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Epigrafe

Tudo tem a sua ocasido propria, e hd tempo para todo propdsito
debaixo do céu.

Ha tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e tempo
de arrancar o que se plantou; Tempo de sentir saudade, e fempo de
esquecer; tempo de derrubar, e tempo de edificar; Tempo de chorar,
e tempo de rir; tempo de lamentar, e tempo de dangar; Tempo de
espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo de abragar, e
tempo de afastar-se; Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de
guardar, e fempo de jogar fora; Tempo de estar calado, e fempo de
falar; Tempo de amar, e tempo de sofrer; tfempo de guerra, e tempo
de paz.

(Eclesiastes 3.1-8)
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Resumo

IANELLA, P. Mapeamento RH Comparativo do Cromossomo X de
Bufalo de Rio (Bubalus bubalis). Sao José do Rio Preto, 2008. 63p.
Tese (Doutorado em Genética) — Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”.

O cromossomo X apresenta conteudo conservado entre as diferentes espécies de
mamiferos. No de bufalo de rio (Bubalus bubalis), espécie que vem ganhando
interesse econbmico no Brasil e no mundo, sua morfologia é acrocéntrica. No
presente trabalho, apresentamos o primeiro mapa RH do cromossomo X bubalino
gerado a partir do recentemente construido painel de células hibridas irradiadas
bafalo-roedor (BBUgnsooo). Este mapa contém um total de 33 marcadores derivados
de bovino, incluindo dez genes, quatro ESTs e 19 microssatélites. Estes marcadores
estdo distribuidos em dois grupos de ligagdo: LG1 com oito marcadores e
abrangendo 125.6 cR, e o LG2 com 25 marcadores abrangendo 366.3 cR. As
frequéncias de retencdo (FR) dos marcadores variaram de 7,8% para o gene
UREB1 a 28,9% para os microssatélites MAF45 e INRA30. O BBUXgnso00 fOi
comparado ao mapa de seqiéncia e mapa RHsyp do cromossomo X bovino
evidenciando alguns poucos rearranjos entre as duas espécies, e alguns provaveis
erros de mapeamento em uma das duas espécies quando comparado com BTAX
build 3.1 bovino. A utilizacdo de primers derivados de boi para mapeamento em
bafalo foi realizada com éxito, e a distribuicdo dos marcadores ao longo do X
considerada satisfatoria, culminando em uma cobertura adequada para o0s primeiros
esforcos de mapeamento deste cromossomo. Analises comparativas do BBUX com
o cromossomo X de outras espécies de mamiferos (humano, camundongo, ovelha,
cavalo e cachorro) foram realizadas, revelando grande conservacdo de sintenia
deste cromossomo na classe mamifera e, extensa conservagao da ordem génica
entre bufalo e ovelha e bufalo e boi. O BBUXgHs000 aqui apresentado é um ponto de
partida para a construcdo de mapas de alta resolucdo, necessarios para
caracterizacao de rearranjos que ocorreram durante a evolucdo e futuros estudos
com o objetivo de dissecar caracteristicas genéticas de interesse econémico.

Palavras-chave: bufalo de rio, BBUX, mapeamento RH
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Abstract

IANELLA, P. Comparative RH Mapping of River Buffalo X
Chromosome (Bubalus bubalis). Sao José do Rio Preto, 2008. 63p.
Tese (Doutorado em Genética) — Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”.

The X chromosome shows conserved content among different mammalian species.
In river buffalo (Bubalus bubalis), a brazilian and worldwide economic important
specie, the X chromosome morphology is acrocentric. Here we report the first
radiation hybrid map of the river buffalo X chromosome generated from a recently
constructed river buffalo (Bubalus bubalis) whole-genome radiation hybrid panel
(BBUghs000). This map contains a total of 33 cattle-derived markers, including ten
genes, four ESTs and 19 microsatellites. The markers are distributed in two linkage
groups: LG1 contains eight markers spanning 125.6 cR, and LG2 contains 25
markers spanning 366.3 cR. The retention frequency (RF) of individual markers
across the panel ranged from 7.8% to the gene UREB1 and 28,9 to the
microsatellites MAF45 and INRA30. The BBUXRH5sq00 was compared with the bovine
sequence assembly (build 3.1) and RHzoo0 bovine X chromosome maps and showed
few rearrangements between these species, and possible mapping errors in one of
the two species when compared with BTAX build 3.1. The use of cattle-derived
primers using carried out successfully and the markers distribution along the
chromosome was satisfactory, resulting in adequate coverage for a first mapping
effort of this chromosome. Comparative analysis between BBUX and X chromosome
from other mammalian species (human, hamster, sheep, horse and dog) were
carried out showed extensive sinteny conservation of the X chromosome in the
Mammalian Class, and gene order conservation between river buffalo and sheep and
river buffalo and cattle. The BBUXRHso00 here presented is the start-pointing for the
construction of high-resolution map, which is necessary for characterization of
rearrangements occurring during evolution and futures studies in order to dissect
economically important traits.

Key-words — river buffalo, BBUX, RH mapping
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A espécie Bubalus bubalis, conhecida como bufalo de agua é de origem
asiatica e teve sua domesticacdo iniciada neste mesmo continente, na india e na
China, por volta de 5000 anos atras (BERNARDES, 2007). Esta espécie é
constituida de duas subespécies: a B. bubalis variedade bubalis, conhecida como
bdfalo de rio, e a variedade kerabao, conhecida como bufalo de péantano
(MARQUES et al., 2003).

Segundo dados da FAO (Food and Agricultural Organization — 2008), em
2005 a populacdo bubalina mundial ja havia superado 172 milhdes de cabecas.
Aproximadamente 97% da populagdo mundial encontra-se na Asia, e metade deste
rebanho asiatico pertence & india (KUMAR et al., 2007). Nos paises asiaticos, o
bafalo ocupa uma posicao de destaque na vida social, econémica e cultural (CNPC,
2008). O rebanho bubalino mundial desempenha um papel importante na producéao
de proteina de origem animal, especialmente em paises de terceiro mundo, e possui
uma taxa de crescimento anual estimada de 10%, o que reflete o crescente
interesse mundial por esta espécie (SAMPAIO-NETO et al., 2001). A exploragao
econdmica da bubalinocultura, anteriormente restrita basicamente ao continente
asiatico, vem sendo disseminada em todos os continentes.

A introducdo dos bubalinos no Brasil ocorreu em 1985 na llha de Marajo,
estado do Para, com a vinda de 50 animais da raga Mediterraneo, seguida de outras
importacdes nas décadas seguintes (ALBUQUERQUE et al., 2006). No Brasil, estes
animais encontraram condi¢des ideais de pastagens, agua e temperatura, tais que,
aliadas a sua rusticidade e alta adaptabilidade, propiciaram a populagéo brasileira de
bufalo alcancgar indices de crescimento de 1.806% entre os anos de 1961 e 2005

(CNPC, 2008). A espécie bubalina, desta maneira, surge como uma alternativa a
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pecuaria brasileira e mundial por apresentar grande versatilidade, podendo viver nas
condi¢cdes mais rudes de clima e vegetacao.

Estima-se que a populacdo bubalina brasileira ultrapasse trés milhdes de
cabecas, constituindo o maior rebanho fora do continente asiatico, chegando a ser
maior do que o rebanho de toda a Europa (VALE; RIBEIRO, 2005), o que coloca o
Brasil em posicao privilegiada na bubalinocultura (BERNARDES, 2007). Cerca de
50% da populacdo bubalina brasileira situa-se no Estado do Para, onde foi
originalmente introduzido (BARBOSA, 2005). No Brasil sdo reconhecidas quatro
racas da espécie: Murrah, Jafarabadi e Mediterraneo, que sé@o pertencentes ao
grupo bufalo de rio e, Carabao pertencente ao grupo bufalo de péantano
(ALBUQUERQUE et al., 2006).

As caracteristicas inerentes desta espécie como rusticidade, prolificidade,
adaptabilidade, precocidade, docilidade, vida util até os 15 anos - cinco anos a mais
que os bovinos domésticos - (MOREIRA et al., 1994), aliadas a alta taxa de
produtividade em leite, carne e trabalho, e taxas de natalidade superiores a 80% e
de mortalidade inferiores a 3% ao ano séo as responsaveis pelo grande crescimento
populacional observado.

Segundo Borghese (2005) o bufalo de rio € conhecido por converter alimentos
de baixo valor nutricional em leite e carne de alta qualidade. A carne bubalina
quando comparada a bovina apresenta-se com 40% menos colesterol, doze vezes
menos gordura, 55% menos calorias, 11% mais proteinas e 10% mais sais minerais,
sendo, portanto, mais indicada para a saude humana (CPATU — EMBRAPA, 2008).
O leite de bufala apresenta uma composi¢ao quimica superior em relagcédo ao leite de
vaca, em 43% nos sélidos totais, 43% em gordura, 41% de proteina (caseina), 42%

de calcio e 42% de fésforo (CPATU - EMBRAPA, 2008) caracteristicas que levaram
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a um aumento na demanda de leite de bufala nas ultimas décadas (SENO et al.,
2007).

O crescente interesse na bubalinocultura no Brasil e no mundo, resultantes
destas inumeras caracteristicas favoraveis a criacdo e qualidade de produtos
derivados desta espécie, tém levado a um grande crescimento da populacao
bubalina, fazendo com que esta espécie passe a representar um importante papel
na economia agropecudria brasileira e mundial. Este novo perfil da bubalinocultura,
a espelho de outras espécies de interesse zootécnico, s6 podera alcancar seu
potencial maximo com a implantacao de programas de avaliagcdo e melhoramento
genético sistematicos. Para tanto, a identificacdo e manipulacdo de genes de
interesse econbmico sao desejaveis, e serdo possibilitadas somente apbs a
producdo de conhecimentos basicos sobre o genoma desta espécie. A obtencéo de
mapas cromossdémicos € um dos primeiros passos necessarios para alcancgar estes
objetivos.

O bufalo de rio, assim como o boi, pertence a familia Bovidae, que € a mais
diversa das nove familias de Arthiodactyla (VAUGHAN, 1986). O numero dipléide de
cromossomos dentro desta familia varia de 30 a 60 cromossomos, sendo 0 numero
de bragos cromossémicos nos autossomos relativamente constante: de 56 a 58 na
maioria dos cariétipos das espécies que compéem a familia Bovidae. Segundo
Wourster e Benirschke (1968) o caridtipo primitivo da familia é de aproximadamente
58 autossomos acrocéntricos (condicdo observada em boi, cabras e outros

bovideos) e cromossomos sexuais também acrocéntricos.

O caridtipo de bufalo de rio (variedade bubalis) consiste em 24 pares de
autossomos e um par de cromossomos sexuais, 2n=50 (IANNUZZI, 1994) e a de

bufalo de pantano (variedade kerabau) 23 pares de autossomos e um par sexual,
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2n=48. As duas subespécies cruzam entre si formando hibridos com baixa fertilidade

2n=49 (ROCHA, 1997; ALBUQUERQUE et al., 2006).

Em bufalo de rio (2n = 50), dos 24 pares de autossomos, 0S cinco primeiro
pares sao compostos por dois bragos cromossGmicos, de morfologia
submetacéntrica ou metacéntrica, e os outros 19 pares possuem somente um braco,
sendo acrocéntricos (IANNUZZI et al., 1994; ALZATE et al. 2006). Acredita-se que
0s cinco pares com dois bracos cromossdémicos de bufalo sejam resultantes de
fusdes céntricas, (translocacdes Robertsonianas) entre 0S cromossomos
acrocéntricos do genoma bovideo ancestral. Tal indicio explica o fato de que cada
braco dos destes cromossomos de bufalo de rio apresenta alta similaridade com

cromossomos acrocéntricos de bovino (EL NAHAS, 2001).

A intima relacdo entre as duas espécies € extremamente Util na construgao do
mapa gendmico comparativo de bufalo, uma vez que o genoma bovino tem sido
intensamente estudado (WILLIANS et al., 2002; IHARA et al., 2004; ITOH et al.,
2005; LEE et al., 2006; SNELLING et al., 2007). Os cromossomos sexuais de bufalo
também sao acrocéntricos, uma condicdo primitiva dentro da familia Bovidae,
enquanto que o0s cromossomos sexuais bovinos apresentam-se na forma

submetacéntrica que é a condicao derivada (GALLAGHER et al., 1999).

O mapeamento genbmico de espécies de interesse econbmico vem
progredindo rapidamente nas ultimas décadas e, em espécies como porco (YERLE
et al. 1998; 2002; CHEN et al., 2007), ovelha (BURKIN et al, 2003; ENG et al.,
2004), cavalo (CAETANO et al., 1999a; 1999b; KIGUWA et al., 2000; CHOWDHARY
et al., 2003; CHOWDHARY e RAUDSEPP, 2008) e boi (WOMACK et al., 1997;
WILIAMS et al.,, 2002; ITOH et al., 2005; SNELLING et al. 2007) encontra-se

altamente avangado.
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A criacdo de mapas genéticos € um trabalho importante para gerar
ferramentas basicas e essenciais para a identificacdo de genes que afetam
caracteristicas de interesse econdmico. InUmeros exemplos podem ser encontrados
na literatura de trabalhos onde foram identificados genes de interesse zootécnico,
que causam doencas genéticas (SHAY et al., 2001; KREBS et al., 2006), e que
afetam caracteristicas quantitativas (CASAS et al., 2000; 2004; WALLING et al.,
2004; GAUTIER et al., 2006; GUTIERREZ-GIL et al., 2008) e qualitativas (HAYES;
PETIT, 1993; IANNUZZI et al., 1997; 2003; CALVO et al., 2006; NAKATA et al,,
2006a; 2006b; PERUCATTI et al., 2006). A criacdao de mapas genbmicos para
diferentes espécies também permite, por meio de estudos de evolucao
cromossémica e mapeamento comparativo, a identificacdo de genes responsaveis

por condicées e doencgas na espécie humana.

Até o ano de 2006, o genoma de bufalo de rio encontrava-se com 302
marcadores mapeados por diferentes metodologias como, hibridizacdo in situ
(IANNUZZI et al., 2003; DI MEO et al., 2005; 2006) e painel de células somaticas (EL
NAHAS et al.,, 2001). O mapa bovino encontra-se com 17.254 marcadores
distribuidos pelos seus 30 pares cromossdmicos (SNELLING et al., 2007) com um
tamanho estimado do genoma de 2424 megabases, (alcangando uma densidade
média de um marcador a cada 140 kilobases). Além disso, o genoma bovino esta
sendo seqglenciado e uma montagem contendo aproximadamente 7,1X de cobertura
encontra-se publicamente disponivel desde 2006 no NCBI (NCBI-Map Viewer,
2008). Comparando as informacdes entre os dois genomas, observa-se que estudos
do genoma bubalino encontram-se atrasados, o que coloca o bufalo de rio em
grande desvantagem quando comparado aos outros animais de interesse

econdmico.
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Para alcancar niveis satisfatérios de conhecimento sobre este genoma, a
obtencdo de mapas mais saturados e comparacdo dos mesmos entre diferentes

espécies tornam-se necessarios.

O mapeamento gendmico consiste na localizacao de sequéncias de DNA a
uma regidao cromossdmica e determinacdo da ordem desta seqUéncia linear em
relacdo a outras no mesmo cromossomo. E uma importante ferramenta de estudos
de genomas uma vez que representa uma fonte para localizar sequéncias unicas,
determinando sua transmissao, através das geracoes e, compreender a estrutura,
organizagao, funcdo dos genomas, bem como o modo pelo qual ocorreu sua

evolugéo durante a adaptagao (REXROAD, 1998) por meio de estudos de Genémica

Comparativa

A genbmica comparativa € um campo da genética evolutiva que visa a andlise
e comparacdao dos genomas de diferentes espécies tendo por objetivos obter um
melhor conhecimento de como as espécies evoluiram, e desvendar a funcédo de
genes e regides ndo-codificantes no genoma. Os desafios recentes desta tematica
consistem em usar caracteristicas de organizacdo gendmica para entender os
padroes e taxas de evolugcdo cromossémica, e aplicacdo destes para revelar os
processos envolvidos na reestruturacdo dos genomas (MURPHY et al., 2001; 2003).
E particularmente elucidativa na identificacdo de elementos gendmicos altamente
conservados além dos genes codificantes (MARGULIES et al., 2003; THOMAS et
al., 2003).

A comparacdo entre genomas de diferentes espécies de mamiferos vem
possibilitando o conhecimento mais detalhado sobre a evolugédo cariotipica deste
grupo, assim como dos mecanismos envolvidos na sua evolugéo e seu significado

para a especiacdo (FERGUSON-SMITH e TRIFONOV, 2007). Trata-se de um
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campo que tem se beneficiado da citogenética, genética e tecnologias de
mapeamento génico através do mapeamento comparativo, considerado uma
importante ferramenta da gendémica comparativa que busca obter informacdes em
uma espécie a partir dos conhecimentos existentes do genoma de outra espécie, por
meio da extrapolagado de informagcdes de um genoma para o outro (REXROAD et al.,
1999; GOLDAMMER et al., 2002; WOMACK, 2005).

O mapeamento comparativo tem sido importante para predicao e anadlise de
caracteristicas genéticas simples e complexas em animais de interesse econémico,
e no entendimento da evolugdao do genoma de vertebrados. Uma das primeiras
aplicacbes do mapeamento génico comparativo consistiu em prever a localizacao de
genes especificos em espécies com mapas pobres em genes a partir da
extrapolacdo de informacdes de outras espécies com mapas ricos em genes.
Segundo Nadeau e Sankoff (1998) a proximidade fisica de genes ou outro tipo de
marcador molecular no genoma de uma espécie, pode implicar em proximidade dos
mesmos no genoma de outra espécie relacionada. Baseados neste principio, as
informacdes de genomas tdo bem estudados como o humano, o murino e o bovino,
servem como base para estudos de genémica comparativa com outros mamiferos,
auxiliando na compreensao da diversidade fisiolégica, fenotipica e metabdlica entre
eles (BAND et al., 2000; LARKIN et al. 2003; MURPHY et al., 2003).

Os mapas comparativos também tém sido ferramenta de grande utilidade no
estudo de genomas de espécies domésticas de interesse econbémico como boi,
ovelha, cabra e recentemente bufalos (FAHRENKRUG et al., 2000; LE PROVOST et
al., 2000; IANNUZZI et al., 2001; GOLDAMMER et al., 2004; DI MEO et al., 2005;
PERUCATTI et al., 2006). Tais espécies compartiiham um ancestral comum a

menos de 50 milhdes de anos atras e, informacdes tanto sobre marcadores tipo |
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(genes expressos) e tipo |l (seqiéncias de microssatélites) podem ser
intercambiaveis entre elas.

Os mapas comparativos também podem ser usados para predicao do
conteudo génico de um segmento cromossémico especifico com o objetivo de
desenvolver novos marcadores fisicos ou genéticos. Esta ferramenta da genémica
comparativa também pode identificar regides ortélogas de locos relacionados a
doencgas entre animais de interesse econdmico e espécies modelo e ser humano.
Neste caso, um exemplo de sucesso foi 0 mapeamento do locus callipyge
relacionado com o fenétipo de distrofia muscular (CLPG) em ovelhas (SEGERS, et
al., 2000; CHARLIER, et al., 2001). A sua aplicabilidade no estudo de evolucao
cromossbmica é indiscutivel, nesta area o mapeamento comparativo entre
vertebrados, incluindo animais de interesse econd6mico, tem provido elucidativas
informacgdes sobre a natureza da evolugdo cromossémica em aves e mamiferos. O
principal achado destes trabalhos € a alta conservacdo observada entre estes
genomas (BURT et al., 1999; GRAVES e SHETTY, 2000).

A organizacao dos genomas tem sido inferida tradicionalmente usando duas
ferramentas: mapeamento citogenético e mapeamento fisico. Comparagdes de
padrées cromossémicos G-bandeados foram primeiramente utilizados para inferir
homologias de cromossomos inteiros ou sub-regides entre espécies das diferentes
ordens de mamiferos (NASH e O’'BRIEN, 1982; DUTRILLAUX e COUTURIER, 1983)
e dentro das mesmas ordens (YUNES et al., 1980; GALLAGHER e WOMACK, 1992;
IANNUZZI et al., 1994; GALLAGHER et al.,, 1998). Mapeamento génico usando
células hibridas somaticas subseqlentemente confirmaram que grandes regiées do
genoma de mamiferos sdo conservadas (LALLEY et al., 1978; NASH e O’BRIEN,

1982; O’BRIEN et al., 1997a; 1997b), sugerindo que a transferéncia de informacgao
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de espécies, como humano e camundongo que possuem mapas ricos em genes,
para desenvolver mapas de espécies de animais domésticos com mapas pobres em
genes trata-se de algo factivel (O’'BRIEN, 1991; O'BRIEN et al., 1993; 1997b; BURT,
2002; WOMACK et al., 2005).

Projetos de mapeamento e seqlienciamento em muitas espécies de
vertebrados revelam uma natureza conservativa e altamente dinamica da
organizacao dos genomas (O’'BRIEN et al., 1999a, 1999b; WOMACK et al., 2005). O
sequienciamento do genoma de um numero crescente de organismos revela que as
sequéncias transcritas dos genomas sao altamente conservadas entre as espécies,
sendo esta conservacao observada em varios niveis incluindo homologias de grupos
de ligacédo e até mesmo regides cromossdmicas inteiras. Grupos de genes ligados e
em ordem similar podem ser encontrados em espécies como humanos, galinha,
moscas, vermes e anémonas do mar (PUTMAN et al., 2007).

Quando dois genes estdo no mesmo cromossomo, diz-se que eles sao
sinténicos. Se estes genes também sdo sinténicos em outra espécie, chamamos de
sintenia conservada (BURT, 2002), uma caracteristica proeminente no genoma de
vertebrados (OHNO, 1973). Os blocos sinténicos conservados sao grandes blocos
de DNA, freqlentemente abrangendo cromossomos inteiros ou bragos
cromossémicos compartilhados por espécies diferentes proxima ou distantemente
relacionadas (FERGUSON-SMITH e TRIFONQV, 2007). As diferentes combinacdes
destes blocos sinténicos implicam nas diferencas entre ndmero e morfologia
cromossémica (MURPHY et al.,, 2005). Blocos que estdo fusionados em uma
espécie podem estar em cromossomos separados em outra, sendo assim, o numero
cromossémico pode aumentar ou diminuir, respectivamente, por fissdo ou fuséo

cromossémica (YANG et al., 1997), e segmentos dentro destes blocos podem ser
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invertidos reposicionando os centrémeros. Entre os mamiferos, por exemplo, o
namero cromossOmico varia de 2n = 6 no Muntjac indiano a 2n = 120 no roedor
viscacha (FERGUSON-SMITH e TRIFONOV, 2007), apresentando conteddos
génicos similares, porém rearranjados.

Os genomas de bufalo de rio e boi sdo extremamente conservados
(IANNUZZI et al., 1994). Levando-se em consideracao esta conservacao e o fato de
gue o genoma bovino ser o mais bem estudado dentre as espécies de interesse
econdmico, o mapa fisico do genoma bovino tem potencial para ser utilizado como
fonte de marcadores para geracao de mapas do genoma bubalino (EL NAHAS et al.,
2001).

Alguns trabalhos tém sido conduzidos no intuito de se integrar genes e
microssatélites bovinos a cromossomos especificos de bufalo (EL NAHAS et al.,
2001; IANNUZZI et al., 2003; DI MEOQ et al., 2005; 2006). No entanto, as ferramentas
utilizadas por esses autores, técnicas de hibridizacédo in situ e painel de células
somaticas, apesar de terem sido de grande utilidade para estudos iniciais deste
genoma, apresentam uma limitacdo quanto a resolucdo dos mapas que sao capazes
de gerar.

A criagdo de um mapa de alta resolugdo do genoma bubalino faz-se
necessaria para que os estudos deste genoma possam progredir em paralelo com o
crescimento econdmico da bubalinocultura. Recentemente, o Laboratério de
Genbmica Comparativa — Ibilce/UNESP construiu uma ferramenta que permite a
elaboracdo de mapas genbmicos de alta resolucdo para o estudo do genoma
bubalino: o painel de células hibridas irradiadas BBURHso00 (AMARAL et al., 2007).
Por meio desta ferramenta de mapeamento, ja foram construidos os mapas RH

(Radiation Hybrid) dos cromossomos de bufalo 3 e 10 (AMARAL et al., 2007), 6
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(STAFUZZA et al., 2007), 1 (MIZIARA et al., 2007) e 7 (GOLDAMMER et al., 2007),

totalizando 290 marcadores.

O mapeamento utilizando painéis de células somaticas hibridas irradiadas
(RH) foi desenvolvido por Goss e Harris (1975), porém foi deixado de lado por ser
impraticavel devido a pequena disponibilidade de marcadores na época.
Posteriormente foi redescoberto por Cox e colaboradores (1990) como uma técnica
efetiva na construcdo de mapas ordenados de sitios de sequéncias alvo,
independentemente da variacao alélica. Esta técnica, utilizada como ferramenta para
ordenar locos ao longo dos cromossomos, permite a obtencao das distancias fisicas
entre locos adjacentes. Neste método uma dose letal de radiacdo € aplicada nas
células do genoma de interesse, denominadas doadoras, com a fungcédo de quebrar,
ao acaso, seus cromossomos em multiplos fragmentos. Estes fragmentos séo
posteriormente incorporados ao genoma de uma célula receptora mutante,
geralmente de roedor, através de um processo de fusdo celular. Cada clone RH
gerado a partir desta fusdo, contém um dnico conjunto de fragmentos
cromossémicos da célula doadora incorporado ao genoma da célula receptora, que

atinge estabilidade ap6s sucessivos processos de divisao celular.

Posteriormente, os clones hibridos sdo testados quanto a presenca ou
auséncia de marcadores de DNA do genoma de interesse. Utilizando métodos
estatisticos para a ordenacdo linear, a distancia relativa entre os diferentes
marcadores pode ser determinada resultando num mapa RH. Tais métodos
analisam os dados baseando-se na hipétese de que, quanto menor a distancia fisica
entre dois locos no cromossomo, maior a probabilidade de serem mantidos juntos
durante o processo de fragmentagdo do genoma (COX et al.,, 1990; REXROAD,

1998; AGARWALA et al., 2000). Com esta metodologia de mapeamento é possivel
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verificar regidbes de homologia do genoma entre as espécies de mamiferos,
detectando regides conservadas do genoma, uma vez que torna possivel o
mapeamento de genes, 0s quais geralmente apresentam-se extremamente

conservados durante o0 processo evolutivo.

Mapas RH tém sido utilizados na construcdo de mapas saturados de diversas
espécies como camundongo (McCARTHY et al., 1997), porco (YERLE et al., 1998;
2002; HAWKEN et al., 1999), cachorro (PRIAT et al., 1998), gato (MURPHY et al.,
1999a), ovelha (BURKIN et al, 2003; ENG et al., 2004), cavalo (CAETANO et al.,
1999a; 1999b; KIGUWA et al.,, 2000; CHOWDHARY et al., 2002; 2003), boi
(WOMACK et al., 1997; WILIAMS et al., 2002; ITOH et al., 2005; SNELLING et al.

2007) e recentemente bufalo de rio (AMARAL et al., 2007).

O cromossomo X € 0 mais extensamente conservado em tamanho, conteudo
e ordem génica entre os mamiferos. O seqienciamento completo do X humano e
murino confirma que o cromossomo X de mamiferos placentarios porta um conteudo
praticamente idéntico de genes. Entre os trés diferentes grupos de mamiferos
existentes, os prototheria, metatheria (marsupiais) e eutheria (placentarios), uma
regido extensamente conservada representa o cromossomo X mamifero original que
foi retido h&a pelo menos 210 milhdes de anos na linhagem ancestral dos trés grupos.
Segundo Ohno (1967), a evolucdo da compensagdo de dose do cromossomo X
criou uma barreira que previne a troca de genes de outros cromossomos com 0
cromossomo X (uma vez que isto causaria um desequilibrio nos niveis de expressao
destes genes) levando a fixagdo do seu conteudo génico devido a forte selecédo para
a manutencdo da compensacéao de dose. Esta alta conservagédo do contetudo génico
e da ordem génica do cromossomo X tém sido observada em muitos estudos de

mapeamento deste cromossomo em mamiferos (WATSON et al. 1990; PONCE DE
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LEON et al., 1996; MURPHY et al., 1999b; RAUDSEPP et al., 2002; 2004; QUILTER
et al., 2003; RUBES et al.,, 2005) principalmente dentro da familia bovidae
(IANNUZZI et al., 2000; AMARAL et al., 2002; CHAVES et al., 2005; IANELLA et al.,
2008).

Rearranjos internos que culminam em algumas diferencas entre as espécies,
como diferencas na posi¢cao dos centrdbmeros e regidao pseudoautossémica (Pseudo
Autossomal Region — PAR), tém sido reportados por meio de estudos genéticos,
analise de ligacao, hibridizacdo in situ e mapeamento RH (IANNUZZI| e DI MEO,
1995; YEH et al.,, 1996; PONCE DE LEON et al., 1996; IANNUZZI| et al., 2000;

AMARAL et al., 2002).

O mais recente mapa do cromossomo X de bufalo de rio possui 28
marcadores (incluindo sete genes e 21 microssatélites) mapeados por hibridizacao
in situ, contrastantes com os 176 marcadores ordenados no cromossomo X bovino
por tecnologia de mapeamento RH (JANN et al., 2006). O cromossomo X contém
genes relacionados as mais diversas funcoes, sendo que aqueles relacionados a
tracos reprodutivos (SAIFI e CHANDRA, 1999), inteligéncia e desenvolvimento
cerebral (LEHRKE et al., 1972; TURNER, 1996) parecem estar mais representados
neste cromossomo. Genes responsaveis por processos metabdlicos relacionados a
reproducao, tais como: o gene AR (receptor de andrégenos), o gene ZFX, um dos
responsaveis pela determinagdo sexual e o gene XIST, um dos responsaveis pela
inativagdo do X estdo situados neste cromossomo. Um numero consideravel de
doencas genéticas correspondentes a genes humanos conhecidos, também tém
sido mapeado no cromossomo X bovino, incluindo: amelogenina X (amelogénese
imperfeita — AmelX, receptor di-hidrotestosterona AR — feminizagéo testicular; e

deficiéncia de receptores de andrégeno — AMARAL, et al., 2002). Alguns estudos



Introducgdo 22

tém descrito QTLs relacionadas a crescimento no cromossomo X humano (DENG, et
al. 2002; LIU et al., 2003), murino (LIU et al., 2001) e suino (MALEK et al., 2001) e
relacionadas a deposicao de gordura em porco (HARLIZIUS et al., 2000; MILAN et

al., 2002; GABOREANU et al., 2004).

Embora seja portador de genes que controlam importantes caracteristicas,
pouca pesquisa aplicada relacionada ao cromossomo X de espécies de interesse
econOmico tem sido realizada. Este fato € primariamente atribuido as limitadas
informacdes de mapeamento disponivel para este cromossomo mesmo nhas
espécies mais bem estudadas como boi (AMARAL et al., 2002), porco (McCOARD et
al., 2002), ovelha, cabra e bufalo (IANNUZZI et al., 2000), sendo elas insuficientes

para permitir estudos substanciais com o objetivo de dissecar tracos de interesse.

Iniciativas para realizar melhoramento genético desta espécie
economicamente importante sao essenciais para atender as necessidades da
emergente bubalinocultura, e o desenvolvimento de mapas € o primeiro passo para
situar o bufalo de rio no mesmo status de outros animais domésticos de interesse
econOmico. Adicionalmente, o mapa comparativo entre bufalo e boi resulta em
informacdes que permitem avangos no entendimento da evolucdo cariotipica desta
espécie, e dos rearranjos que culminaram nas pequenas diferencas deste

conservado cromossomo durante a evolucao das espécies da familia Bovidae.
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O presente trabalho teve por objetivo

- construir o primeiro mapa do tipo RH do cromossomo X de bufalo de rio
(Bubalus bubalis) utilizando-se como ferramenta o painel de células hibridas
somaticas (BBURHSs000) incorporando-se marcadores do tipo gene, microssatélites e
Etiquetas de Sequéncias Expressas (ESTs), fazendo deste o ponto de partida para
construcao de mapas de maior resolugcao e comparagao com bovino.

- comparacao do mapa RH do cromossomo X de bufalo de rio gerado com
mapas do cromossomo X de outras espécies de mamiferos: humano, murino,

bovino, equino, ovino e canino.
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Para construcéo do primeiro mapa do cromossomo X de bufalo de rio, pares
de primers de marcadores tipo microssatélites, genes e ESTs oriundos do genoma
bovino foram tipados no painel de células hibridas irradiadas (BBURHs000) construido
por Amaral e colaboradores (2007).

Primeiramente a selecdo de um conjunto de 80 marcadores localizados no
cromossomo X de boi foi realizada, visando uma cobertura mais completa possivel
do cromossomo em estudo. Dos marcadores selecionados foram registradas as
sequéncias dos primers para PCR, disponiveis em bases de dados sobre o genoma
bovino como o mapa de sequéncia do genoma bovino build 3.1 e do mapa de
ligacdo MARC Bovine Linkage Map, disponiveis no banco de dados do NCBI MAP
VIEWER (2008) e complementada com dados de artigos recentes que continham
marcadores ainda n&o depositados nos bancos de dados. .

Estes 80 pares de primers foram testados em experimentos de PCR do tipo
gradiente que tiveram por objetivo avaliar a viabilidade de utilizagdo dos mesmos
para o mapeamento RH por meio da verificagdo da qualidade do produto de PCR
gerado com o DNA das linhagens parentais que originaram o painel RH de bufalo
(DNA de bufalo e de hamster), e identificar a temperatura ideal de anelamento dos
primers no genoma bubalino quando estes foram vidveis. O DNA bovino foi incluido
na reacdo de PCR como controle positivo uma vez que os primers foram
desenhados a partir dos estudos deste genoma. Os produtos de PCR obtidos foram
avaliados quanto ao padrdao de amplificacdo com esses DNAs, devendo ser bufalo
especifico ou diferenciado do produto gerado com DNA de roedor para que o
marcador seja selecionado para tipagem no painel BBUXRHsoo0.

Os marcadores considerados adequados para mapeamento RH foram entédo

tipados nas linhagens do painel por meio de reagdo de PCR. Em cada experimento
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de tipagem foram incluidos DNA de bufalo e roedor como padrdes de amplificacao.
Tais experimentos foram realizados duas vezes para evitar a ocorréncia de falsos
positivos e falsos negativos. Nos casos de resultados ambiguos, um terceiro
experimento somente com as linhagens de resultados discordantes foi realizado. A
analise da tipagem dos marcadores foi feita com base no padrdao de presenca ou
auséncia dos mesmos nas diferentes linhagens hibridas do painel. Os resultados de
presenga e auséncia foram entdo convertidos em dados numeéricos: (0) para a
auséncia de amplificacdo de um dado marcador em uma dada linhagem, (1) para a
presenca e (2) nos casos duvidosos, em uma planilha do tipo Excel.

Estes dados foram analisados pelos programas de andlise estatistica
rh_tsp_map versdo 3.0 (SCHAFFER et al., 2007) e CONCORDE (APPLEGATE et
al., 1998) ligados ao QSopt (http://www2.isye.gatech.edu/ ~wcook/gsopt/), que se
baseiam no critério da maxima verossimilhanga.

Para a construcao do mapa comparativo entre o cromossomo X de bufalo e
de outras espécies de mamiferos foram utilizados o mapa RH do cromossomo X
bubalino (BBUXRHs000), (IANELLA et al., 2008) e os mapas de sequéncia do
cromossomo X humano (HSAX - NCBI Homo sapiens build 36.3) representando a
Ordem Primata, murino (MMUX - NCBI Mus musculus build 37.1) representando a
Ordem Rodentia, bovino (BTAX - NCBI Bos taurus build 3.1) — Ordem Artiodacthyla,
assim como bufalo de rio, canino (CFAX - NCBI Canis lupus familiares build 2.1),
Ordem Carnivora, e equino (ECAX — NCBI Equus caballus build 1.1) Ordem
Perissodactyla e mapa de ligacao de ovino (OARX — Ouvis aries linkage map v 4.7)
também representante da Ordem Arthiodactyla. Uma primeira comparacao valendo-
se somente dos genes comuns a estas espécies foi realizada utilizando-se os genes

e ESTs mapeados no cromossomo X de bufalo.
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Considerando-se a conservacao de sequéncias repetitivas, (ndo codificantes)
como marcadores do tipo microssatélite entre espécies proximamente relacionadas,
foi realizada a comparacao dos mapas dos cromossomos X de bufalo (BBUXRHsgg0)
e de ovelha (OARX linkage map) observando-se a conservagao de sintenia e de
marcadores tipo | e marcadores tipo |l

Os mapas BBUX e OARX (linkage map) foram desenhados utilizando-se o
programa computacional MapChart (VOORRIPS, 2002) a partir das posi¢cdes de
mapa obtidas para BBUXguso00 (IANELLA et al., 2008) e OARX (linkage map v 4.7).
Este programa utiliza as distdncias de mapas obtidas em experimentos de
mapeamento para construir uma representacao grafica de mapas de ligacéo, RH e
QTLs. O software encontra-se disponivel na pagina de internet http//www.joinmap.nl.
As outras comparactes foram realizadas valendo-se das posicdbes em megabases e
em centimorgans (no caso ovelha) dos genes e ESTs mapeados nos cromossomos

X destas espécies.



RESULTADOS




Resultados 27

Os resultados obtidos neste trabalho foram divididos em dois capitulos. O
capitulo | traz o artigo publicado na Revista Animal Genetics ( IANELLA et al., 2008)
onde o primeiro mapa RH do cromossomo X bubalino (BBUXs00) € apresentado e
comparado com mapas RH e mapa de sequéncia de bovino.

O capitulo Il trata da comparacdo mapa do cromossomo X apresentado no

capitulo | com mapas do cromossomo X de diferentes espécies de mamiferos.
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CAPITULO I

Artigo publicado na Revista
Animal Genetics

ISSN 1365-2052

2008
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SHORT COMMUNICATION doi:10.1111/].1365-2052.2007 01696.%

First radiation hybrid map of the river buffalo X chromosome (BBUX)
and comparison with BTAX

P. lanella®, L. P. R. Venancio*, N. B. Stafuzza*, M. N. Miziara®, R. Agarwala', A. A. Schiffer',
P. K. Riggs®, J. E. Womack® and M. E. J. Amaral**®

*Dept. Biologia, IBILCE, LINESP - Sao Paulo State University, S3o Jose Rio Preto, SP 15054-000, Brazil. *Mational Center for Biotechnology
Infarmation, Mational Institutes of Health, Department of Health and Human Services, Bethesda, MD 20894, USA. J'EJ£-|:|ar'f:r'|'|£-r|t of Animal
Science, Texas A&M University, College Station, TX 77843, USA. #Department of Veterinary Pathobiology, Texas A&M University, College
Station, TX 77843, USA

Summary We report the first radiation hybrid map of the river bulfalo X chromosome generated from
a recently constructed river bullalo { Bubalus bubalis) whole-genome radiation hybrid panel
(BBURHs00). This map contains a total of 33 cattle-derived markers, including 10 genes,
four ESTs and 19 microsatellites. The markers are distributed in two linkage groups: LG
contains eight markers spanning 125.6 ¢R, and LG2 contains 25 markers spanning
3663 cR. LG1 contains six markers in common with bovine sequence assembly ronn 3.1,
With the exception of BMS2152, the order ol these markers on our BBUX map is shuffled
when compared to the cow X chromosome {Bos taurus; BTAX). From LG2, two markers
(AMELX and BL22) map to a more distal portion of BTAX compared to BBUX. In addition,
two pairs of LG2 markers exhibit inversions compared o BTAX (ILSTS017 and ATRX;
XBM3& and PPEF1). Alternatively, when compared to the most recent bovine RH map
{Bov-Gen 3000rads), BL1098 and BMS2227 [rom LG1 as well as PLS3 and BMS1X20) [rom
LG2 showed inverted positions on the BBUX map. These discrepancies in buflalo and cattle
maps may reflect evolutionary divergence ol the chromosomes or mapping errors in one
ol the two species. Although the set of mapped markers does not cover the entire
X chromosome, this map is a starting point lor the construction ol a high-resolution map,
which is necessary for characterization ol small rearrangements that might have occurred
between the Bubalus bubalis and Bes taurus X chromosomes.

Keywords radiation hybrid mapping, river bullalo, X chromosome.

Chromosomal banding patterns reveal nearly identical
karvotypes of river bullalo ( Bubalus bubalis, 2n = 50) and
cattle (Bos tourus, 2n = 60)), with five bi-armed bullalo
chromosomes appearing to be the result of [usions between
single-armed cattle chromosomes (lannuzd 1994; lannuzz
et al. 2003). This close relationship between buflalo and
cattle genomes has been uselul for the construction ol bul-
falo radiation hybrid (RH) maps based on cattle-derived
markers (Amaral et al. 2007; Miziara et al. 2007; Staluza
et al 2007). In contrast to the extensive autosomal banding
conservation among bovine and bullalo, the X chromosome
shows considerable structural differences both in shape
and/or centromeric position, attributed to rearrangements
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Res, Bldg #1197, Raymond Stotzer Parkway, Texas A&M University,
College Station, TX 77843 4467, USA,

E-mail: eamaral@cvm. tamu.edu

Accapted for publication 8 November 2007

during evolution of these species. The bovine X chromosome
is characterized as submetacentric while the river buflalo is
acrocentric. Cytogenetic studies, linkage analysis, FISH and
RH mapping approaches (lannuzz & Di Meo 1995; Ponce
de Ledn et al. 1996; Yeh ef al. 1996; Hassanane et al, 1998;
lannuzzi et al 2000; Amaral et al 2002) have demon-
sirated  probable rearrangements that oceurred during
evolution to result in the present morphology ol the
X chromosome in these species.

The most recent gene map ol the river bullalo
X chromosome (lannuzz et al. 2000, 2003) includes a total
ol 28 markers (seven genes and 21 microsatellites) assigned
by FISH. In contrast, the cattle X chromosome map contains
176 markers ordered by RH technology (Jann et al. 2006). In
this paper, we describe the first RH map [or the river buffalo X
chromosome composed of 33 catle-derived markers,
including 10 genes, four ESTs and 19 microsatellites.

Forty-eight markers were successfully typed on the 90 EH
lines and control bulfalo and hamster DNA by PCR in 96-well
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Figure 1 Comparison of the BBUX RH map (centre) with the BTAX RH map (BovGen RH map) (left), and the bovine genome smn 3.1 for BTAX (ight).
All framework markers are shown inbold letters because for each framework marker, its position is better than the next best alternative by at least 0.50
LOD score units. Markers common tothe BBUX framewaork map, the BTAX genome seguence and the BovGen RH are joined by a solid line. Positionsin
the BBUX map are in cRage, while positions in the BTAX RH map are in cRagoe and the BTAX genome assembly is in Megabases (Mb). Solid red lines are
showing inverted pairs of markers. The centromere positions shown as black dircles on the BTAX and BBUX maps are approximate.
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microtitre plates on a thermocycler with thermal gradient
(PTC-200; M] Research), as described by Staluza et al
(2007). The PCR products were electrophoresed through 2%,
agarose gels in 1.0x TBE buffer containing ethidium bro-
mide, and photographed under UV light. PCR products were
scored as 1 [or present, 0 for absent or 2 for ambiguous
amplification. All primer sets were typed twice with the RH
panel DNA and scored independently. Primer pairs that
produced ambiguous PCR results were typed a third time.
The BBUX RH map was constructed using maximum
likelthood criterion with the software th_tsp_map (Schéfler
et al. 2007} and concorpe (Applegate et al. 2006) linked to
gsorT  (http:/fwww 2isye. gatech.edu/~weook/gsopt/). We
followed instructions in the rh_tsp_map tutorial (ftp://
ftp.ncbhinlm.nih.gov/pub/agarwala/rthmapping/rh_tsp_
map.tar.gz), which describes a multi-step, semi-automated
procedure [or computing RH maps. For this study, we car-
ried out the steps from preparing input files and computing
two-point LOD scores through to solving a restricted trav-
elling salesman problem that assigns a cR position to each
frame and placed marker in a unified instance. To compute
linkage groups, we used a pairwise LOD score threshold of
7.0, which is greater than the thresholds used in previous
2007;
Staluzza et al. 2007). The increased threshold was used

river buflalo chromosome maps (Miziara et al

because the increasing number of river bullalo markers now
typed across multiple chromosomes increases the probabi-
lity that a spurious high LOD score between two markers on
different chromosomes will be observed.

In all, 48 markers were scored on the BBURHg,,,,, panel.
Out of the 48 markers, 33 were ordered and assigned to cR
positions on the MLE-consensus map (Fig. 1). Table 1
shows additional inlormation about the markers presented
on the BBUX RH map. Filteen other markers were not in-
cluded in the map as they were in groups ol three or smaller
{10 markers), or could not be ordered with sulficient con-
fidence (fve markers).

The markers incorporated into the BBUX KH map (Fig. 1)
were distributed in two linkage groups: LG1, spanning
125.6 cR with eight markers (one gene, one ESTs and six
microsatellites) and LG2, spanning 3663 ¢R with 25
markers (nine genes, three ESTs and 13 microsatellites). Six
markers from LG1 on the BBUX map can be placed on bo-
vine sequence assembly sonn 3.1, but their order is shuffled
between the two maps, and another pair of markers
(BMS2227 and BL109%) is inverted when BBUX is com-
pared to the BTAX RH map (Jann et al. 2006). From LGZ,
two frame markers (AMELX and BL22) are shilted distally
on BTAX relative to BBUX. In addition, there are two
inversions, one between markers ILSTS017 and ATRX, and
the other between PPEF1 and XBM3&. when compared
with the BTAX gonn 3.1, Two markers from LG2 (MCM74
and TGLA325) were previously assigned by FISH (lannuzzi
et al. 2003), serving as anchor markers for the orlentation
of the linkage group. When compared to the bovine RH
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map, the BBUX map order is consistent, with the excep-
tion of an inversion between BMSI820 and PLS3. These
rearrangements may represent inversions and other
rearrangement differentiating BBUX and BTAX, or the
map and/or the assembly may be incorrect. It is also
possible that as more markers are placed on the BEUX RH
map, relative positions assigned to the markers may change.

The retention [requency (RF) of the mapped markers
ranged from 7.8% lor the gene HUWET (previously UREBT)
to 289% for the microsatellites MAF45, INEA30 and
TGLA325. Compared o the RF observed among markers
from BBU1 (Miziara el al. 2007), BBU3, BBUI(O (Amaral
et al. 2007) and BBUG (Staluzza et al. 2007), a lower RF for
markers on the X chromosome was expected, because the
BBURH.,, panel was constructed from a cell line estab-
lished from a male (XY) animal. The markers with a RF
=20% (XBM24, MAP45, TGLA325, INRA3() and ASMTL)
are known to be located on the pseudoautosomal region
(PAR) of BTAX, meaning that the selected PCR primers
were also complemented with sequences from the bullalo
Y chromosome. Our preliminary mapping results confirm
the previous assignment ol the PAR region to the terminal
portion of BBUX (Prakash et al. 1997; lannuzzi et al 2000),
thus assigning lor the first time cR map positions [or [our
markers ( XBM24, MAF45, INRA30 and ASMTL). Especially
because a genetic linkage map does not exist for river bul-
falo, the RH map generated in this study provides valuable
data [or comparative mapping ol the BBUX chromosome.

Radiation hybrid mapping within cow has exposed some
likely large-scale position errors within BTA suin 3.1 (e.g.
Margues et al. 2007). Radiation hybrid mapping in bullalo
provides another approach that can shed light on discrep-
ancies between BTA RH maps and the BTA suiip 3.1, and
help identify suspect regions in the cow assembly.
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CAPITULO I1I

Analise Comparativa entre os Mapas
do Cromossomo X de Bufalo de Rio e

outras Espécies de Mamiferos.
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No presente trabalho foram comparados mapas de cromossomos X de
diferentes espécies de mamiferos (Figura 1): bufalo de rio, boi e ovelha
representando a familia Bovidae da Ordem Arthiodactyla, humano representando a
Ordem Primata, camundongo da Ordem Rodentia, cavalo representando a Ordem
Peryssodactyla e cachorro representando a Ordem Carnivora.

A figura 1 traz uma comparacao entre os mapas de ligacdo do cromossomo X
de ovelha e mapa RH do cromossomo de bufalo de rio (Figura 1A), e comparacao
entre genes ortélogos do cromossomo X de bufalo de rio, humano, camundongo,
boi, cachorro, cavalo e ovelha (Figura 1B).

Na comparagao do cromossomo X bubalino com humano (Figura 1B) pode-se
observar que dentre os genes mapeados, somente o gene ILSTS017 ndo se
encontra mapeado no genoma humano, e somente a Sequéncia de Etiqueta
Expressa (EST) FACL4 (3) ndo se encontra anotada no mapa de sequéncia
humano, porém este marcador encontra-se indicado no HSAX por outras
ferramentas de mapeamento. Numa visdo geral, 0s genes encontram-se arranjados
em um mesmo bloco de sintenia contendo quatro inversdes sinalizadas na figura. Os
genes localizados nos blocos sinalizados (SCL6A8/ DKC1, PLP1/PLS3, XIST/ATRX
e AMELX/PPEF1) ocupam posicoes diferentes em relacdo aos seus vizinhos em

bubalino e humano, indicando a existéncia de rearranjos dentro destas regides.
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Figura 1: Mapa comparativo do cromossomo X de bufalo de rio. 1A: Comparagdo entre os
marcadores do tipo | e Il do mapa de ligacdo do cromossomo X de ovelha (OARX) e mapa RH do
cromossomo X de bufalo (BBUXsp00). Os marcadores correspondentes nos cromossomos das duas
espécies estao ligados por linhas sélidas vermelhas, podendo se observar a conservacao da ordem
dos marcadores e inversdo de todo este bloco sinténico. 1B: Localizacdo em mega pares de base
(Mbp) das seqiiéncias de todos os ortélogos de humano (HSA), camundongo (MMU), boi (BTA),
cachorro (CFA) e cavalo (ECA) dos genes mapeados no cromossomo X de bufalo e localizagdo em
centimorgans (cM) para os ortélogos de ovelha mapeados no BBUX. ( - ): genes ndo mapeados no
genoma da espécie; ( * ) ndo anotados: genes que estéo indicados ao cromossomo X da espécie mas
ainda nao foram anotados no mapa de sequéncia.
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As comparacées entre bufalo e camundongo mostram dois genes (ILSTS017
e ASMTL1) ndo mapeados no seu genoma e sete genes indicados no cromossomo
X, mas nao anotados no mapa de sequéncia desta espécie. Uma grande
conservacdo da ordem génica pode ser observada na comparagdo com boi,
mostrando apenas poucas discrepancias como nos blocos génicos
(XIST/ILSTS017/ATRX) e (AMELX/PPEF1) que se encontram com a ordem invertida
com relacdo ao bufalo. Os mapas de sequéncia de cachorro e cavalo possuem
poucos genes anotados que sdo comuns a estas espécies e bufalo de rio, nao
permitindo realizar inferéncias sobre a conservagdo da ordem dos marcadores. O
mesmo pode ser observado na comparacao dos genes com o mapa de ligagao de

ovelha (Figura 1B).
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O primeiro mapa RH do cromossomo X de bufalo (BBUX-RHsg) foi
elaborado a partir do recém construido painel de células hibridas irradiadas do
genoma bubalino BBURHs000 (AMARAL et al., 2007). Foram incorporados ao mapa
do cromossomo X, 33 marcadores, oriundos do cromossomo X bovino, sendo eles
dez genes, quatro ESTs e 19 microssatélites.

Dos 80 pares de primers de marcadores inicialmente selecionados para
serem testados com DNA bubalino, 32 foram considerados inadequados para os
experimentos de tipagem no painel RH por ndo apesentarem produto unico de PCR
especifico ou diferenciado de roedor. Os outros 48 pares de primers, que
amplificavam produto de PCR adequados aos experimentos de mapeamento RH
foram tipados pelo menos duas vezes nas 90 linhagens hibridas bufalo-roedor do
painel BBURHsp00. Os dados de presenca e auséncia compilados em matriz
numeérica de 0, 1 e 2 foram entdo analisados por pacotes estatisticos.

A analise estatistica da tipagem destes marcadores foi realizada utilizando-se
os softwares rh_tsp_map versdo 3.0 (SCHAFFER et al., 2007) e CONCORDE
(APPLEGATE et al., 1998) ligados ao QSopt (http://www2.isye.gatech.edu/
~wcook/gsopt/). Estes softwares se baseiam no critério de maxima verossimilhanca
(Maximum Likelihood Estimate - MLE) para a construcao de um mapa consenso.
Para computar os grupos de ligacao foi utilizado /od score de 7, que foi maior do que
o dos mapas dos cromossomos bubalinos 1 (MIZIARA et al., 2007) e 6 (STAFUZZA
et al., 2007) construidos anteriormente. Isso significa que houve um aumento nos
valores estatisticos minimos para ordenacdo dos marcadores, tendo o presente
mapa um maior suporte estatistico do que os anteriormente produzidos.

Dos 48 marcadores tipados, 33 foram ordenados e tiveram suas posicoes

definidas no mapa com Jod score superior a 7. Os outros 15 marcadores néo foram
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representados no mapa consenso do cromossomo X, dez deles por se encontrarem
em grupos de trés marcadores ou menos e, cinco deles porque ndo eram ordenados
com a confiangca minima estabelecida (LOD = 7), ou seja, ndo alcangavam o suporte
estatistico minimo exigido para ser incorporados ao mapa.

Os 33 marcadores que integraram o mapa foram distribuidos ao longo do
cromossomo X em dois grupos de ligacao: o grupo de ligagcdo 1 (LG1) e grupo de
ligagdo 2 (LG2). Ao longo do LG1 encontram-se oito marcadores (um gene, uma
EST e seis microssatélites) estendendo-se em 125,6 cRsg00 €, N0 LG2 encontram-se
25 marcadores (nove genes, trés ESTs e 13 microssatélites) totalizando 336,3
CRs000. Desta maneira, 0 BBUX — RHsgg0, tem um comprimento total de 461,9 cRso00
e uma densidade média de 1 marcador mapeado a aproximadamente cada 14
¢Rso00.

As frequéncias de retencao (Retention Frequency — FR) de cada marcador
tipado foram calculadas a partir da razdo entre o0 nimero de linhagens positivas (que
apresentaram produto de PCR para determinado marcador) e linhagens negativas
(auséncia de produto de PCR) do painel RH. Os valores de freqiéncia de retengao
dos marcadores ordenados no BBUX-RHsggo variaram de 7,8% para o gene UREB1
e 28,9% para os microssatélites INRA30, MAF45 e TGLA325, apresentando uma FR
média de 15,42%. Comparando-se com as FR dos mapas dos cromossomos
bubalinos 1 (BBU1) obtido por Miziara e colaboradores (2007) e, cromossomo
bubalino 6 (BBU6) construido por Stafuzza e colaboradores (2007), a partir do
mesmo painel RH, com as FR obtidas na constru¢dao do mapa do cromossomo X
bubalino, pode-se observar uma média de FR bem menor. Tal fato € compreensivel
e facilmente explicavel, uma vez que o painel BBURHSsq foi construido a partir de

uma linhagem celular de um budfalo macho (XY). Deste modo, € de se esperar que
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0s genes especificos dos cromossomos X ou Y tenham uma média de FR bem
menor que de marcadores situados nos autossomos por estarem representados em
copia unica nas células utilizadas. Os marcadores localizados no BBUX com FR
maiores que 20%, (XBM24, MAF45, TGLA325, INRA30, ASMTL) estao localizados
na regido pseudoautossémica (PAR) de boi, ou seja, possuem homoblogos no
cromossomo Y, apresentando por estes motivo, FR mais parecidas com aquelas
observadas em marcadores localizados nos autossomos.

Levando-se em consideragcao que o genoma bubalino ndo conta com mapa
de ligacado, e que o mapa citogenético de bufalo (IANNUZZI et al., 2003) possui
apenas um marcador em comum com o0 BBUX-RHso00 gerado neste trabalho, o mapa
RH do BBUX foi comparado aos mapas RH (BovGen — JANN et al., 2006) e mapa
de sequéncia (NCBI — Bos taurus build 3.1) do genoma bovino. Esta comparacao
torna-se viavel pela extensa conservacdo observada entre o cromossomo X de
mamiferos (PONCE DE LEON et al., 1996; MURPHY et al., 1999b; RAUDSEPP et
al., 2002; 2004; QUILTER et al., 2003; RUBES et al., 2005) principalmente dentro da
familia Bovidae (IANNUZZI et al., 2000; AMARAL et al., 2002; CHAVES et al., 2005;

IANELLA et al., 2008).

A comparacao do BBUX-RHsp0 com BTAX-RHsp00 (JANN et al., 2006), de
modo geral, revelou uma conservagao da ordem dos marcadores, com excecao da
identificacdo de duas alteragdes na ordem génica, uma no LG1 e outra no LG2.
Estas alteracbes sugerem a existéncia de microrearranjos nestas regides do
cromossomo X de bufalo e boi. A comparacao do BBUX-RHso00 com o mapa de
sequéncia do BTAX (build 3.1) revela a existéncia de cinco pequenas inversdes na
ordem génica (trés no LG1 e duas no LG2), as quais, porém, ndo foram observadas

na comparagao com BTAX-RHsp00. Estas alteracbes podem representar alteracdes
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nao genuinas da ordem génica do cromossomo X bubalino em relagdo ao bovino, e
serem reflexo de erros de alinhamento das seqiéncias no mapa molecular bovino
como ja anteriormente mencionado por Marques e colaboradores (2007). O
esclarecimento destes pontos de discordancia entre os mapas podera ser realizado

com a adicao de novos marcadores ao mapa do cromossomo X bubalino.

Com o objetivo de tentar gerar uma avaliagao preliminar da extensdo do mapa
BBUX-RHs000 €m pares de base, o primeiro e o ultimo marcador de cada grupo de
ligacdo do BBUX foram comparados com as posi¢cdes em megabases de seus
correspondentes no BTAX. No LG1, o intervalo entre o microssatélite BMS2152
(posicao 10,7 cRsp00 No BBUX) e o0 gene DKC1 (posicao 125,6 cRsg0) corresponde a
um intervalo de 114.9 cRso00 € Nos mapas molecular do BTAX equivale a 9,15Mb. No
LG2 o intervalo entre o gene PLP1 (posicao 0,0 cRsoo0 N0 BBUX) e o microssatélite
XBM24 (posicao 295.9 cRsp0) € de 295,9 cRsop0 correspondem a 51,9Mb no mapa
molecular BTAX. Essa correspondéncia gerou uma correlacdo aproximada para LG1
e LG2 de 13,72 e 5,70 centirays (cRso00) por megabases (Mb), respectivamente.

Quando se compara, de modo geral, a distribuicdo dos marcadores do BBUX
com seus correspondentes no BTAX-RHsp, considerando-se o primeiro
(HUMM_21) e o ultimo (ASMTL) marcadores em comum entre os dois mapas, uma
cobertura de 87% pode ser estimada. A mesma comparagdao com 0 mapa molecular
BTAX build 3.1, considerando-se o primeiro marcador em comum a ambos 0S mapas
sendo o microssatélite BMS2152 e o ultimo, BL22, resultou em uma cobertura
estimada de 73%. Uma vez que se assume a extensa conservagcao entre 0s
cromossomos X destas duas espécies, a partir destas estimativas, pode se observar
que o primeiro mapa RH do cromossomo X de bufalo de rio alcangou uma boa

cobertura deste cromossomo.
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O primeiro mapa do cromossomo X de bufalo gerado por lanella e
colaboradores (2008), juntamente com outros trabalhos de mapeamento (AMARAL
et al., 2007; GOLDAMMER,et al., 2007; MIZIRA et al., 2007; STAFUZZA et al., 2007)
e ainda outros tipos de estudos envolvendo o genoma bubalino (VENANCIO et al.,
2007) fazem parte de estratégias iniciais de insercdo do bufalo na lista de espécies
de interesse econbémico mais bem estudadas, constituindo o ponto de partida para a
construcao de mapas RH de alta resolucdo e mapas comparativos do genoma
integral, necessarios para futuras manipulacées do genoma bubalino com o intuito

de promover melhoramento genético, selecao assistida de marcadores entre outros.

A comparacao de genomas através de mapeamento comparativo tem ajudado
a compreender a evolugcao cariotipica em vertebrados e principalmente em
mamiferos. A realizacdo da comparacdo dos mapas de cromossomos X de
diferentes espécies de mamiferos: bufalo de rio, boi e ovelha, homem, camundongo,
cavalo e cachorro evidencia a caracteristica conservativa deste cromossomo, de
acordo com Ohno (1973). Os resultados das comparacgdes realizadas neste trabalho
permitem reiterar a conservacao sinténica do cromossomo X em mamiferos
distantemente relacionados como bufalo e humano.

De modo geral, pode-se observar que todos os genes mapeados em bufalo
pela metodologia de células hibridas irradiadas, encontram-se indicados em pelo
menos uma das espécies com as quais o mapa BBUX foi comparado confirmando a
alta conservacgéao sinténica tipica deste cromossomo. Esta conservacédo do conteudo
génico do cromossomo X de mamifero tem sido constatada na literatura por varios
estudos comparativos em mamiferos (PONCE DE LEON et al., 1996; IANNUZZI et

al., 2000; RAUDSEPP et al., 2004; RUBES et al., 2005).
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A premissa de que sequéncias nao codificantes sdo conservadas em
espécies proximas como boi/bufalo ou boi/ovelha fundamenta a utilizagdo de pares
de primers heterblogos para a amplificacdo de microssatélites provenientes de uma
espécie para amplificacdo de produto de PCR em outra espécie. A mesma premissa
foi utilizada para justificar a analise comparativa dos genomas de ovelha e bufalo
utilizando como referéncia sequiéncias nao codificantes, como microssatélites, além
dos marcadores do tipo genes codificantes. Desta maneira foi feita também a
comparacao do mapa do cromossomo X bubalino com o mapa de ligacdao do
cromossomo X ovino, rico em microssatélites, permitindo a avaliacdo de um maior
namero de marcadores entre estas espécies da familia Bovidae as quais sao
filogeneticamente proximas.

Pode-se observar uma conservagao da ordem de todos os marcadores
comuns aos mapas dos cromossomos X nestas duas espécies. Tratam-se de quatro
genes e oito microssatélites com a ordem linear conservada, formando porém um
bloco invertido com relagcdo ao X bubalino. Esta inversdo estda de acordo com os
estudos citogenéticos e de hibridizacéo in situ anteriormente realizados (PONCE DE
LEON et al., 1996; ROBINSON et al., 1998), que procuram descrever 0s rearranjos
envolvidos na diferenciagdo morfologica do cromossomo X dentro da familia Bovidae
durante a sua evolugao.

A comparacao dos marcadores mapeados no cromossomo X bubalino
utilizando o painel BBURHs000 (IANELLA et al., 2008) com mapas do cromossomo X
de diferentes espécies de mamiferos gerou informagbes que confirmam a
caracteristica conservativa deste cromossomo de mamiferos. A insercao de novos
marcadores no cromossomo X bubalino, bem como o mapeamento deste

cromossomo em outras espécies, virdo contribuir para a deteccdo mais precisa de



Discussdo 42

rearranjos internos que ocorreram durante a peculiar evolugdo deste cromossomo, e
informar sobre possiveis limites de pontos de quebra evolutivos que culminaram nos

diferentes rearranjos internos do conteudo do X de mamiferos.
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As partir do trabalho desenvolvido no presente capitulo, onde foi gerado o
primeiro mapa RH do cromossomo X bubalino (BBUX-RHsgo0), foram integrados 33
marcadores, sendo eles dez gene codificantes, quatro ESTs e 19 microssatélites. As
comparacgdes entre o BBUX-RHso00 € 0 mapas mais recentes do cromossomo X
bovino, BTAX-RH3p00 € mapa molecular BTAX (Build 3.1) contribuem para reforcar a
teoria da conservacao do conteudo deste cromossomo, realgando ainda algumas
inconsisténcias e pontos de discrepancias entre os dois mapas de boi. Na
comparacao entre BBUX-RHso00 € BTAX-RH3000 foram evidenciadas somente duas
alteragcOes na ordem dos marcadores, mantendo-se conservada a ordem linear dos
demais, ja a comparacao entre BBUX-RHs000 € 0 mapa de seqiiéncia BTAX mostrou
cinco alteracbes na ordem dos marcadores, diferentes das observadas na
comparagao com BTAX-RH3pg0.

Pode-se concluir que a utilizacdo de primers heter6logos derivados de
marcadores do cromossomo X bovino mapeamento do BBUX foi realizada com
sucesso tanto para genes quanto para ESTs e microssatélites, evidenciando a
grande conservacgao nas sequéncias entre as duas espécies.

A distribuicdo dos marcadores obtida ao longo do BBUX foi satisfatéria,
resultando em uma cobertura adequada para um primeiro esforco de mapeamento
deste cromossomo.

O mapa comparativo do cromossomo X bubalino com outras espécies
representando diferentes ordens da Classe Mammalia permite concluir que existe
uma extensa conservagdo do conteudo do cromossomo X mesmo entre espécies
distantemente relacionadas. Grande parte deste conteudo que apresenta sintenia

conservada, mantém conservada também a ordem génica, com excecao de algumas
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posicdes discordantes, frutos de rearranjos internos que acompanharam a evolugao
deste cromossomo.

A comparacdo com o mapa de ligacdo de ovelha permitiu verificar a extensa
conservacdo da ordem génica nestas duas espécies pertencentes a Ordem
Arthiodactyla, familia Bovidae, refletindo sua proximidade filogenética embora, exista

a inversao de todo o bloco conservado.
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Preliminary radiation hybrid map for river buffalo chromosome 6 and
comparison to bovine chromosome 3
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Summary

We present the first radiation hybrid (RH) map of river bullalo { Bubalus bubalis) chromo-
some & (BBUG) developed with a recently constructed river bullalo whole-genome RH panel
(BBURHspg). The preliminary map contains 33 cattle-derived markers, including 12
microsatellites, 19 coding genes and two ESTs, distributed across two linkage groups.
Retention [requencies [or markers ranged from 14.4% to 40.0%. Most ol the marker orders
within the linkage groups on BBU6 were consistent with the cattle genome sequence and
RH maps. This preliminary BRH map is the starting point lor comparing gene order between
river buffalo and cattle, presenting an opportunity for the examination ol micro-rear-
rangements ol these chromosomes. Also, resources [or positional candidate cloning in river

buffalo are enhanced.

Keywords river bullalo, chromosome 6, radiation hybrid mapping.

River bulfalo | Bubalus bubalis) contributes immensely o the
world agricultural economy of meat and milk production, as
well as draught power. In the countries where buffalo are
economically important livestock, sclentilic resources are
limited. Conseguently, genome research in this species lags
behind many other domestic species (Womack 2005). Few
resources exist for river bullalo, aside [rom rudimentary
somatic cell maps (El Nahas et al. 1996) and cytogenetic
maps (lannuzd et al. 2003).

Cytogenetic studies in river buflalo using in situ hybrid-
ization and somatic cell technigues (El Nahas et al. 2001;
lannuzzi ef al. 2003) have identified river buffalo chromo-
some 6 (BBUA) as orthologous o domestic cattle (Boes
taurus) chromosome 3 (BTA3). The most recent reports
regarding river bullalo genome mapping (lannuzz et al
2003; Di Meo et al. 2006) describe physical assignments for
302 loct, with the BBUS map containing 12 loci (six genes
and six microsatellites) assigned by FISH. In contrast, a

recent radiation hybrid (RH) map ol BTA3 includes 154

Address for correspondence

M. E J. Amaral, Comparative Genomics Laboratory, Department of
Biclogia, UNESP — 530 Paulo State University, IBILCE, Sdo Jose Rio
Pretn, SP 15054-000, Brazil

E-mail: eamaral@ibilce.unesp.br

Accepted for publication 26 March 2007

markers (Everts-van der Wind et al, 2005). Numerous QTL
with pleiotropic effects for multiple milk production traits,
such as milk yield, protein percentage, protein yield, lat
percentage and fat yield (Khatkar et al. 20004} have been
mapped to BTA3.

In this report, we present a preliminary RH map [or
EBU6 composed ol cattle-derived markers and its com-
parison with BTA3 sequence and RH maps (Everts-van
der Wind et al. 2004; 2005). It was anticipated that PCR
primers for most of the BTA3 markers would amplify
bullalo genomic DNA. Although some PCR amplification
[ailures were observed, cattle PCR primers [rom micro-
satellites, ESTs and coding genes produced reliable scores,
consistent with the percentage obtained by Amaral et al.
{2007).

Markers were scored alter amplification of DNA [rom 90
RH cell lines and control bullalo and hamster DNA by PCR
in 96-well micro-titer plates using a M] Research PTC-200
(Peltier Thermal Cycler) thermocycler with thermal gradi-
ent, as described elsewhere (Amaral ef al. 2007). All primer
sets were typed twice across the RH panel DNA and scored
independently. Primer pairs that showed ambiguous results
were typed a third time.

Eight of 36 markers (BMS&35, NRAS, [IDVGASS,
BMS963, MUFI1, BMS2904, BMS723 and F3) also ampli-
fied control hamsier DNA. O these, five markers (BMSE335,



Anexos 56
2 Stafuzza et al.
BBUs BBUS BTA3
Ideogram RH map Build 3.1
0.0-— g UWCA7 oM DKFZP584B187
77— — BMSET1
11 — - MB101
UWCAT
. 4.4 ad BE217553
48, IDVGA-53 e
o %) h IDVGA-53
g27 u CRABP2
93.2 TUFT] e TUFT1
15 }— IDVGA-53 20M BMS963
CSSMO54
133. CSSM054 — HSD3B1
_/_1 16— 25 BL41
CSSMO54 152.7 —— NGFB
L NRAS
HSD3B1 30N BMS2075
e = CSF1
22 205, ~J 35M vava
- 219.3—
597, -
i }7NGFB nd 227 BMS2075 a0 .
et 45M DPYD
SBE BMS1638
a8 }_ NAAS OFYD / MB02g* SOM BEM220
- 314, BMS1636 BMs4gs
5N
_/— 0.0 vox uox
H Uox S0
BMS1288
G5M
" 471 PTGFR PTGFR
9.7 INRAG41* TOM
RPE&s
A f" 75M
1142 pem =
34 1254 AW267062 g ggfﬁ 082
1442 JUN
a5M JUN
a5
BMS835
1895 BMS835 GO
36 a5M
LRRCA41
a7 239.1 MACF1 4 Rps8
26341 LRRC41
- ) MACFT
271.2 NCDN
NCDON
39 800.8 SAG TTom g %qu o7
30 334.8 mpsg —_/ 115M PPP1RT
Rh cRay Mb

Figure 1 Comparison of the river buffalo chromosome & (BEUE) RH map (center) with the buffalo cytogenetic (lefth and the bovine genome build
3.1 for BTA3 (right). Framework markers are bolded and have been placed ata position that was better than the next best alternative by at least 0.50
LOD. Markers common to both the BBUS framework map and the BTA3 genome sequence are joined by asolid line. Positions in the BBLUG map are in
cRagan, while positions in the BTA3 map are in megabases (Mb). Solid red lines indicate markers that were inverted between the two species. Four
markers on the BBUS map are not currently assigned a Mb position on BTA3: arders for RMOTS, MBO%S and INRAO4T were in agreement with the
cattle linkage map (lhara et al. 2004) whereas the order for OVGPT was in agreement with the cattle RH map (Band et al. 2000).
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NRAS, IDVGA53, BMS963 and MUFT) were suitable for
scoring because the PCR products of bulfalo and hamster
were resolvable. The remaining three markers were not
included in the analysis.

The BBU6 RH map was constructed using rh_tsp_map
(Schiller et al 2007) and covcorne (Applegate et al. 1998)
linked to Qsopt (httpy fwww. isye.gatech.edu/~weook/
gsopt/). We used the maximum likelihood criterion lor
creating ‘MLE-consensus’ maps (Agarwala et al. 2000). In
contrast to the rh_tsp_map tutorial iltp://Tip.ncbi.nih.gov/
pub/agarwala/rthmapping/rh_tsp_map.tar.gz), we used a
pairwise LOD score threshold of 5.0 because ol the small
number of markers.

A total of 33 markers were predicted to be on BBEUA
based on previous assignments to BTA3. The markers were
included 21
markers ({10 coding genes, one cattle EST and 10
microsatellites) and LG2 with 12 markers (nine coding
genes, one EST and two microsatellites) (Fig. 1). Twenty-

distributed in two linkage groups: LG1

nine of the 33 markers were ordered and assigned cR
positions on the MLE-consensus map and the remaining
four markers were placed in bins. The map of LG1 spanned
303.2 cR and the map of LG2 spanned 334.9 cR, giving a
638.1 cR. The
requency ol the mapped markers ranged rom 14.4% lor
RPSE to 40.0% for NRAS. Additional information about
the mapped markers is given in Table 1. The positions ol
six markers (IDVGA-53, HSD3B1, CSSM054, NGFB, NRAS
and UDX) corresponded to their cytogenetic assignment on
BEUG (lannuzzi et al. 2003).

Because a linkage map does not exist for river bullalo, our

total estimated length of retention

BBUA RH map results were compared with the current
genome build 3.1 of BTA3. A lew disagreements were
observed in the order of the markers on BBU# (Fig. 1). Also,
the marker orders in the two linkage groups on BBU6 were
not entirely consistent with cattle RH maps (Everis-van der
Wind et al. 2004, 2005).

Increasing the number of genes on the BBU6 map and
comparing their positions with the map locations on BTA3
will elucidate the conserved breakpoints between these two
chromosomes.
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Abstract. The largest chromosome in the river buffalo
karyotype, BBUI, is a submetacentric chromosome with
reported homology between BBUlg and bovine chromo-
some 1 and between BBUlp and BTA27. We present the
first radiation hybrid map of this chromosome containing
69 cattle derived markers including 48 coding genes, 17
microsatellites and four ESTs distributed in two linkage
groups spanninga total length of 1330.1 ¢Rzg90. The RH map
was constructed based on analysis of a recently developed

river buffalo-hamster whole genome radiation hybrid
(BBURHsq00) panel. The retention frequency of individual
markers across the panel ranged from 17.8 to 52.2%. With
few exceptions, the order of markers within linkage groups
is identical to the order established for corresponding cattle
RH maps. The BEUI map provides a starting point for com-
parison of gene order rearrangements between river buffalo
chromosome 1 and its bovine homologs.

Copyright © 2007 5 Karger AG, Basel

As livestock, the river buffalo (Bubalus bubalis) plays an
important role in the livestock world economy by contribut-
ing high quality milk and meat for human consumption.
Despite its economic importance, the river butfalo genome
is not as intensively studied as other livestock species, such
as domestic cattle. Thus, genome mapping of river buffalo
remains important for identification of genes affecting eco-
nomic traits.
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Recent reports regarding the river buffalo genome map-
ping (Tannuzzi et al,, 2003; Di Meo et al.,, 2006) describe a
total of 302 loci (180 of type I and 122 of type II) physically
assigned to its genome. Of the 302 loci, 256 were mapped by
in situ hybridization (254 by FISH), 15 by both FISH and
somatic cell hybrid analysis and 33 by using only somatic
cell hybrid analysis. BBUIL, the largest of the five biarmed
chromosomes in the river buffalo genome, has only 13 genes
and 10 microsatellites assigned by FISH or somatic cell pan-
el mapping (Tannuzzi et al., 2003; Di Meo et al.,, 2006). In
contrast, the third generation bovine RH map includes 67
marlers and 175 markers assigned to BTA27 and to BTAL,
respectively (Everts-van der Wind et al., 2005). BTA27 is
known to contain economic trait loci (ETLs) influencing
clinical mastitis (Goldammer et al., 2004) and both bovine
chromosomes contain quantitative trait loci (QTLs) affect-
ing milk yield as well as milk fat and protein content (Po-
lineni et al., 20086).

Taking advantage of buffalo-bovine homologies and the
extensive resources now available as a result of the bovine
genome sequencing project, the goal of this study was to
construct the first radiation hybrid (RH) map of BBU1 by
utilizing markers chosen from BTA1 and BTA27.

Materials and methods

Sixty-nine markers (including coding genes, ESTs and microsatel-
lites) identified on BTAL and BTA27 from the previous publications
were typed on the RH panel as described elsewhere {Amaral et al.,
2007). Most of these markers appeared on at least one of the genome-
wide linkage and RH maps (Everts-van der Wind et al., 2004, 2005;
Thara et al., 2004); the original source for each marker is listed in
Table 1.

Briefly, PCR reactions were performed in a M] Research PTC-200
thermocycler with a thermal gradient software. The markers were
scored atter amplification of DNA from the 90 radiation hybrid cell
lines and control buffalo and hamster DNA. PCR mixtures included:
10 mM Tris-HCL, 1.5 mM MgCly, 50 mM KCl, pH 8.3 (20°C), 10 mM
dNTPs, 0.2 mM each primer, 0.5 unit of AmpliTaq Gold polymerase
(PerkinElmer Applied Biosystems, Foster City, CA, USA]) and 50 ng
DMA in a 10 pl-volume. The PCR conditions were as follows: initial
denaturation at 94°C for 10 min, followed by 35 cycles at 94°C for 30 s
(denaturation), 50 to 65°C for 30 s (annealing), extension at 72°C for
30 5 and a final extension at 72°C for 7 min.

The PCR products were electrophoresed through 2% agarose gels
in 1% TBE buffer containing ethidium bromide and photographed un-
der UV light. PCR products were scored as 1 for present, 0 for absent
or 2 for ambiguous amplification. All primer sets were typed twice with
the RH panel DNA and scored independently in order to increase the
accuracy of the results. Primer pairs that showed ambiguous results
were typed a third time.

The BEUL RH map construction was performed by using the soft-
ware rh_tsp_map, version 3.0 (Schiffer et al., 2007) and CONCORDE
(Applegate et al., 1998) linked to QSopt (http:/fwww2.isye.gatech.edu/
~weook/gsopt/). We used the maximum likelihood criterion and our
framework maps are called "MLE-consensus’ maps because the mark-
ers are chosen so that the optimal order is the same for three variants
of the MLE criterion that differ in the treatment of uncertain {coded as
2) entries in the RH vectors {Agarwala et al., 2000). The software dis-
tribution of rh_tsp_map tutorial (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/agarwala/
rhmapping/rh_tsp_map.tar.gz) includes a tutorial describing the steps
that can be used to construct a map for markers typed on a single or
multiple panels. For the construction of the BBUL map, we followed all
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the steps from “Preparing files” through ‘Placing additional markers’
for making a map, but we did not continue to assign cR-positions to the
placed markers because this is a coarse map. Considering the number
of markers, linkage groups were made using a pairwise LOD score

threshold of 5.5.

Results and discussion

The newly constructed BBU1 RH map (Fig. 1) contained
markers distributed within two linkage groups. Linkage
group 1 (LG]; spanning 1118.9 cR) included a total of 58
markers (39 coding genes, 15 microsatellites and four ESTs)
spanning the entire short arm and extending across much
of the long arm, with 47 markers placed as framework and
eleven markers placed in bins. The second linkage group
(LG2; spanning 211.2 ¢R) included eleven markers (nine
coding genes and two microsatellites) covering the remain-
ing portion of the BBUIL long arm with nine framework
markers and two placed in bins.

Of the 69 markers typed on the river buffalo-hamster
whole genome radiation hybrid (BBURHzy,,) panel, APOD
and PPPIR2 had the same RH vector and were placed at the
same position. Retention frequencies (RF) for all mapped
markers ranged from 17.8% (SR140) to 52.2% (BM&438).
Additional information about mapped markers including
their RF and cR-position on the map is compiled in Ta-
ble 1.

Because no other river buffalo linkage maps are current-
ly available, we compared the mapped order of the markers
from this new BBUI RH map to the current bovine genome
assembly (build 3.1) of chromosomes BTA1 and BTA27. The
markers SLC25A4, PLAT, BMe&526, DEFBI, KRTAPS, SOD],
AHSG from LGI1 and the markers NCKI and CRYAA from
LG2 were also compared to their positions previously as-
signed by FISH (lannuzzi et al., 2003), serving as anchor
markers for the BBU1 RH map. As indicated in Fig. 1, elev-
en inversions of gene order were observed, including one
disagreement with the order of FISH assigned markers and
one inversion not supported by the map in Everts-van der
Wind et al. (2005).

This first RH map from BBU1, including 48 coding genes
and four ESTs, is the starting point for the construction of
a high resolution comparative map for this river buffalo
chromosome. With our data we were able to generate a large
linkage group (LGI1) including markers from both bovine
homologs (BTA27 and BTAL) spanning most of BBUL. The
number of observed disagreements in the gene order among
our RH map and the bovine sequence and the river butfalo
cytogenetic assignment may contribute to improved maps
for buffalo as well as maps for other members of the Bovidae
family.
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Table 1. Cattle-derived markers mapped to BEU1 based on the BBURHgyqp panel, along with their retention frequencies (RF), distances on
the RH map, PCR primer sequences, annealing temperatures, GenBank Accessions and UniSTS 1D

Marker® Type* RF  Marker  Foward primer (5'-37) Reverse primer (3'-57 GenBank Ret/ Tm
%) position cR Accession UNISTS ID (°C)

BBUI linkage group LG1

SH2DYA gene  30.0 placed TGCTGAAACAGATCCTGTCG GGACTCCTGTTTTTCCATCG KM_582664 ' 58
FLAT gene 322 0.0 AGACTTTGTCTGCCAGTGCC CTCTCTGCCGTGCTCCAC KB5800 51598 65
HOOK3 gene  30.0  placed CTAGGGCAGCAGATCAATGAC CAGCACAGCCTAAAATGAGC KM_602978 s [<11]
THAPI gene 288 placed AGAAGCTGAAGGAGGTGGTG CACGCTGGCGACTTCGACTAT NM_001034648  * 58
ADAMZ gene 188 20.5 CTCTGCACTCCAGCACCATA GGGCAATGGCATTTGTTAAT MNM_174228 8 58
BREZ gene  3L1 44.6 TGAGCTCGTGGAAGACTCG COTCACTGAAGGTGGTCGTA NM_001015582 ¢ 58
CISM03e  MS 34.4 524 GGATAACTCAACCACACGTCTCTG  AAGAAGTACTGGTTGCCAATCGTG Ui3827 250971 65
INRAI34 Ms 344 placed CCAGGTGGGAATAATGTCTCC TTGGGAGCCTGTGGTTTATC X73125 0329 59
WRN gene 355 Q0.8 AACGCCATATATAGCAAGAC GATCCAAAACAAAGCAAGAA BE217410 79411 56
DCTNG gene 322 1134 COTATGTGGGCAGAAATGTG GCAGGCAGTCTCCACCATAG NW_930571 E 58
NRGI gene 7.7 1218 ACGGAAAAAGCTTCATGACC ACCAGCTGCACGTTCTCG KM _592564 3 58
Clorf79 EST 333 135.0 TCTGAAAGTGAACAGCCAGGT TGACGCCTATGGAGATGATG AWG32623 3 58
CNOTY gene  3BE la7.5 CCACCCAGTTACAGCATTGA GGAATATGTGACCAGACCAGAG AW2RS341 278115 64
RMZ209 M5 333 186.4 GTAGAAGTTAGTGACTGTCATCC CCTCAGAGCCCCATACATTTCC 132921 250531 65
MTNRIA gene 344 placed TITTCAACAGCTGCCTCAATG GGAGAGGGTTTGCGTTTAAT UT3azz 178796 61
SLC25A4 gene 344 198,68 CATTGATTGOGTGGTGAGAA ATAATGATGCCCTGGACCGA M24102 i 65
BMI85a iS5 LR 215.2 GGCCTCAAGTTTCATCCATG CATCAGCATGAAGCAACCC G 18402 530a0 65
oDz gene 333 1338 TGACCAACGTGACATTTCCA TTGAACCATGGTGTAGAACGA KM _Ba5074 s 58
CARF gene  17.7 257.5 AGCACTGCCTCTCAGGTGAC COATCCACTTTGTTGTCTGG XM_590926 * 58
DEFEBI1 gene  30.0 285.4 GGAAGACAGGAAGGCCTCTGG CCTCACGTTTTCAGAACCAC MNW_001501821 251704 64
BMes26 Ms LY 373 CATGCCAAACAATATCCAGC TGAAGGTAGAGAGCAAGCAGC G18454 28213 65
TGLAITS M5 40.0  placed CTTTAATCAGCACACAGCTTCCCA  ATATGTGCTAGAAGTTTGGTCAACC  CMO00Z03 151232 65
BMSI00 s 42.2 3271 GAGCCAATTCCTACAATTCTCTT AGACATGGCTGAAATGACTGA G18ans 44386 65
DLGAF2 gene 422 3554 CGGACCTCCATCCACTCC COTCCCTGCTGTCATAGTGG XM_600714 : 58
CLN& gene 466 3659.0 CCCTTCATGTGTCCAATGC ATCCAGGAGATGCAGGTGAA KM_809353 3 58
IFNARL gene 377 418 TGAAGATAAGGCAATAATAC TCAAGAGTTTTTCCAGATAA BE217555 179374 =2
AW267109  EST 455 462.7 ATGAAAGTCTTCTGTGCCATGC TCAGTATTGCCACATGACATGC AW267109 78038 [<11]
IFNGR2 gene 511 472.2 AGACAAAGGCACAGCATTCCAC GATTTCAAAGGGAGAGCTGGGET AW289292 278555 &0
EMB438 Ms 522 placed TTGAGCACAGACACAGACTGG ACTGAATGCCTCCTTTGTGC G18435 79562 63
ADAMTSL  gene 455  placed CGACACAAGAGAGGAAAGATGG CATCACTTTACCOCGCTGCTATG AW4285%6 7re3 i)
C2lorf4s EST 7.7 placed CCACCAAGGAAATCCAGCATAC TATCCAAGTCACCTCCAGGTCA AW463565 278143 &
KRTAPS gene  46.6 503.2 TTGCTGAAATACCAGAGGCA ATGACAAGAGTCATGAGCATGG XM_001250875 ® 59
TGLA4S 5 50.0 520.3 GGCAGGACTTCACTCTTTTTCA AGAAAAGGAATAATGAGACAGATTA  CMOO0177 239049 56
50D1 gene 355 546.7 GTTTGGCCTGTGGTGTAATTGGAA  GGCCAAMATACAGAGATGAATGAA MM_174615 k5 56
PRSST gene 344 615.0 CCAAGGTTCACAGAGTGGAT GGCTTGTGACATGAGCTTAC o859 178971 65
EM095 Ms 41.1 6375 TCCATGGGGTOGCAAACAGTGG ATCCCTCCATTTGTTGTGGAGTT 32918 250928 58
STCHS gene  3B8 G528 TGATCTTCAGAACACGTCATAC GTGAATGAATCTTTGGTGTCAG AW267030 279153 56
ROBOZ gene  27.7  placed GAATTGGCTGTCGATCTG ACCTTTGTTCTGATCAGG AWGH38ES 279030 50
POUIFL gene 344 7101 GGCTGAAGAACTAAACCTGGAG TAGGAGAGCCTATCTGCATTCG K12e57 178932 52
PROS] gene  30.0 7301 GTACAGGTGGATTTGGATGAAG GAGAGCAACAGAGGTAAGAACA X12891 178968 52
ESDN gene 6.6 T44.5 ATTGGGCTAGACCGTGCATA GGAACCAGCACAGTTAAAGG AW3I4878 TEI4R 65
DOCH gene 333 Tala TTCACCAAGACAAGTTGCAG CCCTTCCTTATCCGGTTTAT AW2R9233 78315 58
ALCAM gene 2883 placed CTGGAGAGCAGAACATGGGAAA TATCCAGGCACTGATCCACTGA X73801 277962 65
TGLAST ms 0.0 B02.2 GCTTTTTAATCCTCAGCTTGCTG GCTTCCAAAACTTITACAATATGTAT CMO00177 250987 56
EEX ene 344 3129 CCAGTGAAGCGCCCTTTAAT ACCACATGGACTCACTAGCATC AW42E450 78058 65
LC151584  EST 0.0 223.6 ACCAATGCTGCCTGCTAACT ACTCCAGGCCTTGCATGAAT AW3IASZR6T 278663 65
TACTILE  gene  20.0 B348.5 TTGTAGACTGCACTGGTGGAAC GGAGTCCATTGGAAGTGATCTG AW2RI 230 79172 65
EMS527 Ms 155 904.2 TCAGTGAAAGCAAGAGAAATATCC TCCATTCCCTTTGAATATCCC G18871 65219 [<11]
EMI1312 s 30.0 9218 CCATGTGCTGCAACTCTGAC GGAATGTTACTGAACCTCTCCG G18434 30885 54
EMSE4030 Ms 0.0 EEER TGTACCCAACACAGGAGCAC TGACAGAGGGACCCATATCC G 19083 74568 65
CASR gene 233 964.3 CGGTGTGCTTCTGTGGTTAGGT CAGGCTGTCTGCAAAGTTCAGG 567307 78154 65
PDIR gene 244 G983.6 AACTGTGGTTTGCGGAGAATAC GAAAGTTGACCTGAGTGCAAAG AW2RIIT3 178856 64
TRAD gene 3000 10047 GCGAGGAAAGGATAAAATC ACATTTTTCCAGTTCACC AW3IE3439 79211 62
APOD gene 266 10254 GAAGATCCCAGTGAGCTTTG ATCAGCTCTCAGCTCCTTGT AW3STalo 277980 51
PPPIR2 gene 166 10254 GCATCACTGCTGAATTTCAGAC GTCAGTGTTCAGTTCTAGCCAA AW315482 78944 64
BMo506 M5 66 10574 GCACGTGGTAAAGAGATGGC AGCAACTTGAGCATGGCAC 518455 47201 63
AHSG gene 7.7 106h.S GTCCCAACTTCTCATCCTTCCA GGCAAGAGCACCTTTCAAAGTC K16577 7T [<11]
TLOC1 gene 0.0 11189 CATAGCAGTTCTCCTGATCTGA GTGATCTTTCTACAGCAGCTTC AW2R9224 279200 65
BEUI linkage group LG2

IL12A gene 222 placed AAAGTCAAGCTCTGCATCCT GTTATGAGAGACCTCAGCATTC Ulddie 178561 58
SR140 gene 178 0.0 TACTACTGCCAGCAGATCCA CTGCATCTGTAGACCTGTTG AW2BI396 279143 58
ENET gene 244 8.8 CCTGTTOCCTGGTCCAMACTTA GGAGTTATTGAAGCGGTTCCGT AW42E600 279028 65
FOXL2 gene 255 63.0 TCCTCCGGACGACACACTACAA GAAATGTGAAACCCGGCAGCAG AW2eT121 278443 65
CS5MO1S M5 233 placed TTGTCAGCAACTTCTTGTATCTTT TGTTTTAAGCCACCCAATTATTTG 0374 51074 59
NCK1 gene 155 75.6 CGCTCTTCTCTTGCTTCTAA TGCAGAAGTAACTAAGGTGG AW425T35 TRA1A 58
MX1 gene  20.0 109.2 CCGTAGTCTCTGCTGTCTCTTA GGAATGACCCTTCTACAGTGCT 188329 78800 65
CRYAA gene  27.7 134.1 CCTAGAAAGTGGGGCATCCAT GGTCACTCTGAGGTCTTTGCA MNM_174289 5 64
HLCS gene 7.7 152.7 TGAGCAGTGGCTGCGTTTAT AACAGCTTCTCCTCCGTGAATC AW3ISSTS 278515 61
CER1 gene 222 lage CCCTGAACTGCAGCAGAAATTG CCCOGTTCTTTGTGTCTTCCA AW461T69 278157 61
BMS2263 MS 233 211.2 AACCCAGTCAACCAGCAAAG CACCCCAGCCATCACTTC G18934 2985 65

# Genes from chromosome BTA2T are in italics, genes from chromosome BTAL are in normal. * M5 - Microsatellite, EST - Expressed Sequence Tag, § New
designed primers from known cattle ESTs. a Li and Womack, 1997; b Harlizius etal., 1997, ¢ Barendse etal., 1994.
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Fig. 1. Comparison of BBU1 RH map (cen-
tre) with bubaline cytogenetic map (left) and
cattle genome build 3.1 for BTAL and BTA27
(right). The framework markers, whose order
is better than the second best at least 0.50 LOD
units, are in bold font. Placed markers as-
signed to the same MLE-consensus map in-
terval are shown in boxes. Markers common
to both BBU and BTA maps are joined by a
solid line. A black line joins those markers on
the BBUL RH-map that have been physically
mapped by FISH to their location on the ideo-
gram (lannuzzi et al., 2003). Blue lines indi-
cate markers on the BBUL RH-map with in-
verted order regarding the cattle maps and the
river buffalo cytogenetic map. Comparison of
SLC25A4 on the cytogenetic map with RH
map is not shown as this marker is not local-
ized to a band on lp. The highlighted inter-
val (4 Mb) of BTAL map indicates the gene or-
der based on Drégemiiller et al. (2005) and
Wunderlich et al. (2008). *: SH2D44A, DEFEI,
DLGAP2, CLNS, and POUIF! are assigned to
contigs unplaced on BTA build 3.1.% Eighteen
markers on RH MLE-consensus map and on
the map of Everts-van der Wind et al. {2005)
have a consistent marker order between the
two maps. Since the map of Everts-van der
Wind et al. {2005) supports the marker order
of RH map for PRSS7 and RM095, inversion
for this pair with BTA 3.1 build is shown in
green.
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