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Resumo
Para que a producéo de carne se mantenha competitiva no mercado, é fundamental

que o produtor brasileiro esteja atento aos critérios requeridos pelos consumidores
dos mercados locais e internacionais. Um dos fatores que determina a qualidade da
carne bovina é a genética, sendo, portanto necessario conduzir estudos no Brasil
relacionados a variagao genética de caracteristicas que influenciam a qualidade da
carcaga e da carne bovina para que se possam delinear programas de
melhoramento no sentido de aperfeigoar tais atributos. A espessura de gordura
subcutédnea (EGS) e a area de olho de lombo (AOL) s&o caracteristicas de
mensuragao tardia, por isso, a investigacado de marcadores moleculares associados
com essas caracteristicas pode ajudar na inclusdo das mesmas em programas de
melhoramento. Em bovinos, alguns polimorfismos ja foram relacionados com
caracteristicas de produgdo de carne. Assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar a presencga de polimorfismos nos genes candidatos PPARGC1A (peroxisome
proliferative active recptor gamma coactivator 1A), FABP4 (fatty acid binding protein
4), DDEF1 (development and differentiation enhancing factor 1 ), Leptina, PSMC1
(proteasome 26S subunit, ATPase, 1) e IGF-1 (insulin-like growth factor) e associa-
los com caracteristicas de producdo de carne em familias de referéncia da raca
Nelore. Foram utilizados 270 novilhos machos, descendentes de 20 touros,
escolhidos para representar a variabilidade dentro da ragca Nelore. Os touros foram
genotipados para todos marcadores para investigar a distribuicdo alélica dentro da
raca. Os SNPs dos genes Leptina e PSMC1 apresentaram-se fixados na amostra,
sendo assim, estes ndo foram genotipados na progénie, enquanto os demais
marcadores foram genotipados para toda populagéo. A investigacédo dos efeitos dos
marcadores sobre as caracteristicas foi realizada através de um modelo misto,
incluindo efeitos fixos e aleatérios, utilizando o método de maxima verossimilhanca
restrita. Foi encontrada uma associagao significativa (P<0,05) entre o marcador
FABP4 e EGS e associagdo sugestiva (P<0,10) entre ganho de gordura no
confinamento e este marcador. Foi encontrada associagdo significativa entre o
polimorfismo no gene DDEF1 e AOL, peso a desmama (PD) e peso ao sobreano
(PS) e associacao sugestiva entre o polimorfismo do gene IGF-1 e PS em bovinos
da raca Nelore.

Palavras-chave: Carne; caracteristicas de producgao; polimorfismo; Nelore; Bos

indicus.



Abstract

To remain competitive in the market of meat production, it is crucial that the Brazilian
producer is aware of the criteria used by consumers for local and international
markets. One factor that determines the beef quality is genetics, so it is necessary to
conduct studies in Brazil to understand the genetic variation of carcass and meat
quality traits in order to outline plans to improve such attributes. Backfat thickness
(BFT) and ribeye area (RAE) are characteristics of late measurements, so the
investigation of molecular markers associated with these characteristics can help in
their inclusion in breeding programs. In cattle, some polymorphisms have been
related to characteristics of meat production. Thus, this work aimed to assess the
presence of polymorphisms in candidate genes PPARGC1A (peroxisome proliferative
active recptor gamma coactivator 1A), FABP4 (fatty acid binding protein 4), DDEF1
(development and differentiation enhancing factor 1), Leptin, PSMC1 (proteasome
26S subunit, ATPase, 1) and IGF-1 (insulin-like growth factors) and associate them
with production traits in reference families of Nellore breed. We used 280 steers
descendants of 20 sires, that were chosen to represent the variability in Nellore. The
sires were genotyped for all markers to investigate their allelic distribution within the
race. The SNPs of the leptin and PSMC1 genes showed no variability in the bulls, so
these were not genotyped in the progeny. The other markers were genotyped for the
whole population. The investigation of the effects of markers on the characteristics
was performed using a mixed model, including fixed and random effects, using the
restricted maximum likelihood method. There was a significant association (P<0,05)
between FABP4 and BFT and a suggestive association (P<0,10) between fat gain in
the feedlot and these marker. Significant association was found between RAE,
weaning weight (WW) and yearling weight (YW) and the DDEF1 gene and a
suggestive association between the IGF-1 gene and YW in this sample of Nellore

cattle.

Key-Words: Beef; production traits; polymorphism; Nellore; Bos indicus.



1. Introducgao

O rebanho de bovinos brasileiro € constituido principalmente por racas
zebuinas, sendo a raga Nelore a que apresenta maior destaque. Segundo Restle et
al. (2000) considerando toda extensdo do territério brasileiro, a raga Nelore se
destaca em numero de animais e tem sido fundamental em cruzamentos com as
ragas de origem européia. O gado Nelore é de origem Indiana e adaptou-se bem ao
Brasil devido as condi¢cdes climaticas do pais serem semelhantes as condicdes
encontradas na india.

As racas zebuinas apesar de estarem incluidas em programas de
melhoramento e sendo selecionadas principalmente para caracteristicas de
crescimento, reprodutivas e morfolégicas, foram menos intensamente selecionadas
para alguns atributos de valor econémico, entre eles, a qualidade de carne,
especialmente no que diz respeito a maciez das fibras musculares.

O Brasil, no cenario mundial, apresenta o segundo maior rebanho de
gado bovino, com cerca de 160 milhdes de animais, em 2007. E o terceiro maior
produtor mundial de carne bovina (7,8 milhdes de toneladas de equivalente-
carcaga), perdendo apenas para Estados Unidos e Unido Européia (ANUALPEC,
2008).

Ainda que o Brasil esteja consolidado no comércio internacional de
carne bovina, sua competitividade se reduz aos precos baixos da commodity frente a
concorréncia e a variagao cambial (FAVA NEVES et al. 2003). Ha alguns anos, o
consumo de carne bovina vem perdendo espago para as carnes de aves e suinos,
devido a falta de qualidade do produto que tem sido oferecido ao consumidor
(RESTLE et al. 2001).

Com a atual realidade econdmica do pais, € necessario que o produtor
de carne bovina mantenha-se competitivo, investindo em eficiéncia produtiva para
aumentar a lucratividade. Para isso, ha alternativas disponiveis ao produtor rural,
como por exemplo, o uso do confinamento e consequente aumento do ganho de
peso, melhor aproveitamento da terra e melhoria da qualidade de carcaca e da
carne dos animais (ARBOITTE et al. 2004).

Na visdo social, investir na melhoria da qualidade de carne bovina pode
contribuir na geragcao de novos empregos, tanto no campo, pelo uso da tecnologia e

intensificacdo dos sistemas produtivos, quanto na industria de processamento, no
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trabalho de corte e embalagem, e ainda na produgao de insumos e prestacdo de
servigos.

Sendo o Brasil um dos principais produtores de carne bovina do
mundo, € necessario preocupar-se com as caracteristicas que influenciam a
qualidade da carcaga e da carne bovina, visando assim atender as exigéncias dos
consumidores, tanto dos frigorificos que compram carcagas bovinas, como dos
consumidores dos cortes da carne bovina.

Restle et al. (1996) mencionam que os frigorificos, costumam pagar
melhores precos por animais de maior peso porque assim tém maior rendimento de
carne por unidade de animal. Entretanto alguns estudos relacionam os elevados
pesos de abate dos animais com queda na maciez da carne. Além do maior
rendimento, os frigorificos requerem quantidade e distribuicdo adequada de gordura
na carcaca.

Especificamente no caso das carnes, os principais atributos de
qualidade valorizados pelo consumidor, segundo Leidenz (2000) e Fava Neves et al.
(2003), sdo a palatabilidade (representada por maciez, sabor e suculéncia), a
aparéncia (cor, firmeza e marmorizagdo), a conveniéncia (produto cortado ou
fatiado), a nutricdo e saude (teores de ferro, zinco, colesterol, etc.) e a seguranca
alimentar (auséncia de patogenos e de residuos). No Brasil, apesar de todos os
fatores terem relevancia, o preco ainda € o quesito que mais determina o consumo.

Segundo Ribeiro et al. (2002), diversos estudos tém demonstrado que
a maciez da carne € uma das condi¢bes mais desejaveis pelos consumidores e, na
contemporanea industria da carne, a variagdo encontrada na maciez tem sido
assinalada como o problema central na qualidade final do produto. Oliveira (2000)
propbe que a criacdo dos mercados comuns e ampliacdo da possibilidade de
exportagdo de carne fresca brasileira acentuam o problema de maciez da carne,
uma vez que o Brasil tem o risco de ser conhecido como um produtor de carne de
baixa qualidade (dura, escura, pouco suculenta, etc.).

Outro fator notavel na carne como produto € a coloragao que, na carne
fresca, é determinada de acordo com a propor¢ao das mioglobinas (oximioglobina e
metamioglobina). A oximioglobina & a responsavel por atribuir a carne uma
aparéncia de frescor, pois se torna vermelha quando o musculo é exposto ao
oxigénio (SEIDEMAN et al. 1984; LAWRIE, 1985, citados por RIBEIRO et al. 2002).
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A composi¢cao em aminoacidos essenciais, lipideos, vitaminas e sais
minerais da carne bovina confere a esse alimento alto valor nutricional na
composicao da dieta humana (COSTA et al. 2002 a). Segundo Arboitte et al. (2004)
a quantidade de lipideos e colesterol presentes na carne bovina tem recebido
crescente atencgao, devido a preocupagao do excesso de ingestdo de calorias e seu
possivel efeito nocivo a saude humana.

A espessura de gordura subcutdnea € um dos parametros para
avaliacdo da carcaga bovina que influencia diretamente a classificagdo e pagamento
da carcacga nos frigorificos brasileiros (ROCHA, 1999). Apesar da gordura na carne
normalmente ndo ser desejada para consumo humano, pelo fato de seu consumo
excessivo poder causar doengas coronarias, nas ultimas décadas, a gordura
subcutanea ou de cobertura vem sendo considerada como um importante fator na
qualidade final da carne. lIsso porque a quantidade de gordura subcutanea afeta a
velocidade de resfriamento da carcaca, funcionando como isolante térmico,
impedindo que a carne sofra mudancga brusca de temperatura, que resultaria em
excessiva contracdo das fibras musculares e consequente redugao na maciez da
carne. (FELICIO, 1997)

O investimento na producao de carne de alto valor qualitativo permitira
ao pais explorar areas de mercado de alto valor agregado, tanto no ambito nacional
quanto internacional. Um dos fatores que determinam a qualidade de carne bovina
€ a genética, além de diversos fatores ambientais. O melhoramento genético animal
permite a mudanga da composi¢ao genética das populagdes bovinas, basicamente
explorando a variabilidade biolégica dos animais dentro das espécies. Dentre as
estratégias do melhoramento genético esta a selegdo para caracteristicas de
interesse econdmico dentro de uma raca ou populagao. Inicialmente esta alternativa
depende da variagdo genética existente para as caracteristicas nos rebanhos
bovinos disponiveis para reproducio e, posteriormente, da determinacao de critérios
de selegédo a serem utilizados nos programas, por meio de avaliagdo genética, e/ou
assistida por marcadores moleculares. Portanto, a quantificacdo da variagao
genética existente e a prospecgcdo de genes ou segmentos genbmicos que
influenciam as caracteristicas desejadas na populagdo de interesse sao
fundamentais para o estabelecimento de critérios quantitativos e moleculares para a

selecao.
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Uma vez que nao ha pouca disponibilidade dessas informagdes para
raca Nelore no Brasil, € necessario formar uma estrutura experimental para produzir
os dados especialmente para tal finalidade, permitindo controlar os fatores
ambientais que afetam as caracteristicas de producéo.

E indiscutivel que os programas de melhoramento genético tradicionais
promoveram progressos no desempenho produtivo e reprodutivo de bovinos, porém
estes possuem limitacbes quando se trata da selegado de caracteristicas de dificil
mensuracdo ou de mensuragao tardia e de caracteristicas que possuem baixa
herdabilidade. Neste ambito, os marcadores moleculares podem auxiliar o
melhoramento genético animal.

Marcadores moleculares podem ser definidos como variagées na
sequéncia do DNA, entre individuos que sao herdadas de acordo com os principios
da heranga Mendeliana. Os marcadores moleculares disponiveis podem ser
diferenciados pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade das sequéncias
de DNA, e assim variam quanto a aptiddo de detectar diferengas entre individuos,
custo, facilidade de uso, etc.

As anadlises do genoma bovino, incluindo mapeamento de QTLs
(Quantitative trait loci), SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) e, mais
recentemente, a genotipagem em larga escala, poderdo contribuir para a selegao
precoce de bovinos. Assim com o uso dos marcadores moleculares pretende-se
aumentar a eficiéncia da selecao, antecipando o tempo de selecdo, ou aumentando
a acuracia da selecao (DAVIS; DANISE, 1998). Deve-se lembrar que a selegao
assistida por marcadores pode auxiliar a selecdo tradicional, mas nao substitui-la,
pois 0 maximo beneficio sera obtido quando as duas estratégias forem utilizadas
simultaneamente.

Marcadores microssatélites também denominados SSR (do inglés
Simple Sequence Repeats) sao regides no genoma que apresentam sequéncia de
uma a seis bases repetidas em tandem. Regides microssatélites podem ser
encontrados em todos os lugares do genoma, tanto em regides codificantes, como
em nao codificantes, e apresentam alta frequéncia nos genomas de eucariotos. Por
causa da alta taxa de mutagcdo, os microssatéites podem exercer um papel
significativo na evolugdo do genoma, criando e mantendo a variagdo genética
quantitativa (TOTH et al. 2000). No que diz respeito ao melhoramento genético

animal, os marcadores microssatélites tém sido utilizados para o mapeamento
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genético, identificacdo de locos que podem influenciar caracteristicas quantitativas,
ou seja, para identificacdo de QTLs, e também em exames de paternidade, que
auxiliam, na construgéo de pedigrees.

Em bovinos, alguns polimorfismos de unico nucleotideo ou SNPs foram
relacionados com caracteristicas de producdo de carne. Os SNPs sao abundantes
fontes de variacao genética presentes em individuos de uma mesma espécie
(JORDAN et al. 2002). Varios estudos tém sido desenvolvidos para identificagao de
SNPs, incluindo estudos sobre genes especificos para caracteristicas produtivas
(NICKERSON et al. 1998).

O gene PPARGC1A (peroxisome proliferative active receptor gamma
coactivator 1A) localizado no cromossomo 6 de bovinos (BTA 6) € um gene
candidato posicional e funcional para influenciar o desenvolvimento da obesidade.
Este tem tido SNPs associados a qualidade de carne e as caracteristicas de gordura
em suinos (STACHOWIAK et al. 2007). Outros estudos tém associado o gene
PPARGC1A com a produgao de gordura no leite em bovinos (WEIKARD et al. 2005).

Proteinas de ligacdo de acidos graxos, FABP (do inglés fatty acid
binding proteins) sao proteinas citoplasmaticas, pequenas e altamente conservadas,
que ligam longas cadeias de acidos graxos e outros ligantes hidrofobicos (Kaikaus et
al. 1990). Segundo Michal et al. (2006), as principais fungbes destas proteinas s&o
captacdo de acidos graxos, transporte e metabolismo. O gene FABP4 que esta
localizado no BTA 14, codifica uma destas proteinas (fatty acid binding protein 4).
Proteinas ligadoras de acidos graxos desempenham um importante papel na
regulacdo da homeostase de lipidios e glicose através da interagdo com receptores
peroxisome proliferatoractivated (PPARs), que estao localizados no nucleo celular.

Estudo conduzido por King et al. (1999) indica que DDEF1 é uma
importante proteina de transducéao de sinal envolvida na adipogénse. O gene DDEF1
(development and differentiation enhancing factor 1), também conhecido como Arf-
GAP, esta localizado no BTA 14. Veneroni et al. (2008) identificaram um SNP no
intron 13 do gene DDEF1 e investigaram a possivel associagdo deste com
espessura de gordura em bovinos da raca Canchim.

O proteosoma 26S é uma protease dependente de ATP que possui
papel fundamental em muitas vias regulatérias, como a regulagdo do ciclo celular,
diferenciacao e apoptose (GUO et al. 2008). O gene PSMC1 (proteasome 26S

subunit, ATPase, 1) foi mapeado no cromossomo 10 de bovinos e ha relatos de
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associacdao de um SNP (G/A) localizado no intron 9 com diversas caracteristicas,
entre elas, espessura de gordura (GUO et al. 2008).

O gene da Leptina (“gene da obesidade”) localizado no cromossomo 4
de Bos taurus (BTA 4) é um gene considerado candidato para qualidade de carne,
principalmente para teor de gordura na carne e no tecido subcutaneo. A Leptina é
sintetizada e expressa predominantemente nos adipocitos, e esta relacionada com o
sistema que regula em longo prazo a gordura corporal. Estudos tém encontrado
associagdes entre concentragdo de Leptina sérica e depodsito de gordura e
caracteristicas de carcaga em bovinos (TANIGUCHI et al. 2002). Alguns SNPs tém
sido relatados no gene da Leptina. Associagdes entre polimorfismos moleculares do
gene da Leptina e caracteristicas de carcaga ou de qualidade de carne tém sido
descritas em bovinos.

O fator de crescimento semelhante a insulina -1 ou /IGF-1 (do inglés
insulin-like growth factors) tem papel na regulagao do crescimento e do metabolismo,
na reproducao, lactagao e fungdo imune (MCGUIRE et al. 1992). O gene IGF-1 foi
mapeado no cromossomo 5 de bovinos e estudos como o de Casas et al. (2000) tém
identificado QTLs na vizinhanga do gene IGF-1, associado com niveis de gordura e
caracteristicas de carcaca.

Estudos com diferentes populacdes sdo necessarios para caracterizar
adequadamente a significancia estatistica e a magnitude do efeito das associagdes
de polimorfismos em genes candidatos com caracteristicas economicamente
importantes de populagbes bovinas, antes que essas informacbes possam ser

usadas eficientemente pelos produtores (SCHENKEL et al. 2005).

2. Justificativa

A raga Nelore é de extrema importancia para agropecuaria brasileira
devido aos seus altos indices de desempenho produtivo e reprodutivo. Apesar de
estar incluida em programas de melhoramento no Brasil, estda sendo pouco
selecionada para caracteristicas que influenciam a qualidade da carne. A
investigacdo da presenca de polimorfismos em genes candidatos e o estudo da
associacdo entre estes marcadores e caracteristicas de producdo de carne em
populagdes de animais Nelore podem contribuir para gerar um conhecimento novo,

que futuramente pode ser empregado para auxiliar os programas de melhoramento
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na selegao precoce de animais com base nestas caracteristicas. Estudos sobre o
papel de genes candidatos para caracteristicas de produg¢ao de carne de bovinos da
raca Nelore ainda sao incipientes, razdo pela qual propusemos a realizagdo dessa

pesquisa.

3. Objetivos

O presente projeto teve por objetivo avaliar a presenga de polimorfismos nos
genes candidatos PPARGC1A, FABP4, DDEF1, PSMC1, Leptina e IGF-1 em
familias de referéncia da raga Nelore e relaciona-los com as caracteristicas de

producao de carne EGS, ganho de gordura, AOL, PD e PS.

4. Revisao Bibliografica

4.1. A Racga Nelore no Brasil

Os bovinos podem ser classificados em dois grandes grupos de acordo
com sua origem e distribuicdo geografica: o tipo Bos taurus, representado pelos
bovinos europeus, e o tipo Bos indicus, originario da Asia. Animais Bos indicus,
quando comparados com animais Bos taurus apresentam maior tolerancia ao calor,
resisténcia a parasitas e fertilidade (MARQUES, 1976).

O germoplasma de bovinos pertencentes ao grupo Bos taurus foi
introduzido no Brasil ha cerca de 460 anos. No século XIX animais Bos indicus foram
importados da india e, desde entdo, os zebuinos vém dando sustentacdo & pecuaria
de corte e leite no Brasil (MAGNABOSCO et al. 1997).

Em seu pais de origem a ragca Nelore (Figura 1) era utilizada para
producdo de leite, porém no Brasil, foi incluida em programas de melhoramento
genético para producéo de carne. Esta raca constitui um grande patriménio genético
para a bovinocultura brasileira como produtora de carne e devido aos indices de
desempenho econdmicos notaveis (COSTA et al. 2007).

E provavel que o primeiro rebanho de zebuinos no Brasil tenha sido
estabelecido em 1826 na fazenda Santa Cruz, no Rio de Janeiro, cujo proprietario
era Dom Pedro |. Estima-se que o nimero de zebuinos importados da india para o

Brasil aproxima-se de 7.000 cabecgas de animais.
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O rebanho brasileiro atual é constituido principalmente por ragas
zebuinas (cerca de 80%), sendo a raga que apresenta maior expressao a Nelore,
devido ao seu papel fundamental para a pecuaria de corte nacional. Animais da raca
Nelore se adaptaram muito bem em nosso pais, devido as semelhangas das
condicdes ambientais locais com as da india, caracterizadas pelo clima
predominantemente tropical (MAGNABOSCO et al. 1997).

Dentre as caracteristicas adaptativas da raca Nelore, podemos citar
que esta apresenta maior resisténcia natural a parasitas e resisténcia ao calor
quando comparada com ragas de origem européia.

As linhagens dentro da raga Nelore podem ser divididas em importada
e nacional. A linhagem importada é constituida por animais genearcas trazidos para
o Brasil e que se destacaram pelas caracteristicas fenotipicas que possuiam. Estes
animais contribuiram significativamente para a caracterizagado do rebanho brasileiro.
As principais linhagens predominantes da ragca Nelore sao: Karvardi, Taj Mahal,
Golias, Godhavari e Rastan (MAGNABOSCO et al. 1997).

Figura 1. Animais da raga Nelore
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4.2. Caracteristicas da carcacga bovina

A medida que a demanda interna por carne bovina aumenta, as
exigéncias quanto a qualidade do produto também aumentam. Por outro lado, para
manter e ampliar a posicdo do Brasil como um dos paises que mais produz e
exporta carne bovina, € necessario adequar a produgao brasileira de carne aos
padrbes e exigéncias estabelecidos pelos importadores (PEROTTO et al. 1999).

O que se busca em bovinos de corte, para se obter bom rendimento da
carcaca segundo Moletta (1990), € que os animais sejam capazes de direcionar
grande quantidade de energia alimentar para produgdo de carne comercializavel,
sendo assim, estes animais tém que apresentar um grande potencial para ganho de
peso, boa relagdo musculo: osso e proporgdes adequadas de gordura corporal.

As caracteristicas da carcaga bovina sdo importantes quando se quer
avaliar a qualidade do produto final de um sistema de produgdo. O rendimento de
carcaga e dos cortes comerciais, além do peso de carcaga sao medidas de interesse
dos frigorificos para avaliagdo do valor do produto adquirido e dos custos
operacionais, uma vez que carcacas com pesos diferentes requerem a mesma
quantidade de mao-de-obra e tempo necessario para processamento. O peso de
carcaga normalmente requerido pelos frigorificos € acima de 230 kg, entretanto
carcagas acima de 180 kg tém sido aceitas pelos agougues e supermecados
(COSTA et al. 2002 b).

Segundo Perotto et al. (1999), o valor comercial de uma carcaga
bovina, além de ser influenciado por caracteristicas como peso, conformacgao e
rendimento, € influenciado também pela quantidade de gordura subcutanea e o
marmoreio. Estes fatores podem ser modificados pelo manejo dos animais, como
por exemplo, a duragao do confinamento, a proporcao de concentrado da dieta, pela
selecao ou pelos cruzamentos.

Caracteristicas importantes da carcagca, como a carne aproveitavel, a
cobertura de gordura, os subprodutos da desossa, a maciez, entre outras, estao
intimamente relacionadas a idade de abate do animal, ao seu grau de acabamento e

ao seu peso de carcaca (MORRIS et al., 1993).
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4.3. Caracteristicas que influenciam a qualidade da carne

A importancia da pecuaria de corte para o agronegocio brasileiro
aumenta a medida que cresce o consumo de carne, o que € acompanhado por
aumento no nivel de exigéncia do mercado consumidor (COSTA et al. 2007).

Para avaliar a qualidade da carne bovina, além de medidas fisicas,
quimicas e microbiologicas, sado desejaveis informagdes obtidas em analises
sensoriais. A cor, maciez, sabor e suculéncia, sdo caracteristicas determinantes para
qualidade da carne.

Quando o consumidor compra um corte de carne, ele deseja que esta
provenha de um animal saudavel e possua atributos desejados para melhor
apreciagao. Consumidores da carne bovina levam em conta também a aparéncia do
produto, visualizada através, por exemplo, da distribuicdo e quantidade de gordura
do corte da carne, embalagem, higiene etc. (FELICIO, 1998).

A cor da carne, relacionada ao frescor do produto, € influenciada por
diversos fatores como espécie e idade do animal, corte da carne, capacidade de
retengcdo de agua, grau de deterioragdo da carne, quantidade de gordura, etc. A
suculéncia, que aumenta o sabor e contribui para a maciez da carne, ¢é influenciada
pela quantidade de agua retida no produto acabado e quantidade de gordura. A
maciez da carne, muito requerida pelos consumidores, esta relacionada a diferentes
fatores, como idade do animal, sexo e localizagdo do musculo. Outros fatores
importantes para a maciez é o estado da carne no processo industrial de abate e a
temperatura a que a carne fica exposta nos frigorificos (FELICIO, 1999).

A gordura subcuténea, além de ser um componente notavel no sabor
da carne bovina, atua como isolante térmico sendo um fator importante na
conservagao da carne.

Estudos que objetivam avaliar a qualidade da carne s&o planejados
para avaliacdo tanto das propriedades da carne fresca, como caracteristicas da
carne pronta para ser consumida. Apds o abate do animal, na analise da cor da
carne fresca, € medido o pH e/ou é utilizado um valor obtido por colorimetria. A
gordura subcutanea pode ser medida diretamente em um corte especifico, porém
pode também ser medida no animal vivo através de imagens obtidas por
ultrassonografia. A maciez da carne é influenciada pelo grau de marmorizagao da

carne fresca ( quantidade de gordura intramuscular) e é estimada através da forca
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de cisalhamento da carne assada e analise sensorial. A suculéncia € julgada através
do acabamento, teor de lipidios intramusculares, analise sensorial e capacidade de
retengdo de agua (FELICIO, 1998).

4.4. Espessura de gordura subcutanea (EGS) e gordura intramuscular

O tecido adiposo é um tipo especializado de tecido conjuntivo com
predominancia de células adiposas, conhecidas como adipdcitos, que armazenam
gorduras neutras e servem como reservatoério de energia. Os adipdcitos preenchem
0 espaco entre os tecidos, proporcionando um efeito anti - choque, isolante térmico e
fonte de calor ao corpo (SARCINELLI et al. 2007).

Segundo Sarcinelli et al. (2007) a gordura apresenta importancia no
sabor, maciez e suculéncia na carne. De acordo com a localizagao de deposi¢ao na
carcaca pode-se classificar a gordura em externa (subcutanea), interna (envolvendo
os o6rgédos e visceras), intermuscular (ao redor dos musculos) e intramuscular
(gordura entremeada as fibras musculares conhecida também como marmoreio).
Segundo Peron et al. (1993), a raga do animal e o estado fisiolégico e nutricional
influenciam o tamanho de cada depésito de gordura.

A espessura de gordura subcutanea é importante na conservagédo da
carne, pois diminui os efeitos post — morten, atuando como isolante térmico impede
que as fibras musculares sofram intensa contracdo e reduz as perdas por
desidratacado durante o resfriamento, ajudando a conservar assim a cor e maciez da
carne.

A gordura intramuscular ou marmoreio favorece a mastigacao devido a
agao lubrificante das gorduras e influencia o sabor e a suculéncia da carne. O
marmoreio € um requisito para classificagdo de carcagas principalmente em
mercados externos, como o Norte-Americano.

Por quantidade e distribuigdo de gordura ter um importante impacto na
qualidade da carcaga e da carne de bovinos, valores ideais de gordura sao um dos
principais objetivos para melhorar a rentabilidade da industria da carne. Segundo
Felicio (1993) apesar de haver registros de coeficientes de herdabilidade na faixa de
0,10 a 0,60 para caracteristicas como gordura subcutdnea e intramuscular,
concentragdo de mioglobina e maciez da carne, € pouco provavel que os criadores

selecionem ou orientem acasalamentos com base nessas caracteristicas, com
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tantas outras, produtivas e reprodutivas, a serem consideradas em programas de
melhoramento genético de bovinos de corte. Sendo assim, o desenvolvimento de
marcadores moleculares associados a essas caracteristicas auxilia a incorporar a
seleg¢do para as mesmas no melhoramento tradicional. O mapeamento de QTLs e a
identificacdo de genes candidatos podem promover um progresso em direcao a este
objetivo, ja que a mensuracao da gordura de animais ocorre tardiamente (BASARAB
et al. 2004).

4.5. Area de Olho de lombo (AOL)

A conformacdo da carcaga expressa o desenvolvimento das massas
musculares, e 0 acabamento expressa a distribuicdo e a quantidade de gordura de
cobertura da carcaca. Uma maneira de estimar o desenvolvimento muscular é
através da observacao da area da secao transversal do musculo Longissimus (entre
a 122 e 132 costela), que € denominado de area de olho de lombo. Assim, a area do
musculo Longissimus tem sido utilizada como um indice de musculosidade do
animal e como indicador de rendimentos dos cortes de alto valor comercial. Segundo
Figueiredo (2001) estudos indicam que quanto maior a area de olho de lombo (AOL),
maior sera o rendimento da carcaca em cortes comercializaveis

Segundo Luchiari Filho (2000) a avaliagao ultrassonografica feita entre
a 12% e 132 costela para obtencdo das medidas de espessura de gordura
subcutdnea e da area de olho de lombo, tem sido aceita e utilizada como
indicadores da composigdo da carcaga. Além disso, a avaliagdo ultrassonografica
permite a coleta de medidas fenotipicas, inclusive para estudo de associagdo com
marcadores moleculares, in vivo.

E pouco provavel que os produtores orientem acasalamentos com base
nesta caracteristica, uma vez que esta € de mensuragao tardia e implica em
investimento razoavel. Neste ambito, estudos tém sido conduzidos para desenvolver

marcadores moleculares associados com AOL.

4.6. Caracteristicas de crescimento

A avaliagao da eficiéncia produtiva € importante para a exploragao de

bovinos de corte e pode ser quantificada, por exemplo, pela quantidade de
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quilogramas de bezerros desmamados por vaca durante o ano, o que pode refletir a
rentabilidade do rebanho.

Ao avaliar caracteristicas de crescimento como o0 peso a desmama e
peso ao sobreano avalia-se o potencial genético de crescimento do individuo (Souza
et al. 2000). A identificacdo de marcadores associados com caracteristicas de
crescimento pode ajudar na selegcdo de reprodutores a fim de produzir rebanhos
mais rentaveis e pode permitir estabelecer um perfil produtivo para caracteristicas
economicamente importantes desde o nascimento.

Segundo Pereira (1994), o peso a desmama é uma medida importante
em bovinos de corte, uma vez que, ao desmame do animal tém-se os primeiros
dados sobre seu desempenho que também permite avaliar a habilidade materna
das vacas.

O peso ao sobreano € importante por ser a ultima pesagem realizada
pela maioria dos criadores antes que os animais sejam vendidos, sendo assim o
peso mais proximo do peso ao abate, apresentando maiores correlagdes com este.
(DIAZ et al. 2009)

4.7. Marcadores moleculares

Marcadores moleculares sao variantes na sequéncia de DNA e sdo
utilizados para acompanhar a dindmica dos genes em populagdes.

Os marcadores moleculares podem estar ligados a locos que
determinam caracteristicas de interesse, situacdo em que podem ser utilizados na
selegcdo assistida por marcadores (ALZATE-MARIN et al. 2005). A base tedrica da
selecdo assistida por marcadores € que genes de efeito significativo podem ser
alvos especificos na selegao.

Marcadores moleculares tém outras contribuigdes no melhoramento
genético, pois através destes sao feitas analises de paternidade, que fornecem
informacgdes exatas de pedigree, auxiliando assim na correta estimativa do valor
genético, além de serem utilizados para o diagnostico de doengas monogénicas.

A selecao assistida por marcadores pode utilizar tanto marcadores
diretos como indiretos. Os marcadores indiretos estéo ligados a genes de interesse e
fornecem o gendtipo do marcador, porém nem sempre € possivel inferir com certeza

0 genatipo do gene ligado.
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Diversos estudos vém sendo realizados a fim de determinar
marcadores moleculares constituidos de polimorfismos em genes que tenham efeito
em caracteristicas de interesse comercial em bovinos. A frequéncia desses
marcadores muda consideravelmente entre ragas e populagdes. A grande promessa
dos marcadores moleculares na pecuaria € que estes tenham uma aplicacao direta
na selecdo precoce de animais, a fim de aumentar a frequéncia do alelo favoravel
para caracteristicas de interesse ou auxiliar na introgressao do alelo favoravel na
populacao.

Segundo Vignal et al. (2002) dois pontos tém que ser considerados
quando se utilizam marcadores moleculares para estudos genéticos. Do ponto de
vista de biologistas moleculares o procedimento de genotipagem deve ser mais
simples e ter menor custo possivel, uma vez que gera uma grande quantidade de
dados é necessario. Ja do ponto de vista de estatisticos, de acordo com o tipo de
analise a ser executada, algumas caracteristicas s&o importantes como relagdes de
dominancia, neutralidade e posigao no mapa.

Técnicas que utilizam como base a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) tém acelerado o desenvolvimento de novos sistemas para obtengdo de
marcadores de DNA, tal como microssatélites, RFLP, etc. (SALLA et al. 2002).

4.8. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) em inglés Polymerase Chain
Reaction tem revolucionado a analise do DNA (EDWARDS et al. 1991). Esta técnica
permite, através da replicacdo do DNA in vitro, a produc¢ao de milhdes de copias de
um gene ou de um fragmento especifico do DNA, fazendo clones deste fragmento,
sem o uso de um organismo vivo, por exemplo, uma bactéria. A reacdo de PCR
utiliza-se de um aparelho conhecido como termociclador, que permite programar as
temperaturas necessarias para que ocorram as diferentes etapas da reacdo, em
periodos de tempo controlados.

A reacao de PCR ocorre em diversas etapas, na primeira etapa ocorre
a desnaturacdo do DNA, em que as amostras sdo aquecidas a aproximadamente
95°C por alguns minutos, permitindo que haja a separagdo das fitas do DNA. A
seguir, a temperatura decresce para a temperatura em que ocorre o anelamento dos

iniciadores (primers) de DNA. Estes iniciadores sao uma sequéncia de cerca de vinte
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nucleotideos, que tém sequéncia definida de acordo com a regiao do DNA que se
deseja amplificar. Os iniciadores se ligardo na fita de DNA, marcando as
extremidades da sequéncia alvo. Apds este passo, havera a extensao, fase em que
a enzima Taq DNA polimerase ira adicionar nucleotideos a partir da extremidade 3’
de cada um dos primers. A Taq polimerase € uma polimerase de DNA termo-estavel,
isolada do organismo Thermus aquaticus, que se mantém ativa em temperaturas
elevadas.

Essas etapas séo repetidas cerca de trinta vezes (trinta ciclos) para se
obter inUmeras coépias da sequéncia que se deseja amplificar, permitindo assim, a
visualizacdo e analise deste fragmento de DNA por separagao eletroforética, por

exemplo.

4.9. Microssatélites

Um DNA microssatélite € uma classe de DNA repetitivo com base em
repeticbes de poucos nucleotideos, geralmente dinucleotideos. O tipo mais comum é
a repeticdo em tandem de Citosina e Adenina, ou seja, repeticdo CA. A deteccéo
destes segmentos repetitivos é feita através da PCR utilizando primers que contém
parte da sequéncia franqueadora de cépia unica. Uma alta proporgao de primers
para amplificacdo de locos microssatélites revela pelo menos trés alelos,
caracterizados por produtos de amplificacdo de tamanhos diferentes (GRIFFITHS et
al. 1999).

Os microssatélites sdo encontrados em abundancia no genoma de
eucariotos, podendo ocorrer em qualquer regido do genoma, porém, estudos
revelam que DNAs microssatélites sdo menos abundantes em éxons do que em
regides nao codificadoras (HANCOCK, 1995). Dentre todos os tipos de marcadores
moleculares, os microssatélites apresentam maior conteudo informativo por loco, ja
que estes sao multialélicos.

Segundo To6th et al. (2000) dois modelo tém sido propostos para a
geracgao e instabilidade dos microssatélites: erro da DNA polimerase e recombinagao
desigual.

Os marcadores microssatélites tém heranga codominate e pelo fato de
possuirem muitos alelos segregando, sao adequados para realizacdo de testes de

paternidade.
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Além disso, estes marcadores s&o utilizados para construgdo de mapas
genéticos que permitem a cobertura do genoma, localizagado de regides gendmicas
que controlam caracteristicas quantitativas de interesse econémico (identificagdo de
QTLs), a quantificagdo do efeito dessas regides na caracteristica de interesse e a
possibilidade do uso dessa informagdo em programas de melhoramento genético
(LEE, 1995).

4.10. Polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrigao ou RFLP

A técnica de analise de polimorfismos de comprimento de fragmento de
DNA (RFLP, do inglés “Restriction Fragment Length Polymorphism”) foi possivel
devido ao descobrimento das endonucleases de restri¢ao.

Essas enzimas sao produzidas por bactérias como defesa do
organismo contra fagos e cortam o DNA em sequéncias alvo de quatro ou mais
bases. A enzima age como uma tesoura, cortando o DNA do fago e assim
inativando-o. Qualquer molécula de DNA, de virus até seres humanos, contém sitios
alvos das endonucleases de restricido puramente ao acaso e assim pode ser cortado
em fragmentos definidos (GRIFFITHS et al. 1999).

Segundo Griffiths et al. (1999), a presenga ou auséncia do sitio de
restricdo pode ser tratada como dois alelos, que pode ser denominado de alelo + ou
—. A presenga do alelo (+) em alguns individuos e a auséncia (-) em outros gera um
“restriction fragment lengh polymorphism” ou RFLP (Figura 2).

RFLPs podem medir a diversidade genética entre populagbes ou
especies. A diferenca de sitios de restricao é efetivamente uma diferenca no DNA,
entdo medir o numero total de RFLP, representa uma medida de diferenga genética.
Assim, RFLPs sao importantes em estudos de evolugao (GRIFFITHS et al.1999). A
adaptacdo do método para utilizagdo da técnica de amplificacdo do DNA in vitro, a

PCR, tem sido utilizada na genotipagem de variagdes entre individuos.
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(Pais)

Inheritance of Parents
RFLP markers (Irmdos)
(Heranga de Siblings

marcadores RFLP)

§h

AA aa  Aa Aa  Aa  aa  Aa  AA

Figura 2. Padrao de heranga do marcador RFLP

A esquerda a figura apresenta os trés genétipos possiveis do marcador RFLP
representado. A direita pode ser observado o padrdo de heranca do marcador RFLP.
Quando os pais sao heterozigotos (Aa) podem ser gerados filhos com os trés
gendtipos possiveis (AA, aa e Aa) do marcador representado.

Retirada de:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/probe/IMG/RFLP _genotyping.gif

4.11. SNP (Single nucleotide polymorphisms)

SNPs sao polimorfismos de unica base, ou seja, mutagdes de ponto na
sequéncia de DNA, com uma alternativa usual de dois nucleotideos possiveis em
uma determinada posi¢cdo. S&do uma forma abundante de variagdo no genoma e se
diferenciam de mutagdes raras por o alelo menos abundante estar presente em uma
frequéncia de 1% ou mais. Uma ampla gama de areas da genética pode se
beneficiar enormemente do estudo de SNPs (BROOKES, 1999).

A origem de SNPs esta em variagdes individuais, procedentes de
mutacdes de ponto (substituicdes, adicdes ou delegcdes de nucleotideos). Embora,
em principio, em cada posi¢ao de um trecho de sequéncia, qualquer uma das quatro
bases de nucleotideos possiveis possa estar presente, na pratica os SNPs sao
geralmente bialélicos, pois a probabilidade de duas mutagbes independentes
ocorrerem em uma unica posi¢ao € muito baixa (VIGNAL et al. 2002).

Segundo Kao et al. (2000), nos ultimos anos tem havido um interesse

crescente em polimorfismos de nucleotideo unico. O SNP é o polimorfismo mais
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comum encontrado no genoma humano e acredita-se que este seja responsavel por
90% do total de variagao inter-individual.

Diversas estratégias vém sendo utilizadas para identificar e genotipar
SNPs, as principais sdo baseadas na comparagao de sequéncias locus —
especificas. Quando o alvo € uma regido definida, por exemplo, contendo genes
candidatos, a estratégia mais simples, é a realizagcdo de sequenciamento de
produtos de PCR obtidos de diferentes individuos. Entretanto, em larga escala, esta
estratégia tende a ser cara e é limitada a regides em que dados de sequéncia estéo
disponiveis. Para genotipagem de SNPs, podem ser utilizadas técnicas como PCR-
RFLP, que utiliza enzimas de restricdo capazes de detectar o polimorfismo, no caso,
o SNP, através do padrao de fragmentos gerados pela digestdo do produto da PCR
dos alelos alternativos, ARMS-PCR (ARMS- amplification refractory mutation
system) que é uma adaptagao da técnica de PCR, onde primers com extremidades
3’ complementares ao alelo normal ou mutado (alelo especificos) permitem a
identificacdo do gendtipo. Ha tecnologias que permitem genotipar varios SNPs em
uma unica reag¢ao. Os chips de SNPs podem conter em sua plataforma milhares de

sequéncias de fragmentos contendo SNPs, permitindo uma analise em larga escala.

4.12. Genes candidatos para caracteristica de produc¢ao de carne bovina

Diversos genes tém sido elencados como candidatos para
caracteristicas de producédo de carne bovina. Estes genes podem estar localizados
em regides nas quais ja foram identificados QTLs para caracteristicas de producéo
e/ou sao candidatos funcionais. Alguns destes genes candidatos séo: PPARGC1A,
FABP4, DDEF1, Leptina, PSMC1 e IGF-1.

412.1. Gene PPARGCI1A

O gene Peroxisome proliferative active recptor gamma coactivator 1A
(PPARGC1A) de bovinos esta organizado em 13 éxons compreendendo 6.261 pb e
é expresso em diferentes niveis em um grande numero de tecidos. Segundo Soria et
al. (2009) o gene PPARGC1A é expresso preferencialmente em tecidos de alta

atividade metabdlica, tais como figado e coragao.
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O PPARGC1A ¢é um coativador do subconjunto de genes de
fosforilagdo oxidativa que controla o transporte e a oxidacado de glicose e lipideos,
esta envolvido na formagédo de fibras musculares esqueléticas e na biogénese
mitocondrial (SORIA et al. 2009).

Coativador refere-se a uma proteina ou um complexo de proteinas que
aumenta a taxa de transcricdo através da interacdo com fatores de transcrigao.
Estes geralmente funcionam como complexos multiproteicos que contem proteinas
individuais que medeiam o encaixe de fatores de transcricao e outras que medeiam
funcbes necessarias para a transcricdo propriamente dita, incluindo modificacdo de
histonas e remodelamento de cromatina. Estudos da regulagdo de linhagens de
células adiposas, especialmente na divergéncia das vias da gordura branca e
marrom, levaram a descoberta de um coativador com um grau surpreendente de
regulacdo em diferentes tecidos e estados fisiologicos, o PPARGC1A, que esta
envolvido em multiplas respostas bioldégicas relacionadas com a homeostase
energética, regulacdo térmica e metabolismo da glicose (PUIGSERVER e
SPIEGELMAN, 2003).

Weikard et al. (2005) identificaram o gene PPARGC1A em bovinos
como um gene candidato localizado em uma regido do cromossomo 6 subjacente a
um QTL previamente descrito para deposicdo de gordura no leite. Este gene
também é candidato posicional e funcional para influenciar o desenvolvimento da
obesidade, de acordo com o mapa genético da obesidade (SNYDER et al. 2004).
Estudos como o realizado por Puigserver e Spiegelman (2003) mostram que o gene
PPARGC1A possui papel fundamental para ativar uma variedade de receptores
hormonais nucleares e fatores de transcricdo que regulam a homeostase energética
e esta envolvido com os mecanismos de adipogénese e gliconeogénse, sendo
assim, candidato para afetar a quantidade e distribuicdo de gordura corporal.

O gene PPARGC1A de humanos foi mapeado em uma regido
previamente associada com concentracdo de insulina sérica e obesidade,
polimorfismos deste gene foram associados com resisténcia a insulina,
suscetibilidade a diabetes tipo Il (SUN et al. 2006) e indicadores de obesidade
(SEMPLE et al. 2003).

Em suinos, o gene PPARGC1A tem sido estudado por ser um gene
candidato para caracteristicas de produgdo. Stachowiak et al. (2007) realizaram um

estudo e encontram associagao de um SNP com caracteristicas de gordura.
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Weikard et al. (2005) encontram um SNP localizado no intron 9 do
gene PPARGC1A em bovinos (numero de acesso no GeneBank: AY547554) e
associaram com caracteristicas de producido de leite. Recentemente Soria et al.
(2009) identificaram dois SNPs no gene PPARGC1A de bovinos, localizados no

éxon 8.

4.12.2. Gene FABP4

Proteinas FABPs sdo membros de uma familia de proteinas que ligam
lipideos (LBP: lipid — binding proteins). As proteinas FABPs podem ser divididas em
dois grupos: algumas s&o associadas com membrana plasmatica e outras com
proteinas intracelulares ou citoplasmaticas. Nove FABPs citoplasmaticas tecido-
especifica ja foram identificadas (CHMURZYNSKA, 2006).

O gene FABP4 também conhecido como Adipocyte FABP (A-FABP)
esta localizado no cromossomo 14 de bovinos, no qual ha relatos de QTLs para
caracteristicas de producéo, tem 5.591pb, esta organizado em 4 éxons e 5 introns e
€ expresso no tecido adiposo. Codifica uma pequena proteina citoplasmatica (14—15
kDa) que liga longas cadeias de acidos graxos e outros ligantes hidrofébicos e
desempenha papel na regulagdo da homeostase de lipideos e glicose. A proteina
FABP4 ativa uma isoforma de receptores PPAR - gama (peroxisome proliferator
activated receptors) que por sua vez regula a transcricdo do gene FABP4. Membros
da familia PPAR sao receptores nucleares que regulam a transcricdo de genes
envolvidos no metabolismo lipidico. Estudos tém demonstrado que FABP4
desempenha um papel critico na absorgéo de acidos graxos e no metabolismo. Em
adicao, o gene FABP4 parece estar envolvido na hidrélise de lipideos (MICHAL et
al.2006).

Em suinos o FABP4 é um forte gene candidato posicional para o QTL
descrito para deposi¢cdo de acidos graxos e crescimento (OJEDA et al. 2006). Ha
relatos que a proteina FABP4 esta relacionada a diabetes e obesidade em humanos
e ratos e que mutagdes diminuem o nivel de FABP4 resultando em menor risco de
doencas coronarias e diabetes tipo 2 (TUNCMAN et al. 2006).

Michal et al. (2006) associaram SNPs localizados no gene FABP4 com
marmoreio e deposicdo de gordura subcutdnea em bovinos descendentes do

cruzamento de Wagyu x Limousin. Hoashi et al. (2008) associaram um SNP
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localizado no éxon 2 do gene FABP4 de bovinos “Japanese Black cattle”,
caracterizado por uma substituicdo de uma adenosina por uma guanina que causa a
substituicdo do aminoacido isoleucina por valina com efeito na composi¢cao dos

acidos graxos na carne.

4.12.3. Gene DDEF1

O gene DDEF1, conhecido também como Arf-GAP e ASAP1 codifica
uma proteina ligante de SH3 Src (Src homology 3) e esta localizado no cromossomo
14 de bovinos, no qual ha inumeros relatos de QTL para deposi¢cao de gordura e
caracteristicas de crescimento. Proteinas que interagem com dominios SH3
tipicamente tém uma sequéncia consenso PXXP (P= prolina e X= qualquer outro
amino acido). Residuos adjacentes de prolina formam contatos com a estrutura SH3
e essa interacao determina a especificidade entre a proteina e um dominio SH3
encontrado em numerosas proteinas de transducdo de sinal, envolvidas no
crecimento e diferenciacao celular.

A proteina codificada pelo gene DDEF1 é ativadora do fator de
GTPases ou Guanosina trifosfatases (dominio Arf-GAP) que ribosila ADP. Varias
proteinas de transducdo de sinal envolvidas na diferenciacdo de fibroblastos em
adipocitos tém sido avaliadas utilizando culturas de tecidos de diversas linhagens
celulares como sistema modelo. Estudo conduzido por King et al. (1999) indica que
DDEF1 é uma importante proteina de transducgao de sinal envolvida na diferenciagao
de fibroblastos em adipocitos e possivelmente de outros tipos celulares, sendo assim
esse gene esta envolvido no processo de adipogénese.

A expressdo ectopica do DDEF1 em fibroblastos resultou na
diferenciacdo de uma fracado significante da cultura em adipdcitos. Este fenoétipo
parece estar relacionado a indugdo do fator de transcricdo PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor y), uma vez que células “DEF-1 NIH 3T3” que
apresentaram expressao ectdpica (uma linhagem celular continua de alta inibicao de
contato estabelecida a partir de culturas de embrides de camundongo NIH Swiss)
demonstraram nivel aumentado de RNAm PPARy quando tratadas com ativadores
de ligantes PPARYy e induziram a diferenciagédo celular (KING et al. 1999).
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4.12.4. Gene PSMC1

Proteassomas estdo distribuidos em células eucaridticas em alta
concentracido e clivam peptideos em um processo ATP/ubiquitina — dependente. O
proteassoma 26S ATP dependende é um complexo de multiplas subunidades,
consistindo de um catalisador 20S e dois mdédulos regulatérios, chamados PA700
(GUO et al. 2008). O complexo PA700 é composto de subunidades que sao
classificados em dois subgrupos, um subgrupo de pelo menos 6 ATPases que
contém um dominio AAA (ATPases associadas com diversas atividades celulares)
que constituem uma familia de genes que codificam peptideos homdlogos
conservados durante a evolugdo e um subgrupo de pelo menos 15 ndo ATPases
(TANAHASHI et al. 1998). O gene PSMC1 (proteasome 26S subunit, ATPase, 1) é
um gene desta familia e desempenha papel central em muitas vias regulatérias,
como a regulagao do ciclo celular, diferenciagcao e apoptose (GUO et al. 2008)

O gene PSMC1 contem 10 éxons e 11 introns em 9.855 pb. Guo et al.
(2008) mapearam o gene PSMC1 em bovinos no cromossomo 10 e descobriram que
este gene é expresso principalmente no pulmao, testiculo e bago. Além disso, os
autores identificaram um SNP (transicao A/G) no intron 9 e associaram este SNP
com diversas caracteristicas de interesse econbmico em bovinos, tais como,
consumo diario de racgdo, caracteristicas de crescimento, deposi¢cdo de gordura e

area de olho de lombo.

4.12.5. Gene da Leptina

O gene ob também conhecido como gene da obesidade ou gene da
Leptina codifica uma proteina de 16-kDa que tem, entre outras, fung¢ao de regular a
adiposidade, ou seja a proporgéo de gordura no organismo.

A Leptina € uma proteina envolvida no crescimento e metabolismo de
animais que desempenha um importante papel no consumo de alimentos, no
metabolismo energético, no crescimento e na reprodugdo em ruminantes
(Choudhary et al. 2005). Portanto, o gene da Leptina pode ser referido como um dos
fatores genéticos que controla caracteristicas determinantes da qualidade de carne

como a espessura de gordura e o marmoreio (TANIGUCHI, et al. 2002).
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O gene da Leptina, foi mapeado no cromossomo 4 de bovinos (STONE
et al. 1996, POMP et al. 1997), este possui trés éxons e dois introns. A Leptina, que
tem sido implicada no controle da ingestdo de alimentos e na composi¢éo corporal
em mamiferos, é secretada predominantemente por adipécitos e transportada
através da circulagdo sanguinea para o cérebro, onde atua nos receptores do
hipotalamo para diminuir o apetite.

A proteina Leptina tem efeito direto sobre tecidos como o musculo
esquelético, onde desempenha um papel importante na sintese de glicogénio e
transporte de glicose. A expressao do gene da Leptina esta altamente correlacionada
com massa corporal gorda e tamanho de adipocitos, contribui para variagdo do
apetite, o balango energético e composi¢ao corporal. Este gene é considerado um
modificador do metabolismo (CERON-MUNOZ et al. 2008).

Diversos estudos tém associado polimorfismos no gene da Leptina,
com deposigao de gordura na carcaga em gado de corte e com as caracteristicas de
balango energético, producéo de leite, peso vivo e fertilidade em gado leiteiro.

Geary et al. (2003) conduziram um estudo que investigou niveis séricos
da Leptina como indicador da composicdo de carcaga em gado de corte e
concluiram que ha uma correlagdo positiva entre concentragdo de Leptina e
marmoreio e deposigao de gordura.

Pomp et al. (1997) indentificaram um polimofismo caracterizado por
uma transicao de uma citosina para timina localizado no intron 2 do gene da Leptina.
Liefers et al. (2002) associaram este polimorfismo com caracteristicas de produgao

de leite.

4.12.6. Gene IGF-1

O gene IGF-1, do inglés Insulin-like growth factor 1, localiza-se no
cromossomo 5 de bovinos, possui 73.000 pb e estd organizado em 6 éxons e 7
introns. A proteina codificada pelo gene /IGF-1 € semelhante a insulina em funcéo e
estrutura e € um membro de uma familia de proteinas envolvida na mediacao do
crescimento e desenvolvimento, desempenhando papel na diferenciagdo celular,
embriogénese, crescimento e regulagdo do metabolismo. Possui peso molecular de

7,5 kDa e é constituida de 70 aminoacidos.
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O gene IGF-1 é considerado como um marcador candidato para niveis
de crescimento e caracteristicas de producao de carne em bovinos (Siadkowska et
al. 2006). Segundo Islam et al. (2009), diversos estudos tém identificado regides de
QTL associadas com niveis de gordura e caracteristicas de carcaga na vizinhanga
do gene IGF-1 em gado de corte.

Siadkowska et al. (2006) mostraram que o gene IGF-1 influencia o
consumo e a converséo alimentar. Segundo Wood et al. (2004) estudos demonstram
que o gene IGF-1 tem associagdo com uma série de caracteristicas de produgao de
carne bovina, incluindo consumo alimentar residual, gordura da carcaga, ganho
meédio diario, peso vivo e peso de carcaca.

Um microssatélite de repeticdo (CA)n localizado na regido promotora
do gene do IGF-1 foi associado com peso ao nascimento e ganho de peso no
primeiro ano de vida de bovinos da raga Hereford (MOODY et al. 1996). Ge et al.
(2001) nao observaram esse polimorfismo em uma populagao da raga Angus, porém
identificaram outro polimorfismo do tipo SNP, também localizado nesta regido, e
associaram com ganho de peso durante os primeiros 20 dias. Islam et al. (2009)
associaram este mesmo SNP com deposicdo de gordura e caracteristicas de

carcaga em bovinos de corte.

5. Material e Métodos

5.1. Animais

Foram utilizados aproximadamente 270 novilhos machos,
descendentes de 20 touros registrados da raga Nelore, que compdem familias de
meio — irm&o produzidas através de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). Os
animais foram criados na base fisica da Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada na
cidade de Sao Carlos, na Embrapa Gado de Corte, situada no municipio de Campo
Grande e em uma propriedade particular do Estado de Mato Grosso do Sul. Foram
confinados nas duas unidades da Embrapa e avaliados para caracteristicas de
eficiéncia alimentar, crescimento, deposicdo de gordura, além de medidas de
composicao e qualidade da carcaga e da carne. A producgao e avaliacdo fenotipica

dos animais foram realizadas no ambito do projeto em rede (Rede Bife de
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Qualidade) - Projeto Componente: “Genética quantitativa e molecular de

caracteristicas de qualidade da carne e de eficiéncia alimentar na ragca Nelore”.

5.2. Selecgao de touros

A selegcao dos touros foi realizada a partir de consultas aos catalogos
das principais centrais de inseminacao artificial do pais. A partir de um numero total
de 616 touros Nelore das variedades mocha e aspada foram eleitos para a
composi¢cao desta amostra 20 touros ativos na populagdo, ou seja, que tém sémen
disponivel no mercado, cujo valor ndo excede R$ 50,00 a dose, a fim de representar
touros acessiveis ao produtor tipico da raga, cujas genealogias sao representativas
das principais linhagens que compdéem a raca Nelore, de uso comercial mais
frequente dentro da ragca. A escolha foi feita de maneira minimizar o grau de

parentesco entre eles.
5.3. Linhagens amostradas
A Tabela 1 apresenta as linhagens materna e paterna de cada touro. A

primeira coluna (1 a 20) esta representando os touros utilizados para gerar as

familias de meio - irmaos utilizadas neste estudo.
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Tabela 1. Linhagens materna e parterna dos touros

Linhagem Linhagem

Touro materna paterna

1 Padhu/Akasamu Godar

2 Nagpur Imp Garoto

3 Lemgruber Lemgruber

4 Mocho (GR) Taj Mahal

5 1Z Taj /Golias

6 Karvadi Rasta

7 Taj Mahal Karvadi Imp.

8 Taj Mahal Taj Mahal

9 Karvadi Karvadi

10 Karvadi Nagpu

11 Akasamu Kurupathy

12 Taj Mahal Taj Mahal

13 Taj Mahal Golias

14 Golias -

15 Lengruber -

16 IRCA -

17 1Z V4

18 Godar Imp. Taj Imp.

19 Padhu Taj Mahal

20 Karvadi -

5.4. Coleta de amostras e Extracao do DNA

5.4.1. Amostra para obtencao do DNA dos touros: Sémen congelado

As amostras utilizadas para obtengcdo de DNA dos touros foram
palhetas de sémen congelado, provenientes de centrais de inseminagdo. Para
extragdo do DNA, foi utilizado o método de desproteinagdo com solventes organico.

Para lavagem do sémen, a palheta foi descongelada a temperatura
ambiente e o conteudo transferido para um microtubo de 1,5 mL. Foi adicionado
tampao de digestao contendo 10 mM de Tris-HCI, 10 mM de EDTA, 50 mM de NaCl
e 20% de SDS . A amostra foi homogeneizada e submetida a centrifugagao (16.000
g por 5 minutos) para que o sobrenadante fosse removido. Para lise dos
espermatozoides adicionou-se ao pellet, tampao de digestdo, 40 mM de DTT e 0,4
mg/mL de proteinase K, e o conteudo foi incubado durante a noite a 56° C. Para
extragdo do DNA foi adicionado fenol: cloroférmio: alcool: Isoamilico (25:24:1), e a
amostra foi centrifugada (16.000 g por 5 minutos) para separagao das duas fases. A
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fase aquosa superior foi transferida para um novo tubo. Para precipitacado do DNA foi
adicionado isopropanol 100% e a amostra foi centrifugada (16.000 g por 15 minutos),
apds, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se etanol 70%. A amostra foi
centrifugada a 16.000 g por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Apds a

secagem do pellet, o DNA foi ressuspendido com TE (Tris-EDTA) e RNase.

5.4.2. Amostra para obtencao do DNA dos novilhos: sangue

Para os novilhos descendentes dos 20 touros foram coletadas
amostras de 5 ml de sangue dos animais, por pung¢ao da veia jugular, em tubos para
coleta a vacuo contendo EDTA potassico (K3), conforme pode ser observado na
Figura 3. As amostras foram mantidas refrigeradas até o inicio do processo de
extracdo. As extracdes de DNA foram realizadas a partir de leucdcitos através do
método salting out de acordo com os protocolos descritos por Regitano (2001).

A lise das células vermelhas foi realizada por repetidas lavagens em
tampéao contendo 10 mM Tris-HCI pH 7,6; 5 mM MgCl, e 10 mM NaCl até obtencgéo
de pellet com apenas com células brancas. Os leucécitos foram recuperados do
precipitado por centrifugacdo a 700 g por 10 minutos. Estes foram ressuspendidos
com tampéo de digestdo contendo 10 mM Tris-HCL pH 8,0; 10 mM EDTA pH 8,0;
100 mM NaCl; 20% SDS e proteinase K. A solugao foi incubada a 55 °C por 6 horas
ou durante a noite.

Apos a incubagao, para precipitagao de proteinas, adicionou-se 5 mM
NaCl e TE pH 7,6 (10mM Tris-HCI e 1mM EDTA), os tubos contendo a amostra
foram agitados por inversao até a formacéo de coagulos de proteinas, as amostras
foram colocadas em gelo por 10 minutos e centrifugadas por 15 minutos a 16.000 g.

O sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo, do qual
adicionou-se o0 dobro do volume da amostra de etanol absoluto gelado para
precipitacdo do DNA. As amostras foram homogeneizadas por inversédo e
submetidas a centrifugagcado (16.000 g por 15 minutos), apdés a centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e em seguida o pellet foi lavado com etanol 70% gelado
e submetido novamente a centrifugagcéo (16.000 g por 5 minutos). O sobrenadante
foi descartado e apds a secagem do pellet para ressuspender o DNA adicionaram-se
250 plL da solucdo de TE e RNase (10 ug).
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Apdés a quantificagdo por espectrofotometria utilizando o aparelho
Nanodrop, as amostras foram diluidas para se obter uma concentracao final de 40
ng/uL e conservadas em freezer — 20 C°. As amostras de DNA foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% e coradas com brometo de etideo para que fosse
analisada a integridade do DNA. As amostras de DNA gendémico foram analisadas

sob iluminagao UV (Figura 4).
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Figura 3. Coleta de sangue através da pungao da veia jugular
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Figura 4. Eletroforese de DNA gendémico

5.5. Mensuracgao da espessura de gordura subcutanea (EGS) e area de olho de
lombo (AOL)

5.5.1. Obtencgao das imagens de ultrassom

Para mensurar a EGS e AOL in vivo, foram feitas medidas
ultrassonograficas. A primeira medida foi obtida quando os animais apresentaram
aproximadamente 18 meses de idade, antes de entrarem no confinamento, e a
segunda medida quando os animais estavam confinados em média por 55 dias.

Para isso, foi utilizado um equipamento de ultrassom Piemedical
Scanner 200 Vet, com transdutor linear de 18 cm e 3,5 MHz. Os animais foram
colocados em troncos de contengdo para que fosse possivel obter as imagens
ultrassonograficas.

As imagens que fornecem as medidas de EGS e AOL foram obtidas no
corte transversal do musculo Longissimus, entre a 122 e 132 costela do animal
conforme pode ser observado na Figura 5. Essas imagens foram analisadas e
interpretadas para obtengado das medidas de EGS expressa em milimitros (mm) e

AOL em centimetros quadrado (cm?).

42



O ganho de gordura foi calculado subtraindo-se a quantidade de
gordura que o animal possuia na segunda medida ultrassonografica da quantidade

de gordura que o animal possuia na primeira medida ultrassonografica.

Figura 5. Ultrassonografia realizada no corte transversal do musculo Longissimus
entre a 122 e 132 costela

5.5.2. Interpretacao das imagens de ultrassom

Para obter as medidas de EGS e AOL foi utilizado o programa ODT
(Open data transfer) para analises das imagens, que acompanha o equipamento de
ultrassom. Para as analises de medida de EGS, a camada de gordura subcutanea

foi delimitada e o programa informou a quantidade de gordura em mm (Figura 6).
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Figura 6. Interpretagdo da medida de EGS entre a 122 e a 132 costela

A AOL foi delimitada na imagem de ultrassom e o programa nos

forneceu um valor expresso em cm? (Figura 7).
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Figura 7. Interpretacdo da imagem que fornece a medida de AOL

5.6. Pesagem dos animais e ajuste dos pesos

Os animais foram pesados quando desmamados e quando atingiram
uma média de 16 meses para obtencdo do peso a desmama (PD) e ao sobreano
(PS), respectivamente.

Os pesos a desmama foram ajustados para 240 dias, € 0 pesos ao
sobreano foram ajustados para 450 dias, seguindo a férmula de ajuste de pesos
utiizada pelo programa de melhoramento da Embrapa CNPGC, conforme

representado a seguir.

Foérmula utilizada para ajustar o peso a desmama para 240 dias:

PD — 30 x 240+30
ID
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Férmula utilizada para ajustar o peso ao sobreano para 450 dias:

PS - PD x (450 — IS) + PS
IS—-ID

PD=Peso ao desmame
PS= Peso ao sobreano
ID= Idade ao desmame

IS= Idade ao sobreano

5.7. Analise dos polimorfismos

Os SNPs propostos nos genes PPARGC1A, FABP4, Leptina e
PSMC1foram genotipados pela técnica PCR — RFLP, e o SNP no gene DDEF1 foi
genotipado pela técnica ARMS-PCR. O microssatélite /GF-1 foi genotipado por
eletroforese capilar utilizando-se o sequenciador automatico ABI Prism 3100 Avant
(Applied Biosystems), as reagcdes de PCR foram feitas em um termociclador

Mastercycler Gradient (Eppendorff), conforme descrito a seguir:

5.7.1. Gene PPARGCI1A

5.7.1.1. Amplificagdo

Para o gene PPARGC1A a regiao de 179 pares de bases do intron 9
que contém o polimorfismo (c.1892+19T>C) foi amplificada pela reacdao de PCR
utilizando os primers descritos em Weikard et al. (2005), sendo um dos primers

(reverse) marcado com florescéncia (FAM).

Apos testes para estabelecer as concentragdes dos reagentes e a
temperatura de amplificagcdo especifica dos primers foram estabelecidas as
seguintes concentragdes: tampao de reagdo 1X, 1,5 mM de cloreto de magnésio
(MgCly), 0,1 mM de cada dNTP, 0,25 uM de cada primer, 1 unidade da enzima Taq
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DNA polimerase e 25 ng de DNA. A agua miliQ autoclavada foi adicionada para

completar o volume final de 15 puL.

A amplificagdo da regido que contem o intron 9 do gene PPARGC1A
constou das seguintes etapas: 5 minutos a 95°C para a desnaturagao inicial das fitas
do DNA, seguidos de 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 49°C
(temperatura de anelamento dos primers F e R), 45 segundos a 72°C, ap6s os 35
ciclos o produto da amplificagdo foi submetido a etapa de extensao final por 10

minutos a 72°C.

5.7.1.2. Digestao do produto da PCR

Os produtos da amplificagdo do intron 9 do gene PPARGC1A foram
digeridos com a enzima BsuRI. O volume final da rea¢do de digestao foi de 10 pL,
sendo 8 uL do produto da PCR e 2 uL de Mix de digestdo que continha 1 U da
enzima BsuRl, tampao da enzima contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCly,
100 mM KCI, 0,1 mg/ml BSA (soroalbumina bovina). A reacdo de digestdo ocorreu

durante 3 horas a 37°C.

5.7.1.3. Analise dos genétipos

A enzima BsuRI reconhece um sitio de quatro bases: GGCC e o cliva.
Animais que apresentam o gendtipo TT, possuem uma substituicdo de uma base
citosina por uma timina. Essa alteracdo suprime o sitio de restricido da enzima na
regidao do intron 9 do gene PPARGC1A amplificada, resultando em um padrdo com
apenas o fragmento amplificado pela PCR (179 pares de bases). Animais com o
gendtipo CC sao caracterizados por possuirem o sitio de restricdo da enzima e

apresentam um padrao de restricado de 2 fragmentos (20 e 159 pares de bases).

A analise dos produtos de PCR e digestdo foi realizada no
sequenciador ABI Prism 3100 Avant (Applied Biosystems). Os gendtipos foram

determinados com a utilizacdo do programa GeneScan (versao 3.7.1).
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5.7.2. Gene FABP4

5.7.2.1. Desenho de primers

O SNP no éxon 2 do gene FABP4 foi genotipado utilizando os primers
descritos na Tabela 2. Os primers foram desenhados com auxilio do software Primer

3 plus, disponivel on line (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). A qualidade dos primers

foi verificada pelo software OligoAnalyzer do site

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ Foi escolhido o melhor

par de primers desenhado, ou seja, o par que apresentou AG maior que 0O (ideal para
que nao ocorram reagdes espontaneas), que nao formasse harpin (primers que néao

fossem auto complementares) e que formasse amplicons menores que 600 pb.

Tabela 2. Sequéncia dos primers foward e reverse utilizados para amplificagcao do
exon 2 do gene FABP4

Primer Sequéncia
F 5°’AATACACACACACACACCTGCTC 3°
R 5'AATACACACACACACACCTGCTC 3°

5.7.2.2. Amplificagao

As concentracgdes ideais da PCR foram estabelecidas com: tampéo de
reacao 1X, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada primer, 1

unidade de enzima Taq DNA polimerase e 100 ng de DNA em volume final de 20
uL.

As etapas para amplificacdo da regido que contem o SNP do éxon 2 do
gene FABP4 constaram das seguintes etapas: 2 minutos a 94°C para a

desnaturacgao inicial das fitas do DNA, seguidos de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C,

30 segundos a 60°C (temperatura de anelamento dos primers), 30 segundos a 72°C,
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apos os 35 ciclos o produto da amplificagao foi submetido a etapa de extensao final

por 7 minutos a 72°C.

5.7.2.3. Digestao do produto da PCR

Os produtos da amplificacdo do éxon 2 do gene FABP4 foram digeridos
com a enzima NmuCl. O volume final da rea¢ao de digestao foi de 12 uL, sendo 10

uL do produto da PCR e 2 uL de Mix de digestdo que continha 1 U da enzima
NmuCl, tampéao da enzima contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl,, 100
mM KCl e 0,1 mg/ml BSA. Areacéo de digestdo ocorreu durante 3 horas a 37°C.

5.7.2.4. Andlise dos gendtipos

A endonuclease de restricdo NmuCl reconhece o sitio de cinco bases:
GTCAC na sequéncia do DNA e o cliva. Animais que apresentam o gendtipo GG,
possuem uma substituigdo de uma base adenina por uma guanina, que produz um
sitio de restricdo adicional na regido amplificada e apresentam um padrdao de
restricdo com 3 fragmentos (72, 121 e 160 pares de bases). Animais com o genotipo
AA sao caracterizados pelo padréao de restricdo de 2 fragmentos (160 e 193 pares de
bases).

Os fragmentos gerados foram separados em gel de agarose 3%, com
tampéo de eletroforese [1x Tris Borato EDTA pH 8,3 (TBE)] e corados com Brometo
de Etideo incorporado no gel. Apés submetidos a eletroforese, os fragmentos foram
analisados sob iluminagéo UV e registrados por uma camera fotografica digital. Os
tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparagdo com padrédo de

tamanhos conhecidos.

5.7.2.5. Confirmagao da regiao amplificada e dos genétipos observados pela

genotipagem por PCR-RFLP

Foram sequenciadas trés amostras de DNA dos touros que

apresentaram gendétipos diferentes para confirmar o padrao de restricdo observado.
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Para as reagdes de PCR feitas para sequenciamento do DNA houve uma
modificagdo da massa do DNA utilizado na PCR de 100 ng para 200 ng € o volume
final foi alterado para 30 uL. As reacdes de PCR foram purificadas através do kit
ExoSAP. Para purificagdo foram adicionados 2 uL de ExoSAP a 5 uL de produto da
PCR, a mistura foi colocada no termociclador durante 15 minutos a 37°C e 15
minutos a 80°C .

As reacgdes de sequenciamento foram realizadas segundo o protocolo
adaptado descrito por Regitano (2001) utilizando o Kit ABI PRISM® Big Dye
terminator v. 3.1 cycle sequencing da Applied Biosystem. Para o mix da reacao de
sequenciamento adicionaram-se 2 uL de agua, 2 uL de Big dye (que contem DNA
polimerase, ddNTPs e dNTPs), 2 uL de tampdo (Mg*? e Tris-HCI), 2 pmol de primer
e 2 uL de produto de PCR.

As condi¢des para reacdo de sequenciamento constaram de: pré -
incubacao de 94 °C por 2 minutos e 25 ciclos de 96 °C por 20 segundos, 60 °C por
10 segundos (temperatura de anelamento do primer) e 60 °C por 4 segundos.

Os produtos de sequenciamento foram purificados para evitar que os
reagentes n&o incorporados interferissem na leitura do sequenciamento, para isso foi
adicionados 40 uL de isopropanol 65% a temperatura ambiente (TA) e vortexou-se a
mistura, apds incubou-se no escuro a TA por 15 minutos. Passado este tempo,
centrifugou-se por 25 minutos a 16000 g a TA e o sobrenadante foi descartado por
inversdo. Foram adicionados 200 uL de etanol 60%, a TA, e centrifugou-se por 5
minutos a 16000 g a TA e o sobrenadante foi descartado (a lavagem com etanol 60%
foi repetida duas vezes). As reagdes ficaram no escuro para secar durante 1 hora e
depois foram armazenadas em freezer —20°C. A analise do sequenciamento foi feita
no sequenciador ABI Prism 3100 Avant (Applied Biosystems).

5.7.3. Gene DDEF1

5.7.3.1. Amplificagao
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O SNP do gene DDEF1 (DDEF1_g.279401A>G) descrito por Veneroni
et al. (2008), foi genotipado pela metodologia de ARMS adaptada por Buitkamp e
Semmer (2004).

Esta técnica de ARMS adaptada se diferencia da técnica de ARMS
convencional por utilizar somente trés primers, sendo um primer outer foward
marcado com fluorescéncia (HEX), e dois primers alelo - especificos, um para cada
alelo (no caso deste SNP A e G). Um dos primers alelo-especifico, neste caso, o
primer para o alelo G, tem um cauda na extremidade 5’ com 4 nucleotideos a mais, o
que permite diferenciar os dois gendtipos. Em homozigotos AA (Figura 9), foi
observado um pico de 250 pb, através do software GeneScan (Figura 8), se o animal
fosse homozigoto GG era observado um pico de 254 pb e nos heterozigotos
observavamos dois picos, um de 250 pb e outro de 254 pb. Porém durante a
genotipagem, foi observado um padrédo de amplificagdo inespecifica, sendo que
todos os animais apareciam como heterozigotos. Para solucionarmos este problema,
foram feitas duas reacbes de PCR para cada animal, uma reacédo adicionando o
primer para o alelo A e outra para o alelo G e assim conseguiu-se um padréo de
amplificacdo especifica. Para controle positivo da PCR, adicionamos um primer
externo reverse, o que nos permitiu verificar quando a reagdao de PCR funcionava,

através da amplificagdo da regido delimitada pelos primers externos de 570 pb.

570pb

250pb

I [ N T T e T

Figura 8. Exemplo do perfil de amplificagdo do alelo A para o polimorfismo no gene
DDEF1

A figura evidencia que o animal tem o alelo A. A direita da Figura podemos observar
o controle da reagao através do pico de amplificacdo dos primers externos.
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Figura 9. Exemplo da reagédo de amplificacdo para o alelo G para o polimorfismo no
gene DDEF1, em animal homozigoto AA

A figura mostra um animal homozigoto AA, evidenciando que o animal ndo tem o

alelo G. Podemos observar que a reagao de PCR funcionou porque a direita

observamos o pico controle da amplificagao dos primers externos.

Os primers utilizados nesta reagédo estdo descritos na Tabela 3 (G.B.

Veneroni, comunicagao pessoal, 2009).

Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados para amplificagdo da regido do intron 13
do gene DDEF1

Primer Sequéncia

DDEF1
In R 5'ATATGGGAATCCTAGAGAGGAGACGTAAC 3
alelo G
DDEF1
In R
alelo A 5'GGGAATCCTAGAGAGGAGACGTAAT 3

DDEF1
Outer F 5'GACTAGAAATAGGAGACCCGGACC 3

DDEF1
outer R 5'GCCTTCCTCAAACCACACAT 3
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Foram estabelecidas as condigdes necessarias para reacao de ARMS-
PCR a serem utilizadas para amplificagao do intron 13 do gene DDEF1:

Mix para o alelo A: tampéao de reacdo 1X, 1,5 mM de MgCl,, 0,25 mM
de cada dNTP, 0,1 uM do primer externo, 0,15 uM do primer para o alelo A, 0,1 uM
do primer reverse, 0,5 U de enzima Tag DNA polimerase, 0,5 uL de Dimethyl
Sulfoxide para biologia molecular 99,9% (DMSOQO), utilizado para aumentar a
especificidade da reagédo e 40 ng de DNA . A agua foi adicionada para completar o
volume final de 10 pL.

Mix para o alelo G: tampao de reagao 1X, 1,5 mM de MgCl,, 0,25 mM
de cada dNTP, 0,1 uM do primer outer, 0,1 uM do primer para o alelo G, 0,1 uM do
primer reverse, 0,5 U de enzima Tag DNA polimerase, 0,5 uL de DMSO, utilizado
para aumentar a especificidade da reacédo e 40 ng de DNA. A agua foi adicionada

para completar o volume final de 10 pL.

O programa do termociclador montado para amplificacéo da regido que
contém o polimorfismo no intron 13 do gene DDEF1 constou das seguintes etapas: 2
minutos a 94°C para a desnaturagéo inicial das fitas do DNA, seguidos de 33 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 20 segundos a 61°C (temperatura de anelamento dos

primers) e 30 segundos a 72°C.

5.7.3.2. Analise dos gendtipos

A analise dos produtos da PCR foi realizada no sequenciador ABI
Prism 3100 Avant (Applied Biosystems). Os genotipos foram determinados com a

utilizagado do programa GeneScan (versao 3.7.1).
5.7.4. Gene da Leptina
5.7.4.1. Amplificacao
A regido do gene da Leptina que contém o polimorfismo localizado no
intron 2 foi amplificada por meio da reacdo de PCR, utilizando os primers descritos

por Liefers et al. (2002). Para otimizar a reagdo foram feitos testes com diferentes
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concentragcdes dos componentes da PCR e um gradiente para verificar qual a melhor
temperatura para anelamento dos primers .

Através dos testes realizados para otimizar a reagdao foram
estabelecidas as seguintes concentragcdes para os reagentes: tampéo de reagéo 1X,
1,94 mM de MgClz, 0,2 mM de cada dNTP, 0,04 uM de cada primer, 0,65 U da
enzima Taq DNA polimerase e 120 ng de DNA. A agua foi adicionada para atingir o
volume final da reagao de 18 puL.

As etapas para amplificacdo do fragmento de 422 pares de bases
contendo o intron 2 do gene da Leptina foram: desnaturacéao inicial a 94 °C por 2
minutos, seguido de 35 ciclos a 94, 55 e 72 °C por 1 minuto cada e a ultima etapa de
extensdo final a 72 °C por 15 minutos como descrito por Liefers et al. (2002). Para
verificar a qualidade da amplificagdo, foi realizada uma eletroforese em gel de

agarose 1%, corado com brometo de etideo.

5.7.4.2. Digestao do produto da PCR

Os produtos da amplificacdo do intron 2 do gene da Leptina foram
digeridos com a enzima Sau3Al(+/-). O volume final da reagao de digestao foi de 12
uL, sendo 10 uL do produto da PCR e 2 uL de Mix de digestdo que continha 1 U da
enzima Sau3Al(+/-), tampdo da enzima contendo 10 mM TrisHCI; 50 mM NaCl; 10
mM MgCly; 10 mM 2-mercaptoetanol; 0,1 mg/ml de BSA. A reagdo de digestao

ocorreu durante 3 horas a 37°C

5.7.4.3. Andlise dos gendtipos

O sitio composto pelas bases GATC é reconhecido pela enzima
Sau3Al, que cliva o DNA neste ponto. Animais que apresentam o gendtipo TT,
possuem uma substituicdo de uma base citosina por uma timina, o que resulta em
mais um sitio de restricdo na regido do intron 2 amplificada, apresentando um
padrao de restrigdo com 3 fragmentos (34, 85 e 303 pares de bases). Animais com o
gendtipo CC sao caracterizados pelo padrao de restricao de apenas dois fragmentos
(34 e 388 pares de bases).
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Os fragmentos gerados foram separados em gel de agarose 3%, com
tampao de eletroforese [1 x Tris Borato EDTA pH 8,3 (TBE)] e corados com brometo
de etideo incorporado no gel. Apés submetidos a eletroforese, os fragmentos foram
analisados sob iluminagcdo UV e registrados por uma camera fotografica digital. Os
tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparagdo com padrédo de

tamanhos conhecidos.

5.7.5. Gene PSMC1

5.7.5.1. Amplificagao

Para a amplificagdo do intron 9 do gene PSMC1, que contém o
polimorfismo na posi¢cdo 216 no fragmento de PCR, foram utilizados primers
descritos por Guo et al. (2008). As concentracdes estabelecidas para amplificacao
da regido do intron 9 do gene FABP4 foram: tampao de digestdao 1X, 1,5 mM de
MgCly, 0,07 mM de cada dNTP, 0,21 uM de cada primer, 1 unidade de enzima Taq
DNA polimerase e 50 ng de DNA. A agua foi adicionada para completar o volume
final de 15 puL.

A amplificacdo da regido que contem o intron 9 do gene FABP4
constou das seguintes etapas: 5 minutos a 95°C para a desnaturagao inicial das fitas
do DNA, seguidos de 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C
(temperatura de anelamento dos primers F e R), 45 segundos a 72°C, apos os 35
ciclos o produto da amplificacdo foi submetido a etapa de extensdo final por 10

minutos a 72°C.

5.7.5.2. Digestao do produto da PCR

Os produtos da amplificagdo do intron 9 do gene FABP4 foram
digeridos com a enzima Mval. O volume final da reagcdo de digestdo foi de 12 uL,
sendo 10 uL do produto da PCR e 2 uL de Mix de digestdo que continha 1 U da
enzima Mval, tampao da enzima contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl;,
100 mM e KCI, 0,1 mg/ml BSA. A reagao de digestao ocorreu durante 3 horas a
37°C.
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5.7.5.3. Analise dos gendtipos

A enzima Mval reconhece o sitio composto pelas cinco bases CCAGG
e cliva o DNA neste ponto. Animais que apresentam o gendtipo GG, possuem uma
substituicdo de uma base adenina por uma guanina, e perdem um sitio de restricao
na regidao do intron 9 amplificada e apresentam um padrdo de restricdo com 4
fragmentos (13, 83, 128 e 285 pares de bases). Animais com o genotipo AA s&o
caracterizados pelo padrédo de restricdo de 5 fragmentos (13, 83, 87, 128 e 198
pares de bases).

Os fragmentos gerados foram separados em gel de agarose 3%, com
tampéo de eletroforese [1 x Tris Borato EDTA pH 8,3 (TBE)] e corados com brometo
de etideo incorporado no gel. Apds submetidos a eletroforese, os fragmentos foram
analisados sob iluminagéo UV e registrados por uma camera fotografica digital. Os
tamanhos dos fragmentos foram estimados por comparagdo com padrédo de

tamanhos conhecidos.

5.7.6. Gene IGF-1

5.7.6.1. Amplificagdo

Para amplificacdo da regidao promotora do gene /IGF-1, que contém o
microssatélite de repeticao (CA)n foram utilizados primers descritos por Bishop et al.
(1994), sendo que o primer foward foi marcado com florescéncia (FAM), foram

estabelecidas as seguintes concentragodes:

Tampao de reagao 1 X, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,1
uM de cada primer, 0,5 unidade de enzima Taq DNA polimerase e 20 ng de DNA. A

agua era adicionada para completar o volume final de 5 L.

As etapas para amplificagdo da regido que contém o microssatélite
localizado na regido promotora do gene IGF-1 constaram das seguintes etapas: 3
minutos a 94°C para a desnaturagéo inicial das fitas do DNA, seguidos de 30 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C (temperatura de anelamento dos
primers F e R), 30 segundos a 72°C, apds os 30 ciclos o produto da amplificagao foi

submetido a etapa de extensao final por 45 minutos a 72°C.
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5.7.6.2. Analise dos gendtipos

A analise dos produtos da PCR foi realizada no sequenciador ABI
Prism 3100 Avant (Applied Biosystems). Os gendtipos foram determinados com a

utilizagao do programa GeneScan (versao 3.7.1).

5.8. Analise de Resultados

5.8.1. Investigacao do equilibrio de Hardy-Weinberg

Os desvios das frequéncias observadas em relacdo as esperadas para
o equilibrio de Hardy-Weinberg foram analisados pelo teste de probabilidade, de
acordo com Raymond e Rousset (1995), através do programa Genepop, disponivel

on line (http://genepop.curtin.edu.au/).

5.8.2. Efeito dos marcadores sobre as caracteristicas EGS e AOL

Para verificar os efeitos do ambiente e efeitos genéticos que
influenciam a caracteristica de carcaca EGS e AOL foram feitas analises de
variancia pela metodologia dos quadrados minimos. Assim, foram formados quatro
grupos de contemporaneos (GC) compostos pelas variaveis local de nascimento e
local de confinamento.

Nas analises para avaliar a influéncia dos marcadores sobre EGS e
AOL utilizou-se um modelo animal com os efeitos fixos de grupo de contemporaneos
e gendtipos e a idade do animal na data da medida (efeito linear) como covariavel,
além do efeito aleatdrio do touro. As analises foram feitas pelo método da maxima
verossimilhanca restrita (REML) utilizando o procedimento PROC MIXED do
programa Statistical Analysis System (SAS) (SAS Institute Inc., 2000).

Foram realizadas andlises individuais para cada marcador (FABP4,
PPARGC1A, DDEF1 e IGF-1). Alelos e gendtipos com frequéncia igual ou inferior a

1% foram excluidos de todas as analises.
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5.8.3. Efeito dos marcadores sobre ganho de gordura

Para verificar os efeitos do ambiente e efeitos genéticos que
influenciam a caracteristica ganho de gordura durante o periodo de
aproximadamente 55 dias de confinamento, foram feitas analises de variancia pela
metodologia dos quadrados minimos.

Nas analises para avaliar a influéncia dos marcadores sobre ganho de
gordura utilizou-se um modelo animal com os efeitos fixos de local de confinamento
e genadtipos, além do efeito aleatério do touro. As analises foram feitas pelo método
da maxima verossimilhanca restrita (REML) utilizando o procedimento PROC MIXED
do programa Statistical Analysis System (SAS) (SAS Institute Inc., 2000).

Foram realizadas andlises individuais para cada marcador (FABP4,
PPARGC1A, DDEF1 e IGF-1). Alelos e gendtipos com frequéncia igual ou inferior a

1% foram excluidos de todas as analises.

5.8.4. Efeito dos marcadores sobre as caracteristicas de crescimento peso a

desmama e peso ao sobreano

Para verificar a influéncia dos efeitos do ambiente e efeitos genéticos
sobre as caracteristicas de crescimento peso a desmama e peso ao sobreano, foram
feitas andlises de variancia pela metodologia dos quadrados minimos.

Para avaliar a influéncia dos marcadores sobre as caracteristicas de
crescimento utilizou-se um modelo animal com os efeitos fixos de local de
nascimento e gendtipos e a idade do animal na data da pesagem (efeito linear) como
covariavel, além do efeito aleatério do touro. O local de confinamento nao foi incluido
uma vez que as pesagens foram feitas antes dos animais serem confinados. As
analises foram feitas pelo método da maxima verossimilhanca restrita (REML)
utilizando o procedimento PROC MIXED do programa Statistical Analysis System
(SAS) (SAS Institute Inc., 2000).

Foram realizadas andlises individuais para cada marcador (FABP4,
PPARGC1A, DDEF1 e IGF-1). Alelos e gendtipos com frequéncia igual ou inferior a

1% foram excluidos de todas as analises.
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5.8.5. Modelo estatistico para EGS e AOL

O modelo estatistico utilizado para investigar associagdo entre o

marcador e as caracteristicas EGS e AOL foi:

Yijwm = M + GCi+ M; + Tk + b4(lijia)*+ €ijkim

Onde:

Yium = Observacdo no m-ésimo individuo, de idade I, filho do k-ésimo touro,

do j-ésimo gendtipo para o marcador, pertencente ao i-ésimo grupo de

contemporaneos.
M = Média Geral
GC; = Efeito fixo do i-ésimo grupo de contemporaneos
M; = Efeito fixo do j-ésimo gendtipo para o marcador
Tk = Efeito aleatdrio do k-ésimo pai do animal
b4 = Coeficiente de regressao sobre a idade do animal
liw = I|-ésima idade do animal na data da medida
€ijkim =erro aleatério a cada observacédo ijklm, suposto normalmente

distribuido com media zero e variancia o2

5.8.6. Modelo estatistico para ganho de gordura

O modelo estatistico utilizado para investigar associagdo entre o

marcador e ganho de gordura foi:

Yija = M + LCi+ M, + Tk +ejjq
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Onde:

Yikm = Observagdo no m-ésimo individuo, filho do k-ésimo touro, confinado

no i-ésimo local, do j-ésimo gendétipo para o marcador.

¥ = Média Geral

LC; = Efeito fixo do i-ésimo local de nascimento

M; = Efeito fixo do j-ésimo grupo gendtipo para o marcador
Tk = Efeito aleatodrio do k-ésimo pai do animal

ej =erro aleatorio a cada observagéo ijkl, suposto normalmente distribuido

com media zero e variancia o°
5.8.7. Modelo estatistico para as caracteristicas de crescimento
O modelo estatistico utilizado para investigar a associagao entre o
marcador e as caracteristicas de crescimento peso a desmama e peso ao sobreano
foi:
Yijkim = M + LN; + M; + T + bq(ljji)+ €jjiim

Onde:

Yikm = Observagédo no m-ésimo individuo, de idade I, filho do k-ésimo touro,

do j-ésimo gendtipo para o marcador, pertencente ao i-ésimo local de confinamento.

v = Média Geral

LN; = Efeito fixo do i-ésimo local de nascimento
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M; = Efeito fixo do j-ésimo gendtipo para o marcador

Tk = Efeito aleatdrio do k-ésimo pai do animal
b4 = Coeficiente de regressao sobre a idade do animal
liji = |-ésima idade do animal na data da pesagem

ejk =erro aleatdrio a cada observacéo ijklm, suposto normalmente distribuido

com media zero e variancia o2

5.8.8. Estimativa dos componentes de variancia e das herdabilidades (h?)

Procedimentos de modelos mistos podem ser utilizados para analisar
dados e produzir estimativas da variancia genética. As herdabilidades das
caracteristicas EGS e AOL foram estimadas utilizando os componentes de
(co)variancia de touro e do erro obtidos através do procedimento PROC MIXED do
SAS. A herdabilidade (h?) foi estimada pela (co)variancia entre meio irmaos paternos,
considerando que determinado numero de touros é escolhido aleatoriamente na
populacdo e cada um deles € acasalado com um certo numero de vacas, produzindo
assim um determinado nimero de novilhos por touro. A variancia entre touros (o%s) é
devida ao fato de que os grupos de descendentes diferem entre si, sendo estes
grupos constituidos de familias de meio-irméos paternos e, portanto, o componente
de variancia entre touros € equivalente a (co)variancia entre meio-irmaos paternos.

Como proposto Giannoni e Giannoni (1989), a h? é obtida através da seguinte

férmula:
hz = 4x (co) variancia do touro
(co) variancia do touro + (co) variancia do erro
ou
h2=  4x o%s
o’s+ o’r
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5.8.9. Médias para cada genétipo e diferenga entre médias

Foram calculadas através do procedimento GLM do SAS as médias
das caracteristicas para cada gendtipo para os marcadores que tiveram efeito
significativo (P<0,05) ou sugestivo (P<0,10) com alguma caracteristica estudada. A
comparacgao estatistica entre as médias foi realizada através da aplicacdo do Teste

de Tukey.

5.8.10. Analise do efeito de substituicao alélica

Quando foi observado efeito sugestivo ou significativo (P<0,10 e
P<0,05, respectivamente) de gendtipo de marcador, foi estimado o efeito de
substituicdo alélica, como desvio do alelo mais frequente, através da substituicido do
efeito de gendtipo de marcador no modelo estatistico por covariaveis representando
0 numero de cada alelo no gendtipo. Foi realizada a comparagdo do modelo
contendo o efeito de gendtipo de marcador com o modelo contendo as covariaveis
através do teste de razdo de verossimilhanga (MOOD et al. 1974). Esta comparagéao
mostra se o modelo reduzido, que contém as covariaveis, € tdo bom quanto o
modelo contendo o gendtipo do marcador, fornecendo a informacé&o se outros

efeitos além dos aditivos estao influenciando a variacdo na caracteristica.

6. Resultados e discussao

6.1. Estatistica descritiva das caracteristicas de produgao de carne

A Tabela 4 apresenta os dados de estatistica descritiva das

caracteristicas estudadas.
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Tabela 4. Estrutura dos dados (estatisticas descritivas) das caracteristicas espessura
de gordura subcutanea (EGS), ganho de gordura (Ggord), area de olho de lombo
(AOL), peso a desmama (PD) e peso ao sobreano (PS) de bovinos da raga Nelore

Valor
Média
Caracteristica N GC DP CV (%) Minimo Maximo
EGS1(mm) 262 4 3,45+1,23 35,72 1,5 7

EGS2(mm) 243 4 54+1,44 26,74 2,3 11

Ggord(mm) 241 . 1,87+099 5325 0 4,5
47,09 +
AOL1 (cm?) 265 4 6,35 13,49 334 66,2
51,89 +
AOL2 (cm?) 238 4 6,61 12,73 324 69
187,10 +
PD (kg) 253 . 3248 17,35 112 275
250,05 +
PS (Kg) 253 . 3098 1239 175 325

N = Numero de animais com medida; GC = numero de grupo de contemporaneos;
DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagdo; EGS1 e AOL1= estimativa de
espessura de gordura subcutanea e area de olho de lombo referentes a primeira
medida ultrassonografica quando os animais atingiram aproximadamente 18 meses
de idade; EGS2 e AOL2 = estimativa de espessura de gordura subcutanea e area de
olho de lombo referentes a segunda medida ultrassonografica quando os animais
estavam confinados em média por dias; Ggor= ganho de gordura dos animais no
periodo entre a primeira e a segunda medida ultrassonografica; PD= peso a
desmama ajustado para 240 dias; PS= peso ao sobreano ajustado para 450 dias.

Figueiredo (2001) avaliou animais da raga Nelore com cerca de 18
meses na data da medida ultrassonografica e observou médias para EGS e AOL
inferiores as encontradas neste estudo, para EGS encontrou média de 2,41 mm,
desvio padrao de aproximadamente 0,85, coeficiente de variacdo de 32,21, sendo o
valor minimo 0,6 mm e o valor maximo de 5,10 mm. Para AOL observou média de
42,57cm2, desvio padrao de aproximadamente 5,9, coeficiente de variacdo de 13,87,
sendo o valor minimo de 25,48 cm? e o valor maximo de 65,70 cm? Silva et al.
(2003) avaliaram animais da raga Nelore com aproximadamente 24 meses,
alimentados com altas proporcdes de concentrado, e encontraram médias

superiores as encontradas neste trabalho para EGS e AOL. Para EGS encontraram
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média de 7,4 mm, sendo o valor minimo 3,1 mm e o valor maximo de 13,5 mm e
para AOL média de 57,4 cmz, sendo o valor minimo 46,37 cm?e o valor maximo de

66,79 cm?, esta diferenca pode ser devida & alimentacdo dos animais.

Souza et al. (2000) observaram média para peso a desmama inferior a
observada neste trabalho de 153,33+ 42 para animais da raga Nelore. Bocchi et al.
(2004) observaram média de 161 Kg para peso a desmama (205 dias) de animais
da ragca Nelore em diferentes regides do Brasil. As diferencas de médias
encontradas neste trabalho em relagao a outros trabalhos com a raga Nelore, podem
ser devidas as distintas formas utilizadas para ajustar os pesos, além de diferengas

genéticas e de ambiente.

6.2. Frequéncia alélica e genotipica para os touros

Como os touros componentes deste projeto foram escolhidos para
representar a variabilidade da raca Nelore, inicialmente avaliou-se a distribuicdo
alélica dos polimorfismos propostos em trinta touros que serdo utilizados em todas
as estacbes de monta do macroprojeto da Embrapa no qual este trabalho esta
inserido, incluindo os 20 touros utilizados na primeira estagcdo de monta que originou
a populagao estudada neste trabalho. Na Tabela 5 sao apresentadas as frequéncias
alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes PPARGC1A, FABP4, DDEF1,
PSMC1, Leptina e IGF-1.

Tabela 5. Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs nos genes PPARGC1A,
FABP4, DDEF1, PSMC1, Leptina e IGF-1 observadas para 30 touros da raga Nelore

BTA Localizacdo do SNP/ Referéncias
microssatélite Frequéncias (%)
Gene Alélicas | Genotipicas
PPARGC1A 6 intron 9 Weikard et al. (2005) C T ccC CT TT
80 20 63,34 33,33 3,33
FABP4 14 exon 2 Hoashi et al. (2008) A G AA AG GG
18,33 8167 2333 6,67 70
DDEF1 14 intron 13 Veneroni etal. (2008) A G AA AG GG
90 10 83,34 13,33 3,33
Lep 4 intron 2 Pomp et al. (1997) C T CcC CT TT
100 0 100 0 0
PSMCA 10 intron 9 Guo et al (2008) A B AA AB BB
100 0 100 0 0
IGF-1 5  regido promotora Bishop et al (1994) 225 229 2251225 225/229 229229
8167 18,33 83,34 13,33 3,33
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Como observado na Tabela 5, os SNPs dos genes PSMC1 e Leptina
apresentaram - se fixados na amostra dos touros. Considerando que a frequéncia
alélica e genotipica encontrada é uma estimativa para as principais linhagens da
raca Nelore e, portanto representa uma estimativa de distribuicdo alélica na raca,
optou-se por ndo realizar a genotipagem destes polimorfismos em toda populagao.

Os polimorfismos testados neste estudo foram previamente descritos
para populagbes Bos taurus, a excegao do polimorfismo no gene DDEF1, que foi
descrito em populacdo obtida pelo cruzamento de Bos faurus e Bos indicus
(Veneroni et al. 2009). Como observado, dois SNPs testados nesta populagdo da
raca Nelore (Bos indicus) nao foram polimorficos. Isto sugere que estes
polimorfismos surgiram apos a diferenciacdo de bovinos em Bos taurus e Bos
indicus.

Liefers et al. (2002) observaram os trés gendétipos para o0 mesmo SNP
do gene da Leptina estudado neste trabalho, observando as seguintes frequéncias:
81,3% para o gendtipo CC ; 18,5% para o gendtipo CT e 0,2% para o gendtipo TT,;
para a ragca de gado leiteiro Holstein-Friesian. Em nosso estudo encontramos o
gendtipo CC fixado na amostra de touros Nelore.

Guo et al. (2008) observaram em bovinos Bos taurus todos os
genotipos para o SNP do gene PSMC1, com frequéncia de 42,71% para o alelo A e
57,29% para o alelo B. Veneroni et al. (2009) observaram frequéncia de 74,45%
para o alelo B e 25,54% para o alelo A em bovinos cruzados (Bos indicus x Bos
taurus) da raca Canchim. Em nossa amostra de touros, o genétipo BB encontrou-se
fixado. Guo et al. (2008) associaram o alelo B como favoravel para deposigdo de
gordura, porém, Veneroni et al. (2009) ndo encontraram associagéo significativa

entre o SNP do gene PSMC1 e EGS em bovinos da raga Canchim.

6.3. Frequéncias alélicas e genotipicas nas progénies

Como os SNPs dos genes da Leptina e PSCMC1 encontraram - se
fixados na amostra de touros, optou-se por ndo realizar a genotipagem dos novilhos
para estes marcadores. Sendo assim, a Tabela 6 apresenta as frequéncias alélicas e
genotipicas apenas para os marcadores FABP4, DDEF1, PPARGC1A e IGF-1

observadas nas progénies.
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Tabela 6. Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs nos genes PPARGC1A,
FABP4, DDEF1 e IGF-1 observadas para os novilhos descendentes de 20 touros da
raca Nelore

Frequéncias (% )
Gene Alélicas Genotipicas

PPARGC1A C T CC CT 1T
854 14,6 72,2 26,36 1,44
FABP4 A G AA AG GG
17,51 82,49 1,9 31 67,1
DDEF1 A G AA AG GG
83 17 68,83 28,34 2,83

IGF-1 225 229 225/225 225/229 229/229
73,55 26,45 54,34 38,41 7,25

Weikard et al. (2005) observaram frequéncias semelhantes as
frequéncias observadas neste estudo para os alelos C e T do SNP do gene
PPARGC1A para uma populagao representativa de bovinos leiteiros alemaes. Khatib
et al. (2007) avaliaram duas populagao independentes: a populagao de design de
filhas “University of Wisconsin (UW)” e a populacédo de design de netas “Cooperative
Dairy DNA Repository (CDDR)”, que sao populagdes de pesquisas constituidas de
gado leiteiro e encontram frequéncia de aproximadamente 66% para o alelo C e
35% parao alelo T.

Para o SNP do gene FABP4, Cho et al. (2008) avaliaram 22 animais da
raga de gado nativo coreano e encontraram frequéncia de 22,73% para os genotipos
AA e GG e 54,54% para o gendtipo AG, enquanto neste trabalho encontramos o
gendtipo GG mais frequente, apresentando frequéncia de 66,79%.

Para o SNP do gene DDEF1, G.B. Veneroni (2009) (comunicagao
pessoal) encontrou frequéncia de 35,65% para o alelo A e 63,35% para o alelo G,
em bovinos da raga Canchim. Neste estudo, utilizando animais da ragca Nelore,
encontramos o alelo A como o mais frequente (83%), 0 que pode sugerir que a raga
Nelore contribuiu em maior grau para transmissédo do alelo A nos cruzamentos
realizados para formagao da racga sintética Canchim.

O microssatélite localizado na regido promotora do gene IGF-1
possui alelos de tamanho entre 225pb e 231pb, podendo ser encontrados alelos
para este marcador de 225, 227, 229 e 231pb. Nesta populagcdo da raca Nelore
encontramos somente dois alelos: 225 e 229, sendo o mais frequente o alelo 225,

resultados concordantes com Rosa (1997) e Conde et al. (2000).
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6.4. Teste do Equilibrio de Hardy Weinberg

Comparando as frequéncias de heterozigotos esperadas e observadas,
através de um teste exato de probabilidade, constatou-se que a heterozigosidade
observada nao é significativamente diferente da esperada, indicando que os locos
testados estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg na populagdo estudada. Assim,
podemos inferir que esses marcadores se comportam como polimorfismos
fenotipicamente neutros para as caracteristicas sob selecdo nos programas de

melhoramento da raca Nelore.

6.5. Analises de variancia

A Tabela 7 apresenta um resumo da analise de variancia da
caracteristica EGS medida antes dos animais entrarem no confinamento. Os efeitos
local de nascimento, local de confinamento e pai incluidos no modelo foram
significativos (P<0,05 ou P<0,01), e o efeito de idade na data da medida foi

sugestivo (P<0,10).

Tabela 7. Resumo das analises de variancia da primeira medida de espessura de
gordura subcutanea (EGS1), de bovinos da raga Nelore

Graus de Valor de P Quadrados médios
Fonte de variagao liberdade EGS1
Local de Nascimento 2 0.0002*** 4,95***
Local de Confinamento 1 <0,0001*** 64,10***
Pai 19 0,0124** 1,10**
Idade 1 0,0868* 1,68
Residuo 247 - 0,57
R? 0,65

R? = coeficiente de determinacdo; Idade = idade do animal na mensuragdo; * P <
0,10; **P< 0,05; *** P < 0,01.

A Tabela 8 apresenta um resumo da analise de varidncia da
caracteristica EGS, medida quando os animais estavam confinados cerca de 55
dias. Os efeitos local de nascimento, local de confinamento e pai incluidos no

modelo foram significativos (P<0,05 ou P<0,01).
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Tabela 8. Resumo das analises de variancia da segunda medida de espessura de
gordura subcutanea (EGS2), de bovinos da raga Nelore

Graus de Valor de P Quadrados médios
Fonte de variagao liberdade EGS2

Local de Nascimento 2 0,0131** 6,00*
Local de Confinamento 1 <0,0001*** 26,88***
Pai 19 0,0013*** 3,44***

Idade 1 0,3848 1,05

Residuo 232 - 1,40

R? 0,38

R? = coeficiente de determinacdo; Idade = idade do animal na mensuracdo; * P <
0,10; **P< 0,05; *** P < 0,01.

O resumo da analise de varidncia para ganho de gordura esta
apresentado na Tabela 9. Os efeitos local de confinamento e pai incluidos no modelo

foram significativos (P<0,05 ou P<0,01).

Tabela 9. Resumo das analises de variancia do ganho de gordura, de bovinos da
raca Nelore

Graus de Valor de P Quadrados médios
Fonte de variagao liberdade Ganho de gordura
Local de confinamento 1 0,0025*** 8,36***
Pai 19 0,0379** 1,51**
Residuo 232 - 0,89
R? 0,18

R = coeficiente de determinagao; * P < 0,10; **P< 0,05; *** P < 0,01.

A Tabela 10 apresenta o resumo da analise de variancia da
caracteristica AOL medida antes dos animais entrarem no confinamento. Os efeitos
local de nascimento e de local de confinamento incluidos no modelo foram

significativos (P<0,05 ou P<0,01) e o efeito do pai foi sugestivo (P<0,10).
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Tabela 10. Resumo das analises de variancia da primeira medida de area de olho de
lombo (AOL1), de bovinos da raga Nelore

Graus de Valor de P Quadrados médios
Fonte de variacao liberdade AOLA1

Local de Nascimento 2 0,0012*** 194,07***
Local de Confinamento 1 0,0280** 137,66**

Pai 19 0,0524* 45,60*

Idade 1 0,5237 11,48

Residuo 223 - 28,16

R? 0,36

R? = coeficiente de determinacdo; Idade = idade do animal na mensuragdo; * P <
0,10; **P< 0,05; *** P < 0,01.

O resumo da analise de variancia da caracteristica AOL medida quando
0s animais estavam confinados em média por 55 dias esta apresentado na Tabela
11. Nessa medida, apenas o efeito local de confinamento incluido no modelo foi
significativo (P<0,01).

Tabela 11. Resumo das analises de variancia da segunda medida de area de olho de
lombo (AOL2), de bovinos da raga Nelore

Graus de Valor de P Quadrados médios
Fonte de variacao liberdade AOL2
Local de Nascimento 2 0,2408 58,70
Local de Confinamento 1 <0,0001*** 524,20***
Pai 19 0,1515 36,61
Idade 1 0,7339 3,26
Residuo 223 - 27,81
R? 0,42

R? = coeficiente de determinacao; Idade = idade do animal na mensuragao; * P <
0,10; **P< 0,05; *** P < 0,01.

A Tabela 12 apresenta um resumo da analise de variancia da

caracteristica peso a desmama ajustado para 240 dias. Os efeitos local de

nascimento, idade ao desmame incluidos no modelo foram significativos (P<0,01).
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Tabela 12. Resumo das analises de variancia da caracteristica peso a desmama
ajustado para 240 dias de bovinos da raga Nelore

Graus de Valor de P Quadrados médios
Fonte de variacao liberdade PD
Local de Nascimento 1 <0,0001*** 62060,64***
Pai 19 0,3158 521,49
Idade 1 0,0002*** 6389,47***
Residuo 232 - 432,74
R? 0,61

R? = coeficiente de determinagao; Idade = idade do animal na pesagem;* P < 0,10;
**P< 0,05; *** P < 0,01.

O resumo da analise de variancia da caracteristica peso ao sobreano
ajustado para 450 dias esta apresentado na Tabela 13. O efeito local de nascimento
incluido no modelo foi significativo (P<0,01).

Tabela 13. Resumo das analises de variancia da caracteristica peso ao sobreano
ajustado para 450 dias de bovinos da raga Nelore

Graus de Valor de P Quadrados médios
Fonte de variagao liberdade (O]
Local de Nascimento 1 <0,0001*** 13115,99***
Pai 19 0,3994 444,92
Idade 1 0,2974 518,12
Residuo 232 - 454,44
R® 0,56

R? = coeficiente de determinagao; Idade = idade do animal na pesagem;* P < 0,10;
**P< 0,05; *** P < 0,01.

6.6. Estimativas dos componentes de varidncia e das herdabilidades das

caracteristicas estudadas
As estimativas dos componentes de variancia e das herdabilidades das

caracteristicas estudadas obtidas através da analise pelo procedimento MIXED do

SAS e dos calculos de herdabilidade estdo apresentadas na Tabela 14
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Tabela 14. Estimativas dos componentes da (co) variancia do pai, (co)variancia do
erro e da herdabilidade (h?) da espessura de gordura subcutanea (EGS), da area de
olho de lombo (AOL), do ganho de gordura (Ggord), do peso a desmama (PD) e do
peso ao sobreano (PS) em 20 familias de meio - irm&os paternos da raga Nelore

Estimativa
Caracteristica (Co) (Co) variancia do h?
variancia do erro
Pai
EGS 0,052 0,575 0,33
Ggord 0,034 0,87 0,15
AOL 3,13 24,19 0,45
PD 10,67 4422 0,09
PS 2,043 439,9 0,018

Segundo Boligon et al. (2006) as estimativas de herdabilidade para
caracteristicas de producéo sao importantes para programas de melhoramento, pois
caracteristicas de baixa herdabilidade n&o apresentam resposta satisfatéria a
selecao dos animais, exceto quando a intensidade de selecéo ¢ alta.

As herdabilidades encontradas neste trabalho para EGS e AOL foram
superiores as encontradas por Figueiredo (2001) em bovinos da raga Nelore e por
Karsburg et al. (2004) em bovinos da raga Santa Gertrudis e foram semelhantes as
encontradas por Cyrillo et al. (2005), em bovinos da raga Nelore. Os valores de
herdabilidade estimados para o presente conjunto de dados indicam que estas
caracteristicas devem responder a selecao, porém sdo de mensuracgao tardia.

As herdabilidades estimadas para pesos a desmama e ao sobreano
foram baixas e consideravelmente menores do que as relatadas na literatura para a
raca Nelore (BIFFANI et al. 1999, GARNERO et al. 2001 e PEDROSA et al. 2008).
Esse resultado sugere que efeitos do ambiente desempenham papel importante na
variagao fenotipica total dessas caracteristicas. Apesar da amostra de touros ter sido
escolhida para representar a variabilidade genética da raga, os valores de variancia

de touro foram reduzidos para essas caracteristicas.

6.7. Associacao dos marcadores com EGS e ganho de gordura

As Tabelas 15 a 18 resumem as analises de variancia obtidas para

cada marcador para a primeira medida de EGS. Como pode ser observado, nao foi
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encontrada associagao significativa entre nenhum marcador e a primeira medida de
EGS.

Tabela 15. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador
PPARGC1A sobre a caracteristica espessura de gordura subcutanea referente a
primeira medida ultrassonografica (EGS1) em bovinos da raga Nelore

EGS1
Fonte de Graus de
variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,001***
PPARGC1A 2 0,4993
ldade 1 0,1140

GC= Grupo de contemporaneos; PPARGC1A = marcador; Idade = Idade do animal
na data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 16. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador FABP4
sobre a caracteristica espessura de gordura subcutanea referente a primeira medida
ultrassonografica (EGS1) em bovinos da raga Nelore

EGS1
Fonte de Graus de
variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,001***
FABP4 2 0,3688
ldade 1 0,1265

GC= Grupo de contemporaneos; FABP4 = marcador; Idade = Idade do animal na
data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 17. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador DDEF1
sobre a caracteristica espessura de gordura subcutanea referente a primeira medida
ultrassonografica (EGS1) em bovinos da raga Nelore

EGS1
Fonte de Graus de
variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,001***
DDEF1 2 0,8512
ldade 1 0,1572

GC= Grupo de contemporaneos; DDEF1 = marcador; ldade = Idade do animal na
data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01
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Tabela 18. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador /IGF-1
sobre a caracteristica espessura de gordura subcutanea referente a primeira medida
ultrassonografica (EGS1) em bovinos da raga Nelore

EGS1
Fonte de Graus de
variagao liberdade Valor de P
GC 3 <.0001***
IGF-1 2 0,5027
ldade 1 0,1420

GC= Grupo de contemporaneos; IGF-1 = marcador; ldade = Idade do animal na data
da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

As Tabelas 19 a 22 resumem as analises de variancia obtidas para
cada marcador para a segunda medida de EGS. Foi encontrada associagcao
significativa entre o marcador FABP4 e EGS2 (Tabela 20).

Tabela 19. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador
PPARGC1A sobre a caracteristica espessura de gordura subcutanea referente a
segunda medida ultrassonografica (EGS2) em bovinos da raga Nelore

EGS2
Fonte de Graus de
variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
PPARGC1A 2 0,7368
ldade 1 0,5346

GC= Grupo de contemporaneos; PPARGC1A = marcador; Idade = Idade do animal
na data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 20. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador FABP4
sobre a caracteristica espessura de gordura subcutanea referente a segunda
medida ultrassonografica (EGS2) em bovinos da raga Nelore

EGS2
Fonte de Graus de
variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,001***
FABP4 2 0,0402**
ldade 1 0,5229

GC= Grupo de contemporaneos; FABP4 = marcador; Idade = Idade do animal na
data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01
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Tabela 21. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador DDEF1
sobre a caracteristica espessura de gordura subcutanea referente a segunda
medida ultrassonografica (EGS2) em bovinos da raga Nelore

EGS2
Fonte de Graus de
variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
DDEF1 2 0,4599
ldade 1 0,5923

GC= Grupo de contemporaneos; DDEF1 = marcador; ldade = Idade do animal na
data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 22. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador IGF-1
sobre a caracteristica espessura de gordura subcutanea referente a segunda
medida ultrassonografica (EGS2) em bovinos da raga Nelore

EGS2
Fonte de Graus de
variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
IGF-1 2 0,6444
ldade 1 0,6083

GC= Grupo de contemporaneos; IGF-1 = marcador; ldade = Idade do animal na data
da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Os resumos das analises de variancia obtidas para cada marcador
para ganho de gordura (Ggord.) estdo apresentados nas Tabelas 23 a 26. Como
pode ser observado na Tabela 24, foi encontrado um efeito sugestivo do marcador

FABP4 sobre ganho de gordura.

Tabela 23. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador
PPARGC1A sobre ganho de gordura em bovinos da raca Nelore

Ggord.
Graus de
Fonte de variacao liberdade Valor de P
Local de confinamento 1 0,0006***
PPARGC1A 1 0,5480

*P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01
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Tabela 24. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador FABP4
sobre ganho de gordura em bovinos da raga Nelore

GGord.
Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de confinamento 1 0,0003***
FABP4 1 0,0929*

*P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 25. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador DDEF1
sobre ganho de gordura em bovinos da raca Nelore

Ggord.
Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de confinamento 1 0,0005***
DDEF1 1 0,2747

*P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 26. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador IGF-1
sobre ganho de gordura em bovinos da raga Nelore

Ggord.
Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de confinamento 1 0,0008***
IGF-1 1 0,7404

*P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Trabalhos em diversas espécies tém associado o gene PPARGC1A
com o metabolismo energético. Esterbauer et al. (2002) associaram este gene com
indices de obesidade e Lai et al. (2008) associaram com diabete tipo 2 e doengas
cardiovasculares em humanos. Stachowiak et al. (2007) associaram o gene
PPARGC1A com caracteristicas de producdo em suinos, Erkens et al. (2009)
identificaram um SNP na regido promotora do gene PPARGC1A em suinos e nao
encontraram associagao com qualidade de carne e deposi¢cdo de gordura. Weikard
et al. (2005) e Schennink et al. (2009) encontram associagao significativa entre o
gene PPARGC1A e deposicao de gordura no leite. White et al (2006), Soria et al.
(2009) e Tizioto et al. (2009) investigaram a associacdo de polimorfismos neste
gene e nao encontraram associagcdo significativa com caracteristicas de

crescimento e de carcagas em bovinos. Em nosso estudo, concordando com os
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resultados da literatura, ndo encontramos associagao significativa entre o SNP do
intron 9 do gene PPARGC1A de bovinos e EGS em familias da raga Nelore.

O gene FABP4 é um candidato posicional e funcional para afetar a
deposigao de gordura, tendo sido associado com caracteristicas de gordura e
composi¢ao de acidos graxos na carne. Hoashi et al. (2008) encontraram associagao
entre o gene FABP4 e composicao de acido palmitoleico e acido linoleico, presentes
na gordura intramuscular em bovinos. Michall et al. (2006) encontraram associagao
significativa entre este gene e escores de marmoreio e deposigcdo de gordura
subcutédnea em animais F2 originados do cruzamento Wagyu x Limousin. Cho et al.
(2008) encontraram associacdo entre dois SNPs localizados no gene FABP4 e
deposigao de gordura em bovinos nativos coreanos, sendo que um dos SNPs é o
mesmo abordado neste estudo. Em um estudo conduzido recentemente no
laboratério de Biotecnologia Animal da Embrapa Pecuaria Sudeste, mesmo
laboratério onde foi conduzido este estudo, foi encontrada associagao significativa
entre o SNP localizado no éxon 2 do gene FABP4 com EGS em animais da raca
Canchim (TIZIOTO 2009, dados ndo publicados). Na populagdo da raga Nelore
estudada neste trabalho, apesar de nao ter sido observado efeito significativo entre o
marcador FABP4 e a primeira medida de EGS, foi observado efeito significativo
(P<0,05) deste marcador sobre a segunda medida de EGS e efeito sugestivo
(P<0,10) sobre ganho de gordura no confinamento. Este resultado contrastante entre
as duas medidas de EGS realizadas neste trabalho pode ser decorrente da baixa
exposicao do potencial genético dos animais na primeira medida que foi tomada no
inicio do confinamento. Ha ainda que se considerar que as avaliacdes de deposicao
de gordura foram realizadas in vivo, medida esta que apesar de apresentar alta
correlagdo com a deposi¢cao de gordura avaliada apos o abate, possui limitacbes de
sensibilidade quando ha pouca gordura.

Na populacdo estudada, ndo encontramos associagdo entre o gene
DDEF1 e EGS. Casas et al. (2009) associaram o gene DDEF1 com escores de
marmoreio em animais derivados de diversas ragas bovina e G.B.Veneroni (2009)
(comunicacao pessoal) encontrou associacao sugestiva P<0,10 entre o gene DDEF1
e EGS em animais da raga Canchim.

Diversos trabalhos associaram polimorfismos do gene IGF-1 com
caracteristicas de crescimento como, por exemplo, Conde et al. (2000) e Ge et al.

(2001). Ha evidencias que o gene IGF-1 também pode estar associado com
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consumo de alimento residual (WOOD et al. 2004). Islam et al. (2009) associaram
um SNP localizado na regido promotora do gene IGF-1, mesma regidao onde esta
localizado o microssatélite utilizado neste estudo, e associaram com deposicdo de
gordura e caracteristicas de carcaga. Estando o microssatélite na mesma regiao
deste SNP, ha alta probabilidade de estar em desequilibrio de ligagdo com o SNP e
se comportar como um marcador indireto, porém neste estudo nao foi encontrada
associagao significativa entre o microssatélite do gene IGF-1 e EGS e ganho de

gordura.

6.8. Médias da caracteristica EGS para os genétipos do marcador FABP4

As meédias dos genodtipos do gene FABP4, que apresentou efeito
significativo sobre a segunda medida de EGS, estdo apresentadas na Tabela 27 e

Figura 10.

Tabela 27. Média e erro padrao para as medidas de espessura de gordura
subcutanea referentes a segunda ultrassonografia (EGS2) observados para cada
gendtipo do gene FABP4

Genotipo FABP4 N Média EGS2 Erro padrao
AA 5 3,42 0,63
AG 83 5,41 0,16
GG 180 5,48 0,11

Foi observada diferenca significativa entre as médias dos gendtipos AA
e AG (P=0,0026) e AAe GG (P=0,0015) para a caracteristica EGS2. Ndo houve
diferenca significativa entre as médias dos gendtipos AG e GG (P=0,7351),

sugerindo efeito de dominancia.
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Figura 10. Grafico (Blox Plot) obtido através do software SAS com as médias dos
gendtipos do gene FABP4 para EGS2.

As médias dos gendtipos do gene FABP4 para ganho de gordura estao

apresentadas na Tabela 28 e Figura 11.

Tabela 28. Média e erro padrao para ganho de gordura observados para cada
genotipo do gene FABP4

Genotipo FABP4 N Média GGord Erro padrao
AA 5 0,98 0,44
AG 83 1,87 0,11
GG 180 1,91 0,08

Foi observada diferenga significativa entre as médias dos
gendtipos AA e GG (P=0,0410), diferenga sugestiva entre os gendtipos AA e AG
(P=0,0536). Nao houve diferenca significativa entre as médias dos gendtipos AG e
GG (P=0,7933), consistente com a sugestdo de efeito de dominancia observada

para a caracteristica EGS2.
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Figura 11. Grafico (Blox Plot) obtido através do software SAS com as médias dos
genotipos do gene FABP4 para ganho de gordura

6.9. Associagao dos marcadores com AOL

As Tabelas 29 a 32 resumem as analises de variancia obtidas para
cada marcador para a primeira medida de AOL. Como pode ser observado na
Tabela 31, foi encontrada associacao significativa P<0,05 somente entre o gene
DDEF1 e a primeira medida de AOL.

Tabela 29. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador
PPARGC1A sobre area de olho de lombo referente a primeira medida
ultrassonografica (AOL1) em bovinos da raga Nelore

AOL1
Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
PPARGC1A 2 0,5697
ldade 1 0,4393

GC= Grupo de contemporaneos; PPARGC1A = marcador; Idade = Idade do animal
na data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01
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Tabela 30. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador FABP4
sobre area de olho de lombo referente a primeira medida ultrassonografica (AOL1)
em bovinos da raca Nelore

AOL1
Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
FABP4 2 0,1563
ldade 1 0,4904

GC= Grupo de contemporaneos; FABP4 = marcador; Idade = Idade do animal na
data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 31. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador DDEF1
sobre area de olho de lombo referente a primeira medida ultrassonografica (AOL1)
em bovinos da raca Nelore

AOL1
Graus de
Fonte de variacao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
DDEF1 2 0,0158**
ldade 1 0,4950

GC= Grupo de contemporaneos; DDEF1 = marcador; ldade = Idade do animal na
data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 32. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador /IGF-1
sobre area de olho de lombo referente a primeira medida ultrassonografica (AOL1)
em bovinos da raca Nelore

AOL1
Graus de
Fonte de variacao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
IGF-1 2 0,77
ldade 1 0,4693

GC= Grupo de contemporaneos; IGF-1 = marcador; ldade = Idade do animal na data
da medida; *P<0,10;**P<0,05; ***P<0,01

Os resumos das analises de variancia obtidas para cada marcador
para segunda medida de AOL estdo apresentados nas Tabelas 33 a 36. A
associagao significativa, encontrada entre a primeira medida e o gene DDEF1 foi

confirmada nas analises realizadas com a segunda medida de AOL (Tabela 35).
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Tabela 33. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador
PPARGC1A sobre area de olho de lombo referente a segunda medida
ultrassonografica (AOL2) em bovinos da raga Nelore

AOL2
Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
PPARGC1A 2 0,4121
ldade 1 0,6888

GC= Grupo de contemporaneos; PPARGC1A = marcador; Idade = Idade do animal
na data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 34. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador FABP4
sobre area de olho de lombo referente a segunda medida ultrassonografica (AOL2)
em bovinos da raga Nelore

AOL2
Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
FABP4 2 0,8706
ldade 1 0,6779

GC= Grupo de contemporaneos; FABP4 = marcador; Idade = Idade do animal na
data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 35. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador DDEF1
sobre area de olho de lombo referente a segunda medida ultrassonografica (AOL2)
em bovinos da raga Nelore

AOL2
Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
DDEF1 2 0,0103**
ldade 1 0,9564

GC= Grupo de contemporaneos; DDEF1 = marcador; ldade = Idade do animal na
data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01
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Tabela 36. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador /IGF-1
sobre area de olho de lombo referente a segunda medida ultrassonografica (AOL2)
em bovinos da raca Nelore

AOL2
Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
IGF-1 2 0,4396
ldade 1 0,8982

GC= Grupo de contemporaneos; IGF-1 = marcador; ldade = Idade do animal na data
da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

N&o foi encontrada associagao significativa entre o gene PPARGC1A e
AOL, resultado concordante com White et al. (2006), Soria et al. (2009) e Tizioto et
al. (2009) que investigaram a associagéo entre SNPs deste gene e AOL em outras
racas de bovinos.

Nao foi encontrada associacao significativa entre o gene FABP4 e AOL,
concordando com os resultados obtidos por Hoashi et al. (2008) e Rezende et al.
(2008).

Nao ha relatos de associagao do gene DDEF1 com AOL, sendo este
trabalho o primeiro que investigou esta associacdo e observou efeito significativo. A
AOL é uma caracteristica correlacionada com musculosidade e por isso pode
influenciar na qualidade da carcaca. A associagao entre um marcador e AOL pode
contribuir para selegao precoce, ja que esta caracteristica € de mensuragao tardia
(quando o animal atinge cerca de 18 meses ou apds o abate) e consequentemente
contribuir para o melhoramento animal, possibilitando incluir esta caracteristica em
programas de melhoramento.

Apesar de haver relatos de associagcdo entre o gene IGF-1 e
caracteristicas de crescimento, ndao foi observada associagao significativa entre o
gene IGF-1 e AOL, concordando com este resultado Islam et al. (2009), que também

nao encontraram associagao significativa.em bovinos Angus, Charolés e cruzados.
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6.10. Médias da caracteristica AOL para os gendétipos do marcador DDEF1

As médias associadas aos genotipos do gene DDEF1, que apresentou
efeito significativo com area de olho de lombo, estdo apresentadas nas Tabelas 37 e
38 e Figuras 12 e 13.

Tabela 37. Média e erro padrao para a primeira medida de area de olho de lombo
(AOL1) observados para cada genétipo do gene DDEF1

Gendtipo DDEF1 N Média AOL1 Erro padrao
AA 170 46,83 0,47
AG 70 48,13 0,74
GG 7 41,81 2,58

Foi observada diferenga sugestiva entre as médias dos genotipos AA e
GG (P=0,0576), diferenca significativa entre as médias dos gendtipos AG e GG
(P=0,0197) e nao houve diferenga significativa entre as médias do gendtipo AA e AG

(P=0,1393) para a caracteristica AOL1, sugerindo efeito de dominancia.
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Figura 12. Grafico (Blox Plot) obtido através do software SAS com as médias dos
gendtipos do gene DDEF1 para a primeira medida de area de olho (AOL1)

Tabela 38. Média e erro padrao para a segunda medida de area de olho de lombo
final (AOL2) observados para cada gendtipo do gene DDEF1

Gendtipo DDEF1 N Média AOL2 Erro padrao
AA 170 51,77 0,50
AG 70 53,14 0,80
GG 7 45,28 2,43
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Foi observada diferenga significativa entre as médias dos gendtipos AA
e GG (P=0,0097) e AG e GG (P=0,0024). A diferenca entre as médias dos

genotipos AA e AG, néo foi significativa (P=0,1477), sugerindo efeito de dominancia.
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Figura 13. Grafico (Blox Plot) obtido através do software SAS com as médias dos
gendtipos do gene DDEF1 para a segunda medida area de olho de lombo (AOL2)

6.11. Associagcao dos marcadores com as caracteristicas de crescimento peso

a desmama e peso ao sobreano

As Tabelas 39 a 42 resumem as analises de variancia obtidas para
cada marcador para peso a desmama. Foi encontrada associagédo significativa
(P<0,01) entre o gene DDEF1 e peso a desmama (PD).

Tabela 39. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador
PPARGC1A sobre peso a desmama (PD) em bovinos da raca Nelore

PD

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de Nascimento 2 <0,0001***
PPARGCC1A 2 0,2855
ldade 1 <0,0001***

GC= Grupo de contemporaneos; PPARGC1A = marcador; Idade = Idade do animal
na data da pesagem; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01
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Tabela 40. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador FABP4
sobre peso a desmama (PD) em bovinos da raga Nelore

PD

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de Nascimento 2 <0,0001***
FABP4 2 0,7635
ldade 1 <0,0001***

GC= Grupo de contemporaneos; FABP4 = marcador; Idade = Idade do animal na
data da pesagem; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 41. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador DDEF1
sobre peso a desmama (PD) em bovinos da raga Nelore

PD

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de Nascimento 2 <0,0001***
DDEF1 2 0,0021***
ldade 1 <0,0001***

GC= Grupo de contemporaneos; DDEF1 = marcador; ldade = Idade do animal na
data da pesagem; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Tabela 42 Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador IGF-1
sobre peso a desmama (PD) em bovinos da raga Nelore

PD

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de Nascimento 2 <0,0001***
IGF-1 2 0,5593
Idade 1 <0,0001***

GC= Grupo de contemporaneos; IGF-1 = marcador; Idade = Idade do animal na data
da pesagem; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Os resumos das analises de variancia obtidas para cada marcador
para peso ao sobreano (PS) estdo apresentados nas Tabelas 43 a 46. Foi
encontrada associagao significativa (P<0,05) entre o gene DDEF1 e PS e

associagao sugestiva (P<0,10) entre PS e o gene IGF-1.
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Tabela 43. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador
PPARGC1A sobre peso ao sobreano (PS) em bovinos da raca Nelore

0S

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de Nascimento 2 <0,0001***
PPARGCC1A 2 0,7736
ldade 1 0,1185

PPARGC1A = marcador; Idade = Idade do animal na data da pesagem; *P<0,10;
**P<0,05; ***P<0,01

Tabela 44. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador FABP4
sobre peso ao sobreano (PS) em bovinos da raga Nelore

OS

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de Nascimento 2 <0,0001***
FABP4 2 0,5222
ldade 1 0,1060

FABP4 = marcador; ldade = Idade do animal na data da pesagem; *P<0,10;
**P<0,05; ***P<0,01

Tabela 45. Resumo das analises de variancia incluindo o efeito do marcador DDEF1
sobre peso ao sobreano (PS) em bovinos da raga Nelore

OS

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de Nascimento 2 <0,0001***
DDEF1 2 0,0109**
Idade 1 0,0954*

DDEF1 = marcador; Idade = Idade do animal na data da pesagem; *P<0,10;
**P<0,05; ***P<0,01

Tabela 46. Resumo das analises de varidncia incluindo o efeito do marcador IGF-1
sobre peso ao sobreano (PS) em bovinos da raga Nelore

PS

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de Nascimento 2 <0,0001***
IGF-1 2 0,0711*
ldade 1 0,0974*

IGF-1 = marcador; Idade = Idade do animal na data da pesagem; *P<0,10; **P<0,05;
***P<0,01
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O gene PPARGC1A é candidato para caracteristicas como peso
corporal e obesidade, porém, ndo encontramos associacao significativa entre este
gene e peso a desmama e peso ao sobreano em bovinos da raga Nelore, resultado
concordante com os obtidos por Soria et al. (2009), que ndo encontram associagéo
entre dois SNPs localizados no gene PPARGC1A e o ultimo peso vivo de bovinos da
raca Brangus, e Tizioto et al. (2009) que ndao encontraram associagcao do gene
PPARGC1A e peso aos 18 meses em bovinos da raga Canchim. Wu et al. (2006)
nao encontraram associacdo entre o gene PPARGC1A e caracteristicas de
crescimento em galinhas.

O cromossomo 14 no qual o gene FABP4 e DDEF1 estao localizados a
41,955 Mb e 9,726 Mb respectivamente, apresenta QTLs para caracteristicas de
crescimento como média de peso corporal, peso corporal a desmama (200 dias) e
peso corporal ao abate (catlle QTL Database: http://www.animalgenome.org/cqgi-
bin/QTLdb/BT/index).

N&o encontramos associagéo entre o gene FABP4 e peso a desmama

e peso ao sobreano. Em um estudo conduzido por Cho et al. (2008) n&o foi
observada associagao significativa entre dez SNPs localizados no gene FABP4 e
peso de carcaga em bovinos nativos coreanos, sendo que um dos SNPs estudados
€ o mesmo abordado neste trabalho. Ndo foi encontrada associagdo significativa
entre peso aos 18 meses e o gene FABP4 em bovinos da raga Canchim (TIZIOTO et
al. 2009, dados nao publicados).

Veneroni et al. (2009) (comunicacdo pessoal) investigaram a
associagao do gene DDEF1 com peso aos 18 meses em bovinos da raga Canchim e
nao observaram associagao significativa. N&o havia descricdo, até o presente
momento, de associagcdo entre o gene DDEF1 e peso a desmama e peso ao
sobreano em bovinos. No presente estudo demonstramos esta associagcdo em
bovinos da raga Nelore. A identificagdo de marcadores associados com
caracteristicas de crescimento pode ajudar na selegdo de reprodutores a fim de
produzir rebanhos mais rentaveis e pode permitir estabelecer um perfil produtivo
para caracteristicas economicamente importantes desde o nascimento.

O gene IGF-1 é candidato para caracteristicas de crescimento em
bovinos, uma vez que desempenha papel na regulagdo do crescimento e no
desenvolvimento. Foi observada, neste trabalho, associagdo sugestiva entre o gene

IGF-1 e peso ao sobreano em bovinos da raca Nelore. Diversos estudos tém
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relatado a associagdo do gene IGF-1 com caracteristicas de crescimento em
bovinos. Moody et al.(1996) associaram o gene /GF-1 com peso ao nascimento e
Pereira et al. (2005) encontraram associagao significativa entre o gene IGF-1 e peso

ao nascimento e ao sobreano em bovinos da raga Canchim.

6.12. Médias das caracteristicas de crescimento para os marcadores DDEF1 e
IGF-1

As médias associadas aos gendtipos do gene DDEF1 para peso a
desmama e peso ao sobreano estdo apresentadas nas Tabelas 47 e 48 e Figuras 14

e 15, respectivamente.

Tabela 47. Média e erro padrao para a caracteristica de peso a desmama
observados para cada genaotipo do gene DDEF1

Genodtipo DDEF1 N Meédia PD Erro padrao
AA 170 185,24 2,45
AG 70 192,72 3,76
GG 7 170,80 14,46

Foi observada diferenga sugestiva entre as médias observadas para os
gendtipos AA e AG (P=0,0968), ndo houve diferenca significativa entre as médias
observadas para os genotipos AA e GG (P=0,3258) e AG e GG (P=0,1436).

2501

150

AA
DDEF1

Figura 14. Grafico (Blox Plot) obtido através do software SAS com as médias dos
gendtipos do gene DDEF1 para a caracteristica peso a desmama (PD)
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Tabela 48.Média e erro padrao para a caracteristica de peso ao sobreano
observados para cada genaotipo do gene DDEF1

Genodtipo DDEF1 N Média PS Erro padrao
AA 170 250,33 2,32
AG 70 254,06 3,56
GG 7 217,00 13,71

Foi observada diferenga significativa entre as médias observadas para
os gendtipos AA e GG (P=0,0209) e AG e GG (P=0,0095) ndao houve diferenca
significativa entre as médias observadas para os genotipos AA e AG (P=0,2672),

sugerindo efeito de dominancia.

3004

5 2504---

200
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Figura 15. Grafico (Blox Plot) obtido através do software SAS com as médias dos
genotipos do gene DDEF1 para a caracteristica peso ao sobreano (PS)

As médias dos gendtipos do gene IGF-1 para peso ao sobreano, estdo

apresentadas na Tabela 49 e Figura 16.

Tabela 49. Média e erro padrao para a caracteristica de peso ao sobreano
observados para cada gendétipo do gene IGF-1

Genotipo IGF-1 N Média PS Erro padréo
225/225 150 252,67 2,63
225/229 106 245,99 3,11
229/229 20 256,31 7,70

Nao houve diferenga significativa entre as médias observadas para os
genotipos 225/225 e 225/229 (P=0,1023), 225/225 e 229/229 (P=0,6559) e 225/229
e 229/229 (P=0,2155).
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Figura 16. Grafico (Blox Plot) obtido através do software SAS com as médias dos
gendtipos do gene IGF-1 para a caracteristica peso ao sobreano (PS)

6.13. Efeito de substituicao alélica

Os genitores transmitem alelos e ndo gendtipos aos seus
descendentes. A anadlise do efeito de substituicdo alélica possibilita designar um
valor associado a cada alelo que o individuo possui. Esta medida € designada com a
média do efeito de um alelo na populagdo (FALCONER E MACKAY, 1996).

Foi calculado o efeito de substituicao alélica, para os marcadores que

apresentaram efeito significativo ou sugestivo para as caracteristicas estudadas.

6.13.1. Efeito de substituicao alélica do marcador FABP4 sobre EGS.

A Tabela 50 apresenta o resumo da analise de variancia referente a
segunda medida de espessura de gordura subcutanea para o efeito de substituicao
alélica do marcador FABP4. Nao foi observado efeito significativo de substituicao de

alelo para o marcador FABP4 sobre EGS2.
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Tabela 50. Resumo da analise de variancia da caracteristica espessura de gordura
subcuténea referente a segunda medida ultrassonografica para o efeito de
substituicdo alélica do marcador FABP4

Graus de
Fonte de variacao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
KFABP4-ALELOA 1 0,1904
ID 1 0,5644

GC= Grupo de contemporaneos; ID= Idade do animal na data da medida; *P<0,10;
**P<0,05; ***P<0,01
6.13.2. Efeito de substituicao alélica do marcador FABP4 sobre ganho de

gordura

A Tabela 51 apresenta o resumo da analise de variancia de ganho de
gordura para o efeito de substituicdo alélica do marcador FABP4. Nao foi observado
efeito significativo de substituicdo de alelo para o marcador FABP4 sobre ganho de

gordura.

Tabela 51. Resumo da analise de variancia de ganho de gordura para o efeito de
substituicdo alélica do marcador FABP4

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de confinamento 2 0,0006***
KFABP4-ALELOA 1 0,2453

*P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

6.13.3. Efeito de substituicao alélica do marcador DDEF1 sobre AOL

A Tabela 52 apresenta o resumo da andlise de variancia da
caracteristica area de olho de lombo inicial para o efeito de substituicdo alélica do
marcador DDEF1. Nao foi observado efeito significativo de substituicdo de alelo do
marcador DDEF1 sobre AOL1.

91



Tabela 52. Resumo da analise de variancia da area de olho de lombo referente a
primeira medida ultrassonografica para o efeito de substituicdo alélica do marcador
DDEF1

Graus de
Fonte de variacao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
KDDEF1-ALELOG 1 0,6286
ID 1 0,4106

GC= Grupo de contemporaneos; ID= Idade do animal na data da medida; *P<0,10;
**P<0,05; ***P<0,01

A Tabela 53 apresenta o resumo da analise de variancia referente a
segunda medida de area de olho de lombo para o efeito de substituicao alélica do
marcador DDEF1. Nao foi observado efeito significativo de substituicdo de alelo para
o marcador DDEF1 sobre AOL2.

Tabela 53. Resumo da analise de variancia da area de olho de lombo referente a
segunda medida ultrassonografica para o efeito de substituicao alélica do marcador
DDEF1

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
GC 3 <0,0001***
KDDEF1-ALELOG 1 0,9432
ID 1 0,8181

GC= Grupo de contemporaneos; ID= Idade do animal na data da medida; *P<0,10;
**P<0,05; ***P<0,01

6.13.4. Efeito de substituicao alélica do marcador DDEF1 sobre PD

A Tabela 54 apresenta o resumo da analise de variancia da PD para o
efeito de substituicdo alélica do marcador DDEF1. Nao foi observado efeito

significativo de substituicdo de alelo para o marcador DDEF1.

Tabela 54. Resumo da analise de variancia da caracteristica peso a desmama para o
efeito de substituicdo alélica do marcador DDEF 1

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
LOCAL NASCIMENTO 2 <0,0001***
KDDEF1-ALELOG 1 0,2926
ID 1 <0,0001***

GC= Grupo de contemporaneos; ID= Idade do animal na data da medida; *P<0,10;
**P<0,05; ***P<0,01
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6.13.5. Efeito de substituicao alélica do marcador DDEF1 sobre PS

A Tabela 55 apresenta o resumo da andlise de variancia da
caracteristica PS para o efeito de substituicdo alélica do marcador DDEF1. Nao foi
observado efeito significativo de substituicdo de alelo para o marcador DDEF1 para
PS.

Tabela 55. Resumo da analise de variancia da caracteristica peso ao sobreano para
o efeito de substituicdo alélica do marcador DDEF1

Graus de
Fonte de variagao liberdade Valor de P
Local de nascimento 2 <0,0001***
KDDEF1-ALELOG 1 0,4653
ID 1 0,1366

ID= Idade do animal na data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

6.13.6. Efeito de substituicao alélica do marcador IGF-1 sobre PS

A Tabela 56 apresenta o resumo da analise de variancia da
caracteristica PS para o efeito de substituicdo alélica do marcador IGF-1. Foi
observado efeito significativo P<0,05 de substituicdo de alelo para o marcador IGF-1

para a caracteristica PS.

Tabela 56. Resumo da analise de variancia da caracteristica peso ao sobreano para
o efeito de substituicdo alélica do marcador /IGF-1

Graus de
Fonte de variacao liberdade Valor de P
Local de nascimento 2 <0,0001***
KIGF-1-ALELO229 1 0,0171*
ID 1 0,0910

ID= Idade do animal na data da medida; *P<0,10; **P<0,05; ***P<0,01

Para o marcador /IGF-1, a média do efeito de substituicdo alélica foi
igual a 6,9 Kg. Esse valor verificado para média do efeito do alelo 229 indicou uma
correlagdo negativa deste alelo sobre a caracteristica PS. Assim, os resultados
sugerem que a substituicdo de um alelo 225 por um alelo 229 pode conduzir a uma

diminui¢cdo de 6,9 Kg na média de PS dessa populagéo da raga Nelore.
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6.14. Teste de comparacao de modelos

Nos testes de razdo de verossimilhanga entre os modelos estatisticos
que consideram o efeito fixo de gendtipo e o modelo incluindo as covariaveis
referentes ao numero de cada alelo no gendtipo, dos marcadores que apresentaram
efeito significativo ou sugestivo para alguma caracteristica, houve diferenca
significativa (P<0,05) entre todos eles, com excecdo dos modelos para a
caracteristica ganho de gordura. Isto indica que na maioria das vezes, o modelo com
0 gendtipo para o marcador, apresentou melhor ajuste para as caracteristicas
estudadas do que o modelo reduzido, sé com efeitos de substituicdo de alelos. Estes
resultados sugerem que os efeitos que influenciam as caracteristicas abordadas
neste estudo ndo s&o puramente aditivos. A auséncia de significAncia da
comparagao de modelos para o efeito do polimorfismo no gene FABP4 sobre a
caracteristica ganho de gordura poderia ser interpretado como auséncia de desvio
de dominancia. Entretanto, esse resultado parece conflitante com as estimavas de
diferencas entre médias para os genétipos do FABP4 (Figura 10 e Tabela 28). E
possivel que essa inconsisténcia seja decorrente do baixo suporte estatistico para
associacao entre o marcador FABP4 e ganho de gordura (Tabela 24). A avaliacao
dessa associacdo em um maior numero de individuos poderia contribuir para

compreensao dessa associacao.

7. Conclusao

Os resultados indicam que a abordagem de genes candidatos requer a
investigacao de polimorfismos especificos de Bos indicus, uma vez que encontramos
dois polimorfismos (Leptina e FABP4) descritos para populagdes Bos taurus fixados
em nossa amostragem.

Nao foi encontrada associagdo significativa entre os marcadores
moleculares abordados neste estudo e a primeira medida de EGS, porém esses
resultados podem ser decorrentes da baixa exposi¢ado do potencial genético em
funcdo da medida ter sido tomada ao inicio do confinamento. Foi encontrada
associagao significativa do FABP4 sobre a segunda medida de EGS e associagao

sugestiva sobre ganho de gordura no confinamento.
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Foi encontrada associagao significativa entre o gene DDEF1 e as
caracteristicas de produg¢ao AOL, peso a desmama e peso ao sobreano.

O gene IGF-1 mostrou ter efeito sugestivo sobre peso ao sobreano
nessa populagao da raga Nelore. Mais estudos de associagao entre estes genes e
caracteristicas de producdao devem ser realizados em outras populagdes da raca
Nelore. Caso estas associagcdes sejam comprovadas em outras populagdes, esta
informacg&o pode ser utilizada para selegcado destas caracteristicas em programas de

melhoramento da raga Nelore.
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