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ANALISE DE POLIMORFISMOS EM GENES DO EIXO SOMATOTROPICO EM BOVINOS
NELORE SELECIONADOS PARA CRESCIMENTO

RESUMO - Os marcadores genéticos podem auxiliar na selecdo em
caracteristicas de importancia econémica com a definicdo de regibes no DNA que
expliguem propor¢cdes de sua variacdo. Este estudo teve como objetivo verificar a
existéncia dos polimorfismos GH1 g.1047T>C, POUL1F1 c.577C>A, GHR g.229T>C e
GHR g.257A>G em bovinos Nelore pertencentes ao programa de selecao da Estacao
Experimental de Zootecnia de Sertdozinho-SP, avaliar a influéncia da selecdo para
peso sobre estes polimorfismos, além de, analisar suas associa¢cdes com 0 peso
corporal em diferentes idades, altura na garupa ao ano e ao sobreano, espessura de
gordura na carcaca e area de olho de lombo. Foram genotipados 645 animais por PCR-
RFLP. As analises de associacdo foram realizadas com a técnica dos modelos mistos,
considerando o efeito de dois marcadores e a interacdo entre 0s mesmos. Apenas 0S
marcadores GH1 g.1047T>C e GHR @.229T>C foram polimorficos, no entanto nédo
estdo sobre efeito da sele¢édo aplicada ao rebanho. Foi observada associagdo do
marcador GHR g.229T>C com a area de olho de lombo (p<0,03) e efeito da interacdo
entre os marcadores sobre o peso corporal de fémeas aos 550 dias de idade (p<0,04).
Assim, o marcador GHR g.229T>C caracteriza um potencial instrumento de auxilio para
a selecéo nesse rebanho e o efeito de interacdo deve ser considerado em situagdes em
gue seja conhecida a interatividade entre dois genes.

Palavras Chave: frequéncia alélica, GH, GHR, genes candidatos, POU1F1, selecéo.
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ANALYSIS OF POLYMORPHISMS IN GENES OF THE SOMATOTROPIC AXIS IN
NELLORE CATTLE SELECTED FOR GROWTH

ABSTRACT - The genetic markers can assist the selection of economic
important traits with the definition of DNA regions that explain part of the trait variation.
This work has the aim to verify the presence of polymorphisms GH1 g.1047T>C,
POU1F1 ¢.577C>A, GHR @.229T>C and GHR ¢.257A>G in Nellore cattle from the
selection program of Animal Science Experimental Station, Sertdozinho-SP, evaluate
the influence of the growth selection in these polymorphisms and analyze their
association with body weight at different ages, hump height at 378 days and 550 days,
carcass fat thickness and rib eye area. 645 animals were genotyped by PCR-RFLP.
The association analyses were performed using the mixed model considering the two
markers effect and the interaction among markers. Only the markers GH1 ¢g.1047T>C
and GHR g.229T>C were polymorphic, however they were no under effect of the
selection. It was observed association between the marker GHR g.229T>C and the trait
rib eye area (p<0,03) and effect the interaction among the two markers with the dam
body weight at 550 days of age (p<0,04). Therefore, the marker GHR g.229T>C can be
a potential tool to assist selection of females in this herd. The interaction effect may be

considered in the cases that the interaction between the genes is known.

Keywords: Allelic frequencies, GH, GHR, candidate genes, POU1F1, selection



1. INTRODUCAO

Os meétodos convencionais de selecdo, aplicados em programas de avaliacdo
genética de bovinos, buscam estimar o valor genético de cada animal baseado em
informacgdes fenotipicas do proprio individuo, de seus ancestrais e colaterais por meio
do grau de parentesco entre eles. Embora o objetivo de cada programa de sele¢éo seja
identificar animais geneticamente superiores, as informacdes genotipicas ndo sao
usualmente incorporadas as metodologias de avaliagdo. Os recentes avangos em
tecnologias moleculares possibilitam a identificacdo de variagcbes na sequéncia de
nucleotideos da molécula de DNA que possam ser considerados como marcadores
genéticos para caracteristicas de importancia econémica e venham a auxiliar o método
convencional de avaliagdo genética em uma raca.

A selecdo direcional aplicada a uma populacdo animal tende a alterar as
frequéncias alélicas e genotipicas em genes associados aos critérios de selecdo, de
forma definitiva e acumulativa, mesmo quando efetuada sem o conhecimento de quais
sejam esses genes (HAYES et al., 2006). Portanto, a identificacdo de regibes no
genoma que tenham suas frequéncias afetadas pela sele¢éo, equivale a uma maneira
de busca por QTL (Quantitative trait loci — loci de caracteristicas quantitativas) para as
caracteristicas que estejam sendo selecionadas. A Estacdo Experimental de Zootecnia
de Sertdozinho (EEZS) mantém, desde 1980, um programa experimental de selecdo
para crescimento com a raca Nelore, o qual permite a comparacao de frequéncias
alélicas e genotipicas entre diferentes linhas de selecédo, afim de, identificar regides
génicas que estejam sob a influéncia da selecéo.

A utilizacdo dos genes candidatos equivale a uma maneira estratégica de
identificar regides gendmicas que estejam sob efeito da selecdo aplicada ao rebanho da
EEZS. A escolha de um gene como candidato, para alguma caracteristica, leva em
consideracdo a importancia do fator bioldgico codificado por este gene na caracteristica

em questdo. O horménio do crescimento (GH), e fatores codificados por outros genes



que junto a ele compdem o0 eixo somatotropico sd@o cruciais para 0 crescimento
propriamente dito e desenvolvimento muscular animal. Sendo assim, as regides que
codificam tais fatores, correspondem a genes candidatos interessantes de serem
analisados nos animais selecionados para caracteristicas de crescimento da EEZS.

O gene GH1 que codifica 0 horménio do crescimento apresenta dentre o0s
polimorfismos descritos na literatura, uma mutag¢ao no intron 3 denominada g.1047T>C,
que caracteriza-se por frequéncias alélicas inversas entre racas taurinas e indianas,
supostamente devido ao efeito adaptativo dos alelos as regides geograficas na qual a
populagcédo se estabeleceu (LAGZIEL et al., 2000). Este polimorfismo ja foi associado
com niveis de ganho de peso em idades tardias na raca Nelore (UNANIAM et al. 2000).
O gene POULF1 que codifica o fator de transcricdo especifico do horménio GH,
também ja foi descrito como polimorfico em bovinos. HUANG et al. (2008) encontrou o
polimorfismo ¢.577C>A no exon 3 deste gene, que gera uma substituicdo de
aminoacido na proteina e expressa efeito na producdo de leite e longevidade em
bovinos leiteiros. O gene GHR, codifica a proteina receptora do horménio do
crescimento, de localiza¢do transmembranica nas células em que esse horménio atua.
O exon 10 que equivale a regido deste gene que codifica a por¢ao citoplasmatica da
proteina teve alguns polimorfismos descritos em sua sequéncia na raca Angus por GE
et al. (2003). Dentre eles, os polimorfismos g.229T>C e g.257A>G relativamente
proximos e capazes de serem analisados em um mesmo produto de PCR. Sendo o
SNP GHR ¢.229T>C uma mutacao silenciosa, enquanto o SNP GHR g.257A>G resulta
em uma substituicdo de aminoacidos na proteina.

Diante do exposto, a genotipagem dos animas da EEZS para estes
polimorfismos nos genes GH1, POU1F1 e GHR torna-se interessante por tratar de um
polimorfismo com propriedade de caracterizagcdo da conservacao genotipica das racas
indianas (GH1 g.1047T>C). Dois polimorfismos funcionais nunca antes estudados na
raca Nelore (POU1F1l c.577C>A e GHR g.257A>G) e uma mutacao que apesar de
silenciosa ja expressou segundo WATERS et al. (2010) associagdo com caracteristicas

de crescimento, inclusive altura, em bovinos da raca Holandesa (GHR g.229T>C).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Importancia das racas zebuinas na pecuéria nacional.

A bovinocultura, especialmente a de corte, fez-se presente no Brasil desde o
periodo colonial com ragas taurinas (Bos taurus taurus) de origem portuguesa (Mértola,
Alentejana, Arouquesa, Barrosd, Minhota e Mirandesa) que se tornaram as racas
crioulas e, atualmente consideradas nativas (PRIMO, 2000). A introducdo de racas
zebuinas (Bos taurus indicus) ocorreu no mesmo periodo, devido ao dominio territorial
de Portugal sobre regides da Africa e india que tornava possivel o intercambio entre
produtos destes paises com o Brasil (PARDI et al.,, 1996). As racas indianas
encontraram aqui ambiente similar ao de seus paises de origem, o que alavancou a
multiplicacdo do plantel zebuino nas faixas tropicais brasileiras em um curto intervalo de
tempo. Atualmente as racas zebuinas predominam no sistema de producdo de corte,
sendo que, sua adaptacao ao clima tropical permitiu ao Brasil chegar ao maior rebanho
comercial do mundo.

A localizacdo da maior parte do territério brasileiro em zona tropical e a
predominancia de sistemas de produc¢éo extensivos sdo fatores causadores de estresse
gue comprometem a adaptabilidade de muitas racas taurinas. CARVALHO et al. (1995)
conduziram um experimento envolvendo zebuinos, taurinos da raca Simental
importados e nativos oriundos de cruzamento absorvente com Nelore para avaliar o
efeito fisiologico do estresse térmico em taurinos e zebuinos. Os animais foram
submetidos a caminhadas de 7 km nas condi¢bes climaticas brasileiras, temperaturas
entre 23 a 45°C e umidade relativa do ar de 60 a 65%. Os autores relataram a
manifestacdo de sintomas de estresse térmico extremo nos animais importados,
impossibilitando o término do percurso. Os taurinos nativos, embora capazes de

completar o percurso, apresentaram taxas respiratorias e temperatura retal muito
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superior as apresentadas por zebuinos, indicando a dificuldade de taurinos em dissipar
calor corporal em ambiente tropical.

A utilizacdo de racas ndo adaptadas a altas temperaturas torna-se inviavel na
zona climatica tropical na qual estd a maior parte do territério brasileiro. Entre os
principais efeitos do estresse térmico no metabolismo animal destaca-se a alteracdo na
secrecdo hormonal. A redugcdo da secrecdo de hormbnios com funcdes bioldgicas
associadas a producao de leite e carne consequentemente inibe a expressao do real
potencial produtivo de um animal (MORAIS et al., 2008). As ragas de origem indiana
adaptam-se ao clima tropical por apresentarem epiderme altamente pigmentada
combinada a pelos brancos ou claros na maioria das racas, combinagdo mais adequada
para a resisténcia a radiacao solar (SILVA et al., 2001).

Dentre as racas de origem indiana, a raca Nelore € a principal e mais nimerosa
na bovinocultura nacional, sendo a raga a qual se direciona a maioria dos programas de
avaliagdo genética existentes no pais. Essencialmente produtora de carne, a raca
Nelore possui superioridades particulares em relacdo as demais ragas zebuinas, como
resisténcia natural a carrapatos (TEODORO et al, 2004), menor taxa de mortalidade pré
desmame e vigor do bezerro (RILEY et al., 2001), além de baixa frequéncia de partos
distocicos em situacdes de reproducdo natural. Segundo ALENCAR et al. (1999) as
fémeas Nelore possivelmente possuam um mecanismo de expulsdo do feto antes que
esse se torne excessivamente grande e possa causar complicacdes no parto, hipotese
esta levantada apds constatarem periodos de gestacao inversamente proporcionais ao
peso dos bezerros.

Os principais objetivos de selecdo adotados na bovinocultura de corte, sob o
auxilio dos programas de avaliacdo genética, sdo os aumentos dos pesos e do ganho
em peso, por sua ligacdo direta com o retorno financeiro. Segundo SAINZ et al. (2005),
apesar da carcaca Nelore apresentar a composicdo dentro dos padrbes de exigéncia
considerados pelo mercado brasileiro, existem ainda grandes variagbes quantitativas e
qualitativas nas carcacas produzidas por essa raca, mesmo dentro de rebanhos. Do
ponto de vista do melhoramento genético, a existéncia de variabilidade para essas

caracteristicas evidencia a possibilidade de melhorias. O desafio em adequar a carcaca



bovina a padrbes desejaveis pela industria frigorifica caracteriza uma maneira,
complementar aos ganhos em peso, de elevar a valorizagdo da carcaca de bovinos

Nelore através da selecao.

2.2. Rebanho da EEZS (Estacéo Experimental de Zootecnia de Sertdozinho)

Em 1976 a Estacdo Experimental de Zootecnia de Sertdozinho — (EEZS) teve a
iniciativa de realizar um experimento de selegdo com bovinos no Brasil, com o intuito de
avaliar as respostas diretas a selecdo para peso nas principais racas de interesse nos
tropicos. Em 1980 foram estabelecidas no rebanho Nelore, as linhas Nelore selecéo
(NeS), Nelore Tradicional (NeT) nas quais seria realizado a selecado para maior peso
corporal ao ano e sobreano, e a linha Nelore Controle (NeC) em que se aplicaria
diferencial de selecdo nulo para a mesma caracteristica. As linhas NeS e NeT
inicialmente diferiam pela idade das fémeas utilizadas para a formagéo dos rebanhos,
sendo que as do rebanho NeS eram mais jovens. Posteriormente somou-se as
diferencgas entre essas duas linhas o fato que eventualmente o rebanho NeT recebeu
reprodutores pertencentes a outras linhas e também touros oriundos de rebanhos
comerciais, enquanto a linha NeS, assim como a linha NeC, manteve-se fechada.

Os animais utilizados na formacdo dos rebanhos eram representativos do
rebanho pertencente a EEZS registrados desde 1937 e das principais linhagens
comerciais existentes na época. Maiores detalhes quanto a formacdo dos rebanhos
estdo descritos em RAZOOK et al. (1988). A preocupacdo com o coeficiente de
endogamia, devido ao namero limitado de animais por rebanho, levou ao cuidado de
selecionar no maximo dois touros filhos de um mesmo reprodutor por estacdo de monta
e manter touros em servico por apenas duas estacbes (MERCADANTE et al., 2002).
Segundo MERCADANTE & RAZOOK (2010), os coeficientes de endogamia
apresentados nos rebanhos NeC e NeS, 4,0 e 4,3 respectivamente, ndo sé&o
considerados altos e evidenciam a eficiéncia do método de substituicdo de touros e

definicdo de acasalamentos.



A estacdo de monta de trés meses a qual os animais sdo submetidos visa a
formagéo de grupos de contemporéaneos que diminuam a interferéncia do ambiente. Os
reprodutores a serem utilizados em cada linha de selecdo s&o selecionados com base
no peso padronizado para 378 dias de idade (P378), ao término da prova de ganho em
peso, que se inicia apés o desmame e termina depois de 168 dias, quando esses
animais terdo aproximadamente 12,5 meses de idade. As fémeas sdo mantidas a pasto
até a idade de 18 meses, quando séo selecionadas pelo peso padronizado para 550
dias de idade (P550).

A manutencdo do rebanho controle em um experimento de selecdo melhora em
precisdo a andlise de eficiéncia da sele¢cdo no melhoramento, uma vez que possibilita
decompor melhor a mudanca genética e as mudancas nas condicbes de ambiente
(FALCONER & MACKAY, 1996). O experimento de selecdo mantido até os dias atuais
fornece oportunidade de monitoramento da resposta direta a selecdo aplicada, assim
como das respostas correlacionadas. Varios estudos realizados com animais da EEZS
(RAZOOK et al., 1993; CYRILLO et al., 2000; MERCADANTE et al., 2004) usam as
diferencas significativas (P < 0,01) das médias de P378 e P550 entre os rebanhos,
como evidéncia da eficiéncia da selecao direta para peso e da diferenga genética entre
0os rebanhos selecionados e o rebanho controle. A comparacdo entre as médias
fenotipicas observadas no inicio do projeto de selecdo e as médias fenotipicas
observadas no ano de 2003 revelou a mudanca fenotipica de -3Kg e 39Kg para o peso
dos machos aos 378 dias no rebanho NeC e NeS respectivamente. Em fémeas a
mudanca fenotipica observada para P550 na mesma ocasido foi de 21Kg e 71Kg nos
rebanhos NeC e NeS (MERCADANTE & RAZOOK, 2010).

Embora o critério de selecdo tenha se mantido o mesmo desde o inicio do
programa, outras caracteristicas, como peso em diferentes idades, eficiéncia
reprodutiva e composicdo de carcaca tém sido mensuradas em todos os rebanhos
desde 1985 para estudos de associacdo com as caracteristicas de selecdo direta.
Existem estudos destacando como respostas correlacionadas positivas, os diferenciais
secundarios nas dimensofes de varias regides corporais e perimetro escrotal (CYRILLO

et al., 2000); as taxas de crescimento durante o estagio de terminacdo, o peso dos



cortes no quarto traseiro e a forca de cisalhamento (BONILHA et al., 2007); e o
tamanho da carcaca, area de olho de lombo, peso de carcaca quente e fria (VITTORI et
al., 2006; BONILHA et al., 2008). A selecdo para maiores pesos ndo afetou as
caracteristicas reprodutivas das fémeas, como dias para o parto, sucesso de parto e
habilidade de permanéncia no rebanho até cinco anos de idade, indicando que a
selecdo para crescimento ndo teve como resposta correlacionada, efeitos deletérios no
desempenho reprodutivo das fémeas (MERCADANTE et al., 2003; MERCADANTE et
al., 2004).

O efeito da selecdo sobre a frequéncia alélica em um locus que afete uma
caracteristica é lento quando um numero muito grande de loci influenciam o caréater e
cada um deles tem pequeno efeito, tanto que, a estimacéo dos efeitos do locus sobre a
caracteristica pode ser negligenciado nesses casos, exceto para a selecdo no longo
prazo (RESENDE, 2008). O médio prazo ao qual o programa de selecdo vem sendo
mantido na EEZS, possibilita a avaliacdo das frequéncias destes polimorfismos em
cada rebanho a analise de efeitos dos polimorfismos génicos nas caracteristicas
selecionadas. Esta Optica tem motivado estudos de frequéncias alélicas e genotipicas
entre os rebanhos na busca de marcadores moleculares para caracteristicas de
interesse econdmico. AYRES et al. (2010) relataram diferencas significativas entre o
rebanho NeT e os demais, quanto as frequéncias de um polimorfismo no gene FABP4,
assim como diferencas nas frequéncias entre os rebanhos NeT e NeS para um
polimorfismo no gene TFAM. SOUZA et al. (2010) descreveram diferencas significativas
no NeC em relagdo aos rebanhos selecionados quanto a um polimorfismo no gene
DGAT1. No entanto nenhum dos referidos autores encontrou associacdo destes

polimorfismos com os pesos adotados como critério de selecéo.

2.3. Marcadores genéticos

A utilizacdo de marcadores genéticos em bovinos antecede a elucidacdo da
estrutura da cadeia de DNA. Uma década antes de tal feito STORMONT & CUMLEY



(1943) ja conseguiam identificar variacbes em antigenos eritrocitarios por meio de
reacOes de coagulacao e estudar a segregacao de cada fenétipo na populacédo. Embora
ndo fosse conhecido ainda o efeito dos genes sob tal variagdo, existia a inferéncia
fundamentada em resultados cientificos, quanto a molécula de DNA regendo a
formacédo de proteinas e enzimas assim como as altera¢cdes em sua constituicdo. Ainda
antes do desenvolvimento de técnicas de andlise direta do DNA, as variacbes
estruturais em proteinas analisadas por técnicas de eletroforese foram utilizadas como
marcadores. A compreensédo dos principios de hereditariedade, aplicados aos estudos
de heranca das formas variantes de composicdo das proteinas, permitiu que estas
fossem consideradas marcadores genéticos.

Desde a utilizacdo das proteinas, até o uso de variacbes na propria cadeia de
DNA como marcadores moleculares destacam-se, no contexto historico, a elucidacao
da estrutura da cadeia de DNA feita por WATSON & CRICK (1953); o desenvolvimento
de técnicas para identificar aminoacidos especificos na cadeia polipeptidica por volta de
1956; a identificacdo de trés nucleotideos compondo um coédon e gerando um
aminoacido (CRICK et al., 1961); e a decifra completa do cédigo genético por volta de
1966. Tais descobertas tornaram possivel associar os polimorfismos ao longo da
molécula de DNA com variacbes nos produtos transcritos. Atualmente, existem varios
métodos e tecnologias para a manipulacdo do DNA e identificagdo de mutacdes em sua
extensdo, sendo que a utilizagcdo de DNA confere vantagens em relacdo ao uso de
proteinas, por serem mais informativos e estaveis.

As mutacdes existentes ao longo da molécula de DNA séo oriundas de delegbes,
insercdes ou substituicdes de bases que ocorreram em alguma fase na historia
evolutiva de uma populagdo e passaram a segregar nesta populagcdo na forma de
heranca mendeliana, caracterizando-se como um marcador genético. E importante
ressaltar essas mutacdes podem estar em uma regido no DNA que ndo codifique uma
proteina, ou ainda, estar em uma regido codificante e nao alterar o produto de
transcricdo devido a propriedade degenerada do codigo genético. Contudo, o
levantamento destes polimorfismos em uma categoria animal, independente de sua

localizacdo, permite inferéncia quanto a variabilidade genética entre individuos ou racas



e tem aplicacbes Uteis em muitos aspectos, como na caracterizacdo populacional
(OUBORG et al., 1999; FALEIRO, 2011).

Na pecuéria, a utilizacdo de marcadores possibilita além da caracterizacao
populacional, a identificacdo de regides génicas com variantes deletérias ou associadas
a enfermidades, teste de paternidade, rastreamento de produtos de origem animal e
auxilio a selecdo de progenitores com o método que recebe o nome de Selecdo
Assistida por Marcadores (MAS). Contudo, ndo existe até 0 momento um mapeamento
preciso de quais sdo os pontos, do genoma bovino, associados a cada expressao
fenotipica de interesse e que torne possivel a utilizacdo de informacfes moleculares
como critério de selecao.

A selecdo assistida por marcadores traz para 0os métodos convencionais de
selecdo, a possibilidade de ganhos genéticos com a identificacdo de animais
geneticamente superiores em idades jovens, possibilidade de selecdo em ambos os
sexos em caracteristicas limitadas a um sexo, antecipacdo na selegcédo para caracteres
de dificil mensuracdo ou mensuracdo tardia, além de ser uma forma de elevar a
acurdcia de sele¢do. As caracteristicas de baixa herdabilidade sdo mais susceptiveis ao
aumento no ganho genético com introducao de informagBes moleculares que aquelas
com herdabilidade alta, para as quais os métodos tradicionais ja sdo altamente
eficazes. A eficacia em aumentar o ganho genético com a utilizagcdo de marcadores
moleculares é inversamente proporcional a dos métodos convencionais (DEKKERS,
2004).

A identificacdo de mutagBes que se associem a caracteristicas cujos fenétipos
observados apresentam segregacdo mendeliana caracteriza-se em um processo
simples, uma vez que, a co-segregacao entre fenotipo e marcador molecular pode ser
analisada diretamente (FALEIRO et al., 2003). Esta abordagem pode ser utilizada para
0 mapeamento de muta¢cdes associadas a coloracdo da pelagem, diagndstico e controle
de doencas genéticas, presenca ou auséncia de chifres, ou seja, variaveis qualitativas.
Em relagdo as variaveis quantitativas, os resultados do rastreamento genético seréo
propor¢cdes da variacao fenotipica explicaveis pelo efeito de um marcador de forma

isolada ou conjunta (FALEIRO et al., 2003). As regibes génicas capazes de explicar
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propor¢cdes na variagdo de caracteristicas quantitativas recebem o nome de QTL. A
dificuldade na identificagdo de um QTL reside no fato de que as caracteristicas
guantitativas sao influenciadas por muitos loci de pequeno efeito e poucos locus de
efeito pronunciado (HAYES & GODDARD, 2001).

O termo QTL equivale a uma associacdo estatistica entre uma regido do genoma
e um carater. A utilizacdo de marcadores polimorficos nos cromossomos serve como
uma forma de rastreamento dessas regides baseado na ligacdo génica entre o
marcador e o QTL. A identificacdo de marcadores adjacentes permite estimar a posi¢éo
e efeito de um QTL que esteja entre eles por andlise da frequéncia de recombinacéo e
é fundamental para a construcdo dos mapas de ligacdo (RESENDE, 2008). Segundo o
mesmo autor, praticas mais modestas, com a utilizacdo de apenas um marcador
permitem a deteccdo de um QTL com métodos estatisticos simples, embora nédo
possam determinar a posicdo do mesmo. Uma vez que um marcador esteja préximo o
suficiente de um QTL para captar os seus efeitos sobre uma expressao e auxiliar na
selecdo, a sua utilizacdo equivale em importancia a utilizagdo do proprio QTL.

A classificagdo de um marcador molecular quanto a sua forma de efeito sobre a
variacdo de uma caracteristica, discrimina os marcadores em duas categorias,
marcadores diretos e marcadores indiretos. Um polimorfismo dentro de um gene e que
sua mutagdo gere alteragdo no produto transcrito capaz de explicar diretamente uma
mudanca na expressao fenotipica, ou seja, um polimorfismo funcional seria o
polimorfismo considerado como marcador direto. A utilizacdo de marcadores diretos
corresponderia ao estudo entre causa (QTL) e efeito (carater). Os marcadores indiretos
sdo aqueles para os quais € ignorada a possibilidade de serem eles causativos da
variacao fenotipica, mas que estejam em estreita associacdo com o QTL influente sobre
tal variacdo (DEKKERS, 2004). Segundo DEKKERS & VAN DER WERF (2007) a
utilizacdo de um marcador direto confere vantagens em relacdo a marcadores indiretos
pelo maior poder estatistico, ampla aplicabilidade e baixo custo. Porém, a comprovacgao
de um polimorfismo como funcional ndo é tdo comum para caracteres poligénicos como

em caracteres influenciados por um Unico ou poucos genes (ANDERSSON, 2001).
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Existem atualmente varios métodos para a identificagdo de mutagcbes que
acometem um locus, a escolha de qual deles utilizar é baseada, entre outros fatores, no
objetivo de estudo, recursos financeiros e tecnoldgicos a disposicao. Para a deteccao
de QTL, dois tipos de marcadores assumem especial importancia, sdo os tipos
microssatélites (Short Tandem Repeats) e os SNP (Single-nucleotide polymophism),
ambos codominantes e de aplicacdo simplificada.

Os microssatélites sdo sequéncias curtas e altamente repetitivas distribuidas por
todo o genoma, onde o polimorfismo esta no nimero de vezes que ocorre determinada
repeticdo. Essa classe de marcador é multi-alélica, o que potencializa sua utilizagdo em
estudos de diversidade genética e testes de paternidade. Embora ndo corresponda a
uma regido codificante, essa classe de marcador foi por muito tempo a principal forma
de deteccdo de QTL explorada no melhoramento animal, devido sua alta densidade e
distribuicéo por todo o genoma.

Os SNPs equivalem a substituicdo de um Unico nucleotideo em determinada
posicao na sequéncia de DNA, seja essa causada por uma transi¢do ou transversao de
pares de bases. Geralmente, um SNP é bi-alélico visto que a probabilidade de que uma
segunda mutacdo ocorra em uma mesma posicdo € demasiadamente pequena, e
mesmo sendo menos polimorfico que microssatélites, os SNPs sdo aplicaveis a
mapeamento geneético por serem extremamente frequentes. A utilizacdo de SNPs
confere a vantagem de que eles estédo distribuidos por todo o genoma, inclusive dentro
de genes com funcéo biolégica conhecida, os genes candidatos. De modo que os SNPs
possam ser utilizados nas duas estratégias de mapeamento de QTL, genes candidatos
e varreduras genémicas. Quando detectado dentro de um gene candidato, os SNPs
podem ser causadores de uma mutacgéo funcional ou, simplesmente, estarem proximos
o suficiente destas para que sejam considerados indicadores fiéis do efeito do suposto
QTL.
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2.4. Genes candidatos na selecao assistida por marcadores (MAS)

A definicAo molecular de gene equivale a toda sequéncia de nucleotideos
transcrita a um DNA primario, incluindo exons, introns, regides promotoras e de
terminacdo (GUIMARAES, 2012). A utilizacdo de genes candidatos equivale a um
polimorfismo em qualquer dessas regides, independentes de ser codificante ou ndo. Os
genes candidatos sdo genes ja sequenciados, que codificam um produto de acgéo
biolégica conhecida e relacionada ao desenvolvimento e desempenho da caracteristica
objetivo de estudo. A amplificacdo de regides dos genes candidatos permite a
caracterizacdo da sequéncia de nucleotideos e a identificacdo de polimorfismos
pontuais nesses segmentos.

A estratégia de utilizacdo de genes candidatos pode deixar lacunas quanto a
regides génicas a serem estudadas devido a incompreensédo sobre a funcdo metabdlica
de diversas substancias no organismo animal. Todavia, enquanto permanece
desconhecido o efeito de alguns genes sobre o desempenho animal, a utilizacdo dos
genes codificante de fatores biolégicos de efeito importante no organismo equivale a
forma mais provavel de identificacdo de genes de efeito maior sobre caracteristicas de
interesse econdémico.

Em bovinos os genes candidatos podem ser uma ferramenta de diagndstico e,
tentativa de mitigar, através da selecdo, alelos associados a doencas hereditarias. A
exemplo de doencas detectaveis com a utilizacdo de genes candidatos podem ser
citados a deficiéncia na adeséo de leucécitos “BLAD”, resultante de um SNP no gene
da Beta Integrina-2 (ITGB2), que acomete a raca Holandesa (SHUSTER et al., 1992), e
gue hoje pode ser detectado por PCR-RFLP. Ainda na raca Holandesa a deficiéncia da
uridina monofosfato sintetase (DUMPS) descrita por SCHWENGER et al. (1993). A
glicogendlise generalizada “Pompe’s disease” descrita por JOLLY et al. (1977) e
REICHMANN et al. (1994) nas racas Shorthorn e Brahman, respectivamente e que
também pode ser identificada por PCR-RFLP no gene da alfa-glicosidase acida.

Em bovinos voltados para a producédo de leite, j& foram descritos como genes
supostamente portadores de QTL o DGATI1, que codifica uma enzima catalitica
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responsavel pela producéo de triglicerideos, em associacdo com a producao de leite e
constituintes especialmente gordura (GRISART et al., 2002, KOMIZAREK et al., 2004);
além dos genes que codificam as caseinas e globulinas, as principais proteinas do leite.
Recentemente, o Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro (PNMGL) passou
a apresentar junto as DEPs de touros, os genotipos referentes a loci nos genes Kappa-
Caseina e Beta-lactoglobulina, ambos associados a capacidade de coagulacéo do leite
e rendimento queijeiro (VERNEQUE et al., 2010).

Quanto a bovinocultura de corte, podem ser destacados como marcadores em
genes candidatos associados a caracteristicas produtivas, os polimorfismos no gene da
calpastatina que mostraram associagdo significativa com a maciez da carne medida
pela forca de cisalhamento (GREEN et al., 1994); polimorfismos no gene codificante da
leptina que ja foram associados com a deposicdo de musculos e espessura de gordura
na carcagca de bovinos Nelore (FERRAZ et al.,, 2009); polimorfismos no gene que
codifica a miostatina, uma proteina que controla o desenvolvimento muscular, sendo
que mutacdes neste gene sdo responsaveis pelo desenvolvimento da dupla
musculatura em bovinos Belgian Blue e Piemontés (GROBET et al., 1997). Genes que
despertam o interesse pela sua possivel funcionalidade como genes candidatos na
producédo de carne sdo os genes codificante de fatores relacionados ao eixo
somatotropico, como o horménio do crescimento, o fator semelhante a insulina, o
receptor do horménio do crescimento, a propria somatostatina entre outros, devido a

importante funcdo desses fatores no crescimento e desenvolvimento do animal.

2.5. Genes candidatos do eixo somatotropico

Os hormdnios atuam no organismo como biossinalizadores, regulando a¢des
bioldgicas que promovam o crescimento, desenvolvimento, reproducdo e demais
funcbes. Os horménios hipofisarios séo sintetizados na glandula pituitaria, sob a
regulacdo de sinalizagdes neuroendoécrinas que envolvem o hipotalamo (SAN &

FROHMAN, 2008) e séao reguladores da atividade de outras glandulas liberadoras de
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horménios associados ao metabolismo das células de um organismo, de certo modo os
hormdnios hipofisarios sdo hormdnios que estimulam a producao de outros horménios
em glandulas especificas.

O crescimento corporal em espécies animais ocorre pela hipertrofia e hiperplasia
celular estimulada, entre outros fatores, pelo horménio hipofisario somatotrépico, o GH.
A regulacdo do crescimento pelo GH pode ocorrer pela acdo direta deste hormdnio
sobre células primérias nas extremidades 6sseas, gerando seu alongamento, ou por
sua acdo estimulante sobre glandulas secretoras da proteina IGF (insulin-like growth
factors - fator de crescimento semelhante a insulina) que estimula o crescimento de
células musculares. A secre¢cdo de IGF é regulada pelo efeito em cascata de
sinalizacdo ocasionada pela ligacdo do GH com o seu receptor GHR, na superficie
celular.

O GH bovino é uma proteina composta de 190 ou 191 aminoacidos com a
possivel auséncia de uma alanina em sua regido N-terminal, devido ao processamento
alternativo do precursor do GH (WALLIS, 1973). Sua expressédo exerce influencia sobre
0 crescimento propriamente dito, funcdo galactopoiética, gliconeogénese, ativagédo da
lipdlise, incorporacdo de aminoacidos nas proteinas dos musculos e ainda, ativacao de
processos imunes envolvidos na resisténcia a doencas (UNANIAN et al., 2000).

Assim como qualquer proteina, o GH tem sua composi¢cdo coordenada pela
molécula de DNA que € transcrita a RNA e posteriormente traduzida a proteina.
Existem algumas proteinas essenciais para a transcricdo, denominadas fatores de
transcricdo, que se ligam ao DNA permitindo a atuacdo da enzima RNA polimerase em
transcrever o DNA a mRNA. Os fatores de transcricdo possuem homeodominios que se
ligam aos sitios especificos de DNA na regido promotora dos genes alvo, controlando a
transcricdo. O fator de transcricdo que atua no locus codificante do GH € o POU1F1,
que atua também como fator de transcricdo no gene da prolactina e tirotropina. Apés
sintetizado, o GH ¢é liberado na corrente sanguinea e, para que expresse seus efeitos
sobre as células alvo ele liga-se ao seu receptor especifico na superficie de cada célula,

o receptor do hormonio do crescimento (GHR). O GHR € uma proteina que apresenta
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dominio citoplasmatico, porcdo transmembranica e dominio extracelular com sitio de
ligag&o exclusivo ao hormdénio do crescimento.

A proteina POULF1, assim como a proteina GHR sdo tdo importantes como o
préprio GH no funcionamento correto das fun¢des de crescimento no organismo, pois a
deficiéncia ou falha em um desses componentes pode levar a redu¢do nos niveis
séricos de GH, afetar as fungbes por ele desempenhadas e comprometer o
desenvolvimento animal, caracterizando trés regides interessantes de se explorar a
existéncia de polimorfismos influentes sobre caracteristicas produtivas.

O gene do hormonio do crescimento bovino GH1 é composto por cinco exons e
esta localizado no cromossomo 19 (HEDIGER et al., 1990), sua sequéncia completa de
nucleotideos foi publicada por GORDON et al. (1983) e desde entdo tem sido utilizada
como base para o busca por polimorfismos. Dois dos polimorfismos do GH1 destacam-
se como 0s mais explorados em pesquisas de caracterizacdo genética e estudos de
associacdo, sdo eles, um polimorfismo no exon 5 que representa uma mutagéo
funcional com a substituicdo de uma leucina por uma valina na proteina (ZHANG et al.,
1992) e o polimorfismo g.1047T>C dentro do intron 3 (ZHANG et al.,, 1993) que
caracteriza-se por sua proporcao alélica oposta nas sub-espécies zebuina e taurina.

O polimorfismo g.1047T>C no intron 3 do gene GH1 ocorre devido a inversao de
uma timina por uma citosina, criando um sitio de restricdo especifico da enzima Mspl
(LAGZIEL et al., 2000) e tem sido amplamente estudado, principalmente em ragas
taurinas, quanto a seus efeitos sobre a producdo de leite e constituintes (YAO et al.,
1996; ZHOU et al., 2005; KATOH et al., 2008) e, em frequéncias mais modestas este
marcador tem sido utilizado também em estudos de associagdo com caracteristica
importantes para a bovinocultura de corte (UNANIAN et al., 2000; DI STASIO et al.,
2003).

Da mesma maneira que GH1, o gene POU1lF1l também tem sido foco de
pesquisa na busca por polimorfismos em bovinos. Este gene € considerado um locus
altamente conservado entre espécies como humanos, chimpanzés, bovinos, ovinos e
cées, e encontra-se no cromossomo 1 em bovinos (WOOLLARD et al., 2000). Embora

seja um gene conservado entre espécies, existem alguns polimorfismos particularmente
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descritos em espécies bovinas que represem potenciais marcadores. CARRIJO et al.
(2008) observaram o efeito de uma mutacao silenciosa no exon 6 de POU1F1 em uma
linhagem Canchim sobre os ganhos de peso do nascimento ao desmame e no peso ao
desmame. SILVA et al. (2006) também descreveram esse mesmo polimorfismo como
influente sobre o crescimento, peso em diferentes idades e ganho de peso do
nascimento aos 60 dias em cruzamentos de Gir e Holandés. HUANG et al. (2008)
sequenciaram os 6 exons do gene POU1F1 em bovinos da ra¢a Holandesa integrantes
do programa de melhoramento da raca vinculado ao USDA, embora ndo tenham
encontrado nenhum polimorfismo no exon 6, esses autores detectaram um polimorfismo
no exon 2 e trés polimorfismos no exon 3, sendo que um dos polimorfismos no exon 3,
0 ¢.577C>A era causador da substituicAo de uma prolina por uma histidina, enquanto
todos os outros eram silenciosos e estavam em desequilibrio de ligagdo completo. A
mutacédo funcional ¢.577C>A descrita por HUANG et al. (2008), no exon 3 mostrou-se
associada com rendimento de leite e longevidade das fémeas.

O receptor especifico do GH, codificado pelo gene GHR, tem importancia
equivalente ao préprio GH no desempenho de suas func¢des bioldgicas, por permitir a
conexdo entre o horménio do crescimento e suas células alvo, assim uma mutacdo em
sua sequéncia pode afetar a producédo de leite e carne em bovinos (DI STASIO et al.,
2005). O gene GHR apresenta algumas variacdes descritas em racas bovinas na sua
regido promotora (GE et al., 1999), e no exon 10 (GE et al., 2000; DI STASIO et al.,
2005). Ge et al. (2000) identificaram, em bovinos da raca Angus, quatro polimorfismos
no exon 10, codificante do dominio citoplasmético da proteina, nas posi¢des 76, 200,
229 e 257, sendo que os polimorfismos g.200A>G e ¢g.257A>G, geravam a substituicdo
de aminoé&cidos na proteina. DI STASIO et al. (2005) desenvolveram um par de primers
baseando-se na sequéncia descrita pelos primeiros autores que abrangesse os dois
polimorfismos funcionais, no entanto sé encontraram o polimorfismo na posi¢cdo 257 em
bovinos Piemontés, e assim mesmo, sem grandes associa¢cdes com caracteristicas de
crescimento e carcaca. O fato de ser um polimorfismo funcional ja detectado em duas

racas diferentes intriga a busca por esse polimorfismo em outras ragas.
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3. OBJETIVO GERAL

Verificar a existéncia dos polimorfismos GH1 ¢g.1047T>C, POU1F1 c.577C>A,
GHR g.229T>C e GHR ¢.257A>G em bovinos Nelore e avaliar a associa¢do destes
polimorfismos com caracteristicas de crescimento e caracteristicas de carcaga obtidas
por ultrassonografia, no intuito de obter marcadores moleculares Uteis na selecédo de

animais geneticamente superiores.

3.1. Objetivos especificos

Verificar a existéncia dos polimorfismos GH1 ¢g.1047T>C, POU1F1 c.577C>A,
GHR g.229T>C e GHR ¢.257A>G com a técnica PCR-RFLP nos bovinos Nelore
pertencentes ao programa de selecdo da Estacdo Experimental de Zootecnia de
Sertdozinho-SP;

Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas entre os rebanhos selecionados
para maiores pesos e o rebanho controle, para avaliar os efeitos da sele¢éo sobre as
frequéncias alélicas e genotipicas atuais;

Analisar a associacao dos polimorfismos com as caracteristicas peso corporal ao
nascimento (PN), peso corporal ao desmame (P210) padronizada para 210 dias, peso
corporal de machos ao ano (P378) padronizado para 378 dias, peso corporal de fémeas
ao sobreano (P550) padronizado para 550 dias, altura na garupa na idade de selegéo
de machos (A378), altura na garupa na idade de selecdo de fémeas (A550), area de
olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea (EGS) e espessura de gordura
da garupa (EGG).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Para o presente trabalho foram utilizadas amostras de sangue periférico e
registros fenotipicos de 645 bovinos da raca Nelore, integrantes do programa de
selecdo mantido desde 1980 pela Estacdo Experimental de Zootecnia de Sertdozinho
(EEZS) unidade de pesquisa do Instituto de Zootecnia, localizada ao norte do estado de
Séo Paulo, Brasil. A utilizagcdo dos animais nesse estudo atendeu as diretrizes quanto
aos cuidados animais na conducdo de um experimento, proposta na constituicdo do
Estado de S&o Paulo (Brasil), na forma da lei nimero 11.977.

Os animais incluidos neste experimento correspondem a 156 machos e 489
fémeas, nascidos entre 2003 e 2009 e criados sob as mesmas condi¢cdes de manejo na
EEZS. Estes animais sdo pertencentes a dois rebanhos selecionados para maior peso
corporal, Nelore Sele¢cédo (NeS) e Nelore Tradicional (NeT), e um rebanho no qual se
aplica diferencial de selecdo nulo para a mesma caracteristica, Nelore Controle (NeC).
O critério de selecdo aplicado aos reprodutores desde o estabelecimento do
experimento foi sempre o peso corporal ao ano, padronizado para 378 dias de idade
(P378), sendo as pesagens realizadas logo ao término da prova de ganho em peso, da
qual todos os machos participam, enquanto o critério de selecdo de fémeas sédo os
pesos corporais padronizados para 550 dias de idade (P550), idade até as quais elas
sdo mantidas a pasto.

Entre os 645 animais genotipados neste estudo para os polimorfismos GH
0.1047T>C, POU1F1 c.577C>A, GHR g.257A>G, 105 pertencem ao rebanho NeC, 192
ao rebanho NeS e 348 ao rebanho NeT. A genotipagem para o marcador GHR
g.229T>C foi feita com apenas 322 animais, 68 pertencentes ao NeC, 116 ao NeS e

138 ao rebanho NeT, sendo 105 machos e 217 fémeas.
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4.2. Caracteristicas avaliadas

As caracteristicas sobre as quais, o efeito dos marcadores moleculares foi
avaliado, foram pesos corporais em diferentes idades, altura na garupa nas datas de
pesagem para selecdo e algumas caracteristicas de composicdo de carcaca medidas
por ultrassonografia. Todas as afericdes fenotipicas, assim como a colheita de sangue,
foram realizadas pela equipe de apoio e funcionarios da prépria EEZS.

Os pesos corporais utilizados neste estudo foram o peso corporal ao nascimento
(PN) e o peso corporal ao desmame, padronizado para 210 dias de idade (P210),
medidos em ambos 0s sexos; 0S pesos nas datas de selecdo, sendo P378 medido
apenas em machos e P550 medido apenas em fémeas. A altura na garupa foi medida
na mesma data da pesagem de selecdo em ambos os sexos sendo o banco de dados
constituido por altura de machos ao ano (A378) e altura de fémeas ao sobreano (A550).
As caracteristicas, espessura de gordura subcutanea (EGS), espessura de gordura na
garupa (EGG) e éarea de olho de lombo (AOL), constituem as caracteristicas de
composicao de carcaca e foram medidas em idades entre 500 e 600 dias em machos e
fémeas.

Para afericdo das caracteristicas AOL e EGS foram utilizadas imagens de
ultrassonografia tomadas entre a 12° e a 13° costelas, transversalmente sobre o
musculo Longissimus dorsi. Enquanto para medir EGG foram obtidas imagens tomadas
na interseccao dos musculos Gluteus medius e Biceps femoris, localizados entre o ilio e
isquio. Dois tipos de equipamentos foram circunstancialmente utilizados: Aloka 500V
com sonda linear de 17,5cm de 3,5 MHz (transducer — Aloka Co. Ltd., Tokyo, Japan) e
Pie Medical 401347 com sonda linear de 18cm de 3,5 MHz. Para colheita das imagens,
foi utilizado 6leo vegetal e um acoplante (standoff) para garantir o contato acustico entre
a sonda linear e o corpo do animal. As imagens foram gravadas e, posteriormente,

interpretadas em software Echo Image Viewer 1.0 (Pie Medical Equipament B.V.,1996).
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4.3. Andlises laboratoriais

4.3.1. Extracdo de DNA gendmico

Para a extracdo do DNA foram colhidos 5 ml de sangue de cada animal por
puncao da veia jugular em tubos de vacutainer contendo 7,5 mg de EDTA, os quais
foram armazenados sob refrigeracdo até o momento da extracdo. A extracdo de DNA
gendmico, assim como a maior parte das analises laboratoriais, foi realizada no
Laboratorio de Genética e Citogenética “Marcos Antonio Giannoni”, do Departamento
de Zootecnia da Faculdade de Ciéncia Agrarias e Veterinarias da UNESP, campus de
Jaboticabal.

O DNA gendmico foi extraido seguindo-se o protocolo descrito por ZADWORNY
& KUHNLEIN (1990) (Apéndice A). Apdés a extracdo, foi realizada andlise da
concentracdo e pureza do DNA por amostra, a partir da leitura em espectrofotbmetro
(Nanodrop 1000, Thermo Scientific, EUA, 2008). A espectrofotometria baseia-se na
densidade Optica para a quantificacdo de DNA e proteina, o DNA tem picos de
absorbancia no comprimento de onda de 260 nm e a proteina 280 nm, sendo as ultimas
possiveis contaminantes. As amostras com concentracfes acima de 100ng/uL e
relacdo DO260/D0O280 entre 1,8 e 2,0 foram consideradas adequadas ao uso para
PCR. Para as amostras que ndo atendiam a esses critérios realizaram-se novo
processo de extracdo de DNA. Depois de quantificado o DNA de cada amostra foi
diluido em solucdo TBE 1X (10 mM de Tris-HCI pH 7,6, 1 mM de EDTA pH 8,0 e &cido
borico 89 mM, pH 8,3) para a concentracao de 100ng/uL.

4.3.2. Amplificagéo do DNA por reacdes de PCR

Os fragmentos analisados neste estudo estédo localizados no intron 3, exon 3 e
exon 10 dos genes GH, POUlF1 e GHR, respectivamente. O comprimento dos
fragmentos amplificados de cada gene esta apresentado na Tabela 1, junto a sequéncia
dos oligonucleotideos iniciadores (“primers”) utilizados na PCR. A temperatura 6tima de
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pareamento para cada par de primers, neste estudo, foi identificada com a realizacéo
de uma PCR gradiente incluindo oito diferentes temperaturas proximas as

especificacbes de T-melting de cada primer.

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados na amplificacao dos fragmentos do GH, POU1F1 e
GHR.

Comprimento Temperatura de

Genes do Fragmento Oligonucleotideos iniciadores (Primers) pareamento (° C)
GH1! 3290b F 5-CCCACGGGCAAGAATGAGGC-3’ 62.5
P R 5-TGAGGAACTGCAGGGGCCCA-3’ ’
2 2340b F 5-CAAATGGTCCTTTTCTTGTTGTTACAGGGAGCTTAAGGC-3 579
POU1F1 P R 5-CTTTAAACTCATTGGCAAACTTTTC-3' '

GHR® 342pb F 5-GCTAACTTCATCGTGGACAAC-3’ 522
R 5-CTATGGCATGATTTTGTTCAG-3 '

F: Foward, R: Reverse, - MITRA et al. (1995), ‘HUANG et al. (2008) DI STASIO et al. (2005)

O primer forward utilizado para amplificar o fragmento de POU1F1 n&ao equivale a
uma fita completamente complementar ao segmento génico, devido a utilizacdo de dois
Gs, quando deveriam ser dois Cs, no segundo e terceiro nucleotideo 3’ para que fosse
criado o sitio especifico a enzima de restricdo Stul (5'...AGG|CCT...3’). A Figura 1
apresenta esquematicamente a posicao nos genes em que ocorreu 0 pareamento de
cada par de primer e o perfil esperado nos fragmentos amplificados.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando 100ng de DNA gendmico (1pL),
1,5 yL de cada primer (15 pM), 7,5uL de GoTaq Green Master Mix (Promega) e agua
(nuclease free) para volume final de 15 pL. Utilizou-se para a execucdo dos ciclos da
PCR o termociclador de gradiente C-1000 (Biorad, Hercules, CA, USA), sendo que a
reacdo de amplificacdo constou de uma desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minuto,
seguida por 30 ciclos consecutivos de, desnaturacdo a 95°C por 45 segundos,
pareamento com temperatura especifica de cada primer por 45 segundos e extensao a
72°C por 45 segundos. O ciclo de extensao final foi a 72°C por 5 minutos.

Uma aliquota de 2 pl de cada produto de PCR foi misturada a 2 yL de tampao de
corrida (0,05% de azul de bromofenol) com gelred (Biotium, Inc., Hayward, CA, USA) e

submetida a eletroforese em gel de agarose a 2%, em cubas com tampado TBE 1X a
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100V por 65 minutos, a fim de checar o sucesso na amplificacdo do fragmento
desejado. A visualizagdo dos amplicons foi feita em luz UV e o gel foi fotodocumentado

em aparelho Gel-Doc (Bio-Rad).

Figural. Representacdo esquematica da posi¢do dos fragmentos amplificados nos genes
GH1, GHR e POU1F1.

4.3.2. Genotipagem

Inicialmente foram genotipados o polimorfismo GH1 g.1047T>C descrito por
MITRA et al. (1995), o polimorfismo POU1F1 c.577C>A descrito por HUANG et al.
(2008) e o polimorfismo GHR g.257A>G descrito por GE et al. (2003). A genotipagem
foi feita pela técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism -
Polimorfismos de Comprimento de Fragmento). A endonuclease Mspl foi utilizada para
a genotipagem do SNP GH1 g.1047T>C, Stul para a genotipagem do SNP POU1F1
c.577C>A e Alul para o SNP GHR g.257A>G. ApOs sequenciamento e identificacdo do
polimorfismo GHR g.229T>C, utilizou-se a ferramenta NEBcutter 2.0 disponivel no site

da BioLabs (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) para a escolha da enzima BmgBI, capaz
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de identificar este polimorfismo. A Tabela 2 apresenta a nomenclatura e posicionamento
dos SNPs detectados por cada enzima de restricao.

Para os ensaios de PCR-RFLP fez-se uso de 5 uL do produto de PCR, tampao de
reacao na concentracao de 1X, 5U de enzima de restricdo, e agua miliQ para um volume
final de 15 uL. A solucéo foi incubada a 37°C por duas horas. Os produtos da digestao
com a enzima de restricdo foram misturados ao tampdo de corrida com Gel Red e
separados por eletroforese em géis de agarose a 3%, utlizando como padrdo
paramétrico o DNA ladder 100pb (Fermentas International Inc., Burlington, Ontario,
Canada). Apés a corrida, os geéis foram visualizados em transluminador de luz ultravioleta

e fotodocumentados para identificacdo dos genotipos.

Tabela 2. Nomenclatura sistematica dos SNPs nos genes GH1, GHR e POU1F1l e
seus respectivos efeitos.

Nome do SNP Enzimade Gene (localizacao) Sequéncia de Efeito
restricdo referéncia (Genbank)
g.1047T>C Mspl GH1 (intron 3) EF592534 -
c.577C>A Stul POULF1 (exon 3) NM174579 p.Pro76His
g.229T>C BmgBI p.His545
9.257A>G Alul GHR (exon 10) AF140284 p.Sers55Gly
g. - Sequéncia de referéncia - DNA gendmico; c. - sequéncia de referéncia - regido codificante do DNA ;

p.Pro76his: substituicho de uma prolina por uma histidina na proteina; p.His545: mutagcdo silenciosa; p.Ser555Gly:
substituicdo de uma serina por uma glicina na proteina

4.3.3. Sequenciamento

Para os genes que apresentaram diferentes padrbes de migracdo em géis de
agarose 3%, duas amostras de cada padrdo genotipico encontrado foram enviadas
para sequenciamento, a fim de confirmar os resultados de genotipagem obtidos por
RFLP, confirmar o tamanho exato dos fragmentos e avaliar qual seria a substituicdo de
base recorrente. Para os fragmentos que apresentaram monomorfismo, quatorze
amostras escolhidas aleatoriamente entre os rebanhos NeC e NeS foram enviadas para
0 sequenciamento, a fim de avaliar se existiam dentro dos fragmentos amplificados
qualquer outro polimorfismo. O sequenciamento foi um servigo terceirizado ao Centro
de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica (CREBIO) no departamento de Biologia
Aplicada a Agropecuaria da FCAV/UNESP.
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As amostras de DNA a serem sequenciadas, foram submetidas a uma nova
amplificacdo por PCR para volume final de 45 pL, mantendo-se as mesmas proporc¢des
de enzima, agua, primers e DNA da primeira PCR, no entanto desta vez fez-se o uso de
uma enzima GoTaq Colorless Master Mix. Depois da PCR os produtos amplificados
foram purificados, seguindo o protocolo recomendado pelo kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System, Promega, EUA.

O produto de PCR foi sequenciado a partir dos dois primers (forward e reverse)
utilisando a técnica de terminacéo de cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPSs), descrita
por SANGER et al. (1977) com o ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit, (Applied Biosystems) em um sequenciador automatico ABI 3730 XL
(Applied Biosystems). Para a analise e identificacdo dos polimorfismos, as sequéncias
obtidas foram visualizadas com o programa CodonCode Aligner, disponivel no site

(http://www.codoncode.com/aligner/download.htm).

4.4. Frequéncias génicas e genotipicas

Com os genatipos identificados por ensaio de PCR-RFLP, as frequéncias alélicas
e genotipicas em cada rebanho foram verificadas por contagem simples conforme o

procedimento descrito por WEIR (1990). Segundo as equac¢des descritas abaixo:

Frequéncias génicas Frequéncias genotipicas
_ Neo
2Ny +Ng; f(ce)= N
N N
f(CT)=—"XL
~ 2N + Ngp (1) N
2N N

(T ==
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Em que:

N = Numero total de animais da amostra
Ncc = Numero de animais de genétipo CC
N+ = NUmero de animais de genoétipo TT
Ncr = NUmero de animais de genotipo CT
p = Frequénciado alelo T

q = Frequéncia do alelo C

O equilibrio de Hardy-Weinberg para cada sitio foi avaliado por um teste exato de
probabilidade, assumindo uma distribuicdo qui-quadrado e nivel de significancia de 5%
(P < 0,05). O teste de Fisher foi aplicado para comparar as frequéncias génicas entre as
trés linhas de sele¢do, usando o mddulo de diferenciacdo entre populacdes do

programa Genepop, versao 3.4, disponivel em (http://genepop.curtin.edu.au/).

4.5. Anélises de associacao

As andlises de associacao entre polimorfismo e registros fenotipicos foram feitas
utilizando modelos mistos através do método REML disponivel no procedimento “PROC
MIXED”, do SAS 9.1.3 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA). Inicialmente foi considerado

um modelo com o efeito de apenas um marcador. Que pode ser descrito como:
Yijimno = U + Gi + Mj + S + Nj + Ty + Vi + | + €jjkimno

em que Yikmno € @ informacdo fenotipica do ijklmn®™ animal; ¢ a média da
j

caracteristica, G; é o efeito fixo associado ao i*™ grupo de contemporaneo; M; e o

efeito fixo associado ao j*™ genétipo de cada marcador; Sy é o efeito fixo do sexo do
animal; N, é o efeito fixo associado ao [*™ més de nascimento (setembro, outubro,

novembro, dezembro); T, é o efeito aleatério do m*™ touro; V, é o efeito linear da

covariavel idade da vaca ao parto; |, é o efeito linear da covariavel idade do animal na

data da medida; e ejumno € 0 erro aleatério associado com a ijkimno®™? observacao.
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Posteriormente foram inclusos em um segundo modelo, similar ao primeiro, o
efeito fixo dos dois marcadores simultaneamente e o efeito da interacdo entre eles.
Para o segundo modelo foram eliminados da analise os animal de genotipos
desconhecidos para qualquer um dos dois marcadores estudados.

Os marcadores avaliados quanto ao efeito sobre expressao fenotipica foram o
GH1 g.1047T>C e GHR ¢.229T>C. A formacao dos grupos de contemporaneos levou
em conta o ano de nascimento e rebanho. Como existiam animais que n&o
apresentavam registros fenotipicos para algumas das caracteristicas ou o genotipo era
desconhecido para um dos marcadores, houve redugdo no numero de grupos de
contemporaneos e de touros relacionados nas andlises de associacdo em algumas
situacbes (Apéndice B). A idade do animal como covariavel (efeito linear) ndo foi
considerado no modelo para as caracteristicas de crescimento. O sexo do animal como
efeito fixo ndo foi considerado no modelo para as caracteristicas P378, P550, A378 e
A550.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amplificacdo de DNA por PCR

A extracdo de DNA resultou em material de boa qualidade e quantidade,
possibilitando a utilizacgdo com sucesso das 645 amostras na continuacdo do
experimento. Os ensaios de PCR amplificaram fragmentos dos genes GH1, POULF1 e
GHR que puderam ser visualizados em gel de agarose a 2 % (Figura 2). O tamanho das
bandas visualizadas em gel, medido pelo padrdo DNA marcador ladder 100pb
apresentam-se em conformidade com os comprimentos esperados em relacdo aos

primers escolhidos.

1 2 3. 4 6 @ 6 S e L e e

r—
400 pb
- — . e, e _-—
e D Sy S - 300 pb
[ U
- #.% 200 pb
»  100pb

Figura 2. Produto de PCR visualizado por eletroforese em gel de agarose a 2%.
Canaletas 1 e 14 - DNA marcador Ladder 100pb; 2-3-4 — Amplicon do GH1;
6-7-8 - Amplicon do POU1F1; 10-11-12 - Amplicon do GHR; 5-9-13 - Controle
negativo.
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5.2 Genotipagem de SNPs na populacédo por PCR-RFLP

A digestdo do produto de PCR de GH1 com a enzima Mspl revelou trés
diferentes padrbes de migracdo no gel de agarose e tornou possivel a identificacdo de
trés gendtipos. O tamanho dos fragmentos apds a digestdo, mensurados com o
parametro do DNA marcador ladder de 100pb, apresentou-se em conformidade com os
comprimentos citados na literatura que descrevem uma banda de 329pb equivalente ao
produto original da PCR, uma banda com 224pb e outra com 105pb. Sendo que um
homozigoto, CC, apresenta as bandas com 224pb e 105pb, o outro homozigoto, TT,
apresenta somente a banda com 329pb, enquanto o heterozigoto combina as trés
bandas (Figura 3).

1 2 3 q 5 6 7 8 9
400phb s .
300pb s PR pey D ey L :
200pb s—" T L e
-
100pb - )
e e——

Figura 3. Padrbes de migracdo do fragmento de GH1 digerido com Mspl.
Canaletas 1 e 9 - DNA marcador Ladder 100pb; 2, 3 e 4 - gendtipo TT;
5 e 6-gendtipoTC; 7 e 8gendtipo CC.

O fragmento do gene POU1F1 ndo apresentou diferentes padrdes de migragéo
em gel, apos a digestdo com a enzima Stul. O Unico padrdo de migracdo observado

nos animais desta populacdo representa o genotipo CC do marcador POU1F1
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c.577C>A. A fixacdo do alelo C fez que todas as amostras digeridas fossem clivadas
pela enzima Stul neste sitio. O tamanho da banda observada em gel encontra-se
préximo ao esperado para o alelo C que seria uma banda de tamanho 197pb e uma de
37pb, de modo que a banda com 37pb ndo pode ser visualizada no gel de agarose a
3%. O fragmento do gene GHR também ndo apresentou variagdo no padrdo de
migracdo em gel apos digestdo com a enzima Alul, sendo que todas as amostras
submetidas a digestdo apresentaram um padréo de migracdo com trés bandas no gel
de agarose correspondente ao genoétipo AA do marcador GHR g.257A>G. As bandas
visualizadas apés digestdo deste fragmento com a enzima Alul apresentam o0s
tamanhos correspondentes aos descritos na literatura com uma banda de 191pb, uma
banda com 101pb e outra com 50pb. Os padrbes de migracdo pos digestdo dos

fragmentos nos genes POU1F1 e GHR estédo apresentados na Figura 4.

Figura 4. Lado A: Padréao de migracdo de POU1F1 apoés digestao com Stul. Canaletas 1 e 10
marcador ladder 100pb; 2 e 9 Produto de PCR original; 3 a 8 gendtipo CC.
Lado B: Padrdo de migracdo encontrado para GHR apds digestdo com Alul,
genotipo AA.

O resultado do sequenciamento revelou que todos os fragmentos amplificados
por PCR, assim como as bandas geradas apds a digestdo tinham tamanhos
concordantes com os comprimentos descritos nos trabalhos de onde foram retirados os
primers, demonstrando a inexisténcia de inser¢cdes ou dele¢des nesta populagdo. No

fragmento do gene GH1 observou-se com o resultado do sequenciamento, que a
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sequéncia de nucleotideos intron 3 é similar em toda a sua extensdo, com sequéncias
previamente depositadas no GenBank, correspondente a outras racas. O SNP
g.1047T>C foi a Unica mutacdo detectada dentro do fragmento de GH1 nesta
populacdo. O fragmento do gene POUlF1l além de apresentar similaridade com
sequéncias previamente depositadas no GenBank, mostrou-se integralmente
monomorfico na amostra sequenciadas. Em contrapartida, o gene GHR que néo
apresentou o SNP ¢.257A>G quando digerido com a enzima Alul, revelou com o

sequenciamento um polimorfismo em outro sitio, denominado GHRg.229T>C (Figura 5).

®

Figura 5: Cromatograma do sequenciamento do fragmento de GHR visualizado com o
programa CodonCode Aligner. A- individuo CC; B - individuo CT (dois picos).

O SNP g.229T>C encontra-se dentro do sitio de restricdo da enzima BmgBI. A
digestdo do fragmento de GHR com esta enzima permitiu a identificar o genétipo TT
gue corresponde a uma banda de 342pb, equivalente ao produto de PCR original e, o
genotipo CT que corresponde a banda com 342pb e outras duas bandas, uma com
270pb e uma com 72pb (Figura 6). O gendtipo CC correspondente ao padrdo de

migracao com as bandas de 270pb e com 72pb n&o foi encontrado na populacgao.
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Figura 6. Padrao de migragcdo do fragmento GHR apds digestao
com BmgBIl. Canaletas 1- marcador ladder 100pb;
2,4,7 e 9 — gendtipo CT; 3, 6 e 8 gendtipos TT.

Os diferentes padrbes de migracdo observados com a digestao do fragmento do
gene GH1 ocorrem devido ao SNP GH ¢.1047T>C dentro do sitio de restricdo da
enzima Mspl (...C|CGG...) nos animais desta populagdo. Embora MITRA et al. (1995)
tenham descrito duas possiveis formas de variagcdo proximas ao sitio de restricdo Mspl,
entre os animais utilizados para o sequenciamento no presente estudo foi encontrado
apenas a substituicdo de uma timina por uma citosina no nucleotideo de posi¢cdo 73 do
intron 3. Sendo assim, tratou-se aqui por T e C os alelos originalmente nomeados,
pelos referidos autores, como Msp(-) e Msp(+), respectivamente.

Em relacdo ao exon 3 do gene POUL1F1, o SNP c¢.577C>A foi relatado por
HUANG et al. (2008) dentro do sitio de restricdo especifico da enzima Stul
(...AGG|CCT...). O alelo A, que nao foi encontrado no presente estudo, corresponde a
um fragmento que perderia este sitio de restricdo de Stul, devido a substituicdo de uma
citosina por uma adenina, e apresentaria o tamanho original do produto de PCR apos
ser digerido com esta enzima. Embora os mesmos autores tenham relatado a existéncia
de outros dois polimorfismos no mesmo fragmento, assim como o SNP c.577C>T,
nenhum deles foi encontrado entre os animais sequenciados.

O fragmento do exon 10 do gene GHR, ndo apresentou o SNP (.257A>G
descrito por DI STASIO (2005), sendo que a enzima Alul encontrou por duas vezes o

seu sitio de restricdo (...AG|CT...) neste fragmento, a mutacdo descrita por estes
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autores ocasionaria a perda de um dos sitios de restricdo e identificacdo do alelo G
com uma banda de 191pb e outra com 151pb. O SNP g.229T>C encontrado no mesmo
fragmento de GHR néo determina uma substituicdo de aminoacido na proteina, nos
dois casos 0 aminoéacido transcrito € uma histidina. Apesar deste polimorfismo nao ter
sido encontrado nos estudos de onde foram copiados os primers, GE et al. (2000) ja
havia o descrito em bovinos da raca Angus, sendo que a enzima de restricdo utilizada
para PCR-RFLP por esses autores foi a Nlalll. Por questdes de disponibilidade do
produto no mercado fez-se no presente estudo a escolha da enzima BmgBl, capaz de
detectar a mesma mutacdo. O SNP GHR @g.229T>C ocasiona a perda do sitio de
restricdo da enzima BmgBI (...CAC|GTC...), de modo que animais que apresentam a
substituicdo de uma citosina em sua sequéncia ndo sao clivados durante a digestéo
com BmgBl.

As sequéncias de nucleotideos nos genes GH, GHR e POU1F1 reveladas por
sequenciamento, assim como os polimorfismos aqui descritos, foram submetidos ao
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Disponivel em:
www.nchi.nlm.nih.gov) e catalogadas com os nimeros de acesso JQ966993, JX112702

e JQ944796, respectivamente.

5.3. Frequéncias alélicas e genotipicas

As frequéncias alélicas e genotipicas para os marcadores polimorficos estao
descritas por rebanho na Tabela 3.

O marcador GH1 g.1047T>C apesar de aparentemente ndo ter uma boa
distribuicdo, com baixas frequéncias para o gendtipo CC, mostrou-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg nos trés rebanhos pelo teste de exato de probabilidade em nivel de
5%. O gendtipo TT foi o que apresentou maior frequéncia na populacdo e em cada
rebanho. O teste exato de Fisher mostrou diferencas significativas entre as frequéncias
alélicas e genotipicas entre os rebanhos NeS e NeT em nivel de 5%. O rebanho NeC
ndo apresentou diferencas de frequéncias com nenhum dos demais rebanhos, que

fossem significativas no mesmo nivel de significancia.
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Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas dos marcadores estudados na raca
Nelore nas trés linhas de selecdo para crescimento.

Marcador / linha Frequéncias Genotipicas Frequéncias alélicas

GH1 g.1047T>C CcC TC TT C T
NeC 0,06 0,43 0,51 0,28 0,72
NeS 0,06 0,41 0,53 0,26 0,74
NeT 0,10 0,46 0,44 0,33 0,67

GHR ¢g.229T>C CC CT TT C T
NeC 0,00 0,40 0,60 0,20 0,80
NeS 0,00 0,47 0,53 0,24 0,76
NeT 0,00 0,29 0,71 0,14 0,86

NeC = Linha Controle; NeS = Linha Sele¢&o; NeT = Linha Tradicional

O marcador GHR g.229T>C apresentou-se fora do equilibrio de Hardy-Weinberg,
no rebanho NeS, em nivel de significAncia do teste exato de Fisher de 5%, devido ao
excesso de heterozigotos observado neste rebanho. Mesmo sem animais com o
genotipo CC, os outros rebanhos apresentaram frequéncias em equilibrio Hardy-
Weinberg. Diferencas significativas entre as frequéncias alélicas e genotipicas dos
rebanhos NeS e NeT também foram detectadas pelo teste exato de Fisher em nivel de
5% para este marcador.

A diferenca entre frequéncias alélicas e genotipicas entre os rebanhos NeS e
NeT nos dois marcadores, provavelmente tenha sido causada pelo fato do rebanho NeT
eventualmente ter recebido animais oriundos de rebanhos comerciais e nédo por efeito
da selecdo, uma vez que ambos, NeS e NeT, sédo selecionados para maiores pesos. O
tamanho reduzido da populagcédo genotipada exige uma visao cautelosa a respeito do
efeito da selecdo, identificado pelo teste de equilibrio de Hardy-Weinberg, sobre o
marcador GHR g.229T>C. O verdadeiro efeito de sele¢cdo sobre um marcador seria
evidenciado com diferencas de frequéncia entre os rebanhos selecionados e o controle,
0 que nao foi observado nesse caso, assim como também ndo foi observado no
marcador GH1 g.1047T>C.

As maiores frequéncias do alelo T em relacdo ao alelo C eram esperadas para o
marcador GH1 g.1047T>C neste estudo, pois, de acordo com LAGZIEL et al., (2000)

este € o alelo tipico de racas zebuinas, enquanto o alelo C é mais frequente em racas
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taurinas. Os mesmos autores levantam a hipotese de que o alelo T seja o alelo
ancestral que deu origem a variante mutante C e que a frequéncia deste alelo aumenta
a medida que afasta-se geograficamente da india, onde os zebuinos mantém a alta
frequéncia do alelo original T. SODHI et al. (2007), observaram frequéncias do alelo T
notoriamente maiores que o alelo C para o marcador GH1 g.1047T>C, em 17 racas de
bovinos indianos distribuidos em diferentes regides da india, dentre as quais estava a
raca Ongole que deu origem ao Nelore. O genétipo CC nao foi observado em nenhuma
das racas. Os resultados obtidos por esses autores amparam a hipotese estabelecida
por LAGZIEL et al. (2000), demonstrando que os rebanhos indianos mantiveram as
caracteristicas originais neste locus.

No presente estudo, a frequéncia do alelo T mostrou-se maior que o alelo C, mas
aguém daquelas apresentadas em racas indianas como de 0,86 na raca Sahiwal
(MITRA et al., 1995); 0,90 em Ongole (SODHI et al., 2007); 0,85 em Nelore (UNANIAM
et al., 2000). Esta variagdo possivelmente pode ter sido conduzida pela utilizagdo de
fémeas taurinas em cruzamentos durante a introducdo do zebuino no Brasil,
ocasionando uma miscigenacdo génica das duas sub-espécies para este locus. As
frequéncias genotipicas encontradas no presente estudo sdo semelhantes as relatadas
por BEAUCHEMIN et al. (2006) em bovinos da raca Brahman, da qual se conhece o
alto grau de material genético taurino envolvido na formacéao.

As frequencias encontradas na raca Nelore por UNANIAM et al. (2000)
mostraram frequencias génicas proximas as descritas em rebanhos da india, porém as
fémeas genotipadas por esses autores sdo filhas de apenas 22 touros, todos eles
P.O.(Puros de Origem). Nao se pode descartar a possibilidade de que a baixa
proporcdo de C em comparacao aos registros de outros rebanhos zebuinos, seja uma
particularidade do rebanho utilizado neste estudo, por efeito do tamanho reduzido da
populacdo e deriva genética, porém o0 rebanho que apresentou a menor frequéncia
deste alelo foi justamente aquele onde ocorreu a introdu¢cdo de reprodutores
comerciais, fosse a deriva genética o fator atuante na frequéncia do alelo C, o oposto

deveria ser observado.
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O sitio POU1F1 c¢.577C>A mostrou-se monomorfico na populacdo utilizada no
presente estudo, sendo C o alelo fixado. HUANG et al. (2008) definiram o genétipo CC
como a forma conservada do gene POULF1 entre espécies, ap0s alinharem a proteina

POU1F1 de bovinos, ratos, humanos, chimpanzés e cdes no programa ClustalW

disponivel em (HTTP://www.ebi.ac.uk/tools/clustalw/). Possivelmente a mutacdo
POU1F1 ¢c.577C>A tenha acometido apenas a populacédo de bovinos norte americana
utilizada por HUANG et al. (2008), uma vez que nunca foi descrita em outras ragas.
Entretanto, para afirmacdes precisas quanto a essa hipOtese torna-se essencial,
estudos com esse marcador em outras populagdes. Considerando que foram utilizados,
como fundadores na formacdo dos rebanhos da EEZS, animais representantes das
principais linhagens existentes no Brasil e que atualmente este rebanho mantenha-se
representativo do rebanho nacional, o fato de nédo ter sido encontrado nesse estudo a
mutacdo POULF1 c.577C>A permite a deducdo que essa ndo seja uma mutacio
presente na raca Nelore existente no Brasil.

A regido parcial do exon 10 do gene GHR utilizada neste estudo mostrou a
fixacdo do alelo A no GHR g.257A>G. O motivo desta fixacdo, ndo pode ser discutido
com mindcia, uma vez que ndo existe material demonstrativo das frequéncias
genotipicas nos animais fundadores dos rebanhos para analisar se esses genes ja
eram fixados antes do inicio do programa de selecdo. Descarta-se a possibilidade de
que essa fixacdo tenha sido causada pela selegcdo uma vez que ela ocorre também no
NeC. Frequéncias muito proximas de zero para o genotipo GG para este mesmo
marcador foram registradas em racas taurinas por GE et al. (2000) e WATERS et al.
(2010), e em zebuinos da raca Bali por ZULKHARNAIM et al. (2010), mas com
quantidades razoaveis de animais heterozigotos. Nenhum dos autores encontrou efeito
favoravel do alelo A sobre alguma caracteristica, que justificasse sua maior frequéncia.

Finalmente, o polimorfismo no sitio GHR @.229T>C, apresentou propor¢des
genotipicas proximas as descritas por WATERS et al. (2010) de 0,03 CC, 0,27 CT e
0,69 TT. Este polimorfismo foi revelado por GE et al. (2000) na raca Angus, com uma
boa distribuicdo de frequéncias nas trés categorias genotipicas, 0,34 CC, 0,50 CT e
0,16 TT.
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O fragmento do exon 10 de GHR, no presente estudo mostrou-se monomaorfico
no sitio GHR g.257A>G e polimérfico no sitio GHR ¢.229T>C, exatamente 0 oposto aos
resultados obtidos por DI STASIO et al. (2005) na raca Piemontés. WATERS et al.
(2010) registraram os dois polimorfismos na raca Holandesa, além disso constataram
equilibrio de ligacdo entre esses dois marcadores, mesmo estando eles bastante
préoximos. O presente estudo colabora com a observacado de equilibrio de ligacdo, uma
vez que em um locus ocorre a fixacdo de um alelo enquanto o outro locus apresenta

polimorfismo.

5.4. Analises de associacdo dos marcadores com valores fenotipicos

As meédias fenotipicas e o numero de animais de cada rebanho utilizado nas
analises de associacdo com cada caracteristica neste estudo estdo na Tabela 4. A
observacdo das meédias, torna claro a diferenca fenotipica entre o rebanho NeC e os
rebanhos selecionados relatada em estudos prévios e que evidencia a eficiéncia de 3

décadas de selecgéo.

Tabela 4. Namero de observacdes (N), médias fenotipicas e desvios padréo (DP).

Rebanho
Caracteristicas NeC NeS NeT

N Média (DP) N Média (DP) N Média (DP)
PN (kg) 104 25,12 (3,57) 192 32,08 (5,28) 348 32,29 (4,89)
P210 (kg) 104 158,55 (23,98) 189 190,60 (31,26) 343 198,14 (30,22)
P378 (kg) 20 253,85 (25,22) 31 349,88 (37,55) 104 357,93 (37,48)
P550 (kg) 83 280,15(23,82) 159 312,79 (33,18) 240 315,01 (42,27)
A378 (cm) 20 125,05 (2,78) 32 132,88(5,05) 104 133,19 (4,16)
A550 (cm) 83 127,42 (3,99) 160 134,83(3,89) 240 134,17 (4,62)
AOL (sz) 82 4541(551) 137 46,74 (7,33) 207 49,54 (7,09)
EGS (cm) 71 1,68 (0,58) 126 1,74 (0,67) 184 1,78 (0,77)
EGG (cm) 81 3,99(1,92) 137 4,36 (1,94) 206 4,49 (1,91)

NeC: Nelore Controle, NeS: Nelore Selecéo, NeT: Nelore Tradicional

O presente estudo nao pode colaborar com a estimacdo do efeito dos

marcadores POU1F1 c.577C>A e GHR g.257A>G sobre caracteristicas de crescimento
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em bovinos de corte, pois estes locus apresentam a fixagdo de um alelo. As andlise de
associacao realizadas com o primeiro modelo que considerava um marcador de cada
vez, revelaram ndo existir associacdo, em nivel de 5%, dos marcadores GH1
g9.1047T>C e GHR @g.229T>C com as caracteristica de crescimento e carcaga
envolvidas neste estudo. A Tabela 5 apresenta os niveis de significancia da associacéo
entre os marcadores e as expressoes fenotipicas obtidos com o modelo em que foram
considerados os dois marcadores simultaneamente e o efeito de interacdo. Descricdo

dos niveis de significancia de cada variavel considerada no modelo (Apéndice C).

TABELA 5. Valores de P obtidos nas andlises de associacdo entre marcadores e
fenotipos.

Caracteristicas de
Marcador carcaca Caracteristicas de crescimento

AOL EGS EGG PN P210 P378 P550 A378 A550
GH1 g.1047T>C 0,8108 0,6448 0,3212 |0,3309 0,8160 0,4272 0,4087 0,7558 0,3464
GHR g.229T>C 0,0281* 0,5499 10,6594 | 0,6559 0,7360 0,8938 0,0954 0,1447 0,6134

GH*GHR 0,0646 0,5329 0,6687 | 0,1873 0,2729 0,9165 (,0448* 0,6263 0,8755

GH*GHR- Interagado entre os dois marcadores; * significativo em nivel de 5%

O marcador GH1 g.1047T>C mesmo com o0 modelo considerando os dois
marcadores e a interagcdo, ndo demonstrou associacdo com as caracteristicas
avaliadas. No entanto o marcador GHR ¢.229T>C apresentou-se associado com a
caracteristica AOL no segundo modelo, sendo as médias ajustadas de AOL superiores
em animais com o gendtipo CT. Apesar de os dois marcadores manterem no segundo
modelo a condicdo de ndo associados a caracteristica P550, houve um efeito da
interacdo dos dois marcadores sobre esta caracteristica. Fémeas com o genotipo CT
para o marcador GHR ¢.229T>C apresentaram médias de P550 superiores as fémeas
com o genotipo TT. Porém quando em combinagcdo com gendtipo TT do marcador GH1
0.1047T>C a situacdo foi inversa, sendo que esta foi a categoria de genaotipos

combinados que apresentou a pior média para a caracteristica (Tabela 6).
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TABELA 6. Médias ajustadas de P550 para o efeito de interacdo entre os
marcadores (p=0,0448)

Marcadores P550 (kg)

GH1 g.1047T>C  GHR g.229T>C N Médias (DP)

cC CT 07 319,33 (11,99)a

cC TT 05 290,72 (14,00)ab

TC CT 38 300,47 (6,51)ab

TC TT 53 290,29 (6,19)b

TT TT 62 296,64 (6,03)ab

TT CT 47 289,76 (6,60)b
Medias seguida de letra minUscula diferente na mesma coluna diferem entre si pelo

teste Tukey (5%).

Embora o horménio do crescimento tenha um papel fundamental no
desenvolvimento de tecidos e crescimento animal, a mutagao existente no intron 3 do
gene GH1 n&o é capaz de explicar variagdes nas fungfes exercidas por esse horménio,
que altere o seu efeito sobre as caracteristicas de desenvolvimento muscular e
crescimento, conforme verificado pela auséncia de associacdo deste polimorfismo com
as caracteristicas avaliadas nos dois modelos testados. DI STASIO et al. (2003)
também ndo encontraram associacdo deste marcador com caracteristicas de
crescimento, em bovinos Piemontés com um modelo considerando apenas um
marcador. Embora UNANIAM et al. (2000) tenham descrito efeito polimorfismo sobre os
ganhos de peso a partir da idade de 14 meses em bovinos Nelore, no presente estudo o
mesmo nao foi observado no peso corporal em idades mais elevadas.

Em relacdo ao marcador GHR ¢.229T>C, o nimero de animais relacionados na
analise de associacao foi o mesmo nos dois modelos, visto que o critério de eliminacéo
nao afetou nenhum animal genotipado para este polimorfismo. A diferenca entre os
resultados de associagdo obtidos nos dois modelos foi causada exatamente pela
inclusdo do fator interacdo. A incluséo deste fator ao modelo gerou um novo ajuste das
médias fenotipicas no qual foi possivel detectar o efeito do marcador GHR g.229T>C,
oculto no primeiro modelo. A inclusdo do efeito de interacdes intergénicas ainda é uma
pratica delicada devido a possibilidade de associacdes espurias. No entanto, sob o

ponto de vista que a combinagcdo de gendtipos ocorre em um animal e que neste caso
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existe uma correspondéncia biolégica entre os fatores transcritos por cada gene, a
inclusdo do efeito de interagdo no modelo é contundente. MACKAY (2001) considera
que a incluséo deste efeito, quando existe a relagdo bioldgica entre os dois marcadores,
revela a existéncia de fontes de variancia genética que ndo sdo detectados com a
utilizacéo de apenas um marcador.

Resultados de interacdo entre locus foram relatados em estudos com
marcadores moleculares utilizando modelos similares ao segundo modelo utilizado
neste estudo (CASAS et al., 2000; TAMBASCO et al., 2003; PAZ et al., 2004). O efeito
de epistasia, determinado pela interacdo entre locus, ndo é comumente considerado em
analise com genes candidatos, pela falta de evidéncias que essa interacdo entre dois
sitios polimérficos exista e pela dificuldade em delinear um experimento capaz a
detectar essa interacdo com precisédo. A premissa de que o efeito de epistasia ndo pode
ser transmitido a progénie também justifica a sua ndo inclusdo em analises com
marcadores moleculares. Apesar de considerar importante a inclusado do fator interacao
nos modelos, MACKAY (2001) classifica o poder de deteccédo do efeito de epistasia
entre marcadores como baixo, considerando que, a classe contendo os gendtipos
menos frequentes de cada marcador tera sempre um pequeno namero de individuos;
existem outros QTL para uma caracteristica segregando na populacdo, além do par
considerado; e somente interacdes epistaticas extremamente fortes continuam a ser
significativas apo6s o ajuste dos limites de significancia para andlises estatisticas
multiplas.

Os recentes avancos em métodos de identificacdo de polimorfismos em larga
escala podem fazer da estimacdo de efeitos de interacdo entre loci uma técnica mais
precisa, por permitir que um numero maior de marcadores seja considerado em um
mesmo modelo. Apesar de ter sido observado neste estudo um numero reduzido de
animais em algumas classes, assim como em um dos pontos levantados por MACKAY
et al. (2001), vale ressaltar que o rebanho da EEZS equivale a um material genético
anico da raca e mesmo com uma populacdo pequena estudos com informacdes
moleculares nesse rebanho assumem especial importancia na busca por marcadores

especificos a raca Nelore. As divergéncias nos resultados obtidos com os dois modelos
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chamam atencdo a importancia de novos efeitos a serem inclusos nas analises com

modernas condi¢cdes de genotipagem em larga escala.
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6. CONCLUSOES

As regides GH ¢g.1047T>C e GHR g.229T>C séo polimorficas no rebanho Nelore
pertencente a EEZS, caracterizando possiveis marcadores para alguma caracteristicas
de interesse econdmico.

A selecdo para crescimento a qual os rebanhos estdo expostos nao influenciou
as frequéncias alélicas e genotipicas nos marcadores GH ¢g.1047T>C e GHR ¢.229C>T.

O terceiro exon do gene POU1F1l ndo condiz a um potencial marcador na
populacdo avaliada por ndo apresentar variagdo em sua sequéncia.

O marcador GHR @.229T>C, equivale a uma ferramenta interessante a ser
considerada na selecdo para peso corporal de fémeas aos 550 dias de idade.

Em situacdes que seja conhecida a interatividade entre duas regides génicas,
faz-se necessério a inclusdo do efeito de interacdo entre marcadores nos modelos de

andlise de associagéo.
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APENDICES

Apéndice A
PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA DE SANGUE

Descongelar as amostras;

Aliquotar 1000 pL de sangue homogeneizado em novo eppendorf;

Adicionar 120 uL de SDS 0,5 ou Nonidet P-40 (12,5) as amostras;

Completar o volume para 2 ml com Tampé&o TKM-1. Homogeneizar no vortex;
Centrifugar por 15 minutos a 10000 r.p.m. a T° ambiente (27~30°C). Descartar o
sobrenadante;

Adicionar 800 uL de tampdo TKM-1, dissolver o pellet em vértex, e depois
completar o volume para 2 ml;

Centrifugar por 10 minutos a 10.000 r.p.m. a temperatura ambiente.até obter
coloracao clara;

Descartar o sobrenadante;

Adicionar 1.000 pL de tampao TKM-2 e 100 yL de SDS (20%) e agitar no vortex;
Incubar em banho-maria a 55-62°C por 1 hora,;

Adicionar 400 pyL de NaCl (6M) e agitar no vortex;

Centrifugar por 20 minutos a 14.000 r.p.m. a temperatura ambiente;

Transferir 1.000 pL do sobrenadante para um novo eppendorf;

Adicionar 700 uL de etanol absoluto gelado, e em seguida agitar vagarosamente
para que ocorra a precipitacdo do DNA,

Centrifugar por 15 minutos a 14.000 r.p.m. a 4°C;

Descartar o sobrenadante e em seguida adicionar 700 pyL de etanol (70%)
misturando por inversao;

Centrifugar por por 5 minutos a 14.000 r.p.m. a 4°C, descartar o sobrenadante em
seguida. Secar o pellet por inverséo (~ 6 horas);

Adicionar 100 pL de tampao TE e armazenar em freezer a 4°C, para posterior

utilizacao.
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Apéndice B

Tabela. Numero de animais, Grupos de Contemporaneos e touros envolvidos em cada

analise de associacao.

MARCADOR Fator Caracteristica

PN P210 P378 P550 A378 A550 AOL EGG EGS

N 645 636 155 482 482 155 428 427 425
H1 g.1047T>C GC 20 20 20 20 20 20 16 16 16
Touro 83 83 83 83 83 83 59 59 59

N 322 317 105 212 105 212 304 304 303
GHR g.229T>C GC 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Touro 48 47 48 48 48 48 47 47 47




2,200 97000 6600°0 92¢0'0 ¥020'0 SO4
T000'0 T000'0 G000 G66T'0 T000'0 993
L6€0'0 €G9GT°0 vSTT'0 LTT0°0 LT000 10V
-- -- 8€60°0 STA0 70 T000'0 0Gssv
-- =" 16920 81/5'0 T000'0 8LEV <1622 6 YHO
-- -- 26560 891’0 T000'0 0G949d
-- -- €269°0 9v19'0 T000'0 8.&d
-- ¥200°0 T0000 LSYE'0 T000'0 0T¢d
-- T000'0 L9200 82100 T000'0 Nd
€€8€0 88T0°0 L8120 0900'0 T000'0 SO4
8T000 T000'0 T060°0 Z¥80°0 T000'0 993
2€00°0 €66.°0 ¥00T'0 92000 8T00°0 10V
-- -- 0€00'0 281’0 T000'0 0ssv
-- -- ¥96T°0 ¥892°0 T000'0 8LEV O<1/¥0T'B THO
-- -- G/€80 ¥890°0 T000'0 0549d
-- -- 671580 90280 T000'0 8.&d
-- T0000 T0000 €92€'0 T0000 0Ted
-- T000‘0 ,200°0 T000'0 T000'0 Nd
[ewiue oyed oe ojuswWIoseN  soauesodwaluo)d
op apep| 0X39S eoeA Bp 3pep| ap san ap odnig
S3401v4 VOILS]d310VdVvD dJOAVOdVIN

‘ojapow oJ1awiid o
W02 sopngo ‘sodnousa) 8 salopeaewW a.1Ud 0BILID0SSE 3p Sasijeur Seu OprIapISU0D Jore) BpRd ap d 9p SaI0eA T elagel

D 92Ipugdy

[o1xa1 anbi]



€1ezo €200°0 0,700 6%10°0 ¥000°0 S93

€T00°0 €¥700°0 8,000 04900 T000'0 993

TETO0 T000'0 TOTZ0 96T0°0 T800°0 10v
- - 0.TT'0 T0O000 T000'0 0SSV
- - 9690°0 99210 T000'0 8LEV
-- -- 868T‘0 €9/2°0 T0O00‘0 0S&d
- - €6¥0°0 €€L.0 T000'0 8.¢ed
-- /2000 T000‘0 €116°0 T0O00‘0 0Tcd
-- T000‘0 TI¥00 E€YT00 T0O00‘0 Nd

rewiue olpled oe ojuswioseN  soauelodwaluo)d

op apep| 0XaS BORA Bp 2pep| ap saN ap odnio
S3401vd VOILS|d310VdVvYD

‘o[apow opunbas o wWod sopngo ‘sodnous)
9 SalopedJell a)ua 0BIRID0SSE 3p SasIjeue SeU OprISPISUOD Joje) Bped ap d ap SaI0[eA " elagel

[o1xa1 anbi]



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DA LITERATURA
	3. OBJETIVO
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICE

