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POLIMORFISMOS DOS GENES IGF2, PMCH E RORC EM BOVINOS
NELORES E CRUZADOS: VARIABILIDADE E RELACAO COM
CARACTERISTICAS DA CARCACA E DA CARNE

RESUMO - As técnicas de biologia molecular utilizadas no melhoramento
genético sdo uma alternativa para o aperfeicoamento de caracteristicas de
interesse zootecnico. S&o publicados na literatura novos polimorfismos de genes
candidatos posicionais ou funcionais com potencial de aplicacdo na selecdo
assistida por marcadores. Os genes IGF2, PMCH e RORC se apresentam, em
funcdo de pesquisas recentes, como candidatos para caracteristicas de interesse
em animais de producdo. Os objetivos foram estimar as frequéncias alélicas e
genotipicas dos  polimorfismos IGF2/Mboll, DQ499531.1:9.134A>T e
DQ667048.1:9.3290G>T em bovinos de corte de diferentes grupos genéticos e
avaliar a ocorréncia de associacdes entre esses polimorfismos e caracteristicas
relacionadas a composicdo da carcaca e a qualidade de carne em animais
abatidos em idade jovem. Foram utilizados dados de qualidade de carne e
carcaca de 499 animais da raca Nelore e seus cruzamentos com racgas taurinas.
As frequéncias alélicas encontradas permitiram inferir que os alelos dos
polimorfismos IGF2/Mboll e DQ667048.1:9.3290G<T RORC diferem entre as
subespécies Bos indicus e Bos taurus. Embora a relagdo entre o polimorfismo
IGF2/Mboll e a EGS nos animais estudados ndo tenha sido significativa apos
correcao para multiplos testes, sugerem que mais estudos devem ser realizados
para verificar a influéncia desse polimorfismo sobre esta caracteristicas de
interesse em bovinos. Os SNPs estudados dos genes PMHC e RORC, com base
nos resultados, inadequados para uso na selecao assistida por marcadores em

bovinos com composicédo genética semelhantes as utilizadas nesta pesquisa.

Palavras-chaves: Marcadores Moleculares, SNPs, Bovinos, Nelore



viii

GENE POLYMORPHISM TO IGF2, PMCH AND RORC IN THE CATTLE
NELLORE AND CROSSBREED: VARIABILITY AND RELATIONSHIP WITH
CHARACTERISTICS OF CARCASS AND MEAT

SUMMARY- The techniques used in molecular breeding are an alternative for the
improvement of characteristics of zootechnical interest. Are published in the
literature a new polymorphisms positional and functional of candidate genes with
potential application in marker-assisted selection. The gene IGF2, PMCH and
RORC are present, according to recent research, as candidates for traits of
interest in farm animals. The objectives were to estimate the allele and genotype
frequencies of polymorphisms [IGF2/Mboll, DQ499531.1: ¢g.134A> T and
DQ667048.1: g.3290G> T in beef cattle of different groups genetic and evaluate
the occurrence of associations between these polymorphisms and traits related to
carcass composition and meat quality in animals slaughtered at a young age. Data
of meat quality and carcass of 499 Nellore and its crosses with taurine. Based on
the results we can conclude that the allele frequencies found possible to infer that
the alleles of the polymorphisms and IGF2/Mboll DQ667048.1: g.3290G <T differ
between subspecies Bos indicus and Bos taurus and although the relationship
between polymorphism IGF2/Mboll and EGS in the animals studied was not
significant after correction for multiple tests, suggest that more studies should be
performed to verify the influence of this polymorphism on this interesting traits in
cattle. The SNPs studied genes RORC and PMHC seem, based on the results
unsuitable for use in marker-assisted selection in cattle with the genetic

composition similar those used in this study.

Keywords: Molecular Markers, SNPs, Cattle, Nellore



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

CARACTERISTICAS DA PECUARIA DE CORTE NO BRASIL

O rebanho bovino brasileiro é considerado o maior rebanho comercial do
mundo, tendo a expanséo agricola brasileira, principalmente o desenvolvimento da
pecuaria de corte, contribuido para aumentar o numero efetivo de bovinos.
Segundo dados do IBGE (2010), o Brasil tem aproximadamente 205 milhdes de
cabecas, sendo 79,3% de bovinos corte, representando proximo de 16% do
rebanho mundial. O Brasil é o segundo maior produtor de carne bovina, com 7.618
mil toneladas de equivalente-carcaca, atras dos Estados Unidos, com 11.816 mil
de toneladas. E também o segundo em nimero de abates (40,1 milhdes de
animais), atras da China (42,4 milhées de animais) (ANUALPEC, 2010). O Brasil
exportou em 2009 um total de 1.245.139 toneladas de carne bovina (ANUALPEC,
2010), sendo o maior exportador mundial do produto.

Com a melhora no padrdao de vida da populacdo brasileira, houve
alteracdes no padrao alimentar, com aumento no consumo de proteinas de origem
animal. FERRAZ & FELICIO (2010) apresentaram um estudo do mercado de
carnes, onde mostram alguns pontos relevantes, onde o mercado interno e
responsavel por consumir 72% do total da carne produzida, algo em torno de sete
milnbes de equivalentes-carcaca/ano, tendo um total de 37 kg de
carne/habitante/ano.

Considerando-se a importancia econémica da pecuaria de corte no Brasil
(MACEDO, 2006; FARIA et al., 2008) e sua posi¢cao no ranking mundial em termos
de producao e exportacdo (ABIEC, 2010), fica evidente a demanda por aumento
da producéo e da qualidade da carne.

Embora o Brasil ocupe uma posicdo de destaque no cenario econdémico, a

pecuaria de corte nacional tem como caracteristicas apresentar baixa



produtividade e variacdo na qualidade da carne produzida, fatores que podem
fazer com que a competitividade deste setor no mercado globalizado seja
comprometida (HADLICH, 2007).

MELHORAMENTO GENETICO NA BOVINOCULTURA

O melhoramento das caracteristicas fenotipicas de interesse zootécnico em
bovinos tem sido alvo do empenho da humanidade e, mesmo que sendo realizado
de forma empirica antes do século passado, vem sendo realizada por volta de
10.000 anos. A domesticacdo dos animais permitiu ao ser humano realizar a
selecdo artificial para caracteristicas de interesse e modificar, mesmo que de
forma inconsciente, a caracteristica genotipica das populacées (SANTOS, 1995).

O sucesso da selecdo esta sujeito ao valor da herdabilidade do carater,
tendo como as herancas poligénicas, dominancias parciais ou completas, a
influéncia do ambiente e o tempo necessario para a estimacdo fenotipica como
fatores limitantes (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

O melhoramento genético dos animais domeésticos tem sido conduzido para
caracteristicas de desempenho tais como crescimento e producao de leite, sendo
empregados, fundamentalmente, principios de genética quantitativa, de forma que,
0s individuos de uma populacdo sejam estimados por meio de métodos
estatisticos. Na maior parte dos programas de melhoramento genético de bovinos
utilizou, por volta dos anos 80, a teoria dos indices de selecdo, com o foco em
selecdo dentro de rebanhos. Apos este periodo, a metodologia dos modelos
mistos para a estimagdo do valor genético dos animais, expresso em termos de
Diferenca Esperada na Progénie (DEP) vem sendo empregada (QUASS &
POLLAK, 1980; HENDERSON, 1988).

Dessa forma, nos ultimos 35 anos, os pecuaristas brasileiros vém
apresentando resultados notaveis no melhoramento genético de varias
caracteristicas produtivas. Porem, apesar da evolucao dos resultados obtidos,
foram apresentadas algumas limitacBes. A eficiéncia dos metodos tradicionais de



selecdo é bastante limitada em relacéo as caracteristicas de dificil ou dispendiosa
mensuracao, de baixa herdabilidade, que ndo se expressam no individuo ou de
expressao tardia ou pos-morte (SCHWERIN ET AL., 1995).

A analise molecular do genoma dos animais domésticos inicia a
contribuicdo para que sejam solucionadas algumas destas limitacdes. A acuracia
das predicdes e a intensidade de selecdo aplicada ao rebanho podem ser
incrementadas, diminuindo o intervalo entre geracdes e economizando esforgos
em testes de progénie de touros. Além disso, as informagdes moleculares a
respeito dos animais selecionados podem ser obtidas precocemente, o que se

refletird em aceleracéo do progresso genético anual.

QUALIDADE DA CARNE EM BOVINOS

As gorduras de marmorizacao e de cobertura, o desenvolvimento muscular e
a maciez da carne sdo algumas das principais caracteristicas de carcaca e da
carne dos bovinos. Tais caracteristicas sdo importantes para eficiéncia econémica
da cadeia da carne, uma vez que estao diretamente relacionadas a produtividade
e a qualidade final do produto, ainda que nem sempre estejam diretamente
relacionados a remuneracéo recebida pelo criador.

As deposicbes de gordura intramuscular e subcutanea influenciam
diretamente na qualidade da carne produzida e consequentemente na preferéncia
dos consumidores. A marmorizacdo da carne, decorrente da deposicdo de
gordura intramuscular, confere suculéncia e sabor, interferindo no habito de
consumo e no preco final do produto (KILLINGER ET AL., 2004). O aumento da
deposicdo de gordura subcutdnea é importante para garantir a qualidade da
carcaca apo6s o resfriamento (TAIT ET AL., 2005). De acordo com DRANSFIELD
(1994), a terminacdo de carcaca adequada garante 0 menor impacto
proporcionado pelo resfriamento rapido, evitando o encurtamento das fibras e
consequentemente a menor maciez da carne. Além disso, a maior temperatura

interna da carcaca poés-resfriamento observada em animais com maior cobertura



de gordura concorre para a maior acao glicolitica muscular, o menor indice de pH,
a ativacdo das proteases calcio-dependentes, e consequentemente para a maior
maciez da carne.

Além da terminacdo adequada da carcaca, inumeros outros fatores como
idade, sexo, raca, manejos pré e pos abate, atividade enzimética no pos-morte,
composicao das fibras musculares e preparo do produto pelo consumidor podem
influenciar na maciez da carne. Atualmente, em muitos mercados, existe uma
relacdo positiva entre o preco dos cortes e a sua maciez, o que confirma o fato
desta caracteristica ser o principal componente da satisfagdo dos consumidores
em relacdo a carne bovina (SAVELL & SHACKELFORD, 1992).

KOOHMARALIE (2003) afirma que 46% das variacbes de maciez da carne se
devem a genética do animal e 54% a variacbes ambientais, quando comparadas
racas diferentes. Dentro de racga, a genética seria responsavel por 30% da
variagao. Particularmente neste aspecto, existe grande interesse na selecao de
animais para aumento da maciez da carne (PAGE ET AL., 2004).

Em confluéncia com as deposicdes de gordura na carcaga e a maciez, a
area do musculo Longissimus dorsi, ou area de olho de lombo, é caracteristica de
grande interesse econdmico em bovinos de corte por estar estreitamente
relacionada com a capacidade de producdo e tamanho dos cortes carneos
(HADLICH, 2004).

MARCADORES MOLECULARES

Marcador molecular € toda e qualquer variacdo originaria de um gene
expresso ou de um segmento especifico de DNA (correspondente a regides
expressas ou ndo do genoma). Ao se certificar que esses marcadores segregam
conforme as leis mendelianas para caracteristicas monogénicas, ou ocorram
distribuicbes compativeis com as esperadas para caracteristicas poligénicas
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Analisando na perspectiva molecular

ocorrem trés tipos principais de variagcbes na molécula de DNA, as regioes



repetitivas, as insercfes e delecdes (Indels) e as alteracbes de uma Unica base
(Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs) (VIGNAL ET al., 2002).

Os polimorfismos podem ser encontrados tanto em regibes codificadoras
como em regides ndo codificadoras dos genomas. Em regifes codificadoras, se
resultar em uma substituicho de aminoacido na sequéncia proteica, s&o
chamados de nédo sinbnimos, sendo que pode ser uma substituicdo conservativa
ou ndo conservativa em funcédo das caracteristicas dos aminoacidos envolvidos
na troca. Podendo haver modificacBes estruturais e funcionais na proteina.
Apesar dos polimorfismos sinonimicos ndo alterarem a sequéncia proteica, eles
tem a capacidade de modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro,
e, como consequéncia alterar a quantidade de proteina produzida. A quantidade
de proteina produzida também pode ser alterada quando ocorrem mudancas nas
regibes ndo traduzidas do RNA mensageiro (5 UTR e 3 UTR). Além disso, os
polimorfismos génicos podem causar processamentos alternativos, geracdo ou
supressao de codons de terminacdo, alteracdo nos cédons de iniciacdo da
traducéo e alteracdes no padréo de expressao de genes quando a troca de bases
ocorre em sequéncias promotoras (GUIMARAES & COSTA, 2002).

Os polimorfismos intronicos ganharam importancia pelo fato de ndo mais
poderem ser descartados como possiveis responsaveis diretos por alteracfes
fenotipicas. Sabe-se que RNAs nao codificantes transcritos a partir de regifes de
introns (micro-RNAs) estdo envolvidos em diferentes processos biologicos tais
como os controles transcricional e poés-transcricional da expressdo génica
(NAKAYA ET AL., 2007).

Entre as vantagens que sao atribuidas aos marcadores moleculares
evidenciam-se o alto polimorfismo, o fato de ndo sofrerem influéncia do meio
ambiente, de serem comumente codominantes, de poderem ser analisados em
gualquer momento do desenvolvimento do individuo, e de poderem ser realizado
as analises em um individuo a partir de células ou tecidos (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). Contudo, ROCHA ET AL. (1994) utilizaram o termo
llusdo Aditiva ao citar um demasiado otimismo ao facil emprego de marcadores



com a finalidade de realizar a sele¢do, considerando que genes isolados néo
podem ser qualificados como bons ou ruins e que apenas o0 genotipo como um
todo pode receber este tipo de classificacdo, ainda assim, quando relacionado a
determinada condicdo ambiental.

Marcadores moleculares permitem que os genoétipos dos individuos sejam
determinados em muitos locos para varias espécies diferentes (O'BRIEN &
GRAVES, 1991), permitindo que parametros populacionais como frequéncias
alélicas e genotipicas sejam avaliados. Estas informa¢des que possa ocorrer a
comparacgao de frequéncias entre populagcdes e revelam as diferencas em suas
composi¢cdes genéticas que podem colaborar com as variagbes fenotipicas
(MOODY ET AL., 1996). Contudo, para a realizacao da identificagcdo nas regioes
do DNA responsaveis por caracteristicas de interesse, geralmente, recorre-se a
algumas estratégias diferentes, como a localizacdo de QTL (Quantitative Trait
Loci) pela analise de regibes microssatélites do maior numero possivel de
individuos de grandes familias, originarias de acasalamentos direcionados
(HALEY, 1998). Entretanto, a aplicagdo dessa ferramenta encontra a dificuldade
em se constituir familias para o estudo e no alto custo para a manutencdo dos
animais, principalmente em bovinos, cujo intervalo entre geracfes é grande. Além
disso, apos a identificacdo de QTL ainda hd um longo caminho a percorrer até a
descoberta dos genes diretamente implicados com o fenétipo (FORTES ET AL.,
2007).

Metodologia alternativa para a diminuicdo dessas dificuldades é a busca de
genes candidatos principais, onde o objetivo é estudar os mecanismos fisioldgicos
envolvidos com a manifestacdo das caracteristicas de producdo em questédo, na
tentativa de pesquisar variagbes de genes especificos entre individuos que
apresentam fendtipos diferentes (WOMACK, 2006). A estratégia do gene
candidato tem como grande vantagem o fato de nao ser obrigatério a
genotipagem de um alto niumero de individuos de grandes familias originados de

acasalamentos direcionados, uma vez que, a principio, espera-se que O



polimorfismo estudado seja determinante direto de variacdo fenotipica (FORTES
ET AL., 2007).

Entretanto, as conquistas praticas obtidas pela utilizacdo da selecéo
assistida por marcadores moleculares — MAS, estdo, até o momento, aquém do
desejado, ou seja, nem sempre esta estratégia pode ser aplicada, ja que muitas
vezes os resultados de diferentes trabalhos mostram-se pouco conclusivos ou
contraditorios. Essas dificuldades em concluir ou contradicbes de resultados
costumam ser explicados por perdas de associacdo entre os marcadores e as
caracteristicas quantitativas ao longo das geracfes, ja que muitas vezes 0s
polimorfismos estudados ndo sdo o0s responsaveis diretos por alteracbes
fenotipicas, por interacdes epistaticas diferentes entre o gene candidato e as
bases genéticas de populacdes e racas distintas e pela magnitude do efeito do
gene candidato (CURI ET AL., 2006).

Este fato denota a necessidade de confirmacdo de resultados prévios por
meio de estudos adicionais em diferentes geracfes e populagdes de individuos da
mesma raga, entre as diferentes racas e, no caso de bovinos, entre as diferentes
subespécies, antes que marcadores moleculares possam ser comercializados
para um determinado grupo genético (OLIVEIRA & CURI, 2008).

Segundo CASAS ET AL. (2005), resultados de associacdo entre marcadores
moleculares e caracteristicas de interesse obtidas para populacbes de animais
Bos taurus ndo sdo imediatamente aplicaveis em populacées de animais Bos
indicus, antes que possam ser amplamente estudados e validados. Outra
constatacdo importante é o fato de que muitos polimorfismos que segregam e se
encontram associados as caracteristicas interessantes em animais Bos taurus,
sequer segregam em animais Bos indicus denotando a necessidade do uso ou
desenvolvimento de outros marcadores para 0 gene ou regiao cromossdmica para
gue possam ser efetuados os estudos nas racas dessa subespécie (OLIVEIRA &
CURI, 2008). Dessa forma, muitas vezes de forma prematura e arriscada para a
credibilidade futura do negdcio, 0 mercado de testes genéticos para identificacdo
de animais de genatipo superior avanca (OLIVEIRA & CURI, 2008).



GENES RELACIONADOS A COMPOSICAO DA CARCACA E A QUALIDADE
DA CARNE

Ao longo das ultimas décadas, os avancos na genética molecular tém levado
a identificacdo de genes que influenciam a producdo de carne de qualidade em
animais de producdo (GAO ET AL., 2007). Entre eles estdo os genes CAST
(calpastatina), CAPN1 (calpaina 1), LEP (leptina), TG (tiroglobulina), DGAT1
(diacilglirerol O-aciltransferase 1), FABP4 (proteina ligante de acido graxo 4), GH1
(hormbénio do crescimento), IGF1 (fator semelhante a insulina 1) e MSTN
(miostatina), entre outros, anteriormente estudados por grupos de pesquisa no
Brasil e no mundo.

Os genes IGF2 (Fator semelhante a insulina 2), PMCH (Pro-horménio
concentrador de melanina) e RORC (Receptor 6rfao para retindide do subtipo C)
se apresentam, em funcdo de pesquisas recentes, como candidatos para
caracteristicas de interesse em animais de producdo (FLISIKOWSKI ET AL.,
2005; HELGESON & SCHMUTZ, 2008; BARENDSE ET AL., 2006).

O gene bovino IGF2 foi localizado no cromossomo bovino 29 (SCHMUTZ ET
AL., 1996), que abriga QTL para caracteristicas da carne, do leite e da saude em
bovinos (CASAS ET AL., 2003; RODRIGUEZ-ZAS ET AL., 2002). Os IGFs séo
peptideos promotores do crescimento, que pertencem a uma familia de
polipeptidios estruturalmente relacionados, que inclui IGF1, IGF2, insulina e
relaxina (DAFGARD ET AL., 1985). O sistema IGF consiste de dois fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGF1 e IGF2), dois receptores, e seis
proteinas de ligacdo (IGFBP-1 a -6). A insulina é sintetizada exclusivamente nas
ilhotas pancreaticas de Langerhans, enquanto IGFs sao sintetizados em tecidos
por todo o corpo (NEDBAL ET AL., 2000). O IGF2 estimula respostas no musculo
esquelético, incluindo efeitos sobre o metabolismo de carboidratos, gordura e de
proteinas, crescimento e diferenciacdo de uma forma autécrina/paracrina
(FLORINI ET AL., 1991; OKSBJERG ET AL., 2004). Devido as fungbes que o



IGF2 desempenha no crescimento muscular e no desenvolvimento é considerado
gene candidato para o desenvolvimento de marcadores moleculares para
producdo de carne em animais de interesse zootécnico.

O gene PMCH foi caracterizado em bovinos por HELGESON & SCHMUTZ
(2008) e mapeado no cromossomo 5 por STONE ET AL. (2002). O PMCH codifica
trés neuropeptidios: neuropeptidio-glicina-acido glutamico (ESL), neuropeptidio-
glutdmico-isoleucina (NEI) e horménio concentrado de melanina (MCH) (NAHON
ET AL. 1989). O MCH é o produto mais estudado do PMCH, o qual foi
demonstrado como estimulador do consumo alimentar, bem como modulador da
funcdo metabolica (revisado por PISSIOS ET AL., 2006). O MCH ¢é
predominantemente expresso no hipotadlamo dos mamiferos, sendo expresso
também na tiroide, baco, intestino e testiculos (BAKER, 1994).

O gene RORC é altamente expresso no musculo esquelético (HIROSE ET
AL., 1994), sendo membro de uma superfamilia que inclui receptores para
hormonios esteroides, horménio da tireoide, retindides e vitamina, assim como um
grande numero de receptores, referida como receptores 6rfaos, para os quais ndo
foi identificado ligante (EVANS, 1988; KELLER & WAHLI, 1993; HIROSE ET AL.,
1994). Papéis importantes para os receptores nucleares tém sido demonstrados
no controle do desenvolvimento embrionério, na proliferacdo e diferenciacao
celular (CHOMIENNE ET AL., 1990; DE LUCA, 1991). Cada membro da
subfamilia ROR exibe uma diferente distribuicdo tecidual, sugerindo que estes

receptores tém funcdes bioldgicas distintas.

OBJETIVOS

Diante do exposto e considerando a falta de informacbes em relacédo ao
potencial de utilizacdo de marcadores moleculares relacionados as caracteristicas
de interesse em animais de racas zebuinas, este trabalho teve como objetivo
estimar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos IGF2/Mboll do
gene IGF2, DQ499531.1:9.134A>T do gene PMCH e DQ667048.1:9.3290G>T do
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gene RORC em bovinos de corte de diferentes grupos genéticos (Nelores — Bos
indicus e cruzados — Nelore x Bos taurus) e avaliar a ocorréncia de associacdes
entre esses polimorfismos e caracteristicas relacionadas a composicdo da

carcaca e a qualidade de carne em animais abatidos em idade jovem.
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CAPITULO 2

POLIMORFISMOS DOS GENES IGF2, PMCH E RORC EM BOVINOS NELORE
E CRUZADOS: VARIABILIDADE E RELACAO COM CARACTERISTICAS DA
CARCACA E DA CARNE

RESUMO

Este trabalho teve como objetivos estimar as frequéncias alélicas e
genotipicas dos  polimorfismos IGF2/Mboll, DQ499531.1:9.134A> e
DQ667048.1:9.3290G>T em bovinos de corte de diferentes grupos genéticos
(Nelores - Bos indicus e cruzados - Nelore x Bos taurus) e avaliar a ocorréncia de
associacoes entre esses polimorfismos e caracteristicas relacionadas a
composi¢ao da carcaga e a qualidade de carne em animais abatidos em idade
jovem. Foram utilizados dados de qualidade de carne e carcaca de 499 animais,
sendo 313 da raca Nelore e 186 provenientes de seus cruzamentos com diversas
racas taurinas. Para o polimorfismo IGF2/Mboll encontrou-se frequéncias para o
alelo G de 0,231 no Nelore e de 0,631 nos cruzados. Para o polimorfismo
DQ499531.1:9.134A>T as frequéncias alélicas de A foram de 0,850 no Nelore e
de 0,905 nos cruzados. Para o polimorfismo DQ667048.1:9.3290G>T as
frequéncias alélicas de G foram 0,797 e 0,460 no Nelore e nos cruzados,
respectivamente. Com relacdo aos estudos de associacéo, os resultados obtidos
ndo mostraram a ocorréncia de relagdes significativas (p < 0,05) entre os
polimorfismos de DNA genotipados e as caracteristicas avaliadas (area de olho
de lombo, espessura de gordura subcutanea, forca de cisalhamento, lipideos

totais e indice de fragmentagdo miofibrilar).

Palavras-chaves: bovinos de corte, Bos indicus, genes candidatos,

qualidade da carne
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INTRODUCAO

Os principios da genética quantitativa séo aplicados dentro do melhoramento
genético para caracteristicas produtivas e reprodutivas, onde os individuos de
uma dada populacdo passam por uma avaliacdo e selecdo de acordo com as
suas medidas fenotipicas e de seus parentes.

Nos ultimos 30 anos diversas fazendas de produtores brasileiros de gado de
corte obtiveram resultados notaveis no melhoramento de caracteristicas de
interesse zootécnico. Entretanto, a evolucdo da pecudria de corte no Brasil e a
necessidade de consolidar e conquistar novos mercados vem exigindo aceleracao
da velocidade de mudancas nos rebanhos que sdo submetidos a selecéo.
Algumas caracteristicas, como qualidade da carne, a resisténcia a doencas e
fertilidade sdo as caracteristicas que ganharam importancia dentro do cenario da
selecdo genética.

As técnicas de biologia molecular que sédo aplicadas ao melhoramento
genético sao consideradas uma boa alternativa para o melhoramento de
caracteristicas de interesse comercial. Atualmente, varios estudos tém sido
realizados em relagéo ao estudo de diversos polimorfismos de genes candidatos
posicionais ou funcionais (identificados com base em estudos de fisiologia,
expressao génica diferencial e varredura do genoma em busca de QTL) que tem
como objetivo a selecdo assistida por marcadores. Os genes IGF2 (fator
semelhante a insulina 2), PMCH (Pro-hormdnio concentrador de melanina) e
RORC (receptor 6rfédo para retinéide do subtipo C) se apresentam, em fungéo de
pesquisas recentes, como candidatos para caracteristicas de interesse em
animais de producédo (FLISIKOWSKI ET. AL., 2005; HELGESON & SCHMUTZ,
2008; BARENDSE ET. AL., 2006)

Na quase totalidade, os estudos de associacéo entre esses polimorfismos e
caracteristicas desejaveis pelo mercado tém inicio em populacdes bovinas de
racas Bos taurus. Tal situacéo se deve ao fato da maior parte da carne produzida

no mundo ser proveniente de racas dessa subespécie (CASAS ET. AL., 2005).
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Entretanto, polimorfismos que segregam e se encontram associados a
caracteristicas de interesse econdmico em animais Bos taurus, podem n&o
segregar em animais Bos indicus impossibilitando os estudos nas racas dessa
subespécie (OLIVEIRA & CURI, 2008). Além disso, resultados favoraveis de
associacao entre marcadores moleculares e caracteristicas de interesse obtidas
para populacbes de animais Bos taurus ndo sdo imediatamente aplicaveis as
populacdes de Bos indicus, uma vez que efeitos de substituicdo de alelos de um
polimorfismo s&o parametros intrinsecos de cada populacdo ou raca em
determinado ambiente (CASAS ET AL., 2005). Assim sendo, antes de transpor
marcadores das populacdes em que foram identificados para a comercializacéo, é
fundamental a corroboracéo dos seus efeitos sobre as caracteristicas de interesse
em diferentes racas e ambientes em processo conhecido como validagao
(OLIVEIRA & CURI, 2008).

Isto posto e considerando a falta de informacfes em relacdo ao potencial de
utilizagdo de marcadores moleculares relacionados as caracteristicas de interesse
em animais de racas zebuinas, este trabalho teve como objetivo estimar as
frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos IGF2/Mboll do gene IGF2,
DQ499531.1:9.134A>T do gene PMCH e DQ667048.1:9.3290G>T do gene
RORC em bovinos de corte de diferentes grupos genéticos (Nelores — Bos indicus
e cruzados — Nelore x Bos taurus) e avaliar a ocorréncia de associacOes entre
esses polimorfismos e caracteristicas relacionadas a composi¢cdo da carcaca e a

gualidade de carne em animais abatidos em idade jovem.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados dados de qualidade de carne e carcaca de 499 animais da

raca Nelore e seus cruzamentos com diversas ragas taurinas.
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Deste total, 199 animais machos Nelore, terminados em confinamento com
idade inferior a dois anos, cujas amostras foram colhidas como parte do projeto
“Estudo genético quantitativo da qualidade da carcaca e da carne em bovinos da
raca Nelore” (Proc. CNPq 480369/2009-7), foram provenientes de fazendas que
integram o programa de melhoramento genético da Conexdo Delta G. O
programa comecou em 1993 para a raca Nelore, contando hoje com
aproximadamente 200.000 cabecas e 110.000 vacas com escrituracdo
zootécnica, em cinco estados. Nestas fazendas, os animais nascidos em
determinado periodo (inferior a trés meses) sdo agrupados e submetidos ao
mesmo manejo até a desmama. Apos a desmama sdo formados novos grupos
gue persistem sob as mesmas condi¢cdes de manejo até o sobreano, quando os
animais sdo destinados a reproducdo ou seguem para o confinamento até o
abate. O banco de dados com as informacdes constantes dos arquivos
zootécnicos da Conexdo delta G foi disponibilizado, permitindo a formacao dos
grupos de contemporaneos dos animais de acordo com o ano de nascimento,
fazenda e grupos de manejo desde o0 nascimento até o abate.

Foram também utilizados 256 animais, sendo 114 animais da raca Nelore,
67 cruzados Angus x Nelore (1/2 Bos taurus + 1/2 Bos indicus), 41 da raca
Canchim (5/8 Charoles + 3/8 Bos indicus), 19 tricross Brangus (9/16 Bos taurus +
7/16 Bos indicus) e 15 tricross Pardo-Suico (3/4 Bos taurus + 1/4 Bos indicus),
originarios de rebanhos comerciais de sete fazendas do estado de S&o Paulo, e
terminados nos anos de 2003, 2005, 2006 e 2007 no setor experimental de
confinamento do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal da Faculdade
de Medicina Veterinéria e Zootecnia da UNESP, Botucatu/SP — Brasil, no sistema
de producéo Superprecoce. Neste sistema de producdo, os animais provenientes
de lotes homogéneos de cada fazenda entram em confinamento imediatamente
apos a desmama, onde permanecem até que 0 grupo tenha atingido peso e
terminacdo adequados para o abate. Adicionalmente, foram utilizados 44 bovinos
provenientes do cruzamento entre reprodutores Rubia Galega (Bos taurus) e

matrizes Nelore (Rubia Galega x Nelore: 1/2 Bos taurus + 1/2 Bos indicus), os
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quais foram produzidas em sistema semi-intensivo de criagdo conduzido no ano
de 2006. Deste total de 300 animais, 32 eram fémeas e 268 eram machos

inteiros, sendo abatidos com idades entre 15 e 19 meses.

Coleta de amostras e medidas de caracteristicas de carcaca e carne

Apés o abate dos animais, realizado em frigorificos comerciais de acordo
com as normas estipuladas para o abate humanitério de bovinos, as carcacas
foram identificadas e resfriadas por 24 horas. Apés o resfriamento foram colhidas
duas amostras do masculo Longissimus dorsi com 0SS0 e espessura aproximada
de 2,54 cm entre a 11 a 13?2 costela em direcao cranial da meia-carcaga esquerda
de cada animal. As amostras foram embaladas a vacuo e congeladas.

A amostra colhida entre a 12 a 13?2 costelas foi utilizada para a medicao da
Area de Olho de Lombo (AOL), Espessura de Gordura Subcutanea (EGS) e a
realizacdo do ensaio de For¢ca de Cisalhamento (FC), utilizando-se uma sonda
Warner Bratzler. A segunda amostra coletada entre a 112 e 122 costelas foi
utilizada para a realizacdo das andlises quimicas da carne como Lipideos totais
(LT), indice de Fragmentacdo Miofibrilar (MFI) e extracdo de DNA gendmico. A
AOL foi mensurada pelo método do quadrante de pontos (USDA - Quality and
Yield Grade, 1989), bem como a EGS, medida em paquimetro e expressa em
(mm). Os demais parametros fenotipicos, LT, MFI e FC, foram determinados em
Laboratorio conforme as metodologias descritas por BLIGH & DYER (1959),
CULLER ET AL. (1978) e WHEELER ET AL.. (1995), respectivamente e
realizadas no Laboratério de Bioquimica da Carne do Departamento de Quimica e
Bioguimica - IB - UNESP, Botucatu, SP. As médias estimadas de cada grupo
genético para as caracteristicas de interesse estudadas no presente trabalho

encontram-se na Tabela 1.
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TABELA 1. Niumero de animais em cada grupo genético (N) e médias observadas com
desvio-padrdo para as caracteristicas area de olho de lombo (AOL), espessura de
gordura subcutanea (EGS), forca de cisalhamento (FC), lipideos totais (LT) e indice de
fragmentacao miofibrilar (IFM).

Caracteristicas

Grupo Genético N é 2'5) (Ifn GmS) (Eg) (lg/;r) IFM
Nelore 313 67+£259 6,3+082 4,20+0,30 1,16+0,13 59,66 +4,49
Angus x Nelore 67 802,72 55+050 3,03+0,18 1,00+0,20 85,99 +6,26
Rubia Galega x Nelore 44 71+095 24+0,77 3,70+£0,10 1,06+0,17 70,04 0,25
Canchim 41 72+054 3,7+0,24 368+0,09 2,07+0,24 69,64+0,42
Tricross Brangus 19 75+0,68 4,0£0,22 295+0,21 199%0,21 76,24+2,28
Tricross Pardo-Suico 15 75+068 38+0,20 3,21+0,10 159+0,05 62,41+3,37

Genotipagem dos polimorfismos

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada pela técnica de PCR-RFLP.
Os primers necessarios a amplificacdo das regides de interesse, as temperaturas
de anelamento dos mesmos, as enzimas de restricdo utilizadas na deteccdo dos
polimorfismos e as publicacdes de referéncia estdo apresentados na Tabela 2.

Para a identificacéo dos alelos G e T do polimorfismo IGF2/Mboll do gene
IGF2, um fragmento de 407 pares de bases (pb), localizado no exon 6, foi
amplificado e digerido com a enzima de restricdo Mboll de acordo com
FLISIKOWSKI ET AL. (2005). Os alelos A e T do SNP DQ_499531.1:9.134A>T,
localizado no exon 1 do gene PMCH, foram identificados pela amplificacdo de um
fragmento de 424 pb e digestdo com a enzima Tail, como em HELGESON &
SCHMUTZ (2008). e T do SNP
DQ667048.1:9.3290G>T do gene RORC, um fragmento de 201 pb, localizado no
intron 6, foi amplificado e digerido com a enzima Mnll (KANEDA ET AL., 2011).

Na determinacdo dos alelos G
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Apés a digestdo dos produtos amplificados, os fragmentos de DNA foram
separados em gel de agarose a 3% para IGF2 e RORC, e a 3,5% para o PMCH,
em um sistema de eletroforese horizontal. Um padrdo de peso molecular de
100pb foi utilizado em cada gel para permitir o calculo do tamanho dos
fragmentos amplificados e digeridos. Esses fragmentos de DNA foram
visualizados no gel de agarose por meio de coloracdo com brometo de etidio e
exposicao a luz ultravioleta. A documentacao dos geéis, para posterior analise dos
dados, foi realizada utilizando-se um sistema digital de foto documentagao. Os
genotipos dos individuos foram determinados, para cada polimorfismo, por meio

da analise do tamanho dos fragmentos em pb.

Tabela 2. Genes candidatos, sequéncia dos primers forward (F) e reverse (R) utilizados
na amplificacdo das regifes génicas de interesse, temperatura de anelamento (TA) dos

primers, enzimas de restricao utilizadas na deteccao dos polimorfismos e referéncia.

Gene Sequéncia dos primers 5'—3’ TA  Enzima Referéncia
Candidato (°C)
IGF2 F—-CCG TCC CAAAGT GGATTAAT 56 Mboll FLISIKOWSKI ET
R—ACC TTC CTG CTG CGT ATT G AL., 2005
PMCH F — GAT GAT CAT TTC TAA AAT GAC G 54 Tail HELGESON &
R-GTCGCATTATCACTTACCTITG SCHMUTZ, 2008

RORC F-GACCTCAGCATACTCTCCTCCT 58 MnLI  KANEDAETAL.,
R - CTA CGA ACT CCT CTG TGC TCA CT 2011
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Anélise genética e estatistica dos dados

A partir dos genotipos identificados nos géis foram calculadas, de acordo
com WEIR (1996), as frequéncias alélicas e genotipicas para cada um dos
polimorfismos.

Nos estudos de associagao, as caracteristicas de interesse foram analisadas
utilizando-se o procedimento do Modelo Linear Geral (GLM) do programa
Statistical Analisys System (SAS, 2004). A correcao dos testes de hipoteses para
comparacgfes multiplas foi feita pelo método de Bonferroni. O modelo linear para
ajuste das variaveis quantitativas incluiu além do efeito de gendtipo, o efeito de
grupo contemporaneo como segue: Yik = y + Gi + GCj + eijk, onde Yijk =
caracteristica de interesse, y = média geral, Gi = efeito fixo do i ésimo genotipo (i
=1, ..., 3), GCj = efeito fixo do j €ésimo grupo contemporéneo (j = 1, ..., 13), e eijk
= erro aleatério Os grupos de contemporaneos foram formados de animais de
mesmo grupo genético, sexo, idade de abate, ano de confinamento e fazenda de
origem. O efeito de touro ndo foi incluido no modelo linear uma vez que o nimero
de animais genotipados filhos do mesmo touro era muito pequeno. Dessa forma,
em razdo do grande numero de pais, a possibilidade de confundimento entre

efeito de gendtipo e efeito de touro sobre as caracteristicas avaliadas foi diluida.

RESULTADOS

Frequéncias alélicas e genotipicas

Em relag&o ao polimorfismo IGF2/Mboll do gene IGF2, foram detectados, na
amostra de animais estudada, os alelos G e T. Individuos de genotipo GG foram
caracterizados pela presenca de dois fragmentos com 330 e 77 pb, o genotipo
heterozigoto GT foi caracterizado pela presenca de quatro fragmentos de 330,
285, 77 e 45 pb, e o gendtipo TT foi caracterizado pela presenca de trés
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fragmentos de 285, 77 e 45 pb, sendo que o fragmento de 45 pb ndo pode ser
visualizado nas condicdes de eletroforese realizadas. Na Figura 1, encontra-se

apresentado o padréo de bandas obtido para os genétipos GT e TT.

Figura 1 - Padréo de bandas obtido na analise por PCR-RFLP e eletroforese
em gel de agarose a 3% para o polimorfismo IGF2/Mboll. M indica o
padrdo molecular de 100 pb, ND DNA amplificado n&o digerido pela
enzima Mboll (407 pb) e os gendtipos GT e TT decorrentes das
digestbes dos produtos amplificados pela enzima Mboll. Os nimeros
ao lado direito da figura indicam o tamanho dos fragmentos de DNA
em pares de bases.

O polimorfismo IGF2/Mboll apresentou seus dois alelos em todos os grupos
genéticos analisados. Nos grupos Nelore e Angus x Nelore foi encontrado
frequéncia maior do alelo T, o contréario foi observado nos grupos Rubia Galega x
Nelore, Canchim, Tricross Brangus e Tricross Pardo Suico onde a frequéncia do
alelo G foi superior. Os trés gendtipos foram observados nos diferentes grupos
geneéticos, com excec¢do feita ao grupo Rubia Galega x Nelore e Tricross Pardo
Suico que ndo apresentou a ocorréncia de individuos do genotipo TT como

mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo IGF2/Mboll nos
diferentes grupos genéticos e na amostra total de animais. O nimero de animais de cada
grupo genético encontra-se indicado entre parénteses.

Frequéncia alélica Frequéncia genotipica

Grupo genético G T GG GT TT
Nelore (286) 0,231 0,769 0,087 0,287 0,626
Angus x Nelore (50) 0,340 0,660 0,100 0,480 0,420
Rubia Galega x Nelore (33) 0,712 0,288 0,424 0,576 0,000
Canchim (24) 0,604 0,396 0,542 0,125 0,333
Tricross Brangus (12) 0,875 0,125 0,833 0,083 0,083
Tricross Pardo Suico (4) 0,625 0,375 0,250 0,750 0,000
Total (409) 0,565 0,435 0,373 0,383 0,244

Para o polimorfismo DQ_499531.1:9.134A>T do gene PMCH, foram
detectados na amostra de animais estudada, os alelos A e T. O genotipo AA foi
caracterizado pela presenca de dois fragmentos com 278 e 146 pb, o gendtipo
heterozigoto AT foi caracterizado pela presenca de quatro fragmentos de 278,
257, 146 e 21 pb, e o gendtipo TT foi caracterizado pela presenca de trés
fragmentos de 257, 146 e 21 pb, sendo que o fragmento de 21 pb n&o pode ser
visualizado nas condi¢des de eletroforese realizadas. Na Figura 2, encontra-se

apresentado o padrdo de bandas obtido para os genétipos AA e AT.
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Figura 2 — Padrao de bandas obtido na analise por PCR-RFLP e eletroforese
em gel de agarose 3,5% para 0 polimorfismo
DQ_499531.1:9.134A>T do gene PMCH. M indica o padréao
molecular de 100 pb, ND DNA amplificado néo digerido pela enzima
Tail (424 pb) e os gendtipos AA e AT decorrentes das digestdes dos
produtos amplificados pela enzima Tail. Os numeros ao lado direito
da figura indicam o tamanho dos fragmentos de DNA em pares de
bases.

O alelo A apresentou-se muito préximo de fixado no grupo Angus x Nelore.
Nos demais grupos foram observados ambos os alelos, sendo a frequéncia do
alelo A maior que a do T. Em relagdo as frequéncias genotipicas observou-se
0,812 para AA, 0,168 para AT e 0,020 para TT. N&o foi observada a formacéo de
gendtipos TT na maioria dos grupos genéticos estudados, com excec¢do do grupo
Nelore. O gendtipo AA prevaleceu em relagcdo ao AT e TT como mostra a Tabela
4,
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Tabela 4. Frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo DQ_499531.1:9.134A>T
do gene PMCH nos diferentes grupos genéticos e na amostra total de animais. O nimero

de animais de cada grupo genético encontra-se indicado entre parénteses.

Frequéncia alélica Frequéncia genotipica

Grupo genético A T AA AT TT
Nelore (313) 0,850 0,150 0,821 0,058 0,121
Angus x Nelore (67) 0,985 0,015 0,970 0,030 0,000
Rubia Galega x Nelore (44) 0,830 0,170 0,659 0,341 0,000
Canchim (41) 0,915 0,085 0,829 0,171 0,000
Tricross Brangus (19) 0,895 0,105 0,789 0,211 0,000
Tricross Pardo Suico (15) 0,900 0,100 0,800 0,200 0,000
Total (499) 0,896 0,104 0,812 0,168 0,020

Com relacdo ao polimorfismo DQ667048.1:9.3290G>T do gene RORC,
foram detectados os alelos G e T. O genétipo GG foi caracterizado pela presenca
de seis fragmentos com 105, 62, 18, 8, 5 e 3 pb, 0 gendtipo heterozigoto GT foi
caracterizado pela presenca de sete fragmentos 167, 105, 62, 18, 8,5e 3 pb, e 0
gendtipo TT foi caracterizado pela presenca de cinco fragmentos de 167, 18, 8, 5
e 3 pb, sendo que os fragmentos de 18, 8, 5 e 3 pb n&o puderam ser visualizados
nas condicdes de eletroforese realizadas. Na Figura 3, encontra-se apresentado o

padrdo de bandas obtido para os genoétipos GG e GT.
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Figura 3 - Padrao de bandas obtido na analise por PCR-RFLP e eletroforese
em gel de agarose 3% para o polimorfismo DQ667048.1:9.3290G>T
do gene RORC. M indica o padrdo molecular de 100 pb, ND DNA
amplificado nado digerido pela enzima MnLI (201 pb) e os gendtipos
GG e GT decorrentes das digestées dos produtos amplificados pela
enzima MnLI. Os nimeros ao lado direito da figura indicam o tamanho

dos fragmentos de DNA em pares de base.

Pode se observar uma frequéncia maior do alelo G nos grupos Nelore e
Angus x Nelore. Nos grupos Rubia Galega x Nelore, Canchim e Tricross Brangus
ndo houve diferenca entre os alelos e para o grupo Tricross Pardo Suico ocorreu
uma maior frequéncia do alelo T. Entre os grupos, os animais Nelores e Angus X
Nelore apresentaram uma menor frequéncia do alelo T em relacdo aos demais.
Os trés genotipos foram observados nos diferentes grupos geneéticos, excecao
feita ao Rubia Galega x Nelore e Tricross Pardo Suico que ndo apresentaram a

ocorréncia de individuos do genotipo GG como mostra a Tabela 5.
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Tabela 5. Frequéncias alélicas e genotipicas para 0  polimorfismo
DQ667048.1:9.3290G>T do gene RORC nos diferentes grupos genéticos e na amostra

total de animais. O numero de animais de cada grupo genético encontra-se indicado entre

parénteses.

Frequéncia alélica Frequéncia genotipica

Grupo genético G T GG GT TT
Nelore (313) 0,797 0,203 0,639 0,316 0,045
Angus x Nelore (67) 0,627 0,373 0,299 0,657 0,045
Rubia Galega x Nelore (44) 0,409 0,591 0,000 0,818 0,182
Canchim (41) 0,476 0,524 0,171 0,610 0,220
Tricross Brangus (19) 0,421 0,579 0,105 0,632 0,263
Tricross Pardo Suigo (15) 0,367 0,633 0,000 0,733 0,267
Total (499) 0,516 0,484 0,202 0,628 0,170

Analises de associagao

As andlises de associacdo entre o polimorfismo IGF2/Mboll e as
caracteristicas mensuradas foram realizadas por meio da regressdo do numero
de alelos T em cada animal. Os resultados obtidos ndo mostraram a ocorréncia
de associacdes significativas (p > 0,05) entre o polimorfismo e as caracteristicas
relacionadas a composicao da carcaca e a qualidade de carne (AOL, EGS, FC,
MFI e LT). Embora para EGS tenha sido obtido um valor nominal de p de igual a
0,0082, como mostra a Tabela 6, apds a aplicacéo da correcdo de Bonferroni para
manutencao da taxa de erro nos testes estatisticos, o valor foi considerado nao
significativo.
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Da mesma forma, as andlises de associacdo entre 0 polimorfismo
DQ_499531.1:9.134A>T do gene PMCH e os fenétipos avaliados, na forma de
regressao das medidas fenotipicas de cada animal sobre o nimero de alelos T no
seu gendtipo, ndo evidenciaram associacbes significativas para as cinco
caracteristicas estudadas como mostra a Tabela 6. Novamente, nas analises de
associacao entre os genétipos do polimorfismo DQ667048.1:9.3290G>T do gene
RORC e as caracteristicas de interesse, na forma de regressdo das medidas
fenotipicas de cada animal sobre o niumero de alelos T no seu genoétipo, 0s
resultados obtidos ndo mostraram associacdes significativas entre o polimorfismo

e as caracteristicas de carcaca e qualidade de carne como mostra a Tabela 6.

Tabela 6. Efeito de substituicdo de alelos G para T do polimorfismo IGF2/Mboll , A para T
do polimorfismo DQ_499531.1:9.134A>T do gene PMCH, e G para T do polimorfismo
DQ667048.1:9.3290G>T do gene RORC (a) sobre area do olho lombo (AOL), espessura
de gordura subcutanea (EGS), lipideos totais (LT), for¢a de cisalhamento (FC) e indice de
fragmentacao miofibrilar (IFM), erro padréo (SE), valor de p (p) e valor de p corrigido pelo

método de Bonferroni (p?).

Polimorfismo AOL EGS LT FC IFM
(cm?) (mm) (%) (Kg)
IGF2/Mboll a -0,5164 0,5219 -0,0083 -0,0267 -2,5197

SE 0,6724 0,1965 0,0553 0,0701 1,2352
p 0,4430 0,0082 0,8803 0,7039 0,0421
p’ 1,000 0,123 1,000 1,000 0,6315

PMCH (DQ_499531.1:9.134A>T) a -0,0836  -0,2083 0,0580 -0,1132 0,9873
SE  0,6697 0,1881 0,0619 0,0684 1,2737
p 0,9007 0,2687 0,3493 0,0984 0,4386
p’ 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

RORC (DQ667048.1:9.3290G>T) a -0,4544 0,1715 -0,0702 -0,1502 2,3162
SE  0,6937 0,1950 0,0641 0,0707 1,3146
p 0,5128 0,3796 0,2740 0,0343 0,0788
p’ 1,000 1,000 1,000 0,5145 1,000




33

DISCUSSAO

Polimorfismo do gene IGF2

O polimorfismo IGF2/Mboll do gene IGF2, identificado no cromossomo
bovino 29, resulta da substituicdo do nucleotideo G pelo nucleotideo T no exon 6
(FLISIKOWSKI ET AL., 2005). Esta substituicdo cria uma nova regido para o corte
da nuclease de restricdo Mboll. Além deste, outros polimorfismos foram descritos
no gene IGF2 bovino e alguns trabalhos evidenciaram uma relacéo estreita entre
essas variagbes e caracteristicas da carcaca e da carne (SCHMUTZ &
GOODALL, 2005; ZWIERZCHOWSKI ET. AL., 2005; SHERMAN ET. AL., 2008).

As distribuicdes alélicas obtidas para o polimorfismo do IGF2/Mboll no
presente trabalho foram 0,565 para o alelo G e 0,435 para o T. Estes resultados
divergem dos apresentados por FLISIKOWSKI ET AL. (2005) que, trabalhou com
bovinos das ragas Friesian, Charolais, Limousine, Aberdeen Agus, Hereford,
Simmental, Pardo-Suico (todas Bos taurus) e uma raga composta por animais Bos
indicus provenientes do Sri Lanka. Para os animais Bos indicus, FLISIKOWSKI
ET AL. (2005) encontraram uma menor frequéncia do alelo G (0,280) em
comparagdo ao T (0,720). Se compararmos o0s resultados encontrados por
FLISIKOWSKI (2005) com os resultados deste trabalho, levando em conta
somente os animais do grupo nelore (Bos indicus), as frequéncias encontradas se
assemelham. FLISIKOWSKI ET AL. (2005) relatou que para animais Bos taurus
foi encontrado somente o alelo G, isto pode possivelmente justificar os resultados
encontrados por este trabalho, em que nos grupos dos cruzados a frequéncia do
alelo G foi maior.

Embora alguns trabalhos anteriores tenham indicado efeito do polimorfismo
IGF2/Mboll em caracteristicas de qualidade de carne (FLISIKOWSKI ET AL.,
2005), os resultados obtidos neste trabalho ndo confirmaram esses achados.
Segundo POMP ET AL. (1994), os diferentes resultados apresentados podem ser

explicadas por diferencas no desequilibrio de ligacdo entre marcadores e QTL em
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diferentes populagcdes estudadas ou por interagOes epistaticas diferentes entre as
bases genéticas dessas populacbes e QTL. Além disso, essas contradicdes
podem ser decorrentes de fatores epigenéticos ocorridos em funcéo de diferentes
condi¢des experimentais.

Para os outros SNPs identificados no gene IGF2 foram encontradas
correlacbes entre os polimorfismos e as caracteristicas da carne, como descrito
por GOODALL & SCHMUTZ (2003), onde animais com o alelo C para o SNP
AY237543.1:¢c.-292C>T apresentaram maior area de olho de lombo e menor peso
de nascimento. Isso mostra que apesar do polimorfismo deste trabalho nao ter
apresentado correlagcdo com as caracteristicas estudadas, o gene IGF2 nao pode
ser descartado como candidato para afetar caracteristicas de caracaca e de

qualidade de carne.

Polimorfismo do gene PMCH

O polimorfismo DQ499531.1:9.134A>T do gene PMCH que esta localizado
no cromossomo 5 bovino, foi identificado por HELGESON & SCHUMUTZ (2008) e
resulta na substituicdo do nucleotideo A pelo T na posi¢do 134, relativa ao codon
de iniciacdo da traducdo.

As distribuicbes alélicas obtidas para o polimorfismo DQ499531.1:9.134A>T
no presente trabalho foram 0,896 para o alelo A e 0,104 para o T. HELGESON &
SCHUMUTZ (2008) encontraram em bovinos Bos taurus a frequéncia de 0,830
para o alelo A e 0,170 do alelo T nos animais Angus, 0,640 para o alelo A e 0,360
para o alelo T em animais Charolais, e 0,420 para o alelo A e 0,580 parao alelo T
em animais Simmental. CARRUTHERS (2009) encontrou para duas populacoes
de bovinos das ragcas Angus, sendo uma formada por dados de animais fora do
Canada (internacional) e outra por dados dos animais do Canada, a frequéncia de
0,808 para o alelo A para o grupo internacional e de 0,860 para o grupo
Canadense. Analisando as frequéncias alélicas do polimorfismo entre o grupo dos

Nelores e a media do grupo formado pelos os animais cruzados nao ocorreu
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diferenca entre as frequéncias, o que significa que o polimorfismo nédo e
exclusivamente caracteristico de Bos taurus ou Bos indicus.

Em teoria, o polimorfismo DQ499531.1:9.134A>T poderia afetar a espessura
de gordura subcutadnea em bovinos de corte, que € potencialmente mediada pela
alteracao da taxa de transcricdo do gene PMCH e pela repressao da transcricao
do gene E4BP4, sendo um possivel mecanismo de acdo que ocorre devido ao
SNP (HELGESON & SCHMUTZ, 2008). HELGESON & SCHMUTZ (2008)
mostraram que, na presenca de glicocorticoides o produto do E4BP4 liga-se ao
elemento promotor do PMCH e inibe a transcricdo do gene, isso ocorre quando o
alelo T esta presente, mas ndo quando da presenca do alelo A. Isto levaria a
regulacdo baixa de PMCH na presenca do alelo T afetando a deposicdo de
gordura subcutanea. Apesar de nao significativos, os resultados encontrados
neste trabalho, mostram que com a presenca do alelo T ocorre a diminuicdo na
espessura de gordura subcutanea (EGS). Devido a proximidade a outros genes
mostrados por HELGESON & SCHMUTZ (2008), capazes de afetar os niveis de
gordura em bovinos de corte, € possivel que o SNP DQ499531.1:9.134A>T do
gene PMCH ndo seja diretamente responsavel pelas diferencas observadas nos
niveis de gordura subcutanea, mas que esteja em desequilibrio de ligacdo com o
gene causador.

Neste trabalho ndo foram encontrados resultados significativos para
correlacdo entre o polimorfismo e as caracteristicas de interesse. Entretanto,
HELGESON & SCHMUTZ (2008) relatam que gendtipos TT tendem a ter valores
mais elevados de forca de cisalhamento (FC) que animais do genétipo AA, o que

também foi encontrado neste trabalho.
Polimorfismo do gene RORC
Em relagdo ao polimorfismo DQ667048.1:9.3290G>T do gene RORC

identificado por BARENDSE ET AT. (2006), que resulta em uma substituicdo do
nucleotideo T pelo G, ambos os alelos foram observados na amostra de animais
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estudados. As distribuicbes alélicas obtidas para o polimorfismo no presente
trabalho foram 0,516 para o alelo G e 0,484 para o T. Os resultados relatados por
BARENDSE ET AL. (2009) em bovinos das racas Angus e Shorthorn (Bos taurus)
mostram a frequéncia de 0,433 para o alelo G e 0,567 para o alelo T, que s&o
semelhantes quando comparados com os animais cruzados (Bos indicus x Bos
taurus). Também foi relatado por SEVANE ET AL. (2011) em trabalho com
bovinos da raca Pasiega (Bos taurus) a frequéncia de 0,300 para o alelo G e
0,700 para o alelo T. A tendéncia encontrada nestes estudos, de que animais Bos
taurus tem maior frequéncia do alelo T, vem de encontro com os resultados
encontrados neste trabalho, onde os grupos que tinham em sua composicéo
animais Bos taurus (cruzados) tiveram em media maior frequéncia do alelo T em
relacéo ao G.

O produto protéico do gene RORC participa do mecanismo responsavel pela
manutencao dos adipdécitos e na habilidade de processar a glicose. Além disso,
desempenha um papel importante na regulacdo de periodos posteriores da
diferenciacdo dos adipocitos (AUSTIN ET AL. 1998). Dois tecidos que apresentam
papel importante no desempenho metabdlico do excesso de glicose séo o figado
e 0 musculo esquelético (KAHN & ROSSETTI, 1998), tecidos que apresentam
grande expressao do gene RORC. Apesar disso, neste trabalho nao foram
encontrados resultados significativos para correlagdo entre o polimorfismo e as
caracteristicas aferidas. Entretanto, SEVANE ET AL. (2011) encontrou resultados
significativos do polimorfismo em bovinos da raca pasiega (Bos taurus), onde os
gendtipos com a presenca do alelo T apresentam resultados significativos para o
aumento da gordura de marmoreo.

Outros polimorfismos foram identificados por BARENDSE ET AT. (2006) no
gene RORC e evidenciou uma relacdo estreita entre essas variacdes e
caracteristicas de carne com bovinos das racas Angus e Shorthorn (Bos taurus).
Para o SNP RORC DQ667048.1:9.3984A>G mostrou uma associacao
significativa para marmoreio nas racas Angus e Shorthorn, os SNP’s RORC
DQ667048.1:9.2415T>C e DQ667048.1:9.2883C>T, também mostraram
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associacdes com marmoreio na raca Shorthorn, mas ndo na raca Angus. ISso
mostra que apesar do polimorfismo deste trabalho n&o ter apresentado correlacéo
com as caracteristicas estudadas, o gene RORC nao pode ser descartado como

candidato para afetar caracteristicas de caracaca e de qualidade de carne.

CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados acima pode-se concluir que:

Os alelos dos polimorfismos IGF2/Mboll do gene IGF2 e
DQ667048.1:9.3290G<T do gene RORC sao diferentes entre as subespécies
Bos indicus e Bos taurus.

Embora a relagdo entre o polimorfismo IGF2/Mboll do gene IGF2 e a
espessura de gordura subcutanea (EGS) nos animais estudados néo tenha sido
significativa apdés correcdo para mdultiplos testes, os resultados obtidos no
presente trabalho sugerem que mais pesquisas devem ser realizadas para
verificar a influéncia desse polimorfismo sobre esta caracteristicas de interesse
em bovinos.

Os SNPs estudados dos genes PMHC e RORC parecem inadequados para
uso na selecado assistida por marcadores em bovinos com composicdo genética

semelhantes as utilizadas nesta pesquisa.
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