UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

MAPEAMENTO DE UM CONJUNTO DE
GENES NO CROMOSSOMO
6 BUBALINO

Daniela Carolina Bizari
Bidloga

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL

Margo de 2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

MAPEAMENTO DE UM CONJUNTO DE
NOVOS GENES NO CROMOSSOMO
6 BUBALINO

Daniela Carolina Bizari
Orientadora: Prof2 Dr2 Maria Elisabete Jorge Amaral

Co-orientadora; Dr2 Nedenia Bonvino Stafuzza

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias - Unesp de Jaboticabal, como
parte das exigéncias para obtencdo do titulo de
mestre em Genética e Melhoramento Animal.

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL

Marco de 2012






DADOS CURRICULARES DA AUTORA

DANIELA CAROLINA BIZARI - nascida em 12 de julho de 1982, na cidade de
Sao José do Rio Preto — SP, Brasil. Graduou-se em Ciéncias Bioldgicas Licenciatura
em janeiro de 2009 pelo Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Posteriormente, graduou-se
em Ciéncias Biolégicas Bacharelado, em janeiro de 2010 na mesma instituicdo. Possui
experiéncia na area de Biologia Molecular, havendo realizado iniciacao cientifica
durante o quarto ano da graduacdo com o projeto “Participacado de polimorfismos do
gene IL-14 na suscetibilidade genética ao cancer gastrico e a gastrite crbnica em
associacdo com fatores ambientais” com o qual foi bolsista PIBIC/CNPqg. Durante o
bacharelado, realizou estagio curricular supervisionado e defendeu sua monografia
intitulada “Polimorfismos do gene IL-15 e risco de cancer gastrico e gastrite cronica e
interacdo com fatores ambientais” em dezembro de 2009. Ambos os projetos, de
iniciagdo cientifica e de bacharelado, foram desenvolvidos no Laboratorio de
Citogenética Humana e Biologia Molecular do IBILCE-UNESP sob a orientacdo da
Prof2 Dr2 Ana Elisabete Silva. Iniciou-se na pés-graduacdo ao ingressar no mestrado
no Programa de Genética e Melhoramento Animal da UNESP campus de Jaboticabal
em agosto de 2010. Desenvolveu o seu projeto de mestrado, intitulado “Mapeamento
de um conjunto de genes no cromossomo 6 bubalino” no laboratorio de Gendmica
Comparativa do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, sob a orientacdo da
Prof¢ Dr2 Maria Elisabete Jorge Amaral e co-orientagdo da Dr? Nedenia Bonvino

Stafuzza.



“O sucesso nasce do querer, da determinacao e persisténcia em se chegar a um
objetivo. Mesmo nao atingindo o alvo, quem busca e vence obstaculos, no

minimo fara coisas admiraveis."

José de Alencar



Dedico este trabalho a minha querida
familia, meus pais Carmen e Antonio e
minha irmd Daiane, 0S quais me apoiaram
em todos 0s momentos dessa jornada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco imensamente a minha familia, em especial aos meus pais e minha

irm&, com eles aprendi a ser forte e a lutar pelos meus sonhos. Amo vocés.

A minha orientadora, Prof’. Dr2 Maria Elisabete Jorge Amaral, por ter me
orientado em meu mestrado e me proporcionado conhecer o que € gostar de ciéncia.

Cresci e aprendi muito durante esse periodo.

A minha co-orientadora, Dr2 Nedenia Bonvino Stafuzza, que antes de ser uma
companheira de trabalho j& era uma amiga de longa data, me auxiliando em diversos

momentos de duvida.

Ao Programa de pos-graduacdo em Genética e Melhoramento Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal, sob a coordenacao da
Dr2 Lucia Galvao de Albuquergue. A oportunidade de fazer parte do programa me abriu

novos horizontes em meu campo de Vvisao.

Aos meus colegas do Laboratério de Gendmica Comparativa pelos momentos
de trabalho que partilhamos e as conversas alegres onde descontraimos e quebramos

a rotina.

Também aos colegas do Laboratério de Citogenética Humana e Biologia
Molecular, onde comecei minha vida na ciéncia, agradeco pelas experiéncias e bons

momentos vividos.

Agradeco a CAPES pela bolsa concedida, que veio como um incentivo e

reconhecimento ao presente trabalho de mestrado.



A todos os meus amigos, companheiros de todas as horas, os novos que fiz e 0os
gue eu mantive, 0s que estdo sempre comigo nao importando a distancia. A amizade é
uma base solida onde podemos nos apoiar em todos os momentos. E sempre bom

contar com vocés, adoro todos, cada um ao seu modo de ser.

Agradeco muito a Deus pelos momentos de luz, quando precisei de forca e

coragem para enfrentar os novos desafios que surgiram.

Enfim, sou grata a todos que fizeram parte desse percurso, cada pessoa em um
determinado momento teve seu papel em minha vida e em minha luta. Sozinha eu nao

seria nada e por isso agradeco a todos vocés imensamente.



SUMARIO
Pagina
RESUMO . ... e e et e et e e e aa s X
SUMMARY Lttt et e e e et e e e et ee e e e e a e e et e et e e e rn e anr s Xi
1. INTRODUGCAO E REVISAO DA LITERATURA.......coiitieeeeeeeeee et 1
1.1. Importancia econdémica do bufalo N0 Brasil..........ccccoeevciiiiiiiiiniiiiicin 1
1.2. O genoma do DBUAlO..........euiiiiiiiii e 2
1.3. Mapeamento gendmico do bUfalO..........uuiiiiiiiiiiiic s e 4
1.4. O cromossomo 6 do bufalo (BBUB)..........ccuuveveieeeeeeieesieiiieiieeee e 5
2. OBJIETIVOS. ...ttt e e e te e e e e ae e e e rn eeaans 8
3. MATERIAL E METODOS..... .ottt ettt ee st e ettt 9
3.1. Selecao e otimizag&o dos iniciadores para PCR derivados do genoma
0101/ o o TP PP PPPTPR T 9

3.2. Genotipagem das linhagens do painel BBURHs5gp € subsequente andlise
estatistica e indicacdo dos genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b a intervalos
do cromossomMO 6 de DUFAIO...........uoeiiiiiiiii e 10
4. RESULTADOS E DISCUSSAO......cci ittt ettt 13
4.1. Selecao e otimizacao dos iniciadores para PCR derivados do genoma
0101V oo TP PPPPPPRT 13
4.2. Genotipagem das linhagens do painel BBURH5s000 € subsequente analise
estatistica e indicacdo dos genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b a intervalos
do cromossomMO 6 de DUAIO............oeiiiiiiiiii 17
5. CONCLUSOES. ...ttt ettt es et eeeeeas 29
B. REFERENCIAS.......octiiteeee ettt ettt ettt e etete et enene e 30



MAPEAMENTO DE UM CONJUNTO DE GENES NO CROMOSSOMO 6 BUBALINO

RESUMO - No presente estudo, cinco novos genes codificantes de proteinas
foram selecionados para o mapeamento do cromossomo 6 bubalino (BBU6). Os novos
genes (mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b) foram testados com a tecnologia de PCR
resultando em produtos de PCR adequados ao mapeamento utilizando-se um painel de
células somaticas hibridas irradiadas, denominado BBURHsp00. Os resultados obtidos
mostraram uma frequéncia de retencdo (FR) do produto de PCR de cada gene nas
diferentes linhagens do painel com variacdo de 13,3% (gtf2b) a 26,6% (psmd4). A
analise comparativa entre os mapas RH do BBU6 e a sequéncia do cromossomo 3

bovino permitiu indicar a localizacdo dos novos genes no cromossomo 6 bubalino.

Palavras-chave: Bubalus bubalis, genémica comparativa, mapa RH, painel RH
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MAPPING GENES ON BUFFALO CHROMOSOME 6

SUMMARY - In this study, five new protein coding genes were select for
mapping buffalo chromosome 6. The new genes (mucl, ppplr7, psmd4, tshb and gtf2b)
were tested using PCR technology resulting in PCR products suitable for mapping
using a radiation hybrid panel (BBURHSsoo). The retention frequency of the PCR
products in each hybrid cell line of the panel showed the percentage from 13,3% (gtf2b)
to 26,6% (psmd4). Comparative analysis between the buffalo chromosome 6 RH map
and the sequence from bovine chromosome 3 allowed to assign the location of the new

genes on buffalo chromosome 6.

Keywords: Bubalus bubalis, comparative genomics, RH map, RH panel



1. INTRODUGCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1. Importancia econémica do bufalo no Brasil

Os bufalos pertencem a familia Bovidae, subfamilia Bovinae, tribo Bovini a qual é
constituida pelos géneros Bison, Bos, Bubalus e Syncerus. Dentro do género Bubalus
encontra-se o bufalo de agua asiatico (Bubalus Bubalis), que por sua vez engloba dois
tipos, o bufalo de rio e o bufalo de pantano (LENSTRA & BRADLEY, 1999). Estima-se
gue o bufalo de rio e o bufalo de pantano tenham divergido ha aproximadamente 0,7 a
2 milhdes de anos (RITZ et al., 2000), sendo que o bufalo de rio dos dias atuais seria
resultado de um complexo processo de domesticacdo que se iniciou em torno de 5000-
6000 anos atras (KIERSTEIN et al., 2004; KUMAR et al., 2007).

Os bubalinos chegaram ao Brasil no final do século XIX provenientes da Asia,
Europa e Caribe e sua adaptabilidade a diversos ambientes, longevidade e fertilidade
propulsionaram um grande crescimento do rebanho que se expandiu para diversas
regides onde séo explorados para producao de carne e leite (BERNARDES, 2007). De
acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) levantados
em 2010, o rebanho bubalino no Brasil foi estimado em cerca de 1,18 milhdes. Em
comparacédo aos rebanhos dos demais paises, o Brasil € o maior criador de bufalo fora
da Asia (FAO, 2011).

No Brasil sédo criadas e exploradas comercialmente trés racas de bufalo de rio:
Murrah, Jafarabadi e Mediterraneo (BORGHESE, 2005). As racas Murrah e Jafarabadi
s&o originarias da india e possuem dupla aptiddo produzindo leite e carne, contudo, a
raca Murrah destaca-se mais na producao de leite. A raca Mediterraneo teve origem na
Itdlia e também € utilizada tanto para producdo de carne quanto de leite. A raca
Carabao, também encontrada no Brasil, é proveniente do sudoeste da Asia, e é dentre
as demais, a mais adaptada a regibes pantanosas sendo utilizada, no entanto, somente
para tracdo (ANDRADE & GARCIA, 2005).



A importancia econdmica dos bubalinos como animais de produgdo no
fornecimento de leite, carne e forca de tracdo, associa-se ainda a sua capacidade de
facil adaptacao a diferentes climas e condicbes de manejo, refletindo uma superioridade
em relacdo aos demais ruminantes, o que tem propiciado a bubalinocultura uma
expansao mundial (VALE et al., 2008).

Sob o aspecto econémico, o leite de bufala corresponde a 50% de todo leite
consumido em paises em desenvolvimento como india, Egito, Paquistdo e Nepal,
sendo que, no Brasil e em outros paises ocidentais, o leite produzido € utilizado
principalmente na obtencdo do queijo mucarela (ASPILCUETA-BORQUIS et al., 2010;
TONHATI 2011). A composicdo fisico-quimica do leite de bufala permite um maior
rendimento e alta qualidade na fabricacdo dos derivados lacteos (TONHATI et al.,
2000).

Além das vantagens do leite, a carne de bufalo possui qualidades como menor
teor de gordura, maior teor protéico e menor valor calérico em comparacdo a carne
bovina (OLIVEIRA, 2005; BERNARDES, 2007).

No Brasil, a criacdo de bufalo vinha sendo destinada, principalmente, a producéo
de carne, porém, a partir dos anos 90, houve significativa expanséo da industrializacao
do leite de bufalas, estimulando assim o crescimento de propriedades que visam a
exploracdo leiteira e, consequentemente, uma intensificacdo no manejo das bufalas
(BERNARDES, 2007). Nesse cenario, grande parte dos criadores de bufalo vem
investindo na producdo do leite e seus derivados, especialmente do queijo mucarela
(GALEAZZI et al., 2010).

1.2. O genoma do bufalo

Os cari6tipos do bufalo de rio e de pantano diferem com relacdo ao niumero de
cromossomos, possuindo o bufalo de rio 2n=50 e FN=60 (FN = nimero fundamental ou
namero de bragos) e o de pantano, 2n=48 e FN=58 (IANNUZZI, 2007). Com base nos



estudos do genoma bovino, o tamanho estimado do genoma bubalino é cerca de 2.621
Mbp (AMARAL et al., 2008), distribuidos em 25 pares de cromossomos.

Os 50 cromossomos do bufalo de rio incluem cinco pares submetacéntricos e 19
acrocéntricos, dentre os autossomos, mais um par de cromossomos sexuais (Figura 1).
Os cinco primeiros cromossomos do bufalo de rio sdo submetacéntricos, resultantes de
fusdes entre cromossomos acrocéntricos do genoma bovideo ancestral (IANNUZZI et
al., 2007).
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Figura 1. Representacdo do caridtipo normal de bufalo de rio, representado por um
animal macho, obtido por meio de bandamento GBG evidenciando os 24
pares de cromossomos autossomos (1 a 24) mais um par de cromossomos
sexuais (X, Y). 1 a 5: cromossomos autossomos submetacéntricos. 6 a 24:
Cromossomos autossomos acrocéntricos (retirado de IANNUZZI, 2007).

Diversos estudos citogenéticos e de bandamento cromossémico revelaram
homologia entre os cromossomos do bufalo quando comparado a outros bovideos e
evidenciaram uma extensa conservacao cromossomica entre os bovinos e os bubalinos
(IANNUZZI et al., 1994; IANNUZZI et al., 2000; IANNUZZI et al., 2003; PERUCATTI et
al., 2009). Todos o0s cromossomos bubalinos possuem correspondéncia com
cromossomos bovinos, sendo o BBU1 = BTA1/BTA27; BBU2 = BTA2/BTA23; BBU3 =



BTA8/BTA19; BBU4 = BTA5/BTA28 e BBU5 = BTA16/BTA29. Os demais cromossomos

possuem correspondéncia um a um entre essas espécies (IANNUZZI et al., 1994).

1.3. Mapeamento gendmico do bufalo

O mapeamento comparativo é uma valiosa ferramenta que pode ser utilizada
para o entendimento da histéria evolutiva do genoma (YANG & WOMACK, 1998),
podendo contribuir para a compreensdo da origem evolutiva e conservacao
cromossdmica das espécies, aléem de indicar regides do genoma que influenciam o
fenotipo (GOLDAMMER et al., 2009). Os mapas gendmicos podem ser utilizados nos
estudos de caracteristicas de interesse econémico, permitindo a associacdo dessas
caracteristicas a potenciais genes candidatos (WOMACK et al., 2005). Baseado na
hipétese de conservacao de sintenia, o desenvolvimento de mapas comparativos entre
espécies de interesse econdmico e um genoma bastante informativo como o genoma
humano, permite extrapolar a informagdo de um genoma para o outro (FARAUT et al.,
2009).

A estratégia de mapeamento de genomas utilizando painéis de células soméaticas
hibridas irradiadas (mapeamento RH) constitui uma abordagem eficaz para a obtencao
de mapas comparativos tanto de cromossomos individuais, quanto do genoma inteiro
(McKAY et al., 2006), permitindo a inclusdo de todos os tipos de marcadores
moleculares, incluindo aqueles que ndo sao polimorficos (YANG & WOMACK, 1998).

Um painel RH € obtido a partir da irradiacdo de células sométicas da espécie de
interesse resultando na fragmentagédo dos cromossomos, que depois séo incorporados
ao genoma de células hospedeiras, conhecidas como receptoras, por meio de fusédo
celular (COX et al., 1990). O principio basico do mapeamento RH consiste na avaliagdo
do padrdo de co-retengcdo de marcadores moleculares nas diferentes linhagens
celulares do painel da espécie de interesse, permitindo inferir a distancia entre os
mesmos (FARAUT et al., 2009). Sendo assim, enquanto os mapas de ligacdo exploram

a frequéncia de recombinacao para o célculo da distancia entre os marcadores (JANN



et al., 2006), os mapas RH utilizam-se da probabilidade de quebra induzida pela
radiacdo para ordenar e distribuir os marcadores, baseando-se na hipotese de que
guanto menor a distancia fisica entre dois loci no cromossomo, maior a probabilidade
dos mesmos serem mantidos juntos durante o processo de quebra pela radiacéo
(AGARWALA et al., 2000).

O mapeamento RH ja foi utilizado com sucesso em varias espécies de animais
de interesse econdémico como, por exemplo, em bovinos (WOMACK et al., 1997;
REXROAD et al., 1999; WILLIAMS et al., 2002; ITOH et al., 2005), suinos (YERLE et
al., 1998; HAWKEN et al. 1999; YERLE et al., 2002; HAMASIMA et al., 2003), equinos
(KIGUWA et al., 2000; CHOWDHARY et al., 2002) e ovinos (LAURENT et al., 2007; WU
et al., 2007).

Para o bufalo, foi a construcdo deste tipo de ferramenta gendémica, o painel RH
denominado BBURHs000 (AMARAL et al., 2007), que iniciou o mapeamento em larga-
escala do genoma bubalino (AMARAL et al., 2008). O painel BBURHsp00 € constituido
de 90 linhagens de células somaticas hibridas irradiadas com 5000rads (células
doadoras), fusionadas com células de hamster (células receptoras) (AMARAL et al.,
2007).

A partir do uso desta ferramenta de mapeamento, mapas RH preliminares foram
construidos para os cromossomos BBU1, BBU3, BBU6, BBU7, BBU10, BBUX e BBUY
(AMARAL et al., 2007; GOLDAMMER et al., 2007; MIZIARA et al., 2007; STAFUZZA et
al., 2007; IANELLA et al., 2008; STAFUZZA et al., 2009). Posteriormente, a primeira
geracdo de mapas RH de todos os cromossomos do genoma bubalino foi construida,
mapeando um total de 2.621 marcadores no genoma bubalino utilizando marcadores
derivados do genoma bovino (AMARAL et al., 2008).

1.4. O cromossomo 6 do bufalo (BBU6)

O cromossomo 6 bubalino (BBU6) € um cromossomo acrocéntrico, homoélogo ao

cromossomo bovino 3 (BTA3) (IANNUZZI, 1994). Com base em seu homdlogo bovino



possui um tamanho estimado de 127 Mbp (AMARAL et al., 2008). Estudos de
mapeamento preliminar do BBUG6 utilizando o painel BBURHso0, resultaram na
localizacdo de 33 marcadores, incluindo, 19 genes codificantes de proteina, duas
etiquetas de sequéncias expressas (ESTs = do inglés, Expressed Sequence Tag) e 12
microssatélites, distribuidos em dois grupos de ligacdo (STAFUZZA et al., 2007). Em
2008, com a publicacdo do mapa RH do genoma completo do bufalo, novos
marcadores foram mapeados no BBU6, sendo 20 genes codificantes de proteinas, trés
ESTs, 12 microssatélites e 112 SNPs totalizando 147 marcadores (AMARAL et al.,
2008).

De acordo com os dados de sequenciamento do genoma bovino, disponivel no
banco de dados National Center for Biotechnology Information - NCBI (Bos taurus
versao 5.2) encontram-se mapeados 1555 genes no BTA3, dos quais 20 desses genes
apresentam a completa anotacao de suas sequéncias
(http://www.nchbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9913&chr=3). Dentre os
genes mapeados no cromossomo 3 bovino (BTA3), mostram-se de particular interesse
0s genes mucl, do inglés - mucin 1, cell surface associated, ppplr7, do inglés - protein
phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 7, psmd4, do inglés - proteasome
(prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 4, tshb, do inglés - thyroid stimulating
hormone, beta e gtf2b, do inglés - general transcription factor IIB, por estarem
associados com importantes vias metabolicas.

O gene mucl, previamente alocado ao cromossomo 6 bubalino por meio de
hibridizag&o in situ fluorescente — FISH (PERUCATTI et al., 2006), codifica a proteina
mucina 1, sendo esta uma glicoproteina encontrada nas superficies das mucosas onde
desempenha papel protetor como barreira fisica aos patégenos (PATTON, 1999). A
proteina mucina 1 faz parte do subgrupo de proteinas associadas a membrana,
apresentando em sua estrutura um dominio citoplasmatico altamente conservado entre
bovinos e humanos (HOORENS et al., 2011).

O gene ppplr7 é codificante de uma proteina reguladora de uma das
subunidades da enzima fosfatase-1 (PP1) que por sua vez, atua na desfosforilagcdo de
outras proteinas (BOLLEN, 2001).



O gene psmd4, por sua vez, codifica uma proteina participante do sistema
ubiquitina-proteossomo, caracterizado em eucariotos como a principal rota nao-
lisossomal para degradacéo de proteinas. Esse sistema reconhece proteinas anormais
as quais sao ubiquitinadas e posteriormente degradadas pelo proteossomo 26S
(CIECHANOVER, 1998).

O gene tshb codifica a subunidade 8 do hormdnio estimulante da tireoide ou TSH
(do inglés, Thyroid-stimulating hormone). Esse horménio possui duas subunidades,
TSH-a e TSH-B, que atuam regulando a glandula tireoide (MAGNER, 1990).

Por fim, o gene gtf2b codifica o fator geral de transcricdo TFIIB, o qual
desempenha papel central na montagem do complexo de pré-iniciagdo da transcricao,
no recrutamento e na ativagao da RNA polimerase || (ORPHANIDES et al., 1996).

No cromossomo 3 bovino (BTA3), também foram encontradas regifes contendo
QTLs (do inglés, Quantitative Trait Loci), relacionadas principalmente com
caracteristicas de producédo e qualidade do leite, tais como porcentagem e producao de
proteina e gordura (KHATKAR et al.,, 2004). Considerando-se que o BBU6 é o
cromossomo de bufalo homdélogo ao BTA3, estudos de mapeamento de novos genes e
marcadores moleculares neste cromossomo sdo de extrema valia para as analises
populacionais em bufalo, especialmente naquelas envolvendo a procura de genes
candidatos. (O'BRIEN et al.,, 1999). Ainda, dentro da gendmica comparativa, a
comparacao das posi¢coes e ordem entre genes homaologos contribui para a verificagdo

de rearranjos e conservacao de sintenia entre esses cromossomos.



2. OBJETIVOS

e Avaliar o aproveitamento de iniciadores para PCR desenhados a partir de
informagdes do cromossomo 3 bovino para o mapeamento de genes no

cromossomo 6 do genoma de bufalo;

e Mapear um conjunto de novos genes no cromossomo 6 do bufalo utilizando
estratégias de gendbmica comparativa e a ferramenta gendémica caracterizada por

um painel de células somaticas hibridas irradiadas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selecéo e otimizacéao dos iniciadores para PCR derivados do genoma bovino

Visando o mapeamento de um conjunto de genes codificantes de proteinas no
cromossomo 6 de bdfalo, iniciadores para PCR disponiveis em bancos de dados
publicos e desenhados a partir da sequéncia do cromossomo 3 bovino (BTA3) foram
selecionados e avaliados. As informagdes sobre 0s genes e a respectiva sequéncia dos
iniciadores para PCR foram obtidas a partir dos mapas genémicos do cromossomo 3
bovino disponiveis no banco de dados NCBI, Bos taurus versédo 5.2 (inclui a versao
Btau_4.2 e a anotacgéo alternativa UMD_3.1). A sequéncia dos iniciadores para PCR de
cada gene foram obtidas consultando o link UniSTS do banco de dados NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists).

ApOs a selecéo dos iniciadores para PCR, procederam-se rea¢gbes de PCR com
gradiente de temperatura de anelamento, visando a obtencdo de um produto de PCR
anico com DNA bubalino. Para as reacfes de PCR utilizou-se o termociclador Veriti
(Applied Biosystems™), com bloco para 96 amostras. Em cada coluna do termociclador
(total de 12 colunas) foram programadas as temperaturas de anelamento variando de
50°C a 65°C (50°C, 53°C, 56°C, 59°C, 62°C e 65°C).

Nos experimentos, cada marcador foi testado com:

¢ DNA bovino, para verificar a qualidade dos iniciadores para PCR, uma vez que
estes foram desenhados a partir da sequéncia do DNA do genoma bovino
(controle positivo).

e DNA de hamster, provenientes das células utilizadas na construcdo do painel de
células somaticas hibridas irradiadas de bufalo (BBURHso0), para verificar se
possiveis amplificacbes poderiam interferir na interpretacdo dos resultados de
PCR obtidos com DNA bubalino.

e DNA bubalino, para verificar a ocorréncia de amplificacdo e assim selecionar a

temperatura ideal de anelamento.
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e Utilizou-se ainda, como controle negativo, uma reacdo sem a adicdo de DNA em
todos os experimentos realizados.

As reacbes de PCR foram realizadas em um volume total de 10uL, utilizando-se
50ng de DNA, 0,2mM de cada iniciador para PCR, 100mM de dNTP, 10mM de Tris
pH9,0, 50mM KCI, 25mM de MgCL, e 0,5 unidade de Taq DNA polimerase True Start'™
Hot Start (Fermentas'™). As condicdes das reacdes foram as seguintes: desnaturacéo
inicial por 2 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 50-65°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos,
sendo a extensao final a 72°C por 7 minutos. Os produtos do PCR foram analisados em
gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio. Os géis foram fotografados e
documentados no sistema de imagem composto pela camera digital DC290 Kodak™ e
analisados pelo programa Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis
System™ (EDAS).

3.2. Genotipagem das linhagens do painel BBURHsqo € subsequente analise
estatistica e indicacdo dos genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b a intervalos
do cromossomo 6 de bufalo

O painel BBURHso0p contém 90 linhagens de células somaticas hibridas
irradiadas, geradas a partir da fusdo de células somaticas de bufalo e de hamster como
descrito por AMARAL et al. (2007). Os pares de iniciadores para PCR que geraram
produtos de PCR adequados ao mapeamento foram utilizados no processo de
genotipagem das linhagens hibridas buafalo/hamster do painel BBURHso00. A
genotipagem de todas as 90 linhagens do painel foi realizada no minimo duas vezes
para cada gene, visando evitar a ocorréncia de falsos positivos ou falsos negativos. As
reacoes de PCR seguiram as mesmas condi¢des descritas anteriormente, utilizando-se
a temperatura de anelamento ideal previamente selecionada para cada par de iniciador
para PCR.



11

A porcentagem de frequéncia de retencao (FR) de cada marcador nas diferentes
linhagens do painel foi calculada pela razdo entre o nimero de linhagens celulares
positivas para a presenca do produto de PCR do gene, dividido pelo nimero total de
linhagens do painel BBURHso00 (90 linhagens).

Ap6s a genotipagem com as linhagens do painel BBURHso00, 0 padrdo de
presenca e auséncia do produto de PCR para cada gene foi registrado em uma tabela
do tipo Excel, seguindo-se a analise estatistica com o software CONCORDE
(Combinatorial Optimization and Networked Combinatorial Optimization Research and
Development Environment) baseado no principio matemético TSP (do inglés, Traveling
Salesman Problem) e no critério da maxima verossimilhanca que determina parametros
gque maximizam a probabilidade (MLE — do inglés, Maximum Likelihood Estimate)
(APPLEGATE et al., 1998; AGARWALA et al.,, 2000). O principio do problema
matematico TSP é o de encontrar o caminho mais curto e rapido para um vendedor
percorrer frente a um conjunto de cidades a serem visitadas, sem que nenhuma cidade
seja visitada mais de uma vez e retornando ao final das visitas a cidade de partida. No
caso de mapas gendmicos, as cidades sdo representadas pelos marcadores
moleculares (FARAUT et al., 2009).

Os principais parametros utilizados pelo software na analise séo:

e Identificacdo de marcadores ligados em um mesmo grupo de ligacao

agrupados com base em um LOD (Logaritmo (base 10) de odds) score = 5,0;

e Construcdo de um mapa consenso para cada grupo de ligacdo, definindo a
posicao de cada marcador em relacdo aos marcadores vizinhos com um alto
suporte estatistico;

e Teste da acuricia estatistica de cada mapa consenso €;

e A partir do mapa consenso, inclusdo de marcadores adicionais.

Para indicacdo dos genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b no BBUG6 realizou-

se um mapeamento comparativo por intervalo entre o cromossomo 6 bubalino e o
cromossomo 3 bovino, utilizando-se a mais recente versdo do mapa RH do BBUG6
(AMARAL et al., 2008) e o mapa de sequéncia do BTA3 (Bos taurus versédo 5.2)
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disponivel no banco de dados NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=9913).

Foram obtidas as coordenadas fisicas da localizacdo dos genes mucl, ppplr7,
psmd4, tshb e gtf2b no bta3, assim como daqueles marcadores que flanqueavam os
genes e ja se encontravam previamente mapeados no BBU6. As informagdes das
coordenadas foram utilizadas para a construcéo grafica dos cromossomos 6 bubalino e
3 bovino, com o auxilio do software MapChart (VOORRIPS, 2002). Os genes mucl,
ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b foram adicionados manualmente ao mapa RH do BBUG,
indicando o intervalo com a provavel localizacdo desses genes de acordo com o

observado na comparacdo com o mapa de sequéncia do BTA3.



13

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecéo e otimizacéo dos iniciadores para PCR derivados do genoma bovino

Foram selecionados e testados pares de iniciadores para PCR de cinco genes
codificantes de proteinas previamente mapeados no cromossomo 3 bovino, sendo eles:
mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b. A Tabela 1 mostra as informagbes dos genes
selecionados, incluindo o simbolo dos genes, a sequéncia dos iniciadores para PCR e

seu numero de referéncia no UniSTS do banco de dados NCBI.

Tabela 1. Genes selecionados a partir do cromossomo 3 bovino para 0 mapeamento no
cromossomo 6 bubalino e seus respectivos iniciadores para PCR disponiveis
do banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Simbolo do Sequéncia do iniciador para PCR *NUumero de
gene Direto (F) e Indireto (R) Referéncia
mucl F: 5-TGGGCCTCTCAGAGATCAAG-3 UniSTS:278798

R: 5-TATAACTGGCTGCGTGTGCT-3

7 F: 5-ATGAACGACAACCTCCTGGACTGC-3'
Ppp R: 5-CGATCTGCCGCACGCTGGG-3’

F: 5-CCAAGCATTATTTAGGGCGCAG-3’
R: 5’-AGATGGCAAGAAGGACAAGAAG-3’

F: 5-GACTTCATGTACAAGACTGC-3’ —
tshb R: 5-GTCAGTATTACACTTGCCAC-3’ UnisTs:279221

F:5-AACAAGGACCTCTATCAGCTTT-3’ e
gt2b R: 5-GGTACGCATTCCAGGGCTA-3’ UniSTS:279370

UniSTS:278945

psmd4 UniSTS:278980

*UniSTS refere-se ao nimero de identificacdo da respectiva sequéncia de iniciadores para PCR
no banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists).

Dos cinco genes selecionados e testados utilizando-se gradiente de temperatura
de anelamento, todos apresentaram amplificacdes por PCR de produtos especificos
com o DNA bubalino, mostrando-se adequados aos experimentos com as linhagens

celulares do painel de células hibridas irradiadas (BBURHsg00). A Figura 2 mostra os
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géis de agarose com o resultado do PCR com gradiente de temperatura para os genes
mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b respectivamente.

Para o gene mucl, foi obtido produto de PCR bufalo-especifico com todas as
temperaturas testadas. J& os genes ppplr7 e psmd4 as temperaturas mais altas foram
mais adequadas para gerar produtos de PCR especificos com o DNA de bufalo. Sendo
assim, para esses trés genes foi selecionada a temperatura de 65°C. Para o gene tshb,
foram obtidos produtos de PCR adequados com as temperaturas de 50°C a 59°C, tendo
sido selecionada para o mapeamento a temperatura de 59°C. Com relacdo ao gene
gtf2b, os iniciadores para PCR geraram produto de PCR com as temperaturas de 50°C

a 62°C e a temperatura de 62°C foi escolhida (Tabela 2).
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Figura 2. Representacdo do Gel de Agarose 2% corado com brometo de etidio
mostrando os resultados obtidos a partir dos experimentos com gradiente
de temperatura de anelamento para os iniciadores para PCR dos genes
selecionados (mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b). Temperaturas utilizadas:
colunas 1 - 50°C, 2 — 53°C, 3 — 56°C, 4 — 59°C, 5 — 62°C e 6 — 65°C. DNA
bovino: controle positivo da reagdo, DNA de hamster das células
receptoras do painel. DNA bubalino das células doadoras do painel.
100bp: marcador molecular (Gene Ruler™, Fermentas™). C: controle
negativo (reacdo de PCR sem adi¢cdo de DNA). Para cada marcador foi
selecionada uma temperatura ideal para utilizacdo no painel BBURH5ggo.
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Tabela 2. Temperaturas de anelamento e tamanho aproximado dos produtos de PCR
obtidos com os genes mucl, psmd4, tshb, gtf2b e ppplr7.

Simbolo Nome do gene em Temperatura de Tamanho
N anelamento aproximado
do gene Bos taurus . .
selecionada em bufalo
mucl mucin 1, cell surface associated 65°C 250bp
protein phosphatase 1,
ppplr7 regulatory (inhibitor) subunit 7 65°C 160bp
proteasome (prosome,
psmd4 macropain) 26S subunit, non- 65°C 150bp
ATPase, 4
tshb thyroid stimulating hormone, 59°C 110bp
beta
gtf2b general transcription factor 1B 62°C 270bp

*De acordo com o banco de dados Gene do NCBI (http://www.nchbi.nlm.nih.gov/gene).

A otimizacdo da reacdo de PCR dos marcadores com DNA de buafalo foi
importante, pois, estes foram originalmente desenhados para bovinos. A escolha por
temperaturas de anelamento altas € recomendavel, pois, diversos estudos ja
constataram que, o aumento da temperatura de anelamento promove a especificidade
do iniciador para PCR (XIANG-JUN et al., 2009; NUNAN & LIGHTNER, 2011).

Além disso, como pode ser observado, 0 aproveitamento dos iniciadores que
foram testados foi de 100%, similar a trabalhos anteriores. Por exemplo, para o
cromossomo BBU6, STAFUZZA et al. (2007) obtiveram um aproveitamento de 91% dos
marcadores testados (entre eles, genes codificantes e microssatélites). Em outro
trabalho feito com genes do complexo de histocompatibilidade principal (MHC), todos os
10 marcadores testados também se mostraram adequados ao mapeamento
(RODRIGUES-FILHO et al., 2008).
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4.2. Genotipagem das linhagens do painel BBURHs00 € subsequente analise
estatistica e indicacdo dos genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b a intervalos

do cromossomo 6 de bufalo

Os cinco genes foram utilizados no processo de genotipagem das linhagens
celulares hibridas do painel BBURHsoo para determinar o padrédo de presenca e
auséncia do produto de PCR nas diferentes linhagens. As Figuras 3, 4 e 5 mostram os
géis de agarose com os resultados de um dos experimentos de genotipagem para os
genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b, com as respectivas linhagens do painel. As
linhagens que resultaram em produto de PCR equivalente ao produto obtido com o
DNA de bufalo apresentam-se assinaladas com o sinal de positivo (+). As linhagens que
apresentaram um produto de PCR com menor intensidade em relacdo ao produto de
PCR presente no controle com o DNA de bufalo estdo assinaladas com o ponto de
interrogacao (?).

A partir dos resultados apresentados na figura 3, para o gene mucl, pode ser
observado que 23 linhagens do painel BBURHsg0p apresentaram produto de PCR
equivalente ao produto de PCR obtido com o DNA do budfalo (controle positivo) e foram
consideradas linhagens positivas. Trés linhagens apresentaram um produto de PCR de
menor intensidade quando comparado ao produto obtido com o DNA do bufalo e por
isso ndo puderam ser consideradas como linhagens positivas.

Para o gene ppplr7, de acordo com o observado, 19 das 90 linhagens do painel
BBURH5sogp apresentaram produto de PCR equivalente ao produto presente no controle
com o DNA de bufalo, enquanto que, trés linhagens apresentaram produtos de PCR
com intensidade menor comparado ao produto de PCR obtido com o DNA de bufalo
(Figura 3).
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MUC1 PPP1R7

Figura 3. Representacdo do Gel de Agarose 2% corado com brometo de etidio
mostrando os resultados de um dos experimentos de genotipagem das
linhagens do painel BBURHso00 para os genes mucl e ppplr7. B: DNA
bubalino das células doadoras do painel (controle positivo). H: DNA de
hamster das células receptoras do painel. C: controle negativo (reacdo de
PCR sem adicdo de DNA). As chaves mostram as diferentes linhagens do
painel que foram genotipadas. 100bp: marcador molecular (Gene Ruler,
Fermentas™). Os sinais positivos (+) indicam as linhagens que
apresentaram produto de PCR equivalente ao produto obtido no controle
com o DNA de bufalo. As linhagens que apresentaram um produto de PCR
com menor intensidade em relagcdo ao produto de PCR obtido com o DNA
de bufalo estao assinaladas com o ponto de interrogacao (?).
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A Figura 4 representa os géis de agarose para 0s genes psmd4 e tshb. Para o
gene PSMD4 foi observado a presenca de produto de PCR equivalente ao produto de
PCR obtido com o controle positivo em 24 das 90 linhagens do painel BBURHsp00. Oito
linhagens apresentaram um produto de PCR de menor intensidade comparado ao
produto de PCR obtido com o DNA de bdufalo.

Os resultados observados para o gene TSHB demonstram que 22 dentre as 90
linhagens do painel BBURHSs000 apresentaram produto de PCR equivalente ao produto
observado com o DNA bubalino sendo consideradas linhagens positivas. Trés
linhagens apresentaram um produto de PCR de menor intensidade que o produto de

PCR presente no controle positivo (Figura 4).
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PSMD4 TSHB

Figura 4. Representacdo do Gel de Agarose 2% corado com brometo de etidio
mostrando os resultados de um dos experimentos de genotipagem das
linhagens do painel BBURHso00 para os genes psmd4 e tshb. B: DNA
bubalino das células doadoras do painel (controle positivo). H: DNA de
hamster das células receptoras do painel. C: controle negativo (reacdo de
PCR sem adicdo de DNA). As chaves mostram as diferentes linhagens do
painel que foram genotipadas. 100bp: marcador molecular (Gene Ruler,
Fermentas™). Os sinais positivos (+) indicam as linhagens que
apresentaram produto de PCR equivalente ao produto obtido no controle
com o DNA de bufalo. As linhagens que apresentaram um produto de PCR
com menor intensidade em relacdo ao produto de PCR obtido com o DNA
de bufalo estdo assinaladas com o ponto de interrogacéo (?).
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A Figura 5 ilustra o gel de agarose com os resultados da genotipagem das
linhagens do painel BBURHs5p0o para o gene gtf2b. Como pode ser observado, das 90
linhagens do painel, 11 apresentaram produto de PCR com a mesma intensidade do
produto de PCR obtido com o DNA do bufalo, consideradas positivas. Oito linhagens
apresentaram produtos de PCR com menor intensidade que o produto observado no
controle positivo com o DNA bubalino e estdo indicadas na figura com o ponto de

interrogacao.
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Figura 5. Representacdo do Gel de Agarose 2% corado com brometo de etidio
mostrando os resultados de um dos experimentos de genotipagem das
linhagens do painel BBURHsppo para o gene gtf2b. B: DNA bubalino das
células doadoras do painel (controle positivo). H: DNA de hamster das
células receptoras do painel. C: controle negativo (reacdo de PCR sem
adicdo de DNA). As chaves mostram as diferentes linhagens do painel que
foram genotipadas. 100bp: marcador molecular (Gene Ruler, Fermentas™).
Os sinais positivos (+) indicam as linhagens que apresentaram produto de
PCR equivalente ao produto obtido no controle com o DNA de bufalo. As
linhagens que apresentaram um produto de PCR com menor intensidade
em relacdo ao produto de PCR obtido com o DNA de bufalo estdo
assinaladas com o ponto de interrogagéao (?).
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O padréo de presenca e auséncia do produto de PCR dos genes observados no
minimo em dois experimentos de genotipagem das diferentes linhagens do painel foi
registrado em uma tabela do tipo Excel (Figura 6). As linhagens foram classificadas
como positivas (1) quando da presenca do produto de PCR equivalente ao produto de
PCR obtido com o DNA de bufalo, negativas (0) quando da auséncia do produto de
PCR e, quando houve um produto de PCR com menor intensidade em comparagao ao
produto observado com o DNA de bufalo, classificou-se com o numero 2. A
porcentagem da frequéncia de retencéo de cada marcador no painel foi obtida a partir
do numero de linhagens do painel consideradas positivas (1) para o respectivo gene em
relacdo ao numero total de linhagens do painel BBURHs5q00 (90).

Os resultados mostraram que, as frequéncias de retencdo dos marcadores no
painel variaram de 13,3% (gtf2b) a 26,6% (psmd4) com média de 19,7%. As
frequéncias obtidas para cada gene foram: 18,8% para o mucl, 17,7% para o ppplr7,
26,6% para o psmd4, 22,2% para o tshb e 13,3% para o gtf2b. Em trabalhos anteriores
as frequéncias de retencdo observadas variaram de 7,8% a 52,2%. No estudo realizado
para o cromossomo BBUX (IANELLA et al., 2008), por exemplo, esses valores ficaram
entre 7,8% (huwel) a 28,9% (MAF45, INRA30 e TGLA325) e para o BBU1, as
frequéncias foram de 17,8% (sr140) a 52,2% (BM6432) (MIZIARA et al., 2007).
Considerando também o obtido para o BBU6, um mapeamento preliminar mostrou
valores de 14,4% para o0 gene rps8 a 40% para o gene nras (STAFUZZA et al., 2007).
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Figura 6. Representacdo, a partir de uma tabela Excel, do padrdo de presenca e

auséncia do produto de PCR obtido em dois experimentos de genotipagem
das linhagens do painel BBURHSsqoo para os genes mucl, ppplr7, psmd4,
tshb e gtf2b. A primeira linha corresponde a numeracao de cada linhagem no
painel (2 a 163). 1: presenca do produto de PCR equivalente ao produto
obtido com o DNA de bufalo (destacado em amarelo). 0: auséncia do produto
de PCR. 2: produto de PCR com menor intensidade em relagdo ao produto
de PCR presente no controle com o DNA de bufalo (destacado em azul). A
presenca do produto de PCR (1) para cada gene em determinada linhagem
indica que o fragmento de DNA bubalino contendo o referido gene foi retido
nessa mesma linhagem apés a fragmentacdo do cromossomo por raio X. A
porcentagem de frequéncia de retencdo, representado pelo namero de
linhagens em que um marcador estava presente no painel, variou de 13,3%
(gtf2b) a 26,6% (psmd4).
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A subsequente analise estatistica realizada com os dados da genotipagem das
linhagens celulares do painel BBURHs5p00 para os genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e
gtf2b nao resultou no estabelecimento das posi¢cdes desses genes no cromossomo 6 de
bidfalo. Esse fato deve-se principalmente a qualidade da genotipagem uma vez que,
como pode ser observado na Figura 6, a quantidade de produtos de PCR que
apresentaram menor intensidade com relagdo ao produto obtido com o DNA de bufalo
foi elevada, resultando na designagédo de muitas linhagens como nimero 2. Esse dado,
fornece ao pacote estatistico a condicdo de extrema incerteza da presenca ou auséncia
do produto de PCR naquelas linhagens, resultando na impossibilidade de gerar grupos
de ligacdo com o suporte estatistico minimo (LOD = 5) para a constru¢cdo dos mapas
gendmicos. Assim, de acordo com o obtido na andlise estatistica pelo software
CONCORDE, foram gerados os mesmos grupos de ligacao ja relatados anteriormente
para o BBU6 (AMARAL et al., 2008), sem a inclusdo dos novos genes em nenhum
desses grupos de ligacao.

A patrtir disso, procedeu-se entdo ao mapeamento comparativo desses genes no
cromossomo 6 de bufalo, analisando-se o mapa RH do BBU6 e 0 mapa de sequéncia
do BTA3 para a indicacdo do intervalo da provavel localizacdo dos genes mucl,
ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b, com base na posi¢cdo desses genes, assim como de seus
marcadores adjacentes no cromossomo 3 bovino (BTA3), homologo ao BBUG.

A Figura 7 representa o0 mapa RH do cromossomo 6 de bufalo (AMARAL et al.,
2008) comparado com o mapa de sequéncia do cromossomo 3 bovino (Bos taurus
versao 5.2, disponivel em:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=9913), indicando
os intervalos e as possiveis localizacdes dos genes avaliados neste trabalho. Foram
representados no mapa RH do BBU6, somente 16 marcadores, dentre eles, 13 genes
codificantes de proteinas (incluindo os cinco genes do presente estudo) e trés
microssatélites. A tabela 4 apresenta a posi¢cdo dos marcadores que flanqueiam os
genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b no BBU6 e no BTAS.

No BTA3 o gene mucl encontra-se mapeado na posicdo 16809920 bp, entre os

microssatélites IDVGA-53 e RMO019 que estdo localizados respectivamente nas
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posicbes 16125636 bp e 18262294 bp. No BBUG6, os microssatélites IDVGA-53 e
RMO019 estdo mapeados nas posi¢coes 272 cR e 350 cR respectivamente. Sendo assim,
foi indicado no mapa RH do BBU6 o intervalo no qual o gene MUC1 estaria
provavelmente localizado, ou seja, entre os microssatélites IDVGA-53 e RM019.

Com relacdo ao gene ppplr7, o mesmo encontra-se localizado na posicédo
126285644 bp no BTA3 entre os genes sag (S-antigen; retina and pineal gland
(arrestin)) e nedd5 (Septin 2) que encontram-se localizados nas posi¢fes 120351767
bp e 126405358 bp, respectivamente. No BBU6 0s genes sag e nedd5 estdo mapeados
a 1860 cR e 1914 cR delimitando o intervalo no qual o gene ppplr7 estaria localizado.

Outro gene do presente estudo, o psmd4, encontra-se mapeado no BTA3 na
posicao 21066868 bp. Flanqueando esse gene encontram-se o gene tuftl (tuftelin 1) e
0 microssatélite BMS963 na regido que vai de 20710070 bp (tuftl) a 21857792 bp
(BMS963). No cromossomo 6 bubalino, essa regido corresponde a posicdo de 358 cR
(tuftl) a 366 cR (BMS963), a partir da qual foi indicado o gene psmd4.

O gene tshb estd mapeado na posicdo 30777425 bp do cromossomo 3 bovino,
entre os genes ngfb (nerve growth factor (beta polypeptide)) e nras (neuroblastoma
RAS viral (v-ras) oncogene homolog). Essa regido compreende da posicdo 30489050
bp (ngfb) a 31061009 bp (nras) do BTA3 e corresponde ao intervalo entre 599 cR (ngfb)
e 626 cR (nras) no cromossomo 6 bubalino. Com base na comparacdo da posicao
desses marcadores no BTA3, o intervalo no qual o gene TSHB estaria localizado foi
inferido entre os genes ngfb e nras.

No cromossomo 3 bovino, 0 gene gtf2b estd mapeado entre os genes dpyd
(dihydropyrimidine dehydrogenase) e o gene uox (urate oxidase) na posi¢cdo 58439130
bp. No mesmo cromossomo, 0s genes dpyd e uox encontram-se nas posi¢coes
48404070 bp e 63697398 bp, respectivamente. No BBUG6 esse intervalo corresponde as
posicdes de 997 cR (dpyd) a 1083 cR (uox) no mapa RH. A partir dessa informacéao,
inferiu-se o intervalo de localizagdo do gene gtf2b entre esses marcadores no mapa RH

do cromossomo 6 do bufalo.
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Figura 7. Comparacédo do mapa RH do cromossomo 6 de bufalo (AMARAL et al., 2008) com o mapa de sequéncia do
cromossomo 3 bovino (Bos taurus versao 5.2) obtido a partir do software MapChart. Os marcadores
destacados em vermelho consistem dos genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b que foram adicionados
manualmente ao BBU6 por meio de mapeamento comparativo com o BTA3. A linha tracejada em
vermelho indica a regido com a provavel localizagdo no BBU6 para cada gene do presente estudo. As
posi¢des dos marcadores no BBU6 estdo em centiRay (cR) e no BTA3 em Megabases (Mb).
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Tabela 4. Posicdo dos marcadores que flanqueiam os genes mucl, ppplr7, psmd4,
tshb e gtf2b no mapa de sequéncia do cromossomo bovino 3 (Bos taurus
versdo 5.2) e respectiva posicdo desses marcadores no mapa RH do
cromossomo 6 de bufalo (AMARAL et al., 2008).

Sr;rg?é)algfro Posicao no BTA3 (bp) Posigé?cg)) BBUG

UWCA7 10794216 211
IDVGA-53 16125636 272
RM019 18262294 350
tuftl 20710070 358
BMS963 21857792 366
ngfb 30489050 599
nras 31061009 626
dpyd 48404070 997
uox 63697398 1083
sag 120351767 1860

nedd5 126405358 1914
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5. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos pode-se concluir que:

e Os genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b foram pela primeira vez testados
com o DNA de bufalo e apresentaram produto de PCR adequados ao
mapeamento com as linhagens do painel BBURHs000. Sendo assim, consistem
agora em novos marcadores que podem ser utilizados em estudos de

polimorfismos em popula¢des bubalinas;

e A analise estatistica dos cinco novos genes resultou na ndo inclusdo dos
mesmos no atual mapa RH do BBUG, devido a qualidade da genotipagem obtida
com os experimentos de PCR. Procedeu-se entdo, a analise comparativa entre a
posicdo em cR dos marcadores no mapa RH do cromossomo 6 bubalino com a
posicdo em bp dos marcadores correspondentes no mapa de sequéncia do
cromossomo 3 bovino, a qual permitiu indicar o intervalo da provavel localizacéo

dos genes mucl, ppplr7, psmd4, tshb e gtf2b no cromossomo 6 de bufalo.
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