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Resumo — O estudo da caracteristica de resisténcia a parasitas em bovinos visa a
obtencdo de animais possuidores de genotipos adaptados ao meio ambiente de criagdo
extensiva no Brasil, assim permitindo que melhores resultados econdmicos sejam
alcangados. Dessa forma, este trabalho foi conduzido utilizando informagdes de escores
de repeléncia a parasitas correlacionando com marcadores moleculares para o gene da
calpaina. Foi observada associa¢do significativa entre o marcador CAPN530 (P=0,0459)
e repeléncia na populacao analisada. Esse achado permite que seja realizada a selecao
de animais com maior resisténcia a parasitas, auxiliando a melhoria desta caracteristica
economicamente importante.
Palavras-chave: bovinos de corte, freqiiéncia genotipica, polimorfismos, resisténcia
parasitaria.

Association of calpain gene molecular marker and parasite resistance score in
Nelore cattle

Abstract — The study of the parasite resistance trait in bovines aims to obtain animals
with suitable genotypes to the environment of extensive creation in Brazil, which allows
the reach of better economic results. Thus, this work was conduced using information of
score of parasite resistance correlated with molecular markers for the calpain gene.
Significant association was observed between marker CAPNS530 (P=0.0459) and
parasite resistance in the analyzed population. This finding allows the selection of
animals with higher resistance, assisting the improvement of this important economic
trait.
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Introducéo
O estudo da caracteristica de resisténcia de bovinos a parasitas visa a obtengao
de animais possuidores de genétipos que levem a altas producdes, mas que sejam
também adaptados ao meio ambiente de criacdo extensiva no Brasil. Esses animais



produtivos e adaptados poderiam otimizar os custos e tornar a produ¢do mais rentavel.
Considerados, atualmente, um dos principais entraves a intensificacdo da pecuaria de
leite e de corte, os parasitas afetam consideravelmente a produtividade e a economia de
produgao.

A valida¢ao de marcadores moleculares ligados a resisténcia a parasitas torna
possivel estudar com mais precisdo os efeitos dos genes envolvidos com esta
caracteristica. A selecdo assistida por marcadores (SAM) pode aperfeicoar
significativamente o ganho genético a cada geracdo e impulsionar a produtividade da
pecuaria, sendo assim integrada as demais biotecnologias disponiveis para identificar e
multiplicar os animais geneticamente superiores.

Davis e DeNise (1998) citam varias aplicagdes dos polimorfismos gendmicos e
concluem que a SAM serd uma tecnologia de grande impacto. No entanto, Dekkers
(2004) alertou que o otimismo com relagdo a SAM deveria ser menor, ou seja, seria
necessario validar os resultados nas populacdes alvo para poder utilizar marcadores
genéticos com confiabilidade.

As calpainas representam uma familia de proteases de cisteina dependentes de
calcio e sdo conhecidamente atuantes no processo de maturacio de carne influenciando
significativamente a maciez. Estudos indicam que a subunidade maior da calpaina Sm-
p80 esta associada a resposta imune em humanos (Wiegertjes et al., 2005).

O objetivo desta pesquisa foi caracterizar as freqiiéncias génicas e genotipicas de
marcadores moleculares presentes no gene CAPN1 bem como avaliar a relagdo desses
marcadores moleculares com a caracteristica de repeléncia a parasitas em bovinos da
raca Nelore.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido com informagdes de escores de repeléncia e amostras
de sangue de 266 bovinos Nelore nascidos nos anos de 2002 a 2004, criados a pasto e
sem a utilizagao de parasiticidas ha pelo menos 30 dias. Os animais foram avaliados por
escores de repeléncia (REP) — medida visual que demonstra a infestacdo por
ectoparasitas (carrapato, mosca-do-chifre e berne). Essa caracteristica revela a
sensibilidade a mosca do chifre ¢ aos carrapatos, sendo apresentada em escores que
oscilam de 1 (maior infestacdo de ectoparasitas) a 5 (maior repeléncia a ectoparasitas).

Foram coletados em torno de 10 mL de amostra de sangue venoso de cada
animal para extragdo do DNA gendmico utilizando o método de extragao e precipitagao
em NaCl. Foram analisados trés marcadores SNP (single nucleotide polymorphisms)
presentes no gene da calpaina: o marcador CAPN316, localizado no éxon 9, o marcador
CAPNS530 localizado no éxon 14, e 0o CAPN4751, no éxon 18 (Page et al., 2002; White
et al., 2005). A caracterizagdo ¢ a determinacdo dos genotipos foram realizadas por
meio de PCR em tempo real utilizando o equipamento ABI Prism® 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). Para isto, foi utilizado o sistema de detec¢do
TagMan™ em que primers e sondas pareiam na regido do DNA, permitindo a
identificacao dos diferentes gendtipos para cada marcador de interesse. Para a reacao de
PCR foram utilizados aproximadamente 120 ng de DNA para uma reagdo de 25 uL,
contendo 0,2 uM de cada dNTP, 0,5 U de Taqg DNA polimerase ¢ 0,2 uM de cada
oligonucleotideo iniciador em 32 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 30 segundos a 58 °C e 1
minuto a 72 °C.

As freqii€ncias génicas e genotipicas para cada marcador foram estimadas por
contagem simples dos alelos e dos diferentes gendtipos. Os efeitos dos gendtipos
encontrados para os trés marcadores sobre a variavel de repeléncia foram avaliados a
partir do seguinte modelo Y =4+C;+S;+M, +e,, em que: Y y,= valor



observado para o escore de repeléncia (1 a 5); ¢ = constante inerente a observacao; Cj =
efeito fixo de grupo de contemporaneos; Sj = efeito aleatorio de reprodutor, com média
0 e varidncia o%; My = efeito fixo do genétipo para marcador; ej = efeito aleatdrio
residual associado a caracteristica Y, , com média 0 e varincia o

Resultados e Discusséo
As freqliéncias genotipicas e génicas dos trés marcadores estudados estdo
descritas na Tabela 1.

Tabela 1- Freqii€ncias genotipicas e génicas dos marcadores.

Marcador Frequéncia Genotipica Frequéncia Génica
CAPN530 F(AA)=0,32 f(A) = 0,58
(n=129) F(AG)=0,52 f(G) = 0.42
F(GG) =0,16 ’
CAPN316* F(CG)=0,97 f(G) = 0,99
(n=241) F(GG) = 0,03 f(C) = 0,01
CAPN4751* F(CT) = 0,62 f(C) =0,03
(n=241) F(TT) = 0,93 f(T) =0,97

*Nao foram encontrados individuos com gendtipos especificos para os marcadores
CAPN316 (CC) e CAPN4751 (CC)

Para o marcador CAPNS530, a freqiiéncia do alelo considerado favoravel, para a
caracteristica repeléncia a parasitas, “G” foi menor, em relacdo ao alelo “A”. Para este
mesmo marcador White et al. (2005) relataram freqiiéncia do alelo favoravel “A” de
0,137 em animais da raga Brahman; e Carvalho (2007) encontrou 0,048, para esse
mesmo alelo, em 229 animais da raca Nelore. Os marcadores CAPN316 ¢ CAPN4751
apresentaram um dos alelos proximo a fixagdo na populacdo analisada. Os efeitos de
associagdo dos marcadores SNP estudados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Médias de quadrados minimos e erros padrido associados aos efeitos dos
genotipos dos marcadores estudados.

Marcador Genotipos Escore de Repeléncia

AA 3,19+0,11°
CAPNS530 AG 3,43 + 0,09

GG 3,65+0,16"

CG 3,59 £0,35°
CAPNS16 GG 3,36 +0,06"

CT 3,37 +£0,20°
CAPNATS TT 3,36 £ 0,05%

%5\ édias com letras diferentes na mesma coluna, para cada marcador, diferem
entre si (P <0,05)

No presente estudo foram observados efeitos significativos para o marcador
CAPNS530 (P=0,0459). Os marcadores CAPN316 ¢ CAPN4751 ndo apresentaram efeito
de associacdo significativo (P>0,05) para caracteristica de repeléncia a parasitas. Como
ainda nao existem trabalhos relacionando os marcadores deste gene com resisténcia de



bovinos a parasitas pressupomos que as subunidades da calpaina estdo relacionadas a
resposta imune nesta espécie.

Conclusdes
Foi verificado efeito significativo para o marcador molecular CAPN530 na
caracteristica de repeléncia a parasitas em bovinos da raca Nelore. Estes achados
reforgam o potencial de utilizagdo de marcadores moleculares, via Sele¢do Assistida por
Marcadores (SAM), para melhoria de caracteristicas economicamente importantes. A
selecdo para maior resisténcia a parasitas afetard positivamente a cadeia produtiva de
bovinos de corte em varios dos seus segmentos.
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