05 1 15 2 25 3 35 4 45

tempo (horas)

——L1 L2 L3

Qo
o

Figura 12. Atividade proteolitica dos PE/S
de larvas de segundo estagio (L2) de

D. hominis, tratados e nao tratados (CE)
com inibidores de proteases, sobre BAPNA.

Inibidores

B CE B PMSF 0ODCI BTPCK OTLCK BELA
BLEU OA-P B EG4 OEDTA BFEN

Analise bioguimica dos produtos de
excrecao/Zsecrecao de larvas de Dermatobia hominis
Dissertacao de Mestrado



PROTEASES

Falalels

Relagcao parasita-hospedeiro
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TECNICAS MOLECULARES

UTILIZADAS EM ESTUDOS DE
DOENCAS DE INTERESSE
VETERINARIO

.
. 1
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", MarC|a Cristina de Sena Oliveira
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‘/ ldentificacao do agente: “técnica ouro”

a—

N =8

5/ Pesquisa de anticorpos

_;.ﬂﬂwfﬁ’n

".ﬁ&l
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Organismo vive juntamente ou sobre outro
organismo Vivo

Helmintos, fungos, protozoarios,
bacterias, virus .

Nem sempre provocam doenca no
hospedeiro

L /o W
PN A

E.m‘-‘@& Ministério da Agricultura, . » @s It
o A
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Trabalhar com os acidos nucleicos é

a maneira mais facil e pratica de se

chegar a uma proteina

L . 3 Wi
Os acidos nucleicos sao formados (l apenas
4 tipos de monoOmeros

Proteinas - 20 tipos de aminoacidos

Em'-“-tla Ministerio da Agricultura,
Pecudria Sudeste Pecuaria e Abastecimento
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i PROTEIN

COOH
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A informacao genética em todos 0s
animais é escrita por meio das mesmas
sequéncias de DNA

l

Técnicas bloqmmlcai “
simples

Acidos nucleicos s&o moléculas muito mais
ey S|mples que as proteinas

’\’ﬂw/j"im&

Em'-‘ana Ministério da Agricultura, . - @s

Foouids Eudesis Pecuaria e Abastecimento
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Caenorhabditis elegans

schistosoma mansoni

.

-
' =

Entamoeba histoI}ytica

Plasmodium spp.

Brugia malayi

i ;}‘h 3 W
st b LA RGP
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2 Muitos parasitas cujas sequéncias nao

sdo ainda conhecidas

f’hwf&hmﬂ

L X A
E.m‘-‘a:a Ministerio da Agricultura, .
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Desnaturacao
Anelamento

Extensao g = |
~ No maximo 40 ciclos

Ministerio da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento




BCR.:

Denaturation 94°C

[ ]

- 00000000000
sy ': ‘."":: ‘-. -‘ .‘:::"“?:.

(Andy Vierstraete 1999

Y ‘#
b

Ministerio da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento




Desnaturacao

Mative {double helix) l

Temperatura 95 °C

Denatured
{random cail)

pH alcalino
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“primer”

Segmento de interesze

; E
Ly
Z

u B primers
]

| ==

+
ra ] ———3 [
- ==
? , = ] +

Frimeira Ciclo Segundao Cicla

Duasz Diiplices Quatro Duplices

Em‘?""‘ ifFa n
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Foouids Eudesis Pecuaria e Abastecimento
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Terceira Ciclo
Qito DUplices

R .
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Extensao

72°C

Ministerio da Agricultura, . '
Pecuaria e Abastecimento R -!! S oETomas
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DNA QUE CONTEM A SEQUENCIA ALVO

Padronlza(;ao da técnica de extracao

Lr

Em'-_"?na Ministério da Agricultura, B
Pecudria Sudeste Pecuaria e Abastecimento ,! (B Tonos
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CUIDADOS

Uso de luvas

Espécimes clinicos adequados e bem
preservados "\

1 w2
Volume/quantidade da amostra

_--"\’Hw/f"‘nmﬂ

."""tu'.-

Em‘-‘aoa Ministério da Agricultura,
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SOLUCOES

".ﬁ&l
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DNA absorve luz a 260 nm

Proteinas absorvem luz a 280 nm

Concentracao de DNA = leitura da DO260 x 50 x

-

fator diluicao . ¥

e

| Pureza: DO260/D0280= | 1,8

Em'-‘@& Ministério da Agricultura,
Pecudria Sudese Pecuaria e Abastecimento




‘f QUALIDADE DO DNA

— g

—

i
VOLUME DE DNA USADO NA REACAO

§ m’fama
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Gene 18s r DNA

Bibliotecas de DNA
gendmico

RAPD-PCR —

' =

Programas disponiveis na internet

— Primer 3

b I 4 Primer Designer

Emwa B Ministério da Agricultura, . :

Pecudria Sudesle Pecuaria e Abastecimento e S R R




.M. Morgan and R. C. A. Thompson

RAPD Profiles

common band

common band

Blot onto nylon membrane

-

b 12 Screen with human DNA,
Faecal DNA, other parasites efc

Pick bands:

- specific to parasite amplified
* that do not cross react

« common to all isolates

3. Subclone, sequence and
I ol Design PCR primers
. i Fig. 1. Description of a method for developing
- diagnostic PCR primers for parasites using RAPD
mﬁ analvsis.
rE -y | '..f-
_.WHM'.
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~Pecusria Sudeste Pecuaria e Abastecimento B

uUum PAIS DE TODOS

GO ERED FECEE AL




/ DNA

/ “PRIMERS”

/ dNTPs

JDNA polimerase

2 ;}‘t 9% ¥/
AT
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Analise dos frragmentos amplificados

ELETROAFORESE EM GEL DE AGAROSE

Em;a-na Ministerio da Agricultura, B -
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;/ Sequenciamento

Digestao com enzimas de
restricao | B

;/_ Hlbrldlza(;ao ou Nested-PCR

f"ﬁu;z@‘hmh
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«//SENSIBILIDADE (Controle Positivo)

L -
- oy —
-
- o
.
. 1
3 —

«/ESPECIFICIDADE (Controle Negativo)

i P AN
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6/ PRIMEIRA REACAO DE PCR

6/ SEGUNDA REACAO DE PCR

¥
v | SIGNIFICATIVO DA‘ -
SENSIBILIDADE

'{\m gy ;f}_ﬁl h' | hs . A

Em'-‘ana Ministério da Agricultura,
Pecudria Sudese Pecuaria e Abastecimento




First Set of Primers Target DNA Flrst Set of Primers

{Outer) \ {Outer)

t First amplicon z

Second Set of Primers Second Set of Primers
(Inner) {Inner)

Specific Amplification of the Target DNA
=
Ny,

i’ﬂwf
PR J}IHH-I::'—- _:-.

Foouids Eudesis Pecuaria e Abastecimento
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Eletroforese dos produtos de amplificacédo de DNA de Babesia
bigemina, pelas tecnicas de PCR (1-2) e N-PCR (4-7).

Em;aua M!HI%t?flﬂ da Agngultura. B »
Pesuaria Sudaste PE’CL.IEI Ma & AbESTECImEﬂtU l
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sequéncia alvo por reacao

5/ Utilizacao de varios pares de “primers”

! -
Separar parasitas morfologicamente
parecidos

2 ;}‘t 9% ¥/
it b TR
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220 D5, Zarlenga, J. Higgins / Veterinary Parasitology 101 (20071) 215-230
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Fig. 1. Multiplex PCR of gastrointestinal nematode genomic DINA. Adult parasite-derived genomic DMNAs from
. radiarion (R), Q. ostertagsi (O), T. colfubriformis (T), H. placei (H) and C. oncophora (C) were mixed in equal
quantities (20 pg/parasite sample) in the combinations as indicated in this figure by “‘+ 7. PCR was performed in a
50 il reaction which contained all five primer sets, each of which is specific for one of the five species indicated
above. Primers of the multiplex PCR primer mix are defined in Zarlenga et al. (2001). PCR products (10 pl) were
separated by agarose gel electrophoresis and visualized by ethidium bromide staining. As demonstrated in the
figure, even in the presence of all five primer sets, positive PCR signals were only observed in those samples where

the homologous genomic DINA was included in the PCR reaction. This figure was reprinted from Zarlenga et al.
(2001).



Amplificacao usando primers escolhidos
ao acaso

/ Produtos amplificados sao
comparados entre amostras

/ Similaridades e diferencas sao
| anallsadas

’hﬂ -ré‘* hh
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;/ Tecnica facilmente executavel

‘/ Influenciada por varios fatores
Qualidade do DNA
Concentracao do DNA alvo '

- E > -_.- - "

| j;:'ﬂ'i# A\H-ﬁ 7
i P AR
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(Transcriptase reversa)

Maior quantidade nas célulai" ‘i
J RNA nao € muito utilizado para
_diagnastico

‘/ DNA ¢é entdo amplificado por PCR

-

4 s ;}\h 57 W
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Eletroforese capilar

Eletroforese em gel desnaturante

Ministerio da Agricultura, B »
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TTTT
/%% TTTT
=
@/MF TTTT
k=3 JEE- TTTT
tRMNLA
Oligo-dT matrix
Mixture of cytoplasmic RMNSAS
Misx under

hyhbridizatiomn
conditions

%@E 5 s
T seris, B
=@y, B9 {

TTTT

TTTT

Wirash awway rRNNS
and tRMNA,

Elute colurmn
im low-salt buffar

5 A0 A0, B

I -

i Purified miRMNA preparation
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;/ Transcriptase reversa (mesofilas e termofilas)

Necessita de um “primer” que se ligue a
extremidade 3’ OH livre ou o oligo dT

Wi
/ Otimizacao de todos 0s componentes
da rea(;éo
‘hﬂ ¥ /A‘* 'h &
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MARCADORES MOLECULARES E SUAS APLICACOES NO MELHORAMENTO
ANIMAL

Luciana Correia de Almeida Regitano
Embrapa Pecuéria Sudeste, Rodovia Washington Luiz, km 234, C. P. 339. CEP
13560-970 — S&o Carlos, SP. luciana@cppse.embrapa.br

Introducéo

Marcadores genéticos tém sido elementos fundamentais nos estudos de
segregacao de caracteres hereditarios, na analise do comportamento de genes em
populacdes e na reconstrucdo da historia evolutiva de populacbes, entre outras
aplicacdes.

Desde a descoberta do DNA, a genética molecular experimentou extraordinario
avanco, que passou pelo desenvolvimento de métodos de analise da estrutura e da
funcdo do material genético, e de equipamentos com capacidade para analise
automatizada de grande quantidade de amostras, até o desenvolvimento de métodos
estatisticos e de ferramentas de informética, resultando na ciéncia conhecida como
gendmica.

Os projetos de sequenciamento do genoma de grande numero de espécies
produziram volume razoavel de informacdes, que, aliadas a evolugdo metodoldgica,
permitram o desenvolvimento de uma variedade de marcadores genéticos
moleculares.

O sequenciamento do genoma do bovino teve sua primeira versdo em julho
de 2005, ano em que um mapa genético com aproximadamente 4.000 marcadores
foi também publicado, o que significa dizer que todos os intervalos de todos os
cromossomos dos bovinos possuem pelo menos um ponto de referéncia. Assim
como em outras espécies, tais como suinos, aves e ovinos, esse panorama vem se
aprimorando com a geracdo macica de dados sobre variacbes de sequéncia
resultantes da comparacao de seqiiéncias entre individuos.

As informacdes geradas pelos projetos de genoma permitiram, por exemplo, o
mapeamento de mais de 1.600 mutacbes responsaveis por caracteristicas de

heranca mendeliana em humanos. Em suinos e em bovinos, dezenas de doencgas
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hereditarias tiveram seu mecanismo molecular desvendado. Porém, o desafio de

elucidar os mecanismos determinantes da variacdo genética de caracteristicas mais
complexas, entre as quais figura a maioria das caracteristicas de interesse
econdmico dos animais domésticos, permanece (Georges & Andersson, 2003).
Geralmente, essas caracteristicas sao controladas por muitos genes, que podem
resultar em complexas interacdes alélicas e ndo alélicas, e séo influenciadas pelo
ambiente. Diversos estudos tém demonstrado a possibilidade de mapear genes ou
blocos de genes adjacentes que influenciam uma caracteristica quantitativa,
denominados quantitative trait loci (QTL).

Mais recentemente, a analise de expressdo em escala genbmica, também
denominada genética gendmica ou mapeamento de transcriptoma, tem permitido a
identificacdo de variagdo no padrao de expressédo de conjuntos de genes expressos
que, aliada a analise de marcadores, possibilita identificar regibes do genoma
responsaveis pelas variagcdes na expressdo desses genes (Kadarmideen et al.,
2006). Essa integracdo de informacdes estruturais e funcionais devera permitir
melhor conhecimento do controle genético das caracteristicas de interesse

econdmico e auxiliar as decisdes do melhoramento.

Marcadores moleculares

Desde a redescoberta dos principios de Mendel, no inicio do século XX, o
foco da atencdo dos geneticistas passou a ser o gene como unidade fundamental da
variacdo biologica. Com o desenvolvimento da genética de populacbes, surgiu o
conceito de utilizacdo de genes individuais como marcadores, com a finalidade de
fazer inferéncias sobre as caracteristicas de uma populacéo, tais como o contetudo
de variabilidade, os padr6es de migracao, a selecdo e a deriva genética.

Marcadores genéticos sdo caracteres de heranca mendeliana simples, em
que o padrao fenotipico individual pode ser experimentalmente determinado, de
modo a permitir que a segregacdo do loco marcador responsével pelo caréater seja
acompanhada. A andlise de segregacao requer a existéncia de pelo menos duas
formas alélicas, ou seja, a existéncia de polimorfismo no loco marcador.

Inicialmente, as caracteristicas disponiveis para esse tipo de analise eram as
mutacdes que produziam alteragbes morfoldégicas, como o nanismo, a auséncia de

asas em Drosophila ou a auséncia de pélos em camundongos. Entretanto, tais
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mutacfes sdo pouco freqientes nas populacdes naturais, em que a maior parte da

variacado genética € de carater continuo (Tanksley, 1993). Além disso, mutacdes que
provocam alteragbes fenotipicas drasticas, como as citadas, geralmente
comprometem a adaptacédo do individuo, o que reduz sua utilidade em estudos de
comparacao entre populacdes.

As primeiras contribuicbes ao estudo de marcadores genéticos em animais
foram as descobertas dos polimorfismos de antigenos eritrocitarios (Stormont &
Cumley, 1943). A analise de marcadores foi ampliada com o desenvolvimento de
técnicas de eletroforese de proteinas associadas a métodos de coloracéo
histoquimica, que permitiram que a variagdo genética das proteinas passasse a ser
estudada (Smithies, 1955).

Porém, com o desenvolvimento das técnicas de analise de DNA, a possibilidade
de analisar variacdes individuais nas sequéncias de DNA, independentemente de
corresponderem a um peptideo ou nado, permitiu o desenvolvimento de diversos tipos
de marcadores moleculares. Nesse caso, cada segmento do DNA constitui um loco e
os padrbes correspondentes as variacbes de sequiéncia nesse segmento constituem
fenotipos moleculares. Muitos desses marcadores se utilizam da técnica de reacédo em
cadeia da polimerase (PCR), que permitiu a automacéo e a simplificacdo das etapas
de obtencdo dos padr6es moleculares. Nessa técnica, segmentos de DNA especificos
sdo replicados in vitro e isso resulta na producdo de milhares de copias da sequéncia
desejada, em quantidade suficiente para permitir a pronta visualizacdo do DNA, sem a
necessidade de meétodos indiretos. Além disso, os produtos da PCR podem ser
utilizados na construcéo de sondas e de moléculas recombinantes.

Os diversos tipos de marcadores moleculares revelam variagées de sequéncia
oriundas de diferentes mecanismos de mutacao e a escolha do tipo de marcador a ser
utilizado depende essencialmente da aplicacdo, mas deve levar em conta dificuldade
técnica, custo para a obtencdo do niumero necessario de genotipos, informatividade,

distribuicdo pelo genoma e o tipo de interacdo alélica.

Polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo

A ocorréncia de variacao individual no nimero e no tamanho dos fragmentos
formados pela digestdo do DNA com uma enzima de restricdo foi demonstrada por
Grodzicker et al. (1975), em adenovirus. Essa variacdo é o resultado de mutagdes de
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ponto, que eliminam ou criam sitios de restricdo para determinada enzima, podendo

também originar-se de eventos de insercao ou de delecéo entre dois sitios de restricao
adjacentes. Essa variacdo foi denominada polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP, sigla derivada de restriction fragment length
polymorphism).

O método desenvolvido para adenovirus ndo produziu resultados satisfatorios
em eucariotos superiores pois, em virtude do tamanho do genoma dessas espécies, 0
nuamero de fragmentos resultantes da digestdo com enzimas de restricdo é muito
grande. Conseguentemente, tentativas de separar esses fragmentos por eletroforese
em gel produziram um rastro em vez de bandas discretas. A solucdo para esse
problema surgiu com o desenvolvimento da técnica de Southern blot (Southern, 1975),
na qual os fragmentos separados por eletroforese séo transferidos para um suporte
solido, usualmente uma membrana de nitrocelulose ou de nailon, imobilizados e
desnaturados. Uma vez que a molécula de DNA tem tendéncia a formar fitas duplas
complementares, um segmento de DNA de fita simples € utilizado como sonda. A
sonda é marcada com um isétopo radioativo, como o *?P, ou, mais recentemente, com
moléculas antigénicas que sdo detectadas por anticorpos associados a enzimas que
catalisam reacBes cromogénicas ou quimiluminescentes. Como resultado, apenas os
fragmentos complementares a seqiéncia da sonda séo revelados.

As sondas utilizadas para a obtencdo de marcadores do tipo RFLP podem ser
ou ndo originadas de regides codificadoras. O emprego de sonda de DNA
complementar ao RNA mensageiro (cDNA) € 0 mais comum e apresenta a vantagem
de ndo conter sequéncias repetitivas. Sondas andnimas, constituidas por fragmentos
de DNA gendmico ao acaso, possibilitam a rapida obtencdo de novos marcadores,
além de permitirem a andlise de regides ndo codificadoras do genoma. Porém, em
virtude da abundancia de DNA repetitivo no genoma dos eucariotos, quando o objetivo
€ a obtencdo de marcadores unilocais, essas sondas devem ser submetidas a um
processo de selecdo, de forma a garantir que apenas aquelas que representam
seqguéncias de cdpia Unica sejam empregadas.

Os marcadores de RFLP sdo co-dominantes e muitos dos locos descritos sao
dialélicos, quer originados de mutacfes de ponto quer de mutacdes estruturais.
Marcadores dialélicos sdo bastante limitados para o mapeamento genético, em

consequéncia do numero de cruzamentos informativos, que € funcdo do niumero de
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progenitores que segregam para o marcador (heterozigotos) e do numero de progénies

nas quais se pode atribuir um dos alelos ao progenitor. Essa relacdo pode ser
quantificada pelo valor de contetdo de informacdo polimorfica (PIC), definido por
Botstein et al. (1980) como
nloop) nl o 2 2
PIC :[1—; piJ—;j;lz P, P

Nesta equacédo, o primeiro membro corresponde a propor¢cdo de individuos
heterozigotos na populacdo, pressupondo-se equilibrio de Hardy-Weinberg. Essa
propor¢cdo € também definida como diversidade génica (Weir, 1996). Dessa
diversidade se subtrai a propor¢cdo esperada de progénies ndo informativas, isto €,
aquelas em que ndo é possivel diferenciar o alelo paterno do materno. Um exemplo
seria 0 acasalamento de dois individuos heterozigotos idénticos (A1A; X Ai1A2): em
aproximadamente metade de suas progénies, as progénies heterozigotas, o alelo A;
poderia ter origem tanto paterna quanto materna. O mesmo raciocinio seria valido
para a analise da origem do alelo A..

Outras desvantagens dos marcadores de RFLP sdo a presenca de alelos
raros, 0s quais fazem com que muitas populacdes apresentem padrdo monomorfico,
e o grau de dificuldade técnica. Como foi mencionado, a técnica original depende do
desenvolvimento e da selecédo de sondas com base em bibliotecas gendmicas ou de
cDNA e da identificacdo das combinacbes de sonda e endonuclease de restricao
gue revelam polimorfismos.

Para a analise de RFLP com a PCR, as extremidades da sonda que revelou o
polimorfismo sdo sequenciadas e as informacfes sdo utilizadas para a sintese de
primers complementares (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Quando a posi¢cédo do sitio
polimorfico € conhecida, por exemplo, dentro de um gene bem caracterizado, 0s
primers podem ser desenvolvidos com base em sequéncias publicadas ou catalogadas
em bases de dados, tais como o GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A regido que
contém os sitios polimorficos de restricdo € amplificada e os fragmentos produzidos
pela digestdo do produto de amplificacdo podem ser entdo analisados em géis de
agarose. A grande vantagem dos marcadores de RFLP para estudos de populagéo € a
reprodutibilidade dos padrbes fenotipicos; isso permite a designacdo de alelos

correspondentes a cada padréo de fragmentos de restricdo, que podem ser facilmente
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comparados entre as populacdes. Sdo muito utilizados como método diagnéstico,

guando, por exemplo, um loco de RFLP é associado a uma caracteristica monogénica,

tal como uma doenca hereditéria.

Microssatélites

Os genomas dos eucariotos abrigam grande quantidade de DNA repetitivo,
classificado de acordo com o numero de nucleotideos e a complexidade da seqiéncia
que compde as repeticbes. As diferentes classes sao também caracterizadas por
comportamento tipico quanto a distribuicio no genoma e quanto ao mecanismo
envolvido em suas origens (Jobse et al., 1995).

A variabilidade de sequéncias repetitivas foi utilizada para a producédo de perfis
caracteristicos de cada individuo pela técnica de DNA fingerprinting. Essa técnica € de
grande utilidade na identificacdo de individuos ou de linhagens e em testes de
paternidade. Entretanto, a aplicacdo em estudos de populacdo pode ser dificultada
pela elevada variagdo intrapopulacional, ndo sendo possivel estabelecer um perfil
caracteristico de uma populacao, principalmente naquelas que possuem base genética
ampla. Além disso, sua natureza multilocal ndo permite admitir, sem detalhada analise
de segregacdo, que fragmentos de mesma taxa de migracdo sejam alelos idénticos de
um mesmo loco.

Avanco importante na obtencdo de marcadores hipervariaveis unilocais veio da
utilizacdo de uma classe de DNA repetitivo, as seqiiéncias de microssatélites ou SSR
(simple sequence repeats). Os microssatélites sao caracterizados por repeticbes em
tandem de um mono-, di-, tri- ou tetranucleotideo, localizadas dentro de regides de
seqguéncia unica. Cada bloco de repeticbes € geralmente menor do que 100 pares de
nucleotideos (Tautz, 1989). Do mesmo modo que outras regides repetitivas do
genoma, a variacao do numero de repeticbes em cada loco é provavelmente resultante
de erros no deslocamento da DNA-polimerase durante a replicacdo do DNA.

Os microssatélites poli(G) e poli(A) sdo os mais simples, enquanto poli(GT) séao
os mais frequientes, aparecendo em aproximadamente 5 a 10 x 10* locos individuais no
genoma dos mamiferos. Muitos outros microssatélites foram identificados até o
momento e € possivel que qualquer sequéncia de poucos nucleotideos represente um

microssatélite no genoma de eucariotos.
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Os microssatélites podem ser amplificados de maneira especifica pela técnica

de PCR, utlizando primers que contém parte da sequéncia flanqueadora. A
amplificacdo resulta em produtos de diferente tamanho, em funcdo do numero de
cOpias da sequéncia repetitiva delimitada pelos primers. A maior dificuldade técnica
esta relacionada a identificacdo dos genotipos, principalmente nos locos de
microssatélites constituidos por repeticdes de um a dois nucleotideos, nos quais dois
alelos adjacentes diferem entre si por apenas um ou dois pares de bases,
respectivamente. H& necessidade, portanto, de separar os produtos de PCR por
eletroforese em gel de poliacrilamida de alta definicdo. A identificacdo dos produtos
pode se valer de trés estratégias:

1) Utilizagcdo de um dos primers marcados com is6topo radioativo. Essa
marcacdo pode ser feita pela adicdo de [y*’P] catalisada pela enzima T4-
polinucleotideoquinase.

2) Marcacdo de um dos primers com fluoréforos e leitura em equipamento
sequenciador automaético.

3) Coloracao do gel por impregnacédo com prata.

O desenvolvimento de marcadores de microssatélites pode ser feito pela analise
de sequéncias contidas em bancos de dados, localizando-se aquelas que contém SSR
e delineando-se primers para a regido que flanqueia a repeticdo. Outra estratégia é a
selecdo de fragmentos contidos em uma biblioteca genémica. A selecdo dos clones
que contém microssatélites pode ser realizada pela hibridizacdo das colénias que
constituem a biblioteca com um oligonucleotideo sintético marcado, composto pela
repeticdo que se procura, por exemplo (dG-dT);s ou (dA-dA-dT)io para localizar as
repeticdes de dinucleotideos CA ou de trinucleotideo TTA, respectivamente. Algumas
metodologias utilizam o prévio enriqguecimento das bibliotecas por meio de métodos
gue promovam a clonagem preferencial de fragmentos que contenham sequéncias
repetitivas.

Os clones positivos, isto é, aqueles que ficaram marcados apdés a hibridizacao,
séo isolados e sequenciados para o desenvolvimento de primers complementares as
sequéncias flanqueadoras dos SSR.

Uma vez que os primers utilizados sdo complementares as sequéncias de

copia Unica, obtém-se marcadores unilocais, altamente polimérficos e de heranca
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co-dominante. Esses atributos sdo de grande valor para a construcdo de mapas

genéticos.

Distor¢bes da segregacdo podem surgir em decorréncia da “expansédo” ou da
“contracdo” do microssatélite durante a meiose. A freqiiéncia desses eventos é da
ordem de 10 ~* a 10 ~° por loco, por gameta (Holmes, 1994). Entretanto, em presenca
de alteracdes do sistema de reparo, a taxa de mutacdo pode aumentar de 100 a 1.000
vezes. A instabilidade resultante tem sido associada com o desenvolvimento de alguns
tipos de cancer (Simpson, 1996) e com doencas hereditarias, como a sindrome do
cromossomo X fragil.

Ao considerar a frequéncia dessas sequéncias e a média do tamanho do
genoma de mamifero de 3 x 10° pares de nucleotideos, seria possivel construir mapas
genéticos das espécies domeésticas com aproximadamente 10.000 locos de
microssatélites. Em bovinos e em outras espécies domeésticas, como suinos, galinhas,
ovelhas, cabras e cavalos, mapas genéticos saturados foram obtidos com marcadores
de microssatélites (Vignal et al., 2002).

Apesar dado informativoidade e da distribuicdo regular dos microssatélites, a
padronizacdo da designacéo dos alelos € complexa, uma vez que na maioria dos
locos, a diferenca entre alelos é de apenas dois pares de bases e as estimativas de
tamanho dos fragmentos pode variar entre equipamentos e entre técnicas,. Essa
variacao dificulta a comparacdo de freqiéncias alélicas obtidas em experimentos

independentes.

Polimorfismos de um nucleotideo

Os recentes avancos dos sistemas de sequenciamento automatizado de
acidos nucléicos tém permitido que as sequéncias de diferentes individuos sejam
comparadas. Dessa forma, variacdes individuais, resultantes de mutacdes de ponto,
podem ser identificadas. Essas mutacfes podem ser substituicbes, delecdes e
adicdes de nucleotideos, que, uma vez caracterizadas, constituem os marcadores
de polimorfismos de nucleotideos (SNPs, sigla derivada de single nucleotide
polymorphisms). Apesar de tanto substituicbes quanto insercdes ou delecbes serem
consideradas SNPs, é importante ter em mente que os dois tipos se originam de
mecanismos de mutacédo distintos (Vignal et al., 2002). Apesar de haver muito mais

possibilidades de transversdes (substituicdes de uma purina por uma pirimidina ou
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vice-versa) do que transicdes (substituicdo de uma purina por outra purina ou de

uma pirimidina por outra pirimidina), a razdo observada entre o numero de
transicbes sobre o de transversdes varia de 1,4 em humanos a 2,36 em galinhas
(Vignal et al., 2002).

Os SNPs sao marcadores atraentes para a analise genética, por se
encontrarem em praticamente qualquer regido do genoma ou em qualquer
sequéncia de interesse, por exemplo, em éxons de genes; isso pode ter implicacdes
diretas nas funcbes da proteina correspondente. Outras caracteristicas importantes
sdo a maior estabilidade, quando comparados aos marcadores de microssatélites,
além da possibilidade de automacao. Essa ultima € uma vantagem consideravel em
situacdes que exigem a andlise de grande numero de individuos e de marcadores,
como no caso da utilizacdo de marcadores aleatérios para scans completos de
genomas para localizacéo de QTL.

Muitos métodos podem ser utilizados para genotipar SNPs. A maioria se
baseia na obtencdo e na separagédo de produtos de PCR que sdo —especificos para
um alelo. Isso pode ser conseguido por meio de digestdo com enzimas de restricao,
de extensdo de primer, de polimorfismo de conformacédo de fita simples (Single
Strand Conformation Polymorphism - SSCP), de espectrometria de massa (matrix-
assisted laser desorption and ionization time-of-flight mass spectrometry), de
pirossequenciamento e de transferéncia de energia ressonante (FRET); estes trés
altimos métodos requerem equipamentos especificos. Mais recentemente, métodos
que utilizam a hibridizacdo alelo-especifica em arranjos de alta densidade surgiram
como alternativa para a obtencdo de SNPs em escala gendmica. Apesar do elevado
custo dessa metodologia, a utilizagdo de pools de DNA tem sido proposta como
alternativa para reducéo do custo em estudos de associacao (Pearson et al., 2007).

A maioria dos marcadores do tipo SNPs séo dialélicos, que resultam, como
discutido anteriormente, em pouca informacdo por loco. Do ponto de vista de
mapeamento, cinco marcadores desse tipo fornecem aproximadamente a mesma
informacdo que um loco de microssatélite, de tal forma que os mapas de SNPs
devem ter densidade maior do que os de microssatélites para se obter 0 mesmo
poder de deteccdo de QTL. Porém, a densidade necessaria ao mapeamento fino de

QTL s6 pode ser obtida com esse tipo de marcador (Vignal et al., 2002).
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Mapeamento de QTL

O mapeamento de QTL, ou seja, a deteccéo, a localizacdo e a estimativa do
efeito de regides do genoma associadas a uma caracteristica quantitativa requer
grande numero de animais para os quais estejam disponiveis dados de avaliacdo do
fendtipo de interesse. O numero de individuos necessarios depende da magnitude
do efeito que se deseja identificar, da herdabilidade do carater e da estrutura da
populacdo, entre outros fatores, porém, esse numero é freqientemente da ordem de
milhares. Esse requisito é particularmente restritivo em animais de grande porte, nos
quais o custo de producao e de manutencéo de grandes populacdes experimentais €
elevado.

As populagBes comerciais tém sido Uteis para 0 mapeamento de QTL em
bovinos de leite, dos quais grandes progénies de touro, resultantes do uso intensivo
de inseminacdo artificial, podem ser encontradas. Georges & Andersson (2003)
apontaram como vantagem para o0 mapeamento de QTL em gado leiteiro a intensa
anotacdo de dados referentes a avaliagbes fenotipicas, tais como medidas de
qualidade do leite, avaliacbes da saude do animal, avaliagbes morfométricas e
informacbes de pedigree e de manejo, principalmente nos paises mais
desenvolvidos.

Essa situacdo entretanto ndo se aplica a bovinos de corte, cujas familias sédo
menores e cuja quantidade de caracteristicas fenotipicas avaliadas é restrita. Além
disso, caracteristicas de dificil avaliacdo, tais como taxa de ovulacdo, maciez da
carne e resisténcia a doencas, raramente sdo consideradas em programas de
melhoramento, requerendo a utilizacdo de populacdes experimentais, as quais
devem ser obtidas mediante a utilizacdo de algum delineamento genético, tais como
F2, retrocruzamento ou familias de meios-irméos. Os resultados mais promissores
de identificacdo de marcadores associados a caracteres de interesse econémico sao
os relatados com suinos, de que 1.675 QTL foram descritos em mais de 100
publicagcbes (Rothschild et al., 2007) e algumas mutagcbes em genes, ou em
desequilibrio de ligacdo com a mutacdo causal, tém sido regularmente utilizadas
pela industria de melhoramento de suinos.

O mapeamento de QTL em espécies domésticas beneficia-se do reduzido
tamanho efetivo das populacdes, pois a maioria das racas sao formadas a partir de
pequeno namero de animais fundadores. Esse fato leva a reducdo da complexidade
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das caracteristicas dentro de racas, uma vez que poucos alelos estdo representados

na populacéo.

A utilizacdo de pequeno numero de individuos selecionados para dar origem
a préxima geracdo leva ao aumento de endogamia e ao consequente aumento da
probabilidade de a progénie receber dos parentais regides do genoma que Ssao
idénticas por descendéncia, que podem conter alelos recessivos deletérios, ou seja,
que causam doencas, malformacées ou anomalias hereditarias. A utilizacdo de
marcadores como método diagndstico para eliminar animais portadores de alelos
deletérios estd entre as mais promissoras aplicacbes dessa tecnologia. Como
exemplo, podemos citar a mutacdo responsavel pela sindrome do estresse dos
suinos (Rothschild et al., 2007), a mutacdo no gene que codifica a proteina CD18,
responsavel pela sindrome de deficiéncia de adesdo dos leucécitos, que afeta
bovinos da raca Holandesa (Shuster et al.,, 1992), e a recente descricdo de
mutacfes independentes no gene LRP4 (lipoprotein receptor-related protein 4)

relacionadas a sindactilia dos bovinos (Drogemuller et al., 2007).

Selecdo assistida por marcadores

A selecdo assistida por marcadores (MAS) tem por objetivo aumentar a
acuricia da selecao. Porém, quando se utiliza MAS, apenas alguns dos genes que
contribuem para a variacao do carater selecionado séo avaliados. Assim, a utilizacdo
de informacdo de genoétipo para o marcador, sem considerar as avaliacbes de
diferenca esperada na progénie, que fornecem uma visdo do componente
quantitativo ndo explicado pelo marcador, pode conduzir & rapida fixacdo do alelo de
QTL selecionado e a maior perda de variabilidade durante o processo de selecéo. A
MAS deve ser realizada concomitantemente a selecao tradicional, pois dar grande
énfase a somente um marcador podera ocasionar perda da variabilidade em outros
locos e restringir a selecdo no longo prazo, resultar em efeito carona ou na fixagao
de alelos desfavoraveis por deriva na por¢cdo do genoma ndo associada ao
marcador. Segundo Van Eenennaam (2007), os beneficios da MAS sdo maiores nas
caracteristicas que tém baixa herdabilidade, nas que s&o dificeis ou caras para
mensurar e nas que nao podem ser medidas antes que o animal contribua para dar
origem a proxima geracao. Outras caracteristicas que podem ser beneficamente

selecionadas com MAS sado producdo de leite, habilidade materna, resisténcia a
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doencas, rendimento de carcaca, desempenho de crescimento, fertilidade, eficiéncia

reprodutiva e caracteristicas limitadas pelo sexo.

Os maiores avancgos na area de MAS deverdo ser experimentados quando as
novas tecnologias de andlise de marcadores, tais como microarranjos de DNA, que
permitem a investigacdo simultanea de grande numero de marcadores, chegarem a
um custo compativel com a aplicacdo. Nesse caso, a selecao sera feita com base no
genoma do animal e ndo mais em informacdes pontuais de poucos genes.

Aliadas as técnicas de analise do genoma funcional e da genbémica
comparada, as informacdes sobre QTL deverdo rapidamente conduzir a descoberta
de genes e de mutacdes causais, aquelas que determinam a variagao fenotipica. A
compreensao dos mecanismos biolégicos e do controle genético das caracteristicas
de interesse serd um campo aberto para a manipulacdo da expressao de genes,
quer via transgénese, quer via técnicas de expressao transitoria, tais como o RNA

de interferéncia.

Caracterizacao de recursos genéticos

Uma das premissas fundamentais do melhoramento é a existéncia de
variabilidade genética nas caracteristicas a serem selecionadas. O processo de
melhoramento leva a fixacdo de caracteres e a perda de variabilidade, quer
intencionalmente, por meio de selecdo, quer acidentalmente, por meio de deriva
genética resultante do reduzido tamanho efetivo das populacdes. A conservacéo de
recursos geneéticos animais tem por objetivo manter os repositérios de alelos e de
combinacgdes alélicas que podem vir a suprir necessidades do melhoramento animal,
inclusive para nichos pouco privilegiados pelos objetivos da industria agropecuéria,
como genes relacionados a adaptacéo a condic¢des tropicais e de baixo investimento
tecnolégico (INTERNATIONAL, 2007).

Entretanto, quando se trata de animais domésticos, a manutencdo de
recursos genéticos requer extensas areas e representa custo razoavel. A utilizagdo
de marcadores moleculares permite 0 monitoramento da variabilidade genética e a
estimativa de parametros populacionais, tais como o coeficiente de endogamia. Nas
populacdes em que ndo ha registro genealdgico, é possivel identificar a paternidade,
apesar de esse processo requerer a analise de grande numero de marcadores ou de

padrdes de DNA-fingerprints.
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A anadlise de diversidade intrapopulacional pode também ser utilizada como

método para identificar os acessos que constituem a menor colecdo em que esta
representada a maxima variabilidade genética de uma unidade de preservacao (core
collection). Esse conceito tem sido amplamente utilizado em recursos genéticos
vegetais e foi recentemente proposto para o manejo de colecbes de animais
domeésticos (Egito, 2007).

Consideracg®es finais

Os avancos metodolégicos dos ultimos 50 anos permitiram o desenvolvimento
de um numero ilimitado de marcadores moleculares. A escolha do marcador
adequado a cada situacdo depende principalmente do objetivo do trabalho. Para
construcdo de mapas genéticos e para mapeamento de QTL, marcadores altamente
informativos podem ser melhores, porém, quando se deseja a construcao de mapas
de alta densidade, mesmo que menos informativos, os SNPs sdo mais adequados,
pois se apresentam em maior frequéncia nos genomas. Para fins de comparacéo de
populacdes, além do contetdo de informacao polimérfica, a reprodutibilidade dos

fendtipos moleculares é um dos fatores a ser considerado.
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O melhoramento genético de espécies animais de interesse econémico vem
ocorrendo a milhares de anos por meio da domesticacao e da selecao de fenotipos
desejaveis. Entretanto, o cruzamento de animais com caracteristicas
comercialmente interessantes fornece poucas informacbes a respeito de quais
fatores sdo responsaveis por estes caracteres e de como manipula-los para se obter
o melhoramento genético desses animais mais eficientemente (Ruvinsky & Graves,
2005).

A genética, que tem como um dos primeiros objetivos estudar os padrdes de
heranca dos genes, tornou-se limitada para que pudéssemos alcancar um nivel
superior de conhecimento sobre o genoma completo de diversas espécies. Em
virtude do desenvolvimento de novas técnicas e de novas estratégias de estudo do
DNA para o Projeto Genoma Humano, grandes avancos foram obtidos nas
pesquisas genéticas que envolvem animais de interesse econdmico, mediante
aplicacdo dessas mesmas tecnologias para melhor conhecer e para manipular o
genoma destas espécies.

Surge entdo o que chamamos de “a era da gen6mica”, em que estratégias
avancadas sao utilizadas com o objetivo de aumentar o conhecimento sobre a
estrutura e sobre o funcionamento de genomas inteiros (Hocquette, 2005). A
Genbmica é dividida em duas subéareas: a gendmica estrutural e a gendmica
funcional. A primeira tem por objetivo caracterizar a natureza fisica (DNA) dos
genomas, por meio da identificacao e da localizacdo dos genes, e a segunda estuda
a expressao dos genes, ou seja, o funcionamento do genoma (Hocquette, 2005).

Em espécies de animais de interesse econdémico, a gendmica estrutural vem

permitindo avancgos significativos quanto a localizacdo e a organizacdo dos genes
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por meio do mapeamento gendmico, que € definido como a indicacédo de um gene a

um locus (regido especifica) no cromossomo e o0 posicionamento desse gene em
relacéo a outros genes encontrados no mesmo cromossomo (Womack, 2005).

Atualmente, os mapas gendmicos sdo divididos em trés categorias: mapas
genéticos ou de ligacdo; mapas fisicos, que abrangem o0s mapas de sintenia,
citogenético e de hibridos irradiados (RH); e mapas moleculares ou de sequéncias
de DNA (Ruvinsky & Graves, 2005). Para que a sequéncia de DNA do genoma de
um animal de interesse econdémico seja elucidada e para que todos seus genes
sejam conhecidos, diferentes tipos de mapas vém sendo desenvolvidos com base
na utilizacdo das estratégias de mapeamento do genoma humano. Essas estratégias
definem desde a simples indicagcdo de um gene a um cromossomo até a obtencéo
da sua sequéncia completa de bases (CURSO, 2003).

O mapeamento gendmico em animais de interesse econémico € importante
por quatro motivos principais: para localizar genes responsaveis por caracteristicas
comercialmente importantes, tais como produgao de leite e maciez de carne; para
localizar genes associados a doencgas, sejam eles envolvidos na patogénese ou na
resisténcia a doenca; para procurar genes que sirvam como modelo no estudo dos
efeitos de doencas genéticas humanas; e finalmente, para estudar os mecanismos
de rearranjos cromossémicos que resultaram na evolucdo das diferentes espécies
de mamiferos (CURSO, 2003; Womack, 2005).

Como iniciar os estudos de mapeamento do genoma de uma espécie de
mamifero de interesse econémico?

O primeiro passo é saber quais genes pertencem a um mesmo Cromossomo.
Essa informagdo é obtida construindo-se o mapa denominado sinténico ou de
sintenia. Esse tipo de mapa, que é construido sem a necessidade de cruzamento
sexual, é feito por meio da utilizacdo de um conjunto de linhagens de células
hibridas resultantes da fusdo do genoma das células de uma espécie “hospedeira”
com o0 genoma das células da espécie de interesse (Ruvinsky & Graves, 2005).
Cada linhagem celular apresenta o conjunto completo do genoma hospedeiro mais
um ou dois cromossomos inteiros do genoma em estudo. O mapeamento de um
grupo de genes se da utilizando-se a técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com o DNA de todas as linhagens celulares do conjunto, seguida da analise
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estatistica do padrédo de presenca ou de auséncia do gene nas diferentes linhagens

celulares (Ruvinsky & Graves, 2005). Genes com padrbes de presenca e de
auséncia parecidos séo categorizados em um mesmo grupo de sintenia. Entretanto,
0o mapa de sintenia ndo fornece informacdes quanto a ordem dos genes no
cromossomo e quanto a qual cromossomo esse grupo de genes pertence (Ruvinsky
& Graves, 2005).

Como saber em qual cromossomo um grupo de sintenia esta localizado?

Para obter essa informacédo, € preciso gerar outro tipo de mapa, 0 mapa
citogenético. Este mapa é construido por meio da técnica de hibridizacéo in situ, que
utiliza sequéncias de DNA (sondas) complementares aos genes-alvo, para hibridizar
em cromossomos metafasicos do genoma de interesse contidos em laminas de
microscopio (Ruvinsky & Graves, 2005). Diferente do mapa de sintenia, 0 mapa
citogenético permite a visualizacdo dos genes nos cromossomos, pois a ligacdo da
sonda ao gene produz um sinal visivel que permite identificar o gene no
cromossomo. Assim, 0s grupos de sintenia passam a pertencer a um Cromossomo
do cariotipo da espécie, sendo possivel diferenciar em qual braco ou em qual regido
do cromossomo 0s genes estédo localizados (Ruvinsky & Graves, 2005). Entretanto,
a ordem e a distancia desses genes ainda ndo sdo conhecidas, pois 0 mapa
citogenético, apesar de ser classificado como um tipo de mapa fisico, € um mapa de

baixa resolucao, ou seja, pouco detalhado.

Como conhecer a ordem dos genes e a distancia entre eles no cromossomo?
Existem duas estratégias que permitem identificar a ordem e a distancia entre
0S genes: 0 mapeamento genético e o mapeamento RH — que utiliza células hibridas
irradiadas (Ruvinsky & Graves, 2005). O mapa genético fornece a ordem dos genes
em um cromossomo com base na frequéncia de recombinacéo entre eles (Griffiths
et al., 2006). Sabemos que cada individuo dipléide possui duas copias de cada gene
em suas células — cada cépia localizada em um cromossomo homodlogo. Quando
essas copias sao iguais, ou seja, quando a forma do gene (alelo) representada é a
mesma nos dois cromossomos homoélogos, dizemos que o individuo € homozigoto

para o gene (DICTIONARY, 2007). Quando os cromossomos homdlogos possuem
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alelos diferentes, dizemos que o individuo € heterozigoto para o gene (Griffiths et al.,

2006).

Durante o processo de formacéo dos gametas (meiose), esses cromossomos
podem trocar pedacos por meio do mecanismo chamado recombinagao ou crossing-
over (DICTIONARY, 2007). Nos gametas resultantes, os cromossomos podem
conter os mesmos alelos do parental ou cromossomos recombinantes com
combinagdes de alelos diferentes daquelas do parental (Griffiths et al., 2006).

Em 1911, um aluno de Thomas Hunt Morgan (descobridor do crossing-over),
Alfred Sturtevant, utilizou a teoria da recombinacdo para gerar o primeiro mapa de
ligacdo. A hipotese criada para a construcdo do mapa foi a seguinte: quanto menor
for a distancia entre dois genes em um mesmo cromossomo, tanto maior seré a
chance de eles serem herdados juntos — ligados (Ruvinsky & Graves, 2005).

Dessa forma, um mapa genético € construido pela andlise da heranca dos
genes a partir dos progenitores para a prole, e para tanto € necessario o cruzamento
sexual entre 0s animais para se observar a recombinacdo meiotica (Ruvinsky &
Graves, 2005). Por meio da genotipagem (analise dos genoétipos) dos pais e da
progénie de uma familia em relacdo a um par de genes, é possivel determinar se
eles estdo sendo herdados ligados ou independentes (em cromossomos diferentes)
(Ruvinsky & Graves, 2005). Um conjunto de genes ligados forma um grupo de
ligacdo. A distancia entre eles é dada em centiMorgan (cM); 1 cM representa 1% de
probabilidade de um gene ser separado de seu vizinho pelo processo de
recombinacao meiética (DICTIONARY, 2007).

Apesar de fornecer a ordem e a distancia entre genes ligados, o mapa de
ligacdo apresenta diversas limitacdes que o tornam pouco detalhado. Os grupos de
ligacdo possuem informag¢des quanto a ordem e a distancia entre os genes, mas nao
fornece a posicdo do conjunto no cromossomo (Rexroad, 1999). Sua construcéo
depende ainda da presenca de individuos heterozigotos na familia para que os
alelos possam ser diferenciados na analise de recombinacdo (Ruvinsky & Graves,
2005). Além disso, a estratégia necessita que os genes apresentem diferentes alelos
(polimorfismo), para que possam ser observados na populacdo (Rexroad, 1999).
Essa necessidade limita esta técnica, ja que os genomas dos mamiferos sao

altamente conservados e 0s genes tendem a conter poucos alelos.
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Assim, 0os mapas de ligagdo possuem poucos genes e a maioria de

microssatélites, sequéncias de DNA ndo codificantes que contém pequenas
repeticboes de um a seis pares de base (Ruvinsky & Graves, 2005). Os
microssatélites sdo encontrados espalhados no genoma e apresentam alto grau de
polimorfismo devido a presenca de varios alelos diferenciaveis pelo niamero de
repeticbes que possuem (Griffiths et al., 2006). Adicionalmente, existem regides do
genoma que possuem baixas taxas de recombinacdo meidtica e que ndo podem ser
estudadas utilizando esta estratégia (Ruvinsky & Graves, 2005). Mesmo assim, 0s
mapas genéticos sdo importantes, pois descrevem como 0S genes sdo transmitidos
através das geracoes.

No final do século XX, uma nova estratégia revolucionou os estudos de
mapeamento do genoma de animais de interesse econdmico. O mapeamento RH,
inicialmente desenvolvido para 0 genoma humano em 1990, foi aplicado em 1997 ao
primeiro genoma animal de importancia econémica, o genoma bovino (Womack,
2005).

A estratégia que origina um mapa RH (classificado como um tipo de mapa
fisico) € uma adaptacdo da metodologia aplicada ao mapeamento sinténico. Neste
caso, um conjunto de células hibridas é obtido fusionando-se as células hospedeiras
as células da espécie de interesse, cujos cromossomos foram previamente
fragmentados por radiacdo (Cox et al.,, 1990). As linhagens celulares hibridas
denominadas irradiadas contém diferentes combinacdes dos fragmentos
cromossOdmicos do genoma de interesse e juntas representam o genoma completo
da espécie-alvo (Cox et al., 1990). Essas linhagens sdo analisadas estatisticamente
quanto a presenca ou a auséncia dos genes e a hipGtese elaborada para a
construcdo do mapa € parecida com aquela da analise de ligacdo: quanto mais
proximos dois genes estiverem localizados em um cromossomo, tanto maior sera a
probabilidade de se encontrarem juntos no mesmo fragmento cromossémico
(Ruvinsky & Graves, 2005). A unidade de distancia do mapa RH é o centiRay (cR); 1
cR equivale a 1% de probabilidade de quebra entre dois genes apds a exposi¢cao de
determinada dosagem de radiacdo, a qual define a resolu¢cdo do mapa (Cox et al.,
1990).

A principal vantagem do mapeamento RH em relagdo ao mapeamento por

ligacdo €, sobretudo, localizar e ordenar fisicamente um gene ou qualquer outra
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sequéncia de DNA sem a necessidade de polimorfismo ou de acompanhamento de

individuos heterozigotos em familias (Rexroad, 1999). Essa vantagem trouxe uma
conseqguUéncia importante para o estudo do genoma de espécies de interesse
econdmico: a possibilidade de construir outro tipo de mapa denominado mapa
comparativo (Womack, 2005).

O mapeamento comparativo utiliza informacbes de genomas altamente
caracterizados para localizar sequéncias de DNA em genomas pouco
documentados, baseando-se na conservacdo existente entre os genomas de
mamiferos (Ruvinsky & Graves, 2005). Assim, a partir das informacdes dos
diferentes tipos de mapas do genoma humano e de camundongo (que possuem a
maior quantidade de informacdes dentre os genomas de mamiferos), comecaram a
ser construidos mapas comparativos com maior detalhamento para o genoma de
animais de interesse econdmico, tais como o boi, o cavalo, o porco e a ovelha
(Goldammer et al., 2002).

Apesar das vantagens do mapeamento RH, a distancia entre os genes ainda

nao é fornecida com a exatiddo necessaria para sua manipulagdo individual.

Mas, entdo, como conhecer a distancia real entre os genes em determinado
Cromossomo, ou seja, em uma molécula de DNA?

O mapa mais detalhado possivel de se obter € o mapa molecular ou o mapa
de sequéncias de DNA, que é construido por meio da identificacdo e da ordenacao
de um conjunto de fragmentos clonados de DNA, que, quando superpostos,
representam todo um cromossomo ou todo um genoma (Griffiths et al., 2006).
Organizado em pares de base, o mapa molecular fornece a distancia exata entre os
genes. Assim, é possivel estudar detalhadamente o funcionamento génico, ja que a
localizacdo de um gene ndo é casual no genoma e envolve seqiéncias de DNA
adjacentes ou até mesmo distantes do proprio gene, mas que sao responsaveis pelo
controle de sua expressao (Ruvinsky & Graves, 2005).

Entretanto, a obtencdo da seqiéncia completa de bases de um genoma por si
s6 ndo é suficiente para conhecermos todos 0s genes e seu funcionamento.
Sabemos que todos 0s genomas sdo compostos pelas mesmas bases nitrogenadas
(A, T, C e G) e simplesmente conhecer a sequéncia de todas as bases que

compdem um genoma ndo basta para sabermos onde um gene e suas sequéncias
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reguladoras estao localizados. Por isso, a construcéo de diferentes tipos de mapas e

a integracdo entre eles é que vai permitir um conhecimento mais aprofundado sobre
todos os genes do genoma, desde a sua localizacdo precisa até o seu
funcionamento (Ruvinsky & Graves, 2005). A localizagdo e o funcionamento dos
genes representam pontos-chave para estudos de caracteristicas economicamente
importantes e para a manipulacdo de genes que tenha por objetivo a obtencdo de

fenotipos desejaveis e possiveis curas de doencas.
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Locos de caracteristicas quantitativas (QTL, de quantitative trait loci) sao
definidos como regides do genoma responsaveis pela expressdo de uma ou mais
caracteristicas quantitativas. Em principio, portanto, um QTL €& um poligene.
Contudo, existe uma diferenga basica. Um poligene € um dos infinitos genes com
efeito infinitesimal sobre a caracteristica, enquanto um QTL é um gene com efeito
importante sobre a caracteristica. Assim, para trabalhar com QTL, em principio, ha
de se modificar a idéia sobre a arquitetura genética (controle genético) das
caracteristicas quantitativas. O mapeamento de QTLs fornece respostas sobre esta
arquitetura genética. Perguntas sobre a quantidade de genes responsaveis pela
expressdo das caracteristicas, sobre a segregacdo destes genes, sobre a
importancia relativa de um deles, sobre a distribuicdo destes genes pelo genoma,
entre outras, estdo sendo respondidas por varios estudos.

Saber onde se encontram os genes pode ajudar a distinguir entre efeitos de
pleiotropia e de ligacdo génica. Também torna possivel separar os efeitos aditivos e
de dominancia em locos isolados e indicar a direcido da razao de dominancia nos
varios locos. Além disto, € possivel verificar os efeitos da interagcdo entre locos
(epistasia).

Se for possivel a identificagdo de QTLs fisiologicamente associados a
caracteristicas economicamente importantes, pode-se utilizar estas informagdes nos
modelos de avaliagdo genética em um processo conhecido como selegcao assistida
por marcadores (MAS — de marker-assisted selection; Mullen et al., 2006). A
aplicacdo deste tipo de selecdo € especialmente importante nos casos de
caracteristicas com herdabilidade baixa, de caracteristicas dificeis de medir ou de
medidas realizadas muito tardiamente na vida dos animais.

Segundo Mullen et al. (2006), ha dois caminhos para a identificacdo de

marcadores a serem utilizados em MAS. Entretanto, em qualquer dos casos, uma
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das dificuldades é que, nas situacbes em que a MAS é mais util, as medidas

fenotipicas para a detecgao dos QTLs sao, também, de dificil obtengao.

A primeira abordagem € a do gene-candidato. O sequenciamento de locos
que supostamente participam de vias metabdlicas importantes para a expressao da
caracteristica em individuos fenotipicamente divergentes permite a identificacao de
polimorfismos. Polimorfismos de nucleotideos em regides codificadoras podem
causar mudangas na sequéncia de aminoacidos e, assim, dar origem a variantes
fenotipicas. Inser¢cdes ou delecdes podem resultar no aparecimento de, por
exemplo, sequéncias regulatérias fora de posi¢do, como no caso da hipertrofia
muscular dos bovinos (Switonski, 2002). Assim, métodos estatisticos passam a ser
empregados para buscar associar esta variagdo a expressao das caracteristicas. A
grande desvantagem deste método é a necessidade de conhecimento da fisiologia
da caracteristica, o que nem sempre esta disponivel. Além disto, muitos outros
genes que nao sao parte de vias metabdlicas conhecidas podem alterar o efeito do
gene-candidato (epistasia).

A segunda abordagem é o mapeamento de QTLs em regides mais amplas
dos cromossomos, seguida de refinamentos para regides mais estreitas até
encontramos localizagdes confiaveis do QTL. A limitagdo neste caso € o tempo
necessario para chegar a resultados, que pode levar varios anos em alguns casos.
Na pratica, as duas abordagens acabam se misturando. Informagdes obtidas com
base em estudos de mapeamento do genoma bovino, além de informagdes do
genoma de outras espécies, podem ser uteis para acelerar o processo de
identificacdo dos genes envolvidos com as diversas caracteristicas de interesse
econdmico e o mapeamento dos QTLs.

Mapeamento de QTLs

A partir do trabalho de Sax em 1923 (citado por Kearsey & Pooni, 1996),
varios trabalhos foram realizados para tentar encontrar marcadores com
caracteristicas quantitativas. O uso de marcadores enzimaticos ampliou as
possibilidades de uso dos QTLs. Mas foi o desenvolvimento de técnicas para
deteccdo de polimorfismos de DNA que permitiu pensar na possibilidade de
encontrar QTLs em quantidade que viabilizasse seu uso em programas de

melhoramento.
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O mapeamento de QTLs, diferentemente da determinagédo da posi¢ao de um

gene com caracteristica qualitativa, é dificil, porque o mesmo fendtipo pode ser
gerado por diferentes gendtipos e porque diferentes fendtipos podem ser gerados
pelo mesmo gendtipo. Por isto, os marcadores moleculares, por permitirem
identificacédo do gendtipo, sdo fundamentais para o mapeamento dos QTLs. Estes
marcadores segregam genes simples, obedecendo ao principio da genética
mendeliana, e ndo sao influenciados pelo ambiente. Os marcadores moleculares
permitiram a constru¢cdo de mapas de ligacdo do genoma das diversas espécies de
bovinos domésticos com grande qualidade. Estes mapas podem ser encontrados em
diversos sites.

Os mapas de ligagdo sao construidos com base na propor¢ao de
recombinacdo entre os locos e s&o utilizados no planejamento de experimentos
delineados para a localizagdo dos QTLs. Busca-se a partir destes mapas a
associacado entre os marcadores que possuem posi¢ao conhecida no genoma e o
fendtipo dos animais.

Do ponto de vista estatistico, os métodos para mapeamento de QTLs séo
baseados em trés classes: regressdo, maxima verossimilhanca e modelos
bayesianos. O método mais simples, de analises com um unico marcador, identifica
QTLs com base nas meédias fenotipicas dos diferentes marcadores, mas nao
consegue separar as estimativas da fragdo recombinante do efeito do QTL. O
mapeamento por intervalo classico (IM; Lander & Botstein, 1989) & baseado em
maxima verosimilhanga e utiliza um teste de razdo de verossimilhanga para apontar
a posigao do QTL. O uso da regressdo no IM foi proposto para aproximar os
resultados da maxima verossimilhanga e economizar tempo de computacdo para
uma ou multiplas posigdes no genoma. A maior desvantagem do IM é que as
estimativas das posi¢des dos QTLs podem ser viciadas quando existirem outros
QTLs ligados. No mapeamento por intervalo composto (CIM), o IM é combinado com
analise de regressao para marcadores multiplos, o que permite controle sobre os
efeitos de QTLs de outros intervalos ou de cromossomos no QTL que esta sendo
testado. Os modelos bayesianos, apesar da grande flexibilidade, tanto na
implementacdo dos modelos quanto nas inferéncias com base nos resultados, nao

tém sido utilizados amplamente nas analises de mapeamento de QTL.
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Populacdes

Diz-se que uma populagao encontra-se em equilibrio de ligagdo quando, para
dois locos M e Q, as frequéncias com que os quatro tipos de gametas sdo formados
(com relagéo aos dois locos) obedecerem a seguinte regra: f(MQ) x f(mq) = f(Mq) x
f(mQ). Assim, a proporg¢ao de cromossomos com loco M que portam também o loco
Q é igual a proporgao daqueles com loco m que portam também o loco Q e, da
mesma forma, loco M para g e loco m para q. Quando se tomarem animais desta
populacdo ao acaso, nao havera como saber a qual alelo do QTL os alelos do
marcador estarao associados e a simples comparag¢ao de individuos que portam um
ou outro alelo do marcador (M) ndo permitira detectar a presenga do QTL. Assim,
sdo geradas populagdes experimentais em desequilibrio de ligagdo, para facilitar o
mapeamento de QTLs. Na verdade existem alguns delineamentos especificos para
o mapeamento de QTLs em populagdes em equilibrio de ligagdo, mas, a fim de
ilustrar os métodos estatisticos para a deteccdo de QTLs, sera utilizada uma
populacdo formada pelo cruzamento de individuos provenientes de populacdes
endogamicas retrocruzados com uma das populagdes parentais.

Portanto, o objetivo de se criar populagdes experimentais para a deteccao de
QTLs é produzir desequilibrio de ligagdo, de modo que seja mais simples associar
fendtipo e gendtipo. As populagdes experimentais s&do formadas com base em
cruzamentos de linhagens endogamicas. Na verdade, como a base para formagéao
das ragas € a endogamia, pode-se utilizar as ragas puras em lugar de linhagens
endogamicas. As consequéncias do relaxamento desta suposi¢ao serao discutidas
posteriormente. Supde-se que tanto o marcador quanto o QTL que foram fixados
sejam diferentes nas duas linhagens ou ragas. Em relagdo ao marcador, isto é
verificado na genotipagem, mas, quanto ao QTL, podemos apenas supor que sejam

diferentes.

Métodos estatisticos aplicados as populacdes em retrocruzamentos

Existem diversos métodos estatisticos aplicaveis nas analises de dados para
mapeamento de QTL e cada um deles pode ser aplicado de maneira semelhante,
independentemente da estrutura populacional, embora alguns sejam mais

vantajosos do que outros em determinadas estruturas. Optou-se por apresentar a
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analise na populagao formada por retrocruzamentos e depois comentar a extensao

do método para as demais estruturas populacionais.

Andlise de variancia

Com base nos dados fenotipicos e na genotipagem dos animais de acordo
com o marcador, € possivel tentar estabelecer a relacdo entre o gendtipo e o
fendtipo dos animais. Neste caso, a analise de varidncia, quando se colocar o
marcador como efeito classificatério de quantificagdo das diferencas entre os
portadores de diferentes alelos para o marcador, sera bastante eficiente.

Para aplicar o método da analise de variancia aos dados coletados em uma
populacdo do tipo escolhido, deve-se, primeiramente, determinar os fatores que
podem influenciar a expresséo fenotipica dos individuos, além do gendtipo. Fatores
como sexo e idade da mae devem fazer parte do modelo de analise de variancia. O
gendtipo do marcador entra no modelo como variavel classificatéria. Os testes
estatisticos visam comparar as duas classes genotipicas com relagdo ao fendtipo.
Um efeito significativo do marcador implica que o marcador esta ligado ao QTL. O
efeito estimado do QTL é, entdo, aproximadamente, igual a diferenca entre as
médias, e a localizagdo do QTL é, aproximadamente, igual a localizagdo do
marcador.

A simplicidade deste método é seu principal atrativo. Pode se estender
facilmente para varios locos e para delineamentos com mais de dois marcadores e
nao € necessario um mapa para determinar o efeito do QTL. Além disto, este
método permite que se incluam efeitos de outros fatores no modelo de analise.
Entretanto, o principal defeito deste método € que ele ndo permite separar o efeito
do QTL da sua distancia do marcador. Além disto, no caso de marcadores multiplos,
observam-se apenas aqueles que tém o maior efeito sobre o fendtipo e a informagao
sobre os individuos ndo genotipados € perdida.

A diferenca de mérito entre a progénie que recebe o alelo M e aquela que

recebe o alelo m do pai F1 é igual a A(1 — 2r), como se pode ver na Figura 1.
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Moo = Media dos animais QQ
Mo, = Media dos animais Qq
A= flog ~ Hoq

My = A=) g + THG, = Hog +TA
i = (L= 1) Hoq * THoq = Hoq —TA
Hym — Hyum = (:qu —rA) - (IUQQ +rA)

Anm ™ Ham = A420)

Figura 1. Comparacao entre as médias dos gendétipos MM e Mm de uma populagao
experimental em retrocruzamentos.

Observa-se, portanto, que, para o mesmo efeito (A) do QTL, a diferenga entre
as médias dos dois gendtipos para o marcador vai depender da taxa de
recombinacgao (r) entre o marcador e o QTL. Por um lado, se a distancia entre o QTL
e o marcador for nula (r = 0,0), entdo a diferenca entre os alelos sera igual ao efeito
do QTL. Por outro lado, se a distancia para o marcador for grande (r = 0,5) entao
nao havera diferenga entre as médias dos alelos do marcador, mesmo que o efeito
do QTL seja muito grande.

Idealmente, deve-se reduzir ao maximo a variancia dentro de cada classe
genotipica, o que significa que, além de controlar todos os efeitos conhecidos (tais
como sexo, manejo e idade), deve-se, também, controlar os efeitos de outros

marcadores (QTLs) conhecidos.

Andlise de regressao

A anadlise de regressao apresenta resultados idénticos aos da analise de
varidncia nas situacbes mais simples. Porém, em situagdes mais complexas, a
analise de regresséo pode ser bem mais util.

Para aplicar o método da analise de regressao deve-se, primeiramente, criar
coédigos numéricos (por exemplo, Mm = 0, MM = 1) e, entdo, fazer a regressao do
fendtipo nos codigos. Novamente, neste caso, a significancia da regressao indica
que o marcador esta ligado ao QTL. Considera-se, também, que o efeito do QTL &,
aproximadamente, igual ao coeficiente de regressdo e a sua localizagdo é,

aproximadamente, igual a localizagao do marcador.
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Os resultados obtidos deste modo sao idénticos aqueles conseguidos por

meio da analise de variancia. Também as limitacbes quanto aos resultados
dependerem tanto do efeito quanto da distancia sdo verdadeiras. Contudo, o método
de regressao € mais facil de ser estendido para outras situagdes; por exemplo, se
houver um gendtipo perdido, é possivel utilizar a probabilidade de ele ser MM (o uso
das probabilidades é a base para o mapeamento por intervalo). Quando existirem
trés genodtipos, como no caso do delineamento de F2, & possivel utilizar dois

cbdigos, um para os efeitos aditivos e outro para os desvios de dominancia.

Mapeamento por intervalo

O mapeamento por intervalo (composto ou simples) é a maneira mais
utilizada atualmente para mapear QTLs. Neste caso, podem ser utilizados varios
marcadores, com distancia aproximada de 10 a 20 cM entre os marcadores. Busca-
se, entdo, a posicdo em que estdo os QTL entre os marcadores e a posigcado mais
provavel desse QTL entre os marcadores.

O principio do mapeamento por intervalo simples baseia-se em testar o
ajustamento de um modelo que considera a presenga do QTL em varias posi¢des
entre os marcadores, em comparagcdo com um modelo que nao considera a
presenca do QTL. Para esta comparacao, € utilizada a fungado de verossimilhanca.

A funcdo de verossimilhanca é calculada para cada posicdo entre dois
marcadores. Quanto maior for o valor da fung¢ao, tanto maior sera a probabilidade de

que o QTL esteja naquela posigéo.

Funcéo de verossimilhanga

Para trabalhar com a fungdo de verossimilhanga, em primeiro lugar é
necessario supor um modelo que considere a distribuicdo de probabilidade da
amostra estudada. Se todos os parametros da distribuicdo fossem conhecidos,
entdo seria possivel calcular a probabilidade de se obter uma amostra como a
estudada de uma populacdo com aquela distribuicdo. A funcdo que calcula esta
probabilidade é chamada de funcéo de verossimilhanga. Se néo for conhecido algum
dos parametros da distribuicdo, pode-se supor valores para ele e calcular a
probabilidade de a amostra ser proveniente daquela distribuicdo com o valor suposto

para o parametro. O valor para o qual esta probabilidade resulta maxima é a
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estimativa de verossimilhanca do pardmetro da distribuicdo. Por exemplo, este

parametro pode ser a média ou a variancia de uma distribuicdo normal. Mais de um
parametro pode ser estimados simultaneamente por este método.

Assim, no caso da estimacgao do QTL, considera-se que os dados fenotipicos
possam ser descritos por determinado modelo. Calcula-se a probabilidade de que a
amostra em avaliagao seja proveniente de uma populagdo na qual ndo existe QTL
que influencie a caracteristica. Em seguida, calcula-se a probabilidade de que a
amostra seja originada de uma populagdo com a presenga do QTL na mesma
localizacdo do marcador L, entdo, a probabilidade de o QTL estar a um cM do
marcador L, depois a dois cM, e assim por diante. Estes valores sdo comparados
com os valores do modelo sem o QTL. A razdo entre a probabilidade
(verossimilhanga) com o QTL e a verossimilhanga do modelo sem o QTL serve de
base para a realizagdo de um teste que verifica se o efeito do QTL é significativo e
que indica sua posi¢cao mais provavel.

Ao considerar como exemplo uma populagdo obtida por retrocruzamento, na
qual os animais foram genotipados para dois marcadores (L e R) a cerca de 10 cM
de distancia, objetiva-se calcular o valor da verossimilhanga para o QTL localizado
entre eles a cada 1 cM.

Por ser uma populagdo em retrocruzamento, existem quatro possiveis
genotipos observaveis quando os dois marcadores forem considerados em conjunto
(dois gendtipos parentais LL-RR e LI-Rr, e dois recombinantes LI-RR e LL-Rr).
Quando forem considerados também os QTLs (Q e ) e a possibilidade de
recombinacgao entre os QTLs e os marcadores, existem oito possiveis gendtipos. A
Tabela 1 apresenta, para o gendtipo dos dois marcadores, a frequéncia com que
ocorre um dos alelos do QTL. Desta forma, dados os registros fenotipicos, os
gendtipos dos animais e ainda a fungdo de densidade de distribuicdo da
caracteristica fenotipica, é possivel estimar o valor da funcdo de verossimilhanca
para cada ponto do intervalo, considerando a presenca do QTL. Em cada ponto,
estima-se o valor dos parametros (por exemplo, a média, a variancia e o efeito do
QTL) da distribuicdo, obtendo-se um valor maximo para a fungédo de verossimilhanga
naquele ponto. No caso do modelo que ndo considera a presenca do QTL, o valor
maximo da fungao é sempre o mesmo em qualquer ponto do intervalo. No caso em

que se considera a presenca do QTL, o valor maximo da fungdo de verossimilhancga,
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entre todos os pontos dentro do intervalo deve coincidir com a presenca do QTL. Se

o valor maximo coincidir com um dos marcadores, entdo € provavel que o QTL

esteja fora do intervalo.

Tabela 1. Frequéncia de ocorréncia do alelo Q condicionalmente ao gendtipo dos
dois marcadores do intervalo.
Genotipo do marcador P(Q|M)

_ "R
LL RR (1 1-r )
(rL—rR n )
LL Rr r
(FR—I’RFL )
LIRR r
()
LI Rr 1-r

Teste estatistico

Lander & Botstein (1989) introduziram o conceito de mapas de
verossimilhanga, propondo o uso do LOD score (de logarithm of the odds, ou
logaritmo das chances) como teste estatistico (Werf & Kinghorn, 2000). O LOD
score, é dado por:

ML(Modelo com QTL)

LOD = log,, :
ML (Modelo sem QTL)

Valores aproximados com intervalos de confianga de 95% para a posi¢ao do
QTL podem ser construidos utilizando-se a regra de um LOD score. Este valor seria
correspondente a um nivel de significancia de 4% num teste de qui-quadrado para
razao de verossimilhanga. Contudo, no caso dos QTL, que envolvem mistura de
distribuicoes, estas estatisticas fornecem um teste apenas aproximado.

Churchill & Doerge (1994) propuseram um teste estatistico empirico para
verificar a significancia do efeito do QTL. Ao redistribuir aleatoriamente os valores
fenotipicos pelos marcadores testados e obter o valor maximo de LOD score para as
posicdes testadas, obtém-se um valor de LOD score ao acaso. Ao repetir o processo

um numero grande de vezes, pode-se saber o valor correspondente ao percentil
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95% e usa-lo como valor limite a partir do qual o efeito do QTL seria significativo. A

grande vantagem deste método, chamado de teste de permutagdo, € que nao é

necessario fazer pressuposicdes a respeito da distribuicdo dos dados.

Aproximacao por regressao

Haley & Knot (1992) verificaram que os resultados obtidos por meio da
maxima verossimilhanga podem ser aproximados satisfatoriamente mediante analise
de regresséo. Este tipo de analise € bem mais simples de ser implementada do que
a analise de maxima verossimilhanca e pode ser estendida mais facilmente para
situagbes mais complexas. Neste caso, apds a genotipagem dos animais para o0s
marcadores, é feita a regressédo dos valores fenotipicos sobre a probabilidade de os
animais serem portadores do alelo Q. Esta probabilidade (Tabela 1) é calculada para
cada animal e para cada ponto do intervalo, em fungdo do seu gendtipo para o
marcador. No caso da situagdo mais simples, em que nao ha outros efeitos a serem
considerados, o modelo de analise seria dado pory =a + bx + e, em quey é o valor
fenotipico, x € a probabilidade de o animal ser portador do alelo Q, e representa o
erro aleatério, e a e b sdo os parametros a serem estimados. Da forma maneira que
na analise com maxima verossimilhanca, deve-se considerar um modelo sem o
efeito do QTL, que seria simplesmente y = a + e. No caso do primeiro modelo, a
soma de quadrados total (SST) é dada por 3{y-a) e é igual @ soma de quadrados do
residuo (SSR) do modelo sem o QTL. No caso do modelo com o QTL: SSR = SST —
Ay — a-bx)?.

Na maioria das situacdes reais, € necessario incluir outros efeitos no modelo.
Efeitos de ambiente que podem interferir na caracteristica fenotipica analisada sao
os principais fatores a serem considerados. Nestes casos, calcula-se a soma de
quadrados do modelo sem o QTL (mas com todos os outros efeitos) e o modelo
completo. Segundo Haley & Knot (1992), os valores de LOD score podem ser

aproximados por:

LoD = loglo(SSR(Com QTL)]

SSR(Sem QTL)

Este teste pode ser viciado, por superestimar os valores da SSR,

especialmente quando o efeito do QTL for grande. Esta superestimagao também
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sera observada quando a incerteza a respeito de qual alelo esta ligado ao marcador

for maior, o que ocorre na regiao central do intervalo entre os marcadores. Em razéo

disto, Xu (1995) propds que se aplicasse uma corregéo para este vicio.

Mapeamento por intervalo composto (CIM)

Um dos problemas do mapeamento por intervalo simples € que, se existirem
outros QTLs (mesmo fora do intervalo), ligados aos marcadores, entdo o QTL
estimado sera viciado, tanto em posi¢cao quanto em seu efeito. Para resolver este
problema, Jansen (1993) propds o uso do mapeamento por intervalo composto.
Neste caso, utiliza-se analise de regressao e, se outros marcadores ligados ao QTL
fora do intervalo existirem, entdo este efeito pode ser incluido no modelo de analise.
Este é, segundo Li et al. (2007), o método mais utilizado para mapeamento de QTLs,

devido a sua simplicidade e também por estar disponivel em software de uso livre.

Abordagem bayesiana

Mais recentemente, o uso de abordagens bayesianas tem sido pesquisado
(Xu, 2003; Gongalves et al., 2005; Wang et al., 2005) e, apesar da flexibilidade nos
modelos que podem ser aplicados, seu uso ainda nao é disseminado. Segundo Li et
al. (2007), isto provavelmente se deve as dificuldades de obtencdo de prioris
adequadas e também a auséncia de software de facil uso para realizagdo das

analises.

Outros tipos de populagdes

A extensao destes métodos para outras populagdes € direta. Sempre serao
comparados os animais com diferentes marcadores de acordo com 0s possiveis
haplotipos produzidos pelos pais. No caso de populagdes F2, provenientes de
populagdes endogamicas, a principal diferenca é que em vez de dois existirdo trés
genotipos possiveis para o QTL, permitindo a estimagao dos efeitos de dominancia.

Quando as populagdes utilizadas nos cruzamentos nao forem endogamicas,
como € o caso de cruzamentos entre racas em produg¢ao animal, a maior diferenca é
que podem existir varios alelos para os marcadores e também para os QTLs. Apesar
disto, acredita-se que as frequéncias dos alelos dos QTLs possam variar bastante

entre as populacdes. E preciso também levar em consideracdo que um alelo de
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marcador presente em uma raca pode também estar presente na outra. Portanto,

em muitas situagdes nao sera possivel saber se determinado alelo é proveniente do
pai ou da mae do animal, razao pela qual o dado nao pode ser utilizado.

Também é possivel procurar QTLs utilizando-se familias provenientes de
populagdes em equilibrio de ligagdo. Nestes casos, utilizam-se familias de meios-
irmaos ou de irmaos completos. Em geral, o uso de familias de meios-irmaos é mais
adequado, por ser mais facil de serem obtidas familias mais numerosas. A situagao
para aplicagdo dos diversos meétodos estatisticos € analoga aquela observada nas
populagdes oriundas de retrocruzamentos. A partir de reprodutores heterozigotos
para os marcadores, a genotipagem dos filhos permite, na maioria dos casos, saber
quais foram os alelos herdados do pai (em algumas situagbes ndo € possivel
determinar com certeza se o alelo foi herdado do pai ou da mae e este dado é
perdido). Outra particularidade desta situagdo € que as andlises devem ser feitas
inicialmente dentro de familia e depois para o conjunto de familias, uma vez que o
alelo do QTL ligado aos marcadores pode ser diferente para cada familia.

O delineamento de netas é utilizado em rebanhos de produgédo visando
economizar na quantidade de animais genotipados. Apenas os avos e os pais dos
animais cuja producao é registrada sao genotipados. A comparacao é feita em
termos da producdo dos filhos dos pais que receberam do avd alelos diferentes.
Este delineamento é indicado para gado de leite, em que as familias de meias-irméas

sdo muito numerosas e a estrutura de pedigree permite sua aplicagao.
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Introduccion

En la actualidad, a nivel mundial existe un creciente interés por definir la calidad
de la carne lograda en diferentes sistemas de produccién debido a que el
consumidor cada vez es mas exigente en calidad e inocuidad de los alimentos.

La calidad de la carne esta definida principalmente por su composicién quimica
y por sus caracteristicas organolépticas tales como terneza, jugosidad, color, olor y
sabor. La terneza es uno de los atributos mas exigido y valorado (Miller, 1992;
Boleman et al., 1997). Sin embargo, también la cantidad y el tipo de acidos grasos
es importante, porque existe la percepcion general de que la grasa bovina es
perjudicial para la salud (Scollan, 2003). El sistema de produccion, el tipo de animal,
la dieta, el manejo pre y post faena pueden modificar considerablemente la calidad
de la carne.

La determinacion de la terneza y el contenido de grasa se realiza después del
sacrificio del animal mediante métodos objetivos o subjetivos. Por ello es dificil
incluirlos como criterios de seleccidén en planes de mejora genética.

Aunque muchas de las caracteristicas relacionadas con calidad de carne son
cuantitativas, es decir estan bajo el control de muchos genes, existe evidencia que
ciertos genes en particular, explican una proporcién importante de la variabilidad
fenotipica de composicion y calidad carnicera (Burrow et al., 2001). A medida que se
fue acumulando informacion sobre los genomas de diferentes especies domésticas,
se fueron definiendo estrategias para identificar a los genes de importancia
econdmica en produccién animal, actualmente se estan utilizando dos estrategias.
Para algunos genes existe un buen nivel de conocimiento sobre su rol fisiolégico y
bioquimico, incluso se conoce la estructura del gen y su secuencia. En este caso

esos genes son considerados “candidatos” para explicar diferencias detectadas en
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variables productivas y el objetivo es identificar en ellos polimorfismos asociados con

las variables en estudio (Rothschild & Soller, 1997). Para el caso en el que no se
tiene conocimiento previo sobre posibles genes involucrados en el control de una
variable de interés econdmico, se ha desarrollado una estrategia experimental
especifica conocida como mapeo de loci relacionados a atributos cuantitativos
(Quantitative Trait Loci - QTL). Esta metodologia se basa en detectar la posicién en
el genoma de aquellos genes involucrados en la variacibn de caracteres
cuantitativos independientemente de su funcion. Por definicion los QTL son regiones
cromosomicas que contienen el o los genes involucrados en el control de un fenotipo
de interés.

Las diferentes razas y cruzas bovinas presentan variacion en calidad de carne e
incluso existe variabilidad entre animales de una misma raza. Por otro lado, no
existe una raza que tenga todos los atributos necesarios para la produccién eficiente
de carne en todos los ambientes y que pueda cumplir con los requerimientos de los
consumidores de diferentes mercados. El desarrollo de marcadores moleculares,
podria mejorar la precision en la estimacién del Mérito Genético y de ese modo se
podria identificar a los animales productores de carne de mejor calidad, metodologia
denominado Seleccién Asistida por Marcadores (S.A.M.)

A continuacién se resumen los resultados de la evaluacion de dos genes
candidatos para terneza (CAPN1 y CAST), otro para contenido de grasa (LEP) y el

cuarto (PPARGC1a) para ambas caracteristicas.

Gen CAPN1

Este gen codifica la subunidad mayor de la u-calpaina, principal enzima
responsable de la protedlisis post-mortem del musculo (Koohmaraie, 1996). Existen
amplias evidencias que sugieren que después de la muerte, las calpainas son
responsables de la protedlisis de las proteinas miofibrilares cuya degradacion
provoca el debilitamiento de la estructura del tejido muscular y por lo tanto la
tiernizacién de la carne (Killefer & Koohmaraie, 1994). Este gen mapea dentro de los
limites de un QTL descripto para terneza de la carne en el cromosoma 29 (BTA29)
del bovino (Smith et al., 2000). Dicho QTL fue identificado en una familia de medios
hermanos, todos hijos de un toro Piamontés-Angus, y se lo hall6 asociado con

Resistencia al Corte (RC, una medida objetiva de la terneza de la carne determinada
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mediante la cizalla de Warner Bratzler) determinada en la carne a los 3 y 14 dias

post-mortem (Casas et al.,, 2000). Por funciéon y posicion en el genoma, se lo
considera un gen candidato para terneza.

La terneza esta relacionada con la estructura de la fibra muscular, la cantidad y
el “croslinking” del tejido conectivo y la cantidad de grasa intramuscular. Esta
influenciada por factores genéticos y ambientales. Informacién mas detallada sobre
los factores que la determinan ha sido revisada por Soria & Corva (2004)

Este gen contiene 22 exones y sus respectivos intrones. Se ha determinado
parcialmente su secuencia, excepto la del intron 10 (N° de acceso al GenBank
AF252504 y AF248054). Se han identificado 38 SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) en dos toros (Piamontés x Angus y Jersey X Limousin). Dos de ellos
(SNP 316 y SNP530) alteran la secuencia de aminoacidos. El SNP 316 es una
sustitucién de citosina por guanina (alelos C o G) en el exdn 9 (nucledtido 5709 de
AF252504). Provoca el cambio de alanina por glicina en el aminoacido 316 (dominio
II) de la enzima. El otro SNP (SNP 530) se localiza en el exon 14 (nucledtido 4558
de AF248054) y es un cambio de adenina por guanina (alelos A o G) que provoca el
cambio de isoleucina por valina en el dominio Ill de la proteina (Page et al., 2002).

Page et al. (2004) analizaron las diferencias en terneza de los distintos
genotipos de los SNP316 y SNP 530 en un rodeo comercial Bos taurus. Los
homocigotas CC para 316 presentaron menor RC que los CG y GG. Con una
diferencia de 0,6 kg entre los dos genotipos homocigotas (CC y GG). Por otro lado,
los homocigotas GG para 530 mostraron menor RC que los animales con genotipos
GA y AA, siendo 0,4 kg la diferencia en RC entre los genotipos GG y AA.

El estudio del efecto de los polimorfismos de este gen sobre la terneza de la
carne en novillos Bos indicus, permitié identificar tres nuevos SNP ubicados en los
intrones 1, 17 y 21 (Casas et al., 2005; White et al., 2005). El analisis de asociacion
con RC permitié confirmar el efecto del SNP316 en estos trabaos y encontraron que
el SNP del intron 17 (SNP4751) esta significativamente asociado con RC a los 7, 14
y 21 dias de maduracién en ambas subespecies. Este ultimo, es una sustitucién de
citosina/timina en la posicion 6545 de la secuencia AF248054 (White et al., 2005).

Los SNP316 y SNP4751 han sido incluidos en dos tests comerciales: Igenity
TenderGene (Merial Ltd., Atlanta, GA) y GeneSTAR Tenderness (Genetic Solution
Pty. Ltd., Albion, Australia). Recientemente el US National Beef Catle Evaluation
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Consortium ha validado el efecto de dichos tests, confirmando el efecto de ambos

polimorfismos del gen CAPN1 (Van Eenennaam et al., 2007).

Se han obtenido los primeros resultados del estudio de los SNP316, SNP530
y SNP4751 en novillos Angus y Brangus invernados en condiciones pastoriles en
Argentina por métodos de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) con las enzimas Btgl, Avall y Bsa Jl
respectivamente, hallandose al alelo C del SNP 316 asociado con mayor terneza de
la carne. Sin embargo no se encontro efecto de los SNP 530 y SNP4751 (Soria et

al., 2006). En el Cuadro 1 se resumen los resultados obtenidos

Cuadro 1. Frecuencia genotipica de los SNP316, SNP 530 y SNP 4751 y contraste
entre genotipos y RC a los 7 dias post-mortem (P<0.01)

Grupo/Raza'
SNP  Genotipo A6 A7 BR1 BR2 BR3 Total Porcentaje RC (kg)
(n=10) (n=11) (n=20) (n=20) (n=20)
cC 1 1 0 2 0 4 4.9 4.44+0.75°
SNP316  CG 3 7 9 6 6 31 38.3 5.62+0.27°
GG 6 3 11 12 14 46 56.8 6.61+0.23"
AA 0 0 0 1 0 1 1.2 5.11+1.57°
SNP530 AG 4 0 1 0 6 11 13.6 6.67+0.50°
GG 6 11 19 19 14 69 85.2 6.00+0.19°
TT 1 0 6 2 1 10 12.3 6.37+0.52°
SNP4751 TC 5 1 10 10 14 40 49.4 6.36+0.27°
CC 4 10 4 8 5 31 38.3 5.74+0.29°

' AB: Vacas Angus INTA EEA Balcarce con toros Angus comerciales. A7: Angus
INTA EEA Balcarce. BR1, BR2 y BR3 Brangus de tres cabainas diferentes.
2 Medias de cada genotipo con letras diferentes difieren estadisticamente (P<0.05)

Las medias de RC a los 7 dias fueron significativamente diferentes (P<0.01),
con 2,17 + 0.79 kg de diferencia entre los genotipos homocigotas (Grafico 1). Los
heterocigotas mostraron una terneza intermedia. Las diferencias entre CC vs CG y
CG vs GG no fueron estadisticamente significativas (P<0.05), sugiriendo un efecto

genético aditivo.
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Gréafico 1. Promedio de Minimos Cuadrados de RC a 1, 7 y 14 dias post-mortem
para cada genotipo del SNP 316
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Al estudiar una muestra de toros Brangus, Angus y Brahman se hallaron
patrones de RFLPs no esperados en seis toros. La clonacion y secuenciacion,
permitid confirmar polimorfismos nuevos de este gen en los intrones 8, 9y 15 y una
sustitucién neutra en el codén del aminoacido 528 en el exén 14 (nUmero de acceso
al GenBank DQ111667, DQ111668, DQ111669, DQ111770) (Soria et al., 2005). La
determinaciéon de genotipos en este grupo de toros permitié establecer que en forma
similar a lo que ocurre en Brahman y contrariamente a la situacion en Angus, segun
datos de la bibliografia, la frecuencia del alelo mas favorable en cuanto a terneza en
el SNP 316 (C) resultdé baja en la muestra de Brangus. En el SNP 530, de menor
efecto sobre la terneza, el alelo favorable (G) esta practicamente fijado, similar a lo
que ocurre en Brahman (Corva et al., 2005).

Corva et al. (2007a) analizaron el efecto de los SNP316 y SNP530 en 313
novillos Angus, Hereford, cruzas reciprocas, retrocruzas y cruzas con Limousin
engordados en condiciones pastoriles en Argentina, hallando a ambos SNP
asociados con RC (Cuadro 2). El rango de frecuencias de cada alelo favorable de
cada marcador fue 0.22 a 0.57 en el SNP316 y 0.82 a 0.97 en el SNP530.
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Cuadro 2. Medias de RC y errores estandar de cada genotipo de dos SNP del gen
CAPNI1.

SNP316 SNP530°

Genotipo n  RC+EE (Kg)' Genotipo n  RC+EE (Kg)'

CcC 41 7.86 + 0.65 2 - - -
CG 165 8.73+0.512° AG 66 7.98 +0.62°
GG 107 9.21+0.54° GG 243  8.90+047°

! Medias de cada genotipo con letras diferentes difieren estadisticamente (P<0.05).
2 Genotipo AA del SNP530 no fue incluido en el analisis por el bajo numero de
animales de esta clase.

Se estan analizando esos tres SNP del gen CAPN1 en 190 novillos Brangus
engordados en condiciones pastoriles en Argentina. La frecuencia del alelo C del
SNP316 y SNP 4751 es 0,29 y 0,49 respectivamente. Falta completar la
determinacién de genotipos del SNP530 y los determinaciones analiticas de calidad

de carne.

Gen CAST

El gen CAST mapea en el BTA7 (Bishop et al., 1994) y codifica la enzima
calpastatina, enzima inhibidora de las calpainas. Por lo tanto es un modulardor del
efecto proteolitico de las calpainas. Se ha secuenciado el ARNm de musculo
esquelético bovino (N° de acceso a GenBank L14450) (Koohmaraie, 1994).

En el bovino tiene 35 exones y los ARNm aislados son heterogéneos en
longitud, esto es debido a que el gen posee cuatro promotores (Raynaud et al.,
2005) pero sélo tres son activos en musculo (Parr et al., 2004)

Se han identificado SNP en dicho gen, algunos con efecto (Barendse, 2002;
Schenkel et al., 2006) y otros sin efecto sobre la terneza de la carne (Corva et al.,
2007). Los primeros estan incluidos en dos tests comerciales: Igenity TenderGene y
GeneSTAR Tenderness Recientemente el US National Beef Catle Evaluation
Consortium ha validado el efecto de dichos tests, confirmando el efecto de ambos
polimorfismos del gen CAST (Van Eenennaam et al., 2007).

La disponibilidad creciente de secuencias de ADN en bases de datos de libre

acceso estimula la utilizaciéon de metodologias bioinformaticas para la investigacion
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en gendmica. Una de esas aplicaciones aprovecha las colecciones de Expressed

Sequence Tags (EST). La acumulaciéon de EST de diversas procedencias en bases
de datos genera un proceso de muestreo que puede utilizarse para estudiar la
variabilidad poblacional de una especie. En base a este principio se cred un
marcador molecular para el gen CAST. Noventa y siete secuencias correspondientes
al gen CAST bovino fueron recuperadas de Genbank y alineadas con el programa
CAP3 (Figura 2) Los contigs resultantes fueron analizados con el programa
AutoSNiP (Figura 3). Para distinguir polimorfismos genuinos de los errores de
secuenciacion se establecié un criterio de “redundancia”, basado en el numero de
veces que un mismo alelo aparecia en una posicion del contig. Entre los potenciales
SNP detectados, tres localizados en la region 3’-UTR cumplieron ese criterio. Uno de
ellos (SNP2870) se eligiéo para disefar un marcador, utilizando un sistema PCR-
RFLP (enzima Tsp509I) (Corva et al., 2007a)

AF1E9Z4 e+ 2260 CAATTTGCACT TATTTTTCGTT GT TAGCATT TEEAAAMC CATGCCT CACGTGTTCTTCAGT
CBZZ122 54+ CCATTTGCACT TATTTTTGITGT TAGCATT TRFAA AR CATGCCT CACGT GTTCT TCAGT
CBE454471+ CCATTTGCACT TATTTTTGITGT TAGCATT TRFAA AR CATGCCT CACGT GTTCT TCAGT
AlT4e 2060+ CCATTTGCACT TATTTTT GITGT TAGCATT TREAL BAC A

CHN75 1474+ CAATTTGCACT TATTTTT GITGT TAGCATT TRFAL AR CATGCCT CACGT GT TCT TCAGT
CESE1847- CAATTTGCACT TATTTTTCTTGT TAGCATT TRGARRRC CATCCCT CACCT GTTCT TCAGT
CEd4l2425+ CEATTTGCACT TATTTTTCITGT TACCATT TRGARRAC CATCCCT CACCT GTTCT TCAGT
BG352014+ CAATTTGCACT TATTTTTGITGT TAGCATT TRFAA AR CATGCCT CACGT GTTCT TCAGT
CES37283+ CAATTTGCACTTATTITTIT:

CE77&6191+ AapGCTCEE
MM 1774003+ CAATTTGCACT TATTTTT GITGT TAGCATT TRFAL AR CATGCCT CACGT GT TCT TCAGT

Figura 2. Resultados obtenidos con CAP3. La columna izquierda corresponde al
numero de acceso a GenBank de las secuencias. En rojo esta sefalado el SNP en
las secuencias alineadas.

AECDEFGHIJELMMOPQRETUVWEY Zabcdefghi jklmnopgrstuvw vz ABCDEFGHIJELM

TEET e e GAGAGGR . AGGG. o ettt e et e e cnnennens Bh.o.uee.on...
L T TTCTTTTTC . C.COTT e e e e e e v n s g
T= =7 S CCCTTCOTCETCC . Ca s CTT e v e e e e e

Figura 3. Resultados obtenidos con AutoSNiP. Las letras por orden alfabético
corresponden a cada una de las secuencias alineadas. Los numeros de la izquierda
indican las posiciones de los SNP detectados. Los puntos simbolizan la ausencia de
secuencia para cada SNP. Los distintos alelos para un SNP son indicados con
diferente color.

Se confirmé la existencia del polimorfismo en CAST en una muestra de 313
novillos de grupos genéticos diversos, todos Bos taurus. El marcador desarrollado

no presento efecto sobre la terneza (Cuadro 3) (Corva et al., 2007a).
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Cuadro 3. Medias de RC y errores estandar de cada genotipo del SNP2870 del gen
CAST.

SNP2870

Genotipo N RC + EE (Kg)"

AA 53 9.11£0.75°
AG 162 8.91 +£0.53°

GG 98 8.68 +£0.56°

! Medias de cada genotipo con letras iguales no difieren estadisticamente (P<0.05).

Gen PPARGCla (0 PGCla)

Este gen codifica el coactivador 1 alfa del receptor gamma activado por
proliferadores peroxisémicos, una proteina que activa la expresion génica mediante
la interaccion con factores de transcripcion. Los mas importantes son PPARYy
(receptor gamma activado por proliferadores peroxisomicos) y MEF2s (Muscle
Enhancers Factors) (Puigserver et al., 1998). El primer factor de transcripcion esta
relacionado con la formacion de depdsitos grasos en forma de grasa parda y el
segundo promueve la transicion de fibra muscular de tipo llb (glicoliticas) a tipo | y
Ila (oxidativas) (Lin et al., 2002a,b; Zhao et al., 2004). La proporcion de cada tipo de
fibora varia en cada mdusculo. Las propiedades bioquimicas de las proteinas
miofibrilares de cada tipo de fibra son diferentes (Xiong, 1994). La proporcién de
fibras oxidativas contribuiria en la determinacion de la terneza y la jugosidad de la
carne (Henckel et al., 1997).

El ADNc del PPARGC1a bovino ha sido secuenciado completamente (N° de
acceso al GenBank AY321517). El gen bovino esta organizado en 13 exones y su
locus se ubica en el BTA6. En el mismo se identificaron 11 SNP. Uno de ellos,
ubicado en el intrén 9 (alelos C y T) se hallé significativamente asociado con
contenido de grasa en la leche en rodeo Holstein (Weikard et al., 2005). En cerdos
se han identificado varios SNP en dicho gen, uno de ellos ubicado en el exén 8 ha
sido hallado asociado con conversion, grasa abdominal y subcutanea (Stachowiak et
al., 2007).

En novillos Angus (21) y Brangus (60) engordados en condiciones pastoriles en
Argentina el SNP del intrén 9 no se hallé asociado con extracto etéreo (una medida

objetiva del contenido de grasa de la carne) ni con terneza (P>0.05) (datos no
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publicados). Este resultado coincide con lo informado recientemente por White et al.

(2007).

Mediante la comparacion de secuencias de regiones codificantes y 3'-URT de
dicho gen de toros Angus (7), Brangus (9), Brahman (6) y Braford (2) se identificaron
2 SNP en la regidén codificante. Uno de ellos es conservativo (no cambia el
aminoacido) pero el otro (alelos A y G) produce una sustitucion de aminoacidos. Del
analisis de las secuencias surge que el alelo A esta en Brahman y Brangus y
ausente en Angus. En esta ultima raza todos los toros presentaron el alelo G. La
ausencia de homocigotas AA y la baja frecuencia de heterocigotas impidi6 realizar el
analisis estadistico con el propésito de establecer la influencia de dicho SNP sobre
contenido de grasa y terneza en novillos Angus (21) y Brangus (60) engordados en
condiciones pastoriles en Argentina (datos no publicados). Actualmente este SNP se

esta analizando en 190 novillos Brangus con datos analiticos de calidad de carne.

Gen LEP

El gen LEP codifica la leptina, una proteina producida principalmente en las
células de tejido adiposo (Botella Carretero et al., 2001). Por su funcioén bioldgica y
fisioldgica, el gen LEP es candidato para ser responsable de la variabilidad en la
deposicion de tejido graso. La leptina tiene un rol central en la regulacion de la
homeostasis energética corporal (consumo, gasto energético y composicion
corporal) (Botella Carretero et al., 2001). La leptina se produce fundamentalmente en
la grasa blanca y existe una relacion entre niveles de leptina y depdsitos de grasa
(Villasenor, 2002).

El gen LEP mapea en el BTA4 (Schenkel et al., 2005) y en él se han descripto
varios SNP, uno en el exén 2, dos en el exon 3 y tres en el promotor (Buchanan et
al., 2002; Nkrumah et al., 2004). EI SNP del exdn 2 es una transicion de citosina a
timina en el codén 25 y corresponde a una sustitucion de arginina por cisteina. Se
encontré que los animales homocigotas TT presentan mayor deposicidn grasa que
los CC. Se ha confirmado la asociacion entre el genotipo del SNP del exdn 2 y
ciertas caracteristicas de la res (Buchanan et al., 2002; Nkrumah et al., 2004;
Kononoff et al.,, 2005). Del mismo modo dos polimorfismos del promotor se han

encontrado asociados con concentraciones séricas de leptina, peso corporal,
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consumo, comportamiento alimenticio y caracteristicas de la res (Nkrumah et al.,

2004).

En 157 novillos de biotipo europeo (Angus, Hereford, cruzas, retrocruzas y
cruzas con Limousin) y 247 novillos Brangus, todos engordados en condiciones
pastoriles en Argentina, se evaluaron dos SNP del gen LEP. Mediante la técnica de
ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System-Polymerase Chain Reaction)
se determinaron los genotipos del SNP del exén 2 (alelos C y T) y de uno de los
polimorfismos del promotor (alelos C y T). Los resultados de la evaluacion del efecto
de ambos SNP se resumen en los Cuadros 4 y 5. Aunque ambos polimorfismos
tendrian relacién con variables productivas (Peso de la Res, Area de Ojo de Bife,
Espesor de Grasa Dorsal y % de Grasa de Rifionada), los efectos no son
consistentes a través de biotipos. Las diferencias entre genotipos son pequenas,
estos resultados podrian estar influenciados por el bajo nivel de ganancia de peso y
los pesos de faena de los novillos de la comparacion (Motter et al., 2006; Corva et
al., 2007b)

Cuadro 4. Medias y errores estandar del polimorfismo en el promotor de Leptina,
para cada biotipo.

Europeos’ Brangus
cc CT TT cc CT TT
N 54 70 31 134 75 37
PV (Kg) 331+6 323+5 329+8 436 + 4 445+ 5 430+7
PR (Kg) 171 + 3° 166 + 3° 171 + 5° 239 + 2° 246 + 3° 235 + 4°
REN (%) | 50,7+04 | 506+02 | 51,0+03 | 546+02 | 551+02 | 546+0,3
AOB (cm?) | 462+11% | 436+1,1° | 442+15° | 659+0,8° | 686+08" | 658+14°
EGD (mm) | 4,7+0,2 47+0,2 46+0,3 6,3+ 0,1 6,3+0,2 6,5+ 0,3
PGR(g) | 1.780+124 | 1.626+ 108 | 1.796 + 164 | 2.826+88 | 2.795+ 107 | 2.597 + 154
%GR 1,05+0,05 | 0,98+0,05 | 1,06+ 0,06 | 1,15+ 0,03 | 1,10+0,04 | 1,09+ 0,06
EE (%) 24+0.2 2,3+0,1 23+0,2 2,7+0,2 2,9+0,2 3,0+0,4

" Europeos: novillos = 75% Angus, = 75% Hereford, F4, retrocruzas, Limousin x Fj.
letras distintas dentro de biotipo difieren

Medias de cada genotipo con

significativamente (P<0,05).
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Cuadro 5. Medias y errores estandar del polimorfismo en el exén 2 de leptina, para

cada biotipo
Europeos’ Brangus
ccC CT TT ccC CT TT
N 23 84 50 54 142 51
PV (Kg) 322+9 329+5 326+ 6 441+6 436 + 4 444 + 6
PR (KQ) 167 +5 170+ 3 168 + 3 241+3 240 +2 242 +3
REN (%) | 50,7+04 | 509+02 | 50,6+0,3 54,7+0,2 550+02 | 54,4+0,3
AOB (cm?) | 452+1,7 | 451409 | 440+12 66,8 + 1,1 66,9+08 | 665+12
EGD (mm) | 51+03* | 44+ 0,1° 5,0+0,2° 6,1+0,2° 6,5+0,1° 6,2+0,2°
PGR(g) | 1.813+189 | 1.612+99 | 1.844+129 | 2.755+126 | 2.742+ 85 | 3.000 + 132
%GR 1,10+ 0,07 | 0,95+0,04° | 1,10+ 0,05° | 1,12+ 0,05® | 1,11+0,03° | 1,19 + 0,05
EE (%) 26+0,2 2,2+0,1 25+0,2 28+0,3 29+0,2 2,5+0,3

" Europeos: novillos = 75% Angus, = 75% Hereford, F4, retrocruzas, Limousin x Fj.
letras distintas dentro de biotipo difieren

Medias de cada genotipo con

significativamente (P<0,05).
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Introducéo

O embrido mamifero diploide (2n) é formado pela fusdo do gameta (1n)
masculino (espermatozéide) e do gameta feminino (oécito). Uma vez que cada um
dos genitores fornece para seu descendente um gameta, ou seja, um conjunto
hapléide de cromossomos, parecia Obvio supor que a contribuicdo genética
transmitida por ambos os pais deveria ser idéntica (Watson et al., 1992). Entretanto,
para alguns genes, isso ndo é observado.

Estudos em camundongos transgénicos demonstraram a ocorréncia de
disturbio de desenvolvimento quando o alelo paterno do gene do fator de
crescimento semelhante & insulina do tipo 2 (lgf2) foi inativado por mutacao,
enquanto animais portadores da inativacdo do alelo materno se desenvolveram
normalmente. Disso concluiu-se que, enquanto o gene Igf2 de origem paterna é
transcrito, o de origem materna permanece silencioso (Alberts et al., 1994). De
maneira semelhante, foi observado que embrides de camundongos formados
exclusivamente por genoma de origem materna (ginogenéticos ou partenogenéticos)
ou paterna (androgenéticos), produzidos por transferéncia de pronucleo ou por
ativacdo partenogenética (McGrath & Solter, 1984; Solter, 1988), morrem logo apos
a implantacdo. Assim, para a embriogénese ser completa, o zigoto deve conter
ambos 0s genomas parentais.

Essas evidéncias despertaram a curiosidade de diversos pesquisadores que
buscaram entender a maneira pela qual a expresséo de alguns genes € controlada
por sua origem (materna ou paterna) e 0s mecanismos e as implicagbes desse
evento, 0 que levou a descoberta de varios genes com expressdo dependente da
origem parental. O “siléncio” de um gene dependente de sua origem foi denominado
de genomic imprinting — impressdo gendmica (Kendrew, 1994). O estudo do

imprinting permite a compreensdo de certas doencas humanas, de mecanismos de
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formacdo de tumores e de eventos do desenvolvimento e do crescimento em

mamiferos, além de ser uma possivel ferramenta para a selecdo animal e de
fornecer subsidios para o controle de falhas que ocorrem nas biotecnologias com

embrides.

Definicao

O evento no qual a expressdo de um gene depende de sua origem (materna
ou paterna) é denominado de genomic imprinting (Watson et al., 1992; Alberts et al.,
1994; Jaenisch, 1997). Assim, a atividade de um gene imprinted em cada individuo
depende do sexo do progenitor do qual o alelo foi herdado (Watson et al., 1992), de
maneira que alguns genes Sao expressos somente com base nos alelos maternos e
outros somente pelos paternos (Kendrew, 1994).

O imprinting € uma modificacdo epigenética (informacdo diferente daquela
codificada pela sequiéncia de nucleotideos, isto é, a informacédo citoplasmatica), que
altera o fendtipo sem modificar o genotipo, € introduzida nos cromossomos, €
replicada estavelmente durante as divisdes celulares e é reversivel (Kendrew, 1994).

O genomic imprinting ocorre em genes autossdémicos de mamiferos eutérios
(que possuem placenta verdadeira) e leva a desvios da heranca mendeliana
(Ruvinsky, 1999). Em plantas angiospérmicas, em marsupiais e em insetos ja foi
descrito fenbmeno epigenético semelhante ao genomic imprinting (Toder et al.,
1996; Spielman et al., 2001; Lize et al., 2007). Os genes imprinted possuem algumas
caracteristicas em comum: estdo dispostos em grupos (0 que indica que podem
sofrer interacdo) e apresentam assincronia na replicacdo do DNA, sequéncias
repetitivas e poucos e pequenos introns. A maioria dos genes imprinted codifica
proteinas, mas alguns genes codificam RNA, que ndo é transcrito, como o H19
(Sasaki et al., 1995; RUVINSKY, 1999; YOUNG & FAIRBURN, 2000). O imprinting
dos genes é especifico para tecidos e para estadios do desenvolvimento e nem
todos os genes que sao imprinted em uma espécie 0 sdo em outra, 0 que indica

aquisicao evolutiva (Ruvinsky, 1999).

Hipoteses que explicam a ocorréncia de imprinting
Ha vérias hipéteses que tentam explicar a ocorréncia de imprinting e as suas

consequéncias. Uma teoria baseia-se na idéia do “conflito genético” entre 0os genes
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maternos e 0s genes paternos durante a gestacdo, também conhecida como

“batalha dos sexos”. Uma vez que os fetos de mamiferos sdo nutridos diretamente
pelos tecidos maternos, para os alelos de origem paterna seria vantajoso promover
maior crescimento do feto, de modo a aumentar suas chances de espalhar
descendentes pela populagcdo, enquanto os alelos maternos deveriam evitar a
sobrecarga da mae e favorecer a manutencdo de fetos pequenos para assegurar 0
sucesso do parto e das futuras gestacbes. Assim, o imprinting seria um
compromisso entre mée e feto e entre genes maternos e paternos (Kendrew, 1994;
Ruvinsky, 1999). Essa teoria prediz o comportamento dos genes Igf2 e do receptor
do fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 2 (Igf2r) com muita acurécia: a
maior expressao do gene que codifica a proteina IGF-1l (gene Igf2) pode aumentar o
tamanho do feto e, por isso, esta sob controle paterno, enquanto o gene que codifica
o receptor (Igf2r), que se liga ao IGF-Il e diminui sua disponibilidade, est4 sob
controle materno (Kendrew, 1994). Entretanto, essa teoria ndo explica a ocorréncia
de imprinting em diversos outros genes.

A teoria do “modelo de desenvolvimento” sugere que o imprinting seria uma
aquisicao evolutiva e ocorreria em resposta a pressao ambiental, induzindo a rapidas
mudancas de expressdo ou a inativacdo dos alelos parentais de acordo com a
necessidade (Beaudet & Jiang, 2002). Entretanto, essa maior capacidade de
adaptacéo € controversa, uma vez que a diploidia, ao contrario do imprinting (que se
assemelha a haploidia), protege contra mutacfes recessivas deletérias (Wolf &
Hager, 2006).

Ha também a hipdtese do “ovario bomba-reldgio”, na qual o imprinting evitaria
a partenogénese e dessa forma asseguraria a variabilidade genética e protegeria a
mae contra doencgas malignas do trofoblasto (Varmuza & Mann, 1994; Hagemann et
al., 1998). Apesar de ndo ocorrer naturalmente em mamiferos, a partenogénese (ou
reproducdo assexuada) ja foi descrita em cerca de 70 espécies de vertebrados, tais
como cobras e lagartos, dentre esses o dragdo-de-comodo, 0 que traz
preocupacdes a respeito da diminuicdo da variabilidade genética e do aumento dos
riscos de extingcdo da espécie (Watts et al., 2006). Um fato interessante € que nas
espécies de lagarto, em que a fémea € o sexo heterogamético (possui 0s
cromossomos Z e W), o desenvolvimento partenogenético do gameta feminino (sem
a contribuicdo do gameta masculino) produzira somente machos ZZ e WW (Watts et
al., 2006).
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Além disso, o imprinting permitiia a vigilancia contra a perda de

cromossomos, de modo a prevenir o cancer e defender o organismo contra a

invasdo de DNA estranho (Jaenisch, 1997).

Principais genes imprinted descritos e suas funcdes

No genoma, estima-se a existéncia de 100 a 1000 genes imprinted (Young &
Fairburn, 2000). Segundo o catalogo on-line de genes imprinted (IMPRINTED,
2007), ja foram descritos 51 genes imprinted em humanos e 82 em camundongos.
Entretanto, para os animais de producdo, esse numero € bem menor: sete em
bovinos (GTL2, IGF2, IGF2R, NESP55, NNAT, PEG3 e XIST), dez em ovinos (DAT,
DLK1, GTL2, H19, IGF2, IGF2R, MEGS8, MEST, PEG11 e PEG11-AS) e cinco em
suinos (IGF2, IGF2-AS, IGF2R, PEG10 e PLAGL1)".

Os genes imprinted representam menos de 0,1% dos genes em todo o
genoma, mas possuem funcdes determinantes em varios processos. Dentre essas
funcdes, destacam-se a regulacdo do crescimento fetal, por IGF2, IGF2R e H19
(Watson et al.,, 1992; Kendrew, 1994; Sasaki et al., 1995; Dean et al.,, 1998); o
suprimento sangiineo e a formacao da placenta, por IGF2R, INS2 e MASH?2 (Loi et
al., 1998; Tanaka et al., 1999; Young & Fairburn, 2000); a inativacdo do cromossomo
X, pelo XIST (Young & Fairburn, 2000); o comportamento materno, pelo Mest
(Lefebvre et al., 1998); e a aprendizagem, pelo XrI3b (Davies et al., 2005).

Em camundongos, os genes de origem materna contribuem para o
desenvolvimento do embrido propriamente dito, principalmente das estruturas axiais
(cérebro, tubo neural e somitos), dos érgéos (rim e baco) e do endoderma do saco
vitelino, enquanto os genes de origem paterna participam no desenvolvimento dos
tecidos extra-embrionarios, especialmente do trofoblasto (Cruz & Pedersen, 1991;
Kendrew, 1994; Kono, 1998). Dessa maneira, 0s embrides monoparentais

(androgenéticos ou partenogenéticos) sao incapazes de levar a gestacdo a termo e

! GTL2: “Gene trap locus 2" (expressdo materna); IGF2: “insulin-like growth factor 2" (expressao
paterna); IGF2R: “insulin-like growth factor 2 receptor” (expressdo materna); NESP55:
“neuroendocrine secretory protein” (expressdo materna); NNAT: “neuronatin” (expressao paterna);
PEG3: “paternally expressed gene 3" (expressdo paterna); XIST: “X (inactive)-specific transcript”
(expressao paterna); DAT: “DLK1-associated transcripts” (expressao paterna); DLK1: “Delta-like 1”
(expressao paterna); H19: “H19 gene” (expressdao materna); MEG8: “maternally expressed gene 8”
(expressao materna); MEST: “Mesoderm-specific transcript” (expressao paterna); PEG11: “paternally
expressed gene 11" (expressao paterna); PEG11-AS: “antisense transcript from PEG11” (expressao
materna); IGF2-AS: “IGF2-antisense” (expressdo paterna); PEG10: “paternally expressed gene 10”
(expressao paterna); PLAGL1: “pleiomorphic adenoma gene-like 1" (expresséo paterna).
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morrem durante a fase inicial do desenvolvimento intra-uterino. Entretanto, estudos

demonstraram que a manipulacdo do genoma de embriées partenogenéticos, a qual
levou ao aumento da expressdo do Igf2 e a expressdo monoalélica do H19,
normalizou a expressao de 32 outros genes imprinted e possibilitou 0 nascimento de
um camundongo partenogenético (Kono et al., 2004). Isso demonstra a intensa
interacdo existente entre genes imprinted.

Esse estudo nao foi repetido em outras espécies animais. Assim, em bovinos
e ovinos, apesar de 0s genes de origem materna serem capazes de estabelecer o
tamanho adequado das membranas extra-embrionarias (Hagemann et al., 1998;
Méo-Niciura, 2005), os embribes partenogenéticos morrem na fase em que o

desenvolvimento da placenta € critico para a implantacdo (Hagemann et al., 1998).

Mecanismos de estabelecimento de imprints

Assim como a metilagdo do DNA participa na inativacdo do cromossomo X e
na expressao de genes tecido-especificos (Young & Fairburn, 2000), acredita-se que
a metilacdo da citosina em sitios de CpG (residuos de citosina adjacentes a guanina,
com mais de 50% de CG - ilhas de CpG) participe no imprinting (Alberts et al., 1994;
Ruvinsky, 1999). A metilagdo, que ocorre na posi¢éo 5 do anel pirimidico da citosina,
transformando-a em 5-metil-citosina, é estabelecida pelas DNA-metiltransferases
(Dnmts). As Dnmts sdo compostas por varias familias, com diferentes funcfes: as
Dnmtl sdo metiltransferases de manutencéo (ex.: a Dnmtl mantém a metilagdo dos
imprints durante o desenvolvimento) e as Dnmt3 s&o “de novo” metiltransferases
(ex.: a Dnmt3a promove a metilacdo na linhagem germinativa e a Dnmt3L regula o
estabelecimento do imprinting). Camundongos sem o gene Dnmt ndo mantém a
metilase ativa e morrem enquanto ainda estdo na fase embrionaria, devido ao
imprinting incorreto (como o observado no gene Igf2) ou devido a falha na metilagéo
de diversos genes que dao suporte ao desenvolvimento, com consequentes erros na
transcricdo (Alberts et al., 1994; Lei et al., 1996).

As ilhas de CpG reguladas por metilagdo de DNA alelo-especifica constituem
as regioes diferencialmente metiladas (DMRs) que controlam o imprinting e, por isso,
sdo chamadas de imprinting control regions (Feil & Berger, 2007). A metilacdo do
DNA na regido promotora de genes esta associada, ha maioria dos casos, a inibi¢éo

da transcricdo e ao silenciamento génico.
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Nos genes imprinted, para que o padrdo de metilagdo seja transmitido aos

descendentes, é necessario que ele ja seja estabelecido nos gametas, durante a
gametogénese, que é a Unica fase em que os genomas de origem materna e
paterna estdo fisicamente separados (Sasaki et al., 1995). Da mesma forma, é
essencial que todos os imprints herdados do espermatozoide e do odécito sejam
“apagados” nas células germinativas do embrido recém-formado, para que o
individuo produza gametas somente com os padrdes de imprints relativos ao seu
sexo. Portanto, os imprints desaparecem nas células germinativas primordiais
(Young & Fairburn, 2000) e voltam a aparecer durante a gametogénese, nos
gametas maduros (Ruvinsky, 1999).

Durante o desenvolvimento do concepto, ha desmetilacdo global do genoma,
logo ap6s a fecundacéo, e o restabelecimento do padrdo de metilagdo acontece no
estadio de blastocisto, em camundongos, ou no estadio de 8 a 16 células, em
bovinos (Reik et al., 2001; Mann & Bartolomei, 2002). Entretanto, os genes imprinted
resistem a essa onda de desmetilacdo global (Jaenisch, 1997; Ruvinsky, 1999).

Além da metilacdo do DNA, a estrutura da cromatina, a acetilacdo, a
fosforilagdo e a metilacdo das histonas associadas a cromatina e a expressao de
transcrito antisense e de RNA néo-codificante (incluindo microRNA) também
constituem mecanismos de controle de imprinting (Kendrew, 1994; Ruvinsky, 1999;
Young & Fairburn, 2000; Spahn & Barlow, 2003). Por um lado, a cromatina muito
condensada (devido & metilacdo ou a fosforilagdo) promove restricdo a atividade
génica. Por outro lado, a cromatina menos condensada (ou mais aberta; devido a
acetilacao) cria ambiente mais permissivo para a ativacao génica (Jirtle & Weidman,
2007). Sugere-se que a metilacdo de DNA esteja associada mecanicamente a
modificacdo da histona: a metilacdo em CpG recruta outras proteinas que se ligam
ao DNA e atraem enzimas que removem o grupo acetil das histonas, condensando a
cromatina e limitando a transcricdo (Jirtle & Weidman, 2007). Assim, o controle do

imprinting pode ocorrer por mais de um mecanismo.

Implicacdes do genomic imprinting
a) Para o crescimento e o desenvolvimento:
Em humanos, a alteracdo em genes imprinted desencadeia diversas

patologias. A dissomia uniparental do cromossomo 15¢g11-13, quando de origem
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materna, provoca a sindrome de Prader Willi e, quando de origem paterna, a

sindrome de Angelman. A dissomia ou a trissomia parcial do cromossomo 11p15.5
de origem paterna desencadeia a sindrome de Beckwith-Wiedemann, que provoca
supercrescimento fetal, provavelmente devido a expressdo excessiva do Igf2. O
aumento ou a diminuicdo da expressao de genes imprinted pode contribuir em
alguns casos de cancer, como o tumor de Wilms e o rabdomiossarcoma provocados
por dissomia paterna do cromossomo 11p. E ignorado se a carcinogénese é afetada
pela superexpressdo de fatores de crescimento imprinted ou pela inativacdo
epigenética de genes supressores de tumor (Kendrew, 1994).

Outro caso de patologia provocada por imprinting é a doenca de Huntington,
que é letal no adulto e cuja idade de aparecimento dos sintomas varia, mas € mais
precoce em filhos de pai afetado pela doenca. A diabetes melito dependente de
insulina (diabetes juvenil) € menos transmitida aos descendentes de mulheres
afetadas do que aos de homens afetados pela doenca (Solter, 1988). Nas fémeas
com sindrome de Turner (X0), o fendtipo cognitivo e o fenotipo social dependem de
qual X esta presente (de origem paterna ou materna). Efeitos de origem parental
também ocorrem em outras condicbes neuro comportamentais, como autismo,

doenca de Alzheimer, desordem bipolar e esquizofrenia (Jirtle & Weidman, 2007).

b) Nas biotecnologias com embrides:

O cultivo in vitro e outras manipulagcdes de embrides, no momento em que 0S
imprints sdo estabelecidos ou mantidos, sdo candidatos em potencial a inducédo de
erros que podem levar a anomalias e a contribuir para a baixa eficiéncia observada
em muitos desses procedimentos.

Os componentes do meio de cultivo podem interagir com os genes imprinted
e provocar modificacdes epigenéticas, como a remocao de metilacdes. Odcitos
coletados para a producéo de embrides podem ser oriundos de foliculos imaturos ou
atrésicos e que, normalmente, ndo ovulariam e poderiam apresentar defeitos de
imprinting (Young & Fairburn, 2000).

Em humanos, as tecnologias de reproducéo assistida, tais como a injecao
espermatica intracitoplasmatica e a fecundacéo in vitro, aumentam a incidéncia de
patologias relacionadas as falhas de imprinting (Cox et al., 2002; DeBaun et al.,

2003). Em camundongos, foi observada expressdao andmala do gene H19 apds
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intensa manipulacdo dos embrides (Sasaki et al., 1995). Em bovinos e ovinos

produzidos in vitro, a sindrome do bezerro gigante pode ser causada por diversos
genes imprinted com expresséo alterada (Young & Fairburn, 2000).

O padréao de metilacdo dos genes é essencial para 0 sucesso dos programas
de clonagem a partir de células somaticas. Os nudcleos derivados de células
somaticas possuem padrédo especifico de metilacao, diferente daquele do embrido
precoce. Dessa maneira, para que a clonagem tenha sucesso, o padrao somatico de
metilacdo deve ser apagado e transformado em embrionario (reprogramacao
nuclear), sem que o0s genes imprinted sejam alterados. Uma vez que iSsO nem
sempre ocorre, defeitos no crescimento da placenta e falhas no suprimento
sangiineo sdo observados em clones de bovinos, tanto devido as alteracfes da
metilacdo do DNA (Bourc’his et al., 2001; Dean et al., 2001; Kang et al., 2001; Cezar
et al., 2003) como devido a expressao anormal de genes imprinted (Rideout Il et al.,
2001; Niemann et al., 2002; Zhang et al., 2004). Foi observada reducdo de
expressao de IGF2 e de IGF2R em fetos e em placentas de clones bovinos (Perecin,
2007) e de H19 e de IGF2 em placenta de clones bovinos a termo (Yamazaki, 2006).
A reducdo da expressao do H19 foi ainda mais marcante na placenta de clones
fémeas, 0 que sugere que o0 processo de reprogramacao de alguns genes pode ser

influenciado pelo sexo do concepto (Yamazaki, 2006).
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¢) Na producéo animal:

E possivel que o conhecimento do mecanismo (paterno ou materno) usado
por um gene para entrar na proxima geracdo possa ser adotado em alguns
programas de selecédo animal (Ruvinsky, 1999).

Em suinos, a investigagdo do papel do imprinting na composi¢do corporal
identificou quatro quantitative trait loci (QTL) imprinted (iIQTL): um de expressao
paterna para espessura de toucinho no cromossomo 2; um de expressdo materna
para deposicdo de gordura no cromossomo 7; e um de expressao paterna e outro de
expressao materna para gordura intramuscular no cromossomo 6 (Koning et al.,
2000). Para caracteristicas reprodutivas, foram encontrados iQTLs de expressao
materna relacionados ao numero de leitdes natimortos no cromossomo 14 e ao
namero de fetos mumificados no cromossomo 2; e de expressdo paterna
relacionados a idade a puberdade no cromossomo 15, ao niumero de tetos nos
cromossomos 1, 6 e 15, e ao numero de fetos mumificados no cromossomo 6 (Holl
et al., 2004). Por mapeamento fino, um iQTL, com efeito sobre massa muscular no
cromossomo 2 suino, foi mapeado em um segmento cromossdmico de ~250 kb, o
gual continha os genes de expressao paterna INS e IGF2 (Nezer et al., 2003).

Diferencas na gestacdo de bardotos (jumenta x cavalo) e de mulas (égua X
jumento) podem ser atribuidas ao imprinting, que influencia a producédo do horménio
eCG (Ruvinsky, 1999).

Identificacdo de genes imprinted

Genes imprinted podem ser identificados pela utilizacdo de animais
portadores de dissomia uniparental ou de translocacdes cromossémicas; pela
avaliacdo da expressdo diferencial entre conceptos androgenéticos e
partenogenéticos (por hibridizacdo subtrativa ou differential display); e, também, pela
avaliacdo de genes candidatos conhecidamente imprinted em outras espécies. Além
disso, genes imprinted podem ser inferidos pela identificacdo de ilhas de CpG, com o
auxilio de programas (http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/), e de DMRs em genes
candidatos. O estado de metilagdo das DMRs pode ser determinado por meio de

digestdo do DNA com enzimas de restricdo sensiveis & metilacdo® ou por tratamento

2 A digestdo do DNA com enzima de restricdo sensivel a metilagédo (tais como Cfol, Hpall, Maell,

Mlul, Notl e Xhol) promove clivagem somente do alelo ndo-metilado.
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com bissulfito seguido de sequenciamento ou de reagcdo em cadeia da polimerase

(PCR) de metilacdo-especifica® (Trinh et al., 2001). Entretanto, a confirmacdo do
imprinting se da por meio da avaliacdo da expressdo génica alelo-especifica
parental®.

Uma vez que essas técnicas sdo laboriosas e sO permitem a avaliacdo de
poucos genes, tem-se utilizado o mapeamento genético para identificacdo de genes
imprinted baseado em mapas de ligacdo. Para tanto, métodos estatisticos que
incorporam 0 genomic imprinting no mapeamento genético de QTLs estdo sendo
desenvolvidos (Cui, 2007). Nessas analises, o efeito de imprinting deve ser

diferenciado do efeito materno®.

Consideracgoes finais

Além do cdodigo genético, fatores citoplasmaticos ou epigenéticos interferem
na expressado génica. A expressao de alguns genes controlada pela sua origem,
materna ou paterna, denominada de genomic imprinting, derrubou algumas bases
genéticas estabelecidas e contribuiu para a compreensédo de diversos fenbmenos

anteriormente inexplicados.

® O tratamento do DNA com bissulfito de sédio converte as citosinas ndo-metiladas em uracilas
(transformacé@o do DNA com bissulfito). Posteriormente, faz-se a amplificacdo do DNA transformado
por PCR. Para isso, duas estratégias podem ser utilizadas: 1) utilizacdo de primers desenhados para
cobrir os sitios potenciais de metilagdo: PCR de metilac@o-especifica (duas reacdes separadas, uma
com primers para segmento metilado e outra para ndo-metilado); 2) amplificacdo com primers que
evitam sitios de CpG, seguida de analise do produto por seqlienciamento (seqiienciamento com
bissulfito) ou por digestdo com enzima de restricdo (combined bissulfite restriction analysis).

4 Comparacdo entre as sequéncias de produtos de RT-PCR e de PCR de DNA genbémico, em
individuos heterozigotos (com polimorfismos conhecidos), visando a determinacéo da origem parental
do alelo expresso.

® A expressdo de um gene imprinted depende do sexo do parente do qual ele foi herdado e, como
resultado, os heterozigotos reciprocos podem apresentar diferentes fenétipos (o individuo que herdou
o0 alelo A; da méae e o alelo A, do pai possui fenétipo diferente do individuo que herdou o A; paterno e
0 A, materno). Em contraste, o efeito materno surge quando, além da heranca direta dos alelos, as
caracteristicas genéticas e as ambientais (fenétipicas) da mae influenciam o fendtipo da progénie.
Esses efeitos contribuem para a semelhanca entre filhos da mesma mae e entre mée e filhos para
caracteristicas como crescimento da progénie, producdo e suscetibilidade a doencas (Santure &
Spencer, 2006).
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O imprinting participa na regulagdo do crescimento do feto, no suprimento

sanguineo e na formacdo da placenta, na supressdo de tumores, na protecdo do
organismo contra DNA estranho, na memoaria celular, na expressdo de horménios e
na produtividade de animais, entre outros. Portanto, tal mecanismo é de extrema
importancia para a vitalidade do organismo e para a realizagdo plena de suas
funcdes. Dessa maneira, o imprinting an6malo pode acarretar falhas no
desenvolvimento e no crescimento, no surgimento de doencas humanas e animais,
na formacado de tumores e no envelhecimento celular.

Portanto, o estudo dos mecanismos de imprinting, das suas implicacdes e das
suas possibilidades de correcdo faz-se necessario, pois pode facilitar a
compreensao de diversos mecanismos fisiologicos, trazer beneficios a saude

humana e animal e servir como ferramenta na selecédo de animais superiores.
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MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe abundante de moléculas pequenas de
RNA néao-codificante, de aproximadamente 22 nucleotideos de comprimento, com
capacidade de regular a expressdo génica por meio de controle da traducédo ou da
degradacdo do RNA mensageiro (RNAmM) (Ambros et al., 2003). Estes microRNAs
foram originalmente descobertos em Caenorhabditis elegans, como reguladores
pos-transcricionais de genes envolvidos com o processo de desenvolvimento (Lee et
al., 1993; Ambros et al., 2003), e agora sao identificados em todos os organismos
multicelulares, com a capacidade de modular a expressdo de centenas de genes
(Lim et al., 2005; Shingara et al., 2005). Eles atuam em varios processos biolégicos,
entre eles a morfogénese do cérebro (Giraldez et al., 2005), a degradacdo de RNAm
materno durante o inicio do desenvolvimento (Giraldez et al., 2006), a secrecédo de
insulina (Poy et al., 2004), a proliferacdo e a diferenciagdo de cardiomiécito (Zhao et
al., 2005), a tumorigénese, a defesa viral (Lecellier et al., 2005), a diferenciacao
hematopoiética (Chen & Lodish, 2005), o desenvolvimento embrionario (Tang et al.,
2007) e o desenvolvimento muscular (McCarthy & Esser, 2007).

Os microRNAs séo transcritos na forma de miRNA primario pela enzima RNA-
polimerase Il e contém um cap 5 e uma cauda poli-A caracteristicos (Lee et al.,
2002; Smalheiser, 2003; Cai et al., 2004). MicroRNAs também podem ser transcritos
como parte do intron de um RNAm primario. Enquanto ainda no nucleo, o miRNA
primario apresenta a estrutura secundaria do tipo grampo, que € reconhecida e
clivada pela enzima Drosha, uma RNAse que reconhece RNA de fita dupla (Lee et
al., 2003). A molécula resultante € um RNA de fita dupla de aproximadamente 70
nucleotideos, na forma de grampo, e com terminais protuberantes na extremidade 5’
ou 3'. Esta estrutura € denominada pré-miRNA (Figura 1). Este pré-microRNA é
entdo transportado do ndcleo para o citoplasma por uma proteina conhecida com
Exportin-5 (Yi et al., 2003; Lund et al., 2004) (Figura 1). No citoplasma, a enzima
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Dicer, membro da superfamilia de RNAse lll, cliva este pré-miRNA (Lee et al., 2003;

Yi et al., 2003) em uma molécula de RNA de fita dupla, com extremidades 5’ e 3’
protuberantes (Lund et al., 2004). Uma das fitas de RNA (de aproximadamente 22
nucleotideos) associa-se com o complexo de silenciamento de RNA induzido (RISC)
e transforma-se na forma ativa e madura do miRNA. Esta forma madura modula a
expressao génica por meio de interacdo com regides especificas da porcédo 3’ dos
RNAmM (Schwarz et al., 2003) (Figura 1).

onA
l NUCLEO

miRNA primario

Pré - miRNA

ey

53

CITOPLASMA mRNA . ribossomo
Degradagio do mRNA Represséo da tradugéo

Figura 1. Biogénese e modo de a¢ao dos microRNAs.

A maneira exata pela qual os miRNAs modulam a expressdo génica ainda
nao esta totalmente elucidada. Estudos recentes apontam que 0S mecanismos Sao
pés-transcricionais, envolvendo a inibicdo da traducdo nas fases de iniciacdo e de
elongacéo, ou levando diretamente a degradacdo do RNAm-alvo. Estudos sugerem
que os microRNAs reconhecem o RNAm-alvo por interacdes de pareamento de
bases entre a extremidade 5 do microRNA e de sequiéncias complementares na
regido 3'UTR do RNAm-alvo (Nilsen, 2007).

O padréo de expressdo dos miRNAs é diferente nos diversos tecidos (Barad
et al., 2004; Liu et al., 2004; Farh et al., 2005; Lim et al., 2005; Shingara et al., 2005)
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e a abundancia de um miRNA especifico varia de algumas copias a mais de 30.000

moléculas por célula (Chen et al., 2005).

Até o momento, 4.321 miRNA j& foram descritos: 474 em humanos, 98 em
bovinos, 149 em aves e 54 em suinos (MIRBASE, 2007). Programas de
bioinformatica e experimentos de clonagem desenvolvidos para identificar miRNAs
no genoma sugerem a existéncia de aproximadamente 800 miRNAs no genoma
humano. Estes programas buscam em bancos de dados gendmicos por seqiéncias
de aproximadamente 70 bases, que apresentem potencial de formar um RNA de fita
dupla estavel e que seja conservado entre espécies (uma lista dos programas pode
ser encontrado em Kim & Nam, 2006).

A comprovagédo da existéncia de um novo miRNA deve ser feita utilizando-se
estratégias independentes e complementares, ou seja, € preciso que o miRNA seja
detectado (por Northern blot ou por clonagem, por exemplo) e que a seqiéncia do
miRNA primario, obtido da sequéncia gendbmica da espécie em estudo, tenha
capacidade de formar a estrutura de RNA de fita dupla caracteristica dos miRNAs
(Ambros et al., 2003).

A clonagem de miRNAs pode ser feita com a construcdo de bibliotecas de
DNA complementar (cDNA) com base na fracdo de RNA de baixo peso molecular,
de tamanho entre 15 e 25 bases. Estas bibliotecas permitem a clonagem dos
microRNAs expressos em um tecido de interesse. Neste caso, um cuidado especial
deve ser observado no processo de extracdo de RNA total, pois alguns métodos de
purificacdo do RNA podem eliminar a fracdo de baixo peso molecular. Uma vez
obtido o RNA total, diferentes procedimentos podem ser utilizados para enriquecer a
amostra com RNA de baixo peso molecular. As estratégias para esta etapa variam
desde a precipitacdo do RNA de alto peso molecular com polietilenoglicol, até a
utilizacdo de colunas ou de sistema de eletroforese para o isolamento das moléculas
menores. A fracdo enriquecida de RNA com fragmentos de 15 a 25 bases ¢€ isolada
em gel de acrilamida. Apos a eluicdo do gel, adaptadores séo ligados aos RNAs pela
acdo de uma RNA-ligase. Estes adaptadores utilizados sdo compostos de
oligonucleotideos modificados com o objetivo de facilitar a ligacdo dos adaptadores
com o RNA e de impedir a ligacdo dos adaptadores entre si. Apos a ligacdo, uma
transcricdo reversa € realizada a partir de um primer complementar ao adaptador 3'.

Finalmente, é feita uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir de primers
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complementares aos adaptadores, com posterior clonagem e sequenciamento. A

Figura 2 ilustra as etapas empregadas para a clonagem de miRNAs.

Isolamento de RNA de 15a  Ligac&o do Ligacéo do Sintese de CDNA,

25 bases Adaptador 5’ Adaptador 3’ clonagem e
sequenciamento

Figura 2. Metodologia utilizada para clonar e identificar microRNAs.

Uma vez identificado um novo microRNA, este precisa ser validado pelos
critérios de formacéo de fita dupla e de conservacao entre espécies. Como o0 miRNA
clonado representa o miRNA maduro, de aproximadamente 22 bases, é necessario
identificar as regides genémicas que flanqueiam o miRNA. Isto pode ser feito com o
auxilio dos bancos do National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ou da University of California, Santa Cruz (UCSC;
http://genome.ucsc.edu/). Para exemplificar, apresentamos a seguir as etapas
necessarias para validar a identidade de um miRNA. Como exemplo, utilizamos o

hsa-mir-26a, um miRNA identificado em seres humanos (Figura 3).
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1- Sequencia do miRNA obtida de uma biblioteca de cDNA
hsa-miR-26a UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGC

2- Sequencia gendmica flanqueando o hsa-mir-26a
GUGGCCUCGUUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCUGUGCAGGUCCCAAUGGGCCUAUUCUUGGUUACUUGCACGGGGACGC
(obtida por alinhamento da sequencia clonada com sequencia genémica. Pode ser
realizado por Blat no site da UCSC).

3- Estrutura secundario do hsa-mir-26a

g u C --g ca »
gug ccucgu caaguaauc aggauaggcu ug g men"nocoscSnrsecsscn
CEE TEEEEE FEETIEEEL FEEELITTnL 1) g P8R A884A8 A22ASE84A
cgc ggggca guucauugg ucuuauccgg ac u -

d (& u Jua cCcC

(pode ser obtida com o programa mfold (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-simple.html)

4- Conservacao entre espécies da regido gendmica que contem a sequencia do hsa-mir-26a

STl 135,01 | PRUSLOE U UL B RS

3
Human WEHAS from GenBank

Human meNAs

Spliced ESTs -

Human ESTs That Have Been Spliced

Vertebrate MUItiz Alignnent & Conservation (17 Species)

CONSErvat ion

Figura 3. Etapas que envolvem bioinformatica para a validagdo de um novo
microRNA.

A importancia desta nova classe de pequenos RNAs nao-codificantes para a
producdo animal foi elegantemente comprovada em trabalho realizado pela equipe
do Dr. Michel George, da Bélgica (Clop et al., 2006). Nesse estudo, o quantitative
trait locus (QTL) que controla o fenétipo de musculosidade observado em ovinos da
raca Texel foi mapeado no cromossomo 2, em um intervalo que continha o gene
GDF-8. No entanto, o sequenciamento da regido codificante do gene GDF-8 nao
revelou polimorfismos nesta regido. A mutacao foi identificada na regido 3’ nao
traduzida (3'UTR) do gene GDF-8 e associada a caracteristica de musculosidade
observada em animais Texel. Os autores observaram que a mutagcédo nesta regiao
criava um sitio de interacdo com o0os microRNAs mirl e mir206, normalmente
expressos no tecido muscular. Estudos de imunodeteccdo revelaram que animais
portadores da mutacdo possuem um terco do nivel de miostatina (GDF-8) observado

no soro de animais normais. Estudos de expressdo do gene GDF-8 em animais
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heterozigotos para a mutacdo revelaram que a abundancia do RNAm do alelo

normal da miostatina era 1,5 vezes superior a do alelo mutante. Estes dois
resultados estdo de acordo com o mecanismo de agao proposto para os miRNA, ou
seja, na regulacdo da traducdo e na alteracdo da estabilidade do RNAmM de um
gene-alvo.

Esta nova classe de RNA adiciona mais um nivel de complexidade no ja
intricado mecanismo de controle da expressdo génica e a0 mesmo tempo abre
novas perspectivas para que possamos avancar o nosso conhecimento sobre as
bases moleculares que controlam a variabilidade fenotipica observada nos seres

VivOos.
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ANALISE PROTEOMICA
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Proteoma é o conjunto de proteinas que, sob determinadas condicfes, sao
codificadas e expressas por um genoma. A analise proteémica, cuja definicdo é o
conjunto de metodologias analiticas empregadas para caracterizar (qualitativamente
e quantitativamente) um proteoma, trata-se da area interdisciplinar da ciéncia que
agrega principalmente quimica, biologia e informatica. A sinergia oriunda de
tamanha interdisciplinaridade faz-se necessario num cenario em que se pretende
estudar a funcdo e o comportamento dos genes com base na identificacdo das
proteinas por eles codificadas e por eles expressas. Neste contexto, muitas vezes é
necessario ndo somente determinar o conjunto e a quantidade de proteinas
presentes em uma amostra, o que por si sé apresenta alto grau de dificuldade, mas
também caracterizar as inUmeras e as comumente presentes isoformas das
proteinas, produto de modificacdes pds-traducionais que elas sofreram, e por fim as
interacBes dessas proteinas (Aebersold & Mann, 2003; Tyers & Mann, 2003; Ong &
Mann, 2005). Tais estudos sao tipicamente desafiadores, devido ao alto grau de
complexidade das amostras e a baixissima concentragdo de determinadas
proteinas, o que requer o uso de técnicas analiticas extremamente sensiveis. Assim,
a espectrometria de massa (MS) trata-se da ferramenta ideal para aplicacbes
protedbmicas, fato esse atribuido a sua capacidade de analisar proteinas e peptideos

com alta especificidade, preciséo, velocidade e sensibilidade.

Estratégias para abordar um estudo protedmico: bottom-up vs. top-down
Existem basicamente duas maneiras de se abordar um estudo proteémico no
gue diz respeito a estratégia empregada para analisar a amostra por espectrometria
de massa (MS); elas séo classificadas em bottom-up e top-down (McLafferty, 2001;
Bogdanov & Smith, 2004). No caso da abordagem bottom-up é necessario isolar a(s)
proteina(s) de interesse, realizar procedimento de clivagem enzimética e entdo

submeter os peptideos formados a andlise por MS. Em posse desses resultados,
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ferramentas de busca procuram correlacionar os dados obtidos com as informacdes
contidas em bancos de dados de proteinas, permitindo assim sua identificacdo
(Figura 1). Essa abordagem é a mais comumente empregada, uma vez que mesmo
espectrometros de massa relativamente simples e de baixo custo sdo capazes de
fornecer resultados satisfatérios para a andlise de peptideos. No entanto, um arranjo
do tipo bottom-up que empregue uma Unica enzima apresentara a desvantagem de
tipicamente proporcionar baixa cobertura da sequéncia de aminoacidos constituinte
da proteina; todavia, algo em torno de 50% j& é considerado positivo (Wilm et al.,
1996; Kelleher et al., 1999). Ou seja, apenas uma parte dos peptideos originados
pela clivagem enziméatica € analisada ou fornece dados confiaveis para
interpretacdo. Em decorréncia da baixa taxa de cobertura inerente ao arranjo
experimental do tipo bottom-up, surge outra limitacdo desta estratégia, que € a
restrita capacidade de prover informagcBes inerentes as modificagcbes pods-
traducionais. E intuitivo concluir que, se uma baixa cobertura de aminoacidos é
obtida, a chance de ndo analisar aminoacidos que porventura estejam modificados
seja maior (Figura 1; Kelleher et al., 1999). Porém, no arranjo top-down a amostra de
proteina(s) € submetida diretamente a analise por MS, ou seja, intacta.
Primeiramente, deve-se determinar, com grande exatiddo, a massa molecular da
proteina em questao e posteriormente realizar estagios de fragmentacéo da proteina
que proporcionam a identificacdo de pequenos trechos de sequéncia e que
permitem a identificacdo da proteina (Figura 1). Nessa abordagem, a cobertura da
sequéncia é total. No entanto, essa estratégia requer o uso de espectrédmetros de
massa de altissima resolucdo e de altissima exatiddo (e, por consequéncia, de
altissimo custo), que até pouco tempo atras ndo eram sequer comercialmente
disponiveis (Bogdanov & Smith, 2004).
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Figura 1. Esquema de comparacdo das estratégias bottom-up e top-down,
empregadas em andlise protedbmica. MS: espectrometria de massa; MM: massa
molecular.

Assim, o altissimo custo dos equipamentos requeridos para a abordagem top-
down faz com que a estratégia mais tradicional ganhe espago e, mesmo que com

limitacOes, seja a mais largamente empregada.

Detalhamento de um estudo protedmico com emprego da abordagem bottom-
up

Em linhas gerais, € possivel descrever um estudo proteémico que use a
estratégia bottom-up em seis etapas (Figura 2), que sdo descritas a seguir:

i) As proteinas a serem analisadas devem ser primeiramente extraidas de
lisados celulares ou de tecidos e submetidas a etapas de separacao (eletroforese
unidimensional ou bidimensional, cromatografia liquida).

i) ApOs a etapa de obtencao e de purificacdo, o préximo passo € converter
a(s) proteina(s) isolada(s) em um conjunto de peptideos. Isso € feito com o0 uso de
enzimas que promovem a clivagem das proteinas em pontos especificos.

i) Os peptideos obtidos podem ser separados por meio da técnica de

cromatografia liquida (unidimensional ou multidimensional), ionizados e transferidos
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(usando as técnicas de electrospray ou de matrix-assisted laser desorption and
ionization) para o analisador de massa.

iv) Nesta etapa, o espectro de massa dos peptideos oriundos da digestao
enzimatica € adquirido. Este resultado indica a relacdo entre a massa e a carga
(m/z) e consequentemente a massa molecular dos peptideos. Para esse tipo de
dado experimental, d4-se o nome de peptide mass fingerprint (PMF).

v) Os peptideos previamente detectados durante o PMF (chamados de ions
precursores) sao isolados e submetidos a fragmentacdo por colisdo com moléculas
de um gas inerte, tal como argbnio, nitrogénio ou hélio. Os fragmentos formados sao
entdo analisados e o espectro obtido é chamado espectro de fragmentacdo ou
MS/MS.

vi) Ao final do processo, os resultados inerentes a massa molecular dos
peptideos, obtida com base no PMF, bem como a informacéo relativa a sequéncia
de aminoacidos dos peptideos, contida nos espectros de fragmentacdo (MS/MS),
sdo usados pelo software de busca para “localizar” as proteinas nos bancos de
dados. Os programas mais conhecidos e comumente mais empregados sao o
Sequest (Eng et al., 1994) e o Mascot (Perkins et al., 1999).

i) Preparo da amostra ii) Digestdo Enzimatica

Extracéo e pré-fracionamento da amostra

4 Enzima Clivagem*
~~ > SDS-PAGE - & 9) \\\ tripsina K, R

- eletroforese quimiotripsina F, Y, W
=+ bidimensional

T

, * C terminal
peptideos
N - troca ibnica
MS Separagéo - LC { - fase reversa
iii)
Analisador de ions . { - ESI
lonizacao
- MALDI

v) MS/MS

A R R N vi) Busca em banco de dados
E—— (NCBI; Swiss-Prot; MSDB; ...)

5 8 8 8838 §

Ferramentas:

s —

v Mascot v Sequest

Figura 2. Esquema ilustrativo das seis etapas que comumente integram um estudo
protedbmico com o emprego de espectrometria de massa (MS). SDS-PAGE:
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilssulfato de sodio; LC:
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cromatografia liquida; ESI: electrospray; MALDI: matrix-assisted laser desorption and
ionization; PMF: peptide mass fingerprint.

A separacao das proteinas por meio da técnica de eletroforese bidimensional
e a subsequente identificacdo por MS trata-se da estratégia mais empregada em
andlise protedmica (Suckau et al., 2003). A unido dessas tecnologias mostra-se
ainda mais interessante quando se pretende realizar analises comparativas entre
amostras em diferentes condicdes. Isso inclui, por exemplo, a comparacao entre
amostras de pessoas sadias e amostras de pessoas doentes, quando se objetiva
encontrar proteinas diferentemente expressas, as quais podem servir de
biomarcadores. Além da informacédo qualitativa, a eletroforese bidimensional é capaz
de prover resultados quantitativos, o que possibilita 0 monitoramento dos niveis de
expressdo das espécies de interesse. Nesse quesito, a tecnologia denominada
differential gel electrophoresis (DIGE) constitui o estado da arte.

Apesar dos recentes e dos promissores avangos em tecnologias alternativas
e complementares (principalmente a cromatografia capilar multidimensional), a
eletroforese bidimensional € atualmente a Unica técnica que pode ser rotineiramente
aplicada para a separacdo de misturas verdadeiramente complexas de proteinas,

tais como lisados celulares.

Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-E) é uma técnica de
separacdo largamente usada para a andlise de misturas complexas de proteinas
extraidas de células, de tecidos ou de outras amostras biol6gicas. Esta técnica
promove a separacdo das proteinas em duas dimensdes, de acordo com duas
propriedades independentes. Na primeira dimensdo, a focalizacdo isoelétrica, as
proteinas sdo separadas de acordo com seus pontos isoelétricos. A segunda
dimensdo, a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilssulfato de
soédio (SDS-PAGE), separa as proteinas de acordo com sua massa molecular
relativa (Figura 3; Gorg et al., 2004). Uma vez realizada a separacao eletroforética
bidimensional, é necessario fazer a coloracdo do gel, a fim de visualizar o resultado
obtido. A selecdo do procedimento de visualizacdo apropriado é tdo importante
quanto a técnica de analise de proteinas empregada. Sensibilidade, simplicidade,

velocidade e integracdo do procedimento com etapas futuras (por exemplo, analise



80

subsequente de um spot por MS) sdo critérios importantes para a escolha do
método de coloracdo. Os métodos mais comumente empregados sdo a coloragao
com prata e com corantes organicos, tais como o azul-de-comassie (Comassie blue;
Candiano et al., 2004).
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Figura 3. Esquema que mostra as etapas envolvidas no processo de separagcao de
uma mistura de proteinas por eletroforese bidimensional. Na primeira dimenséo, a
separacdo ocorre de acordo com o ponto isoelétrico, enquanto a massa molecular
(MM) relativa das proteinas € a propriedade usada para a separacdo na segunda
dimensé&o. DTT: ditiotreitol; SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecilssulfato de sodio.

Espectrometria de massa (MS)

A MS é uma técnica que mede a relacdo entre a massa e a carga (m/z) de
moléculas ionizadas em fase gasosa. De maneira geral, um espectrobmetro de
massa € constituido por uma fonte de ionizacdo, um analisador de massa, um
detector e um sistema de aquisi¢cdo de dados. Na fonte de ionizagcédo, as moléculas
sao ionizadas e transferidas para a fase gasosa. No analisador de massa, 0s ions
formados s&o separados de acordo com sua relacdo m/z e posteriormente
detectados (usualmente por elétron-multiplicadoras).

Até a década de 1980, a necessidade de ionizar as moléculas para obter um

espectro de massa era um grande obstaculo enfrentado no caso de moléculas
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biologicas de alta massa molecular. Nos métodos de ionizagdo disponiveis na
época, as moléculas a serem ionizadas deveriam estar em fase gasosa, sob alto
vacuo e a alta temperatura, condicdes incompativeis com biomoléculas. Esse
problema foi resolvido com o surgimento de técnicas brandas de ionizagéo,
electrospray (ESI) (Fenn et al.,, 1989) e matrix-assisted laser desorption and
ionization (MALDI) (Karas & Hillenkamp, 1988), estabelecidas no final daquela
década. Outro avanco tecnoldgico relevante que contribuiu para o desenvolvimento
da MS foi a conjugagdo de analisadores de massa em sequéncia (MS/MS). Tal
arranjo aumentou muito o poder de resolucéo e a sensibilidade da técnica, tornando-
a praticamente obrigatoria nas analises de moléculas biologicas. Com esta técnica €
possivel fragmentar uma molécula ionizada por meio da colisdo com um gas inerte
(argbnio, hélio, nitrogénio). A analise da massa dos fragmentos obtidos fornece
informacdes sobre a estrutura da molécula original e isso permite determinar, por
exemplo, a sequiéncia de aminoacidos de um peptideo ou a alteracdo de algum

residuo de aminoacido (Steen & Mann, 2004).

Software de busca de proteinas em bancos de dados: sistematica de busca

Os programas de busca mais comumente empregados para a identificacdo de
proteinas em bancos de dados com base em dados de MS sdo o Sequest (Eng et
al., 1994) e o Mascot (www.matrixscience.com; Perkins et al., 1999). Ambos o0s
programas correlacionam espectros de massa de fragmentacao (nao interpretados)
de peptideos com sequéncias de aminoacidos de proteinas registradas em bancos
de dados (Chamrad et al.,, 2004). Além disso, esse software também tem a
capacidade de usar sequéncias de nucleotideos para fazer tal correlacdo. Para isso,
esses programas primeiramente simulam as sequéncias primarias das proteinas
correspondentes aquelas sequéncias de nucleotideos encontradas nos bancos de
genes, utilizando-se do codigo genético universal; posteriormente, eles simulam a
fragmentacdo destas sequéncias primarias. De forma geral, estes programas tém
como objetivo encontrar, em determinado banco de dados, a sequéncia de
aminoacidos que melhor descreve os ions — fragmentos encontrados em um
espectro. As sequéncias-candidatas sdo procuradas nos bancos de dados de acordo
com a massa molecular do peptideo (informac&o adquirida na etapa do PMF) e com

0 espectro de fragmentacdo (MS/MS) obtido para cada peptideo.
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No Sequest, uma técnica de processamento do sinal chamada autocorrelacdo
€ usada a fim de determinar matematicamente a sobreposicdo entre 0 espectro
tedrico, derivado de cada sequéncia obtida no banco de dados em questdo, e o
espectro obtido experimentalmente. O resultado de tal sobreposicdo é expressa
quantitativamente em termos de um escore para cada peptideo (Xcorr). O Xcorr € UM
parametro que depende de diversos fatores, tais como estado de carga do peptideo
e tamanho do banco de dados que esta sendo usado para a busca. Assim, a
avaliacdo de um segundo escore, classificado como AC,, faz-se necessaria para que
a confiabilidade do resultado obtido seja aumentada. Esse parametro é definido pela
diferenca entre os valores de X oObtidos da seqiéncia de aminoacidos que
alcancou o0 maior Xcor € a sequéncia subsequente. Na literatura, diferentes critérios
sdo usados para classificar uma determinacdo como satisfatéria ou ndo. De forma
geral, estes valores sdo: Xcor > 3,75 para peptideos com carga +3, Xcorr > 2,2 para
peptideos com carga +2 e Xcor > 1,9 para peptideos com carga +1. Em todos os
casos descritos, AC, > 0,10 é exigido para que a determinagdo seja considerada
suficientemente confiavel (Washburn et al., 2001; Sadygov et al., 2004).

O Mascot também envolve o calculo de fragmentos teoricamente preditos
para todos os peptideos de um banco de dados de acordo com a massa do ion
precursor, previamente determinada. Os valores de m/z dos fragmentos preditos séo
comparados com os valores obtidos experimentalmente. A probabilidade de que o
valor de m/z de um fragmento teoricamente obtido coincida, de maneira randémica,
com o valor de m/z de um fragmento obtido experimentalmente é calculado e
expresso pelo negativo do logaritmo desse numero (escore). Assim, quanto maior for
o valor obtido, menor sera a probabilidade de que este resultado seja fruto de uma
“coincidéncia”. Esse programa fornece para cada busca submetida um valor-limite
(dependendo das condicGes usadas para a busca) a partir do qual o valor obtido
indica que a determinacdo possui probabilidade inferior a 5% de ser um evento
randdmico (Perkins et al., 1999).

A Figura 4 mostra um esquema detalhado da sistemética de busca
empregada pelos principais programas de busca de identificacdo de proteinas em

bancos de dados (Mascot e Sequest).
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Figura 4. Esquema ilustrativo da sistematica de busca de identificacdo de proteinas
em bancos de dados empregada pelos programas de busca Mascot e Sequest. MS:
espectrometria de massa; PMF: peptide mass fingerprint; MM: massa molecular;
m/z: relacdo entre a massa e a carga.

Uma vez compreendida a sistematica aplicada pelo software para a
identificacdo de proteinas em bancos de dados com resultados de espectrometria de
massa, faz-se necesséario e é de suma importancia o completo entendimento de
como ocorre a fragmentacdo dos peptideos. Além disso, a interpretacdo manual de
espectros de MS/MS é recomendada em todos 0s casos e indispensavel em
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algumas situacfes. Por exemplo, quando o genoma de determinada espécie ainda
ndo estd completamente sequenciado ou disponivel, € necessario derivar a
sequéncia primaria de aminoacidos de determinado peptideo baseado somente nos
dados obtidos por espectrometria de massa, isto €, sem recorrer a banco de dados
(sequienciamento de novo; Steen & Mann, 2004).
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Introducao

Os organismos que parasitam os homens e 0s animais, sejam eles
procariotas ou eucariotas, endoparasitas ou ectoparasitas, induzem em seus
hospedeiros o desenvolvimento de mecanismos que atuardao de modo a promover a
eliminacdo do parasita e/ou de seus produtos toxicos. Em resposta aos mecanismos
criados pelo hospedeiro, os parasitas se valem de estratégias que possibilitardo a
invasdo, o crescimento, a reproducéo e a sobrevivéncia em um ambiente adverso.
Ha muitos séculos, essa relacdo de extrema complexidade entre os parasitas e 0s
seus hospedeiros tem atraido a atencdo de parasitologistas, de bioquimicos, de
imunologistas e de biologistas moleculares e, com isso, determinado a diversifica¢ao
das linhas de pesquisa em diferentes areas da Biologia. Apesar do numero
crescente de pesquisas importantes sobre as doencas parasitarias, 0s mecanismos
envolvidos nas interacdes parasita—hospedeiro ainda necessitam ser melhor
elucidados.

Recentemente, estudos de bioquimica e de biologia molecular tém
possibilitado a identificacdo de moléculas especificas, tais como as proteinas que
participam do ciclo evolutivo dos parasitas ou da patogénese de doencgas causadas
por esses organismos. O conhecimento da composicdo e da natureza dessas
proteinas tem propiciado avancgos significativos no estudo de aspectos associados a
biologia, a bioguimica e as caracteristicas antigénicas e moleculares, que podem
estar, diretamente, envolvidos na relacdo parasita—hospedeiro. Tudo isso tem
assegurado aos pesquisadores maior percepcdo sobre as novas alternativas para o
desenvolvimento de vacinas e de testes diagndsticos e para o descobrimento de
novos alvos para as substancias antiparasitarias.

Dentre as proteinas que tém despertado grande interesse, incluem-se

aguelas que apresentam atividade catalitica, mais especificamente, as proteases,
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gue sdo enzimas que catalisam a hidrolise das ligacdes entre os peptideos de uma

proteina (Bond & Butler, 1987). As proteases, também denominadas enzimas
proteoliticas, encontram-se amplamente distribuidas na natureza e podem ser
identificadas em diferentes sistemas biol6gicos, desde virus até vertebrados.

As enzimas proteoliticas constituem uma grande familia e geralmente séo
classificadas com base em dois critérios principais: (1) o tipo de reacao catalisada e
(2) a natureza quimica do sitio catalitico. Grosso modo, de acordo com a posi¢do da
ligagcdo peptidica a ser clivada na cadeia, as proteases podem ser subdivididas em
endopeptidases e em exopeptidases. Dessa forma, as endopeptidases ou
proteinases sdo proteases que clivam preferencialmente as ligacdes peptidicas
localizadas internamente na cadeia de aminodacidos, enquanto as exopeptidases
atuam somente nas ligacdes proximas as extremidades das cadeias polipeptidicas
nas regides terminais N ou C. Além disso, com base no grupo funcional presente no
sitio ativo, as endopeptidases podem ainda ser classificadas em quatro grupos
principais: serinoproteases, cisteinoproteases ou tiolproteases, metaloproteases e
aspartilproteases (McKerrow et al., 1993).

A identificacdo e a caracterizacdo das proteases dos parasitas abrangem
grande volume de investigacfes, especialmente, no que diz respeito as proteases
ligadas a membrana de superficie e aquelas que sédo excretadas e/ou secretadas.
Nesses organismos, as proteases podem desempenhar papel importante em
diversos processos, tais como (1) invasdo dos tecidos do hospedeiro, (2) digestao
de proteinas especificas do hospedeiro importantes para o metabolismo do parasita,
(3) imunoevasao e modulacdo da resposta imunolédgica do hospedeiro, (4) viruléncia
e patogenicidade, e (5) multiplicacdo e diferenciagdo dos parasitas, seja, por
exemplo, no encistamento e no desencistamento dos protozoarios ou nos processos
de eclosdo e de muda dos helmintos e dos artropodes (Mckerrow et al., 1993).
Somados a esses aspectos, vale destacar que muitas proteases presentes nos
parasitas sao imunogénicas e por isso explora-se a possibilidade de seu emprego
como marcadores para o diagndstico imunolégico de algumas doencgas parasitarias.
Além disso, o envolvimento dessas moléculas no ciclo de vida de organismos
causadores de doenca as tornam-as alvo potencial para o desenvolvimento de

agentes terapéuticos e de vacinas contra algumas infec¢des (Rao et al., 1998).
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Durante os ultimos 20 anos, alcancaram-se avancgos significativos na

elucidacdo de processos celulares que envolvem a protedlise, principalmente, em
relacdo as infec¢des parasitarias causadas por protozodrios importantes, tais como
Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Plasmodium spp., Entamoeba histolytica,
Trichomonas vaginalis, Acanthamoeba spp. e Giardia spp. Dentre muitas
informacfes relevantes, destaca-se a identificacdo de cisteinoproteases como
importantes reguladores da morfogénese de T. cruzi, Leishmania spp., Plasmodium
spp. e E. histolytica, uma vez que inibidores especificos para essas proteases sdo
capazes de bloquear diferentes etapas do ciclo evolutivo desses organismos. Diante
disso, a eficiéncia desses inibidores sobre a multiplicacdo parasitaria levantam a
possibilidade de que essas proteases constituam um alvo em potencial para a
producdo de drogas e de imundgenos para o controle das infec¢des causadas por
esses parasitas.

No que diz respeito aos helmintos, observacdes reunidas em diferentes
investigacbes demonstraram, por exemplo, nos nematddeos Strongyloides
stercoralis, Necator americanus, Ascaris suum, Dirofilaria immitis e Haemonchus
contortus, que as proteases participam do processo de invasdo dos tecidos dos
hospedeiros pelas larvas infectantes (Nisbet & Huntley, 2006). Além disso, vale
ressaltar que um dos sistemas de protedlise mais bem caracterizado corresponde a
degradacéo de hemoglobina pelo Schistosoma mansoni, a fim de que sejam obtidos
aminoacidos necessarios ao crescimento e a maturacao desse helminto.

Quanto aos artropodes importantes em saude publica, os estudos sdo ainda
incipientes para grande parte dos ectoparasitas. Mesmo assim, em alguns casos
especificos, investigacbes sobre proteases produzidas pelo parasita culminaram
com o desenvolvimento de imundgenos que podem ser utilizados como vacina para
prevenir a infestacdo de bovinos por carrapatos como Boophilus microplus (Leal et
al., 2006). Atualmente, estudos com outros artropodes, como os dipteros, cujas
larvas produzem miiases no homem e em animais domésticos, demonstraram que 0
estabelecimento das larvas é facilitado pela producdo de enzimas digestivas que sao
secretadas e/ou excretadas para digerirem proteinas integrais dos tecidos,
auxiliando na migracdo e na nutricdo das larvas. A caracterizacdo dos produtos de

excrecdo de larvas de moscas como Lucilia cuprina, Hypoderma lineatum e Oestrus
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ovis tem revelado a presenca de proteases imunogénicas, dentre as quais se

destacam alguns antigenos candidatos a vacinas (Nisbet & Huntley, 2006).

Diante do que foi exposto, esta claro que muitas das proteinas presentes em
preparacbes de parasitas apresentam atividade enzimatica e, em alguns casos,
podem estar envolvidas em mecanismos patogénicos e nos eventos de
diferenciacéo desses organismos. Uma vez que existem varios métodos disponiveis
para o estudo de enzimas, faremos breve abordagem sobre os procedimentos mais
empregados em pesquisas basicas sobre as proteases de parasitas, especialmente

em estudos preliminares para a identificacdo e a caracterizacdo dessas enzimas.

Obtencéao de proteases

Diante da grande variedade de enzimas proteoliticas em diferentes amostras,
ndo ha procedimento padrdo que assegure que todas as proteinas presentes em
determinada preparacdo estejam aptas para serem empregadas nos ensaios
enzimaticos. Assim, para a obtencdo de enzimas proteoliticas, valem 0os mesmos
procedimentos empregados para a extracdo de proteinas nas mais diversas
preparacfes. E essencial considerar que as proteases, como proteinas que S&o,
sofrem mudancas fisico-quimicas que podem determinar alteracdo ou completa
perda da atividade. Com isso, € importante que 0s aspectos relativos a natureza e a
estabilidade dessas moléculas sejam sempre levados em consideragdo, a fim de
que os procedimentos adotados sejam adequados para a obtencéo das proteases.

Os ensaios para a identificacdo e para a caracterizagcdo de enzimas
proteoliticas podem ser realizados tanto para se detectar a maioria das enzimas
presentes em uma preparacdo complexa como para confirmar a presenca de uma
enzima em particular. Normalmente, nos estudos de caracterizagdo das proteases
de parasitas, a primeira etapa consiste na analise da atividade enzimatica em
preparacdes compostas por proteinas diferentes, que apresentem ampla faixa de
atividade bioldgica. Muitas vezes, quando as investigagbes requerem maior
aprofundamento, torna-se necessario o isolamento de uma enzima especifica, o que
implica a purificagdo da molécula. Basicamente, o processo de purificacdo de uma
proteina é composto por diferentes etapas, que tém como objetivo a separacdo das
proteinas, de acordo com algumas caracteristicas, tais como a sequéncia de

aminoéacidos e o conteudo de carboidratos e de lipideos ou a atividade biolégica.
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Atualmente, dentre os métodos empregados para esse fim, destacam-se as técnicas

de cromatografia, a qual consiste na passagem das proteinas por uma coluna, que
pode separar as moléculas de proteinas de acordo com o tamanho e com a carga

elétrica ou pela capacidade de se ligar a grupos quimicos especificos.

A escolha dos substratos

Em seguida a obtencdo das proteases, o grande desafio consiste na escolha
do substrato para a realizacdo dos ensaios enziméaticos. Uma vez que a
especificidade pelo substrato € uma das mais importantes caracteristicas das
enzimas, muitas vezes essa etapa representa um problema, pois a utilizacdo de um
substrato inadequado pode interferir na eficiéncia dos ensaios realizados.

Na grande maioria dos estudos, as enzimas de interesse estdo presentes em
extratos complexos, cuja composi¢cdo ndao € bem conhecida. Nesse caso, a escolha
de substratos naturais parece ser mais conveniente, pois, como sao proteinas que
apresentam varias ligagbes peptidicas, possibilitam o reconhecimento de grande
diversidade de proteases (Beynon & Bond, 1989). Dentre os substratos protéicos
mais amplamente empregados, incluem-se proteinas de baixo custo e
comercialmente disponiveis, tais como gelatina, caseina, albumina bovina e
hemoglobina. Convém ressaltar que, mesmo que a gelatina e a caseina ndao sejam
substratos naturais para muitas proteases, essas proteinas tém sido amplamente
utilizadas para a caracterizacdo de processos que envolvam a participacdo das
enzimas proteoliticas, inclusive nos organismos parasitas. A maioria dos substratos
protéicos tem sido empregada em ensaios que, normalmente, ndo requerem alto
grau de especificidade. Entretanto, caso isso seja condicdo imprescindivel,
substratos protéicos especificos para certos processos de hidrélise podem ser
empregados, a saber, o coldgeno como a proteina de escolha para os ensaios com
colagenases e as imunoglobulinas humanas para a deteccdo de proteases de
parasitas capazes de degradar essas proteinas.

Nas investigagcbes em que as enzimas de interesse s&o proteases bem
caracterizadas ou em que correspondem a moléculas purificadas, torna-se mais
adequado o emprego de substratos sintéticos, que permitem a deteccdo especifica
das enzimas. Esses substratos podem ser empregados em varios ensaios

enzimaticos, principalmente quando se pretende investigar a especificidade de
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determinada enzima proteolitica pelo substrato, monitorar a atividade enzimatica ao

longo dos procedimentos de purificacdo das proteases ou medir a atividade residual
na andlise da cinética de uma reacdo entre uma protease e um inibidor (Michaud,
1998). Quanto a estrutura, os substratos sintéticos correspondem a uma sequéncia
peptidica reduzida, em que o grupo acila estd conjugado a um grupo cromogénico
ou fluorigénico. Com isso, nos procedimentos que empregam esses substratos, €
possivel quantificar a atividade hidrolitica das enzimas por meio de analises
espectrofotométricas. Além disso, como a maioria desses substratos apresenta
sequéncias peptidicas especificas, as proteases podem ser caracterizadas quanto a
classe a que pertencem, ou sSeja, serinoproteases, cisteinoproteases,
metaloproteases e aspartilproteases.

Cabe salientar que, na maioria das pesquisas, 0S ensaios que empregam
substratos protéicos ainda sédo os primeiros métodos eleitos para a caracterizacéo
preliminar das preparacfes. Mais comumente, esses substratos sdo empregados em
ensaios em que a atividade enzimatica é determinada in situ, ap0s a separacao

eletroforética das proteases.

Ensaios para a detecgdo das proteases
Deteccdao eletroforética das proteases

A busca por informagcBes sobre as proteases em sistemas biolégicos inclui
avaliar a atividade enzimatica nas mais variadas preparacbes protéicas e
caracterizar a composicdo das moléculas no que se refere a atividade e ao peso
molecular. Dentre as técnicas empregadas, a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) na presenca de dodecilssulfato de sédio (SDS) é considerada uma das
técnicas bioquimicas mais adequadas para a analise dessas enzimas.

Segundo Michaud (1998), existem varios procedimentos para a deteccao
eletroforética de enzimas proteoliticas, os quais podem ser incluidos em dois grupos:
agueles em que as proteases sao detectadas in situ apds a eletroforese e aqueles
em que as enzimas sdo detectadas em um gel que contém o substrato. Mais
freqientemente, a analise da atividade de proteases presentes em preparacdes de
parasitas tem sido demonstrada em géis em que o substrato é a gelatina. Essa
técnica descrita, primeiramente, por Heussen & Dowdle (1980) €, com certeza, a

mais utilizada. Nesse sistema, a gelatina é copolimerizada ao gel de poliacrilamida
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e, apos a migracao eletroforética na presenca de SDS, as proteases deshaturadas

podem recuperar a atividade quando o SDS é removido, ap6s a incubacéo do gel
em solucdo de Triton® X-100. Para detectar a hidrélise da gelatina, o gel é incubado
em tampdao apropriado, em condi¢Bes Otimas de temperatura e de pH. Finalmente, a
visualizacdo das proteases capazes de degradar a gelatina é feita apds coloracdo do
gel com corantes, tais como o azul-de-coomassie (Coomassie blue) ou preto de
amido (amido black). A protedlise do substrato pode ser visualizada na forma de
bandas ou de zonas claras contra um fundo escuro, e o conjunto das bandas nos
géis é denominado zimograma.

Garcia-Carrefio et al. (1993) apontam como vantagens desse método: (1) a
habilidade de muitas proteases manterem a atividade ap0s o tratamento com SDS
torna esse protocolo Gtil no estudo de grande variedade de processos, (2) a
identificacdo de proteinas bioativas presentes em amostras complexas, (3) a
determinacdo do peso molecular estimado das moléculas, (4) a migracdo anddica
das proteinas, independentemente do ponto isoelétrico, e (5) a aplicabilidade ao
estudo de diversos tipos de proteinas, incluindo as proteinas de membrana. Vale
destacar que, além da simplicidade e da sensibilidade, esse procedimento oferece
outras vantagens na analise das proteases, incluindo a possibilidade de se detectar
a atividade de enzimas presentes em preparacdes complexas e a obtencdo de
padrbes de protedlise altamente reproduziveis, o que torna viadvel a quantificacéo
das bandas de hidrdlise.

A despeito das vantagens mencionadas anteriormente, esta técnica apresenta
algumas limitacdes, tais como: (1) certas proteases perdem a atividade apds o
tratamento com SDS, (2) o sistema esta adaptado para a detecc¢éo, principalmente,
das endoproteases, (3) apesar de a gelatina ser degradada por varias proteinas,
muitas vezes nao € reconhecida como substrato por algumas das enzimas
presentes nas preparacdes, e (4) a incorporacdo do substrato ao gel pode reduzir a
migracdo das proteinas no gel. Diante disso, algumas modificacbes foram feitas no
método original, a fim de evitar que essas limitagdes interfiram nos resultados dos
ensaios. Dentre as versdes modificadas do método, inclui-se um sistema em que o
substrato € incorporado ao gel por difusdo apds a eletroforese, isto €, durante a
etapa de hidrélise. O procedimento padrdo para esse tipo de abordagem consiste

em fracionar as proteinas de uma preparacdo em um gel de poliacrilamida, sob
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condicbes nativas ou levemente desnaturantes, e, em seguida, permitir que as

proteases reajam com o substrato, colocando o gel em um tampao apropriado que
contenha o substrato. Além disso, considerando que as enzimas diferem quanto a
especificidade pelo substrato, diferencas entre os padrées de hidrolise podem ser
obtidas testando-se diferentes substratos. Com isso, alguns pesquisadores tém
empregado, em substituicdo a gelatina, outros substratos protéicos, tais como

caseina, colageno, soroalbumina bovina, hemoglobina e imunoglobulinas.

Ensaios espectrofotométricos

Conforme o nivel de informacdo desejado para a caracterizacdo das
proteases de determinado parasita, muitas vezes torna-se necessario acompanhar o
curso da reacao enziméatica em estudo. Nesses casos, 0s estudos requerem ensaios
que permitam quantificar a degradacdo dos substratos envolvidos em uma reacao
enzimatica, o que é possivel medindo-se a concentracdo do produto de hidrélise.
Para isso, os substratos empregados devem estar associados a um composto
cromogénico ou fluorigénico, o que permitird a quantificacdo dos produtos de
degradacdo com o auxilio de um espectrofotbmetro em ensaios colorimétricos e
fluorimétricos, respectivamente. Além dos substratos sintéticos que ja apresentam
em sua estrutura um grupo cromogénico ou fluorigénico, alguns substratos
protéicos, como a caseina e a albumina podem ser empregados em ensaios
quantitativos, pois derivados cromogénicos dessas proteinas, isto €, azocaseina e

azoalbumina, estéo disponiveis no mercado.

Ensaios para o estudo das interagcdes entre proteases e inibidores

Nos mais diversos sistemas bioldgicos, a atividade das proteases € regulada
por substancias capazes de controlar e/ou inibir a atividade enzimatica. Essas
substancias sdo denominadas inibidores e podem ser encontradas em tecidos
vegetais e em tecidos animais, participando da regulacao de diferentes processos,
tais como a lise de proteinas celulares, a transcricdo, o ciclo celular e a imunidade.
Até o momento, mais de uma centena de inibidores naturais ja foi identificada.
Entretanto, com o advento da producdo de compostos sintéticos, um volume muito
maior de inibidores tem sido sintetizado. Dentre varios inibidores sintéticos, alguns

tém sido identificados como compostos especificos para proteases-alvo de muitos
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organismos, inclusive de parasitas, e tém sido considerados potenciais agentes

antiparasitarios.

O estudo bioquimico das proteases ndo deve se restringir apenas a analise
da atividade enzimatica sobre os substratos, mas incluir também a caracterizacao
das enzimas quanto aos mecanismos de acdo com base na analise do efeito de
inibidores. E importante destacar que, atualmente, estdo disponiveis comercialmente
varios inibidores sintéticos com atividade sobre as exopeptidases e as
endopeptidases  (serinoproteases,  cisteinoproteases, metaloproteases e
aspartilproteases). Dentre alguns inibidores sintéticos freqientemente empregados
no estudo das proteases, destacam-se as seguintes substancias: (1) E-64 e IAA,
inibidores conhecidos por apresentar as cisteinoproteases como principal alvo de
inibicdo, (2) PMSF e 3,4-DCI, inibidores para a serinoproteases, (3) TPCK, TLCK,
leupeptina e antipaina, apesar de atuarem sobre serinoproteases, podem também
inibir as cisteinoproteases, (4) EDTA e fenantrolina, inibidores para metaloproteases
e (5) pepstatina e bestatina, que tém efeito sobre aspartases e aminopeptidases,
respectivamente.

Com base na habilidade com que muitos inibidores sintéticos, quando diluidos
em tampdes, penetram nos géis de poliacrilamida, varios ensaios para determinar os
mecanismos de acdo das proteases tém sido realizados ap0s a separagado
eletroforética das enzimas em géis copolimerizados com substrato. Nesses ensaios,
o efeito dos inibidores sobre a protedlise € demonstrado comparando-se o padrao de
hidrolise dos substratos, antes e apds a incubacdo com os inibidores. Dessa forma,
esse sistema combina o emprego de inibidores sintéticos e zimogramas.

Diante disso, 0s ensaios que se baseiam na deteccdo eletroforética das
proteases tornam-se alternativas simples e eficientes para o estudo das proteases,
inclusive no que se refere aos processos de inibicdo enzimatica. Dessa forma,
permitem desde a simples determinacao da classe a que pertencem as proteases
até a obtencdo do conhecimento sobre interacfes entre proteases-alvo e seus
inibidores especificos.

Além desse sistema, em situacfes em que as investigacdes requerem maior
aprofundamento, os mecanismos de acdo das proteases podem ser determinados
em ensaios que associam a andlise da atividade das proteases sobre substratos
sintéticos e o efeito de inibidores especificos.
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Consideracgoes finais

Mesmo para parasitas intensamente investigados, como Entamoeba
histolytica, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp. e Plasmodium spp., o estudo das
proteases ainda ndo respondeu a todas as questdes sobre o papel dessas enzimas.
No que diz respeito a muitas espécies de protozoarios e de helmintos e a grande
maioria dos ectoparasitas, 0os estudos sao ainda incipientes. Para esses parasitas,
as informacdes estdo sendo reunidas, mas ainda ha um longo caminho pela frente,
até que se possa decifrar a real participacado das proteases na biologia, na fisiologia
e na patogenia das infeccfes parasitarias causadas por esses parasitas.

A deteccdo de protedlise em diferentes preparacdes, em especial naquelas
em que as enzimas ainda ndo foram caracterizadas, tem sido feita a partir da
realizacdo de ensaios qualitativos em géis copolimerizados com substratos e em
ensaios quantitativos nos quais se empregam substratos cromogénicos ou
fluorigénicos. Entretanto, para a escolha do procedimento ideal a ser empregado em
uma investigacdo, é importante levar em consideracdo o objetivo do estudo em
questao, as informacdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas que o
pesquisador dispde sobre o material a ser estudado e o grau de especificidade
necesséario durante as andlises enziméticas. Da mesma forma, a interpretacdo dos
resultados requer conhecimento basico para se evitar inferéncias indevidas, tais
como relacionadas as observacdes feitas nas analises in vitro das proteases. Nesse
caso, muitas vezes a atividade das enzimas sobre substratos protéicos (colageno,
imunoglobulinas, hemoglobina, albumina bovina, entre outros) pode conduzir & idéia
de que a clivagem desses substratos ocorre in vivo e de que seja fator importante na
relacdo parasita—hospedeiro. Sem, contudo, descartar a idéia de que este fato seja
uma possibilidade, é pertinente que estudos mais aprofundados sejam realizados, a
fim de que tais funcdes possam, realmente, ser atribuidas as enzimas dos parasitas

em estudo.
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Introducéo

Nos ultimos cem anos, os estudos relacionados a doencas tiveram como base
a analise de caracteristicas fenotipicas de parasitas, de bactérias e de virus:
caracteristicas morfoldgicas, producdo de metabdlitos e reagdes bioquimicas
especificas. Apesar de muitas dessas técnicas permanecerem como padrdo “ouro”,
as técnicas moleculares assumiram grande importancia e proporcionaram avango
significativo nos estudos das enfermidades dos animais. Essas técnicas possibilitam
a analise de quantidades muito pequenas de DNA e de RNA, para fins diversos, tais
como seqglenciamento de genes, caracterizacdo genética de cepas, estudos de
filogenia e de taxonomia, genética de populacdes, ecologia, epidemiologia,
desenvolvimento de novas técnicas de diagnéstico, descoberta de mecanismos de
resisténcia a drogas, mecanismos de escape ao sistema imunolégico do hospedeiro,
novos alvos para quimioterapia, e producdo e desenvolvimento de vacinas. O
conhecimento e a disponibilidade das sequéncias dos genes de muitos agentes de
doencas torna possivel a execucdo de muitos trabalhos de pesquisa. Dentre as
técnicas moleculares, aquelas baseadas na amplificacdo enzimatica do DNA por
meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo as que mais impacto

produziram nos estudos de doencas.

Genoma de parasitas

O sequenciamento dos genes de varios organismos possibilita a utilizacao
dessas informagBes em muitos trabalhos de pesquisa. Na ultima década, foram
criados diversos programas de sequenciamento e de mapeamento de genes
(determinacdo da localizacdo dos genes nos cromossomos) dos mais diversos
organismos. O seqguenciamento do genoma do Caenorhabditis elegans, primeiro

organismo multicelular a ter seu genoma sequenciado, possibilitou o
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desenvolvimento de trabalhos com muitos outros helmintos. Para se ter uma idéia

da abrangéncia desses trabalhos de sequenciamento, os resultados obtidos no
“projeto Schistosoma” forneceu informacdes que foram utilizadas no estudo de
parasitas de interesse veterinario, como Fasciola hepatica. Outros projetos de
avaliacdo de genoma, também direcionados para doencas humanas, tiveram ampla
aplicacdo em pesquisas de parasitas de animais, como 0s projetos Leishmania spp.,
Plasmodium spp., Entamoeba histolytica e Brugia malayi.

A maioria dos organismos que provoca doenca apresenta genoma de
tamanho consideravel, fato que dificulta e que onera os trabalhos de
sequenciamento. Atualmente, apenas uma fracdo do genoma (cerca de 5% a 10%)
dos parasitas é sequenciada. A fracdo escolhida para ser seqiienciada é aquela que
contém os genes que codificam a sintese das proteinas produzidas pelo organismo.
O DNA complementar (cDNA) é aquele DNA produzido a partir de RNA mensageiro
(mRNA), que € utilizado como molde. A enzima transcriptase reversa catalisa a
reacdo de sintese de uma fita de DNA, com base no mRNA, procedimento
conhecido como transcricdo reversa. Este método € muito Gtil, pois se sabe que todo
DNA gerado corresponde quase totalmente a seqiéncia do gene, sem conter 0s
introns (partes ndo transcritas do gene). O sequienciamento é feito com base nas
bibliotecas de cDNA, que séo cole¢cdes de genes inseridas em vetores artificiais. Os
fragmentos sequenciados sdo denominados “etiquetas de sequUéncias expressas”
(EST) e podem ser usados para verificacdo de similaridades e para identificacao de
novos genes nos bancos de dados. Atualmente, milhares dessas sequéncias estao
disponiveis nos bancos de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html). Devido
a grande quantidade de ESTs geradas, foram criados varios programas
computacionais que ajudam a gerenciar e a manipular de forma mais adequada
esses dados, como é o caso do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) e do
Phred.

Varios patdégenos de interesse humano ou veterinario ja foram ou estdo sendo
sequenciados. Dentre as bactérias, podemos destacar. Rickettsia prowazekii,
Treponema pallidum, Haemophilus influenze, Campylobacter jejuni, Mycoplasma
genitalium, Neisseria meningitidis, Borrelia burgdoferi, Ureaplasma urealyticum,
Escherichia coli, Helicobacter pylori, Chlamydia trachomatis, Mycobacterium
tuberculosis e Corynebacterium pseudotuberculosis. Dentre os parasitas, temos:

Schistosoma mansoni, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., Plasmodium spp.,
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Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica e Strongyloides estercoralis. O

Caenorhabditis elegans € o parasita atualmente mais bem estudado e esse fato é

atribuido ao total seqiienciamento de seu genoma.

A técnicade PCR

A técnica de amplificacdo de DNA (Mullis & Faloona, 1987), denominada
reacdo em cadeia da polimerase, possibilita que determinada regido do genoma de
qualquer organismo seja multiplicada, produzindo milhares de copias de
determinado fragmento de DNA. Os elementos envolvidos nessa reacdo sao
basicamente os mesmos componentes do processo de replicagdo que ocorre no
interior das células e sédo os seguintes:

e Amostra de DNA que contém a sequiéncia que sera amplificada.

e Mistura com os nucleotideos (A, T,C e G).

e Enzima DNA-polimerase (Tag DNA-polimerase).

e Primers ou iniciadores (pequenas seqUéncias de DNA que séao

complementares a regiao alvo que se deseja amplificar).

Para que a reacéo ocorra, a mistura com todos os componentes citados (em
concentracdes adequadas) é preparada e colocada em pequenos tubos ou placas.
Essas amostras sdo entdo incubadas em aparelho chamado termociclador, que é
programado para direcionar as trés etapas da reacdo, por meio da mudanca de
temperatura:

1) A primeira etapa é a desnaturacdo do DNA, em que ocorre a separacao das fitas
devido ao aumento da temperatura (94 — 95°C).
2) A segunda etapa é o anelamento dos primers, que ocorre quando a temperatura
€ reduzida para 55 — 65°C (a temperatura de anelamento é diferente para cada
primer). Os iniciadores ligam-se, um em cada fita, nas respectivas sequéncias
complementares a regido-alvo da amplificacéo.
3) A terceira e Ultima etapa € a extensdo, que ocorre quando a temperatura é
aumentada para 72°C. Nessa temperatura, a DNA-polimerase promove a duplicacao
das fitas de DNA.

Apés cada ciclo, todo o processo é repetido desde a desnaturacdo até a

extensdo, por varias vezes (40 vezes, em média). A sucessdo desses ciclos produz
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0 acumulo de quantidade razoavel da seqiéncia alvo de amplificacdo, que sdo

denominados produtos de amplificagdo ou amplicons.

Visualizacdo dos produtos de PCR

O DNA ou o RNA podem ser facilmente separados e visualizados por
eletroforese em gel de agarose, e corados com brometo de etidio. O brometo de
etidio € um corante que se intercala entre as fitas da dupla hélice de DNA ou de
segmentos dentro de uma molécula de RNA (que é de fita simples). As bandas de
DNA ou de RNA sdao visualizadas colocando-se os géis no transiluminador. Esse
aparelho € equipado com lampadas que emitem luz ultravioleta (254 nm); o
brometo de etideo emite fluorescéncia, tornando visivel os &acidos nucléicos em
estudo. A olho nu, essa técnica de leitura permite a visualizacdo de 1 a 10 ng de
DNA ou de RNA.

Devido & propriedade de se intercalar entre as fitas da dupla hélice, o
brometo de etideo € um agente mutagénico potencialmente perigoso para a saude
das pessoas e para 0 ambiente. Dessa maneira, cuidados especiais devem ser

tomados no seu manuseio e na eliminacédo dos seus residuos do laboratorio.

Preparo de amostras para PCR

O DNA em forma de dupla fita € muito estavel e resistente a condicdes
adversas, no entanto, ele é fisicamente fragil. O isolamento e a purificacdo de acidos
nucléicos de amostras de agentes de doencgas € uma etapa muito importante para
se conseguir alta eficiéncia de amplificacdo e de especificidade nos testes de PCR.
A obtencdo de DNA de amostras de helmintos é particularmente dificil, devido a
presenca de cuticula e de substancias que precipitam com os acidos nucléicos
durante o seu isolamento. A quantidade de 0,1 pg de rDNA de Oesophagostomun
spp. € uma quantidade adequada para ser utilizada em amplificagcdo por meio de
PCR (Gasser et al., 1998).

Existem varios métodos para extracdo de &cidos nucléicos que podem ser
usados para parasitas, no entanto, devido a pequena quantidade de DNA presente
nesses organismos, € importante que o processo seja adequadamente padronizado.

Para extracdo de DNA, amostras com o agente sdo homogeneizadas em
tampdo que contenha ribonucleases, entdo, as células sdo submetidas a lise e a

amostra é digerida com proteinase K. A partir dai, o DNA pode ser extraido com
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fenol, precipitado com etanol e dissolvido em &gua purificada esterilizada ou

tampéao aquoso.

A extracdo de RNA exige maiores cuidados, devido a sua caracteristica de
ser facilmente degradavel. Dessa maneira, o congelamento em nitrogénio liquido é
usado para inativar rapidamente as ribonucleases, que geralmente se mantém
estaveis por longo periodo, ndo requerendo co-fatores para sua ativacao. Todo o
material utilizado na colheita das amostras deve ser livre dessas enzimas, de modo
que a utilizacdo de luvas deve ser obrigatoria. Enquanto o material esta congelado,
um agente desnaturante como fenol ou guanidina pode ser adicionado e, dessa
maneira, ap0s a lise das células e a digestdo das proteinas, o0 RNA pode ser
fracionado e separado de outras macromoléculas.

As amostras de DNA ou de RNA também podem ser obtidas por meio da
utilizacdo de kits para purificacdo, que podem tornar o processo de extracdo mais

facil e mais rapido.

Primers

Algumas técnicas podem ser utilizadas para o desenvolvimento de primers ou
sequéncias iniciadoras para PCR. A sequéncia do gene 18S rDNA é comumente
utiizada para o desenvolvimento de primers, devido a sua disponibilidade para
grande numero de protozoarios e de outros parasitas (Morgan & Thompson, 1999).
Os primers podem ser facilmente obtidos com base nessas sequéncias, porém,
devido a grande conservacdo observada nesses genes, pode haver ocorréncia de
reacfes cruzadas com outros organismos. Um método alternativo € a construcéo de
bibliotecas de DNA genémico. Esse método é caro, demanda tempo e necessita de
grande quantidade de DNA, que pode ser dificil de se obter, dependendo do
microrganismo em questdo. A técnica de amplificacdo de DNA polimérfico ao acaso
(RAPD-PCR), desenvolvida independentemente por Williams et al. (1990) e por
Welsh & McClelland (1990), também pode ser utilizada para obtencdo de primers.
Essa técnica detecta polimorfismos em sequiéncias de nucleotideos nos testes de
PCR, sem a necessidade de qualquer informacdo prévia. Como essa técnica é
baseada em PCR, pequenas quantidades de DNA sao suficientes para a analise.
Muitos dos produtos gerados pela RAPD-PCR sédo derivados de seqiéncias

repetitivas do DNA, portanto sdo caracteristicos de cada espécie e dessa maneira
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adequados para o delineamento de técnicas de diagnostico. Assim, bandas

geradas por RAPD-PCR podem ser eluidas do gel, seqlienciadas e com base
nessas sequéncias os primers podem ser desenhados e sintetizados (Morgan &
Thompson, 1999). Importante caracteristica dos primers € a temperatura de “melting“
[TM = (ndmero de G + C) x 4 + (nimero de A + T) x 2]. Essa € a temperatura na qual
metade dos primers esté ligada a regido-alvo de amplificacdo e que é utilizada para
determinar a melhor temperatura para anelamento dos primers. Atualmente, existem
vérias facilidades para andlise completa das sequéncias utilizadas, como € o0 caso

do programa Generunner e os termocicladores equipados com a funcéo Gradiente.

Identificac&o e diagndéstico por meio da PCR e da Nested-PCR (N-PCR)

No estudo das doencas, as técnicas de diagndstico apresentam dois
parametros de grande importancia: a sensibilidade e a especificidade. Tais atributos
sdo importantes porque o exame de diagnostico ideal € aquele que, quando positivo,
indica com certeza a presenca da doenca e que, quando negativo, a auséncia.
Pode-se dizer, que a sensibilidade de um teste é a sua capacidade de reconhecer os
realmente positivos e a especificidade, os realmente negativos (Menezes & Santos,
1999). Esses parametros devem ser estabelecidos para cada reacdo em cadeia que
se padroniza, utilizando-se sempre padrdes positivos e padrbes negativos. Os
ensaios de N-PCR séo preparados com uma segunda reacdo em cadeia com base
nos produtos de amplificacdo da primeira reacdo. Os primers utilizados na N-PCR
delimitam a seqUéncia de bases presente no primeiro amplicon e por isso o
fragmento gerado é sempre menor do que o produto da primeira reagdo. A N-PCR &
capaz de aumentar a sensibilidade da PCR em cerca de 100 vezes, fato altamente
desejavel, por exemplo, na deteccdo de individuos portadores sadios. A alta
sensibilidade, a especificidade, a facilidade de execucédo e a possibilidade de analise
de grande niumero de amostras simultaneamente fazem dessas técnicas uma op¢ao
atrativa para diagndéstico e utilizacdo em estudos de epidemiologia molecular
(Morgan & Thompson, 1999). Desse modo, essas técnicas foram empregadas com
sucesso em diversos estudos, tais como deteccdo em fezes (Leng et al., 1996),
diagnéstico especifico de Plasmodium spp. (Ayyanathan & Datta, 1996), estudos
epidemiolégicos sobre a malaria (Roper et al., 1996), diagndstico de Tritrichomonas
foetus (Ho et al., 1994), diferenciacdo de Toxoplasma gondii e Neospora caninum
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(Lally et al., 1996), deteccdo de Trypanosoma spp. em hospedeiro vertebrado

(Katakura et al., 1997) e prevaléncia de Trypanosoma spp. em hospedeiros
invertebrados (Masiga et al., 1996).

Testes baseados em PCR, desenvolvidos para a deteccdo de Babesia spp.,
tém demonstrado sensibilidade de 100 a 1.000 vezes maior do que o limiar de
deteccdo em microscopia Optica (Bose et al., 1995). Com isso, oligonucleotideos
estdo disponiveis para a deteccao de diferentes espécies, tais como Babesia gibsoni
(Fukumoto et al., 2001) e Babesia equi e Babesia caballi (Battsetseg et al., 2001,
2002) e sado utilizados para pesquisa de protozoarios tanto em hospedeiros
vertebrados como em invertebrados.

Figueroa et al. (1992) desenvolveram método de diagnodstico da babesiose
bovina (Babesia bovis e Babesia bigemina) que foi utilizado em muitos estudos
conduzidos em varias partes do mundo: Hermans et al. (1994), na Costa Rica;
Smeenk et al. (2000), no Zimbabwe; e Almeria et al. (2001), na Espanha. No Brasil,
Oliveira et al. (2005) utilizaram esses primers para desenvolver um teste de N-PCR
para o diagnostico de Babesia bovis e de Babesia bigemina em amostras de sangue
de bovinos, e em fémeas adultas e em ovos de Boophilus microplus. A sensibilidade
estimada da PCR para Babesia bigemina foi de 6 x 102 eritricitos parasitados em 18
x 10° eritrécitos, o que corresponde & parasitemia de 0,00003%. Nos testes de N-
PCR, a sensibilidade estimada foi de 0,0000003%.

PCR multiplex

Essa forma de PCR envolve a amplificagdo simultanea de mais de uma
sequéncia-alvo por reacdo, mediante a mistura de multiplos pares de primers. Essa
técnica é especialmente Util para analise de amostras que contenham parasitas cuja
distincdo morfoldgica seja dificil ou que se apresentem em numero muito baixo.
Desse modo, primers altamente especificos sdo usados para amplificar seqtiéncias
conhecidas do DNA, produzindo padrdes Unicos para cada espécie. Esses testes
sdo muito Uteis em estudos de triagem. Varios trabalhos foram conduzidos com essa
técnica, para diferenciar parasitas: Taenia saginata de Taenia asiatica (Zarlenga et
al., 1991), espécies do género Trichinella (Zarlenga et al., 1999), espécies do género
Leishmania (Belli et al., 1998). Figueroa et al. (1993) desenvolveram uma PCR
multiplex para deteccdo simultanea de B. bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale

em sangue bovino. A sensibilidade do teste, avaliada por meio da hibridizacdo do
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acido nucléico, foi de 0,00001% de eritr6citos infectados com B. bovis e B.

bigemina e de 0,0001% com Anaplasma marginale. Na pratica, a PCR multiplex tem
o inconveniente de apresentar menor sensibilidade, quando comparada a execucao

das reacdes separadamente.

PCR-RAPD

A andlise de DNA polimérfico amplificado ao acaso é um método de
fingerprinting, usado para comparar diferengas e similaridades no DNA amplificado
em testes de PCR com primers selecionados ao acaso ou unicos. Os fragmentos
sintetizados séo separados e visualizados por eletroforese, de modo que a natureza
polimdrfica dos produtos amplificados de diferentes amostras pode ser comparada
(Prichard, 1997). A maior vantagem dessa técnica é ser facilmente executavel, no
entanto, ela apresenta o inconveniente de ser influenciada por muitos fatores, tais
como qualidade do DNA, especificidade dos primers, concentracdo do DNA-alvo da
amplificacdo o0 que pode resultar em baixa reprodutibilidade da reagcédo (Gasser,
2006).

A analise de RAPD tem sido utilizada em estudos de caracterizacdo de
espécies ou de isolados de Tripanosoma de ruminantes e de suinos (Dirie et al.,
1993; Waimtumbi & Murphy, 1993). Os produtos da PCR-RAPD podem ser também

utilizados como marcadores moleculares de popula¢cdes geograficas de parasitas.

RT-PCR

A técnica de transcricdo reversa seguida de PCR (RT-PCR) envolve a sintese
de um transcrito de DNA complementar (cDNA) com base em moléculas de RNA,
por meio da utlizagdo da enzima transcriptase reversa. O DNA sintetizado é
submetido a amplificacdo por meio da técnica de PCR, utilizando primers especificos
que se ligam a moléculas de mMRNA do gene de interesse. A utilizacdo do RNA
contido na amostra tem como principal vantagem o fato de aumentar a sensibilidade
do teste, jA que esse acido nucléico esta presente em maior quantidade (cerca de
50%) em uma célula tipica, quando comparado ao DNA (Zarlenga et al., 2001).
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PCR quantitativo

As técnicas de PCR quantitativo foram desenvolvidas nos anos de 1990 e tém
ampla aplicacdo nos estudos de doencas, principalmente aquelas relacionadas a
quantificacdo da expressao génica. A analise gquantitativa por meio da cinética da
PCR é feita pela adicdo de um corante fluorescente intercalante na reacdo em
cadeia (Gasser, 2006). A amplificacdo produz quantidades crescentes de DNA de
dupla fita, o qual se liga ao corante, resultando em aumento da fluorescéncia em
cada ciclo da PCR. Curvas-padrao séo construidas com os dados obtidos da reacéo,
de modo a se obter a quantidade relativa de DNA-alvo na amostra em andlise. Essa
reacao pode ser utilizada para diferenciar produtos de PCR de sequéncias variadas,
por meio da analise das curvas de dissociacdo de produtos em estudo, tendo
sempre como controle a amplificacdo de um segmento de um gene conhecido. A
principal desvantagem dessa técnica € que os corantes utilizados se ligam a todo o
DNA presente na amostra e, desse modo, deve-se obter a fluorescéncia a
temperaturas especificas que desnaturem os produtos inespecificos, deixando os
produtos especificos intactos.

As técnicas padrdo para contagem de parasitas sdo frequientemente
demoradas e dificeis e possuem baixa acuracia, principalmente quando se trata de
protozoarios. Por isso, as técnicas de PCR quantitativo vém sendo aplicadas a
estudos de parasitologia sobre Plasmodium, Toxoplasma, Leishmania e Neospora
(Bell & Ranford-Cartwright, 2002).
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