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Associagao da regiao centromérica do cromossomo 14 com espessura de

gordura em bovinos da raga canchim

RESUMO

Canchim é uma racga sintética que tem sido usada na industria de gado de
corte como uma alternativa para intensificacdo da producdo. No entanto, esta
raga possui pouca gordura de cobertura. Desse modo pesquisas tém sido
realizadas com o objetivo de aumentar a deposicado de gordura nessa raca.
Essas pesquisas incluem a procura por marcadores moleculares que podem
auxiliar a identificagdo de animais com maior potencial genético para a
caracteristica. Em varias populagbes bovinas a regido centromérica do
cromossomo 14 foi associada com deposicdo de gordura. O gene da
tireoglobulina esta localizado a 4,46 Mb nesse cromossomo e relatos
descrevem a influéncia de um polimorfismo na sequéncia 5" lider desse gene
sobre 0 marmoreio e espessura de gordura. O objetivo deste trabalho foi
analisar o efeito desse polimorfismo no gene da tireoglobulina, assim como de
dois marcadores microssatélites que flanqueiam esse gene, CSSM066 (2,95
Mb) e ILSTS011 (6,93 Mb) sobre a espessura de gordura em bovinos da raga
Canchim. Quinhentos e setenta e dois animais, de dois grupos genéticos (MA e
CA), criados em duas fazendas e pertencentes a 64 familias de meio-irmaos
foram avaliados. Associagdes dos genotipos dos marcadores com as medidas
fenotipicas (espessura de gordura) foram analisadas por um modelo misto. Os
resultados mostraram que o marcador microssatélite CSSM066 teve efeito

significativo sobre a espessura de gordura nas populagbes estudadas. No



entanto, esta caracteristica nao foi significativamente associada com o
polimorfismo do gene da fireoglobulina e com o marcador microssatélite
ILSTS011, o que sugere que outro gene situado na regido centromérica do
cromossomo 14 de bovinos deva ser responsavel pela variagdo da
caracteristica. Novos estudos merecem ser realizados proximos ao marcador
CSSMO066, que indicou associacao com espessura de gordura em noOsSsoO
estudo, a fim obter informagdes que possam ser incorporadas em programas

de melhoramento.
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Association of centromeric region of chromosome 14 with backfat

thickness in Canchim cattle

ABSTRACT

Canchim is a synthetic breed that has been used in the beef cattle industry
as an alternative for production intensification. However, this breed has poor fat
deposition. Therefore researches have been done with the objective of
increasing the fat deposition in this breed. These efforts include search for
molecular markers that could aid the identification of animals with greater
genetic potential for this trait. In several bovine populations the centromeric
region of chromosome 14 was related with fat deposition. The thyroglobulin
gene is located at 4.46 Mb in that chromosome and reports describe the
influence of a polymorphism in the 5” leader sequence of that gene on marbling
and fat thickness. The scope of this work was to analyze the effect of this
polymorphism in the thyroglobulin gene as well as of two flanking microsatellite
markers, CSSM066 (2.95 Mb) and ILSTS011 (6.93 Mb) on backfat thickness of
Canchim beef cattle. Five hundred and seventy two animals of two groups
genetic (CA and MA), raised in two farms and pertaining to 64 half-sib families
were evaluated. Associations of marker genotypes with phenotypic measures
(backfat thickness) were analyzed by a mixed model. The results showed that
microsatellite marker CSSM066 had a significant effect on fat thickness in the
studied populations. However, this trait was not significantly associated with the
polymorphism of the thyroglobulin gene and with the microsatellite marker

ILSTS011, what suggests that another gene located in the centromeric region
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of chromosome 14 of bovine can be responsible for the variation on this trait.
The genome region close to CSSM066 marker, that indicated association with
fat thickness in our study, should be further investigated to produce information

that may be incorporated in improvement programs.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bovinocultura

No cenario mundial o Brasil apresenta o segundo maior rebanho comercial
de bovinos (170 milhdes de animais) e € o segundo maior produtor de carne
bovina (8,4 milhdes de toneladas de equivalente-carcaga) (ANUALPEC, 2005).
Atualmente a cadeia produtiva da pecuaria nacional vem influenciando de
forma significativa a economia do pais, sendo que no primeiro semestre de
2006 as exportacdes brasileiras totalizaram 709.659 toneladas, com receita
cambial de US$ 1.716,89 milhdo no geral, entre carne bovina in natura,
industrializada e miudos (Negrelli, Fonte: Secex/MDIC, elaboragado Beef Point
2006).

No Brasil o gado zebu (Bos indicus) compde a maior parte dos rebanhos
(cerca de110 milhdes) se comparado com o gado europeu (Bos taurus), que €
representado por cerca de 60 milhdes de cabecas no pais e, se restringe a
regido sul, além de algumas éareas das regides sudeste e centro-oeste que
apresentam climas de altitude. Este contexto pode, talvez, ser explicado pelo
fato de que o gado zebu tenha suas origens em lugares cujo clima é parecido
com o clima do Brasil, sendo assim n&do ha necessidade de adaptacdes nos
sistemas de produgao, o que poderia inviabilizar o negdcio.

O Zebu foi trazido para o Brasil no século passado e adaptou-se muito
bem ao nosso pais. A origem do gado zebu ainda é bastante discutida. Muitos

autores (Epstein H. 1971, Payne W. J. A. 1991) acreditam que a maioria das

13



racas de bovinos sao oriundas do extinto Bos primigenius, o qual possuia trés
racas: Bos primigenius namadicus (Asia), Bos primigenius opisthonomus (Norte
da Africa), e Bos primigenius primigenius (Europa). E amplamente aceito que
os taurinos foram domesticados a partir do Bos primigenius namadicus
(Clutton-Brock J. 1989). Muitos autores acreditam que as ragas zebuinas se
desenvolveram a partir de ragas taurinas apdés o evento de domesticacéao.
Algumas caracteristicas do Bos indicus (como por exemplo, caracteristicas de
resisténcia) podem ter sido desenvolvidas durante a permanéncia dos bovinos
em desertos do Ira (Epstein H. 1971, Payne W. J. A. 1991). No entanto, Loftus
et al. (1994) em um estudo com DNA mitocondrial observaram resultados
inconsistentes com a teoria de uma unica origem para todas as ragas de
bovinos. Nesse mesmo estudo de Loftus et al. (1994) ndo foi encontrada
diferenciacao entre racas zebuinas e taurinas africanas. Ambas apresentaram
baixa divergéncia de ragas taurinas européias e alta divergéncia em relagao as
racas indianas.

Sabe-se que os representantes dos grupos Bos indicus e Bos taurus
possuem caracteristicas e exigéncias contrastantes, que fazem com que os
representantes de cada classe apresentem seu maior grau de produgdao em
ambientes também contrastantes. Segundo Marques (1976), algumas das
principais diferengas entre o gado Zebu e 0 gado europeu séo:

__Bos indicus: alta capacidade de tolerancia ao calor, alta capacidade de
resisténcia a ecto e endoparasitas, alta fertilidade (mesmo em climas quentes),
aparelho digestivo com menor capacidade, boa cobertura de gordura
subcutanea e niveis inferiores de qualidade de carne, principalmente

relacionados a maciez das fibras musculares.
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_Bos taurus: baixa capacidade de tolerancia ao calor tropical, baixa
capacidade de resisténcia aos ecto e endoparasitas, exigente quanto as
pastagens e seu valor nutritivo, aparelho digestivo com maior capacidade e
elevados indices de qualidade de carne.

Uma ferramenta que visa aproveitar as qualidades econémicas do gado
europeu e a comprovada resisténcia do gado Zebu é o cruzamento, cujo
objetivo seria criar um bovino altamente produtivo e resistente as condi¢des
tropicais. Esse foi um dos pressupostos que levou a criacdo da raga Canchim.
A formagao dessa raca foi iniciada em 1940, por iniciativa do médico veterinario
e zootecnista Dr. Antbnio Teixeira Vianna e, consiste no cruzamento da raca
Charolesa (Bos taurus) com animais de ragas zebuinas (Bos indicus). Por meio
de cruzamentos alternados, obtiveram-se mesticos com 5/8 Charolés e 3/8
Zebu, de cujo acasalamento resultou o Canchim (Alencar, 1985).

Animais da raga Canchim (Figura 1) sdo bovinos déceis, de temperamento
ativo, precoces, rusticos, bastante resistentes aos ectoparasitos e ao calor,
elevada capacidade digestiva para aproveitamento de forragens grosseiras,
boa adaptacao ao regime exclusivo de campo, conformacgao ideal para o corte,

produgao abundante de carne e pouca gordura de cobertura (Marques, 1976).
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Figura 1. Animal da raga Canchim

Atualmente no Centro de Pesquisa de Pecuaria do Sudeste (EMBRAPA —
CPPSE) existem duas linhagens da raga Canchim, que diferem quanto as
ragcas parentais e composigdo genética. O grupo genético denominado MA
comecou a ser formado a partir de 1987. Ele é um mesti¢co resultante do
cruzamento Charolés X %2 Canchim + %2 Nelore e possui 65,6% de Charolés. O
grupo genético no presente trabalho denominado CA, comecgou a ser formado a
partir de 1953, através de cruzamentos entre 5/8 charolés + 3/8 zebu X 5/8
charolés + 3/8 zebu. A partir de 1987, o zebuino utilizado passou a ser
somente Nelore, o qual, das ragas zebuinas brasileiras, é das que apresentam
maior produtividade. Hoje em dia existem animais CA que podem ser
provenientes de trés tipos de cruzamentos: MA x MA que produz um animal CA
com 65,6% Charolés, MA x CA que produz um animal CA com 64,05%

Charolés e CA x CA que produz um animal CA com 62,5% Charolés.
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1.2. Importéancia da cobertura de gordura na carcaga de bovinos

Segundo Perotto et al. (1999), um conjunto de caracteristicas determina o
valor comercial da carcaga bovina, dentre as quais se destacam: peso, gordura
de cobertura (gordura subcutdnea) e gordura intramuscular (marmoreio).
Espessura de gordura, quantidade total e distribuicdo de gordura tém grande
impacto sobre a qualidade de carcaga e de carne em gado de corte (Wheeler et
al. 1994, Lozeman et al. 2001) e sao fatores importantes na determinacao de
tipos de carcaca. A maioria dos mercados, apesar de preocupados com a
saude e com os riscos potenciais do consumo excessivo de gordura, demanda
carcagas com teores de gordura variando de 20%-22% a 36%-38%. O padrao
de espessura de gordura desejavel pela industria frigorifica € da ordem de 3 a
6 mm de gordura, com uma espessura minima de 2 mm.

Uma quantidade insuficiente de cobertura de gordura (abaixo de 3 ou 2
mm) pode gerar problemas, depreciando a qualidade da carne, como por
exemplo, o escurecimento da parte externa dos musculos causado pelo
resfriamento nas camaras frigorificas, o encurtamento das fibras musculares e
a maior perda de agua pelo frio (geralmente quando a carcacga € resfriada em
alta velocidade), que podem contribuir de modo significativo para a redugao da
maciez da carne (Felicio & Norman 1978, Sainz 1996). E sabido também, que
a gordura € importante componente do sabor da carne bovina. Aalhus et al.
(2001) observaram que as grandes diferengcas na maciez da carne entre
animais com diferentes graus de acabamento foram devido ao fato de que a
gordura de cobertura e marmoreio reduziram a dissipagao de calor, evitando o

choque pelo frio durante o processo de resfriamento.
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Os principais atributos de qualidade da carne bovina valorizados pelo
consumidor, segundo Leidenz (2000) e Fava Neves et al. (2003), sdo a
palatabilidade (representada por maciez, sabor e suculéncia), a aparéncia (cor,
firmeza e marmorizacdo), a conveniéncia (produto cortado ou fatiado), a
nutricido e a saude (teores de ferro, zinco, colesterol, etc.) e a seguranga
alimentar (auséncia de patdégenos e de residuos). No Brasil, apesar de todos
estes fatores terem importancia no ato da compra de alimentos, o quesito preco
ainda é o forte balizador do consumo.

A quantidade de gordura na carne influencia a maioria das caracteristicas
que o consumidor valoriza. No entanto, a cobertura de gordura em excesso
(acima de 7 mm), é indesejavel e praticamente sem valor comercial, uma vez
que um excesso de gordura na carne diminui a por¢gao comestivel desta e nédo
agrada aos padrdes de saude e dieta adotados no mundo atual, desagradando
o consumidor. Nichos de mercado muito pequenos, como o mercado japonés,
se interessam por cortes carneos com gordura excessiva (Sainz 1996).

Além das caracteristicas citadas acima que podem interferir na qualidade
€ maciez da carne, existem outros fatores que também o fazem, como a idade
de abate do animal, o tipo de manejo e alimentagdo e, um dos fatores mais
significativos, o gendétipo ou raga. Tratando-se deste ultimo aspecto, as ragas
zebuinas e seus cruzamentos sao reconhecidos por produzirem carne mais
rigida do que as racgas taurinas (Moletta & Restle 1996, Vaz et al. 2002). No
que diz respeito aos rebanhos brasileiros, sabe-se que em sua maioria sao
compostos de gado zebu e cruzados destes. Segundo Oliveira (2000) este fato,
aliado a globalizagcéo e a ampliagdo da possibilidade de exportacédo de carne

fresca, pode fazer com que o problema de maciez da carne coloque o Brasil
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em risco de ficar conhecido como grande produtor de carne de baixa qualidade
(dura, escura, etc.). De acordo com Thompson (2002), quando a genética e
manejo sao bem conhecidos e controlados, o marmoreio € uma fonte
importante de variacdo na maciez e sabor da carne.

Diante deste contexto, fica evidente que o Brasil necessita investir em
pesquisas que envolvam melhoria da qualidade da carne bovina, para que nao

figue de fora do mercado, principalmente, do mercado internacional.

1.3. Utilizacao da ultra-sonografia para predicao de caracteristicas de

carcaca

Em um programa de melhoramento de caracteristicas de carcaga é
necessario o conhecimento sobre a caracteristica em questdo, se existe
variagao dessa caracteristica na populacdo em estudo e avaliagao fenotipica
da caracteristica nos individuos. Uma forma de determinacdo de algumas
caracteristicas, de maneira rapida, nao invasiva e com boa acuracia, pode ser
obtida por ultra-sonografia. Varios pesquisadores empregaram esta técnica
para medir caracteristicas de composigao corporal de animais vivos (Kempster
& Owens 1981, Simm 1983). Segundo Wilson (1992) a utilizagdo da ultra-
sonografia para estimar quantidade de gordura (Figura 2) e a proporgéao de
musculo € mais acurada que o peso vivo e outras caracteristicas de facil
mensuracao.

A técnica de ultra-sonografia pode auxiliar a identificagdo de animais com

melhor cobertura de gordura, cuja informagéo pode ser utilizada em programas
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de avaliagao genética, que visam a identificagao de individuos superiores para

uma dada caracteristica.

Figueiredo 2001

Figura 2. Imagem gerada pelo aparelho de ultra-som para medida de espessura

de gordura subcutanea lombar. I = medida de espessura de gordura

A utilizagdo da ultra-sonografia para a avaliagdo de qualidade de carcaca
apresenta muitas vantagens, como a analise precoce de animais para selegéo
sem necessidade de abate, os resultados podem estar disponiveis antes da
primeira estacao de monta e ainda, o custo da avaliagao individual é inferior ao
custo do teste de progénie, com resultados equivalentes. Em processos de
selecdo, para o calculo de herdabilidade de algumas caracteristicas, como por
exemplo, area de olho de lombo e cobertura de gordura, as medidas de ultra-

som sao até superiores as medidas diretas (Sainz & Araujo 2002).

20



1.4. Utilizacao de marcadores moleculares no melhoramento animal

A biologia molecular vem complementando os métodos tradicionais de
melhoramento que tém por objetivo selecionar e cruzar individuos visando
aumentar a freqliéncia de alelos associados as caracteristicas fenotipicas

desejaveis, ocasionando um aumento da produgao.

A maioria das caracteristicas de interesse econdmico é quantitativa e,
supostamente, determinada por muitos genes. Apesar da existéncia de genes
principais, a maioria da variagdo deve ser controlada por um grande numero de

genes, cada um com pequeno efeito sobre o carater (Massey & Georges 1992).

Uma das ferramentas utilizadas pela biologia molecular na localizagéao de
regides cromossémicas que contribuem para a variagdo de um carater
quantitativo € o uso de marcadores genéticos. O uso de marcadores em
desequilibrio de ligagdo com genes que influenciam caracteristicas de interesse
econdmico (Williams 2005) ou o uso de marcadores diretos, pode auxiliar no
processo de selecdo. Uma pratica que se utiliza dessa ferramenta é a Selecao

Assistida por Marcadores (MAS).

A Selecgao Assistida por Marcadores pode aumentar a acuracia da selegao
realizada com base em principios de genética quantitativa. As principais
vantagens da MAS séo predigao do valor genético para caracteristicas dificeis
de mensurar precocemente, nao sendo necessario aguardar o
desenvolvimento completo do individuo para que se possa realizar selecao;
determinacdo do efeito individual de cada loco de um carater quantitativo,

além de determinacdo do quanto desse carater € explicado por um ou mais

21



marcadores; selegdo para caracteristicas dificeis de serem medidas ou de
conseguir progresso genético, por possuirem baixa herdabilidade (Davis &
Denise, 1998) e identificagcdo e descarte de animais portadores de doencas
deletérias ou que diminuam a producdo. Caracteristicas como habilidade
materna, resisténcia a doencgas, rendimento e qualidade de carcaca, fertilidade,
eficiéncia reprodutiva e caracteristicas limitadas pelo sexo sao alguns

exemplos para aplicagdo da MAS (Eenennam 2004).

A Selecdo Assistida por Marcadores deve ser realizada
concomitantemente com a Selecao Tradicional, uma vez que dar énfase a
somente um ou poucos marcadores pode ocasionar perda da variabilidade em
outros loci, o que podera dificultar e impedir futuras sele¢des e ainda, ocasionar

efeito “carona” e fixagcao de alelos desfavoraveis em outros /oci.

Atualmente existem disponiveis no mercado alguns testes comerciais
baseados em marcadores moleculares para caracteristicas economicamente

importantes (Eenennaam 2004) como o teste TenderGENE ™

(Frontier Beef
Systems) que analisa duas variagbes na regido codificadora do gene da
calpaina, enzima responsavel pela degradagao das fibras musculares e, o teste
GeneSTAR Tenderness (Genetic Solutions) que se baseia em um polimorfismo
da calpastatina, proteina responsavel pela modulagdo da degradagao pos-
mortem das fibras musculares pela calpaina, que sao testes indicativos de
maciez. A combinagao dos dois testes € oferecida pela ultima empresa com o
nome de GeneSTAR Tenderness 2.

Antes da utilizacdo desse tipo de teste deve ser feita uma avaliacdo da

eficacia do teste no rebanho em estudo, uma vez que os efeitos desses

gendtipos podem variar entre as populagdes, pois os efeitos de substituicao de
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alelos de um QTL (Quantitative Trait Loci) sdo parametros intrinsecos de cada
populagdo assim como a fase de ligagdo. Deve-se também verificar se ha
variagao para o marcador em questdo na populacdo em que se pretende
aplicar o teste e, ainda considerar a existéncia de interagdes nao alélicas com
os demais genes que compdem o genoma da espécie, que podem exibir
combinagdes diferentes daquelas em que o QTL foi descrito. A interagéo do
gendtipo com o ambiente deve ser analisada com cautela, pois os QTLs
mapeados em experimentos conduzidos no hemisfério norte podem nao ser
importantes para as condi¢gdes ambientais de criacdo nos tropicos, que sao
distintas do ponto de vista climatico, de incidéncia de doencas e de manejo
nutricional (Regitano et al. 2006).

A identificacdo de marcadores associados a caracteres quantitativos tem
sido feita de duas maneiras: utilizacdo de marcadores aleatérios para
construcdo de mapas genéticos saturados, que sdo empregados em analises
de intervalos na identificacdo de QTLs (Geldermann 1975) ou deteccéo de
polimorfismos em genes que podem estar diretamente relacionados com a

caracteristica de produgéao, denominados genes candidatos.

1.5. Marcadores Genéticos

Marcadores genéticos sdo caracteristicas que permitem a inferéncia do

gendtipo do individuo com base em seu fendtipo. De preferéncia devem ser

neutros com relagdo a adaptacdo e a sobrevivéncia do individuo, possuir

variabilidade dentre os individuos da populacdo em estudo, preferencialmente
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codominantes, estaveis ao longo do desenvolvimento e possuir heranga
mendeliana simples (Regitano 2001).

Segundo Liu (1998) ha trés tipos de marcadores genéticos: marcadores
morfolégicos, marcadores baseados em proteinas e marcadores baseados em
acido desoxirribonucleico (DNA). Ja para Ramalho et al. (2001) os marcadores
genéticos sao divididos em apenas duas classes: morfolégicos e moleculares.

Por motivos didaticos adotaremos a segunda classificagao.

1.5.1. Marcador morfolégico

Marcadores morfolégicos foram os primeiros tipos de marcadores
utilizados por geneticistas, como Sax (1923). Este tipo de marcador consiste
em um fendtipo de facil identificacdo, geralmente determinado por um unico
gene e herdabilidade proxima de 1,0, podendo estar intimamente ligado ao
gene de interesse ou constituir tal gene.

A utilizacdo de marcadores morfoldgicos possui baixo custo, no entanto,
apresenta a limitacdo de acontecer na natureza em numero reduzido,
consequentemente ndo sao suficientes para marcar alelos de interesse dos

varios genes de uma espécie.
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1.5.2. Marcador Molecular

Marcadores moleculares revelam polimorfismos de DNA entre individuos
geneticamente relacionados (Lopes et al. 2002). Os marcadores moleculares
mais utilizados s&o variagdes observadas nas proteinas ou no proprio DNA.

Estes marcadores podem ser utilizados, dentre outras coisas, para
inferéncia de processos demograficos, testes de paternidade, aplicagdes de
cunho forense, estudos de associagdo de marcadores com um dado fenétipo e
estudos de mapeamento (Schlétterer 2004).

Dependendo do objetivo e do capital disponivel, ha um marcador mais
adequado para ser utilizado. O importante € que o marcador atenda as
necessidades do estudo pois, as vezes, um marcador cujo custo de analise é
maior, que acabou de ser descoberto e esta recebendo maior atencao da
comunidade cientifica pode nao ser a melhor escolha, e a utilizagdo de um
marcador de menor custo poderia proporcionar o mesmo tipo de resultado que

uma técnica mais sofisticada.

1.5.2.1. Marcadores de Proteinas

Os marcadores de proteinas (ou bioquimicos) mais comuns sao
representados por isoenzimas e proteinas de reservas de sementes. As
isoenzimas foram populares nos anos de 1960 e 1970. O modo de utilizagao
destes marcadores consiste na extracdo da proteina e no uso de técnicas

apropriadas que identifiquem suas variantes (Ramalho et al. 2001).
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As vantagens da utilizacdo destes marcadores séao que possuem baixo
custo e os protocolos sao universais. No entanto requerem material fresco ou
congelado, alguns loci apresentam instabilidade protéica, s&o potenciais alvos

diretos de selecao e possuem reduzida variabilidade (Schlétterer 2004).

1.5.2.2. Marcadores de DNA

Os marcadores de DNA geralmente correspondem a uma pequena regiao
do genoma que apresenta sequéncia polimérfica entre individuos de uma
espécie. Possuem alta variabilidade dentre os individuos de uma espécie e
grande quantidade de Joci polimdficos, no entanto requerem técnicas
laboratoriais mais caras. Basicamente, pode-se apontar duas classes de
marcadores de DNA: polimorfismos na sequéncia do DNA, como é o caso dos
polimorfismos de um nucleotideo (SNP) e variagdo de DNA repetitivo, por
exemplo, minissatélites e microssatélites (Schlotterer 2004). Polimorfismos na
sequéncia de DNA podem ser detectados por diversas técnicas como RFLP,

RAPD, AFLP entre outras.

_SNP (Single Nucleotide Polymorphisms ou Polimorfismos de um

Nucleotideo)

Um marcador SNP classico focaliza a variagcdo de um unico nucleotideo

no genoma (Schlotterer 2004). Os recentes avangos de sequenciamento
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automatico tém permitido a comparagao dos acidos nucléicos, que constituem
0 genoma, entre varios individuos (Regitano 2001). Com isso variagdes
individuais, advindas de mutagdes de ponto (substituicbes, adicdes ou
delecbes de nucleotideos) podem ser identificadas e tal informagao utilizada na
constituicdo de SNPs. Para ser considerado um SNP, o polimorfismo tem que
possuir freqiéncia acima de 1% na populagdo, pois uma freqiéncia menor
pode indicar que a variagao € consequiéncia do acaso ou erro experimental.

As principais vantagens desse tipo de marcador sao baixa taxa de
mutacéo, elevada abundancia no genoma, facilidade de automacéo. Podem
servir de base para informacdes de distribuicdo de frequéncia alélica,
desequilibrio de ligacdo e tém grande potencial para utilizacdo em
mapeamentos de desequilibrio de ligagdo de caracteristicas complexas além
de, poder ser utilizado para inferéncias de eventos demograficos. No entanto
apresentam as desvantagens de serem geralmente bialélicos, o que confere a
um loco de SNP limitada informacgao, sua caracterizagao possui elevado custo

e podem estar localizados em sitios hipermutaveis (Schlotterer 2004).

_ RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms ou Polimorfismo de

Comprimento de Fragmentos de Restri¢ao)

Em 1960, Arber, Smith e Nathans descobriram e isolaram endonucleases
de restricdo (Botstein et al. 1980). Esse fato abriu caminho para a classe de
marcadores cujo polimorfismo € revelado pelo padrdo de restrigdo obtido com

uma endonuclease especifica, analisados pela técnica RFLP.
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Esta técnica permite a analise de marcadores, como SNPs, porque
alteragbes de base unica na sequéncia de reconhecimento de uma enzima de
restricdo alteram o padrao de fragmentos de restricdo. Analises de sequéncias
nao codificantes, mutagdes silenciosas em sequéncias codificantes e
pesquisas de sequéncias codificantes comegaram a poder ser efetuadas com o
surgimento dessa tecnologia.

O primeiro mapa genético baseado em DNA e o primeiro estudo de
associagao foram baseados em RFLP’s (Kerem et al. 1989). Analises de DNA
mitocondrial e DNA ribossomal com essa técnica tém sido usadas para
genética de populagdes, pesquisas de biogeografia e filogenéticas (Avise
1994).

A técnica RFLP foi originalmente desenvolvida para ser utilizada aliada a
técnica de Southern Blotting, antes do advento da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), quando n&do se tinha controle e conhecimento das
sequéncias desejadas. Segundo Liu (1998) esta técnica (RFLP - Southern
Blotting) consiste basicamente de 3 passos:

Primeiro o DNA é digerido com uma enzima de restricao e os fragmentos
sao separados por eletroforese. Sob suporte fisico e meio adequados e, com a
aplicagao de uma corrente elétrica, os fragmentos de DNA, que possuem carga
negativa, movem-se de um eletrodo negativo para outro positivo e, os
fragmentos pequenos se movem mais rapidamente do que fragmentos
maiores.

As enzimas de restricdo, também chamadas de endonucleases de
restricdo, reconhecem uma sequéncia especifica de bases em uma molécula

de DNA, e clivam a molécula naquela sequéncia ou préoximo dela. A sequéncia
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de reconhecimento € chamada de sitio de restricdo. Diferentes enzimas de
restricdo reconhecem e clivam diferentes sitios de restricdo. Uma caracteristica
marcante de muitos desses sitios de clivagem € que eles possuem uma dupla
simetria rotacional, isto €, a sequéncia de reconhecimento € palindrémica e os
sitios de clivagem sao simetricamente posicionados. As endonucleases de
restricdo sdo ativas sob condicdes de temperatura e ambiente adequadas
(Berger et al. 2002)

O préximo passo é desnaturar a dupla hélice de DNA dos fragmentos,
colocando o gel em um meio alcalino. Os fragmentos de DNA desnaturados
(agora em fita simples), sédo transferidos para uma membrana de nitrocelulose
ou nylon e imobilizados sobre a mesma. Este procedimento € conhecido por
blotting e foi inicialmente aplicado para analise de DNA por E. Southern, motivo
pelo qual passou a ser referido como Southern Blotting (Southern 1975).

O terceiro passo € a hibridizagdo, de uma sonda de DNA marcada, com
os fragmentos imobilizados no blot. Tal sonda € um fragmento de DNA que
pode variar em tamanho (de varias centenas de pares de base a 50 kb), pode
constituir-se de DNA clonado com sequéncia conhecida ou desconhecida e
pode ter funcdo conhecida ou desconhecida. A sonda também pode ser obtida
por sintese artificial de oligonucleotideos, possuindo tamanho reduzido (menos
de 100 nucleotideos). Esta sonda € marcada com alguma molécula detectavel,
radioativa, fluorescente ou cromogénica, e adicionada a membrana para
hibridizagdo, aonde ira se ligar aos fragmentos de DNA imobilizados que
contenham sequéncias complementares (Lodish et al. 2000).

A etapa final consiste na visualizacdo da banda hibridizada usando filme

de raio-X para sondas marcadas com radioatividade ou usando um tratamento
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de luz ou imagem especial para sondas marcadas quimicamente com
fluorescéncia ou corantes.

Em 1983 Mullis (Mullis 1990) desenvolveu a técnica de PCR e, logo
depois sua importancia foi demonstrada com a publicagdo de trabalhos de
aplicacao da PCR em diagnésticos de doencas (Saiki et al. 1985). Este fato
abriu espaco, deu forcas ao aprimoramento de marcadores baseados em DNA
e abriu caminho para a descoberta de novos tipos desses marcadores. Essa
técnica consiste na amplificagdo de regides especificas de DNA, situadas entre
dois sitios definidos por pequenas moléculas de DNA fita-simples
complementares ao DNA alvo (primers especificos) e as reagdes sao
automatizadas.

Com o advento da técnica de PCR, a analise por RFLP néo
obrigatoriamente necessita ser realizada com a utilizagdo de sondas marcadas
e complementares a regiao desejada, uma vez que as extremidades da sonda
em que se observou polimorfismo podem ser sequenciadas e tal informacéao
utilizada para sintese de primers complementares. Assim, de posse de primers
especificos para a regiao que se deseja amplificar, é realizada uma PCR, em
seguida o produto desta amplificagao especifica € tratado com a endonuclease
de restricdo adequada para gerar os fragmentos polimérficos de DNA. Por
ultimo, os fragmentos gerados pela digestdo do produto de amplificagdo sao
separados em gel (como agarose), marcados (por exemplo, com brometo de
etideo) e visualizados sob iluminacdo adequada (por exemplo, luz ultra-violeta).

Analises por RFLP’s identificam variagdo em sequéncias de DNA’s dos
sitios de restricdo. Esta variagdo pode ser originada por mutagdes de ponto ou

por mutagdes estruturais. As mutacdes de ponto podem criar ou destruir sitios
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de restricdo, o que diminui ou aumenta o tamanho padrao dos fragmentos de
restricdo e, isto é detectado por RFLP. Inser¢des ou dele¢des de fragmentos
de DNA podem ocorrer entre dois sitios de restricao, fato que também modifica
0 padrao de tamanho dos fragmentos de restricdo. Geralmente um
polimorfismo detectado por RFLP consiste em um marcador dialélico (Liu
1998).

Segundo Regitano (2001) uma das limitagdes no uso desta técnica
encontra-se no fato de detecgcao de apenas polimorfismos dialélicos, o que
dificulta sua utilizagdo para mapeamento genético em populagdes segregantes,
devido ao numero de cruzamentos informativos. Outra limitagcdo é a presenca
de alelos raros em muitas populagdes, o que ocasiona um padrao praticamente

monomorfico nas mesmas.

_RAPD, ISSR, IRAP e AFLP

Segundo Schlotterer (2004) RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA
ou Polimorfismos de DNA Amplificados ao Acaso), ISSR (Inter-Simple-
Sequence-Repeat ou repeticdo inter-sequéncia simples), IRAP (Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphism ou amplificagcdo de polimorfismos
inter-retrotransposon) e AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism ou
polimorfismos de tamanho de fragmentos amplificados) sdo técnicas baseadas
em PCR, caracterizadas pela utilizagao de primers que podem se ligar a sitios
multiplos do genoma. A amplificagdao produz bandas multiplas que apresentam

variagao ou nao em cada individuo.
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Sao técnicas de custo relativamente baixo, produzem alta quantidade de
bandas, que podem depois ser transformadas em marcadores de locus Unico.
A principal vantagem de RAPDs, ISSRs e AFLPs é que elas nao requerem um
conhecimento a priori sobre as sequéncias dos primers nas espécies alvos. No
entanto, principalmente RAPDs, possuem baixa reprodutibilidade, sao
predominantemente dominantes, dificeis de analisar e dificeis para
automatizar.

RAPD ¢é uma técnica que utiliza primers de seqiéncia curta na PCR, ja em
ISSR os primers utilizados sdo complementares a elementos repetitivos como
microssatélites e em |IRAP utiliza-se primers complementares a
retrotransposons. Em AFLP fragmentos de restricdo sado amplificados
seletivamente apods a ligacdo de adaptadores as extremidades dos fragmentos

de restricao, pela utilizacao de primers complementares aos adaptadores.

_ Mini e Microssatélites

Segundo Liu (1998), minissatélites sao repeticbes em tandem de um
conjunto de nucleotideos, cujas sequéncias variam de 9 a 100 pares de bases.
O numero de repeticdes nao excedem 1000 pares de bases. Sdo também
denominados de VNTR (Variable Number of Tandem Repeats, numero variavel
de repeticbes em tandem).

Microssatélites constituem-se de repeticbes em tandem de um mono, di,
tri ou tetranucleotideo, encontrados dentro de regides de sequéncia unica,

sendo que cada bloco de repeticdes normalmente € menor do que 100 pares
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de bases (Tautz 1989). Esta variagdo no numero de repeticdbes pode ser
resultado de erros no deslocamento da DNA polimerase durante o processo de
replicagao.

As principais vantagens desses marcadores sdo a alta informatividade
(devido ao grande numero de alelos e alta heterozigosidade que possuem) e
isolamento relativamente simples. No entanto suas desvantagens sao a alta
taxa de mutacido e o comportamento de mutacido complexo.

Estes marcadores podem ser analisados por amplificacdo especifica
através da PCR, com utilizacdo de primers para a regiao de copia unica que
flanqueia a repeticdo e depois tal produto pode ser aplicado em um gel (como

poliacrilamida) ou em um sistema de eletroforese capilar.

1.6. QTL e Genes Candidatos para deposig¢ao de gordura

Muitos estudos que objetivaram a detecgcao de QTL’s para caracteristicas
de crescimento e composicido de carcaca obtiveram éxito, contribuindo com
programas de selegcdo que envolvem caracteristicas dificeis ou de custo
elevado para mensuragao, como por exemplo caracteristicas de composicao
de carcaca e qualidade de carne (Keele et al. 1999, Stone et al. 1999, Casas et
al. 2000, Casas et al. 2001, MacNeil & Grosz 2002, Kim et al. 2003).

Taylor et al. (1998) detectaram um QTL para espessura de gordura
subcutanea entre 60 e 80 cM no BTA19 (cromossomo 19 de bovinos). Casas et
al. (2000) encontraram um QTL para deposi¢cao de gordura na regiao de 40 a

80 cM do BTAS5. Casas et al. (2003) identificaram um QTL significativo para
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marmoreio no BTA2, assim como Stone et al. (1999). Li et al. (2004),
identificaram nove regides cromossdmicas com associagdes significativas para
EBV (valor genético estimado, do inglés, Estimated Breeding Values) de
espessura de gordura subcutanea, sendo uma regiao no BTA5 (65,4 a 70 cM),
3 regides no BTA6 (8,2 a 11,8 cM; 63,6 a 68,1 cM e 81,5 a 83,0 cM), uma
regidao no BTA21 (46,1 a 53,1 cM) e uma regido no BTA23 (45,1 a 50,9 cM) em
uma linha comercial de Bos taurus. e Mizoguchi et al. (2006) encontraram em
uma populacdo de Japanese Black, trés regides de QTL para marmoreio,
localizadas no BTA6 (68-89 cM), BTA4 (59-67 cM) e BTA21 (75-84 cM).

Varios autores (Coppieters et al. 1998, Heyen et al. 1999; Riquet et al.
1999) identificaram um QTL para produgéo e porcentagem de gordura no leite
na regidao centromérica do BTA14 (cromossomo 14 de Bos taurus), em
rebanhos de gado de leite. Uma mutacédo no gene diacilglicerol aciltransferase
(DGAT1) foi apontada como possivel causa da variagao atribuida a este QTL
(Grisart et al. 2002, Winter et al. 2002).

A regiao centromérica do BTA14 foi descrita como contendo um QTL para
espessura de gordura (Casas et al. 2000, Moore et al. 2003). O gene da
tireoglobulina foi mapeado nessa regiao do BTA14 (Threadgill et al. 1990,
Daskalchuk & Schmutz 1997) (Figura 3) e ele tem sido apontado como um
gene candidato para caracteristicas de deposicdo de gordura em gado de
corte. Nessa regido de QTL para espessura de gordura estdo localizados,
dentre outros, os microssatélites CSSM066 e ILSTS011 (Figura 3).

A tireoglobulina € uma glicoproteina hormonal sintetizada pelas células

foliculares da tiredide e secretada para dentro do lumem folicular. E uma
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proteina de 19S, tem peso molecular de 660.000 daltons e cada molécula
contém 115 residuos de tirosina (Carvalho et al. 1987).

Segundo Cunningham (1999), a glandula tiredide esta localizada
caudalmente a traquéia e é composta de dois lobos. O tecido glandular é
chamado foliculo, possui células distribuidas em arranjo circular e séao
preenchidos por uma substancia denominada coléide, que é a principal forma
de armazenamento dos horménios da tiredide.

A tirosina (que faz parte da tireoglobulina) e o iodeto (iodo convertido em
iodeto no trato intestinal e transportado para a tiredide, onde as células
foliculares retém o iodeto através de um processo de transporte ativo) sao duas
moléculas importantes na sintese do hormdnio tiredideo.

Ao passar pela parede apical da célula, o iodeto se liga as estruturas
anelares das tirosinas, que podem receber um ou dois iodetos, sendo chamada
respectivamente de monoiodotirosina e diiodotirosina. O acoplamento entre
duas moléculas de diiodotirosina forma a tetraiodotironina (horménio T4) e, se
uma molécula de monoiodotirosina € uma de diiodotirosina se acoplam
resultam na formacgao da triiodotironina (hormdnio T3). A enzima tiroperoxidase
catalisa a iodacado dos residuos tirosil e a formacéo de T; e T4. Uma vez
sintetizados, tais hormoénios ficam armazenados no Iumen dos acinos

extracelularmente até que sejam liberados (Cunningham 1999).

35



1l 2mb
CSSMO06

{4 Mb |

TG -

+{ 5Mb |

{6 Mb |
ILSTS011 == 7 Mb

{8 Mb |

BTA14

Figura 3. llustracdo de parte da regidao centromérica do BTA14 com a

localizagdo dos marcadores utilizados no estudo

Estimulada por THS (hormdnio estimulador da tiredide), porgcbes de
tireoglobulina sdo capturadas pelas células foliculares por um processo de
pinocitose. A fusdo das porgdes de tireoglobulina com lisossomos resulta na
hidrolise das moléculas de tireoglobulina e liberagdo dos hormdnios T3, T4 €
das tirosinas e tironinas iodadas. As tironinas passam livremente através da
membrana celular, monoiodotirosina e diiodotirosina sdo iodadas pela enzima
iodotirosina-desalogenase e, o iodeto e as moléculas de tirosinas restantes sao
reciclados para formar novos hormdnios em associacdo com a tireoglobulina
(Nussey et al. 2001).

Os hormonios tiredideos, embora sejam compostos de aminoacidos, sao
lipofilicos. Muitas agcbes desses hormdnios sdo mediadas por ligagao deles a

receptores nucleares, que tém afinidade preferencial por T3 Sendo assim,
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esses hormdnios interagem diretamente com o nucleo para iniciar a transcrigao
do RNA mensageiro (Nussey et al. 2001).

Acredita-se que os hormoénios tiredideos sejam os determinantes do
metabolismo basal e aumentam o consumo de oxigénio dos tecidos, resultando
em um aumento da producao de calor (efeito calorigénico). No sistema nervoso
central, esses hormonios sdo essenciais para o desenvolvimento do feto e do
neonato, sendo que a deficiéncia desses hormbnios nessas fases provoca
retardo mental. Sdo também importantes para a manutencdo da atividade
contratil do musculo cardiaco, incluindo a transmissdo de impulsos nervosos.
Em situacbes de hiper-atividade da tiredide ocorre um aumento da frequéncia
cardiaca, assim como da presséo sistolica (mas nao a diastélica) causando um
aumento do débito cardiaco (Cunningham 1999).

Esses horménios estdo envolvidos na regulagédo das vias glicoliticas
(Hoch 1962), gliconeogénicas (Freedland & Krebs 1967) e da pentose fosfato
(Glock et al. 1956).

A sintese, mobilizacdo e degradacédo dos lipideos sédo afetadas pelos
horménios tiredideos, sendo que a degradagao é mais influenciada do que a
sintese. Dentre os principais efeitos destes horménios sobre o metabolismo de
lipideos estdo o aumento da utilizacdo de substratos lipidicos, aumento na
sintese e mobilizagédo de triglicerideos estocados no tecido adiposo, aumento
da concentragao de acidos graxos nao esterificados e, aumento da atividade da
lipoproteina lipase. Os efeitos desses horménios sobre processos metabdlicos
(metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos) geralmente sao catabdlicos

(Pucci et al. 2000).
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A tereotrofina (TSH) € o mais importante regulador da atividade da tiredide
e, a secrecao desta é regulada pelos horménios da tiredide por meio de
inibicdo por feedback negativo da sintese do horménio liberador de tereotrofina
no hipotalamo e por inibicdo da atividade da tereotrofina na hipdfise
(Cunningham 1999).

Um polimorfismo na sequéncia 5° lider do gene da tireoglobulina foi
associado com marmoreio (Barendse et al. 2001). Observou-se que animais
que possuem o alelo "3’, isto €, ambos os gendtipos 23" e "33 tém maior
marmoreio em relagdo a média, do que 0s animais que possuem genotipo 22",
O alelo "3" é definido como sendo delta T (-537 pb; GATT) enquanto que, o
alelo 2" é definido como sendo delta C (-537 pb; GATC), sendo a localizagéo
dos deltas definidos a partir do inicio do primeiro éxon (Barendse 1997).
Adicionalmente, o animal que exibe o alelo delta T tem um aumento na
performance de crescimento e deposi¢ao de marmoreio.

Este polimorfismo da sequéncia 5° lider do gene da tireoglobulina é a
base do teste comercial GeneStar Marbling ™ (Genetic Solution). Ele foi
testado em confinamentos da Australia e confirmado nos Estados Unidos em
cruzamentos Simental X Angus pelo Consorcio de Avaliacédo Nacional de Gado

de Corte (NBCEC).
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2. HIPOTESES

» Existe um (ou mais) QTL para espessura de gordura segregando na regiao
centromérica do BTA14 em animais da raga Canchim;
» Parte ou toda a variacdo fenotipica associada a esse QTL pode ser

atribuida a variagdes no gene da tireoglobulina.

3. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Como a qualidade da carne e o valor da carcaga de bovinos sao
influenciados pela propor¢cédo de gordura, o objetivo do presente trabalho foi
analisar a associacdo de dois marcadores microssatélites, CSSM066 e
ILSTS011, localizados respectivamente a 2,95 Mb (Mega base) e 6,93 Mb no
BTA14, flanqueando o gene da tireoglobulina (4,46 Mb), e do polimorfismo na
sequéncia 5" lider do gene da tireoglobulina, com espessura de gordura

subcutanea em bovinos da raca Canchim.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostra

Animais da raga Canchim (5/8 Charolés + 3/8 Zebu) de genealogia
conhecida, provenientes de 64 familias de meio-irmaos, criados em regime de
pastagem, foram avaliados para espessura de gordura subcutédnea aos 18
meses de idade. As seguintes combinagdes de grupos genéticos de touros e
vacas deram origem aos animais em estudo: progénies de Charolés x %
Canchim + %2 Nelore foram classificados como grupo genético MA, o grupo
genético CA foi composto dos produtos dos pares de acasalamentos MA x MA,
CAxMA e CAxCA.

Um total de 572 animais foi avaliado, compreendendo machos e fémeas,
nascidos nos anos de 2003 e 2004. Os animais foram criados em duas
fazendas, na fazenda Canchim da Embrapa Pecuaria Sudeste localizada na
cidade de Sdo Carlos (21° 57" S, 47° 50" W) no estado de Sdo Paulo, e na
fazenda Ipameri localizada no municipio de Jussara (15° 55" S, 50° 50" W) no
estado de Goias, Brasil.

Baseado no grupo genético e origem, eles foram considerados
representantes de quatro populagdes: animais do grupo genético CA criados na
fazenda da Embrapa (populagao 1), animais do grupo genético MA criados na
fazenda da Embrapa (populagao 2), animais do grupo genético CA criados na
fazenda Ipameri (populagdo 3) e animais do grupo genético MA criados na

fazenda Ipameri (populagéao 4).
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4.2. Obtencao da espessura de gordura

Para os animais nascidos em 2003 as medidas ultra-sonograficas foram
realizadas nos dias 9 e 10 de marco de 2005 na fazenda da Embrapa, em Sao
Carlos-SP, e no dia 31 de margo de 2005 na fazenda Ipameri, em Jussara-GO.
Para os animais nascidos em 2004 as medidas ultra-sonograficas foram
realizadas nos dias 3 e 5 de marco de 2006 na fazenda da Embrapa, em Sao
Carlos-SP e nos dias 6 e 7 de abril de 2006 na fazenda Ipameri, em Jussara-
GO. Os animais estavam com aproximadamente 18 meses de idade pois,
depois desta idade, os processos transversos das vértebras tornam-se mais
pronunciados e impossibilitam o encaixe correto da sonda do ultrassom para
uma medida acurada. As medidas de espessura de gordura foram realizadas
pelo Dr. Henrique Nunes de Oliveira (UNESP-Botucatu).

Foi utilizado um equipamento de ultra-som Piemedical Scanner 200 Vet,
com transdutor linear de 18 cm e 3,5 MHz. As imagens foram obtidas na regido
entre a 12% e 13? costela do animal, logo acima do musculo longissimus dorsi.

Essas imagens foram analisadas para obtencédo da espessura de gordura (EG).

4.3. Obtengao das amostras de sangue e sémen

Amostras de 5 ml de sangue foram coletas por punc¢ao da veia jugular em
tubos para coleta a vacuo contendo 50 ul EDTA potassico (K3) a 15% e

mantidas refrigeradas até o inicio do processo de extragao.
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Sempre que possivel, amostras de sémen dos reprodutores foram
fornecidas pelas fazendas ja em palhetas, que foram mantidas congeladas até

0 processo de extracdo de DNA.

4.4. Extracao de DNA

4.4.1. Extragao de DNA de amostras de sangue

As células vermelhas do sangue foram gradualmente desintegradas em
tampao apropriado (Tris-HCI 10 mM pH 7,6, MgCl, 5 mM, NaCl 10 mM), e o
residuo celular peletizado por centrifugagédo (700 g, 10 mim). A desintegracao

foi repetida trés vezes ou até que um precipitado branco fosse obtido.

As células brancas do sangue foram ressuspendidas com uma solugao
que continha 500 pl de Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8,0, NaCl 100
mM, 0,5% SDS, 2 ug de proteinase K e entdo incubadas a 55°C até que o
pellet fosse dissolvido ( por 4 a 6 horas ou overnight). Apds a incubagao foram
adicionados 240 pul NaCl 5M e 210ul de TE (Tris HClI 10mM pH 7,6 + EDTA
1mM pH 8,0). O material foi agitado por inversdo dos tubos até formar
pequenos coagulos de proteina e centrifugado por 15 minutos a 16.000 g, para

promover a precipitacdo das proteinas.

O sobrenadante contendo o DNA foi recuperado e precipitado pela adigao
de 2 volumes de etanol absoluto gelado. Logo em seguida foi lavado com

etanol 70% gelado e, depois secado em capela de fluxo Ilaminar.
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Posteriormente, o precipitado foi dissolvido em 250ul de solugao TE + RNase
(10 nug por ml de amostra) e incubado por uma hora a 37 °C. Em seguida as

amostras foram armazenadas em freezer.

4.4.2 Extracao de DNA de amostras de sémen

Amostras de sémen obtidas em palhetas foram descongeladas em
microtubos de 1,5 ml, centrifugadas por 8 minutos a 5.000 g e os
sobrenadantes foram descartados. O pellet, de cada amostra, foi lavado 4
vezes em 1 ml de solugédo PBS 1X (KCI 2,7 mM; KH,PO4 1,5 mM; NaCl 137
mM; Na,HPO,4 8 mM; pH7,0). A seguir o pellett foi ressuspendido em 100 nul de
PBS 1X e adicionou-se 400 ul de solugdo de lise (2-mercaptoetanol 2%,
Tris.HCI pH 8.0 10 mM, NaCl 100 mM, EDTA pH 8.0 10 mM; SDS 0,5%).
Incubou-se por 30 minutos a 50°C. Foi adicionada Proteinase-K (200 pg/ml) e

as amostras foram vortexadas e incubadas por 16 horas a 50°C.

Para a precipitagdo das proteinas com sal foram adicionados 90 ul de TE
e 160 pl de NaCl 5 M. Os tubos foram agitados por inversdo, incubados em
gelo por 15 minutos e centrifugados a 16.000 g por 5 minutos. O sobrenadante
foi transferido para tubos limpos, acrescentou-se 1 ml de etanol absoluto a
cada tubo, os quais foram agitados por inverséo e centrifugados a 16.000 g por
5 minutos. O sobrenadante foi desprezado, o pellet foi lavado com etanol 70%
e centrifugado a 16.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado,
secou-se o pellet, ressuspendeu-se em 100 ul de TE + RNAse e o incubou por

1 hora. As amostras foram armazenadas em freezer.
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4.5. Quantificagcao do DNA

Para a quantificagdo do DNA foi utilizado um espectrofotdmetro. Os acidos
nucleicos absorvem luz no comprimento de onda de 260 nm. Para estimar a
concentragao de DNA utilizou-se a seguinte relagao: 1 OD260 = 50 pg/ml DNA
dupla-hélice. Dessa forma a concentracdo de DNA na amostra, foi obtida pelo

seguinte calculo: [DNA] = Valor da leitura em O.D. X 50 X Fator de dilui¢ao.

As proteinas absorvem luz no comprimento de onda de 280 nm. Sendo
assim, a relacao A260/A280 fornece um parametro de avaliagdo da qualidade
das preparagdes de acidos nucléicos. Valores inferiores a 1,8 resultam de

contaminagao com proteina.

Apoés a quantificagdo as amostras foram diluidas em agua para se obter

uma concentracéo final de 40 ng/ul e conservadas em freezer — 30 C°.

4.6. Marcadores Moleculares

Os trés marcadores moleculares analisados foram escolhidos por sua
localizagdo nos mapas disponiveis no banco de dados do NCBI (National

Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nim.nih.gov).

Os dois marcadores microssatélites, CSSM066 e ILSTS011, localizados a
2,95 e 6,93 Mb, respectivamente , no BTA14, foram escolhidos por flanquear o

gene da tireoglobulina (4,46 Mb).O outro marcador escolhido foi Tg5, um
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polimorfismo (substituicdo de uma citosina por uma timina) que ocorre na
sequéncia 5’ lider do gene da tireglobulina (Barendse, et al. 2001).

Touros e progénies foram genotipados, os touros para confirmagédo de
paternidade nas familias de meio-irméos e as progénies para as analises de

associacoes.

4.7. Genotipagem para o marcador Tg5

4.7.1. Amplificagao

Foi amplificada parte da regidao 5° lider do gene da tireoglobulina, a qual
possui 545 pares de bases, utilizando os primers TG5U2 5° GGGGATGAC
TACGAGTATGACTG 3" e TG5D1 5° GTGAAAATCTTGTGGAGGCTGTA 3/,

como descrito por Barendse (1997).

As PCR’s foram realizadas em um aparelho termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorff) a partir de 100 ng de DNA genémico em um volume final
de reagao de 25 ul contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCl, 1,95 mM, KCI 50
mM, 200 uM de cada dNTP, 0,165 uM de cada primer e 0,65 unidades de Taq

DNA Polimerase.

A reacado de amplificacdo constou de uma desnaturacéao inicial a 94°C
por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30 segundos,

anelamento a 55°C por 30 segundos, e extensao a 72°C por 30 segundos.
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Apods os 35 ciclos, o produto amplificado foi submetido a extenséo final por 10

minutos.

Para a verificagdo de amplificagao foi realizada uma eletroforese em gel
de agarose 4%, corado com brometo de etideo. Para isso utilizou-se tampao
TBE 1X (Tris base 90 mM, acido bérico 90 mM e EDTA 2 mM pH 8,0) e foi
aplicada uma voltagem de 3 V/cm. Um volume de 5 ul de cada produto de
amplificacado foi aplicado no gel, acrescido de 1 ul de loading buffer (glicerol,
TBE 10X, azul de bromofenol 1%, agua deionizada). Ao término da eletroforese

os produtos de amplificagcdo foram visualizados sob iluminacao ultravioleta.

4.7.2. Digestao dos produtos amplificados

Os produtos de amplificacdo da sequéncia 5 lider do gene da
tireoglobulina foram digeridos com a enzima Mbol. O volume final da reacéo
de digestao foi de 17 ul sendo 15 ul de produto de amplificagdo e 2 ul de Emix
de digestdo. Este ultimo consistiu de 1 unidade da endonuclease de restricdo
Mbol, Tris-HCI 10 mM (pH 8.0), MgCl, 10 mM, 0,1 mg/ml de BSA, acrescidos
ou ndo de KCI 100 mM, dithiothreitol 1mM, NaCl 50mM, 2-mercaptoetanol 10
mM, dependendo do fabricante do conjunto endonuclease de restricdo e
tampéao utilizado. A reagédo de digestao foi incubada a 37 °C por 3 horas em

aparelho termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorff).
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4.7.3. Analises dos gendétipos

A enzima de restricdo Mbol reconhece a sequéncia GATC e a cliva, assim
animais portadores da variante delta T(nesse caso substituicdo da citosina por
uma timina) perdem um sitio de restricdo. Dessa forma, nomeamos de alelo 1 o
alelo que possui a variante delta T, sendo caracterizado pela presenca de 3
fragmentos (74, 193 e 278 pares de bases) e de alelo 2 a variante delta C, que
€ caracterizada pela presenga de 4 fragmentos (17, 74, 176 e 278 pares de

bases).

Para analise dos gendtipos de Tgb, os produtos das digestbes foram
separados em gel de agarose 4%. Esse procedimento foi realizado com
tampao de eletroforese TBE 1X (Tris base 90 mM, acido bérico 90 mM e EDTA
2 mM pH 8,0), submetido a uma voltagem de 3 V/cm e, corado com brometo de

etideo incorporado no gel.

Foram aplicados no gel 13 ul do produto de digestao acrescidos de 3 ul de
loading buffer. No primeiro pogo de cada fileira do gel foi aplicada uma amostra
de padrao de tamanho de DNA de 100 pb também acrescido de loading buffer

na mesma proporgéo acima.

Os fragmentos foram detectados sob iluminacdo UV e registrados por
uma camera fotografica digital. Os tamanhos dos fragmentos foram estimados
por comparacado com padrao de tamanho de DNA e assim pbéde-se determinar

0 gendtipo de cada animal.

47



4.8. Genotipagem para os microssatélites CSSM066 e ILTS011

4.8.1. Amplificacao

As sequéncias correspondentes aos microssatélites CSSM066 e ILTS011
foram amplificadas por PCR a partir de 40 ng de DNA genémico em volume
final de reagdo de 13,5 ul, contendo KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, Tris-HCI 10
mM pH 8,4, 0,2 mM de cada dNTP, 0,25 unidade de Taq polimerase, 0,2 uM de
cada primer de CSSM066 ou ILSTS011 sendo que o oligonucleotideo
complementar a fita anti-sense, denominado primer foward, foi marcado na
extremidade 5’ com fluorescéncia, de modo a ser detectado por leitura a laser.
As amplificacbes foram realizadas em aparelho termociclador modelo

Mastercycler Gradient (Eppendorf).

As reacbes de amplificagdo, para ambos marcadores microssatélites
citados acima, constaram de desnaturagdo inicial a 94°C por 3 minutos,
seguida de 28 ciclos de desnaturagcdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a
59°C por 30 segundos, e extensao a 72°C por 30 segundos. Apos os 28 ciclos,

o produto amplificado foi submetido a extensao final por 45 minutos.

As sequéncias dos primers referentes aos marcadores microssatélites
CSSMO066 e ILSTS011 foram os descritos na base de dados do Meat Animal

Research Center (MARC) (http://www.marc.usda.gov), a saber:
_ CSSMo066:

Forward Primer: ACACAAATCCTTTCTGCCAGCTGA
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Reverse Primer: AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG

_ILSTSO011
Forward Primer: GCTTGCTACATGGAAAGTGC

Reverse Primer: CTAAAATGCAGAGCCCTACC

4.8.2. Anadlises dos genoétipos

As analises dos produtos de PCR foram realizadas em um sequienciador
ABI Prism 3100 Avant (Applied Biosystems). Os gendtipos foram determinados
com a utilizagdo dos programas GeneScan (versao 3.7.1) e Genotyper (verséo
3.7). O programa GeneScan realiza a leitura dos eletroferogramas indicando a
amplificacdo dos alelos através da altura dos picos detectados e estima o
tamanho desses alelos em relagdo a um padréao. O programa Genotyper indica
quais sao os alelos presentes nas amostras através de uma pré-definicdo dos
alelos presentes na populacdo, fornecendo uma tabela com o numero do

animal e o seu respectivo gendtipo.

4.9. Analises estatisticas

As andlises de associagbes dos gendtipos dos marcadores com as
medidas de espessura de gordura foram realizadas por um modelo misto,

usando o método de maxima verossimilhanca restrita pelo procedimento
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MIXED (SAS, 2004). O modelo estatistico foi:
Yikimn = M+ GC1;+ GCZJ + Gy +t|;j +bqly, + €jjkimn, €M que:

Yikimn= a observacdo sobre a espessura de gordura; p= média geral; GC1;=
efeito fixo de grupo contemporéneo 1, composto de ano e estagcdo de
nascimento e sexo do animal; GC2j= efeito fixo de grupo contemporaneo 2,
composto de fazenda de origem e grupo genético do animal (populagao 1 a 4);
Gi= efeito fixo de gendtipo do marcador; tij= efeito aleatério de touro aninhado
com GC2;; b= coeficiente de regresséo de yjxmn sobre Im; In= idade (dias) do
animal; e ejjumn= erro aleatorio.

Quando um efeito significativo (P< 0,05) de gendtipo de marcador foi
observado, o efeito de substituicdo de alelo, como desvio do alelo com maior
frequéncia, foi estimado pela substituicdo do efeito de gendtipo por co-
variaveis representando o numero de cada alelo no gendtipo. Alelos e
genotipos com frequéncia igual ou inferior a 1% foram excluidos de todas as

analises.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As medidas de espessura de gordura subcutanea apresentaram média de
1,66 £ 1,58 mm, sendo que o menor valor observado foi de 0,6 mm e o maior
valor observado foi de 3,2 mm. Demonstrando que a populagdo de Canchim
estudada possui uma média de espessura de gordura inferior a média

desejavel pela industria frigorifica que 2 a 3 mm.

Os marcadores microssatélites CSSM066 e ILSTS011 apresentaram 12
(174, 178, 180, 182, 184, 186, 188, 190, 192, 194, 196 e 198 pb) e 5 alelos (
260, 262, 264, 266 e 268 pb) respectivamente na populagdo em estudo e, o
polimorfismo Tgb apresentou 2 alelos (1 e 2). Apos as exclusdes de alelos e
genotipos com frequéncia igual ou inferior a 1%, o marcador CSSMO066 ficou

com 10 alelos e os demais permaneceram como antes (Tabela 1).

No presente trabalho, os marcadores analisados foram escolhidos com
base na ligagcao ao gene da tireoglobulina (localizado a 4,46 Mb no BTA14), por
suposicao de que este gene influencie a deposicao de gordura na carcaca de
bovinos. O polimorfismo na sequéncia 5° lider do gene da tireoglobulina tem
sido associado com deposi¢cdo de gordura intramuscular em gado de corte
(Barendse et al. 2001, Wood et al. 2006). Casas et al. (2005) encontraram
associacao deste polimorfismo com espessura de gordura em uma populagao
de Brahman, mas nao com marmoreio e, Rincker et al. (2006) ndo encontraram
associacdo de Tgbd com gordura intramuscular. Esta regido centromérica do
BTA14 foi descrita como contendo um QTL para espessura de gordura por
Moore et al. (2003) e Casas et al. (2000) concordam com esses resultados

descrevendo um QTL para a mesma caracteristica e regido cromossOmica.
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Muitos autores acreditam que o gene da tireoglobulina seja responsavel por
parte do efeito do QTL citado acima.

No presente estudo, o polimorfismo na sequéncia 5° lider do gene da
tireoglobulina nao foi associado com espessura de gordura (Tabela 2) e o alelo
considerado favoravel para alto marmoreio por Barendse et al. (2001),
designado nesse trabalho de alelo 1, apresentou razoavel frequéncia, de
16,11% (Tabela 1). Também n&o foi observado efeito significativo para o
microssatélite /ILSTS011, situado a 6,93 Mb no BTA14 (Tabela 2). As
freqUuéncias alélicas utilizadas nas analises de ILSTS011 e Tg5 apresentam-se

na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia alélica dos marcadores CSSM066, TG e ILSTS011

consideradas nas analises

CSSMo066 TG ILSTS011
Alelo Frequéncia (%) Alelo Frequéncia (%) Alelo  Frequéncia (%)
178 15,46 1 16,11 260 27,45
180 11,00 2 83,89 262 1,27
182 25,10 - - 264 5,00
184 20,12 - - 266 25,18
186 0,83 - - 268 41,10
188 3,63 - - - -
190 2,80 - - - -
192 15,35 - - - -
196 0,73 - - - -
198 4,98 - - - -

Os alelos apresentados nesta tabela que apresentam frequéncia menor que 1%, antes das

exclusdes de gendtipos e alelos com menos de 1%, possuim frequéncia superior a isto
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Tabela 2. Resultados das analises de maxima verossimilhanga restrita para

espessura de gordura, de acordo com o marcador

Marcador Marcador Marcador Tgb
Efeito CSSM066 ILSTS011
GL F GL F GL F
GC2 3 0,87 3 0,32 3 0,50
GC1 7 0,73 7 0,54 7 0,68
CSSMO066 27 1,54 * - - - -
ILSTS011 - - 9 1,52 - -
Tgbd - - - - 2 0,70
ldade 1 1,52 1 3,43 1 3,65

GC2= combinagao de fazenda de origem e grupo genético; GC1= combinag¢ao de ano e

estacdo de nascimento e sexo; GL = grau de liberdade; F= razdo de variancia; *= P<0.05

Essa discordancia entre nossos resultados e os resultados da literatura
pode ser atribuida a diferengas entre as populagdes e racgas utilizadas em cada
estudo, assim como ao ambiente, manejo e dieta nutricional em que o efeito foi
estudado (Rincker et al. 2006). Em nossos dados testamos somente o efeito de
Tgb sobre espessura de gordura subcutdnea e ndo podemos descartar um
possivel efeito sobre marmoreio, uma vez que a correlacdo entre essas duas
caracteristicas ndo ¢ alta (Crews & Kemp 2001). Esses resultados obtidos para
Canchim corroboram os resultados de Moore et al. (2003), que também n&o
identificaram associagdo entre este gene candidato e estimativas de valores

genéticos (EBV) para espessura de gordura.

O marcador microssatélite CSSMO066 (localizado a 2,95 Mb no BTA14)
apresentou efeito significativo (Tabela 2) sobre a espessura de gordura em
Canchim. Concordando com relatos de presenca de QTL para essa
caracteristica na regido centromérica do BTA14 (Moore et al. 2003, Casas et al.

2000) e com Moore et al. (2003), que encontraram associagéo entre EBV de
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espessura de gordura e o locus CSSMO066. As frequéncias genotipicas
consideradas nas analises para o locus CSSM066, assim como as médias de
espessura de gordura de animais com diferentes gendtipos sdo apresentadas
na Tabela 3. As freqUéncias alélicas utilizadas nas analises para esse

marcador estao representadas na Tabela 1.

Tabela 3. Frequéncia genotipica do marcador microssatélite CSSMO066,
meédias e erros padroes de espessura de gordura de animais com
diferentes gendtipos de CSSM066

Gendtipo Frequéncia Média Erro
CSSM066 (mm) padrao(mm)
178 178 10 1,48 0,67
178 180 11 1,80 0,50
178 182 39 1,62 0,59
178 184 37 1,44 0,46
178 188 10 1,25 0,51
178 190 7 1,38 0,55
178 192 18 1,31 0,41
178 196 7 1,67 0,31
180 180 9 1,12 0,67
180 182 31 1,34 0,50
180 184 22 1,60 0,56
180 192 18 1,40 0,70
180 198 6 1,66 0,56
182 182 31 1,27 0,39
182 184 36 1,34 0,54
182 186 8 1,17 0,34
182 188 10 1,58 0,78
182 190 7 1,65 0,85
182 192 37 1,49 0,49
182 198 12 1,30 0,58
184 184 16 1,38 0,48
184 188 6 1,18 0,61
184 190 13 1,03 0,35
184 192 31 1,29 0,47
184 198 17 1,23 0,44
188 192 9 1,35 0,31
192 192 11 1,16 0,34
192 198 13 1,51 0,63
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Nesse estudo, apesar do efeito do marcador microssatélite CSSM066
mostrar-se significativo (P<0,05) sobre a espessura de gordura, ndo aconteceu
o0 mesmo com o efeito de substituicdo alélica desse marcador (Tabela 4). As
analises de substituicao alélica permitem o calculo do efeito direto de cada
alelo através de um modelo de substituicdo génica que considera a meédia do
efeito aditivo de um alelo na populagdo. Um valor positivo para o efeito aditivo
implica que o efeito do alelo resulta em um aumento no fenétipo (Koning et al.
1999). Dessa forma, nossos resultados podem indicar que o efeito de
CSSMO066 sobre a espessura de gordura ndo é aditivo nessa populagéo e que
outros efeitos como dominancia e epistasia podem ser mais relevantes para
explicar a variagao ou, sendo aditivo, esse efeito seria tdo pequeno que pelo

tamanho amostral de animais utilizado nao foi possivel detecta-lo.

Tabela 4. Resultados da analise de efeito de substituicdo alélica do

microssatélite CSSM066 sobre a espessura de gordura em

Canchim

Efeito GL F P
CG1 7 0,71 0,6659
CG2 3 0,86 0,4680
178 1 0,53 0,4674
180 1 0,15 0,7001
184 1 0,67 0,4133
186 1 0,35 0,5520
188 1 0,13 0,7163
190 1 0,61 0,4354
192 1 0,86 0,3531
196 1 0,01 0,9316
198 1 0,20 0,6577

Idade 1 3,65 0,0567

GC1= combinacgao de ano e estagao de nascimento e sexo; GC2= combinacao de fazenda de
origem e grupo genético; GL= grau de liberdade; F= razdo de varidncia; P= probabilidade

associada ao teste de razao de variancia
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Esses resultados indicam que a mutagdo na regidao 5 lider do gene da
tireoglobulina nao deve ser a causa de diferengas na espessura de gordura em
bovinos, mas sim variacbes em outros genes proximos deste. Outro gene
localizado na regido centromérica do BTA14 é o gene diacilglicerol
aciltransferase (DGAT1). Uma mutacdo neste gene foi apontada como a
causadora de diferengas na porcentagem de gordura no leite (Grisart et al.
2002, Winter et al. 2002). Coppieters et al. (1998), Heyen et al. (1999) e Riquet
et al. (1999) descreveram a presenca de QTLs para essa caracteristica nessa
regiao do BTA14 em gado de leite. No entanto, Moore et al. (2003) nao
encontraram associagao entre DGAT1 e EBV de espessura de gordura.

Com a crescente anotacdo do genoma bovino, outros genes envolvidos
no metabolismo de lipideos e diferenciacdo de adipdcitos tém sido descritos na
regido centromérica do BTA14, como os genes da Acil CoA sintetase 3
(ACSL3) e do fator de aumento de desenvolvimento e de diferenciagéo 1
(DDEF1). O gene ACSL3 esta localizado a 1,82 Mb no BTA14 e a enzima
ACSL3 esta relacionada ao metabolismo de acidos graxos (Prentki & Corkey
1996, Coleman et al. 2000). Oikawa et al. (1998) reportaram a identificagao,
caracterizagao e expressao da Acil CoA sintetase 5 (ACS5) e, sugeriram que a
ACS5 podia prover o Acil CoA usado na sintese de lipideos em pré-adipocitos
em proliferagcdo. O gene DDEF1 esta localizado a 5,98 Mb no BTA14 e esta
relacionado a adipogénese. King et al. (1999) purificaram e clonaram a proteina
DDEF1 de células de cérebro bovino e observaram que a expressdo dessa
proteina resultou na diferenciacao de fibroblastos em adipdcitos in vitro.

Uma vez que varios trabalhos reportaram a existéncia de um QTL para

espessura de gordura na regidao centromérica do BTA14 (Moore et al. 2003,
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Casas et al. 2000) e o presente estudo encontrou associacdo desta
caracteristica com o marcador CSSM066, mas ndao com Tg5, os genes ACSL3
(1,82 Mb) e DDEF1 (5,98 Mb) podem ser apontados para futuros estudos como
potenciais candidatos a influenciar a variacdo para deposi¢cdo de gordura,
principalmente o gene ACSL3 que esta mais préximo do marcador CSSMO066.
Dessa forma, o marcador CSSM066 poderia estar em desequilibrio de ligagao

com um desses genes.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram associacdo do
marcador CSSM066 com espessura de gordura subcutanea em bovinos da
ragca Canchim, concordando com a hipétese de existéncia de um (ou mais) QTL
para espessura de gordura na regiao centromérica do BTA14.

No entanto, o polimorfismo da sequéncia 5" lider do gene da
tireoglobulina nao foi associado com a caracteristica em estudo, indicando néo
ser este o gene que contribui para o efeito de tal QTL sobre a variagdo da
espessura de gordura.

Recomendamos maiores estudos de associacdo de marcadores
moleculares (especialmente em genes ainda nao estudados como ACSL3)
situados na regidao centromérica do BTA14 com espessura de gordura em
bovinos da ragca Canchim. Uma vez que, se encontrada associagcdo da
caracteristica com algum marcador,a informagao podera ser incorporada em

programas de melhoramento da raga .
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