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Identificacdo de QTL nos cromossomos 10, 11 e 12 associados ao estresse calorico em
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Resumo

O estresse caldrico, especialmente nas regides (ropicais, consiste em uma importante fonte de perda econdémica
na pecudria, lendo efeilo adverso sobre a producdo de leite, produgao de carne, fisiologia de producao,
reprodugao, mortalidade de bezerros e saide do (bere. Estes efeitos podem ser amenizados utilizando-se a
variagdo genética existente entre as ragas de Bos taurus e Bos indicus para as caracteristicas associadas a
resisténcia ao calor ¢ os marcadores moleculares associados a esta resisténcia como um auxilio nos programas de
melhoramento, visando a obtengdo de animais termotolerantes e, consequentemente, mais produtivos. O
desenvolvimento deste trabalho buscou mapear regiées gendmicas relacionadas a resisténcia ao estresse calérico
em uma populagdo F2 de bovinos (Holandés x Gir) nos cromossomos 10, 11 ¢ 12. As caracleristicas avaliadas
foram: diferenca entre a temperatura retal antes ¢ depois da exposigio ao estresse caldrico (DIfTR), diferenca
entre a lemperatura da pele antes e depois da exposigao ao estresse caldrico (DifTPele), diferenga entre a
Ireqiiéncia de movimentos respiratorios antes e depois da exposicio ao estresse caldrico (DifMR), taxa de
sudagao apds a exposicao ao estresse caldrico (TxSud), densidade da capa (DensidPélo), comprimento do pélo
(CompPélo), comprimento da capa (CompCapa) e espessura de capa (EspessCapa). Todas as medidas foram
lomadas no verao e no inverno e os dados foram analisados desta forma. Um total de 17 /oci microssatélites
distribuidos nos trés cromossomos citados foi avaliado. 480 animais foram genotipados, sendo 31 parcnlais, 73
Fl ¢ 376 F2. 315 F2 foram considerados nas andlises fenotipicas. O resultado das andlises de associacao
realizadas pelo programa QTLExpress, mostrou a existéncia de QTL (p<0,01) para a caracteristica CompPélo
localizado a 72 ¢M do cromossomo 10, com os dados coletados no verdo. No cromossomo 11 foi encontrado um
QTL sugestivo (p<0,05) para TxSud localizado a 0 ¢cM, com os dados coletados no inverno. No cromossomo 12
loi encontrado também um QTL sugestivo (p<0,05) para a caracteristica CompPélo localizado a 28 cM, porém,
com os dados coletados no inverno. A estratégia da varredura genémica com marcadores microssatélites se
mostrou adequada para a detecgao de QTL, ja que foram detectados trés QTL.

Palavras — Chave: biotecnologia, gado deleite, marcador molecular.

Abstract

Heat stress, especially in tropical regions, consists an important source of economic loss in the cattle breeding,
with adverse effect on the milk production, meat production, production physiology, reproduction, mortality of
calves and udder health. These effect can be brightened up using it existing genctic variation between Bos faurus
and Bos indicus breeds for the molecular characteristics associates wilh resistance to the heat and markers
associates with this resistance, helping the breeding programs, aiming at to the attainment of heat-tolerant
animals and, consequentially, more productive. The development of this work searched lo map genomics
sequences related with heat stress resistance in a F2 population of bovines (Holstein x Gyr) in chromosomes 10),
11 and 12. The evaluated characteristics had been: difference between the rectum temperature before and after
the exposition to the heat stress (DifTR), difference between the skin temperature before and afier the exposition
(o the heat stress (DifTPele), difference between the respiratory movements frequency hefore and after the
exposition to the heat stress (DifMR), sweat tax after the exposition to the heat stress (TxSud), density of the skin
(Dens), coat size (CompPélo), length of layer (CompCapa) and thickness of layer (EspessCapa). All the measures
had heen taken in the summer and in the winter and the data had been analyzed in such a way. A total of 17 loci
microsatelites distributed in the three cited chromosomes was evaluated. 480 animals had been genotyped, being



31 parental, 73 F1 and 376 F2. 315 F2 had been considered in the phenotype analyses, The resull of the analyses
carried through by the QTLExpress software, showed QTL (p<0,01) for CompPélo characteristic located at 72
¢M in chromosome 10, with the data collected in the summer. In chromosome 11 a suggestive QTL (p<0,05) for
TxSud, located al 0 ¢M, was found with the data collected in the winter. In chromosome 12 a suggestive QTL
(p<0.05) for CompPélo characteristic located at 28 ¢M, was also found, however, with the data collected in the
winter. The strategy of the genomic sweepings with microsatelites marking showed adequate for the QTL
identification, since two suggestive QTL had been detected.

Keywords: Biotechnology, dairy cattle, molecular markers,

Introducio

Uma fonte importante de perda econdmica na atividade leiteira em todo mundo, especialmente nas
regides tropicais e subtropicais, € o estresse calérico, que tem efeito adverso sobre a producao de leile. producao
de carne, fisiologia de producio, reprodugao, mortalidade de bezerros e saide do dbere (Silva, 2000). O efeito
das condigdes climaticas sobre o desempenho de vacas leiteiras ¢ expressivo, principalmente em regioes tropicais
¢ subtropicais, devido ao baixo potencial de produgao de leite das ragas zebuinas (Bos indicus) puras ou cruzadas
yue siao amplamente utilizadas devido ao seu potencial de adaptacio as condigoes adversas dos trépicos e, a falta
de adaptacio das ragas especializadas (Bos laurus) a estes climas (Machado ¢ Martinez, 2001). A variagao
uenclica existente entre as ragas de Bos taurus e Bos indicus para as caracteristicas associadas i resisiéncia ao
calor ¢ as atuais lerramentas da drea genémica, sugerem a utilizagdo de marcadores moleculares associados a esta
resisieneia como auxilio aos programas de melhoramento visando a obtengao de animais termotolerantes e,
conseqiienlemente, mais produtivos (Hansen, 2004). A temperatura retal € fregiientemente usada como indice de
adaplabilidade lisiologica aos ambientes quentes, pois seu aumento mostra que 0s mecanismos de dissipacao de
calor tomaram-se insuficientes para manter a homeotermia (Silva, 2000). O aumento da fregiiéncia respiratoria e
da ofegacao sio mecanismos fisiologicos importantes para a dissipagao de calor, assim como a liberacao de calor
pela evaporagio da dgua por meio da sudorese. Fsta dltima é também considerada um indicador de
“adaptabilidade™ (Carvalho et al., 1995). Segundo estudos de Olson et al. (2003), existem evidéncias que
mostram a existéncia de um Major Gene, designado de Slick Hair Gene, dominante, que ¢ responsivel por
produzir um pélo muito curto e liso. Foi observado que bovinos com pélos lisos possuem capacidade de
manutengao da baixa temperatura retal. Assim, buscou-se com este trabalho, identificar QTL nos cromossomos
10, 11 ¢ 12, relacionados as caracteristicas de resisténcia ao estresse caldrico, em uma populagao F2 derivada do
cruzamento entre duas ragas divergentes de bovinos (Holandés x Gir).

Material e Métodos

O trabalho experimental foi realizado no Campo Experimental Santa Monica (CESM), pertencente @
Embrapa Gado de Leile, localizada no municipio de Valenga, Estado do Rio de Janeiro, Foram utilizados 315
animais F2 (Holandés x Gir) em cada estaciio, para as andlises de resisléncia ao estresse caldrico. Os animais
loram avaliados em loles formados com idade entre 14 e 20 meses. Na tarde anterior ao dia da avaliagao, os
animais foram alocados em uma cimara climitica, com capacidade para 5 animais, em condicdes de termo-
neutralidade (tlemperatura de 22°C e 70% de umidade relativa), onde permaneceram por um periodo de 12 horas.
Na manha seguinte (6:00), foram obtidas a temperatura retal, temperatura da pele, freqiiéncia respiratéria e duas
amostras (10ml) de sangue, As 8:00hs foi acionado o mecanismo para aumenlar a lemperatura ambiente até
alingir 42°C. Apds um periodo de 6 hs (17:00hs), nesta temperatura, foram coletados os mesmos dados citados
anleriormente, além da taxa de sudacio. A lemperatura retal foi obtida com um termémetro clinico digital
inserido, aproximadamente, 7,5 cm no reto; a freqiiéncia respiratéria por movimentos do flanco durante 30
segundos ¢ a taxa de sudago pelo método de cloreto de cobalto desenvolvido por Berman (1957) e modificado
por Schleger & Turner (1965). Na tarde anterior ao dia da coleta, os animais foram classificados de acordo com a
coloragao e o tipo de pelo e pigmentagio da epiderme. Foi atribuido um escore de 1 a 4 de acordo com a maior ou
menor intensidade de pelagem clara (1=totalmeme clara - vermelho ou amarelo claro); 2= > 50% de pelagem
clara; 3= >50% de pelagem escura (preto ou vermelho escuro); 4= totalmente escura. Os pélos foram
classificados em lisos (1) ou lanados (2). Foi mensurara também a espessura da capa externa, com o auxilio do
paquimetro de precisdo, em trés locais diferentes do corpo dos animais. Apos essa mensuracio, foram obtidas
amostras do pélo com o auxilio de um alicate, segundo o método divulgado por Lee (1953). Essas amostras,
oblidas nos mesmos locais onde mediu-se a espessura da capa, foram armazenadas em envelopes de plastico, para



posterior contagem e mensuragio do comprimento e densidade numérica dos pélos. As caracleristicas avaliadas
foram: diferenga entre a lemperatura retal antes e depois da submissio ao estresse (DifTR); dilerenca entre a
lemperatura da pele antes e depois da submissio ao estresse (DifTPele); diferenca entre a taxa de movimentos
respiralorios antes ¢ depois da submissio ao estresse (DifMR); taxa de sudagdo (TxSud); comprimento do ptlo
(CompPClo): densidade dos pélos (DensidPélo); espessura da capa (EspessCapa) ¢ comprimento da capa
(CompCapa). Foi extraido o DNA genémico de todos os animais: progenitores das ragas Gir e Holandesa,
progenitores FIL ¢ animais F2. Para a genotipagem dos cromossomos 10, 11 e 12 foram selecionados 17
marcadores microssalélites espagados em intervalos de 20 ¢M. Os produtos das amplificagdes foram detectados
poi eletroforese capilar no equipamento MegaBACE 1000 (GE Healthcare). Os genétipos foram analisados no
programa Fragment Profiler (GE Healthcare). Um mapa de ligagdo para cada um dos trés cromossomos
estudados foi gerado utilizando 0 programa CRIMAP disponivel em
hitp://compgen.rutgers.edu/multimap/crimap/index.html. Estes mapas foram utilizados nas analises de busca por
QTL que foram realizadas pelo programa QTLExpress disponivel no endereco: hitp://gtl.cap.ed.ac.uk (Seaton et
al., 2002), que emprega o método de regressio por intervalo de mapeamento, desenvolvido para anilises de
cruzamentos entre ragas divergentes. Para todas as varidveis, utilizou-se como efeito fixo, sexo do animal, tipo de
pélo ¢ cor da pelagem e como co-varidvel, idade a mensuragao. Todas as caracleristicas foram avaliadas
separadamente para os dados mensurados no verdo e no inverno.

O modelo utilizado pelo QTLExpress foi:

Vi =S, +C} +1, +b(Il?jk! _E"‘Caa +ed +€

Sendo,

Y = valor observado na caracteristica no animal 1, com sexo i, cor do pélo j e tipo de pélo k;
Si=cleito fixo do sexo i, i=1,2;

C= cleito lixo da cor do pélo 1i=1,2,3,4,5,6;

1= eleito (ixo do tipo de pélo K, K=1,2,3,4,5,6;

h(ID,,, = Md¥tamento para a covaridvel (idade 2 MEnsuragao);

¢, =PPQ)-P(gq) e ¢,=P(Qq)
Onde,

P(QQ) = € a probabilidade de homozigose para os gendtipos do QTL provenientes dos animais de raca
Holandesa, dado o marcador (M;M;; MM));

P(qq) = € a probabilidade de homozigose para os genotipos do QTL provenientes dos animais da raca Gir, dado o
marcador (MM;; MM));

P(Qq) = ¢ a probabilidade de heterozigose para os gendtipos do QTL, dado o marcador (MM;; MM,);

Eji = erro;

1= animal.

Resultados e Discussio

O resultado das andlises de associagio apresentados na Tabela 1 mostrou a existéncia de QTL (p<0,01) para
a caracleristica CompPélo localizado a 72 ¢M do cromossomo 10, com os dados coletados no verio. no CIOMOSSOMO
I toi encontrado um OTL sugestivo (p<0,05) para TxSud localizado a 0 cM, com os dados coletados no inverno € no
cromossomo 12 oi encontrado também um QTL sugestivo (p<0,05) para a caracteristica CompPélo localizado a 28
¢M. porém. com os dados coletados no inverno. Estes dados evidenciam a importancia da morfologia dos pelos ¢
pelagem na resisténcia ao estresse calérico, o que também foi constatado por Olson et al. (2003).

De acordo com metodologia do programa, o efeito aditivo é dado por: P(QQ) - P(qq) e, sabendo-se que,
nesle caso, P(QQ) ¢ a probabilidade de se ter alelos provenientes dos animais de raga Holandesa, e P(qq) ¢ a
probabilidade de se ter alelos provenientes dos animais de raga Gir, um valor positivo, como os que foram
encontrados para todos os QTL, significa que os animais de raca Holandesa sofrem maior variacio nas
caracleristicas para as quais foram encontradas associagoes significantes, do que os Gir. Para a caracteristica
comprimento de pélo, isto significa que os animais de raca Holandesa contribuem mais para o aumento do
tamanho dos pélos do que os de raga Gir, Esta contribuigio ocorre de maneira diferenciada no verio e no inverno,
ja que os QTL para estas duas situagdes estio nos cromossomos 10 e 12 respectivamente. Ja para a caracteristica
taxa de sudagio, os animais da raga Holandesa tanibém mostraram suar mais que os da raca Gir, quando expostos



a condicao de estresse calorico. Porém, para esta Gltima caracteristica. somente foi encontrada associagao
eslatistica significativa dos marcadores com os dados coletados no inverno.

Tabela 1. Estatistica F, localizagio em cM, efeitos aditivo e de dominédncia, média da caracteristica ¢ efeito do
QTL para as andlises no inverno e verio no cromossomo 10, 11 ¢ 12 utilizando 0 mapa gerado pelo

Programa CRIMAP.,
Caracleristica F CroMGIoHEG Localizacao Efeito Efeito de Eleito do
. ". i (cM) aditivo  dominancia QTL (%)
CompPclo Verao T.07 10 72 0,05 0,13 0.06
TxSud Inverno 5.61% 11 0 3241 28,17 0,05
CompPélo Inverno 6,21* 12 28 0,10 0,11 0,06
7 p<0,01
* p<0,05
TxSud = taxa de sudagio, CompPélo = comprimento do pélo
Conclusdes

A estratégia da varredura com marcadores microssatélites utilizando as diferencas genélicas relativas a
resisténcia ao estresse calrico, entre as ragas de Bos taurus e Bos indicus, mostrou-se adequada para a detecgio
de QTL. E necessario um mapeamento fino das regides onde foram encontrados os possiveis QTL para o
entendimento do efeito de cada QTL e a deteccao de genes candidatos que poderao estar presenles nestas regioes

¢ luturamente serem utilizados em programas de melhoramento animal, especialmente na selecdo assistida por
marcadores,

Referéncias Bibliograficas

Berman, A Influence ol some factors on the relative evaporation rate from the skin of cattle. 1957. Nature 179:
1256,

Carvalho, FA., MA. Lammoglia, M.J. Simdes, et al. 1995. Breed affects thermoregulation and ephitelial
morphology in imported and native cattle subjected to heat stress. J. Anim, Sci. 73: 3570-3573.

Hansen, P.J. 2004. Physiological and cellular adaptations of zebu cattle to heat stress. Anim. Reprod. Sci. 82-83:
349-360.

Lee, D.H.K. 1953. Manual of field studies on heat tolerance of domestic animals, Roma: FAO. 166 p.

Machado, M.A. y M.L. Martinez. 2001. Acelerando o melhoramento com o mapeamento do genoma bovino.
Informe Agropecuario. 22: 98-104.

Olson, T.A., C. Lucena , C.C. Chase, et al. 2003, Evidence of a major gene influencing hair length and heat
tolerance in Bos taurus cattle. J. Anim. Sci. 81: 80-90.

Schleger, A., H.G. Turner.1965. Swetting rates of cattle in field and their reaction lo diurnal and seasonal
changes. Australian Journal Agriculture Research 16: 92-106.

Seaton, G., C.S. Haley, S.A. Knott, et al. 2002. QTL express: mapping quantitative trail loci in simple and
complex pedigrees. Bioinformatics. 18: 339-340, Disponivel em: <http:/qtl.cap.ed.ac.uk>. Acessado em
21 ¢ 22 de janeiro de 2003.

Silva, R.G. 2000. Introdugdo a Bioclimatologia Animal. Nobel Editora, Sio Paulo, Brasil.



an‘Goedje'mmm
wodpewh@gpzedie seuoiaduasl  wedpewb@)gpzedje edde :SINHOINI
niad - 03207 - | 9OZ 24qmM>3g 5Z | L2 190

011S0408d 71900 30 VIHIOYNYI 30 TWNOIJYNYILNI 0STHINGD A

¥) WIINY aa_uuan_.._u__ﬂ_ 10 qaqu_Es_ga_E._ zo_uq_uam_._. ____E_E_...: XX

dv) TYWINY N0I3INT0Y4 30 YNYAYIA NOIIVIZOSY NOINAIY XXX

=<
fx ]
S
=
(]
=
-
A
2
=
o
)
=
=
>
2
=]
—
=
=
i~
m
o
>
-
b
-}
m
=
>
=]
m
-}
(=}
=}
=
m
-
=
Q
-
o
&2
—f
=]




