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RESUMO - Na pecuaria de corte, caracteristicas de crescimento e de carcaca sédo
de grande importancia para programas de melhoramento genético. Para acelerar o
processo de selecdo, os marcadores moleculares auxiliam o estudo dessas
caracteristicas que sdo influenciadas por efeitos poligénicos. Os genes ACRP30,
PPARGC1 e OLR1, foram associados a caracteristicas ligadas a producdo em
Bos taurus taurus. Esses genes estdo ligados aos processos de sinteses de
lipidios, sintese metabdlica e acumulo de gordura no tecido adiposo. Em nosso
estudo, foram genotipados 639 animais, através da técnica de PCR-RFLP, para os
genes ACRP30/Bsrl, PPARGC1/Nhel e OLR/Pstl, onde foram detectados
polimorfismos correspondentes aos sitios de restricdo. Para as linhas de selecéo
Controle (NeC), Selecdo(NeS) e Tradicdo(NeT) em bovinos Nelore, do Instituto de
Zootecnia de Sertdozinho-1Z, foram feitas associa¢cdes com caracteristicas de
peso ao nascer, peso no desmame, peso ao sobreano das fémeas, altura ao
sobreano da garupa das fémeas, peso ao sobreano dos machos, altura ao
sobreano da garupa dos machos, area de olho de lombo, espessura de gordura da
garupa, espessura de gordura subcutanea e polimorfismos nos genes estudados,
utiizado o PROC MIXED, do programa SAS/STAT 9.1.3. para andlises de
associacoes e Teste de Fisher para diferenciacéo entre populagdes do programa
Genepop. A correcao dos testes de hipdteses para comparacfes multiplas foi feita
pelo método de Bonferroni Os gendtipos apresentados foram associados com as
caracteristicas de crescimento e carcaca, ndo apresentando efeitos significativos

na populagéo estudada.

Palavras chave: Bos taurus indicus, crescimento, carcaga, marcadores

moleculares.
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ABSTRACT - In beef cattle production, growth and carcass traits are of great
importance for animal breeding programs. To speed up the selection process,
molecular markers help to study traits that are influenced by polygenic effects. The
ACRP30, PPARGC1 and OLR1 genes were validated in some studies for traits
related to production in Bos taurus. This genes are linked to processes of lipids
and metabolic synthesis and accumulation of fat in the adipose tissue. In this
study, 639 animals were genotyped by PCR-RFLP, for genes ACRP30/Bstrl,
PPARGC1/Nhel and OLR/Pstl, where polymorphisms were detected,
corresponding to the restriction sites. For selection lines Control (NeC), Selection
(NeS) and Tradition (NeT) in Nellore cattle, from the Institute of Zootecnia from
Sertdozinho — 1Z, associations were made with polymorphisms in the studied
genes and the trais birth weight, weaning weight, yearling weight, yearling rump
height, ribeye area, rump fat thickness and subcutaneous fat thickness, using the
PROC MIXED from SAS/STAT 9.1.3. program for association analysis, and Fisher
Test for population differentiation from Genepop program. The correctness of the
hypothesis tests for multiple comparisons was made using the Bonferroni. The
genotypes found were associated with the with growth and carcass traits but

showed no significant effects on the studied population.

Keywords: Bos taurus indicus, growth, carcass, molecular markers.



CAPITULO 1

1 CONSIDERACOES GERAIS

A escassez de alimentos, aliada a crescente demanda do consumo, faz
com que a ciéncia busque, cada vez mais, alternativas praticas ao
desenvolvimento de técnicas que gerem eficiéncia, aumentando os ganhos na
producado sejam elas de origem animal ou vegetal. O Brasil possui um dos maiores
rebanhos bovinos mundiais com 176.610.943 cabecas, voltado a producdo de
carne e vém se destacando no consumo de carne por habitante, apresentando
consumo médio de 38,7 kg pessoa/ ano (ANUALPEC 2010). Esse aumento no
consumo de carne bovina no pais se deve ao aumento da renda média da
populacéo.

Estudos realizados pela ABIEC (2010) mostram que o Brasil se consolidou
na ultima década, como uma poténcia na exportacao de carne bovina. Apesar de
escoar cerca de 20% da producéo nacional de carne, a exportacdo é de extrema
importancia para o pais, tanto pela geracao de receita, quanto pelos empregos
originados ao longo de toda a cadeia produtiva. Todavia, alguns fatores
determinam o valor comercial da carcaca bovina, dentre eles destacam-se pesos e
0 acabamento de carcaca.

Visto que base do rebanho brasileiro é constituida por racas zebuinas, com
destaque para a raca Nelore, pelo seu inestimavel patrimdnio genético para a
bovinocultura como produtora de carne e pelos bons indices de desempenho
econdbmico (COSTA et al., 2007), o estudo das caracteristicas de crescimento e
carcaca, torna-se interessante do ponto de vista produtivo e comercial.

A definicdo dos parametros que sao usados para medir o crescimento,
acabamento de carcaca, entre outras caracteristicas de interesse econémico em
bovinos de corte, foi tomado com base em alguns requisitos do guia para
uniformizacdo de programas de melhoramento da “Beef Improvement Federation”,

gue teve sua primeira publicacdo em 1970. A BIF (2010) visa padronizar medidas,



para que possam ser usadas por programas de melhoramento em bovinos de
corte.

Dentre as caracteristicas de crescimento utilizadas por programas de
melhoramento genético para bovinos de corte, destacam-se as medidas de: peso
ao nascer, peso ao desmame, peso ao sobreano e altura ao sobreano. Essas
medidas sdo usadas na avaliagdo genética de animais para a predicdo de DEPs
(Diferenca Esperada na Progénie) para essas caracteristicas. Nos programas de
melhoramento a escolha de animais para reprodutores, € feita por meio da
identificacdo de individuos geneticamente superiores avaliando-se referidas
caracteristicas e o pedigree do animal.

Dentre as caracteristicas de carcaca destacam-se: area de olho de lombo,
espessura de gordura da garupa, espessura de gordura subcutanea. Estas
caracteristicas podem ser usadas com o intuito de avaliar a capacidade de um
animal quanto a precocidade em deposicao de gordura e qualidade carcaca.

Com o desenvolvimento da biotecnologia, estdo sendo disponibilizadas
ferramentas para elucidar 0s genes responsaveis pela expressdo de
caracteristicas quantitativas complexas, como € o caso das caracteristicas de
producao e carcaca. Dentre essas ferramentas incluem-se a biologia molecular
para a identificacdo de regides cromossdmicas associadas a QTLs (loci que
afetam caracteristicas quantitativas). Um dos principais objetivos de estudos de
QTLs € encontrar genes ou marcadores que podem ser implementadas em
programas de melhoramento por selecdo assistida por marcadores (SILVA, et al.,
2011). A selecéo assistida por marcadores moleculares pode aumentar a acuracia
da selecdo, que é feita com base em principios classicos da genética quantitativa,
tendo como vantagem, a predi¢cao do valor genético para caracteristicas dificeis de

mensurar precocemente.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia do estudo de genes ligados a caracteristicas de crescimento
e deposicao de gordura

2.1.1 Caracteristicas de crescimento e deposicédo de gordura

Malhado et al. (2008), relatam que as principais experiéncias sobre
crescimento com modelos bioldgicos, comegcaram com as pesquisas de Hammond
(1932) e dos membros da Escola de Cambridge, prosseguindo com os trabalhos
de Brody (1945), e Palsson (1955). Esses pesquisadores mediram as taxas
metabolicas relacionadas a curvas de crescimento em animais domeésticos de
diferentes espécies.

A taxa de crescimento em bovinos é determinada pelo ganho de peso em
um determinado tempo. O aumento da massa corporal de um animal ocorre em
uma sequéncia de diversas fases: ao nascer, ao desmame, a puberdade etc., ou
seja, em cada fase, o animal apresenta taxa de crescimento caracteristica (BERG
& BUTTERFIELD, 1976).

As medidas das caracteristicas de crescimento sao importantes na
determinacdo da eficiéncia econdmica de qualquer sistema de producdo de
bovinos de corte. Sendo assim, caracteristicas de crescimento, como pesos ao
desmame e ao sobreano e ganho de peso em diferentes idades destacam-se
como critérios de selecdo, pois apresentando herdabilidades de média magnitude,
0 que pode representar ganho as futuras geracdées (LAUREANO et al., 2011).

Dentro deste grupo de caracteristicas para estudo sobre crescimento estao
0S pesos, pesos ao hascer e ao sobreano apresentam herdabilidade de magnitude
baixa a alta, e sédo positivamente correlacionados, indicando que respondem bem
a selecdo. A DEP (Diferenca esperada na progénie) do peso ao nascimento é
estimada para monitoracdo, evitando aumento significativo desta caracteristica, o
gue pode levar a problemas de parto. Touros com DEPs altas ndo séo indicados
para uso em fémeas precoces (LOBO, et al., 2010). O peso ao desmame utilizado

para avaliar a habilidade materna das vacas e o potencial de crescimento dos



bezerros. O peso ao sobreano de 550 dias para fémea e 378 para machos, é
utilizado para avaliar o potencial de crescimento apds a desmama (ALENCAR,
2002).

Berg & Butterfield (1976) mostram em seu estudo, que a gordura é um
tecido de formacéao tardia em relacdo aos outros, com iSso animais de maior porte
respondem tardiamente a deposicdo de gordura, pois 0 processo metabdlico é
voltado primeiramente para as necessidades energéticas de crescimento muscular
e estrutural.

Pesquisas interessadas na melhoria em caracteristicas de acabamento de
carcaca precoce, usam medidas de: &rea de olho de lombo, espessura de gordura
subcutanea e espessura de gordura de garupa. A area de olho de lombo
apresenta alta correlagdo com rendimento da carcaca em cortes nobres (PRADO
et al.,, 2004), enquanto que a espessura de gordura subcutanea e espessura de
gordura de garupa indicam o grau de acabamento que estaria relacionado as
precocidades de crescimento e sexual. Herdabilidades moderadas para
caracteristicas de carcaca foram encontradas por Yokoo et al., (2009) em bovinos
da raca Nelore

Medidas de caracteristicas como espessura de gordura subcutéanea e de
garupa, como também area de olho-de-lombo s&o relevantes pois, oferecem
importante papel no processo de resfriamento e qualidade indicadora de
rendimento de cortes nobres de alto valor comercial apresentando correlacao
positiva com a porcdo comestivel da carcaca (LUCHIARI FILHO, 2000 e
MEIRELLES et al., 2010).

Segundo Fisher (1997) a técnica de ultrassom a partir de 1950, passou a
ser considerada como ferramenta de uso, e € uma técnica de baixo custo e
preservacdo da carcaca, sem danos nocivos ao animal “in vivo”. No Brasil, 0 uso
da técnica de ultrassonografia em bovinos de corte, visando estimar algumas
medidas de carcaga no animal vivo iniciou-se na década de 1990 (TAROUCO et
al., 1993).



A técnica de ultrassom é uma alternativa para predicdo in vivo das
caracteristicas da carcaca. Medidas observadas na érea de olho de lombo (AOL),
Espessura de gordura subcutdnea (EGS) e espessura garupa (EGG), além de
auxiliar na escolha dos animais para o abate, fornecem informac¢des Uteis para
incorporacdo em modelos de crescimento e selecdo de animais. Para o0s
produtores de bovinos, é mais importante a predicdo das caracteristicas de
producdo de carne que possam ser incorporadas, de alguma maneira, em
programas de selecdo e que possibilitem o aumento do retorno econdémico da
atividade (BERGEN et al., 1997). As caracteristicas de carcaca medidas por
ultrassom, podem ser incluidas em programas de melhoramento e devem
responder, rapidamente, a selecdo individual (YOKOO et al., 2009).

A gordura de cobertura (subcutanea) na carcacga, funciona como uma
protecao, impedindo a queda brusca da temperatura e evitando o “cold shortening”
durante o resfriamento (ALVES et al, 2007). De acordo com Luchiari Filho (2000),
um minimo de espessura de gordura subcutéanea avaliada na altura da 122 costela
de dois a 2,5 mm para cada 100 kg de carcaca é desejavel, a fim de evitar o

aparecimento do “cold shortening”.

2.1.3 Uso de marcadores moleculares para associacdes com
caracteristicas de crescimento

A partir da descoberta do DNA e suas possiveis recombinacdes, a pratica
em associar caracteristicas fenotipicas e informagcdes sobre o DNA dos animais
vem se tornando uma ferramenta cada vez mais sélida no processo de selecéo de
individuos com gendtipos superiores. Sequéncias de DNA proximas as regides de
interesse sdo fonte de informacdes sobre a segregacdo de alelos por varias
geracdes levando a estudos especificos sobre varias caracteristicas de interesse
econdmico (COUTINHO et al., 2010).

Marcadores moleculares revelam polimorfismos de DNA entre individuos

geneticamente relacionados. Um loco molecular que apresenta segregacao



mendeliana é considerado um marcador genético (LOPES et al.,, 2003). Isso
significa um grande passo para auxilio na predicdo de valores genéticos para
caracteristicas que se manifestam a partir de efeitos poligénicos, como as de
crescimento e carcaca.

Martinez & Machado (2002), relatam que em muitas situacdes, o fenotipo
ndo é uma indicacdo precisa do gendtipo, pois caracteristicas produtivas
dependem da variacdo alélica em grande namero de locos e a expressao génica
desses locos é altamente afetada por fatores ambientais. Nesse sentido, o0s
marcadores moleculares se destacam na busca de polimorfismo, pois estes néao
sofrem influéncia ambiental por estar inseridos no genoma e ainda oferecem a
vantagem de serem analisados em qualquer etapa da vida do animal & partir de
gualquer tipo de tecido.

Com a busca de marcadores associados a caracteristicas de interesse
econdmico, o mercado comeca a desenvolver meios para validacdo de resultados
nas subespécies de Bos. Casas et al. (2005), mostram em trabalho realizados
com gene DGAT1 CAPN1 e TG para caracteristicas de melhoria de carcaca, que
marcadores para Bos taurus taurus, podem nao ser aplicaveis em Bos taurus
indicus, pois ha diferencas na manifestacdo dos polimorfismos nas sequéncias de
DNA das subespécies.

Para auxiliar a predicdo de caracteres herdaveis nas futuras geracoes,
caracteristicas de crescimento, que sao influenciadas por efeitos poligénicos,
ferramentas moleculares sdo uma forma de complementar e interagir com
caracteristicas fenotipicas, gerando maior acuracia na selecdo de animais

geneticamente superiores.



2.2 Genes Candidatos

2.2.1 Adiponectina (ACRP30)

Scherer et al. (1995) foi o primeiro a descrever o gene ACRP30 que codifica
a proteina de complemento relacionada ao adipdcito de 30 kDa, possuindo 3
éxons e 2 introns é responsavel pela codificacdo da adiponectina (ADIPOQ), uma
proteina secretada a niveis elevados na corrente sanguinea exclusivamente pelo
tecido adiposo.

Com importante papel na regulacdo da homeostase energética,
metabolismo da glicose e de lipideos em tecido insulino-sensitivos, ela atua na
oxidacdo de acidos graxos e gliconeogénese. Diferente da leptina, a concentracédo
sanguinea da adiponectina na obesidade € baixa, sendo que na perda de peso
seus niveis séricos aumentam (ZHANG et al., 2008).

Em estudo realizado por Qiao et al. (2011) foi demonstrado que a
adiponectina inibe a lipdlise e regula diretamente o metabolismo lipidico em
adipdcitos sugerindo que a adiponectina suprime hidrdlise dos triglicéridos.

Kissebah et al. (2000) propuseram a adiponectina como o mais provavel
gene candidato para o QTL para obesidade no cromossomo 3927 em humanos.
Em cavalos, a concentracdo plasmatica de adiponectina € inversamente
proporcional a adiposidade (KEARNS et al., 2005). Em suinos, um polimorfismo
mostrou significantes associacfes dos gendtipos com a deposicado de gordura e
caracteristicas de carcaca (DAl et al., 2006). Em bovinos, de acordo com o0 mapa
comparativo humano-bovino, o gene ACRP30 esta localizado proximo a QTLs que
afetam o marmoreio, a area de olho do lombo, e a espessura de gordura
subcutanea no cromossomo BTAl em Angus (MORSCI et al., 2006). Em
humanos, Zhang et al. (2008) mostram que o0 peso corporal foi alterado pela

presenca de polimorfismos no gene da adiponectina.



2.2.2 Coativadorl-Alfa de Ativacédo da Proliferacdo Peroxissomal Gama
(PPARGCI1A)

Também conhecido como PGC-1a, € um dos principais reguladores da
transcricdo do PPAR vy, um fator de transcricdo que promove a regulacdo da
transcricdo de genes relacionados a adipogénese (SAMULIN et al., 2008). De fato,
ainda nao foi descoberto nenhum fator que promove a adipogénese na auséncia
de PPAR y. Além disso, a inducdo da expressdo de PPAR y é suficiente para
promover o acumulo de lipideos em numerosos tipos celulares, incluindo
fibroblastos e mioblastos. A auséncia de PPAR y resulta na perda da capacidade
adipogénica das células (HUMMASTI et al., 2008).

Lee et al. (2012) mostram em seu estudo que o gene PPARGC1, esta
ligado a uma variedade de processos bioldgicos envolvendo a qualidade na
formacao de fibras musculares. Embora o nimero total de fibras musculares se
torne inalterado apds o nascimento, elas podem sofrer alteracdes metabdlicas
durante a vida.

Em frangos, associacfes significativas foram encontradas entre um SNP no
gene PPARGC1 e gordura abdominal (WU et al., 2006). Em suinos, o gene ja foi
associado a taxa de conversdo alimentar, ao peso e espessura de gordura do
toucinho e a gordura abdominal (JACOBS et al., 2006; STACHOWIAK et al.,
2007). Em bovinos, o gene esta situado na parte média do cromossomo BTA 6
(q17-g19), onde se localizam QTLs envolvidos com producdo e conteudo de
gordura no leite. Associacao significativas entre um polimorfismo no intron 9 e
producao de gordura no leite foram observadas em populacdes de gado Holandés,
indicando que este gene pode estar envolvido na variacdo genética do QTL para
producdo de gordura no cromossomo BTA6 (WEIKARD et al., 2005). Em gado
Holandés associacoes significativas entre 0 gene PPARGC1A e alta porcentagem
de proteina do leite foram descritas (KHATIB et al., 2007). Além disso, outros
genes candidatos para a qualidade da carne séo reguladas por PPARGCI1A,
tornando-o muito interessante em estudos ligados a linhas de selecéo para ganho
genético (ERKENS et al., 2006).



2.2.3 Receptor de Lipoproteina de Baixa Densidade Oxidadas (OLR1)

O gene OLR1, também conhecido como LOX-1, codifica o receptor de
lipoproteina de baixa densidade oxidadas (Low Density Lipoprotein — LDL), uma
proteina que se liga, internaliza e degrada lipoproteinas de baixa densidade
oxidadas (KHATIB et al., 2006). Este gene foi descoberto pela primeira vez em
células endoteliais da aorta de bovinos em 1997 (SAWAMURA et al., 1997).
Desde entdo, véarias pesquisas tém sido desenvolvidas para estudar os efeitos na
expressao do gene em mamiferos.

Embora em condi¢cdes normais exista baixa expressdo do gene OLR1 em
células adiposas, em modelos obesos sua expressdo esta aumentada e é
dependente do controle do PPARy. Em células adiposas, se supde que sua
expressao aumenta o contetdo de colesterol e realca a captura de acidos graxos.
Concentracdes de colesterol e triglicerideos no tecido adiposo sdo altamente
correlacionadas e assim, o gene OLR1 também pode ser considerado como um
gene candidato para deposicdo de gordura subcutanea e intramuscular em
bovinos de corte (CHUI et al., 2006).

Considerando a funcéo do gene OLR1 no metabolismo lipidico e resultados
prévios de escaneamento gendmico, Khatib et al. (2006) encontraram associacdes
significativas do gene OLR1 com produgé&o e porcentagem de gordura no leite em
vacas. A superexpressao do OLR1 pode aumentar a captacdo de acidos graxos, e

por conseqliéncia, o acumulo de gordura na forma de tecido adiposo
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3 OBJETIVOS GERAIS

Identificar a presenca de polimorfismos nos genes PPARGC1, OLR1 e
ACRP30 em Bos taurus indicus.

Analisar as frequéncias alélicas e genotipicas em trés linhas de selecao
para crescimento e avaliar as associa¢gfes dos polimorfismos com caracteristicas
de crescimento e de carcagca em bovinos da raca Nelore, a fim de se obter
marcadores que auxiliem a selecdo de animais aptos geneticamente para estas

caracteristicas.
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CAPITULO 2 — POLIMORFISMOS NOS GENES ACRP30, PPARGC1, OLR1 E
SUAS ASSOCIACOES COM CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO E
CARCACA EM BOVINOS DA RACA NELORE

RESUMO - Na pecuéria de corte, programas de melhoramento genético visam
ganho nas caracteristicas ligadas a crescimento e carcacga, pois sao elas que
afetam diretamente no retorno econdmico ao produtor. Genes relacionados a
sintese de lipideos e metabolismo podem afetar nas caracteristicas de
crescimento e de carcaca. Esses genes interferem no acumulo de gordura nos
tecidos musculares e adiposos. Marcadores moleculares podem auxiliar o
processo de avaliacdo genética de caracteristicas afetadas por efeitos poligénicos,
colaborando com a predicdo do valor genético do animal. Foram utilizados 639
animais do Instituto de Zootecnia de Sertdozinho-IZ pertencentes a trés linhas de
selegcédo Controle (NeC), Selecdo(NeS) e Tradicao(NeT) em bovinos Nelore. Neste
trabalho objetivou-se estudar marcadores moleculares nos genes ACRP30/Bsrl,
PPARGC1/Nhel e OLR/Pstl pela técnica de PCR-RFLP onde foram detectados
polimorfismos correspondentes aos sitios de restricdo e 0s genotipos associados
com medidas usadas em programas de melhoramento para avaliacdo genética de
animais, como 0 peso ao nascer, peso no desmame, peso ao sobreano das
fémeas, altura ao sobreano da garupa das fémeas, peso ao sobreano dos
machos, altura ao sobreano da garupa dos machos, area de olho de lombo,
espessura de gordura da garupa, espessura de gordura subcutanea animais, foi
utiizado o PROC MIXED, do programa SAS/STAT 9.1.3. para andlises de
associacoes e Teste de Fisher para diferenciacdo entre popula¢des do programa
Genepop. A correcdo dos testes de hipoteses para comparacfes multiplas foi feita
pelo método de Bonferroni. Os gendtipos apresentados foram associados com as
caracteristicas de crescimento e carcaca, ndo apresentando efeitos significativos

na populacao estudada.

Palavras chave: Bos taurus indicus, crescimento, carcaga, marcadores

moleculares.
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ABSTRACT - In beef cattle production, growth and carcass traits are of great
importance for animal breeding programs, because they directly affect the
economic return of the producer. Genes related to fat synthesis and metabolism
may affect carcass and growth traits. These genes influence the fat deposition in
muscle and adipose tissues. Molecular markers may help to study traits that are
influenced by polygenic effects. In this study, 639 animals were genotyped by
PCR-RFLP, for genes ACRP30/Bsrl, PPARGC1/Nhel and OLR/Pstl, where
polymorphisms were detected, corresponding to the restriction sites. For selection
lines Control (NeC), Selection (NeS) and Tradition (NeT) in Nellore cattle, from the
Institute of Zootecnia from Sertdozinho — 1Z, associations were made with
polymorphisms in the studied genes and the trais birth weight, weaning weight,
yearling weight, yearling rump height, ribeye area, rump fat thickness and
subcutaneous fat thickness, using the PROC MIXED from SAS/STAT 9.1.3.
program for association analysis, and Fisher Test for population differentiation from
Genepop program. The correctness of the hypothesis tests for multiple
comparisons was made using the Bonferroni. The genotypes found were
associated with the with growth and carcass traits but showed no significant effects

on the studied population.

Keywords: Bos taurus indicus, growth, carcass, molecular markers.
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1 INTRODUCAO

Com o mercado consumidor cada vez mais exigente, a pecuaria de corte
vem buscando atender as exigéncias de mercado, com ganho na melhoria da
gualidade da carne, e buscando aproveitar o maximo a eficiéncia do animal,
através de melhorias nas caracteristicas que agreguem qualidade e rendimento de
carcaga.

Para um produto de qualidade com boa aparéncia da carne, assim como
conservacao, a gordura exerce um papel de conservante e isolante térmico no
congelamento da carne. Além de disso, a gordura € um nutriente fundamental e
também importante componente do sistema de producdo de carne, uma vez que,
0 acabamento da carcaca, os rendimentos de cortes, a maciez e a suculéncia do
produto estdo relacionados a quantidade e ao local de deposicdo de gordura
(BERNDT et al., 2002).

Uma carne com pouca porcentagem de gordura e que sofre rapido
resfriamento em camara fria, € caracterizada pelo escurecimento, perda de agua e
endurecimento, pois ndo ha uma espessura minima de gordura para protegé-la.
Frigorificos tomam como padrao evitar carcacas com espessura de gordura abaixo
de 3 mm e acima de 6 mm (RESTLE & VAZ, 2003).

Caracteristicas de crescimento sao variaveis apresentando diferencas no
potencial de crescimento e producdo entre as varias regides do pais e, também,
entre os diversos sistemas de manejo (FERRAZ & ELLER, 2010). A técnica de
ultrasom é usada na predicdo da quantidade de gordura do animal in vivo, desde a
década de 1990 (TAROUCO et al., 1993), sem nenhum prejuizo a carcaca e ao
rendimento.

A fim de auxiliar o processo de predicdo do valor genético do animal, as
medidas fenotipicas podem ser associadas ao uso de marcadores moleculares.

O objetivo do presente estudo foi detectar polimorfismos nos genes
marcadores, ACRP30, OLR1 e PPARGC1 em bovinos da raca Nelore associados

as caracteristicas de crescimento e carcaca. Para tanto utilizamos a técnica de
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PCR-RFLP que tém como finalidade gerar fragmentos pelo reconhecimento de
sitios de clivagem pelas enzimas de restricdo, possibilitando a andlise de perfis
polimorficos que possam estar associados as caracteristicas de crescimento e

carcaca em bovinos da raca Nelore.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados 639 animais, originarios de trés linhas de
selecdo, nascidos e criados extensivamente no Centro APTA Bovinos de Corte,
Instituto de Zootecnia, localizado em Sertdozinho. Os animais fazem parte do
Programa de Selecao das Ragas Zebuinas e Caracu, iniciado em 1978. O projeto
desenvolvido pelo Instituto de Zootecnia fornece indicativo do potencial genético
dos animais adequados aos sistemas de produg¢do em que o rebanho brasileiro é
submetido seguindo critérios de selecdo. O programa de selecdo do Instituto de
Zootecnia de Sertdzinho é Unico no mundo com racas zebu e € um exemplo
didatico de selecdo dentro de rebanhos (MERCADANTE & RAZOOK, 2010). Nas
linhas Selecao e Tradicional (NeS e NeT) os animais sao selecionados para maior
peso ao sobreano, e na linha Controle (NeC) os animais séo selecionados para a
meédia desse peso. Para esse estudo foram utilizados animais nascidos de 2003 a
2009, sendo que para linha Controle foram usadas medidas de informacdes de
104 animais, destes 21 eram machos e 83 eram fémeas (NeC), para linha Selecao
foram usados 189 animais, destes 30 eram machos e 159 fémeas (NeS) e para
linha Tradicdo o total de animais usados foi de 346 animais, desses 105 eram
machos e 241 fémeas (NeT). Dessa forma, considera-se que o desempenho atual
da linha NeC seja representativo daquele da populacdo existente na década de
1970. A linhas NeC e NeS séao linhas fechada enquanto que a linha NeT recebeu,

ocasionalmente, touros trazidos de outros rebanhos.
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2.2 Coleta de medidas: pesos e carcaca

As caracteristicas avaliadas foram: peso ao nascer, peso a desmama
(ajustado para 210 dias de idade -P210), peso ao sobreano ajustado para 550 dias
de idade para fémeas (P550), e altura da garupa ao sobreano (H550). Nos
machos foram avaliados o peso ao sobreano (P378) e altura da garupa ao
sobreano (H378).

As caracteristicas de carcaca foram medidas aos 16,5 + 20 meses de
idade. Area de olho-de-lombo (AOL), foi medida transversalmente no masculo
Longissimus entre as 12% e 13® costelas, é expressa em centimetros quadrados
(cm?), e utilizada como caracteristica indicadora de tecido muscular (carne) ou
terminacdo do animal e rendimento de carcaca. Espessura de gordura subcutanea
(EGS) medida na regido entre as 12 e 13® costelas, quantifica a espessura de
gordura subcutanea sobre o musculo Longissimus, € expressa em milimetros
(mm), indica o grau de acabamento da carcaca, fator importante que determina a
gualidade da carne por proteger a carcaca no resfriamento e possui correlacédo
com o teor de gordura. Espessura de gordura de garupa (EGG) medida entre a
interseccdo dos musculos Gluteus medius e Biceps femoris localizada entre o ilio
e 0 isquio, é expressa em milimetros (mm), e também indica o grau de
acabamento da carcaca, relacionando precocidade de crescimento e acabamento.
Imagens em tempo real de ultrassom foram recolhidos usando 2 tipos de
dispositivos, dependendo da ocasido:Aloka 500V (Corometrics Medical Systems
Inc., Wallingford, CT) equipado com uma sonda linear de 17,2 cm e um transdutor
de 3,5 MHz (Aloka Co. Ltd., Toquio, Japao), e Pie Medical 401.347-Aquila (Esaote
Europa BV, Maastricht, Paises Baixos) equipado com uma sonda linear de 18 cm
e um transdutor de 3,5 MHz. As imagens foram armazenadas e, posteriormente,
interpretadas usando o programa Image Echo Visualizador 1,0 (Esatoe Europa

BV), com 1 casa decimal.
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2.3 Coleta Material Bioldgico

Foram colhidos 5mL de sangue de cada animal, por punc¢é&o da veia jugular,
utilizando-se tubos vacutainer contendo 7,5 mg de EDTA. Os tubos contendo as

amostras foram mantidos sob refrigeracdo até o momento da extracdo de DNA.

2.4 Andlises laboratoriais

As andlises foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —

Unesp / Jaboticabal — SP.

2.4.1 Extracéo de DNA

O DNA genbmico foi extraido seguindo-se o protocolo do laboratorio
descrito por Zadworny & Kuhnlein (1990). Cerca de 1.000 pyL de sangue foram
homogeneizados com 800 uL de tampéo TKM-1 e centrifugados por 15 minutos a
10.000 R.P.M. a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e
novamente homogeneizado com 2000 pL de tampdo TKM-1. Este processo foi
repetido até que se obtivesse um precipitado de coloracéo clara.

Logo em seguida, o sobrenadante foi descartado e homogeneizado com
1.000 uL de tampéo TKM-2 e 100 uL de SDS (20%). Os eppendorfs foram entéo
incubados em banho maria 55-62°C por 1 hora. Posteriormente, a solucéo foi
homogeneizada com 400 pL de NaCl (6M), e centrifugada por 20 minutos a 14.000
R.P.M. a temperatura ambiente. Cerca de 1.000 yL do sobrenadante foram
transferidos para um novo tubo eppendorf, homogeneizado com 700 pL de etanol
absoluto gelado, e centrifugado por 15 minutos a 14.000 R.P.M. a 4 ° C. O
sobrenadante foi descartado e, ao precipitado foram adicionados cerca de 700 uL
de etanol (70%). A solucéo foi centrifugada por 5 minutos a 14.000 R.P.M. a4 ° C.
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Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os tubos foram secados por
inversdo em papel toalha. O DNA foi ressuspendido em 100 pL de tampéo TE e

armazenado em freezer a 4 ° C, para posterior utilizacao.

2.4.2 Quantificagdo do DNA

A quantidade e qualidade do DNA foi verificada com uso do aparelho do
espectrofotdmetro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific, EUA, 2008) que € baseado
no DNA possuir pico de absorbancia de luz no comprimento 260 nm para
guantificacdo e para obter a pureza (260/280). As amostras foram utilizadas
somente quando obtinham valores de concentracdo maior ou igual a 100 ng/ pL,

grau de pureza de 1,8 e 2, e pureza maior que 2.

2.4.3 Iniciadores especificos

Os primers ACRP30 estéo localizados no éxon 1 do cromossomo BTA 1, o
OLR1 localizado no cromossomo 5 éxon 5 que corresponde a regido 3' nao
traduzida e, finalmente o PPARGC1 localizado cromossomo 6.(Quadro 1). Os
primers utilizados foram descritos na literatura para Bos taurus taurus conforme

guadro abaixo.

Quadro 1. Primes descritos para 0s genes.

Genes Primes utilizados Citacéo
ACRP30 F5..TCCCGTCTTCTGTCGCTGTTGTAA...3’ Morsci et al., 2006

R 3..TTTATTGCTGGACCATCCCTCCCA...5’ (GenBank DQ156119.1)
OLR1 F 5..AAGGCGAATCTATTGAGAGC...3’ Khatib et al., 2006

R 3'... ACTTCTCTGAAGTCCTGCA...5’ (GenBank NW215807)

PPARGC1 F5'..GCGAGCACGGTGTTACATTACTAAGGAGAGTTGGCTAG...3' Khatib et al., 2007
R 3..GTTGTGTTGCACTCAATGGAC...5 (GenBank AY547552)

*F- Forward, *R- Reverse
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2.4.4 Reagao em Cadeia de Polimerase

A reacdo de PCR foi realizada utilizando 100 ng de DNA gendmico, 1 ul na
concentracdo de 15 pmol de cada primer e o kit GoTag Green Master Mix
(Promega). As reacgfes de amplificacdo dos genes foram realizadas para volume
final de 15 pl. Utilizou-se o termociclador de gradiente C-1000 (Biorad) do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP-Jaboticabal.

Para cada gene foi feita uma PCR gradiente a fim de padronizar uma
temperatura ideal para anelamento de cada primer. No Quadro 2 podem ser

visualizadas as condi¢des de PCR para cada um dos genes estudados.

Quadro 2: Programa de amplificacdo para cada par de primers estudado.

Genes Desnaturagéo Desnaturagdo | Anelamento | Extenséo do Extenséo NUmero
inicial do DNA | do DNA do ciclo | dos Primers | DNA do ciclo | final do DNA | de ciclos
ACRP30 67°C - 45"
OLR1 95°C - 5' 95°C - 45" 56,6°C - 45" 72°C -1 72°C - 5' 30
o~ _ pEn
PPARGC1 58,8°C - 45

Uma aliquota de 3 pl de cada amostra juntamente com 2 yl de tampéo de
corrida (Gel Red) foi submetida a eletroforese em gel de agarose (2 %) em
solugéo de TBE 1 X (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM e Acido Borico 89 mM e pH
8,3) a 90 V e visualizados em transiluminador Gel-Doc (Bio-Rad) e analisado com
o “software Image Analyis” da Kodak para comprovar o tamanho do fragmento

amplificado.
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2.4.5 Técnica de RFLP (Polimorfismo do Comprimento do Fragmento
de Restric&o)

Para essa técnica foram utilizados 3 yL de produto de PCR, tampéo de
reacao na concentracdo de 1X, BSA na concentracéo de 1X,1U de enzima, e H20
miliQ para um volume final de 10 pL, os produtos de PCR foram digeridos com as
enzimas de restricado por 2 horas em Termociclador, as enzimas de restricdo foram
descritas na literatura juntamente com os pares de iniciadores especificos a cada

gene, seguindo os ciclos citados no Quadro 3.

Quadro 3. Enzimas de restricdo usadas para reconhecimento dos sitios de

restricao.
Nimero do Polimorfismos Enzimade Sitio de restricdo da | Temperatura
primer encontrados restricdo enzima de clivagem
ACRP30 TIC Bsrl Y Mencen o e
OLR1 AIC Pstl o gﬁlggf{é” 2 37°C
PPARGC1 AIC Nhel o gg;?g‘g e 37°C

Os produtos da digestdo dos genes ACRP30 e PGC1 foram separados em
gel de agarose (2%) em solucédo de TBE 1 X (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM e
Acido Boérico 89 mM e pH 8,3) a 90 V por 1 hora e 40 minutos, visualizados em
transiluminador Gel-Doc (Bio-Rad), analisado com o software Image Analyis da
Kodak e arquivados para genotipagem.

Para o gene OLR1, os produtos da digestdao foram separados durante
aproximadamente trés horas por eletroforese em gel de agarose a 4 %, porém, em
vista de um resultado mais claro, utilizou se a eletroforese em gel de poliacrilamida
a 8% (8 ml de acrilamida, 4 ml de TBE 10X, 40 ul de Temed,30 mL de H,O e 0,07
g de Persufato de amobnia), corados com Gel Red por trés horas. Apos
eletroforese por 3 horas a 48 mA, a revelagdo dos géis de poliacrilamida foi feita

com nitrato de prata, conforme protocolo abaixo:
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1. Agitacdo por 5 minutos em solugdo contendo 0,15 % de nitrato de prata
(AgNOs3), 20 % de alcool etanol, 1 % de acido acético glacial e 500 mL de agua
destilada.

2. Agitacdo por 5 minutos em solucao reveladora contendo 2,2 % de hidroxido de
sédio (NaOH), 0,5 % de formaldeido e 500 mL de agua destilada.

3. Agitacdo por 5 minutos em solucéo fixadora contendo 20 % de éalcool etanol,

1% de acido acético glacial e 500 mL de 4gua destilada.

2.5 Andlises Estatisticas

2.5.1 Frequéncias

As frequéncias génicas e genotipicas dos PCR-RFLPs observados nos
genes, ACRP30, OLR1 e PPARGC1 foram estimadas conforme o procedimento

descrito por Weir (1990), cujas equacdes sdo descritas a seguir:

Frequéncia Génica Frequéncia genotipica
oo N
FlAd4)=—=2
N
Sendo que:

NAA= NUmero de animais de gendtipo AA
NBB: Numero de animais de gendtipo BB
NAB = Numero de animais de gendtipo AB

N = NUmero total de animais da amostra
p = Frequéncia do alelo A

g = Frequéncia do alelo B
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2.5.2 Comparacdo das frequéncias génicas entre as trés linhas de
selecédo

Para comparar as frequéncias génicas entre as trés linhas de selec¢éao, foi
usado o Teste de Fisher para diferenciagcdo entre populacbes do programa
Genepop, versao 3.4 (http://genepop.curtin.edu.au/). O valor de P menor ou igual

a 0,05 foi considerado significativo.

2.5.3 Anédlise de associacdo entre os marcadores e as caracteristicas
de desenvolvimento ponderal e de carcaca

As andlises de associagdes entre os polimorfismos e as caracteristicas
foram feitas utilizando o PROC MIXED, do programa SAS/STAT 9.1.3 (SAS
Institute, Inc., Cary, NC, USA), descrito como:

y=XB+Zu+e,

onde y € um vetor de observacdes fenotipicas, X e Z sédo matrizes de incidéncia
associando o fixo e aleatério efeitos, respectivamente, para Y; 3 € um vetor de
efeitos fixos; u € um vetor de efeitos de touro e, e é um vetor de residuos.
Assumindo: E[y] = XB; E[u] = E[e]=0; V[u] = e 0% V[e]=Ix e 0?¢, onde E =
valor esperado, V = variancia, 0 4, = variancia do touro, o ?¢= variancia residual.
I=identidade da matrix, e Nu e N= numero de reprodutores e animais,
respectivamente.

O modelo incluiu o marcador molecular (ACRP30/Bsrl, OLR1/Pstl e
PPARGC1/Nhel), grupo contemporaneos (ano de nascimento x linha, 1, ..., 17),
sexo e més de nascimento (set, out, nov, dez) como efeitos classificatorios, idade
da mée e idade de registro, como covariaveis lineares e efeito de touro aleatoério
(1, ...,70). A corregdo dos testes de hipéteses para comparac¢des mdultiplas foi feita

pelo método de Bonferroni.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.1 Médias dos pesos e medidas das caracteristicas estudadas

As médias observadas dos pesos e medidas dos animais, dentro de cada
grupo de selecdo mostraram que a linha NeC apresentaram as menores médias
para caracteristicas de crescimento em relacdo as linhas NeS e NeT. A linha
selecdo apresentou médias mais altas para, altura ao sobreano da garupa das
fémeas (H550) e altura ao sobreano da garupa dos machos (H378), enquanto que
a linha tradicional apresentou médias mais altas para, peso ao nascimento (PN),
peso no desmame (P210), peso ao sobreano em fémeas (P550), peso ao
sobreano dos machos (P378), espessura de gordura da garupa (EGG), espessura
de gordura subcutanea (EGS) e area de olho de lombo (AOL), apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Médias observadas para cada caracteristica, em cada linha de selecéo.

Caracteristicas NeC NeS NeT

M DP M DP M DP
PN (kg) 25,12 (3,6) 32,05 (5,3) 32,23 (4,9)
P210 (kg) 158,54  (24) 190,7 (30,7) 197,80 (30,1)
P550 (kg) 253,86 (23,8) 312,55 (33,1) 315,03 (42,3)
H550 (cm) 127,42 (3,9) 134,81 (3,9 134,15 (4,6)
H378 (cm) 125,05 (2,8) 133,16 (5,0 133,01  (4,1)
P378 (kg) 280,15 (25,2) 351,84 (36,3) 357,12 (37,2)
AOL (cm?) 4541 (5,5) 46,64 (7,3) 49,36 (6,9)
EGS (mm) 1,67 (0,6) 1,76 (0,6) 1,78 (0,8)
EGG (mm) 3,98 (1,9 439 (1,9) 451 (1,9)

NeC= Linha Controle; NeS= Linha Selecdo; NeT= Linha Tradicional; M=média
para caracteristica; DP=desvio padrao para caracteristica.
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3.2 Qualidade e quantificacdo DNA

O DNA obtido nas extracbes mostrou-se de qualidade e concentracdes
semelhantes, livres de impurezas e solventes. Foram medidos através de
espectrofotdmetro a 260 nm (Figura 1) e também confirmadas através de corridas
em gel e agarose a 1,5 aplicando-se Gel Red e cerca de 2 pL da solucdo obtida
em gel de agarose 1,5%, preparado com tampéo T.B.E. na concentracdo de 1X
(Figura 2).

Figura 1 Amostra de DNA total verificada com uso do aparelho espectrofotdmetro
(Nanodrop 1000, Thermo Scientific, EUA, 2008).

Figura. 2. Amostras de DNA provenientes de animais da raca Nelore da Estacao
Experimental de Sertdozinho — IZ.
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3.3 Reagéo da Polimerase em Cadeia

Para o polimorfismo no gene ACRP30 descrito por Morsci et al., (2006) foi
observado um fragmento de 639 pb, para o polimorfismo no gene OLR1 descrito
por Khatib et al. (2006), a amplificagédo resultou num fragmento de 269 pb e, para
0 gene PPARGC1 obtivemos um fragmento de 358 pb conforme descrito por
Khatib et al., (2007). Os fragmentos obtidos podem ser visualizados nas Figuras 3,

4 e 5, respectivamente.

Figura 3. Fragmentos de 639 pb do gene ACRP30 amplificados por PCR com uso
de primes especificos em bovinos da raca Nelore.

Figura 4. Fragmentos de 269 pb do gene OLR1 amplificados por PCR com uso de
primes especificos em bovinos da raca Nelore.
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Figura 5. Fragmentos de 358 pb do gene PPARGC1 amplificados por PCR com
uso de primes especificos em bovinos da ra¢ca Nelore.

3.4 Genotipagem por RFLP (Polimorfismo de Comprimento de
Fragmento de Restri¢cao)

Para o gene ACRP30, que obteve seu amplicon de 639 pb, a utilizacdo da
enzima de restricdo Bsrl foi capaz de distinguir os trés genétipos formados pelo
polimorfismo T/C. O homozigoto TT pode ser verificado pela presenca da banda
de 455/184pb, o homozigoto CC pela banda de 351/184/104pb, enquanto o
heterozigoto TC pelas bandas de 455/351/184/104 pb, o fragmento de 184 pb

apresentou dificil visualizacdo em gel de agarose (Figura 6).

Figura 6. Representacdo dos 3 padrdes de migracao obtidos pela técnica de
PCR-RFLP/Bsrl para o gene ACRP30.
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Para, o gene OLR1, que obteve seu amplicon de 269 pb, a utilizagdo da
enzima de restricdo Pstl foi capaz de distinguir os trés gendtipos formados pelo
polimorfismo A/C. Foi obtido um fragmento de 269 pb para o homozigoto AA, um
fragmento de 254 pb para o homozigoto CC, e heterozigoto (269/254pb)

representando o gendtipo AC (Figura 7).

“

acdo obtidos pela técnica de PCR-

Figura 7 Representacdo dos 3 padrdes de migr
RFLP/Pstl para o gene OLR1.

Para o gene PPARGC1 que foi amplificado com 358 pb, utlizou-se a
enzima de restricdo Nhel, gerando fragmentos de 358 pb para os homozigotos
AA, 324 pb para o homozigoto CC, e fragmentos de 358 e 324 pb para o
heterozigoto AC (Figura 8).

Figura 8. Representacdo dos 3 padrbes de migracdo obtidos pela técnica de PCR-
RFLP/Nhel para o gene PPARGCL1.
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As frequéncias alélicas e genotipicas podem ser visualizadas na Tabela 2.

No presente estudo, para o marcador ACRP30/Bsrl a frequéncia do alelo T foi

maior na linhas NeC e NeS, enquanto o alelo C foi mais frequente na linha NeT.

Para o marcador OLR1/Pstl, a frequéncia do alelo C foi maior entre as trés linhas

de selecdo. Para o marcador PPARGC1/Nhel o alelo A obteve maior frequéncia

nas trés linhas de selecao.

Tabela 2. Frequéncias alélica e genotipica dos marcadores estudados na raca

Nelore e nas trés linhas de selecéo para crescimento.

Marcador/linha

Frequéncia Genotipica

Frequéncia Alélica

ACRP30/Bsrl TT TC CcC T C

NeC 0,41 0,24 0,35 0,53 0,47
NeS 0,42 0,22 0,36 0,53 0,47
NeT 0,34 0,16 0,50 0,42 0,58
OLR1/Pstl AA AC CcC A C

NeC 0,08 0,20 0,72 0,17 0,83
NeS 0,03 0,14 0,82 0,11 0,89
NeT 0,12 0,17 0,70 0,21 0,79
PPARGC1/Nhel AA AC CcC A C

NeC 0,69 0,17 0,13 0,78 0,22
NeS 0,49 0,38 0,13 0,68 0,32
NeT 0,39 0,49 0,12 0,63 0,37

NeC = Linha Controle; NeS = Linha Selec&o; NeT = Linha Tradicional

O Teste de Fisher revelou diferencas significantivas nas frequéncias
alélicas dos marcadores ACRP30/Bsrl e PPARGC1/Nhel nas linhas NeC e NeT.

Entre as linhas NeS e NeT as frequéncias alélicas dos marcadores ACRP30/Bsrl e

OLR1/Pstl foram significativamente diferentes, enquanto que para o marcador

PPARGC1/Nhel houve diferenga significativa apenas entre as linhas NeC e NeS

(Tabela 3).
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Diferencas entre a linha NeT e as outras linhas (NeC e NeS) podem ser
atribuidas ao esquema de selecdo. As linhas NeC e NeS séo linhas de selecéo
fechadas onde todos os animais s&o descendentes da linha ancestral de 1978
formada no proprio Instituto de Zootecnia. A linha NeT, por outro lado, recebeu
eventualmente touros provados de linhas comerciais. Porém, era esperado que a
linha NeC apresentasse as maiores diferencas em relacdo as duas linhas

selecionadas, fato que néo foi observado.

Tabela 3. Valores de P obtidos pelo Teste de Fisher para a comparacgéo dos pares
de populacdes de frequéncias alélicas entre as trés linhas de selecéo.

Pares de Populacdes P

ACRP30/ Bsrl OLR1/Pstl PPARGC1/Nhel
NeC vs NeT <0.007 0.42 <0.0003
NeC vs NeS 0.92 0.27 <0.01
NeS vc NeT <0.0002 <0.007 0.19

NeC = Linha Controle; NeS = Linha Selecéo; NeT = Linha Tradicional

3.5.2 Analise de associacdes de caracteristicas de crescimento e
carcaca

O polimorfismo encontrado no presente estudo para ACRP30/Bsrl foi
responsavel pela troca de base de um T/C no éxonl e esta ligado a sintese
metabdlica e expressdo no tecido adiposo. De acordo com os resultados das
analises de associacdo com as caracteristicas fenotipicas o marcador
ACRP30/Bsrl teve efeito significativo para a caracteristica espessura de gordura
subcutanea, relacionada a composicao da carcaca (Tabela 4). Essa caracteristica
apresentou relevancia em estudo realizado por Morsci et al. (2006), onde foi
afetado o marmoreio, area de olho de lombo e, espessura de gordura subcutanea
para bovinos da ragca Angus, sugerindo que este gene é um importante candidato

para as caracteristicas de produgdo animal. Apds a aplicagdo da correcdo de
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Bonferroni para manutencéo da taxa de erro nos testes estatisticos, os valores
foram considerados ndo significativos para associacdes entre o polimorfismo e as
caracteristicas relacionadas a composicdo da carcaca e caracteristicas de
crescimento.

Em suinos, foram encontrados efeitos significativos para o marcador
ACRP30/Acyl, neste caso houve uma substituicdo de A/G (DAI et al., 2006). O
polimorfismo descrito por Fang et al. (2011), sugerem que o gene ACRP30, pode
ser considerado marcador genético para indices de crescimento em cabras.

De acordo com os resultados das andlises de associa¢do entre o marcador
OLR1/Pstl e as caracteristicas avaliadas, foram observados, valores significativos
para as caracteristicas de peso ao desmame, altura ao sobreano em machos,
espessura de gordura subcutanea e espessura de gordura de garupa (Tabela 4).
Porém, apos a aplicacdo da correcado de Bonferroni para manutencao da taxa de
erro nos testes estatisticos, o valor foi considerado nao significativo para
associacoes entre o polimorfismo e as caracteristicas relacionadas a composicao
da carcaca e caracteristicas de crescimento.

OLR1/Pstl , relatado por Khatib et al. (2006), mostra efeitos significativos
sobre a producéo de gordura no leite em bovinos da raca Holandesa. Komisarek
et al. (2009) volta a confirmar em seu estudo, que um efeito positivo do alelo C em
bovinos da raga holandesa, tem relevancia sobre a producdo de gordura do leite.
O mecanismo pelo qual o polimorfismo no gene OLR1 influencia na producao
gordura do leite, pode ser baseada na eficiéncia do receptor de lipoproteina
circulante no sangue.

Os resultados das andlises para associagdo com as caracteristicas
fenotipicas e o marcador PPARGC1/Nhel, foi ndo significativa para associacdes
entre o polimorfismo e as caracteristicas relacionadas a composicéo da carcaca e
caracteristicas de crescimento, como mostra a tabela 4.

Para o gene PPARGC1/Nhel houve troca de A/C, Khatib et al. (2007)
encontraram associacdes significativas dos genotipos para importantes

caracteristicas, como composicdo de gordura no leite. Weikard et al. (2005),
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estudaram os efeitos dos genoétipos sobre 0 aumento na producdo de leite em
gado Holandés, onde o gendtipo heterozigoto AC apresentou maior meédia na
producéo total de gordura do leite.

Importantes caracteristicas de qualidade de carcaca foram observados em
suinos por Lee et al. (2012), sugerindo que PPARGC1 pode ser um gene
candidato & deposi¢cdo de gordura subcutanea. Nesse estudo as frequéncias do
alelo A e C em suinos, foram similares ao nosso estudo, onde foi demonstrado
gue o gendtipo CC teve efeito positivo na qualidade de carcaca dos animais.
Suinos de diferentes racas apresentaram, associacfes significantes para

caracteristicas de qualidade da carne e fibras musculares (LEE et al., 2012).
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Tabela 4. Valores nominais de P, medias dos minimos quadrados e erro padrdo (em parénteses) obtidos para os marcadores
ACRP30/ Bsrl , OLR1/ Pstl e PPARGC1/ Nhel em caracteristicas de crescimento e carcaga.

Marcador Caracteristicas
PN P210 P550 H550 P378 H378 AOL EGG EGS
(kg) (kg) (kg) (cm) (k9) (cm) (cm?) (mm) (mm)
ACRP30/ Bsrl
P 0,08 0,80 0,78 0,29 0,68 0,51 0,86 0,40 0,01
TT 31,80 191,67 293,11 132,31 342,02 131,97 47,26 4,47 1,51
(0,63) (4,25) (4,89) (0,65) (12,74) (2,30 (1,40) (0,35) (0,16)
TC 32,34 189,25 289,84 131,41 352,76 133,75 47,25 3,99 1,17
(0,73) (4,72) (5,37) (0,71) (16,62) (1,69) (1,66) (0,42) (0,19)
CcC 31,11 189,64 291,94 131,31 350,37 132,74 47,86 4,41 1,70
(0,57) (3,73) (4,28) (0,63 (12,26) (1,25 (1,26) (0,31) (0,15)
OLR1/ Pstl
P 0,17 0,01 0,37 0,74 0,18 0,03 0,60 0,04 0,05
AA 32,62 199,85 297,26 132,19 363,49 134,99 48,36 4,68 1,72
(0,85) (5,48) (6,62) (0,87) (15,85) (1,61) (1,72) (0,43) (0,20)
AC 31,50 183,83 288,60 131,56 335,92 130,84 46,66 4,32 1,35
(0,67) (4,44) (5,07) (0,67) (14,25) (1,46 (1,49) (0,37) (0,18)
CcC 31,23 186,88 289,03 131,64 345,74 132,64 47,35 3,86 1,31
(0,51) (3,40) (3,95) (0,56) (11,19) (1,14 (1,16) (0,29) (014)
PPARGC1/ Nhel
P 0,16 0,36 0,61 0,63 0,31 0,72 0,65 0,64 0,68
AA 32,13 192,97 292,88 131,86 357,93 133,27 47,54 4,38 1,48
(0,55) (3,65) (4,36) (0,58) (11,92) (1,22) (1,28) (0,32) (0,15)
AC 32,23 190,09 288,68 132,05 345,18 132,48 48,11 4,41 1,53
(0,61) (4,08) (4,65) (0,61) (13,04) (1,33) (1,34) (0,33) (0,16)
CcC 30,98 187,49 288,61 131,44 342,05 132,71 46,71 4,07 1,37
(0,76) (4,93) (5,54) (0,73) (15,63) (1,59) (1,68) (0,43) (0,20)

PN: peso ao nascer; P210: peso no desmame; P550: peso ao sobreano das fémeas; H550: altura ao sobreano da garupa das
fémeas; P378: peso ao sobreano dos machos; H378: altura ao sobreano da garupa dos machos; AOL: area de olho de lombo;
EGG: espessura de gordura da garupa; EGS: espessura de gordura subcutanea.
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4 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados podemos concluir que:

Polimorfismos encontrados em Bos taurus taurus nos genes ACRP30,
OLR1 e PPARGC1, foram confirmados em Bos taurus indicus, sendo que, a
relacdo polimorfismo x associacdo com caracteristica de interesse em bovinos
Nelore, podem ndo apresentar as mesmas relevancias que as constatadas em
Bos taurus taurus.

Em razdo de testes feitos para correcdo de erros nas analises, 0s genes
para marcadores estudados, ACRP30/Bsrl, OLR1/Pstl e PPARGC1/Nhel, nao
apresentaram valores significantes para a ganho nas caracteristicas avaliadas
para efeitos nas linhas de selecdo. Sendo assim, conclui-se que estes marcadores
ndo sdo adequados para a utilizacdo em selecdo assistida por marcadores ou
selecado gendmica de caracteristicas de crescimento e carcaga, em programas de
melhoramento. Estudos posteriores analisando outros polimorfismos nos genes
ACRP30, OLR1 e PPARGC1, talvez possam influenciar nas caracteristicas de

crescimento e carcaga, em bovinos da raga Nelore.
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