DIVERGENCIA GENETICA E IDENTIFICACAO DE
MARCAS GENOMICAS DE SELECAO EM
BOVINOS NO BRASIL

BARBARA MACHADO CAMPQOS

2016



(111

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

DIVERGENCIA GENETICA E IDENTIFICACAO DE
MARCAS GENOMICAS DE SELECAO EM
BOVINOS NO BRASIL

Autor: Barbara Machado Campos
Orientador: Paulo Luiz Souza Carneiro

ITAPETINGA
BAHIA-BRASIL
Maio de 2016



BARBARA MACHADO CAMPOS

DIVERGENCIA GENETICA E IDENTIFICACAO DE
MARCAS GENOMICAS DE SELECAO EM
BOVINOS NO BRASIL

Tese apresentada como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
DOUTOR EM ZOOTECNIA, no
Programa de P04s-Graduagcdo em
Zootecnia da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Luiz Souza Carneiro
Coorientadores: Prof. Dr. Carlos Henrique M. Malhado
Prof. Dr. Marcos Vinicius G. B. da Silva

ITAPETINGA
BAHIA-BRASIL
Maio de 2016



636.082 Campos, Barbara Machado.
c2ud Divergéncia genética e identificacdo de marcas genOmicas de

selecdo em bovinos no Brasil. / Barbara Machado Campos. —
Itapetinga-BA: Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, 2016.

87 f.

Tese do Programa de P6s-Graduagdo de Doutorado em Zootecnia da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB - Campus de
Itapetinga. Sob a orientagdo do Prof. D. Sc. Paulo Luiz Souza Carneiro
e co-orientacdo do Prof. D. Sc. Carlos Henrique Mendes Malhado e do
Prof. D. Sc. Marcos Vinicius Gualberto Barbosa da Silva.

1. Bovinos — Estudos — Diversidade genética. 2. Melhoramento
genético — Bovinos — Ragas/Linhagens. |. Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia - Programa de Pds-Graduacdo de Doutorado em
Zootecnia, Campus de Itapetinga. Il. Carneiro, Paulo Luiz Souza. IlI.
Malhado, Carlos Henriqgue Mendes. V. Silva, Marcos Vinicius
Gualberto Barbosa da. VI. Titulo.

CDD(21): 636.082

Catalogagéo na Fonte:
Claudia Aparecida de Souza — CRB 1014-5? Regido
Bibliotecaria — UESB — Campus de Itapetinga-BA

indice Sistematico para desdobramentos por Assunto:
1. Bovinos : Diversidade genética

2. Melhoramento animal : Bovinos
3. Bovinos : Racas/Linhagens



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA - UESB
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ZOOTECNIA
Area de Concentragéo: Produgdo de Ruminantes

Campus ltapetinga-BA

DECLARAGCAODEAPROVAGCAO

Titulo: “Divergéncia genética e identificagcdo de marcas gendmicas de selecdo em
bovinos no Brasil”.

Autor (a): Barbara Machado Campos
Orientador (a): Prof. Dr. Paulo Luiz Souza Carneiro.

Co-orientador (a): Prof. Dr. Carlos Henrique Mendes Malhado

Prof. Dr. Marcos Vinicius Gualberto Barbosa da Silva

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de DOUTOR EM
ZOOTECNIA, AREA DE CONCENTRAGCAO: PRODUGAO DE RUMINANTES, pela
Banca Examinadora:

o

\ONA AN
Prof. Dr. Paulo LuiZ Souza Carneiro — UESB
Orientgdor

(( A AL\

Prof. Dr. Carlos Henrique Mendes Malhado - UESB

DaMJlo FA:M LAA ) k»eu A_
Prof. Dr. Paulo Roberto Antunes‘de Mello Affdhso UESB
. /,\ '// / ’x/ ,/
V)ﬂc,q L XS L
Prof. \Dr Amauri Arj enceslau - UESC

Prof. Dr. Luis Fefnando-Batista Pinto - UFBA

Data de realizagédo: 30 de maio de 2016.



viii

;;z/z'nc[a que eu conhecesse todos os
mistérios e teda a ciéncia, e nio
tivesse amor, nada serta.

1 Gorén tios 1:2

A minha familia, meu alicerce.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais, Jakson e Joselita, pela educacdo, zelo e amor recebidos desde
sempre.

Aos meus irméos Bruno e Bianca pelo companheirismo.

A todos os meus familiares, em especial a minha avé Rosimira e minha tia Maria
Borges (in memoriam).

A Eva pelo companheirismo, compreensdo e afeto. Muito obrigada pelo apoio
recebido nesses trés anos de convivéncia. Te amo!

Ao professor Paulo Luiz Souza Carneiro, vulgo Paulinho, pela orientacéo
recebida. Pontuar realmente tudo o que tenho a dizer ao seu respeito ndo caberia nessa
tese. Sou imensamente grata e privilegiada por té-lo como professor-amigo, por toda
ajuda recebida, pelos incentivos e ensinamentos. O senhor é realmente extraordinario!

Ao professor e coorientador Carlos Henriqgue Mendes Malhado, por suas
contribuicdes em meus trabalhos e por ter me ajudado nos momentos em que sempre
precisei.

Ao professor e coorientador Marcos Vinicius Gualberto Barbosa da Silva, por
ter me dado a oportunidade de té-lo como coorientador e por ter proporcionado a
oportunidade de desenvolvimento desse projeto.

Ao professor Jodo José de Simoni Gouveia, pela prestatividade durante minhas
idas a Petrolina. Muito obrigada por sua ajuda em minhas analises. Sem seu auxilio
jamais poderia ter concluido este trabalho.

Aos amigos e colegas de profissdo pelas trocas de conhecimento e momentos de
lazer.

Aos amigos que ganhei durante os cinco anos que morei em Jequié. Muito
obrigada Vanderlei por sua amizade e carinho e também por ter me doado sua linda e
abencoada familia. Muito obrigada também Lorena Muniz por sua amizade sincera e
acolhedora. VVocé foi a primeira pessoa que me ajudou em Jequié e, Sem a0 menos me
conhecer, plantou em nds uma pequena semente que cresceu e hoje se tornou uma linda
e forte arvore da amizade! Sou muito grata a vocé, minha querida amiga. Ao Programa
de Pds-Graduagdo em Zootecnia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, pela
oportunidade de realizar o meu doutorado e a FAPESB pela concessdo da bolsa e os

auxilios recebidos.



BIOGRAFIA

BARBARA MACHADO CAMPOS, filha de Jakson Cavalcante Campos e
Joselita Machado dos Santos, nasceu em Salvador, Bahia, no dia 28 de julho de 1987.

Em 2005, concluiu o ensino médio no colégio Centro Integrado de Educacédo
Navarro de Brito — CIENB.

Em 2010, graduou-se em Zootecnia (Bacharelado) pela Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia — UFRB, Campus de Cruz das Almas — BA.

Em margo de 2011, iniciou o curso de Pds-Graduacdo em Zootecnia — Mestrado
em Zootecnia, na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, Concentracédo
em Producdo de Ruminantes, dedicando-se a area de Genética e Melhoramento Animal,
sob orientacdo do professor Doutor Paulo Luiz Souza Carneiro e coorientacdo do
professor Doutor Carlos Henrique Mendes Malhado.

Em margo de 2013, iniciou os estudos de Doutorado em Zootecnia pelo
Programa de P6s-Graduagdo em Zootecnia, pela Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, sob orientacdo do professor Doutor Paulo Luiz Souza Carneiro e coorientaces
dos professores Doutores Carlos Henriqgue Mendes Malhado e Marcos Vinicius G. B. da
Silva.



Xi

SUMARIO

Pagina
LISTADE FIGURAS. ... .ottt xiii
LISTADE TABELAS.......o oottt Xiv
TABELA DO APENDICE........ooioieieieeeteeeesestese e essses s enassee s XV
TABELA DO ARQUIVO ADICIONAL.......cooiiiieeiee et XV
RESUMO ... .ottt XVi
ABSTRACT ...ttt sttt se e neene e Xvii
REFERENCIAL TEORICO........cooiiieeeeeeeeeeesee e, 1
L-INTRODUGAO. ..o 1
1.1 Domesticagdo d0S DOVINOS.........ceveieriirieiisiesiiseeeee e 1
1.2 Racas localmente adaptadas.............cecveveiieiieieeie s 2
1.3 Diversidade genbliCa...........ccccveiueiieiieie e 5
1.4 Conservacao dos recursos genéticos de bovinos no Brasil...................... 6
1.5 Mutag80 € Deriva GENELICA. .........covrerureeiierieieese e 7
1.6 TEOIA NBULIA. ...c.eeuviieiiieiieeie et 8
1.7 Selecdo Natural e Artificial...........c.ccoeviiieiiii e 9
1.8 AsSINAturas de SEIEGAD. .........cocviiiiiieiee s 10
2-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coooviiiirieineieiseeeineieeeseeian 13
OBJETIVOS GERAIS ...ttt 18

CAPITULO | - DIVERSIDADE GENETICA, ESTRUTURA
POPULACIONAL E RELACOES ENTRE RACAS ZEBUINAS E
RACAS LOCALMENTE ADAPTADAS AO BRASIL, UTILIZANDO
MARCADORES SNP

RESUMO ..ottt sne s ane e 19
ABSTRACT ...ttt sn e 20
INTRODUGAD. ..ottt 21
MATERIAL E METODOS........cooviieeeeeeeeseeeeees et snesn s 22
RESULTADOS. ..ottt 23
DISCUSSAOD. ..ottt ettt sttt 30
CONCLUSOES......coietieee s teses s enae st sas s 36

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..ot 37



V-
VI -
VII -

Xii

CAPI'TL£L0 I - IDENTIEICA(;AO DE ASSINATURAS DE
SELECAO PARA PRODUCAO DE LEITE E PARA GANHO DE
PESO NA RACA CARACU

RESUMO........ooieiieieesieees ettt sne s sse st seneanes 44
ABSTRACT ....coivieieeeereeetste et es s es s s st en s seen s s 44
INTRODUGAO. ...t sa s 45
MATERIAL E METODOS........c.oviieieieieeiisessesssessessessessesssssssssses s, 46
RESULTADOS......cooovieeinieieiieiesiesessessessessssssssasssssessessessessssnsn s sssssnssnens 48
DISCUSSAOD. .....cocvieeeieseeiieetee et s sttt ss sttt en et 56
CONCLUSOES......coieteeteeeteees ettt tan st 61
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......c.covviveteeeeiesrseresesese s senen s 62
CONSIDERAGOES FINAIS.......oiiieieeesieveseesen e esesessssessessssn s 67
N = =1 N 0] [0 =S 68

ARQUIVO ADICIONAL ..ottt 69



LISTA DE FIGURAS

xiii

Pagina

Figura 1. Relacdo geneética entre as racas zebuinas e as racas/linhagens
europeias localmente adaptadas. Gl = Gir; CUR = Curraleiro; SIN = Sindi;
TAB = Tabapud; CL = Caracu Caldeano; PAN = Pantaneiro; CC = Caracu
Corte; FRA = Franqueiro e IND = Indubrasil. Figura (a) dendrograma UPGMA
e (b) grafico de Neighbor-Net da relacdo genética com base nas distancias
genéticas de Reynolds (Reynolds et al.,, 1983). O numero nos nds do
dendrograma UPGMA sdo valores de bootstrap de 10.000 repeticdes.................

Figura 2. Anéalise de Componentes Principais (ACP) das racas zebuinas e
europeias localmente adaptadas. a) racas/linhagens europeias localmente
adaptadas e b) racas ZebUINAS..........ccccvevi i

Figura 3. Estatistica Delta K para a andlise de clusterizacdo Bayesiana nas
racas zebuinas e europeias localmente adaptadas. A) Todas as ragas, B)
Racas/linhagens europeias localmente adaptadas e C) Racas zebuinas................

Figura 4. Resultados da andlise clusterizacdo Bayesiana para K=2
considerando as racas zebuinas e as racas/linhagens europeias localmente
adaptadas CONJUNTAMENTE. ..........cueiieie et

Figura 5. Resultados da andlise clusterizacdo Bayesiana para K=3 e K=5
considerando as ragas/linhagens europeias localmente adaptadas................c........

Figura 6. Resultados da andlise clusterizacdo Bayesiana para K=4, K=6 e K=7
considerando as ragas ZEDUINGS...........ccveveiieirieie e

Figura 7. Manhattan plot para analise de Fst em bovinos da raca/linhagens
Caracu e Caracu Caldeano. Cromossomos impares estdo representados em
amarelo, enquanto os cromossomos pares, em cinza. Os pontos acima da linha
tracejada indicam SNP significativos que estdo sob selecao...........cccevvevvviiennee.

25

27

28

28

29

30



LISTA DE TABELAS

Xiv

Pagina

Tabela 1. Diversidade genética nas ragas/linhagens zebuinas e europeias de
bovinos analisados por marcadores SNP.........c.cccovvereiie i

Tabela 2. Estimativas de diferenciagdo genética par a par entre as
racas/linhagens. Todas as estimativas de Fsr foram significativas (p <

Tabela 3. Particionamento da variacdo genética entre e dentro das nove
racas/linhagens de bovinos. A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi
realizada com base nas subespécies (Bos taurus taurus e Bos taurus
INICUS) vttt bbbtk b ettt et et e b et bbb neene e

Tabela 4. SNP significativos nas analises de Fst em bovinos da raga/linhagens
Caracu e CaraCu Caldean0..........cocuviuiiiiiiiiieieie e

Tabela 6. Regides genébmicas candidatas a conter genes sob selecdo identificadas
através de analises de Fst em bovinos da raca/linhagens Caracu e Caracu
(OF: 1[0 7 o USSP

Tabela 7. Anotacdo das regides gendmicas candidatas mais relevantes para estar
sob selecdo em bovinos da raga/linhagens Caracu e Caracu Caldeano....................

Tabela 8. Frequéncia dos alelos dos SNP nos principais genes relacionados ao
processo adaptativo e produtivo nas linhagens selecionadas para producdo de
leite € Carne NA raGa CAraCU..........cceiuiriiriiieieiee et

24

26

48

51

53

56



XV

TABELA DO APENDICE
Pagina

Tabela 5. Principais SNP identificados pela anélise de Fsr em bovinos da
raca/linhagens Caracu e Caracu Caldeano.............cccocueevevveieiiieniese e

TABELA DO ARQUIVO ADICIONAL
Pagina

Tabela 9. Anotacao das regides genébmicas candidatas a estar sob selecdo em
bovinos das linhagens Caracu e Caracu Caldeano...........cccccevvvieieniveienienennens



XVi

RESUMO

CAMPOS, B. M. Divergéncia genética e identificacdo de marcas gendmicas de
selecao em bovinos no Brasil. Itapetinga, BA: UESB, 2016. 87 p. Tese. (Doutorado em
Zootecnia, Area de Concentra¢do em Producdo de Ruminantes) *.

Estudos de diversidade genética e deteccdo de marcas de selecdo sdo fundamentais para
compreensdo dos recursos genéticos disponiveis, no intuito de auxiliar o melhoramento
genético e a conservacdo desses. Objetivou-se, no primeiro capitulo, avaliar a
divergéncia genética das principais ragas/linhagens de bovino europeu localmente
adaptado ao Brasil (Caracu, Caracu Caldeano, Franqueiro, Pantaneiro e Curraleiro) e
das racas zebuinas (Gir, Sindi, Tabapua e Indubrasil). No segundo capitulo, o objetivo
foi o de detectar regides gendmicas sob selecdo nas linhagens Caracu (carne) e Caracu
Caldeano (leite) com finalidade de detectar regides gendmicas sob selecdo e identificar
genes candidatos envolvidos com diferengas produtivas e adaptativas. As racas
localmente adaptadas apresentaram variabilidade genética com altas estimativas de
heterozigosidade observada (Ho). Foi evidenciada diferenciacdo genética entre as racas
localmente adaptadas e as racas zebuinas. Entretanto, a raca Curraleira mostrou-se mais
relacionada com zebuinas, enquanto que a raga Indubrasil foi agrupada com as ragas
taurinas. As linhagens da raca Caracu apresentaram consideravel diferenciacdo genética,
e o0s genes identificados como family with sequence similarity 186, member B
(FAM186B), KIAA1244 ortholog (KIAA1244), cadherin-like 23 (CDH23) e
transcription factor CP2 (TFCP2), PERP TP53 apoptosis effector (PERP), solute
carrier family 39, metal ion transporter, member 11 (SLC39Al11l) e complement
component 6 (C6), oligomeric (MUC19) foram relacionados com as diferencas

produtivas e adaptativas desses animais.

Palavras-chave: assinaturas de selecdo, Bos taurus, recursos genéticos animais,

diversidade genética.

*QOrientador: Paulo Luiz Souza Carneiro, Dr. UESB e Coorientadores: Carlos Henrique M. Malhado, Dr.
UESB e Marcos Vinicius G. B da Silva, Dr. EMBRAPA.
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ABSTRACT

CAMPQOS, B. M. Genetic divergence and identifying genomic checkmarks in cattle
in Brazil. Itapetinga, BA: UESB, 2016. 87f. (Thesis in Zootechny — Majoring Area —
Ruminant Production) *.

Genetic diversity studies and detection of checkmarks are fundamental to understanding
the genetic resources available in order to assist the breeding and conservation of these.
The objective of the first chapter to evaluate the genetic divergence of the major
races/lines european bovine strains locally adapted to Brazil (Caracu, Caracu Caldeano,
Franqueiro, Pantaneiro and Curraleiro) and zebu (Gir, Sindi, Tabapud and Indubrasil).
The second chapter is aimed to detect genomic regions under selection in Caracu lines
(meat) and Caracu Caldeano (milk) in order to detect genomic regions under selection
and identify candidate genes involved in productive and adaptive differences. The
locally adapted breeds showed genetic variability with high estimates of observed
heterozygosity (Ho). It was observed genetic differentiation between locally adapted
breeds and zebu breeds. However, Curraleiro if mostou more related zebu, while
Indubrasil breed was grouped with the european breeds. The strains of Caracu showed
considerable genetic differentiation and the genes identified as family with sequence
similarity 186, member B (FAM186B), KIAA1244 ortholog (KIAA1244), cadherin-like
23 (CDH23) and transcription CP2 factor (TFCP2), PERP TP53 Apoptosis effector
(PERP), solute carrier family 39, ion metal transporter, member 11 (SLC39A11) and
complement component 6 (C6), mucin 19, oligomeric (MUC19) were related to the

productive and adaptive differences of these animals.

Keywords: check signatures, Bos taurus, animal genetic resources, genetic diversity

*Adviser: Paulo Luiz Souza Carneiro, D.Sc., UESB and Co-advisor: Carlos Henrique M. Malhado, D.Sc.,
UESB and Marcos Vinicius G. B da Silva, D.Sc., EMBRAPA.



I- REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

1.1 Domesticagao dos bovinos

A criacdo de gado e de outros animais foi um dos pilares do desenvolvimento
socioeconémico na histdria das civilizaces. Pequenos grupos de ndmades passaram a
formar sociedades, assim, a seguranca e abundancia de alimentos permitiram o
crescimento das populagbes (Ajmone-Marsan et al., 2010). Além disso, nos ultimos
10.000 anos, a domesticacdo do gado proporcionou aos seres humanos a alimentacao
com carne e leite, 0 agasalho com couro e pele e a possibilidade de utilizar esse animal
como meio de transporte (Felius et al., 2014).

O gado moderno é descendente dos bois selvagens Auroque (Bos primigenius),
que durante o Pleistoceno e Holoceno percorreram areas que iam do Atlantico a costa
do Pacifico e da India até a Africa (Bradley et al., 1998). A mais antiga evidéncia
arqueoldgica de gado doméstico data de 8.800 anos a.C., no Crescente Fértil, e cerca de
1.500 anos depois, no Vale do Rio Indo. Por essa razéo, considera-se, basicamente,
essas regibes como responsaveis por dois processos de domesticacdo distintos, que
deram origem as subespécies Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, respectivamente
(Chen et al., 2010).

Acredita-se que o boi Auroque foi extinto no Egito no comeco do século XIV,
mas sobreviveu em outras regides, incluindo a Europa, cujo Gltimo exemplar sobreviveu
até 1627 na Pol6nia (Chen et al., 2010). Cruzamentos entre ambas as subespécies
podem ter contribuido para vérias conclusdes acerca da origem e taxonomia desses
individuos. Entretanto, estudos com DNA mitocondrial sugerem que o tempo de
divergéncia entre taurus e indicus foi de 1,7 a 2,0 milhdes de anos e que a principal
diferenga morfologica esta restrita a auséncia de cupim nos individuos Bos taurus
taurus e presenca em Bos taurus indicus (Jorge, 2013).

No continente americano, o gado foi introduzido pela primeira vez em 1492, por
meio de rotas maritimas de descobridores espanhois atraves das ilhas do Caribe,

enquanto que no Brasil essas rotas foram realizadas pelos portugueses (Ginja et al.,
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2010). Basicamente, este movimento seguiu quatro grandes rotas. A primeira passou da
Espanha e norte da Africa para o Caribe; a segunda partiu de Portugal para S&o Paulo
(S&o Vicente), que testemunhou a chegada dos primeiros bovinos no Brasil nos séculos
XVI e XVII; a terceira rota ligou o norte da Europa a América do Norte, bem como a
Australia, com inicio no século XVII; a quarta e Gltima rota ligou india e Brasil durante
0 século XIX com a introdugdo de individuos Bos taurus indicus no pais (Ajmone-
Marsan et al., 2010).

A partir do seculo XIX, com a compra de alguns animais e, seguido por
importacdes de racas zebuinas no intuito de melhorar o rebanho nacional, o Brasil, em
pouco tempo, tornou-se o0 maior produtor de animais zebuinos, principalmente da raca
Nelore. Além disso, cruzamentos desordenados entre zebuinos e o0s taurinos
naturalizados também fizeram parte na formacédo dos rebanhos atuais, sugerindo que 0s
primeiros animais introduzidos pelos portugueses e ja adaptados as condicGes
edafoclimaticas do pais tiveram participacdo na composicao genética dos zebuinos que
foram trazidos do continente indiano. Paneto et al. (2008), em um estudo com DNA
mitocondrial com racas zebuinas, identificaram que 28% dos animais estudados
apresentaram composicao de origem Bos taurus taurus, apoiando a hipoOtese de que
parte das linhagens maternas do gado zebuino atual foi obtida através de cruzamentos
entre fémeas naturalizadas (Bos taurus) com touros importados da India. Resultados
semelhantes também foram revelados por Meirelles et al. (1999), com animais das ragas

Nelore e Gir.

1.2 Ragcas localmente adaptadas

O gado crioulo foi o Unico bovino criado na América Latina, por mais de 300
anos, até a introducdo das racas zebuinas e europeias especializadas. Ao longo dos anos,
esses animais evoluiram e, como resultado de selecdo natural, tornaram-se adaptados as
diversas condi¢fes ambientais. Além disso, esses animais apresentavam elevado grau de
variabilidade fenotipica, resisténcia as doencas e ao clima tropical (Liron et al., 2006;
Primo, 1992).

Atualmente, sdo consideradas como ragas nativas ou localmente adaptadas os
grupos Curraleiro ou Pé-duro (Nordeste, Goias e Tocantins), Pantaneiro (Centro-Oeste),

Caracu (Sul e Sudeste) e Franqueiro (Sul). De modo geral, as racas localmente
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adaptadas se caracterizam pela rusticidade, adaptabilidade e resisténcia, aspectos
fundamentais para a sobrevivéncia em ambientes tropicais.

Das racas localmente adaptadas que ainda existem no Brasil para a exploragédo
pecuéria, a de maior efetivo é a raca Caracu. E uma raca taurina adaptada as condic@es
climaticas brasileiras e, por isso tem se mostrado eficiente em condi¢bes de monta
natural. Além disso, é resistente a parasitas, e varios trabalhos evidenciam seu uso em
cruzamentos com ragas zebuinas com relativo éxito (McManus et al., 2010a).

As racas que contribuiram para a formacdo do gado Caracu eram provenientes
de cruzamentos entre racas originadrias basicamente de dois troncos: o Aquitanico,
composto pelas racas Transtagana, Minhota, Alentejana e o tronco Ibérico, representado
pelas ragas Barrosa, Arouquesa, Mirandesa e Brava (Nicolau et al., 2004).

Em 1900, o Caracu era uma das racas de maior expressao na pecudria brasileira
devido, principalmente, as suas qualidades como racga produtora de carne, leite e tracao.
A partir dessa década, foi criada a Estacdo Experimental de Sertdozinho, do Instituto de
Zootecnia, localizada no estado S&o Paulo, primeiro posto de selegdo oficial da raga.
Em seguida, foi fundada a Associacdo Brasileira de Criadores de Caracu (ABCC), cujo
intuito era aumentar e melhorar o rebanho e, sobretudo, direcionar a selecdo para
caracteristicas morfologicas, visando sempre a fixacdo de um padrdo racial
(Mercadante, 2005).

Sendo uma raca obtida em clima tropical e naturalmente selecionada, o gado
Caracu chegou a ser um dos mais criados em todo o pais até o inicio do século XX,
perdendo lugar, posteriormente, com a introducdo das racas zebuinas, quando quase
chegou a extin¢do. Entretanto, atualmente, a raga é encontrada praticamente em todo o
pais, totalizando mais de 85 mil animais registrados e ja ndo corre risco de extingdo
(McManus et al., 2010a). Outro detalhe importante é a existéncia de uma linhagem
destinada a producdo de leite, denominada Caracu Caldeano. Essa linhagem foi
desenvolvida na fazenda Chiqueirdo, no estado de Minas Gerais, cujo rebanho foi
formado em 1893, com a insercdo das primeiras matrizes e dos primeiros touros.
Devido & diminuicdo do tamanho da populacdo da raca e da inviabilidade de aquisicéo
de novos reprodutores, o rebanho foi fechado e passou a produzir seus proprios
reprodutores, permitindo a criacao e preservacgdo desse recurso genético (Queiroz et al.,
2005).
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O gado Curraleiro, também conhecido como Pé-Duro, foi a primeira raca a se
formar no Brasil, na regido do Nordeste, mais precisamente nos estados da Bahia e
Pernambuco. Essa raca é descendente direta do gado da raca portuguesa Mirandesa,
particularmente, da variedade Beiroa. Entretanto, é pouco provavel que apenas bovinos
Mirandeses tenham dado origem ao gado Curraleiro, mas sim varios animais de
diferentes grupos genéticos, que, naquela época, ainda ndo eram estabelecidos como
raca (Fiovaranti et al., 2011). O nome Pé-Duro é devido ao tipo de solo presente no
sertdo nordestino, constituido principalmente de pedregulhos, em que animais de casco
mole ndo conseguem sobreviver. Além disso, esses animais sdo considerados rusticos e
resistentes a parasitas, adaptados a seca e as pastagens naturais da caatinga (Carvalho et
al., 2010; Salles et al., 2011).

Em decorréncia dos cruzamentos desordenados desde a introducdo das racas
zebuinas no Brasil, em meados do século XX, a raca Curraleira tem sido ameacada de
extingéo, principalmente nos sistemas de cruzamentos atuais, cuja obtenc¢éo de animais
com maior vigor hibrido tem sido atribuida apenas a introducdo do zebu, enquanto a
constituicdo genética do Pé-Duro tem sido prejudicada (Carvalho et al., 2010).
Atualmente, a raca possui um nucleo de preservacao no estado do Piaui e esta presente
também em outros estados como Maranhdo, Tocantins e Goids, com uma populagao
total de aproximadamente 5 mil animais (Fiovaranti et al., 2011).

A raca Franqueira foi formada no sudeste do Brasil, mais precisamente na cidade
de Franca, estado de S&o Paulo, local onde surgiu sua denominacdo. Primeiramente,
esses animais foram introduzidos no Rio Grande dos Sul pelos jesuitas, com o intuito de
suprir as necessidades alimenticias dos povos das missfes. Porém, com a invasdo das
missOes pelos Bandeirantes, a maioria do rebanho foi levada para regido de Franca.
Com a colonizacdo do Planalto Catarinense, os colonos trouxeram o gado Frangueiro,
que cruzou com bovinos ja existentes, e essa miscigenacao deu origem a raca Crioula
Lageana, predominante na regido de Lages, Santa Catarina (McManus et al., 2010b;
Veiga et al., 2009). Para alguns autores, tanto a raca Crioulo Lageano como a raca
Franqueiro séo ragas de gado com a mesma origem, mas sd0 reconhecidas
separadamente na lista de racas de gado, o que foi apoiado por estudos genéticos de
Primo (1992) e Serrano et al., (2004). Ao longo dos anos, esses individuos sofreram
atuacdo da selecdo natural e se adaptaram as condi¢des climaticas do sul do pais, com

invernos rigorosos e baixa disponibilidade de alimentos. Além disso, com a introducéo
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dos zebuinos a partir do século XX, esses bovinos passaram a ser cruzados de forma
desordenada, causando o desaparecimento quase que total da raga, cujo efetivo é de
aproximadamente 500 animais (Spritze et al., 2003). Devido a ameaca de extingdo, a
raca, atualmente, esta inserida em um Programa de Conservacao, desde a década de 80,
e vem sendo alvo de trabalhos genéticos e fenotipicos.

O gado Pantaneiro € uma raga formada na regido do Mato Grosso e que sofreu
influéncia de ragas de origem espanhola durante os seculos XVI ao XVIII. Acredita-se
que essa raca faca parte do tronco Bos taurus ibericus, devido a semelhanca com as
racas portuguesas como a Mirandesa e Brava (McManus et al., 2010c). A influéncia das
racas portuguesas ocorreu no final do século XVIII e inicio do X1X e, de modo indireto,
através de seus descendentes ja adaptados como o Franqueiro e o Curraleiro, o gado
Pantaneiro passou a ser naturalizado na regido do Pantanal (Issa et al., 2009; Mazza et
al., 1992a). Devido a introgressdo de racas zebuinas, no intuito de produzir mesticos
superiores, a raca Pantaneira, atualmente, estd inserida na lista de ragas bovinas
ameacadas de extincao, e sua conservacgdo vem sendo efetuada tanto in situ, por meio do
nucleo de Conservacdo, localizado no Pantanal, como ex situ, pela conservacdo de

sémen e embribes (Mazza et al., 1992b).

1.3 Diversidade genética

A diversidade genética é definida como a variedade de alelos e gendtipos
presentes em uma populacdo e é refletida em diferencas morfoldgicas, fisioldgicas e
comportamentais entre individuos das populacGes, podendo referir-se a sequéncias de
DNA, genes, cromossomos ou variacao genética quantitativa (Toro & Caballero, 2005).

Com a atuacdo das forcas evolutivas da mutacdo, a reproducdo seletiva, 0
isolamento geografico e a deriva genética, uma variedade de racas locais podem ter sido
criadas com diferentes tipos de desempenho (Groeneveld et al.,, 2010). O
desenvolvimento de programas de selecdo tem acelerado o melhoramento genético de
varias ragas. A inseminacdo artificial e a transferéncia de embrides tém facilitado a
disseminacdo de material genético, que conjuntamente com 0s avan¢os na area da
nutricdo, permitiram que racas altamente produtivas substituissem as ragas localmente
adaptadas, reduzindo a variabilidade genética delas, levando a preocupagfes sobre a
perda desses recursos genéticos (Felius et al., 2014).



Desde o inicio da década de 1990, estudos na area da genética molecular e 0
desenvolvimento de programas computacionais resultaram em um importante
direcionamento para marcadores moleculares na caracterizagdo genética de diversidade.
A diversidade genética molecular é geralmente medida pelas frequéncias dos gendtipos
e alelos, proporcao de loci polimorficos e heterozigosidade observada e esperada. Em
relagdo as populages estruturadas, medidas moleculares de diferenciacdo sdo baseadas
em distancias genéticas e frequéncias alélicas entre as populacdes, bem como no indice
de fixagdo de Wright Fst (Reynolds et al., 1983; Laval et al. 2002).

De acordo com Boettcher et al. (2010), a diversidade genética é necessaria para a
mudanca genética e permite sustentar a capacidade de uma raca ou populacdo em
responder a selecdo, no intuito de aumentar a produtividade e adaptacdo as mudangas
das condicBes ambientais, incluindo ndo s6 as condi¢des ligadas ao clima, mas também
as mudangas nas praticas de mercados e gestdo de criacdo. A medida que a diversidade
genética das racas diminui, a contribuicdo de caracteristicas que podem ser importantes
no futuro torna-se menor, ou seja, compromete a possibilidade de novas combinac6es
genéticas dentro das espécies. Dessa forma, € necessario manter a variabilidade, de
modo a prever o desenvolvimento de sistemas de producdo sustentaveis, uma vez que
ndo é possivel predizer com objetividade quais caracteristicas podem ser necessarias no
futuro (Notter, 1999; Hall & Bradley, 1995).

1.4 Conservacao dos recursos genéticos de bovinos no Brasil

Com a introducdo do gado zebuino no Brasil, as ragas localmente adaptadas
foram substituidas por meio de cruzamentos absorventes e, atualmente, encontram-se
ameacadas de extingdo. Entretanto, devido a adaptacdo em ambientes especificos,
presenca de caracteristicas especificas de valor cultural, histdrico ou cientifico, as racas
naturalizadas passaram a receber importancia no que tange a sua manutencdo e
conservacao (Toro & Caballero, 2005).

Tendo em vista a necessidade de manutencdo de recursos genéticos animais
(RGAN), nacleos de conservagdo foram criados em todo o pais, por meio do Centro
Nacional de Pesquisa em Recursos Genéticos e Biotecnologia — Cenargen (Embrapa).
Atualmente, esses nucleos fazem parte da Renargen — Rede Nacional de Recursos

Genéticos, cujo objetivo é desenvolver projetos em centros de pesquisa proximos aos



habitats onde os animais foram naturalmente selecionados, no intuito de salvar os
pequenos efetivos populacionais de cada uma dessas racas ameagadas de extingdo
(Mariante et al., 2005).

O Programa Brasileiro de Conservacédo de Recursos Genéticos Animais promove
a conservacdo in situ e ex situ do material genético disponivel. Em 1983, foi criado o
Banco de Germoplasma Animal (BGA), responsavel pelo armazenamento de sémen e
embrides das racas ameacadas de extingdo. Por outro lado, a conservacdo ex situ
consiste na manutencdo de animais nos Nucleos de Conservagdo, com o objetivo de
ampliar os rebanhos e, consequentemente, manter a variabilidade genética. Como a
presenca e a frequéncia das formas alélicas sdo a base para a variacdo genotipica, a
perda de um Unico tipo ou raca compromete combinagGes genéticas Unicas (Mariante et
al., 2009). Dessa maneira, estudos voltados a caracterizacdo genética podem auxiliar no
desenvolvimento e acompanhamento de programas de melhoramento animais, bem
COMO Na preservacao e conservacao.

Vaérios trabalhos realizados com as ragas localmente adaptadas demonstram a
utilizacdo dessas em cruzamentos com racas zebuinas para aumentar a adaptabilidade
dos rebanhos. Considerando essa realidade na pecuaria brasileira, torna-se importante a
conservacgdo das ragas localmente adaptadas. Uma vez geneticamente caracterizadas,
elas serdo de fundamental importancia, pois apresentam caracteristicas de resisténcia a
doencas e a ecto e endoparasitas apds selecdo natural (Boettcher et al., 2010). Portanto,
é necessario que trabalhos que envolvam a conservacao e utilizacdo dessas racas sejam
realizados para que elas sirvam como fonte de genes importantes para 0s programas de

melhoramento animal.

1.5 Mutacéo e Deriva Genética

A mutacdo é qualquer modificacdo herdavel no material genético e principal
fonte de variacdo genética que engloba uma mudanca na sequéncia nucleotidica de um
gene. Ocorre durante a duplicacdo do gene, sendo responsavel pelo surgimento de um
novo alelo, originando um polimorfismo. Este assegura a diversidade na expressdo do
transcrito, influenciando a fisiologia, o comportamento e desenvolvimento dos

individuos de uma determinada populacdo, principalmente daqueles portadores de
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gendtipos especificos capazes de contribuir com a préxima geracdo (Hartl & Clark,
2010).

A frequéncia de um alelo mutante é regida, em parte, pela acdo da amostragem
aleatdria denominada deriva genética. Trata-se de um mecanismo evolutivo capaz de
modificar aleatoriamente as frequéncias alélicas ao longo do tempo e determinar se o
alelo recém-surgido sera fixado ou perdido na populacdo (Kimura, 1986). Outro fator
importante é que a maior parte da variagdo genética em populacbes naturais pode ter
pouco ou nenhum efeito significativo sobre o valor adaptativo do organismo de uma
espécie ao seu ambiente (Stephan et al., 2006). Nesse caso, como a maioria das
mutacOes sdo polimorfismos que resultam de alelos seletivamente neutros, suas
frequéncias ndo sdo determinadas exclusivamente pela selecdo natural, mas,
principalmente, mantidas pelo balango entre os efeitos de mutacdo e deriva genética.
Entretanto, deve-se considerar que a mutacdo neutra ndo exclui totalmente o papel da
selecdo natural, uma vez que esta contribui para manutencdo de corre¢do ou remocéao de
mutacdes na sequéncia nucleotidica, interferindo na variacdo dentro ou entre espécies
(Harris & Meyer, 2006).

1.6 Teoria Neutra

A teoria da Neutra defende que a maioria dos polimorfismos dentro e entre
espécies sdo seletivamente neutros e descritos por processos estocasticos em uma
populacdo finita (Kimura, 1986). As mutacfes neutras (silenciosas ou sinébnimas) nédo
alteram o aminoécido na proteina. Essa teoria tem sido amplamente utilizada em
estudos gendmicos na descoberta da evolucdo fenotipica das espécies e propde que as
substituicdes neutras tendem a ser mais frequentes do que as que conferem vantagem ou
desvantagem seletiva. Sabe-se que o genoma dos mamiferos apresenta cerca de 3 x 10°
nucleotideos, 95% do genoma apresenta regido ndo codificante. Até pouco tempo,
acreditava-se que boa parte da porcdo de DNA néo era funcional, mas com o avanco de
estudos no campo da genética de populacBes e molecular, sabe-se que existem varios
elementos genéticos que controlam a expressdo do gene e que residem nas regiées ndo
codificantes. Desta maneira, 0s genes codificadores de proteinas e elementos
reguladores em regides ndo codificantes devem ser considerados no estudo da evolucao

molecular, uma vez que as substituicdes sinbnimas sdo aproximadamente neutras, e a



maioria das mutacfes ndo sinénimas € eliminada por selecdo de purificacdo. Além
disso, pode-se concluir que a maioria dos genes dos mamiferos estad evoluindo sob
selegdo purificadora e que esta é uma importante caracteristica da teoria neutra (Nei et
al., 2010).

Nesse sentido, as mutagdes sindbnimas tendem a ocorrer a taxas maiores do que
as mutacbes ndo sinbnimas, uma vez que uma mutagdo ndo sinbnima tem maior
probabilidade de estar relacionada a adaptagdo do que uma mutacdo sindénima (Nei,
2005). O objetivo dessa teoria € fazer inferéncias sobre as causas de evolucdo
molecular, baseando-se em testes cuja evidéncia para selecdo positiva (como forca
motriz para substitui¢des de aminoacidos) deve ser comprovada contra hipdtese nula

fornecida pela teoria neutra (Nielsen, 2001).

1.7 Selecéo Natural e Artificial

A sele¢do natural é um processo impulsionado pelo ambiente, que desempenha
um papel importante na evolugdo, uma vez que afeta locais especificos funcionalmente
importantes no genoma das especies (Driscoll et al., 2009). Caracteristicas mais
vantajosas sdo transmitidas com maior frequéncia, caracterizando a evolucéo adaptativa
como meio de “escolher” individuos aptos a transmitirem seus genes de uma geragéo
para outra. A selecdo natural pode atuar em uma populagdo apenas se a mutagdo gerou
diferencas genéticas hereditarias (ou polimorfismos) entre os individuos na populacao.
Nesse caso, sempre que a selecdo atua sobre uma mutacao, outras regides ligadas sao
afetadas, deixando a sua assinatura na regido no cromossomo (Bamshad & Wooding,
2003).

Cada tipo de selecdo é uma resposta a pressdes ambientais e possui um efeito
diferente na modificacdo das frequéncias alélicas e genotipicas. Essas selecdes podem
ser classificadas em: positiva (vantajosa ou adaptacdo), purificadora (negativa ou
deletéria) e balanceadora (Akey, 2009). A selecdo positiva favorece uma mutacdo
vantajosa, permitindo que sua frequéncia seja elevada na populagdo. Além disso, ela
pode ser subdividida em selecdo direcional, que tende a fixar o alelo vantajoso, e
selecdo balanceadora, que mantém um polimorfismo (Hughes, 2008). A selegédo
purificadora elimina mutagdes deletérias que tendem a aparecer na populacéo através de

mutagdes recorrentes. Esse tipo de selecdo permite manter a integridade funcional das
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sequéncias de DNA, uma vez que ndo altera a codificacdo do aminoacido (Harris &
Meyer, 2006). Desempenha também papel importante na compreensdo da evolugao e
acontece porque as substitui¢cdes sindbnimas sdo consideradas como neutras, desta forma,
75% a 80% das mutacBes ndo sinbnimas sdo eliminadas por purificacdo. Portanto,
conclui-se que a maioria dos genes dos mamiferos estd evoluindo sob selecédo
purificadora (Nei et al., 2010). A selecdo balanceadora refere-se a mutacdo que aumenta
a variabilidade genética dentro de uma espécie por meio de varios processos bioldgicos.
Ela pode ser selecdo sobredominante (individuos heterozigotos tém aptidao superior aos
homozigotos), selecdo dependente do ambiente (individuos em diferentes ambientes
apresentam diferentes alelos) e selecdo dependente de frequéncia (quando diferentes
alelos apresentam vantagem ou desvantagem seletiva, dependendo da sua frequéncia na
populacdo) (Nei et al., 2010; Oleksyk et al., 2010).

A selecdo artificial € um processo conduzido pelo homem com o objetivo de
selecionar caracteristicas desejaveis que atendam as suas necessidades. Esse tipo de
selecdo, muitas vezes, € sindbnimo de reproducdo seletiva, que pode estar associada ao
processo de selecdo pré-zigdtica (em gue os animais sao escolhidos pelo homem) contra
a selecdo pos-zigdtica (em que a descendéncia mais apta se reproduz diferencialmente)
como na selecdo natural. De toda maneira, este processo vem assumindo importante
papel na domesticacdo animal, resultando em fenétipos diferentes em compara¢do com
seus ancestrais, por meio das pressoes seletivas que modificam os padrBes de variagdo
genética e refletem em um rapido ganho genético (Amaral et al., 2010).

Além disso, a selecdo artificial pode ser classificada em sele¢do inconsciente e
metodoldgica. A primeira ocorre sem expectativa de alterar permanentemente uma raca,
e é sugerido que os primeiros eventos de domesticacdo envolveram este tipo de selecdo
artificial. A segunda € guiada por algum padrdo pré-determinado, cujo objetivo €

escolher pais das préximas gerac6es (Driscoll et al., 2009).

1.8 Assinaturas de Selecdo

A selecdo pode ocorrer de maneira natural ou artificial, sendo esta Ultima
dependente dos métodos de melhoramento genético. A ocorréncia de selecdo vai criar
desvios em relacé@o aos padrdes de variacdo molecular esperados sob neutralidade. Cada

forma de selecdo tende a causar mudancas especificas nos padrfes de variagao tanto nos
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loci selecionados quanto nos loci neutros ligados a eles. Estas marcas deixadas pela
selecdo no genoma sdo chamadas de assinaturas de selecdo e podem ser utilizadas para
identificar os loci sujeitos a sele¢do (Kreitman, 2000).

Quando a selecdo positiva acontece em uma populacéo, alguns loci adjacentes as
mutacdes favoraveis em um cromossomo sdo transmitidos através das geracOes e
segregam de forma dependente, com frequéncias alélicas altas e ndo esperadas em
situacBes ao acaso, ou seja, estdo em desequilibrio de ligagdo com a mutacgdo favoravel
(Maceachern et al., 2009). Esses loci adjacentes, denominados hapl6tipos, que sdo
transmitidos em conjunto com os genes selecionados, definem as assinaturas de selecao.
A identificacdo deles pode auxiliar na busca por regifes que controlam caracteristicas
quantitativas sob selecdo, na identificacdo de genes associados as variagdes fenotipicas
de interesse, bem como das vias metabdlicas relacionadas a eles (Wiener et al., 2011).

A selecdo positiva ocorre qguando uma nova mutacao é seletivamente vantajosa e
tende a segregar numa determinada populacdo. Esse tipo de selecdo é importante e
fornece evidéncia para adaptacdo em nivel molecular, podendo, portanto, ajudar na
compreensdo da relacdo genotipo x fendtipo (Nielsen, 2001).

Outra questdo importante € que esse tipo de selecdo provoca na regidao ao redor
do locus selecionado uma diminuicdo dos niveis de diversidade intrapopulacional e o
aumento dos niveis de diversidade entre as popula¢des, levando a valores do coeficiente
de Wrigth Fst (indice de fixacdo - reducdo de heterozigotia de uma subpopulacéo
relativamente a populacéo total - diferenciacdo genética entre subpopulacdes) mais altos
do que o esperado pela teoria neutra (Beaumont, 2005; Storz, 2005). Além disso,
quando a selecdo positiva ocorre, os alelos recém-surgidos que possuem vantagem
seletiva tendem a aumentar de frequéncia (até alcancarem a fixacdo) na populacéo,
fazendo com que alguns alelos neutros ligados também aumentem de frequéncia. Este
fendmeno é chamado de efeito carona ou arrasto seletivo (Charlesworth, 2006).

O efeito do arrasto seletivo pode reduzir o nivel de variacdo da sequéncia de
DNA, em termos de diversidade de nucleotideos e o nimero de sitios polimorficos
segregando em regifes do genoma sob selecdo. Isso acontece porque os alelos recém-
surgidos na populacdo tendem aumentar de frequéncia, fazendo com que alelos neutros
ligados sejam arrastados, aumentando também de frequéncia e, consequentemente,

tendendo a fixagédo (Braverman et al., 1995). Além disso, é notada também uma reducéo
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na heterozigosidade nas regides proximas ao locus selecionado, que ¢ um indicativo de
pressdo seletiva vantajosa (Doniger et al., 2008).

As mutacgBes deletérias também contribuem para a variagdo fenotipica, bem
como os polimorfismos no DNA, principalmente em populacdo cuja endogamia possuli
alta taxa (Doniger et al., 2008). Os alelos recém-surgidos séo rapidamente removidos da
populacdo e, se a taxa de recombinacdo na regido selecionada € pequena ou a populacao
é endogamica, a selecdo negativa e deriva genética reduzem a variabilidade em torno
dos loci selecionados (Stephan, 2010).

Na selecdo balanceadora, o favorecimento da manutencéo do polimorfismo e sua
persisténcia em longo prazo na populacdo permitem o aumento da diversidade em
regides neutras ligadas (Charlesworth, 2007; Oleksyk et al., 2010). Nas populacdes, 0s
niveis de diversidade dentro e os niveis de diversidade entre as populacdes tendem a
diminuir para regides sob selecdo, levando a diminuicédo de valores de Fst (Storz, 2005).

A disponibilidade de grandes conjuntos de dados gendmicos tem gerado uma
riqueza cientifica no campo da genética de populacdes e molecular, permitindo a
descoberta sobre as causas da evolugdo molecular. Atualmente, grandes amostras de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP), microssatélites e dados de sequéncia de
DNA vém sendo obtidos em seres humanos e outros organismos para serem utilizados
em metodologias estatisticas capazes de identificar regides que foram submetidas a
varredura seletiva ou selecdo positiva. Nesse contexto, o reconhecimento das
assinaturas de selecdo deixadas pelos diferentes tipos de selecdo é uma abordagem
importante, visando identificar regides genémicas que podem ser utilizadas para
identificar os loci sujeitos a selecdo com base no estudo da teoria neutra, que serve
como um modelo importante no desenvolvimento dos testes estatisticos desenvolvidos

para detectar assinaturas de selecao.
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11-OBJETIVOS GERAIS

Avaliar racas/linhagens de bovinos europeus localmente adaptados (Bos taurus
taurus) e zebuinos (Bos taurus indicus), no intuito de investigar divergéncia genetica.

Identificar e caracterizar regides genémicas provaveis de estar sob sele¢cdo em
bovinos localmente adaptados das linhagens Caracu (carne) e Caracu Caldeano (leite),

com finalidade de identificar genes envolvidos com diferencas produtivas e adaptativas.
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111 - CAPITULO I

DIVERSIDADE GENETICA, ESTRUTURA POPULACIONAL E
RELACOES ENTRE RACAS ZEBUINAS E RACAS LOCALMENTE
ADAPTADAS AO BRASIL, UTILIZANDO MARCADORES SNP

RESUMO - Estudos de diversidade genética, em animais sob conservagdo, sao
fundamentais para compreensdo dos recursos genéticos disponiveis, auxiliando o
melhoramento genético. Objetivou-se avaliar a divergéncia genética de cinco
racas/linhagens de bovinos europeus localmente adaptados (Bos taurus taurus):
Franqueiro, Panteiro, Curraleiro, Cararu e a linhagem Caracu Caldeano e de quatro
racas zebuinas (Bos taurus indicus): Indubrasil, Sindi, Tabapud e Gir Leiteiro,
genotipadas utilizando um chip de 777 K SNP. Foi estimado o indice de fixacdo (Fst),
analise de componentes principais (ACP), andlise de agrupamento e clusterizacdo
bayesiana. Os valores de Fst evidenciaram diferenciacdo genética entre as racas
europeias e ragas zebuinas, resultado corroborado pela formacdo de dois grupos pelo
dendrograma. A raca Curraleira (Bos taurus) agrupou com as ragas zebuinas, enquanto
a raca Indubrasil (Bos indicus) foi alocada com as europeias, evidenciando cruzamentos
entre as subespécies. As linhagens Caracu e Caracu Caldeano apresentaram
consideravel diferenciacdo genética (Fst préximo a 5%), apesar da recente selecdo para
as diferentes aptidGes (carne e leite). As estimativas de heterozigosidade observada (Ho)
em todas as racas sugerem que a variabilidade genética existente pode ser explorada
para conservacdo dos nucleos de animais localmente adaptadas, bem como para o
melhoramento genético das racas zebuinas. Presenca de mistura com zebuinos nas ragas
localmente adaptadas foi observada, especialmente na raca Curraleira. Contudo, para a
linhagem Caracu Caldeano, a constituicdo genética manteve-se praticamente inalterada.
O fluxo génico observado nas racas zebuinas, em virtude de muitos cruzamentos,
possibilitou variabilidade genética nessas populacdes, que pode ser explorada pela

selecdo.

Palavras-chave: mistura, conservacao, introgressao de alelos
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111 -CHAPTERII

GENETIC DIVERSITY, POPULATION STRUCTURE AND
RELATIONS BETWEEN RACES ZEBU RACES AND LOCALLY
ADAPTED TO BRAZIL, USING MARKERS SNP

ABSTRACT - Genetic diversity studies in animals under conservation is critical to
understanding the genetic resources available helping breeding. This study aimed to
evaluate the genetic divergence five races/line of locally adapted european cattle (Bos
taurus taurus): Franqueiro, Panteiro, Curraleiro, Cararu and Caracu Caldeano lineage
and four zebu breeds (Bos taurus indicus): Indubrasil, Sindi, Tabapud and dairy Gir,
genotyped using a 777 K SNP chip. It has been estimated the fixation index (Fst),
principal component analysis (PCA) and cluster analysis bayesian clustering. The Fst
values showed genetic differentiation between European races and zebu breeds, a result
confirmed by the formation of two groups by dendrogram. The Curraleiro (Bos taurus)
grouped with the zebu, while Indubrasil breed (Bos indicus) was allocated to european,
showing crosses between subspecies. The Caracu and Caracu Caldeano strains showed
considerable genetic differentiation (Fst close to 5%), despite the recent selection for
the different skills (meat and milk). The estimates of the observed heterozygosity (Ho)
in all breeds suggest that genetic variability can be exploited to conserve locally adapted
cores animals as well as for the genetic improvement of zebu. Mixing presence with
zebu in locally adapted breeds was observed, especially in Curraleiro. However, for
Caracu Caldeano lineage genetic constitution remained virtually unchanged. The gene
flow observed in the zebu breeds, because of many junctions possible genetic variability

in these populations which can be exploited by selection.

Keywords: mixture, conservation, introgression of alleles
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INTRODUCAO

A partir do Auroque selvagem (Bos primigenius), varios tipos de bovinos
surgiram e, como consequéncia, acumularam variacdes genéticas que contribuiram para
o0 surgimento de diferentes fendtipos. Sabe-se que a divergéncia dos Auroques ocorreu
por meio de processos evolutivos em dois locais distintos: no Crescente Fértil e no Vale
do Indo, originando as subsespécies Bos taurus taurus (gado taurino) e Bos taurus
indicus (gado zebuino) ha dois milhdes de anos, respectivamente (Bradley et al., 1998;
Jorge, 2013; Mona et al., 2010).

No Brasil, os primeiros bovinos chegaram entre os séculos XVI e XVII, trazidos
pelos portugueses para serem utilizados na alimentacdo e como forca de trabalho e, ap6s
sucessivas geracdes de acasalamentos aleatorios, adaptaram-se ao ambiente, sendo
reconhecidos como localmente adaptados devido a capacidade de tolerar altas
temperaturas dos trépicos e por apresentarem baixa exigéncia nutricional (McManus et
al., 2009; Ajmone-Marsan et al., 2010; McTavisha et al., 2012). J4& em meados do
século XIX, rotas de trafegos entre india e Brasil proporcionaram a introducio do gado
zebuino que, assim como as racgas taurinas localmente adaptadas, naturalizaram-se no
pais (Giovambattista et al., 2000). Os zebuinos, animais ja adaptados aos tropicos,
foram introduzidos no pais a partir do século XIX com o objetivo de aumentar a
producdo dos rebanhos nacionais.

A variacdo genética das racas localmente adaptadas € valiosa devido,
principalmente, as caracteristicas ligadas a adaptacdo, fertilidade e resisténcia as
doencas (Bianchini et al., 2006; McManus et al., 2009 e Nicolau et al., 2004). Desse
modo, deve-se manter a diversidade genética de cada raca a fim de atender o
desenvolvimento de sistemas de producdo, visto que ndo é possivel definir quais
caracteristicas serdo necessarias no futuro (Boettcher et al., 2010). Estudos de
diversidade genética, em animais sob conservacdo, sdo fundamentais para compreensdo
dos recursos genéticos disponiveis, auxiliando o melhoramento genético (Notter et al.,
1999).

A maioria dos estudos que avaliaram a diversidade genética entre populacdes foi
realizada por meio de marcadores microssatélites, que sdo unidades de repeticdo de
pares de bases em Tandem abundantes no DNA (McKay, 2008). Atualmente, vém

sendo utilizados painéis de SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico) capazes de cobrir
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0 genoma para milhares de SNP (Coutinho et al., 2010), permitindo a obtencdo de
informacdes refinadas sobre estudos de diversidade genética (constituicdo genética e
estrutura das populagdes), essenciais para as decisdes sobre a conservagdo de animais
domeésticos (Porto-Neto et al., 2010).

Assim, objetivou-se avaliar a divergéncia genética entre e dentro de
racas/linhagens bovinas localmente adaptadas (Bos taurus taurus) e ragas bovinas
zebuinas (Bos taurus indicus), utilizando marcadores moleculares do tipo SNP.

MATERIAL E METODOS

Animais europeus das racas Franqueiro (FRA = 41), Pantaneiro (PAN = 18),
Curraleiro (CUR =17) e as linhagens Caracu Corte (CC = 24) e Caracu Caldeano (leite)
(CL= 41) foram genotipados utilizando o Illumina BovineHD Genotyping BeadChip
que inclui ~ 777 K SNP (lllumina Inc., San Diego, CA). Bovinos zebuinos das racas
Indubrasil (IND = 38), Sindi (SI = 49), Tabapud (TAB = 24) e Gir Leiteiro (Gl = 442)
foram utilizados na comparacdo entre as racas localmente adaptadas (Bos taurus taurus)
e outras racas zebuinas (Bos taurus indicus).

Os SNP foram submetidos ao procedimento de controle de qualidade que
constituiu apenas na utilizacdo de SNP localizados nos cromossomos autossémicos de
acordo com a versdo alternativa UMD 3.1 do genoma bovino (Zimin et al., 2009),
disponivel em: http://bovinegenome.org/?qg=umd_downloads e com menor frequéncia
alélica (MAF) que > 0,02, restando 236378 SNP para realizagdo deste trabalho.

Para o estudo de diversidade genética, a proporc¢do de loci polimorficos (PP) e as
heterozigosidades observadas (Ho) e esperadas (Hg) foram calculadas utilizando o
software ARLEQUIN 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010).

As estatisticas F globais Fir (coeficiente de endogamia total), Fst (indice de
fixacdo — diferenciacdo genética entre subpopulacdes) e Fs (coeficiente de endogamia
intrapopulacional) foram calculadas com o software GENEPOP 4.1.4 (Rousset, 2008).
O Fsr (par a par), as distancias genéticas de Reynolds e a analise de variancia molecular
(AMOVA) foram calculados com o software ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer,
2010) com 108 permutagdes para testar a significancia.

Uma analise de agrupamento foi realizada pelo método UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) utilizando as distancias
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genéticas e o dendrograma construido por meio do software PAST (Hammer et al.,
2001). Os valores de bootstrap foram computados com 10.000 repeti¢cdes. Além disso,
foi construida também uma arvore filogenética Neighbor-Net com base nas distancias
genéticas de Reynolds (Reynolds et al., 1983) usando o software T-REX (Culman et al.,
2009).

A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada com o software
SMARTPCA, utilizando um subconjunto de 16627 SNP e a significancia testada
empregando o teste de Tracy-Widom (Patterson et al., 2006).

Uma andlise adicional por meio do método de inferéncia bayesiana foi realizada
utilizando o software STRUCTURE (Pritchard et al.,, 2000). Para cada valor de
subpopulacdes (K), foram realizadas dez cadeias independentes pelo método MCMC,
com 10.000 iteracOes e periodo de burn-in igual a 1000. O nimero mais provavel de K
foi definido com base no método proposto por Evanno et al. (2005), implementado no
software STRUCTURE HARVESTER (Earl & Vonholdt, 2012). Os resultados das
cadeias independentes do STRUCTURE foram alinhados utilizando o software
CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007), e os graficos foram construidos com o
software DISTRUCT 1.1 (Rosenberg, 2004).

RESULTADOS

As estimativas médias das heterozigosidades observadas (Hp) evidenciam
variabilidade genética para todas as ragas (Tabela 1). O F;s € um coeficiente que estima
a endogamia intrapopulacional e suas estimativas podem ser positivas ou negativas. As
racas taurinas apresentaram valores menores que zero, 0 que nos leva a inferir sobre
possiveis acasalamentos entre individuos ndo aparentados e, consequentemente,
aumento dos niveis de heterozigose na populacdo. Nos zebuinos, apenas a raca Sindi
apresentou valor de F;s maior que zero, sugerindo pequenos nhiveis de endogamia nas

demais racas (Tabela 1).
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Tabela 1. Diversidade genética nas racas/linhagens zebuinas e europeias de bovinos
analisados por marcadores SNP.

Racas PP Ho* Hg* Fis

cC 0,95 0,33+0,16 0,33+0,15 - 0,00186
CL 0,88 0,32+0,16 0,31+0,15 -0,01770
CUR 0,88 0,33+0,18 0,32+0,15 - 0,03851
FRA 0,97 0,35+0,16 0,34+£0,14 - 0,03869
PAN 0,93 0,38+0,18 0,35+0,14 - 0,07570
Gl 0,99 0,36 0,15 0,36 +0,15 - 0,00600
IND 0,96 0,38+ 0,16 0,37+£0,14 - 0,03155
Sl 0,97 0,37 +£0,15 0,37+£0,13 0,01235

TAB 0,96 0,39+0,16 0,38 +0,13 - 0,01580

CC = Caracu Corte; CL = Caracu Caldeano; CUR = Curraleiro; FRA = Franqueiro; PAN = Pantaneiro;
Gl = Gir; IND = Indubrasil; SI = Sindi; TAB = Tabapud; PP = propor¢do de loci polimérficos; Ho =
heterozigosidade observada; Hg = heterozigosidade esperada; Fis = coeficiente de endogamia.*média +
desvio padrao.

Os valores globais estimados de Fr, Fst e Fis foram 0,1271; 0,1363 e - 0,0106,
respectivamente. A estimativa de Fir (12,71%) evidencia a presenca de heterozigotos na
populagdo e ndo aumentou a endogamia na populagdo, uma vez que o coeficiente de
endogamia (Fs) foi negativo.

As estimativas par a par de Fst entre todas as racas/linhagens variam de 4,39%
(Caracu Corte e Caracu Caldeano) a 23,97% (Indubrasil e Caracu Caldeano) (Tabela 2).
As racas europeias apresentaram diferentes graus de isolamento entre elas, variando de
moderado 7,88% (Caracu Corte x Franqueiro) e 7,97% (Caracu Corte x Pantaneiro) a
alto nivel de diferenciacdo 15,00% (Curraleira x Caracu Caldeano). Por outro lado, em
relacdo as racas zebuinas, todos os valores foram préoximos a 5%, indicativo de pequena

diferenciacdo genética, ou seja, maior fluxo génico entre as racas.

Tabela 2. Estimativas de diferenciacdo genética par a par entre as racas/linhagens.
Todas as estimativas de Fst foram significativas (p < 0,05).

CcC CL FRA  PAN CUR IND TAB SIN Gl

CC 0,0439 0,0788 0,0797 0,1203 0,1982 10,1882 0,1926 0,1849
CL 0,0439 0,1126 0,1149 0,1500 0,2397 0,2351 0,2324 0,2130
FRA 0,0788 0,1126 0,1010 0,1439 0,1719 0,1639 0,1685 0,1601
PAN 0,0797 0,1149 0,1010 0,1330 0,1652 0,1542 0,1605 0,1552
CUR 0,1203 0,1500 0,1439 0,1330 0,2132 10,2039 10,2059 0,1950
IND 0,1982 0,2397 0,1719 0,1652 0,2132 0,0502 0,0634 0,0446
TAB 0,1882 0,2351 0,1639 0,1542 0,2039 0,0502 0,0530 0,0505
SIN 0,1926 0,2324 0,1685 0,1605 0,2059 0,0634 0,0530 0,0608
Gl 01849 0,2130 0,1601 0,1552 10,1950 0,0446 0,0505 0,0608

Caracu Corte= CC; Franqueiro= FR; Indubrasil= IND; Pantaneiro=PA; Caracu Caldeano= CL; Gir

Leiteiro= GI; Sindi= SIN; Tabapud= TAB e Curraleiro= CUR.




25

Na analise via UPGMA, utilizando as distancias genéticas de Reynolds,
(coeficiente de correlagdo cofenética de 0,96), observou-se a formacao de dois grupos.
No primeiro foram alocadas as racas zebuinas e a Curraleira, € no segundo grupo, as
racas europeias localmente adaptadas e a Indubrasil (Figura 1a).

A anélise filogenética (grafico Neighbor-Net) corrobora o dendrograma via
UPGMA, facilitando a visualizacdo da diversidade entre as duas subespécies (Figura
1b). As racas europeias e zebuinas foram separadas em dois ramos. No ramo que
identifica as racas zebuinas, observou-se que a raca taurina Curraleira apresentou
similaridade com as racas Gir e Sindi, sugerindo possivel introgressdo de alelos dessas
racas. As racas Franqueira e Indubrasil estdo em posicdo intermediaria aos dois
extremos do grafico (Figura 1b). Apesar de a raca Indubrasil estar alocada no grupo dos
europeus localmente adaptados (dendrograma), esta se apresenta na posicdo que
delimita estes grupos (grafico Neighbor-Net), provavelmente, devido a cruzamentos

entre as racas europeias e zebuinas.

(a)

!
TAB \ '.-“

004

cL I\

2

Figura 1. Relacdo genética entre as racas zebuinas e as racas/linhagens europeias
localmente adaptadas. Gl = Gir; CUR = Curraleiro; SIN = Sindi; TAB = Tabapud; CL =
Caracu Caldeano; PAN = Pantaneiro; CC = Caracu Corte; FRA = Frangueiro e IND =
Indubrasil. Figura (a) dendrograma UPGMA e (b) grafico de Neighbor-Net da relacdo
genética com base nas distancias genéticas de Reynolds (Reynolds et al., 1983). O
nimero nos nos do dendrograma UPGMA sdo valores de bootstrap de 10.000
repeticdes.
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A variacdo dentro dos grupos, analisando europeus e zebuinos conjuntamente
através da AMOVA, explicou 85% da variacdo genética total. Esse resultado é
corroborado pelo valor de Fst (0,15), indicando pequeno fluxo génico entre europeus e
zebuinos (Tabela 3). Avaliando-se somente as racas/linhagens europeias, observou-se
também que a maior parte da variacdo encontra-se dentro das racas (89,56%), refletindo
origem comum das racas formadas por cruzamentos aleatérios e posterior selecdo
natural para adaptacdo a ambientes especificos. O valor de Fst foi 0,10, sugerindo
mediano isolamento atual entre ragas, porém menor que entre 0S grupos taurinos e
zebuinos. Para os zebuinos, quase que a totalidade da variacdo € explicada por
diferencas dentro das racas (94,66%).

Tabela 3. Particionamento da variacdo genética entre e dentro das nove racas/linhagens
de bovinos. A anélise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada com base nas
subespécies (Bos taurus taurus e Bos taurus indicus).

Estrutura FVi GL2 %Var® indice de Fixagdo Nm*
. . Entre ragas 1 15,00 _ .
Europeias adaptadas x Zebuinas Dentro de racas 1386 85,00 FST =0,1500 1,41
) Entre ragas 4 10,44 - ok
Europeias localmente adaptadas Dentro de racas 277 89 56 FST =0,1044 2,14
Entre ragas 3 5,34

Zebuinas FST = 0,0533** 4,44

Dentroderagas 1102 94,66

! Fonte de variacdo; 2 Graus de liberdade; 3Proporg¢do da variéncia total. **Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade; *Nm= Fluxo génico estimado a partir do Fst. Nm=(1-Fst) /4*Fs7.

Nos europeus localmente adaptados, observou-se no grafico de dispersdo, obtido
pela analise de componentes principais (ACP), que as racas/linhagens ficaram bem
discriminadas (Figura 2a). A raca Curraleira foi mais heterogénea, distanciando-se das
demais, porém com alguns animais proximos a raga Pantaneira. As linhagens Caracu
Corte e Caracu Caldeano estdo mais préximas, mostrando grupos genéticos bastante
homogéneos (Figura 2a). Em relacdo aos zebuinos, algumas sobreposi¢fes sao
visualizadas, indicando proximidade entre Indubrasil, Sindi e Tabapua (Figura 2b).

Observou-se separacdo do Gir Leiteiro em relacdo as outras racas que sdo de corte.
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Figura 2. Analise de Componentes Principais (ACP) das racas zebuinas e europeias
localmente adaptadas. a) racas/linhagens europeias localmente adaptadas e b) racas
zebuinas.

A andlise de inferéncia bayesiana para as subespécies Bos taurus taurus e Bos
taurus indicus sugeriu a presenca de dois clusters (Figura 3A). O conjunto de gendtipos
individuais para K=2 separou as racas/linhagens europeias (Caracu Corte, Caracu
Caldeano, Franqueiro, Pantaneiro e Curraleiro) e zebuinas (Tabapud, Indubrasil, Gir e
Sindi) em dois clusters diferentes (Figura 4). Indicios de introgressdo de genes zebuinos
foram observados nas racas europeias, com exce¢do da Caracu Caldeano, que manteve
seu genoma do gado europeu preservado. O Caracu Caldeado surgiu a partir da selecédo
de animais com aptiddo leiteira da raga Caracu, e o resultado indica que os animais

analisados ndo tiveram cruzamentos com zebuinos.
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Figura 3. Estatistica Delta K para a analise de clusterizacdo Bayesiana nas ragas
zebuinas e europeias localmente adaptadas. A) Todas as ragas, B) Racas/linhagens
europeias localmente adaptadas e C) Racas zebuinas.
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Figura 4. Resultados da analise clusterizacdo Bayesiana para K=2 considerando as
racas zebuinas e as racas/linhagens europeias localmente adaptadas conjuntamente.

Para as racas/linhagens europeias localmente adaptadas, o nimero provavel de

clusters foi trés (Figura 3B), com evidente diferenciacdo entre a raga Caracu Caldeano

(leite) e as demais localmente adaptadas (Figura 5). Essa amostra Caracu é homogénea,

aparentemente derivada de uma pequena populacdo da raca Caracu, com efeito fundador

e sem indicios de mistura apos sua formacdo. A raca Pantaneira apresenta grande

diversidade em sua composicdo, devido a proporcdo de alelos das populacdes

ancestrais, sendo formada, aparentemente, por eventos de mistura. As ragas Curraleira e

Franqueiro possuem maior uniformidade que a Pantaneira, porém com pequenas

introgressdes de outras racas. O Caracu (corte) conserva predominancia dos alelos que
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contribuiram para a formacdo do Caracu Caldeano, com pequenas contribuicOes

ancestrais comuns a outras ragas localmente adaptadas, como a Pantaneira.

Figura 5. Resultados da analise clusterigéo Byesiana paa K=3 e K=5 considerando
as ragas/linhagens europeias localmente adaptadas.

A analise do Delta K (Figura 3B) permitiu a identificacdo de um pico adicional
em K=5 e, portanto, é possivel observar a separacdo entre as cinco racgas/linhgens
europeias (Figura 5).

Para as racas zebuinas, o nimero de clusters estimado foi de quatro (Figura 3C),
com picos adicionais em K igual a 6 e 7, porém de menor magnitude. A raca Sindi
possui maior diferenciagdo, derivada, provavelmente, de uma Unica populacéo ancestral,
e com poucos cruzamentos. As racas Indubrasil e Tabapua apresentam semelhancas em
sua composicao, com equivalente propor¢éo de influéncia de outros animais ancestrais.
Porém, a raca Gir possui elevado grau de mistura, podendo observar que se trata de uma

populacdo heterogénea (Figura 6).
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Figura 6. Resultados da andlise clusterlzagao Baye3|ana para K 4, K=6 e K=7
considerando as racas zebuinas.
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DISCUSSAO

As estimativas médias das heterozigosidades observadas (Hp) evidenciam
variabilidade genética para as racas das duas subespécies, em especial aos zebuinos,
cujos valores foram ligeiramente superiores aos das europeias localmente adaptadas
(Tabela 1). Entre as zebuinas, a raga Tabapud apresentou maior valor de diversidade
genética (Ho = 0,39), seguida da Indubrasil (Ho = 0,38), Sindi (Ho = 0,37) e Gir
Leiteiro (Ho = 0,36). Os niveis de endogamia foram baixos para todas as ragas, sendo o
maior valor do coeficiente de endogamia para a raca Sindi (Fis=0,01235), evidenciando
acasalamentos entre individuos aparentados. Niveis baixos de diversidade também
foram relatados em zebuinos criados no Brasil (Gautier et al., 2010; Gautier et al., 2011,
Machado et al., 2003), enquanto que para as demais ragas as estimativas das
heterozigosidades observadas revelam que a diversidade presente nessas racas pode ser
explorada para o melhoramento genético.

Os niveis de diversidade também foram altos nas ragas europeias localmente
adaptadas (Tabela 1). A raca Pantaneira possui maior valor de diversidade genética
(Ho=0,39), proximo as racas zebuinas Gir e Indubrasil, corroborando as estimativas de
Fis (Tabela 1). Esses resultados conjuntamente indicam estratégias de conservagdo, uma
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vez que o aumento da diversidade genética dos rebanhos é constatado, além de
mostrarem condi¢do incomum, devido a deficiéncia de individuos heterozigotos nos
nacleos de animais sob conservacdo, em virtude do pequeno tamanho efetivo e de
acasalamentos endogamicos (Maudet et al., 2002). Resultados semelhantes foram
relatados por Egito et al. (2007) que avaliaram niveis de diversidade genética de
taurinos localmente adaptados brasileiros e zebuinos utilizando marcadores
microssatélites. Altos niveis de diversidade genética também foram relatados em cinco
racas cubanas localmente adaptadas (Acosta et al., 2013), no gado crioulo do Uruguai
(Armstrong et al., 2006) e no gado crioulo do México (Ulloa-Arvizu et al., 2008), todos
estudos realizados.

O déficit global de heterozigotos (Fir), considerando as duas subespécies, foi
moderado (0,12), indicando auséncia de acasalamentos entre individuos aparentados
dentro das populacGes, uma vez que a estimativa de Fs foi de -0,0106, e a diferenciacédo
genética (Fst), igual a 13%. Estimativas moderadas para Fr também foram observadas
em outros estudos com racas europeias localmente adaptadas e zebuinas por meio de
marcadores do tipo SNP (Gautier et al., 2010 e Lin et al., 2010), enquanto estudos com
marcadores microssatélites em bovinos localmente adaptados do México relataram Fr
igual a 0,46 (Ulloa-Arvizu et al., 2008), j& com zebuinos estimaram Fr de 0,39 (Shan et
al., 2012).

Os valores de Fst par a par mostram que, em geral, existe grande diferenciacao
genética entre as racas, principalmente entre racas europeias localmente adaptadas e
zebuinas (Tabela 2). O menor valor de diferenciacdo foi entre as linhagens da raca
Caracu (0,0439). As linhagens Caracu Corte e Caracu Caldeano foram submetidas a
selecdo com objetivos diferentes, ou seja, carne e leite, respectivamente, justificando a
divergéncia genética observada entre suas populacGes, podendo considera-las como
ecétipos geneticamente distintos. Adicionalmente, a distancia genética estimada
(0,12780) confirma essa diferenciacdo, devido ao isolamento geografico por mais de um
século da linhagem Caracu Caldeano no estado de Minas Gerais (Serrano et al., 2005).

As estimativas de Fsr para as racas zebuinas apresentaram menor grau de
diferenciacdo, com valores proximos de 5% (Tabela 2). A similaridade entre essas racas
pode ser explicada pelas primeiras introducfes de animais zebuinos ao Brasil. Sem
segregacéo especifica da raca, muitos animais provenientes da india eram considerados

como zebuinos e, a partir de cruzamentos com o gado nacional, resultaram em animais
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cuja pureza racial foi mascarada pela mistura de alelos taurinos (Mariante et al., 1999).
O baixo indice de diferenciacdo entre as ragas Indubrasil e Gir (0,044) se d& devido a
formacdo da raca Indubrasil pelos cruzamentos das racas Nelore, Guzeré e Gir (Vercesi
Filho et al., 2002), enquanto que a raca Tabapua possui alelos das racas Nelore e Guzera
(Oliveira et al., 2015).

A andlise de UPGMA, utilizando as distancias genéticas de Reynolds, agrupou a
raca Curraleira com as racas zebuinas (Figura l1a e 1b). A proximidade dessa raca com
as racas Gir, Sindi e Tabapua pode estar relacionada com cruzamentos desses animais
com racas zebuinas, no intuito de aumentar a produtividade da raca localmente
adaptada. Além disso, diversos trabalhos realizados com esse gado identificaram
aumento de endogamia entre os individuos e, dessa forma, seu uso em cruzamentos com
animais zebuinos pode estar influenciando sua composicdo genética e aumenanto a
diversidade (Egito et al., 2007; Oliveira et al., 2012). Outros autores sugerem a
participacdo das subespécies (Bos taurus taurus e Bos taurus indicus) na formacdo
dessa raca, devido ao dimorfismo presente no cromossomo Y (Britto e Mello, 1999; Issa
et al., 2009). Entretanto, deve-se frisar que a ma gestdo do recurso genético pode
descaracterizar a raca, principalmente se essa ja se encontra em estado de risco e com
reduzido tamanho populacional (Delgado et al., 2011; Fiovaranti et al., 2011; Liron et
al., 2006; Martinéz et al., 2012).

Os resultados da AMOVA (Tabela 3) evidenciam que maior da parte da variacao
encontra-se dentro de grupos/racas (85% para subespécies, 89,56% para europeus e
94,66% para zebuinos). Essa variacdo favorece melhor adaptacdo dos animais em
ambientes desafiadores ou em condi¢bes diversificadas de producdo, além de ser
importante na recuperacdo de recursos genéticos em risco de extincdo (Notter, 1999).
Por outro lado, a variacdo contida entre as racas desempenha um papel importante nos
beneficios da heterose e da complementaridade (Toro & Caballero, 2005). Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos com racas localmente adaptadas e racgas
comerciais criadas no Brasil (Egito et al., 2007; Serrano et al., 2004). Lirén et al. (2006)
relataram que apenas 1% da variacdo aconteceu devido a diferengas entre as racas
crioulas da Argentina e da Bolivia, valor inferior ao estimado neste estudo (10,44%)
entre as racas localmente adaptadas.

A raga Curraleira teve maior distancia das outras ragas europeias (Figura 2a).

Adicionalmente, a maior dispersdo dessa raga sugere maior diversidade genética,
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possivelmente, consequéncia da sua maior relacdo com as racas zebuinas (Issa et al.,
2009). Na mesma figura, visualiza-se que as linhgens Caracu Corte e Caracu Caldeano
estdo distantes das demais racas e proximas entre si. O Caracu Caldeano, Unica
linhagem com aptid&@o para leite, apresentou altas distancias genéticas em combinacéo
com as racas Pantaneira, Curraleira e Franqueira, possivelmente em virtude do trabalho
realizado na fazenda Chiqueirdo no estado de Minas Gerais, que manteve o rebanho
isolado desde 1940 e passou a produzir seus préprios reprodutores, permitindo a
recuperacdo e, consequentemente, a preservacdo desse recurso genético (Queiroz et al.,
2005; Serrano et al., 2005).

Por outro lado, a raga Caracu Corte possui maior tamanho efetivo, com superior
insercdo nos sistemas de producdo, principalmente com a utilizacdo de touros em
cruzamentos com vacas zebuinas, gerando mesticos com alto grau de heterose (Pereira
et al., 2005). Segundo Delgado et al. (2012), a discriminacdo das racas localmente
adaptadas pode estar atribuida aos altos valores de Fst e aos baixos niveis de fluxo
génico na populacdo. O movimento de um ou mais individuos, por meio da migracao,
tende a ser suficiente para prevenir a diferenciacao entre as populacfes. As estimativas
de Fst (0,1044) e Nm (1,41) indicam moderada diferenciacdo genética e pequeno fluxo
génico entre a maioria das racas/linhgens (Tabela 3). Resultados semelhantes foram
relatados num estudo com bovinos localmente adaptados do Panama e ragas comerciais
de Bos taurus (Cortés et al., 2010).

A raca Gir mostrou uma maior dispersdo, na analise de ACP, em relacdo as racas
Tabapud, Indubrasil e Sindi, possivelmente em virtude do maior nimero de animais
estudados (Figura 2b). As estimativas de Fst e Nm revelam menor diferenciagédo
genética e elevado fluxo génico entre os individuos, provavelmente devido a selegdo
empregada nesses individuos, podendo considera-los como unidades panmiticas (Tabela
3). Estudos com zebuinos na América (Villalobos-Cortés et al., 2015) e zebuinos no
Sudao (Hussein et al., 2015) observaram resultados semelhantes de Fst e Nm. Porém,
Dani et al. (2008), estudando bovinos Nelore do Brasil, obtiveram estimativas 0,0840 e
2,7250 para Fst e Nm, respectivamente.

Analisando todas as ragas, o primeiro nivel de agrupamento indicou um valor de
K igual a 2, refletindo a divisdo entre europeus localmente adaptados e zebuinos
(Figuras 3A e 4). Além disso, niveis de introgressdo de alelos europeus e zebuinos em

ambas as direcdes foram identificados, principalmente na raga Curraleira, cuja
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proximidade com as racas zebuinas pode ser observada pelo grafico Neighbor-Net
(Figura 1b).

O padrdo de mistura presente em todas as ragas é decorréncia da introdugédo e
utilizacdo de zebuinos no final do seculo XIX, com o intuito de melhorar a
produtividade das racas nacionais. Assim, as racas localmente adaptadas serviram de
base para a formac&o das racas zebuinas, que, atualmente, possuem o maior rebanho no
pais (Dani et al., 2008; Euclides Filho, 2009; Mariante et al., 1999; Primo, 1992). Esses
resultados sdo concordantes com um estudo de diversidade com racas europeias
localmente adaptadas e zebuinas comerciais criadas no Brasil (Egito et al., 2007) e
identificacdo de niveis de ascendéncia europeia nas ragas zebuinas brasileiras Nelore e
Gir (O’Brien et al., 2015).

Para as racas/linhagens localmente adaptadas, o valor de K indicado foi igual a
3, identificando niveis de mistura nas racas Franqueira, Pantaneira, Curraleira e Caracu
Corte (Figuras 3B e 5). A andlise de inferéncia bayesinana pode ainda distinguir o
Caracu Caldeano das demais ragas, provavelmente devido a sua formacéo, ao tipo de
criagdo direcionada a exploracdo leiteira e pelo isolamento mantido desde 1893
(Queiroz et al., 2005). Além disso, essa linhagem é uma popula¢do homogénea, oriunda
de poucos animais da raga Caracu, caracterizando efeito fundador. Outros estudos
envolvendo a raca Caracu revelaram integridade na composicdo genética e,
consequentemente, distincdo em relacdo as outras racas localmente adaptadas e racas
zebuinas comerciais (Delgado et al., 2011; Egito et al., 2007; Egito et al., 2014).

A variacdo na proporcdo de populacdes ancestrais nas racas Franqueira,
Pantaneira e Curraleira sugere que, embora fenotipicamente caracterizados, esses
animais ndo podem ser considerados de racgas distintas em nivel gendmico (Figura 5).
Na raca Pantaneira, niveis uniformes de mistura foram observados e atribuidos as
maiores estimativas de diversidade genética (Tabela 2). O historico dessa raca confirma
a influéncia de descendentes das ragas Franqueiro e Curraleiro em sua formagéo (Mazza
et al., 1992; Serrano et al., 2004), podendo ser visualizado na Figura 8. Para a raca
Caracu Corte, a variacdo foi menor, com predominancia de alelos que contribuiram para
a formacéo do Caracu Caldeano.

De acordo com Primo et al. (1992), a distingcdo entre as ragas localmente
adaptadas ocorreu pela miscigenagdo de racas fundadoras, provenientes de grupos

pequenos, possibilitando a formagdo de grupos raciais diversificados e com grande
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variabilidade genética (Tabela 2). Tal afirmacéo é confirmada pela estruturacdo formada
com o valor de K igual a 5, que permitiu identificar pequenas diferengas genéticas
(Figura 5).

Nas racas zebuinas, um padrdo de estruturacdo complexo foi observado para a
raca Gir e mais uniforme para as demais ragas com um K igual a 4 (Figuras 3C e 6). A
presenca de mistura na raca Gir também foi relatada por Brasil et al. (2013), Gautier et
al. (2010) e por Shan et al. (2012). A variabilidade genética presente na raca Gir pode
ser justificada pelo gerenciamento da raca durante sua introducdo no Brasil. As
primeiras importacGes foram realizadas entre os anos de 1870 e 1962, estabelecendo,
neste periodo, subpopulagdes para producdo de carne e outras para producgdo de leite
(Santana et al., 2014).

O Gir Leiteiro é uma subpopulacdo da raca Gir selecionada para a producéo
leiteira, sendo que muitos desses animais foram cruzados com o gado Holandés, Angus
e Mocho Nacional, para a formagéo do Gir Mocho (Brasil et al., 2013; Ledo et al., 2013;
Reis Filho et al., 2010). Diversos trabalhos de estrutura de populagédo evidenciaram a
reducdo do tamanho efetivo populacional e, consequentemente, o aumento de
endogamia entre os individuos da raca Gir (Malhado et al., 2010; Faria et al., 2009; Reis
Filho et al., 2010). Entretanto, estimativas de diversidade genética (Tabela 2) revelam
que o programa de melhoramento genético da raca Gir vem desempenhando papel
importante para sua melhoria e gestao.

Para as racas Indubrasil, Sindi e Tabapud também se observou indicio de
mistura, porém uniforme e baseado na proporcdo das populacdes ancestrais (Figura 7).
O gado Sindi foi a Unica raca que apresentou provavel homogeneidade na populagéo,
resultado comprovado pela estatistica de Fis (0,01235), que pode sugerir pequeno grau
de endogamia entre os individuos, entretanto pouco expressivo diante do nivel
observado de diversidade da raca (Tabela 2). Diversos estudos também relataram niveis
de diversidade genética para a raca Sindi (Egito et al., 2007; Villalobos-Cortés et al.,
2015; Santana et al., 2014).

As estimativas de diversidade observadas nas racas/linhagens europeias
localmente adaptadas e zebuinas permitem sugerir que esses individuos podem ser
explorados para a conservagdo e melhoramento genético. Animais que apresentam mais
loci heterozigotos tém maior diversidade alélica e mais alternativas de adaptacao frente

as mudancas do clima e do setor produtivo. Isso € importante para os zebuinos, que séo
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criados em diferentes condicBes de producdo no Brasil e para os europeus localmente
adaptados, que também sobrevivem nas diferentes regibes do pais e que sdo alvos

importantes e viaveis para a conservacao.

CONCLUSOES

A existéncia de variabilidade entre e dentro das racas/linhagens europeias
localmente adaptadas sugere boas perspectivas para conservacdo e utilizacdo dos
animais Caracu Corte, Caracu Caldeano, Franqueiro, Curraleiro e Pantaneiro. Resultado
semelhante foi observado para as ragas zebuinas Indubrasil, Gir, Tabapud e Sindi, o que
permite que estes animais sejam explorados via selecéo.

Presenca de estruturacdo nas racas/linhagens localmente adaptadas sugere que a
adaptacdo em diferentes ambientes permite considera-las como materiais genéticos
distintos. Entretanto, observa-se certo grau de mistura com zebuinos, especialmente na
raca Curraleira. Ja o ecétipo Caracu Caldeano apresenta-se como sendo uma populacao
extremamente homogénea.

Maior fluxo génico entre as ragas zebuinas indica origem comum e cruzamentos
entre animais das ragas importadas da India. Os niveis de endogamia foram baixos na
maioria das racas e moderado na raca Sindi, indicando controle nos acasalamentos de
animais aparentados. Embora exista grande caracterizacdo fenotipica na raca Gir, ela
apresentou padrdo de mistura muito acentuado, revelando pouca pureza em nivel

gendmico.
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IV-CAPITULO Il

IDENTIFICACAO DE ASSINATURAS DE SELECAO EM
LINHAGENS SELECIONADAS PARA PRODUCAO DE LEITEE
PARA GANHO DE PESO NA RACA CARACU

RESUMO: A identificacdo de assinaturas de selecdo permite obter conhecimento
acerca dos processos evolutivos que atuam sobre essas racas e informacdes funcionais
sobre genes que determinam a caracterizacdo do genoma. Objetivou-se identificar e
caracterizar regibes genémicas provaveis de estar sob selecdo em bovinos localmente
adaptados das linhagens Caracu (carne) e Caracu Caldeano (leite), com finalidade de
identificar genes envolvidos com diferencas produtivas e adaptativas entre eles. A
andlise de Fst identificou 21 regiGes gendmicas relacionadas com caracteristicas
adaptativas como resisténcia a altas temperaturas e desenvolvimento da epiderme, bem
como produtivas para carne e leite. Os principais genes envolvidos com producdo de
carne foram family with sequence similarity 186, member B (FAM186B), KIAA1244
ortholog (KIAA1244) e cadherin-like 23 (CDH23) e transcription factor CP2 (TFCP2).
J& na linhagem Caracu Caldeano foram identificados os genes PERP TP53 apoptosis
effector (PERP), solute carrier family 39, metal ion transporter, member 11
(SLC39A11) e complement component 6 (C6) para resisténcia de doencas metabdlicas
em vacas de alta producéo e mucin 19, oligomeric (MUC19) para composicao do leite.
Foram identificadas 21 regides candidatas ao arrasto seletivo na raca Caracu, contendo
47 genes candidatos que podem explicar a presenca de QTL nessas regides. Na
linhagem Caracu Caldeano, ressaltam-se os genes MUC19 e SLC39A11, conhecidos por
estarem envolvidos na sintese da composicao do leite e no metabolismo reprodutivo em
vacas de alta producdo, respectivamente. Para o Caracu Corte, foram encontrados 0s
genes TFCP2, KIAA1244, CDH23 e FAM186B, todos envolvidos direta ou

indiretamente no crescimento muscular e na qualidade da carne.

Palavras-chave: Bos taurus taurus, bovinos localmente adaptados, marcas de selecéo
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IV - CHAPTER II

IDENTIFICATION OF SELECTION OF SIGNATURES ON
STRAINS SELECTED FOR MILK PRODUCTION AND WEIGHT
GAIN IN RACE CARACU

ABSTRACT - The identification check signatures allows to obtain knowledge about
the evolutionary processes that act on these races and functional information about
genes that determine the characteristics of the genome. This study aimed to identify and
characterize genomic regions likely to be under selection in cattle locally adapted
strains of Caracu (meat) and Caracu Caldeano (milk), with the purpose of identifying
genes involved in productive and adaptive differences between them. The Fsr analysis
identified 21 genomic regions associated with adaptive features such as high
temperature resistance and development of the epidermis as well as for meat and milk
production. The main genes involved in meat production were family with sequence
similarity 186, member B (FAM186B), ortholog KIAA1244 (KIAA1244) and cadherin-
like 23 (CDH23) and transcription factor CP2 (TFCP2). While, in line Caracu
Caldeano were identified, PERP TP53 genes apoptosis effector (PERP), solute carrier
family 39, ion metal transporter, member 11 (SLC39A11) and complement component 6
(C6) for resistance of metabolic diseases in high yielding cows and mucin 19,
oligomeric (MUC19) for milk. 21 regions were identified candidates to selective
trawling the Caracu containing 47 candidate genes that may explain the presence of
QTL in these regions. In Caracu Caldeano line, we emphasize the MUC19 and
SLC39A11 genes known to be involved in the synthesis of milk composition and
reproductive metabolism in high producing cows, respectively. For Caracu cut the
TFCP2 genes were found, KIAA1244, CDH23 and FAM186B, all directly or indirectly

involved in muscle growth and meat quality.

Keywords: Bos tauru taurus, locally adapted cattle, checkmarks
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INTRODUCAO

O Caracu é uma raca de origem europeia (Bos primigenius taurus), formada pelo
cruzamento de varias ragas portuguesas trazidas ao Brasil durante o periodo colonial, no
inicio do século XVI. A principio, esses animais foram utilizados para tragdo e,
posteriormente, direcionados para exploracdo de carne e leite em algumas regides do
pais (Dias, 2012; Mercadante, 2005). Por varios seculos, a selecdo natural possibilitou a
esses animais adaptacdo aos fatores climaticos, nutricionais e parasitarios adversos ao
seu local de origem, que contribuiram para que adquirissem resisténcia ao calor, menor
exigéncia alimentar e maior resisténcia a endo e ectoparasitas. Além disso, durante a
domesticacdo, o gado Caracu foi mantido como raca pura em algumas regides isoladas
no estado de Sdo Paulo para producéo de carne e selecionado no estado de Minas Gerais
para produgdo de leite, originando a linhagem “Caracu Caldeano” (McManus et al.,
2010).

A identificacdo de regides sujeitas a selecdo € um dos principais interesses da
genética evolutiva e as suas consequéncias sobre a modificacdo das espécies na
atualidade. Esses estudos podem auxiliar o entendimento de processos envolvidos na
evolucdo dos genomas até a descoberta da funcdo de genes ou regides gendmicas
(Nielsen, 2005). Além disso, as sele¢Bes natural e artificial, ao longo dos anos, podem
conduzir a ampla variacdo fenotipica e diferenciacdo genética entre diversas racgas
bovinas, permitindo a identificacdo de loci submetidos a selecdo adaptativa (Flori et al.,
2010). Como consequéncia, essa diferenciagdo pode moldar padrdes de variacdo
genética das regides selecionadas, deixando assinaturas de selecdo que fornecem
informac@es sobre mecanismos de mudanca do genoma e que podem ser utilizadas para
identificar os loci sujeitos a selecdo (Stela et al., 2010; Oleksyk et al., 2010).

O estudo das marcas de selecdo € explicado pela teoria da neutra, que considera
as mutacdes neutras (sem mudancas sobre a aptiddo do individuo) mais frequentes que
as mutacdes com efeitos sobre a adaptacdo dos animais na populacdo. Nesse caso,
quando uma mutacéo é favoravel, a tendéncia é que sua frequéncia na populagédo seja
elevada. Esse processo influencia a combinagdo do alelo selecionado com os outros
alelos neutros proximos & mutacédo, causando um fendmeno denominado arrasto seletivo
(Charlesworth, 2006).
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Véarios métodos tém sido desenvolvidos para a deteccdo de assinaturas de
selecdo por meio de analise gendmica. A estatistica Fst (coeficiente de endogamia das
subpopulacdes em relagdo a populagdo total) identifica a diferenciacdo genética entre
populacdes para multiplos loci e compara as estimativas observadas com as esperadas
sob neutralidade (Bonhomme et al., 2010). Quando uma selecdo positiva atua sobre
determinada populacdo, a regido ao redor do locus selecionado apresenta diminuigéo
dos niveis de diversidade dentro da populacdo e aumento destes niveis entre as
populacgdes, levando a valores de Fst mais altos do que o esperado pela teoria neutra
(Beaumont, 2005).

Assim, objetivou-se detectar, por meio da estatistica Fsr, regides gendmicas sob
selecdo e caracteriza-las com a finalidade de identificar genes envolvidos com as
diferencas produtivas e adaptativas no bovino da raca Caracu e sua linhagem Caracu

Caldeano.

MATERIAL E METODOS

Sessenta e cinco animais (41 Caracu Caldeano e 24 Caracu) foram genotipados
utilizando o bovine SNP 777 BeadChip (lllumina®). O bovine SNP 777 BeadChip
(IMlumina®) contém 777962 SNP distribuidos por todo o genoma bovino, os quais
foram submetidos a um processamento adicional que constituiu na utilizacdo apenas de
SNP localizados nos cromossomos autossdomicos de acordo com a versdo alternativa
UMD 31 do genoma bovino (Zimin et al, 2009), disponivel em:

http://bovinegenome.org/?g=umd downloads) e com MAF > 0,02. Ao final deste

processamento, restaram 650879 SNP que foram utilizados para realizacdo deste
trabalho.

A identificacdo de assinaturas de selecdo com base na diferenciagdo entre
populacdes por meio da estatistica Fst foi realizada utilizando o software BayeScan
v2.1 (Foll e Gaggiotti, 2008). A estimativa dos valores de Fst para cada locus é feita a
partir da distribuicdo de Dirichlet e a identificacdo dos loci candidatos a estarem sob
selecdo é feita a partir da decomposicdo destes valores de Fst utilizando regressédo
logistica por meio da expressao:

Fst
log(

1—Fst

)=ai+ﬁj


http://bovinegenome.org/?q=umd_downloads
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Para identificar se um determinado locus esta sob selecdo sdo utilizados dois
modelos (completo e reduzido) utilizando o algoritmo iterativo Monte Carlo via Cadeias
de Markov (MCMC). A probabilidade de a selecdo estar atuando numa determinada
regido do genoma € estimada a partir da distribuicdo posterior, em que o primeiro
modelo considera a presenca de selecdo e inclui os parametros «; e f8;, € 0 segundo
modelo ndo considera a selegdo, sendo que, neste caso, inclui apenas o parametro f;
(Foll e Gaggiotti, 2008).

A interpretacdo das estimativas se da por meio dos valores de a;, em que valores
diferentes de zero indicam que a selecdo estd atuando na populagdo. Outro detalhe
importante refere-se aos valores de a; positivos, indicando selecdo positiva, enquanto
que valores negativos indicam selecédo balanceadora (Foll e Gaggiotti, 2008). O controle
de falsos positivos na analise € realizado por meio da probabilidade a priori do modelo
neutro em relacdo ao modelo considerando selecdo. Para isso, assumiu-se uma
probabilidade a priori igual a 100 e a definigdo de SNP significativos considerando o p-
valor igual a 0,01.

Os genes candidatos a selecdo foram identificados por meio dos SNP
considerados significativos pela analise de Fsr. A identificacdo destes genes se deu com
base na versdo alternativa UMD 3.1 do genoma bovino (Zimin et al., 2009), disponivel

em: http://bovinegenome.org/?g=umd_downloads). Quando um SNP significativo

estava contido dentro de um gene, este foi considerado como candidato a selegdo. Para
0s SNP significativos ndo localizados dentro de genes, foram considerados candidatos
0s genes mais proximos deste SNP em uma regido de 25 kb antes e 25 kb depois do
gene.

A analise funcional dos genes candidatos foi realizada por meio da plataforma
DAVID (Huang et al., 2009). Como auxilio para busca literaria cientifica, relacionado
aos genes candidatos, utilizou-se as seguintes ferramentas: BOVINEGENOME.ORG
(Reese et al., 2010; Childers et al., 2011), IHOP (Hoffman e Valencia, 2004) e
CHILIBOT (Chen e Sharp, 2004).


http://bovinegenome.org/?q=umd_downloads
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RESULTADOS

A analise de Fst mostra 94 SNP significativos (p-valor < 0,01) comparando as
linhagens Caracu (CA) e Caracu Caldeano (CC) (Tabela 4).

Tabela 4. SNP significativos nas andlises de Fst em bovinos da raca/linhagens Caracu e
Caracu Caldeano.

Comparacao* SNP Cromossomo  Posi¢cdo p-valor A Fst
CAxCC BovineHD0100001634 1 5012509  0,0015415 18,588 0,19858
CAxCC BovineHD0100035940 1 127064068 0,0078206 19,213 0,20830
CAxCC BovineHD0200022697 2 79010965  0,0028712 18,051 0,19228
CAxCC BovineHD0200036497 2 125836443  0,0081900 19,092 0,20677
CAxCC BovineHD0200037571 2 129296987  0,0076425 19,377 0,21011
CAxCC BovineHD0500006919 5 23760604  0,0005001 20,917 0,22721
CAxCC BovineHD0500008133 5 27774378  0,0071533 16,633 0,17636
CAxCC BovineHD0500008210 5 28035141  0,0017372 17,849 0,18981
CAXxCC BovineHD0500008213 5 28048522 0,0000 23,329 0,25691
CAXxCC BovineHD0500008423 5 28676655  0,0022324 20,132 0,21786
CAXxCC BovineHD0500008431 5 28688761  0,0015415 20,216 0,21898
CAXxCC BovineHD0500008474 5 28845666  0,0093214 16,988 0,18158
CAXxCC BovineHD0500008518 5 29003352  0,0020787 20,197 0,21860
CAXxCC BovineHD0500008521 5 29019742  0,0012860 20,393 0,22096
CAxCC BovineHD0500008528 5 29029409  0,0022324 20,131 0,21786
CAxCC BovineHD0500008529 5 29030711  0,0013736 20,230 0,21909
CAxCC BovineHD0500008841 5 30220454  0,0074820 16,941 0,18013
CAxCC BovineHD0500008842 5 30222399  0,0067720 17,004 0,18085
CAxCC BovineHD0500008843 5 30224569  0,0069650 16,950 0,18001
CAXxCC BovineHD0500008846 5 30238358  0,0017372 18,633 0,19891
CAXxCC BovineHD0500008847 5 30240009  0,0069650 16,895 0,17964
CAXxCC BovineHD0500008858 5 30289350  0,0098339 16,205 0,17277
CAXxCC BovineHD0500008899 5 30394579 0,0667 19,102 0,20428
CAXxCC BovineHD0500008900 5 30395381 0,0000 19,329  0,20689
CAXxCC BovineHD0500009246 5 31797367  0,0073718 17,628 0,18845
CAXxCC BovineHD0500009259 5 31812616  0,0028712 20,216 0,21893
CAXxCC BovineHD0500009260 5 31813820  0,0028712 18,073 0,19240
CAXxCC BovineHD0500009263 5 31817029  0,0028712 18,086 0,19254
CAXxCC BovineHD0500009264 5 31817721  0,0019147 18,015 0,19170
CAXxCC BovineHD0500009265 5 31818704  0,0023082 18,012 0,19188
CAXxCC BovineHD0500009267 5 31825300  0,0028712 18,020 0,19208
CAXxCC BovineHD0500009268 5 31827600  0,0031164 17,977 0,19151
CAXxCC BovineHD0500009271 5 31830484  0,0031164 17,875 0,19028
CAXxCC BovineHD0500009272 5 31833321  0,0002000 21,169 0,23031
CAXxCC BovineHD0500009273 5 31836544  0,0024576 17,936 0,19098
CAXxCC BovineHD0500009274 5 31837386  0,0031164 18,073 0,19282
CAXxCC BovineHD0500009275 5 31838288  0,0032507 17,890 0,19042
CAXxCC BovineHD0500009278 5 31849522  0,0008668 20,673 0,22425
CAXxCC BovineHD0500009280 5 31856323  0,0031164 17,951 0,19105
CAXxCC BovineHD0500009281 5 31858356  0,0031801 17,890 0,19036
CAXxCC BovineHD0500009283 5 31859764  0,0012860 18,486 0,19716
CAXxCC BovineHD0500009286 5 31880228  0,0020787 18,078 0,19265
CAxCC BovineHD0500009298 5 31942379  0,0042784 17,555 0,18688
CAxCC BovineHD0500009494 5 32738681  0,0047936 17,184 0,18268
CAxCC BovineHD0500009495 5 32740542  0,0051838 17,374 0,18482
CAxCC BovineHD0500009496 5 32741569  0,0066743 17,139 0,18242
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33285636
38248775
38359188
38365859
40664008
40677626
40917696
40980009
43004876
65643489
71274424
36889292
76941456
76950816
77057959
91580703
19741227
7549611
8325557
58773208
33425370
33430750
33436532
33440129
33441323
33445416
33451712
33455306
33459854
33469689
33470914
33471558
33474743
33483625
33485137
33486517
33489440
33490278
33491927
33497401
33502088
33505909
24768705
24770057
24775527
24781114
2773960
27977360

0,0053777
0,0062927
0,0091271
0,0019147
0,0012860
0,00086684
0,0085540
0,00086684
0,0024576
0,0083718
0,0033665
0,0038230
0,0072615
0,0010366
0,0028712
0,0041675
0,0080063
0,0061983
0,0095395
0,0089307
0,0039399
0,0061983
0,0064819
0,0059345
0,0057512
0,0046953
0,0066743
0,0038230
0,0048919
0,0034816
0,0057512
0,0053777
0,0063872
0,0051838
0,0057512
0,0049903
0,0046953
0,0059345
0,0010366
0,0038230
0,0061983
0,0054732
0,0041675
0,0046953
0,0046953
0,0071533
0,0087388
0,00036007
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17,383
17,195
16,545
17,867
18,600
18,710
16,765
18,268
17,896
17,013
19,894
17,280
17,592
20,763
18,016
17,525
19,207
17,782
15,942
16,794
17,566
17,671
17,368
17,446
17,582
17,634
17,422
17,537
17,545
17,463
17,525
17,456
17,379
17,428
17,464
17,665
17,480
17,516
19,278
17,435
17,366
17,553
17,561
17,572
17,468
17,469
19,155
20,849

0,18510
0,18276
0,17627
0,18998
0,19856
0,19988
0,17870
0,19453
0,19053
0,18131
0,21549
0,18363
0,18778
0,22551
0,19185
0,18650
0,20808
0,18969
0,16954
0,17910
0,18705
0,18855
0,18494
0,18568
0,18732
0,18786
0,18545
0,18670
0,18669
0,18563
0,18654
0,18602
0,18493
0,18539
0,18591
0,18803
0,18589
0,18672
0,20676
0,18538
0,18489
0,18689
0,18694
0,18718
0,18594
0,18615
0,20768
0,22630

* CA = Caracu; CC = Caracu Caldeano.
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As assinaturas de selecdo encontradas estdo distribuidas por 12 dos 29
cromossomos autossdomicos do genoma bovino (1, 2, 5, 6, 9, 10, 15, 19, 20, 26, 27 e
28).

Foi observada presenca de agrupamentos de SNP significativos nos
cromossomos 5 (seis clusters de 26 SNP), 9 (um agrupamento de dois SNP), 20 (um
agrupamento de 21 SNP) e 26 (um agrupamento de quatro SNP) (Figura 7 e Tabela 5),

indicando a possibilidade dessas regides conterem genes sob selecéo.

-log10 (p-valor)
3

T T T T T T T T T T T T T T T T©T 17T 1T T 1T 1T 1777171771

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526272829

Cromossomo

Figura 7. Manhattan plot para anélise de Fst em bovinos da raca/linhagens Caracu e
Caracu Caldeano. Cromossomos impares estdo representados em amarelo, enquanto os
cromossomos pares, em cinza. Os pontos acima da linha tracejada indicam SNP

significativos que estdo sob selecdo.

Dos 94 SNP significativos, apenas 66 identificaram genes candidatos a selecéo,
distribuidos nos cromossomos 1, 2, 5, 9, 15, 19, 20, 26 e 28. A presenca de 66 SNP

significativos resultou em 21 regibes gendmicas para a anotacdo e identificacdo dos

genes candidatos (Tabela 6).
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Tabela 6. Regides gendmicas candidatas a conter genes sob selecdo, identificadas
através de analises de Fst em bovinos da raga/linhagens Caracu e Caracu Caldeano.

Regido SNP Cromossomo  Posicao Inicial Final
1 BovineHD0100001634 1 5012509 4987509 5037509
2 BovineHD0100035940 1 127064068 127039068 127089068

BovineHD0200036497
3 BovineHD0200037571% 2 129296987 129271987 129321987
4 BovineHD0500008133 5 27774378 27749378 27799378
BovineHD0500008210
BovineHD0500008213*
5 BovineHD0500008423 5 28048522 28023522 28073522
BovineHD0500008431
BovineHD0500008474
BovineHD0500008518
BovineHD0500008521*
6 BovineHD0500008528 5 29019742 28994742 29044742
BovineHD0500008529
BovineHD0500008841
BovineHD0500008842
BovineHD0500008843
BovineHD0500008846
7 BovineHD0500008847 5 30395381 30370381 30420381
BovineHD0500008858
BovineHD0500008899
BovineHD0500008900*
BovineHD0500009494
8 BovineHD0500009495* 5 32740542 32715542 32765542
BovineHD0500009496
9 BovineHD0500009675 5 33285636 33260636 33310636
Hapmap57437 -rs29017167
10 BovineHD0500010979 5 38365859 38340859 38390859
BovineHD0500010981*
BTB-01700108
11 BovineHD0500011649* 5 40677626 40652626 40702626
BovineHD0500011705
12 BovineHD0500012292 5 43004876 42979876 43029876
13 BovineHD0500018395 5 65643489 65618489 65668489
14 BovineHD0500020009 5 71274424 71249424 71299424
BovineHD0900021476
15 BovineHD0900021478* 9 76950816 76925816 76975816
16 BovineHD0900021501 9 77057959 77032959 77082959
17 BovineHD1500002114 15 8325557 8300557 8350557
18 BovineHD1900016734 19 58773208 58748208 58798208
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BovineHD2000009598
BovineHD2000009601
BovineHD2000009602
BovineHD2000009603
BovineHD2000009606
BovineHD2000009609
BovineHD2000009610
BovineHD2000009611
BovineHD2000009614
BovineHD2000009616
19 BovineHD2000009617
BovineHD2000009618
BovineHD2000009621 20 33491927 33466927 33516927
BovineHD2000009622
BovineHD2000009623
BovineHD2000009624
BovineHD2000009625
BovineHD2000009626*
BovineHD2000009629
BovineHD2000009632
BovineHD2000009633

BovineHD2600006395

BovineHD2600006396*
20 BovineHD2600006399 26 24770057 24745057 24795057

BovineHD2600006400

21 Hapmap47359-BTA-63927 28 27977360 27952360 28002360

* SNP com maior valor de Fsr dentro da regido.

Essas regides mostram a presenca de 47 genes candidatos, sendo que 15
continham o SNP significativo localizado dentro do gene (ACVR1B, BIN2, SMAGP,
SLC11A2, TMBIM6, ENDOU, PCED1B, PRINCKLE1, MUC19, PTPRR, PERP,
KIAA1244, FLJ32810, MROH2B e CDH23). Apenas cincos genes, que continham o
SNP significativo, foram encontrados nos cromossomos 9 (PERP, KIAA1244), 15
(FLJ32810), 20 (MROH2B) e 28 (CDH23). Adicionalmente, 10 genes estavam
presentes no cromossomo 5 (Tabela 5).

Os genes mais relevantes, envolvidos no processo adaptativo e produtivo dos
animais Caracu e Caracu Caldeano, tiveram maior importancia para a discussao deste
trabalho. Assim, foram selecionados 26 genes (Tabela 7), dentre os quais oito

apresentaram SNP significativos contidos dentro deles.
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Tabela 7. Anotacdo das regibes gendmicas candidatas mais relevantes para estar sob selecdo em bovinos da raga/linhagens Caracu e

Caracu Caldeano.

Regido Cro Pico Inicial Final RefSeq Sigla gene Nome gene
1 1 5012509 4987509 5037509 NM_001098096 CLDNS8 claudin 8
NP_001091565
2 1 127064068 127039068 127089068 NM_001077951 PAQR9 progestin and adipoQ receptor family member IX
NP_001071419
3 2 125836443 125811443 125861443 NM_001040538 PTAFR platelet-activating factor receptor
NP_001035628
4 5 27774378 27749378 27799378 NM_001083385 KRT83 keratin 83
NP_001076854
XM_867065 KRT86 keratin 86
XP_872158
NW_003103919 snoR4 small nucleolar RNA snoR4
5 5 28035141 28010141 28060141 XM_583750 GRASP GRP1 (general receptor for phosphoinositides 1)-
XP_583750 associated scaffold protein
6 5 28048522 28023522 28073522 XM_002687257 ACVR1B* activin A receptor, type 1B
XP_002687303
7 5 28688761 28663761 28713761 NM_001034701 DAZAP2 DAZ associated protein 2
NP_001029873
8 5 28845666 28820666 28870666 NP_001076866 TFCP2 transcription factor CP2
NM_001083397
9 5 29019742 28994742 29044742 NM_001101103 SLC11A2* solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal
NP_001094573 ion transporters), member 2, mMRNA
10 5 30289350 30264350 30314350 NM_001076414 TMBIM6* transmembrane BAX inhibitor motif containing 6
NP_001069882
11 5 30394579 30369579 30419579 XM_591526 FMNL3 formin-like 3
XP_591526
12 5 30395381 30370381 30420381 NM_001080302 FAM186B family with sequence similarity 186, member B


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=search&term=NM_001101103.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Protein&cmd=search&term=NP_001094573.1

13 5 32741569 32716569 32766569
14 5 40664008 40639008 40689008
15 5 43004876 42979876 43029876
16 5 71274424 71249424 71299424
17 9 76941456 76916456 76966456
18 9 77057959 77032959 77082959
19 19 58773208 58748208 58798208
20 20 33425370 33400370 33450370
21 26 24768705 24743705 24793705
22 28 27977360 27952369 28002360

NP_001073771

NM_001101930
NP_001095400

NW_003103922
NM_001113261
NP_001015662
NP_001106732

NM_001205745
NP_001192674

NP_001039631

NM_001034350
NP_001029522

NW_003104223

NM_001076390
NP_001069858

NM_001045979
NP_001039444

NM_001206077
NP_001193006

NM_001191206
NP 001178135

RPAP3

MUC19*

PTPRR*

BTBD11

PWP1

PERP*

KIAA1244*

SLC39A11

Cé6

SLK

CDH23*
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RNA polymerase Il associated protein 3

mucin 19, oligomeric

protein tyrosine phosphatase, receptor type, R

BTB (POZ) domain containing 11

Periodic tryptophan protein 1

PERP, TP53 apoptosis effector

KIAA1244 ortholog

Solute carrier family 39 (metal ion transporter), member
11

complement component 6

STE20-like kinase (yeast)

cadherin-like 23

*SNP significativo contido dentro do gene candidato.
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A frequéncia alélica dos SNP nos principais genes possibilitou identificar o nivel
de fixacdo dos alelos que estdo relacionados com caracteristicas de producdo e
adaptabilidade de cada raca especificamente. O SNP (BovineHD0500008474)
encontrado no cromossomo 5 foi identificado préximo ao gene Transcription factor
CP2 (TFCP2), responsavel pelo desenvolvimento e crescimento muscular. A frequéncia
do alelo B na linhagem Caracu Corte foi igual a 0,56, enquanto que na linhagem Caracu
Caldeano a frequéncia foi 0,0244 (Tabela 8). Demais genes ligados a linhagem
destinada para producdo de carne também puderam ser identificados devido a
proximidade dos SNP, enquanto outros foram identificados pela presenca do SNP
significativo contido dentro desses genes. I1sso pode ser observado no gene KIAA1244
ortholog (KIAA1244) e Cadherin-like 23 (CDH23), identificados nos cromossomos 9 e
28, respectivamente (Tabela 8).

O SNP (BTB-01700108) foi encontrado dentro do gene Mucin 19, oligomeric
(MUC19), cuja frequéncia do alelo A apresentou fixagdo de 0,98 na linhagem Caracu
Caldeano (Tabela 8). A expressdo desse gene esta envolvida na sintese da composi¢do
do leite, e o nivel de fixacdo pode sugerir influéncia sobre a linhagem destinada a
producdo de leite. Outros genes com provavel envolvimento com a linhagem Caracu
Caldeano também foram identificados e apresentaram valores proximos da fixacdo
(Tabela 8): Solute carrier family 39 (metal ion transporter), member 11 (SLC39A11),
Complement component 6 (C6), Cadherin-like 23 (CDH23) e Solute carrier family 11
(proton-coupled divalent metal ion transporters), member 2, mMRNA (SLC11A2).
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Tabela 8. Frequéncia dos alelos dos SNP nos principais genes relacionados ao processo
adaptativo e produtivo nas linhagens selecionadas para producdo de leite e carne na raca

Caracu.
Linhagens
SNP Frequéncia alélica (%) Caracu Corte  Caracu Caldeano Genes
BovineHD0500008474 B 0,5625 0,02439 TFCP2
A 0,4375 0,97561
BovineHD0900021501* B 0,6042 0,02439 KIAA1244
A 0,3958 0,97561
Hapmap47359-BTA-3927* B 0,4792 0 CDH23
A 0,5208 1
BovineHD0500008841 B 0,6875 0,06098 FAM186B
A 0,3125 0,93902
BTB-01700108* B 0,5625 0,0122 MUC19
A 0,4375 0,9878
BovineHD1900016734 B 0,5625 0,02439 SLC39A11
A 0,4375 0.97561
BovineHD2000009598 B 0,5833 0,02439 C6
A 0,4167 0,97561
BovineHD0500008133 B 0,7917 0,1098 KRT83
A 0,2083 0,8902
BovineHD0500008521* B 05417 1 SLC11A2
A 0,4583 0
BovineHD0500009496 B 0,6667 0,04878 RPAP3
A 0,3333 0,95122
BovineHD0900021476* B 0,4792 0,9878 PERP
A 0,5208 0,0122
*SNP significativo contido dentro do gene candidato.
DISCUSSAO

A andlise de Fsr identificou 21 regiGes genémicas contendo genes candidatos a

selecdo, distribuidos ao longo de nove dos 29 pares de cromossomos autossémicos do

genoma bovino. A quantidade de regides identificadas € menor do que as relatadas em

outros estudos envolvendo a espécie bovina (O’Brien et al., 2014; Somavilla et al.,
2014; Qanbari et al., 2014), embora o chip utilizado (lllumina Bovine SNP777

BeadChip) tenha proporcionado ampla cobertura no genoma da espécie.
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A maioria dos SNP significativos e genes identificados estdo no cromossomo 5
(Tabela 5). A identificacdo de assinaturas de selecdo evidencia que a sele¢do conduzida
no Caracu e Caracu Caldeano estd conservando regides gendmicas especificas neste
cromossomo. Tais regifes podem estar associadas a caracterizacdo da raca e de sua
especializacdo para producdo de carne (Caracu) e leite (Caracu Caldeano), regides
importantes no melhoramento genético. Outros estudos envolvendo o cromossomo 5 na
espécie bovina encontraram marcadores associados ao crescimento (Gasparin et al.,
2005) e producao de leite (Jiang et al., 2010).

Em bovinos leiteiros, a selecdo para maior producdo de leite tem sido
acompanhada pelo declinio da fertilidade, longevidade, problemas de cascos e doencas
metabdlicas, ocasionando perdas econémicas no setor produtivo (Oltenacau et al., 2010;
Zuener et al., 2007). O gene PERP, TP53 apoptosis effector (PERP) candidato a selecédo
(Tabela 7) foi associado com resisténcia a claudicacdo em bovinos leiteiros, provocada
pela dermatite digital papilomatosa (DDP) (Oltenacau et al., 2010). Esses autores
observaram a expressdo desse gene com a presenca de antigenos em animais expostos a
bactéria Treponema phagedenis-like e identificaram funcGes imunes e de reparacdo de
feridas que impossibilitaram a depuracdo e formacéo de lesdo nos cascos. Este sinal de
selecdo (Fst) foi identificado na comparagdo do Caracu e Caracu Caldeano (Figura 7).

Outra doenca relacionada as mudancgas metabolicas em vacas de alta producao é
0 deslocamento de abomaso. O gene SLC39A11 esta localizado no par cromossémico
19, em uma regido que contém QTLs ligados a essa doenca metabdlica (Zerbin et al.,
2015). Alguns estudos ainda revelaram a influéncia deste gene no transporte de selénio,
cuja deficiéncia causa problema no desempenho reprodutivo em vacas (Mehdi et al.,
2013) e na conformagéo das tetas dianteiras (Wu et al., 2013).

Ainda em vacas leiteiras, o gene candidato C6 (Tabela 7) estd envolvido na
defesa do tecido mamario contra a bactéria Staphylococcus aureus, causadora da
mastite clinica. Dentre as doencas que acometem vacas de alta producdo, a mastite
clinica é a mais frequente e, embora existam estratégias de prevencao e tratamentos, a
doenca continua causando grande impacto na rentabilidade da pecuaria leiteira (Sahana
etal., 2014).

Em um estudo realizado para rastrear proteinas durante a ocorréncia da mastite
bovina, o gene C6 foi expresso na glandula mamaria como resposta a primeira linha de

defesa contra a infecgdo bacteriana, sugerindo que este gene desempenha um papel
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crucial na imunidade adaptativa (Huang et al., 2014). Demais estudos abordando a
importancia do gene C6 na producdo de anticorpos e fagocitose de células bacterianas
sdo discutidos na literatura (Meredith et al., 2013; Tiezzi et al., 2015).

Os sinais de selecdo envolvidos nas doencas que afetam principalmente bovinos
selecionados para producdo leiteira podem estar ligados aos animais da linhagem
Caracu Caldeano, indicando que os genes PERP, SLC39A11 e C6 séo candidatos para
investigacGes que possibilitem compreender as adaptacdes bioldgicas durante o
desenvolvimento das doencas, além de permitir a selecdo de animais mais resistentes.
Essa relacéo foi comprovada por meio da frequéncia alélica dos SNP que se mantiveram
proximos dos genes ou contidos dentro deles. O SNP (BovineHD0900021476) foi
encontrado dentro do gene PERP, TP53 apoptosis effector (PERP) e apresentou
frequéncia igual a 0,9878 para o alelo B (Tabela 8). A identificacdo desse gene presente
no cromossomo 9 confirma uma influéncia direta com a linhagem destinada a producao
de leite e uma vantagem aos animais que expressam esse gene, repassando para as
geragdes seguintes. Fato semelhante também foi observado para os genes SLC39A11 e
C6, cujas frequéncias para o alelo A apresentaram valores proximos a 1.

As regides selecionadas detectadas nos cromossomos 5 e 9 abrigam 0s genes
(CDH23 e TFCP2) ligados ao desenvolvimento e crescimento (Tabela 7), sugerindo que
a pressdo imposta durante o processo de domesticacdo foi determinante para que o
bovino Caracu adquirisse um desenvolvimento corporal robusto, com potencial para
crescimento rapido e uma carcaca pesada. Conjuntamente, a selecdo artificial vem
aprimorando essas caracteristicas de crescimento e obtendo ganhos favoraveis
(McManus et al., 2010). Além disso, 0 uso desses animais em cruzamentos com vacas
zebuinas vem sendo muito frequente na geracdo de mesticos com alto grau de heterose
capazes de competir em igualdade de condi¢des com racas especializadas tanto em
termos de qualidade como produtividade (Pereira et al., 2005). Genes envolvidos no
crescimento muscular por meio do estudo de assinaturas de selecdo também foram
identificados por (Boitard et al., 2013) em linhagens da raga Blonde d’Aquitaine
selecionados para corte.

Em bovinos de corte, a gordura entremeada € um importante indicador de
qualidade de carne. As carcagcas com melhor acabamento tendem a apresentar maior
teor de gordura entremeada, que € depositada com maior intensidade na fase de engorda
dos bovinos (Felicio, 1997). Os genes FAM186B e KIAA1244 (Tabela 7) estdo
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associados, mediante interacdo com outros genes, as caracteristicas de qualidade
sensorial da carne, como o sabor, maciez e suculéncia, determinadas pela quantidade de
gordura intramuscular na carcaga (Hocquette et al., 2010). No bovino Caracu, o0 SNP
(BovineHD0500008841) foi encontrado proximo ao gene FAM186B, enguanto que o
SNP (BovineHD0900021501) estava contido dentro do gene KIAA1244 (Tabela 8). Para
ambos, a frequéncia do alelo B apresentou valores iguais a 0,6875 e 0,6042, enquanto
para a linhagem Caracu Caldeano, essa frequéncia foi de 0,06098 e 0,02439,
respectivamente.

Através da identificacdo dos genes FAM186B e KIAA1244 é possivel considerar
o efeito da selecdo artificial sobre as caracteristicas de qualidade de carne, uma vez que
a presenca desses genes presume a capacidade dos animais precoces em “depositar”
acidos graxos no tecido muscular, otimizando a producdo de carne. Essa condicao é
muito importante no setor produtivo, uma vez que o bovino Caracu possui 0
acabamento de gordura subcutdnea em torno de 4,0 mm, necessitando de um periodo
maior para atingir a espessura ideal. Porém, esta deposi¢do pode ficar comprometida
pelo fato de que esses animais apresentam carcaca muito pesada (Bonilha et al., 2012;
Caldas et al., 2014). Outros genes como CSPG4 e SNUPN foram recentemente
associados ao crescimento muscular e qualidade da carne (Bomba et al., 2015) em um
estudo comparativo entre racgas para producéo de leite, carne e com duplo proposito.

Ligados ao processo reprodutivo estdo envolvidos os genes TMBIM6, PTPRR,
PAQR9, PTAFR, GRASP, DAZAP2, FMNL3, BTBD11, PWP1 e SLK (Tabela 7),
destacando-se o0 gene TMBIM®, relacionado ao processo de inibicdo da apoptose dos
odcitos (células germinativas femininas) durante o estresse térmico, que acarreta
diminuigéo da concepgdo em fémeas (Hansen, 2009). Possivelmente, a expresséo deste
gene esta ligada a selecdo natural que proporcionou a estes animais resisténcia ao calor.
Além disso, outras adaptacdes inerentes a raca foram determinadas ao longo dos anos,
como: pélos claros e curtos, resisténcia a endo e enctoparasitas, bons aprumos, cascos
resistentes, capacidade de digerir fibras grosseiras e facilidade de parto (McManus et
al., 2010).

Em relagdo a capacidade de resistir a altas temperaturas, 0os genes KRT83 e
KRT86 (Tabela 7) estdo relacionados com o desenvolvimento da epiderme e
queratinizacdo do foliculo piloso, vantagem adaptativa contra a irradiagdo solar e

infestacdo de carrapatos (Chan et al., 2010; Codina et al., 2013). Em um estudo
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realizado em diferentes estacdes do ano sobre caracteristicas da pele e pelagem no
Caracu, observou-se que a raga possui caracteristicas importantes de pelame para
protecdo, uma vez que apresentou boa adequagdo em ambientes tropicais, influenciando
diretamente no conforto e desempenho fisioldgico (Nicolau et al., 2004). Estes genes
também foram encontrados em ovelhas em resposta a resisténcia contra uma dermatite
bacteriana que causa fleece rot (podriddo do velo) (Smith et al., 2010).

Outro gene interessante € 0 MUC19 encontrado no cromossomo 5 (Tabela 7). Na
linhagem Caracu Caldeano, o SNP (BTB-01700108) estava contido dentro desse gene,
cuja frequéncia para o alelo A foi de 0,9878 (Tabela 8). A fixacdo detectada pode estar
relacionada ao tipo de criacdo direcionada para exploracéo leiteira e pelo isolamento
mantido desde 1893, realizado na fazenda Chiqueirdo no estado de Minas Gerais, local
onde a linhagem foi desenvolvida (Queiroz et al., 2005; Serrano et al., 2005). Esse
transcrito também foi encontrado em regides relacionadas a composicdo do leite e a
producdo de glicoproteinas ricas em imunoglobulinas, capazes de agir no organismo dos
mamiferos como anticorpo (Hettinga et al., 2011; O’Riordan et al., 2014).

De acordo com McManus et al. (2010), a selecdo artificial praticada atualmente
na linhagem Caracu Caldeano vem proporcionando aumento de producdo de leite
(atingindo até 2.100 kg/lactacdo), com aproximadamente 5% de teor de gordura. Além
disso, 0 MUC19 desempenha papel de revestimento nas mucosas do trato respiratério,
gastrointestinal e reprodutor, permitindo maior protecdo as bactérias e parasitas
(Hoorens et al., 2011; Linden et al.,, 2008; McGetrick et al., 2014). Outro gene
responsavel pela defesa do trato gastrointestinal é o CDH23 (Tabela 7). A expressdo
deste transcrito e sua interacdo com outros genes inviabilizam o desenvolvimento do
nematoide Cooperia oncophora apds a infestacdo (Li et al., 2011).

O gene CLDN8 ¢ encontrado no cromossomo 1 e associado com
desenvolvimento de chifres (Mariasegaram et al., 2010). A selecdo de bovinos sem
chifres reduz acidentes durante 0 manejo, injurias na carcaca, além de diminuir custo
com a descorna (Brockmann et al., 2000). Este sinal de selecdo foi identificado (Figura
7) devido a presenca dos corneos em animais Caracu e Caracu Caldeano, caracteristica
mantida durante o periodo de domesticacdo, além de ser uma condi¢do aceita para fins
de registro genealdgico. Estes animais apresentam chifres muito desenvolvidos e
grossos, embora ndo seja possivel identificar a raca apenas por conta dessa estrutura
(McManus et al., 2010).
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Ligado a baixa exigéncia nutricional, o gene RPAP3 foi identificado e
relacionado ao processo adaptativo dos animais da raga Caracu a ambientes de baixa
disponibilidade de alimentos. O bovino Caracu é uma raca europeia que adquiriu, ao
longo dos séculos, caracteristicas fenotipicas e fisioldgicas préprias. Esses animais tém
a capacidade de digerir fibras grosseiras e aproveitar melhor os alimentos de baixo valor
nutricional (McManus et al., 2010). Em estudo realizado em bovinos de corte em
crescimento, Connor et al. (2010) associou a expressao do gene RPAP3 a melhoria da
eficiéncia alimentar quando os animais foram submetidos a restricdo de alimentos e
observou crescimento compensatério favoravel a condicao exposta.

De um modo geral, as anélises de assinaturas de sele¢do permitiram identificar
genes candidatos em todo o genoma nos animais Caracu e Caracu Caldeano, sugerindo
que, durante a selecdo natural, esses animais adquiriram caracteristicas voltadas a
adaptacdo em ambientes tropicais, caracterizados por altas temperaturas e escassez de
alimentos. Em seguida, observou-se presenca de regides gendmicas selecionadas para
producdo de leite e de carne, que desempenham papéis em caracteristicas
economicamente relevantes e que sdo atributos da selecdo artificial empregada nestes
individuos. Além disso, descreveu-se funcBes em regiGes importantes sob recente
selecdo positiva, especificando genes do Caracu Caldeano relacionados com a
composicdo do leite, resisténcia as doencas metabolicas, enquanto genes do Caracu

estdo relacionados com o crescimento do animal e textura da carne e suculéncia.

CONCLUSOES

Existem diferencas genémicas entre as linhagens Caracu (carne) e Caracu
Caldeano (leite), cuja presenca de genes candidatos foi relacionada a cada tipo de
producdo, bem como a caracteristicas ligadas ao processo adaptativo da raca. A maioria
dos genes identificados apresentou SNP com alelos fixados na linhagem Caracu

Caldeano, ficando evidentes as consequéncias do efeito fundador e da deriva genética.
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V - CONSIDERACOES FINAIS

Existe variabilidade genética inter e intra racas analisadas, evidenciando boas
perspectivas para a conservacao dos animais naturalizados. Os zebuinos vém sendo
explorados nos sistemas de producdo e selecionados desde sua chegada ao Brasil, porém
ainda mantém altos niveis de variabilidade. Existem graus de mistura dos animais
naturalizados com os zebuinos, especialmente na raca Curraleira. Esse fato tem que ser
monitorado, dado o risco de descaracterizacdo dos animais Curraleiros que ja se
encontram em extin¢cdo e com reduzido tamanho populacional. A linhagem Caracu
Caldeano, destinada para producdo leiteira, foi o Unico grupo que ndo apresentou
mistura com as racas zebuinas, mantendo-se como uma populacdo homogénea, cuja
constituicdo genética permaneceu praticamente integra desde sua formacdo. Em
comparacdo com a linhagem Caracu (carne), as marcas gendmicas sob selecéo puderam
identificar diversos genes candidatos que estdo envolvidos no processo produtivo e
adaptativo das linhagens de acordo com o tipo de selecdo, mediante as frequéncias
génicas de cada SNP contido dentro dos genes ou adjacentes a eles. A maioria dos
genes identificados apresentou SNP com alelos fixados na linhagem Caracu Caldeano,
podendo ser justificado pelos efeitos fundador e da deriva. A identificagdo das marcas
de selecdo instiga estudos futuros, no intuito de mapear QTL nas regides identificadas
como sinais de selecdo, além de proporcionar estudos de associacdo gendmica, visando

verificar a associacdo com as caracteristicas de producao entre as linhagens.



VI- APENDICE
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Tabela 5. Principais SNP identificados pela analise de Fsr em bovinos da
raga/linhagens Caracu e Caracu Caldeano.

Cromossomo NUmero de SNP Nome do SNP

BovineHD0500008210 BovineHD0500008213
BovineHD0500008423  BovineHD0500008431
BovineHD0500008474  BovineHD0500008518
BovineHD0500008528  BovineHD0500008529
BovineHD0500008841  BovineHD0500008842
BovineHD0500008843  BovineHD0500008846

5 26 BovineHD0500008847  BovineHD0500008858
BovineHD0500008899  BovineHD0500008900
BovineHD0500009494  BovineHD0500009495
BovineHD0500009496 Hapmap57437-rs29017167
BovineHD0500010979  BovineHD0500010981
BTB-01700108 BovineHD0500011649
BovineHD0500011705

9 2 BovineHD0900021476  BovineHD0900021478
BovineHD2000009598  BovineHD2000009601
BovineHD2000009602  BovineHD2000009603
BovineHD2000009606  BovineHD2000009609
BovineHD2000009610  BovineHD2000009611
BovineHD2000009614  BovineHD2000009616

20 21 BovineHD2000009617  BovineHD2000009618
BovineHD2000009621  BovineHD2000009622
BovineHD2000009623  BovineHD2000009624
BovineHD2000009625  BovineHD2000009626
BovineHD2000009629  BovineHD2000009632
BovineHD2000009633

26 4 BovineHD2600006395 ~ BovineHD2600006396
BovineHD2600006399  BovineHD2600006400
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VII- ARQUIVO ADICIONAL

Tabela 9. Anotacdo das regides gendmicas candidatas a estar sob sele¢cdo em bovinos das linhagens Caracu e Caracu Caldeano.

Regido  Cro Pico Inicial Final RefSeq Sigla do gene Nome do gene
1 1 5012509 4987509 5037509 NM_001098096 CLDNS8 claudin 8
NP_001091565
2 1 127064068 127039068 127089068 NM_001077951 PAQR9 progestin and adipoQ receptor family member X
NP_001071419
3 2 79010965 78985965 79035965 - - -
2 125836443 125811443 125861443 NM_001040538 PTAFR platelet-activating factor receptor
4 NP_001035628
XM_001251081 HNRNPA1L2 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al-like 2
XP_001251082
5 2 129296987 129271987 129321987 NM_001191497 IFNLR1 interferon, lambda receptor 1
NP_001178426
6 5 23760604 23735604 23785604 - - -
7 5 27774378 27749378 27799378 NM_001083385 KRT83 keratin 83
NP_001076854
XM_867065 KRT86 keratin 86
XP_872158
NW_003103919 snoR4 small nucleolar RNA snoR4
NM_001076206 KRT81 keratin 81
NP_0010696674
8 5 28035141 28010141 28060141 XM_583750 GRASP GRP1 (general receptor for phosphoinositides 1)-
XP_583750 associated scaffold protein



10

11

12

13

14

15

16

17

18

28048522

286766558

28688761

28845666

29003352

29019742

30220454

30238358

30240009

30289350

28023522

28651655

28663761

28820666

28978352

28994742

30195454

30213358

30215009

30264350

28073522

28701655

28713761

28870666

29028352

29044742

30245454

30263358

30265009

30314350

XM_002687257
XP_002687303

NM_001083435
NP_001076904

NM_001083793
NP_001077262

NM_001034701
NP_001029873

NP_001076866
NM_001083397

NM_001083430
NP_001076899

XM_595087
NW_003103920

NM_001101103
NP_001094573

NM_001075216
NP_001068684

NM_001205539

NP_001192468

NM_001205539
NP_001192468

NM_001076414
NP_001069882

ACVR1B*

BIN2*

SMAGP*

DAZAP2

TFCP2

LETMD1

CSRNP2

SNORAZ38

SLC11A2*

BCDIN3D

NCKAPS5L

Bta-mir-2425

TMBIM6*

activin A receptor, type IB

bridging integrator 2

small cell adhesion glycoprotein

DAZ associated protein 2

transcription factor CP2

LETM1 domain containing 1

cysteine-serine-rich nuclear protein 2
small nucleolar RNA SNORA38

solute carrier family 11 (proton-coupled divalent
metal ion transporters), member 2 , mMRNA
BCDIN3 domain containing

NCK-associated protein 5-like

microRNA mir-2425

transmembrane BAX inhibitor motif containing 6
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=search&term=NM_001101103.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Protein&cmd=search&term=NP_001094573.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001205539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NP_001192468

19

20

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39

40

41

o1 o1 o1 o1 o1 o1 O o1 OO o1 o1 oo oo o1 ool

(6]

30394579

30395381

31797367
31812616
31813820
31817029
31817721
31818704
31825300
31827600
31830484
31833321
31836544
31837386
31838288
31849522
31856323
31858356
31859764
31880228

31942379

32738681

32740542

30369579

30370381

31772367
31787616
31788820
31792029
31792721
31793704
31800300
31802600
31805484
31808321
31811544
31812386
31813288
31824522
31831323
31833356
31834764
31855228

31917379

32713681

32715542

30419579

30420381

31822367
31837616
31838820
31842029
31842721
31843704
31850300
31852600
31855484
31858321
31861544
31862386
31863288
31874522
31881323
31883356
31884764
31905228

31967379

32763681

32765542

XM_591526
XP_591526

NW_003103920

NM_001080302
NP_001073771

NM_001080302
NP_001073771

NM_001102090
NP_001095560

FMNL3

PRPF40B

FAM186B

RAPGEF3

ENDOU*

formin-like 3

PRP40 pre-mRNA processing factor 40 homolog B

family with sequence similarity 186, member B

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 3

endonuclease, polyU-specific

71



42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

32741569

33285636

38359188

40664008

40917696

40980009

43004876

65643489

71274424

36889292

7641456

32716569

33260636

38334188

40639008

40892696

40955009

42979876

65618489

71249424

36864292

76916456

32766569

33310636

38384188

40689008

40942696

41005009

43029876

65668489

71299424

36914292

76966456

NM_001101930
NP_001095400

NM_001101207
NP_001094677

NM_001102534
NP_001096004

NW_003103922

NM_001206086
NP_001193015

NM_001113261
NP_001015662
NP_001106732

NM_001046229
NP_001039694

NM_001076421
NP_001069889

NM_001205745
NP_001192674

NW_003103927
NM_001046166

NP_001039631

NM_001034350

RPAP3

PCED1B*

PRINCKE1*

MUC19*

LRRK2

PTPRR*

ARL1

SPIC

BTBD11

u6

PWP1

PERP*
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RNA polymerase Il associated protein 3

PC-esterase domain containing 1B

prickle homolog 1

mucin 19, oligomeric

leucine-rich repeat kinase 2

protein tyrosine phosphatase, receptor type, R

ADP-ribosylation factor-like protein 1

Spi-C transcription factor (Spi-1/PU.1 related)

BTB (POZ) domain containing 11

U6 spliceosomal RNA (RFAM)

Periodic tryptophan protein 1

PERP, TP53 apoptosis effector



53 9 77057959 77032959 77082959
54 9 91580703 91555703 91605703
55 10 19741227 19716227 19766227
56 15 7549611 7524611 7574611
57 15 8325557 8300557 8350557
58 19 58773208 58748208 58798208
59 20 33425370 33400370 33450370
60 20 33430750 33405750 33455750
61 20 33459854 33434854 33484854
62 26 24768705 24743705 24793705
63 27 2773960 2748960 2798890
64 28 27977360 27952369 28002360

NP_001029522

NW_003104223

XP_003584814
XM_003584766

NM_001076390
NP_001069858

NM_001045979
NP_001039444

XM_597009
XP_597009

NM_001206077
NP_001193006

NM_001191206
NP_ 001178135

KIAA1244*

FLJ32810*

SLC39Al11

C6

MROH2B*

SLK

CDH23*
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KIAA1244 ortholog

Putative uncharacterized protein FLJ32810
Solute carrier family 39 (metal ion transporter),
member 11

complement component 6

maestro heat-like repeat family member 2B

STE20-like kinase (yeast)

cadherin-like 23

*SNP significativo contido dentro do gene candidato.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003584814.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_003584766.3

