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POLIMORFISMOS ASSOCIADOS À CARACTERÍSTICAS DE LEITE EM 
BUBALINOS E À MORFOLOGIA ESPERMÁTICA EM BOVINOS 

 
RESUMO – O melhoramento genético animal utiliza ferramentas de cunho 

genômico e molecular a fim de auxiliar na seleção dos animais geneticamente 

superiores. No presente trabalho foram abordadas duas técnicas distintas para a 

obtenção de informações sobre características de interesse em bubalinos leiteiros e 

bovinos de corte. O objetivo do primeiro trabalho, realizado com búfalas da raça 

Murrah, foi identificar SNP nos genes DRB2, DRB3, DMA e DMB do MHC, os quais 

foram utilizados em estudos de associação com contagem de células somáticas, 

produção e qualidade do leite. Para tanto, foram utilizados DNA proveniente de 200 

animais, que tiveram as regiões alvo dos genes candidatos sequenciadas. 

Posteriormente, foi feita a identificação dos SNP, cálculo das frequências alélicas e 

genotípicas, análises de variância dos efeitos dos SNP, bem como o teste do 

desequilíbrio de ligação. A partir dos resultados encontrados, sugerimos que os 

haplótipos podem ser utilizados como marcadores moleculares, uma vez que 

apresentaram associação com as características estudadas. O objetivo do segundo 

trabalho, realizado com bovinos de corte, foi identificar QTL associados a 

características de fertilidade de machos, como anormalidades na porção média dos 

espermatozoides em animais das raças Brahman (n = 1.023) e Composto Tropical (n 

= 1.648). Após a realização do GWAS, o SNP com maior valor significativo nos 

animais da raça Brahman foi identificado no gene AKAP (cromossomo X), já nos 

animais do Composto Tropical, o valor com maior associação significativa foi 

encontrado no SNP posicionado em uma região flanqueada pelos genes SERINC5 e 

GNPNAT1 (cromossomo 10). Os resultados indicam, portanto, que esses são 

potenciais SNP para auxiliar no melhoramento de características associadas à 

fertilidade em machos bovinos.  
Palavras-chave: Espermatozoide, mastite, reprodução, SNP 
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POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH MILK TRAITS IN BUFFALOES AND 
SPERMATIC MORPHOLOGY IN CATTLE 

 
ABSTRACT – Animal genetic improvement uses genomic and molecular tools 

to aid in the selection of genetically superior animals. In the present study two different 

techniques were approached to obtain information about characteristics of interest in 

dairy buffaloes and beef cattle. The objective of the first study with Murrah buffaloes, 

was to identify SNP in the MHC in DRB2, DRB3, DMA and DMB genes, which were 

verified its association with somatic cell count, milk production and quality. DNA from 

200 animals was used, which had the target regions of the candidate genes 

sequenced. Subsequently, SNP were identified, allele and genotype frequencies were 

calculated, analyzes of variance of the effects of SNP, as well as the linkage 

disequilibrium test. From the results found, we suggest that the haplotypes can be used 

as molecular markers, once they were associated with the traits studied. The objective 

of the second study was to identify QTL associated with male fertility traits in beef 

cattle, such as mid-piece abnormalities in the spermatozoa in Brahman (n = 1,023) 

and Tropical Composites (n = 1,648). After GWAS, the most significant SNP in 

Brahman was identified in the AKAP gene (chromosome X), whereas in the Tropical 

Composites, the most significant association was found in the SNP positioned in a 

region flanked by SERINC5 and GNPNAT1 genes (chromosome 10). The results 

therefore indicate that these are potential SNP to assist in the improvement of 

characteristics associated with fertility in bovine males. 

Keywords:  Spermatozoa, mastitis, reproduction, SNP 
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CAPÍTULO 1 – Considerações Gerais 
O estudo de genes candidatos permite a associação de genes de ação 

biológica conhecida com características de interesse econômico na produção animal, 

sendo que esses genes estão envolvidos com o desenvolvimento ou processos 

fisiológicos responsáveis pela expressão dessas características. A abordagem do 

gene candidato pode proporcionar um entendimento mais direto da base genética das 

diferenças fenotípicas observadas entre os indivíduos (BRYNE; MCMULLEN, 1996; 

PAZ et al., 2004; LIU et al., 2008).  

O sequenciamento pelo método de Sanger foi descrito em 1975, e desde então 

tem contribuído para um crescimento importante na área do melhoramento genético 

animal. Com essa técnica foi possível identificar a sequências dos nucleotídeos do 

DNA, o que culminou no início do mapeamento genômico dos seres vivos 

(CARVALHO, 2016). Porém, a rápida evolução e popularização das tecnologias da 

genética molecular tem permitido acessar e manipular o genoma das espécies de 

diferentes maneiras. A evolução tecnológica das plataformas de genotipagem com 

polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNP, “Single Nucleotide Polymorphisms”) 

possibilitou a criação de novas abordagens para investigar os componentes genéticos 

subjacentes à fenótipos complexos, denominadas estudos de associação genômica 

ampla (GWAS, “Genome-Wide Association Studies”) (MATOS, 2013; MENEZES et 

al., 2013). A utilização do GWAS não requer conhecimento prévio profundo sobre os 

mecanismos fisiológicos da característica desejada, uma vez que polimorfismos 

espalhados por todo o genoma (SNP) são analisados, os quais são associados com 

características de interesse, como à suscetibilidade a uma doença ou a maiores ou 

menores níveis de produção (MENEZES et al., 2013).  

 

Revisão de literatura 
 

Identificação de polimorfismos em genes relacionados ao sistema imune de 
búfalas leiteiras por sequenciamento 

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC, “Major Histocompatibility 

Complex”) é caracterizado por um grande conjunto de genes intimamente ligados, que 

desempenham papel fundamental em processos como resistência/suscetibilidade a 

doenças infecciosas e resposta imune inata e adaptativa (PENN, 2002). 
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Em bovinos, o MHC (BoLA, “Bovine Leukocyte Antigen”) está localizado no 

cromossomo 23 e em bubalinos (BuLA, “Buffalo Leukocyte Antigen”), está localizado 

no braço curto do cromossomo 2 (STAFUZZA et al., 2013). Seus genes estão 

organizados em três classes distintas, agrupadas de acordo com suas funções: I, II e 

III (MOSAFER et al., 2012). 

Os genes da classe I expressam moléculas responsáveis pela apresentação 

de peptídeos antígenos aos linfócitos CD8+ por meio de receptores de membrana das 

células T, os quais destroem as células infectadas (BEHL et al., 2012). Os genes da 

classe II são expressos exclusivamente nas células que contém antígenos, como 

macrófagos, linfócitos B e células dendríticas, e têm como função apresentar 

antígenos extracelulares aos linfócitos CD4+ (DE et al., 2002). As proteínas expressas 

pelos genes da classe II também degradam peptídeos de patógenos intracelulares 

nas células T-helpers, como parte de um mecanismo que identifica antígenos externos 

iniciando a resposta imune (BROWN et al., 1993). No complexo BoLA e BuLA, os 

genes da classe II de bovídeos encontram-se divididos em duas regiões separadas 

do cromossomo em vez de um grupamento único de genes, como é visto na maioria 

dos mamíferos. Essas duas partes são conhecidas como IIa e IIb, com classe IIa 

intimamente associada com a classe I e regiões de classe III (IANNUZZI et al., 1993; 

STAFUZZA et al., 2013). Já os genes da classe III do MHC codificam um grupo de 

proteínas com variadas funções, destacando-se interações com os receptores das 

células NK (“Natural Killer Cell”), além de codificar os chamados fatores de necrose 

tumoral (TNF, “Tumour Necrosis Factor”) os quais também estão associados à 

resposta imune, causando a morte de células infectadas pelo processo de apoptose 

(TROWSDALE, 2002; BEHL et al., 2012). 

A classe IIa possui duas sub-regiões, uma composta pelos genes da família DQ 

(DQA e DQB) e outra pelos genes da família DR (DRA e DRB). Os genes DQ são os 

responsáveis por codificar moléculas que tornam as células CD4+ aptas para o 

reconhecimento de patógenos (NORIMINE; BROWN, 2005). Em bovinos é observada 

uma variedade no número de loci DQ entre os indivíduos devido a um processo de 

duplicação gênica, gerando um nível de complexidade adicional a essa região do 

sistema imune (ANDERSSON; RASK, 1988; SCOTT et al., 1991; BEHL et al., 2012). 

A sub-região composta pelos genes DR é a mais amplamente estudada devido 

sua importância funcional, apresentando um grande número de polimorfismos 

identificados (DONGXIAO; YUAN, 2003). Em bovinos, o gene DRA possui apenas um 
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alelo que codifica a cadeia α da molécula DR, ou seja, trata-se de um gene 

monomórfico, já os genes da família DRB que codificam a cadeia β da molécula DR 

são altamente polimórficos (AMILLS et al., 1998). Em bovinos, existem pelo menos 

três genes da família DRB descritos, o DRB1, considerado um pseudogene; o DRB2, 

pouco expresso e o gene DRB3, descrito como altamente expresso e polimórfico 

(KUMAR et al., 2011). Em bovinos, o gene DRB3 está relacionado com resistência/ 

suscetibilidade a várias doenças, como por exemplo, neospirose (SCHWAB et al., 

2009), dermatofilia (MAILLARD et al., 1996) e mastite (IBRAHIM et al., 2012). Em 

bubalinos, diversos trabalhos na literatura vêm descrevendo polimorfismos do gene 

DRB3 associados com doenças em animais de interesse econômico, como a mastite, 

nas raças Murrah (KUMAR et al., 2011) e Nili-Ravi (KUMAR et al., 2008). 

A região da classe IIb do MHC, compreende os genes DM, DOB, DNA, LM e 

TAP. A sub-região composta pela família DM, é a mais estudada dessa classe, 

apresentando estudos de mapeamento em bovinos (BALLINGALL et al., 2004) e 

bubalinos (STAFUZZA et al., 2013). A caracterização de genes DM em diferentes 

organismos vertebrados pode fornecer informações importantes sobre a evolução do 

MHC, em particular no que diz respeito ao estabelecimento da função dos genes da 

classe IIb. Muitos estudos foram relatados com as mais variadas espécies, como 

humanos e macacos (ALVAREZ et al., 1998), ratos (KURTH et al., 1997) e bovinos 

(NIIMI et al., 1995). De maneira geral, as proteínas provenientes dos genes DMA e 

DMB estão sempre relacionadas aos processos imunes do hospedeiro. 

A necessidade de melhorar os métodos de controle de doenças em animais de 

interesse econômico, principalmente para o desenvolvimento de novas vacinas e 

seleção de animais resistentes, faz com que tais genes da família DR e DM despertem 

o interesse dos pesquisadores (NIRANJAN et al., 2010), cujo o conhecimento das 

possíveis variações presentes nesses genes, poderá auxiliar nas estratégias de 

seleção dos programas de melhoramento genético animal. 

 

   Estudo de associação genômica ampla (GWAS) para identificar regiões de 
QTL associadas a características de fertilidade em bovinos de corte 

A metodologia de estudos de associação genômica ampla (GWAS) tem como 

principal objetivo, a utilização de SNP para o mapeamento de QTL, ou seja, identificar 

regiões do genoma relacionadas com a expressão de características de importância 
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econômica ou com a regulação de alguma rota metabólica que atue diretamente no 

fenótipo de interesse. Os GWAS estão embasados na suposição de que uma mutação 

causal capaz de condicionar um fenótipo está em desequilíbrio de ligação (DL) com 

marcadores adjacentes em indivíduos de uma população, mesmo após diversas 

gerações e eventos recombinação (VAN TASSELL et al., 2008). 

É interessante notar que os cromossomos sexuais são excluídos das análises 

na maioria dos trabalhos publicados de GWAS, uma vez que não são diploides em 

machos. Wise et al. (2013) levantou várias razões para não ocorrer a inclusão do 

cromossomo X nas análises, e estas incluem uma menor proporção de genes nesse 

cromossomo e uma menor cobertura do cromossomo X nas atuais plataformas de 

genotipagem em comparação com a cobertura autossômica. Esses autores também 

descreveram uma série de obstáculos técnicos, como complicações na genotipagem, 

imputação e na seleção de testes estatísticos. No entanto, esses cromossomos 

parecem ter funções bastante importantes para características reprodutivas e com a 

exclusão, sua influência não é levada em consideração (CAMARGO, 2015). No estudo 

de Fortes et al. (2012) e também abordado no capítulo 3 dessa tese, foi verificada 

uma grande influência do cromossomo X na fertilidade de machos bovinos. Os GWAS 

para características de fertilidade e puberdade em bovinos, são importantes visto que 

precocidade sexual ainda é um problema nos sistemas produtivos e sua melhora pode 

promover maior retorno econômico (CAMARGO, 2015; FORTES et al., 2012).  

Uma produção pecuária eficiente requer fertilidade adequada, e os touros têm 

um efeito importante na disseminação de mérito genético superior (DAHLEN et al., 

2014; KUES et al., 2008). Assim, indicadores de fertilidade masculina, como a 

susceptibilidade à fragmentação, a morfologia do esperma ou a circunferência 

escrotal, são utilizados no contexto clínico para avaliar a capacidade de reprodução 

em espécies bovinas (EVENSON, 2013; HOLROYD et al., 2002). Características de 

fertilidade em raças bovinas tropicais vêm sendo estudadas e dentre os fatores que 

podem influenciar na qualidade do sêmen, estão as anormalidades na peça 

intermediária do espermatozoide (FORTES et al., 2012). Essa região está localizada 

entre a cabeça e a cauda do espermatozoide, e é caracterizada pela presença de um 

grande número de mitocôndrias arranjadas de forma espiralada (bainha mitocondrial), 

sendo a principal responsável pela propulsão do espermatozoide (BEDFORD; 

HOSKINS, 1990). Os defeitos da peça intermediária incluem o pescoço "curvado" 

(onde o pescoço e a cauda formam um ângulo maior que 90% para o eixo longo da 
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cabeça), a inserção assimétrica da parte intermediária na cabeça, peça intermediária 

grossa ou irregular, peça intermediária anormalmente fina (sem bainha mitocondrial), 

bem como qualquer combinação destes defeitos (SUN et al., 2006).  

Problemas na peça intermediária do espermatozoide são bastante comuns e 

influenciam diretamente a motilidade deste (FORDYCE et al., 2006). Com a melhoria 

de características relacionadas à qualidade seminal, podem ser elevados os índices 

de concepção na inseminação artificial por exemplo, fator de alto retorno econômico 

na bovinocultura de corte (SAMARAJEEWA et al., 2012; WOLFOVA et al. 2010). 

Portanto, a utilização de GWAS para características reprodutivas em machos bovinos 

se faz importante para identificar regiões de QTL que influenciam diretamente 

características economicamente importantes e que poderão ser incorporados na 

avaliação genética desses animais.  

 

Objetivos  
 

Identificar polimorfismos nos genes DRB2, DRB3, DMA e DMB por meio de 

sequenciamento e realizar análise de associação entre estes polimorfismos e 

características de qualidade e produção de leite em búfalas da raça Murrah. 

Identificar QTL associados à característica de fertilidade em bovinos das raças 

Brahman e Composto Tropical por meio de GWAS. 
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