UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

JULIANA DOS SANTOS FERNANDES

EFEITOS DOS POLIMORFISMOS T945M, C305T E BM1500 EM CARACTERES
PRODUTIVOS E REPRODUTIVOS EM FEMEAS NELORE

Dourados — MS
2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

JULIANA DOS SANTOS FERNANDES

EFEITOS DOS POLIMORFISMOS T945M, C305T E BM1500 EM CARACTERES
PRODUTIVOS E REPRODUTIVOS EM FEMEAS NELORE

Trabalho de Conclusao de Curso de graduacao
apresentado para obtencdo do titulo de
Bacharel em Biotecnologia — Faculdade de
Ciéncias Biologicas e Ambientais -
Universidade Federal da Grande Dourados.

Orientadora: Profa. Dra. Alexeia Barufatti
Grisolia.

Dourados — MS

2017



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacao (CIP).

F363e Fernandes, Juliana dos Santos
Efeitos dos polimorfismos T945M, C305T e BM1500 em caracteres
produtivos e reprodutivos em fémeas Nelore / Juliana dos Santos Fernandes.
-2017.
371

Orientadora: Dra. Alexeia Barufatti Grisolia.
Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagdo em Biotecnologia)—
Universidade Federal da Grande Dourados, 2017.

1. Gado Nelore. 2 Curva de crescimento. 3. Leptina. 3 Microssatélite. 4.
Zebuinos. 1. Titulo.

Ficha catalografica gerada automaticamente no UFGDNet com dados fornecidos
pela autora.

©Todos os direitos reservados. Permitido a publicacéo parcial desde que citada a fonte.



JULIANA DOS SANTOS FERNANDES

EFEITOS DOS POLIMORFISMOS T945M, C305T E BM1500 EM CARACTERES
PRODUTIVOS E REPRODUTIVOS EM FEMEAS NELORE

Trabalho de Conclusédo de Curso aprovado como requisito necessario para obtencdo do
titulo de Bacharel em Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, da

Universidade Federal da Grande Dourados, pela banca examinadora formada por:

Prof. Dra Alexeia Barufatti Grisolia

Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Dr. Rusbel Raul Aspilcueta-Borquis
Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Dr. André Luiz Julien Ferraz
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Dourados, 16 de fevereiro de 2017.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por ter me dado a vida, e por todas as gracas concedidas.
A minha familia, por todo o apoio e incentivo para a concretiza¢o desta importante etapa.
A Professora Dra. Alexeia Barufatti pela orientagdo, por toda dedicagdo, confianca e

ensinamentos proporcionados dentro e fora da sala de aula.

As meninas (Adrielle, Allana, Amanda, Karina, Suzana e Thamiris) que tive o prazer de
conhecer e conviver durante a graduacdo. Vocés sdo grandes presentes que a Biotec me
deu.

Aos “TOPS da Bio Mol” (Allana, Caroline, Rafaela, Rafael e Reiane), o lab ndo seria o

mesmo sem VOCés.

Aos colegas dos Laboratorios de Biotecnologia Aplicada a Producdo Animal e Mutagénese

Ambiental, pelos momentos de descontragé&o.

Aos professores da FCBA, por todo o conhecimento transmitido durante a graduacéo.

Aos professores Leonardo de Oliveira Seno e Rusbel Raul Aspilcueta-Borquis, por todo o

auxilio durante as analises estatisticas.

A Universidade Federal da Grande Dourados pela oportunidade de cursar a graduacio em
Biotecnologia.

A UFGD, CNPq e FUNDECT pelo suporte financeiro & pesquisa e concessdo de bolsa de
iniciacdo cientifica.
A Fazenda S&o Jorge do Maracay, por disponibilizar material bioldgico e dados fenotipicos

dos animais, para a realizagé@o deste trabalho.

A todos aqueles que ndo foram citados, mas que contribuiram de alguma forma para a

realizacéo deste trabalho e meu desenvolvimento académico.



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt b et s et ettt e st et e s e e be st e e enenras 6
ABSTRACT ettt ettt be st et n et st n ettt r et e neene s 7
1. INTRODUGAO ...ttt s s aenes 1
1.0 ODJEEIVOS ...ttt bbbt 3
1.2 HIPOUESES. ...ttt ettt bbbt b bbb e b 4
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 5
2.1Pecudria de COrte braSileira.........cooiviiieieiieiee e 5
2.2 Selegao assistida POr MAICAUOIES..........uiieieieierie sttt bbb 5
2.3 Caracteristicas de interesse no setor produtivo e reprodutivo ..............cceceevrerereneenne. 8
2.4 Leptina e polimorfismos associados a caracteres de interesse econémico................. 9
3. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 13
3.1 ANIMAIS € TENOLIPOS ..ottt e 13
3.2 Coleta de sangue e extragio de DNA ..o 13
3.3 Avaliacdo da integridade e quantidade do DNA total ............ccccccevveviiieiicnicen, 14
3.4 AMPLIfICaCho POr PCR ..ottt st nne s 14
S5 SINP TOAA5M ..ottt ettt re et ens 15
B8 SINP C305T ..ttt sttt e sttt reebe b e enennas 15
3.7 Microssatélite BML500........cc.ciiieiiiiiieieieieie et 15
3.8 Avaliagdo dOS amPlICONS .......coviiiiiiciie et nre s 16
3.9 Analises populacional € eStatiStiCa ..........cccueieeiiiiieiiee e 16
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ot es st snen s, 18
4.1 Diversidade populacional do rebanho...........ccccccooieiiiiiici e 18
4.2 ANAlISE 0E ASSOCIACAD .....cvveiveereerieitieiteeeesteesteetesteeste e s e e steebe s e e steeteensesreeeesnnenaeas 20
5. CONCLUSAOD. ..ottt 24

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o oo e ee e, 25



RESUMO

O peso corporal de novilhas estd relacionado com o inicio da puberdade nas mesmas e
consequentemente, com o inicio do ciclo reprodutivo. A reproducdo animal € um
parametro de grande retorno em gado de corte, pois proporciona maior disponibilidade de
animais, portanto, maior lucratividade. Animais zebuinos correspondem a maior parcela do
gado de corte brasileiro e as fémeas dessas ragas tendem a atingir a maturidade sexual
tardiamente. Assim, a identificacdo de genes e polimorfismos que possam estar envolvidos
com o maior desempenho reprodutivo é relevante para identificar tal condi¢do. O objetivo
deste estudo foi avaliar polimorfismos no gene da leptina (C305T), no gene do receptor da
leptina (T954M) e em regido de microssatélite (BM1500) proxima ao gene da leptina e
buscar associacdes com caracteristica produtiva de peso corporal e caracteristicas
reprodutivas de idade ao primeiro parto (IPP), intervalo entre partos (IEP) e eficiéncia
reprodutiva (ER), em um grupo amostral de fémeas bovinas da raca Nelore. Foi realizada a
extracdo de DNA de 138 fémeas e, em seguida, a amplificacdo das regides gendémicas para
0s marcadores SNP T945M e C305T e para o marcador microssatélite BM1500. Apoés a
genotipagem, os dados obtidos foram analisados quanto a diversidade populacional por
meio do software Cervus 3.0. O estudo de associagao entre 0s genotipos de cada marcador
com as caracteristicas peso, IPP, IEP e ER, foi realizado por meio do procedimento PROC
MIXED do software SAS®. Para as medidas longitudinais de peso foi utilizado o modelo
ndo linear de Gompertz para obtencdo dos parametros da curva de crescimento e
posteriormente realizou-se o teste de Lack of Fit para comparar o ajuste do modelo
completo com o modelo reduzido. Ambos os marcadores SNP apresentaram duas variacdes
alélicas, C e T, e ambos os gendtipos CC tiveram as maiores frequéncias, sendo 0,73 e
0,67, para T945M e C305T, respectivamente. O microssatélite BM1500 apresentou trés
alelos, 149, 147 e 138, com maior frequéncia genotipica para 147/147 (0,55). As analises
de associacdo entre os todos os marcadores e as caracteristicas reprodutivas e entre 0s
marcadores SNP e a caracteristica peso corporal, ndo foram significativas (p < 0,05).
Porém, avaliando o marcador BM1500, observou-se efeito (p = 0,0383) do alelo 138 sobre
0 peso corporal, sendo a curva de crescimento para tal alelo (Teste de Lack of Fit = 0,01)
relacionada com o menor peso assintético médio. A baixa frequéncia alélica (0,06) para
este alelo e a auséncia de gendétipo homozigoto indicam que o ele foi sendo eliminado do
rebanho por processos de selegéo, visto que sua relagdo com o aumento do peso corporal
foi negativa. Esses resultados poderdo ajudar produtores de gado em seus processos de
selecdo por meio da selecéo assistida por marcadores, pois 0 marcador BM1500 mostrou-
se eficiente para fornecer informacdes sobre o peso corporal de fémeas Nelore.

Palavras-chave: Curva de crescimento, Leptina, Microssatélite, SNP, Zebuinos.



ABSTRACT

Body weight in heifers be related to the onset of puberty and consequently to the onset of
the reproductive cycle. The reproduction is a parameter of great return in beef cattle,
because it provides greater availability of animals, therefore, greater profitability. Zebu
animals correspond to the largest proportion of Brazilian beef cattle and the zebu females
tend to reach their sexual maturity in a late period. Thus, the identification of genes and
polymorphisms that may be involved with higher reproductive performance is relevant to
identify such condition. The aim of this study was to evaluate two SNP markers in the
leptin gene (C305T) and in the leptin receptor gene (T954M), and the one microsatellite
marker (BM1500) located close to the leptin gene and to seek for associations with the
body weight productive trait and reproductive traits of age at first calving (AFC), calving
interval (CI) and reproductive efficiency (RE) in a group of Nellore cattle. DNA extraction
from 138 females was performed, followed by amplification of the SNP T945M and
C305T and BM1500 microsatellite. After genotyping the data obtained were analyzed for
population diversity using Cervus 3.0 software. The study of association between the
genotypes of each marker with the characteristics weight, AFC, Cl and RE, was performed
using the PROC MIXED procedure of the SAS® software. For the longitudinal measures of
weight, the non-linear Gompertz model was used to obtain the parameters of the growth
curve and after that, the Lack of Fit test was performed to compare the fit of the complete
model with the reduced model. Both SNP markers presented two allelic variations, C and
T, and both CC genotypes had the highest frequencies, 0.73 and 0.67, for T945M and
C305T, respectively. The BM1500 microsatellite presented three alleles, 149, 147 and 138,
with a higher genotypic frequency for 147/147 (0.55). The association analyses between all
markers and reproductive traits and between the SNP markers and the body weight trait
were not significant (p < 0.05). However, for the BM1500 microsatellite, the effect of the
allele 138 (p = 0.0383) on body weight was observed, with the growth curve for such allele
(Lack of Fit Test = 0.01) being related to low asymptotic weight. The low allele frequency
(0.06) for this allele and absence of homozygous genotype indicate that it was eliminated
from the herd by selection processes, once its relation with the increase in body weight was
negative. These results could help cattle producers in their selection processes through
marker-assisted selection, as the BM1500 microsatellite proved to be efficient in providing
information about the body weight of Nellore females.

Keywords: Growth curve, Leptin, Microsatellite, SNP, Zebu cattle.



1. INTRODUCAO

A bovinocultura é de grande importancia no agronegdcio brasileiro, pois garante
destaque para o pais no cendrio mundial em producéo e exportacdo de carne. Além disso, 0
pais € um dos lideres mundiais em exportacao, tendo exportado para quase 140 paises no
ano 2016 (USDA, 2016; ABIEC, 2017a).

Em termos reprodutivos, as fémeas zebuinas (Bos indicus) sdo mais tardias
quando comparada com as taurinas (Bos taurus), visto que as zebuinas demoram um tempo
maior para atingir a puberdade, além de requerer alta porcentagem do peso corpdreo
(RODRIGUES et al. 2002; ROSA e MENEZES, 2016).

Assim, técnicas de biologia molecular que permitem o estudo de genes envolvidos
com caracteristicas quantitativas e mensuraveis em animais, constituem ferramentas
relevantes nos programas de melhoramento genéticos, por meio de selecdo assistida por
marcadores (VECHETINI, 2007).

A reproducéo animal é apresentada como pardmetro de maior retorno econémico,
merecendo maior atencdo dos criadores de gado de corte, pois rebanhos detentores de
caracteristicas reprodutivas favoraveis proporcionam maior disponibilidade de animais,
garantindo maior lucratividade para venda (abate) e selecdo genética (BERGMAN, 1999;
MATOS, 2012). Caracteres reprodutivos como idade ao primeiro parto e intervalo entre
partos sdo utilizados na avaliacdo da reprodutividade de bovinos, e menores valores para
essas caracteristicas acarretam em melhores indices de eficiéncia reprodutivas nas fémeas
(VIU et al., 2008). Ainda, a puberdade, que marca o inicio da atividade reprodutiva é
altamente influenciada pelo peso das vacas, onde sua manifestacdo é atingida quando a
fémea apresenta cerca da metade de seu peso adulto (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Caracteristicas produtivas e reprodutivas apresentam uma diversidade de genes
envolvidos em suas manifestacdes, e marcadores moleculares sdo eficientes na deteccdo de
genes e seus polimorfismos. Estes sdo marcas presentes nas sequéncias de DNA
localizadas préximas a regides/genes de interesse, que permitem verificar a segregacao
alélica ao longo de geracGes, podendo assim, identificar e selecionar caracteristicas
desejadas antes das mesmas serem expressas (PASSOS, 2006; COUTINHO et al., 2010).
Por meio de marcadores & possivel identificar polimorfismos, localizados em genes
estruturais ou em regifes proximas, que podem estar associados com manifestacdes de
fenotipos importantes (VECHETINI, 2007).



Diversos genes e polimorfismos tém sido citados pela literatura por apresentarem
associagGes com caracteristicas de importancia econdmica. Dentre eles, o gene da leptina é
bastante estudado, pois 0 mesmo tem sido reportado por sua ligacdo com eventos
reprodutivos (WILLIAMS et al., 2002). Além disso, esse gene é caracterizado como 0
gene da obesidade, estando envolvido no controle do apetite, portanto, apresenta ligagéo
com o ganho de peso em animais (SALMAN e COSTA, 2006).

O gene receptor da leptina (LEPR) foi relatado por apresentar associagdes com
caracteres produtivos (LIEFERS et al., 2004; KOMISAREK e DORYNEK, 2006). Da
mesma forma, o marcador microssatélite BM1500, localizado proximo ao gene da leptina
também tem sido relatado pela literatura por apresentar associacdo com caracteristicas
produtivas, como deposi¢do de gordura (FITZSIMMONS et al., 1998; SILVA et al., 2014).

Considerando gue o gene da leptina, seu receptor e regides proximas a0 mesmo
apresentem associagdes com caracteristicas de interesse produtivo e reprodutivo, torna-se
relevante pesquisar polimorfismos que possibilitem identificar tal condigdo. Essas
associacfes podem contribuir para a selecdo de animais que garantam maior retorno

econdmico.



1.1 Objetivos

Geral

Analisar os marcadores SNP T945M e C305T e o marcador microssatélite
BM1500, em fémeas bovinas da raca Nelore e verificar associagdo com caracteristicas

produtivas e reprodutivas.

Especificos

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas para 0os marcadores T945M,
C605T e BM1500 em populacédo de fémeas da raca Nelore;

Verificar associagdo individualmente dos marcadores T945M, C305T e BM1500
com a caracteristica produtiva peso;

Verificar associacdo individualmente dos marcadores T945M, C305T e BM1500
com as caracteristicas reprodutivas idade ao primeiro parto, intervalo entre partos e

eficiéncia reprodutiva.



1.2 HipOteses

Ho: Nao existem associacdes significativas (p < 0,05) entre os marcadores
T945M, C305T e BM1500 com as caracteristicas de peso, idade ao primeiro parto,
intervalo entre partos e eficiéncia reprodutiva, na avaliagdo individual de cada
polimorfismo com cada caracteristica, no grupo amostral constituido por fémeas bovinas

da raca Nelore;

H;: Existe associagéo significativa (p < 0,05) entre, pelo menos um marcador e

uma caracteristica, na avalicdo no grupo amostral de fémeas bovinas da raca Nelore.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Pecuéria de corte brasileira

A bovinocultura brasileira, principalmente a de corte, garante destaque para o
Brasil no cenario mundial da produ¢do animal. Dados do IBGE (2016) mostraram que até
0 terceiro trimestre de 2016 foram abatidas cerca de 7,32 milhdes de cabegas de bovinos e,
a estatistica anual de producdo para o0 mesmo ano indicou que foi exportado mais de 1,4
milhdo de toneladas de carne (na forma in natura, processada, miudos, tripas e salgadas),
gerando um faturamento de 5,5 bilhGes de dodlares, segundo a Associagdo Brasileira das
IndUstrias Importadoras de Carnes (ABIEC, 2017b).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, do inglés United
States Department of Agriculture) (USDA, 2016), estimou que, de janeiro a setembro de
2016 o Brasil ocupava a terceira colocacdo mundial em producédo de carne, além de liderar,
juntamente com a india, a exportacio de carne bovina.

O rebanho de corte brasileiro abrange animais das racas taurinas e zebuinas, sendo
predominante formado por animais zebuinos (cerca de 80%) e, dentro desta parcela,
aproximadamente 80% s&o animais Nelore (ROSA e MENEZES, 2016). Os animais
zebuinos séo adaptados as condic@es climéticas brasileira, uma vez que apresentam origem
indiana, com clima semelhante ao Brasil (ACNB, 2016).

Entretanto, as racas zebuinas, que correspondem a maior parcela do gado de corte,
apresentam taxas reprodutivas inferiores em comparagdo com animais taurinos, atingindo a
puberdade em idade mais avancada, além de requerer alta porcentagem do peso corpéreo
(RODRIGUES et al. 2002; MATOS, 2012; ROSA e MENEZES, 2016). Como o gado
zebuino corresponde a maior parcela do gado de corte, é importante investir no
melhoramento genético dessa raca a fim de aumentar a qualidade e produtividade dos
rebanhos brasileiros, de modo a contribuir para demanda mundial de carne bovina
(PASSOS, 2006).

2.2 Selecéo assistida por marcadores

A demanda por animais com maior qualidade e produtividade dentro dos rebanhos

requer o aperfeicoamento dos mesmos, por meio de técnicas de manejo, sanidade,



alimentacdo e melhoramento genético, a fim de destacar caracteristicas qualitativas e
quantitativas de interesse econdmico (SALMAN, 2006).

Na genética classica, as caracteristicas desejadas para utilizacdo em programas de
melhoramento estdo relacionadas com a qualidade das informacGes adquiridas, sendo estas
avaliadas com base em dados fenotipicos (desempenho visual) e de pedigree, tanto do
animal a ser melhorado como de seus parentais (CARDOSO, 2009).

Visando manter e melhorar os indices de produtividade, avangos nas técnicas de
biologia molecular possibilitaram estudar minuciosamente a influéncia que 0s genes
exercem sobre as caracteristicas consideradas importantes, sendo assim, um grande
incremento para a selecdo genética baseada exclusivamente no fenétipo (SALMAN, 2006).

Entretanto, o uso da selecdo baseada nas técnicas moleculares ndo significa a
exclusdo da selecdo genética classica, visto que esta ultima tem sido praticada hd muito
tempo, fazendo-se uso da genética mendeliana classica. Assim, ambas devem ser
empregadas conjuntamente a fim de aumentar o valor econdmico (producdo e
lucratividade) de espécies domesticadas. Dentre as técnicas que possibilitam essa unido,
tém-se a selecdo assistida por marcadores (SAM) (LANDE e THOMPSON, 1990).

A selecdo assistida por marcadores moleculares é uma ferramenta que permite a
investigacdo de genes e polimorfismos, contribuindo para a selecdo genética, pois
possibilita 0 aumento da acurécia de selecdo quando ha expressdo fenotipica tardia, baixa
herdabilidade e caracteristicas de dificil mensuracdo, podendo selecionar animais jovens
antes mesmo da expressdo de determinadas caracteristicas (SILVA, 2008; POLIDO et al.,
2012; GOTTSCHALL et al., 2013).

Progressos obtidos com a biologia molecular e técnicas de analise de DNA
permitiram estudos minuciosos a respeito da influéncia dos genes sobre caracteristicas
importantes, contribuindo assim, para a melhoria dos rebanhos bovinos (SALMAN, 2006;
PASSQOS, 2006).

Marcadores moleculares sdo definidos como “marcas” presentes na sequéncia de
DNA nas proximidades de genes ou regides de interesse, ou seja, qualquer traco molecular
relacionado a regides expressas ou nao expressas no genoma. Por meio deles é possivel
acompanhar a segregacdo de alelos ao longo das geracdes e, dessa forma, monitorar as
caracteristicas associadas a tais alelos. Ainda, podem-se identificar mutacdes

(polimorfismos) que exercem influéncia nas caracteristicas controladas por um ou mais



genes, contribuindo para a identificacdo de variacBes genéticas em individuos
(MARCELINO et al., 2007; COUTINHO et al., 2010; POLIDO et al., 2012).

Os polimorfismos de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP, do inglés,
Restriction Fragment Length Polimorphism) foram os primeiros marcadores
desenvolvidos, na década de 1970, sendo baseados na técnica de hibridizagdo do DNA
(fragmentagdo com enzimas de restricdo) em sondas marcadas radioativamente ou com
compostos que liberam reacdes luminescentes (MARCELINO et al., 2007; SILVA, 2009).

Entretanto, limitacbes da técnica de hibridizacdo, como a necessidade grande
quantidade de DNA e conhecimento prévio das sequéncias-alvo, acarretaram ao
desenvolvimento de marcadores baseados em PCR (do inglés, Polymerase Chain
Reaction), que utilizam oligonucleotideos iniciadores (primers) para flanquear regibes
especificas da sequéncia de DNA para amplificacdo (FALEIRO, 2007; POLIDO et al.,
2012).

Marcadores microssatélites ou SSR (do inglés, Simple Sequence Repeats) ou
ainda, STR (do inglés, Short Tandem Repeats) sdo constituidos por pequenas sequéncias
nucleotidicas (2 a 6 pares de bases) repetidas em tandem, em regides codificadoras ou nao,
sendo seu polimorfismo resultado da variacdo dos elementos repetitivos. As regides
repetitivas de microssatélite sdo altamente conservadas, podendo ser varidveis entre
diferentes espécies e até mesmo entre individuos de uma mesma espécie (PASSOS, 2006;
YANG et al., 2013).

Devida a sua ampla distribui¢cdo no genoma, facilidade de deteccdo genotipica e
alélica (reacdo de PCR e analise eletroforética) e elevado grau polimdrfico, os SSR sdo
utilizados em estudos de filogenias, caracterizacdo de racas e no melhoramento genético
(PASSOS, 2006; RAMOS et al., 2006; POLIDO et al., 2012).

Com os avancos das técnicas de sequenciamento de DNA, foi possivel descobrir
um novo tipo de marcador, baseado em polimorfismos de DNA, o marcador SNP (do
inglés, Single Nucleotide Polymorphism) (SILVA, 2012; POLIDO et al., 2012). Os
marcadores SNP envolvem substituicdes, nas bases nitrogenadas da cadeia de DNA,
ocasionando mutagOes do tipo transi¢Oes, transversoes, insercoes e delecdes, que devem
ocorrer em pelo menos 1% da populacdo para serem caracterizadas como SNP
(CAETANO et al., 2009; YANG et al., 2013).

Os SNP podem estar presentes em regides codificadoras ou ndo no genoma, sendo

mais predominantes em espacos intergénicos, sem funcdo conhecida (CAETANO, 2009).
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Porém, quando ocorrem em regiGes regulatorias, podem acarretar em substituicbes
aminoacidicas nas sequéncias de proteinas, resultando em mutagdes ndo sinénimas,
conservativas ou nao, que, dependendo das propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos
envolvidos, pode haver modificagdes na estrutura e funcionalidade da proteina (SALMAN,
2006).

A genotipagem de SNP ocorre por meio de marcadores do tipo CAPS (do inglés,
Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), mais conhecido como PCR-RFLP (do inglés,
Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Lenght Polymorphism). O DNA é
amplificado por PCR com a utilizacdo de primers especificos, e posteriormente, 0s
amplicons (regides amplificadas) sdo digeridos com endonucleases de restricdo. O
resultado é observado por meio de eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida. A
técnica de PCR-RFLP apresenta facilidade de manipulacéo, alta confiabilidade e custos
relativamente baixos (FALEIRO, 2007; VECHETINI, 2007).

Dessa forma, a selecdo assistida por marcadores oferece uma selecdo indireta de
genes e alelos desejaveis na producéo e reproducdo animal (CAVALCANTI, 2009).

2.3 Caracteristicas de interesse no setor produtivo e reprodutivo

O peso corporal de bovinos avaliado em diferentes idades é comumente utilizado
na avaliacdo do desempenho produtivo de rebanhos, em analises de crescimento e
desenvolvimento dos animais, de modo a contribuir com a qualidade e quantidade da carne
a ser produzida (FRIZZAS et al., 2009; BUZANSKAS, 2013).

Em programas de melhoramento genético, a caracteristica peso corporal pode ser
utilizada em avaliacdes genéticas como medida repetida ou dado longitudinal, ou seja,
varias mensuracbes de peso sdo realizadas em diferentes idades de cada animal
(TEIXEIRA, 2015). Assim, o crescimento do animal é descrito por uma funcdo do peso em
relacdo a idade (PAZ, 2002).

As caracteristicas reprodutivas também despertam a atencéo dos produtores e sdo
de grande importancia econdmica (BUZANSKAS, 2013). Dentre elas, ha destaque para a
puberdade, que é o periodo transitorio entre a infancia e fase adulta, onde as funcbes
reprodutivas sdo atingidas e as novilhas estdo aptas a gerar descendentes. A puberdade (ou
idade da primeira monta) é definida como a transicdo entre a infancia e a idade adulta,
alcancando a capacidade reprodutiva (TERASAWA e FERNANDES, 2001). Nesse



periodo sdo adquiridas algumas caracteristicas sexuais, como a produgdo de gametas
maduros (espermatozoides e od0citos), de modo a manifestar comportamento sexual
completo (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Por marcar o inicio da atividade reprodutiva, a precoce idade a puberdade permite
0 retorno antecipado das fémeas a recria, 0 que € importante sob o ponto de vista
econdmico (ABUD, 2013). Fatores como fotoperiodo, ambiente fisico, idade e raca dos
parentais, peso corporal e adiposidade afetam diretamente o inicio da puberdade. Este esta
mais relacionado com o peso corpéreo do que com a idade. No gado de corte esta é
atingida quando o peso do corpo estd em torno de 45% a 55% do peso adulto, ocorrendo
geralmente entre 12 e 24 meses de idade (HAFEZ e HAFEZ, 2004; SALMAN e COSTA,
2006; VAICIUNAS, 2007).

Outro fator relacionado a maturidade do sistema reprodutivo é a idade ao primeiro
parto (IPP), que segundo Matos (2012), ¢ um fenotipo derivado da expressdo da
precocidade sexual e de facil mensuracdo, pois reflete a idade a puberdade, garantindo o
aumento da produtividade dos rebanhos quando ha reducdo na IPP, possibilitando
aumentar a quantidade de bezerros produzidos durante a vida das fémeas.

O intervalo (IEP) entre partos avaliado em bovinos de corte apresenta influéncia
direta sobre a reproducéo, pois com um IEP de 365 dias, gerando um bezerro por ano, ha
um aumento na producédo durante a vida util das fémeas (VIU et al. 2008).

Além da idade a puberdade e IPP, a eficiéncia reprodutiva de um rebanho pode
ser avaliada por outros parametros, como o intervalo entre partos (numero de dias entre 0s
partos das fémeas), dias para o parto, periodo gestacional, probabilidade de prenhez,
namero de crias produzidas, ovulacdo (TANAKA, 2010; MATQOS, 2012).

A elevada idade ao primeiro parto e longo intervalos entre partos sdo fatores que
diminuem a eficiéncia reprodutiva em fémeas bovinas, logo o desejavel é que as mesmas
tenham um parto a cada 12-13 meses (AZEVEDO et al., 2001).

2.4 Leptina e polimorfismos associados a caracteres de interesse econdémico

A leptina € um horménio peptidico, produto do gene da leptina (LEP), também
conhecido como gene da obesidade (ob). Este horménio tem peso molecular de 14 a 16

kDa (Kilodalton), é composto por 162 aminoacidos e produzido principalmente pelo tecido



adiposo branco. Entretanto, o tecido adiposo marrom, estbmago, musculo esquelético,
cartilagem fetal, tecido mamaério e placenta tém sido relatados como produtores de leptina
(ZIEBA et al., 2005; CATUNDA et al., 2014).

A palavra leptina é derivada do grego leptos, que significa magro, e sua
descoberta ocorreu por meio de estudos realizados em camundongos, usados como
modelos experimentais de obesidade, em estudos de parabiose (interligacdo da circulagdo
sanguinea) entre camundongos normais (magros) e obesos. A partir desse experimento
evidenciou-se a presenca de um fator circulante (leptina) responsavel pelo emagrecimento
dos camundongos obesos (ZIEBA et al, 2005; KOWALSKI et al., 2014).

A elevacdo de peso corporal esta diretamente relacionada com o aumento do
tecido adiposo, consequentemente com maior quantidade de adipdcitos, acarretando em
maior de liberacdo de leptina na corrente sanguinea (KOWALSKI et al., 2014). Quando o
nivel circulante de leptina estd aumentado, este horménio é detectado por receptores
expressos no cérebro e em regides hipotalamicas, sinalizando para uma resposta
envolvendo o metabolismo de queima de gordura, e consequentemente agindo no controle
da ingestdo alimentar (Figura 1) (SILVA, 2008; SOUSA et al., 2009; CATUNDA et al.,
2014).

Ingestao Alimentar

Hipotalamo

]
Leptina b
S .

Peso

Corporal
Tecido Adiposo

Figura 1. Mecanismo de acdo da leptina na comunicacdo com o hipotalamo e resposta
sobre a ingestdo alimentar e peso corporal. (Fonte: KOWALSKI et al., 2014).
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A leptina tem sido relatada por sua acdo no controle de ingestdo de alimentos e
composic¢do corporal em mamiferos, uma vez que ela atua na sinalizagdo do estado de
saciedade (GEARY et al., 2003; ROMERO e ZANESCO, 2006). Estudos com diferentes
polimorfismos no gene da leptina mostraram associa¢des significativas para maior ingestao
de alimento, caracteristicas de composicdo corporal (LIEFERS et al., 2002; NKRUMAH et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2014).

Em bovinos, o gene da leptina (GenBank U50365.1) estd localizado no
cromossomo 4, possui trés éxons separados por duas regides de introns (TANIGUCHI et
al., 2002).

Buchanan et al. (2002), identificaram um polimorfismo no éxon 2 (SNP C305T ou
E2FB) do gene da leptina que apresentou associa¢des com niveis de gordura na carcaga em
bovinos, sendo o alelo T associado a carcacas mais gordas. O polimorfismo C305T
(GenBank AY138588.1:c.305C>T) esta localizado no éxon 2 do gene da leptina, no
cromossomo bovino 4, e é caracterizado pela transicdo entre as bases nitrogenadas citosina
e timina, ocorrendo assim, troca dos amino&cidos arginina por cisteina.

Este mesmo polimorfismo foi estudado por Carvalho et al. (2012), que
encontraram associaces significativas com caracteristica de espessura de gordura na
carcaca. Oliveira et al. (2013) também observaram a mesma variacdo polimorfica
juntamente com outro polimorfismo no éxon 2, que mostraram-se significativamente
associados com distribuicdo de gordura na carcaca, intensidade da coloragdo do musculo
vermelho e espessura de gordura de marmoreio e pds-abate em gado Nelore

O gene receptor da leptina (LEPR) também € bastante citado na literatura por suas
correlagbes com caracteristicas produtivas. O polimorfismo T945M (GenBank
AJ580801.1:9.115C>T) presente na regido receptora do LEPR, estd localizado no
cromossomo 3 bovino, no éxon 20 do gene LEPR, na posi¢do nucleotidica 115 e, €
responsavel pela substituicdo do aminoacido treonina pelo aminoacido metionina, ocorrido
pela troca das bases nitrogenadas C>T (citosina por timina) (KOMISAREK &
DORYNEK, 2006).

Ferraz et al. (2009) encontraram associacdo entre o polimorfismo T945M e area
de mausculo longissimus dorsi. O mesmo polimorfismo foi estudado por Komisarek e
Dorynek (2006), em fémeas da raga Jersey e associaram o polimorfismo com maior teor de
gordura no leite. Também usando vacas Jersey, Liefers et al. (2004) verificaram que este
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polimorfismo mostrou-se associado com concentragfes de leptina circulante durante
gravidez tardia.

Ainda, Trakovicka et al. (2013) encontraram associacdo significativa com a
caracteristica intervalo entre partos, onde o genotipo heterozigoto apresentou correlagédo
com menor intervalo. Komisarek (2010) verificou associa¢do significativa com menor
idade a primeira inseminacdo. E em caracteristicas produtivas, este polimorfismo foi
apresentou associacdo com ganho de peso em gado Nelore (SILVA et al., 2012).

O marcador microssatélite BM1500 (GenBank G18568.1) localizado
aproximadamente a 3,6 Kb (Kilobase) downstream do stop codon (cdédon de parada) do
gene da leptina, no cromossomo 4 bovino (BUCHANAN et al., 2002) foi estudado por
Fitzsimmons et al. (1998) e foi associado com diferentes caracteristicas de gordura em
touros de corte.

AssociagOes significativas deste SSR com espessura de gordura de garupa e
subcutanea, peso e comprimento de carcaga foram encontradas por Silva et al. (2014).
Estes autores sugerem que a associacdo encontrada pode estar relacionada ao fato de que
os alelos do marcador BM1500 apresentarem algum envolvimento na reducdo do
funcionamento da leptina, acarretando em aumento do acimulo de gordura.

Os polimorfismos acima citados foram descritos na literatura com associagoes
com diversas caracteristicas produtivas e reprodutivas, que geram retorno econémico.
Assim, a realizacdo de mais estudo buscando encontrar associagdes com outras
caracteristicas é importante para a utilizacdo desses polimorfismos na selecéo assistida por

marcadores.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais e fendtipos

O grupo amostral foi constituido por 138 fémeas da raca Nelore (Bos indicus),
nascidas entre os anos de 1996 a 2007, provenientes da Fazenda S&o Jorge de Maracay,
localizada no municipio de lguatemi, MS. Trata-se de um rebanho comercial, onde 0s
animais eram mantidos exclusivamente a pastagem (Brachiaria spp.) com suplementagéo
mineral ad libitum. O grupo amostral foi constituido de fémeas com paternidade
conhecida.

No estudo foram utilizados os registros de peso do nascimento até 48 meses de
idade das vacas. Foi possivel obter de cada animal varias medicGes de peso, 0 que
caracteriza as medidas repetidas ou dados longitudinais para esta caracteristica produtiva.

Além das medidas de pesagem, também foram avaliadas as caracteristicas
reprodutivas de idade ao primeiro parto (IPP), em meses; intervalo entre partos (IEP), em
dias e eficiéncia reprodutiva (ER), em porcentagem. Para ER dos individuos foi adotado o
indice descrito por Wilcox (1957), como:

365*(N —1)*100
D

ER(%)= ,
em que, ER (%) = eficiéncia reprodutiva; N = nimero total de partos; D = nimero de dias
do primeiro ao Ultimo parto; 365 = intervalo entre partos.

Todos os dados fenotipicos foram obtidos a partir da base de dados fazenda, que
permite a gestdo, armazenamento e controle dos dados de cada animal. A manipulacéo do
arquivo de dados e anéalise de consisténcia foram realizadas com o auxilio do software

SAS® (Statistical Analysis System) University Edition.
3.2 Coleta de sangue e extracado de DNA

Para a realizacdo das analises laboratoriais foram coletados 4,5 mL de sangue
periférico de cada animal por meio da puncdo da veia jugular. As amostras foram
armazenadas em tubos do tipo Vacuntainer com EDTA potéssico a -20°C até o
processamento. As atividades experimentais foram conduzidas no Laboratério de
Biotecnologia Aplicada & Producdo Animal, na Faculdade de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal da Grande Dourados (FCA/UFGD).
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A extracdo de DNA gendmico foi realizada seguindo o protocolo de Crispim et al.
(2012) com algumas adaptacdes. O DNA foi extraido a partir de 300 pL sangue congelado
de cada amostra, que foi adicionado em tubo de polipropileno de 2 mL e acrescentado, em
sequida, 3 pL de proteinase K (20 mg/mL) e 500 pL de SDS 20%. Os tubos foram
homogeneizados em vortex e incubados em banho-maria por 1 hora e 30 minutos &
temperatura de 60°C. Transcorrido o periodo de incubagéo, adicionou-se aos tubos 800 pL
de cloroférmio e homogeneizou-se novamente em vortex. As amostras foram centrifugadas
por 10 minutos em rotacdo de 14000 rpm, e logo apos a fase aquosa foi transferida para
tubos de 1,5 mL, onde foi acrescentado 1 mL de etanol (100%) gelado, e realizada a
homogeneizacdo por inversdo até observar a formagdo de um precipitado. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 14000 rpm, o sobrenadante foi desprezado e
adicionou-se 1 mL de etanol (70%), e novamente centrifugando-se por 2 minutos a 14000
rpm. Posterior a centrifugacdo, o contetdo foi desprezado e os tubos foram colocados
invertidos sobre a bancada para secar o sedimento (cerca de 10-15 minutos). Passado esse
tempo, adicionou-se 100 puL de TE pH 8,7 com RNAse (10 pg de RNAse por mL de
amostra — 1 pL de RNAse para cada 1000 pL de TE) e homogeneizou-se lentamente. Para

finalizar, incubou-se em banho-maria por 1 hora a 37°C.

3.3 Avaliacéo da integridade e quantidade do DNA total

A quantificacdo do DNA das amostras extraidas foi realizada no aparelho de
espectrofotometria NanoPhotometer® Pearl (Implen), onde avaliou-se a quantidade (ng/pL)
e a pureza (razdo de absorbéancia da faixa de 260/280 nm) do DNA.

A avaliacdo da qualidade do DNA foi realizada por meio de eletroforese em gel
de agarose 2% corado com brometo de etideo (0,05 pg/mL), onde as amostras de DNA
foram visualizadas e identificadas por meio de bandas formadas no gel, quando submetidas
a luz ultravioleta (UV) do aparelho de fotodocumentagéo PhotoDoc-1t™ (UVP®).

3.4 Amplificacéo por PCR

As fémeas foram genotipadas para 0s seguintes marcadores: T945M
(KOMISAREK e DORYNEK, 2006), C305T (BUCHANAN et al., 2002) e BM1500
(FITZSIMMONS et al., 1998), sendo eles encontrados no gene receptor da leptina, no gene
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da leptina e préximo ao stop codon do gene da leptina, respectivamente. As amplificagdes
pela reacdo em cadeia da polimerase e as reacdes enzimaticas foram realizadas no
termociclador MyCycler ™ thermal cycler (BIORAD®).

3.5 SNP T945M

Os primers forward (5’GCAACTACAGATGCTCTACTTTTGT-3’) e reverse
(5’CAGGGAAATTTCCCTCAAGTTTCAA-3’) foram wusados para amplificar um
fragmento de 400 pb do SNP T945M. A reacdo de amplificacdo continha 6 uL de H,O
ultra-pura (livre de nuclease), 1,5 uL (10 pM/uL) de cada primer, 13 uL do Mix de PCR
(ThermoScientific®) e 2 pL do DNA gendmico (50 ng/uL). O protocolo de amplificagdo
consistiu em desnaturacao inicial (94°C por 5 min), seguindo por 35 ciclos (desnaturacéo a
94°C por 30 s, anelamento a 56°C por 30 s e extensdo a 72°C por 40 s) e extensdo final a
72°C por 4 min. Os fragmentos foram digeridos em reacdo contendo 5 uL de H,O ultra-
pura, 1 uL de tampéo 10X, 3U da enzima de restricdo Taql (ThermoScientific®) e 5 uL do
produto de PCR, a 65°C por 4 h.

3.6 SNP C305T

Os primers forward (5’ATGCGCTGTGGACCCCTGTATC-3’) e reverse
(5’TTCCGGAAGGTCCAGAGATGACACCA-3’) foram usados na amplificacdo do
fragmento de 94 pb do SNP C305T. A reacdo de amplificagdo continha 6 uL de H,O ultra-
pura, 2,0 pL (10 pM/uL) de cada primer, 12,5 uL do Mix de PCR (ThermoScientific®) e
2,5 puL (50 ng/uL) do DNA gendmico. As condi¢Ges da amplificacdo consistiram em
desnaturacdo inicial (94°C por 4 min) seguida por 35 ciclos (desnaturacao a 94°C por 45 s,
anelamento a 56°C por 55 s e extensdo a 72°C por 50 s) e extensdo final a 72°C por 5 min.
Os fragmentos foram digeridos em reagdo contendo 13 uL de H,O ultra-pura, 1,5 uL do
tampdo, 2U da enzima de restricdo Kpn2l (ThermoScientific®) e 12 puL do produto

amplificado, a 37°C por 6 h.
3.7 Microssatélite BM1500

Os primers forward (5’GATGCAGCAGACCAAGTGG-3’) e reverse
(CCCTTGCTAGAACCCAGG-3’) foram wusados para amplificar o microssatélite
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BM1500. A reacdo de amplificagdo continha 7,5 puL de H,O ultra-pura, 1,5 puL (10 pM/uL)
de cada primer, 12,5 pL do Mix de PCR (ThermoScientific®) e 2,0 pL (50ng/uL) do DNA
genémico. As condicdes da amplificacdo apresentaram um passo de desnaturacdo inicial
(94°C por 3 min), seguida por 25 ciclos (desnaturacdo a 94°C por 45 s, anelamento a 57°C
por 30 s e extensdo a 72°C por 45 s); e extensdo final & 72°C por 4 min.

3.8 Avaliacéo dos amplicons

Os fragmentos obtidos da digestdo enzimatica para os SNP foram analisados em
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo (0,05 pg/mL), e os alelos
para o microssatélite BM1500 foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida

7% corado com nitrato de prata.

3.9 Analises populacional e estatistica

Os parametros populacionais examinados (frequéncias alélicas e genotipicas,
heterozigosidade esperada e observada, conteudo de informacdo polimorfica, e teste do
equilibrio de Hardy-Weinberg) foram calculados usando o software CERVUS 3.0
(KALINOWSKI et al., 2007).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS® (Statistical
Analysis System) University Edition, disponivel online
(https://www.sas.com/en_us/software/university-edition.html).

A andlise de associacdo entre as caracteristicas reprodutivas (IPP, IEP e ER) e 0s
marcadores considerou os efeitos fixos de ano de nascimento da vaca e cada gendtipo dos
marcadores individualmente (T945M, C305T e BM1500), bem como, o efeito aleatério de
pai, por meio de modelo misto, no procedimento PROC MIXED.

Na analise de associacdo entre os marcadores e as medidas repetidas de peso
foram considerados efeitos fixos de ano de nascimento da vaca, a idade do animal na data
da pesagem e os gendtipos de cada marcador individualmente (T945M, C305T) bem como,
o efeito aleatorio de pai aninhado no animal.

Para o marcador BM1500 foi realizada a analise de associagdo considerando
auséncia e a presenca dos alelos no lugar do gen6tipo do marcador (0 para ausénciae 1, 2 e

3 para presenca, respectivamente, para os alelos 138, 147 e 149). Também foram avaliados
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0s nimeros de copias de cada alelo, tanto na forma homozigota quanto heterozigota (0, 1 e
2 cOpias) e auséncia e presenca dos alelos em homozigose (0 e 1, respectivamente).

Os efeitos fixos e aleatdrio foram os mesmos considerados para 0s marcadores
SNP. As andlises de modelo misto foram submetidas ao procedimento PROC MIXED do
SAS, considerando a idade do animal na data da pesagem como medida repetida na fungéo
REPEATED. Apos avaliacdo prévia da estrutura de covariancia dos dados de peso, em que
foram testadas as estruturas AR (Autorregressiva), ARH (Autorregressiva Heterogénea),
CS (Simetria Composta), TOEP (Toeplitz) e VC (Componentes de Variancia), observou-se
que TOEP ajustava de maneira mais adequada ao conjunto de dados analisados (estatistica
néo apresentada).

Nas andlises de associacdo todos os P-values foram considerados significativos
quando p < 0.05.

O modelo n&o linear de Gompertz (LAIRD, 1965) foi aplicado para os dados de
peso na analise com o marcador microssatélite BM1500 na obtencdo dos parametros da
curva de crescimento por meio do método Marquardt (MARQUARDT, 1963), utilizando
regressdo ndo linear, pelo procedimento NLIN do SAS, no ajuste do modelo reduzido
(curva média) e modelo completo (ajuste da curva para cada alelo separadamente). O
modelo de Gompertz é dado pela equacéo:

Ve = C(—b(-at)) +e,

onde representa 0 peso médio dos animais em funcdo da idade (); € peso assintotico ou
peso adulto do animal quando — oo; ¢é constante de integracdo, sem funcdo bioldgica, que
tem a funcdo de modelar a curva de crescimento para um formato sigmoidal, a partir do
nascimento até a idade adulta do animal; é a taxa ou indice de maturidade, que mensura a
variacdo na velocidade do crescimento, ou seja, pode ser um indicador da velocidade com
que o animal atinge o peso assint6tico; e é o erro aleatorio associado a cada pesagem
(PAZ, 2002; GARNERO et al., 2005; SILVA et al., 2011). Apds a obtencdo das curvas
para os dois modelos, realizou-se o teste de Lack of Fit para testar o ajuste do modelo

completo em relacéo ao modelo reduzido.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diversidade populacional do rebanho

A Tabela 1 mostra as estimativas para as frequéncias alélicas e genotipicas,
nimero de animais observados para os genétipos de cada marcador, heterozigosidade
esperada (Hg) e heterozigosidade observada (Ho), conteddo de informacdo polimorfica
(PIC) e teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para os marcadores estudados.

Tabela 1. Analise populacional dos marcadores T945M, C305T e BM1500 em fémeas

bovinas da raca Nelore.

Frequéncia Frequéncia
Marcador Alélica Genotipica Ho He PIC EHW
C=085 CC=0,73 101
T945M T=015 CT=0,24 34 024 0,25 0,22 NS
e TT=0,02 3
C=082 CC=0,67 93
C305T T=018 CT =0,29 41 0,29 0,29 0,25 NS
e TT=0,03 4

138/138 = 0,00 0
147/138=0,08 12
138=0,06 149/138 =0,02 76
BM1500 147 =0,73 040 041 037 NS
149 = 0.21 147/147 = 0,55 3
e 149/147=0,30 40

149/149 = 0,05 7

He: heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; N: numeros de animais; PIC:
conteudo de informacédo polimoérfica; HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg; NS: néo significativo.

O SNP T945M apresentou duas variacOes alélicas (alelos C e T) e trés tamanhos
de fragmentos, sendo 400 pb resultante da amplificacdo (gendtipo TT) e 375 pb e 25 pb,
obtidos apds a digestdo enzimatica utilizando a endonuclease de restricdo Taql, sendo
esses padrbes de fragmentos relacionados com o genétipo CC. O gendtipo heterozigoto CT
apresentou os trés diferentes tamanhos de fragmentos: 400, 375 e 25 pb. O alelo C foi 0
mais frequente, juntamente com o gendtipo CC, encontrado em 73% da populacéo (Tabela
1).
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A maior frequéncia alélica (85%) observada para 0 SNP T945M foi o alelo C
(Tabela 1). Silva et al. (2012) relataram em seu estudo com touros Nelore frequéncia
semelhante para 0 mesmo alelo (88%). As frequéncias genotipicas para o genétipo CC
foram superiores em ambos os estudos. Liefers et al. (2004) também obtiveram maior
frequéncia para o alelo C (93%), porém os autores utilizaram vacas taurinas (Holstein-
Friesian).

Duas variacOes alélicas também foram observadas para o SNP C305T e os
tamanhos dos fragmentos obtidos apds a amplificacdo e digestdo enzimética com a
endonuclease Kpn2l foram, 94 pb (genoétipo TT) e 75 pb e 19 pb (gendtipo CC),
respectivamente. O gendtipo heterozigoto CT apresentou os trés tamanhos de fragmentos e
foi encontrado em 29% da populacéo.

Para o SNP C305T houve predominancia do alelo C (82%) sobre o alelo T (0,18)
e maior frequéncia para o genétipo CC (0,67), resultados que sdo similares com o estudo
de Oliveira et al. (2013), que utilizaram animais provenientes de um rebanho comercial de
animais da raca Nelore. Buchanan et al. (2002) encontrou frequéncias de 0,54 e 0,46 para
os alelos C e T, respectivamente, em estudo realizado com racas taurinas, verificando
também maior frequéncia para o alelo C.

Trés alelos e cinco genotipos foram obtidos para o microssatélite BM1500. O
alelo 147 foi o mais frequente (73%), bem como o genétipo CC, presente em 55% da
populacdo (Tabela 1). A menor frequéncia alélica foi observada para o alelo 138 (6%) e em
homozigose, ndo foi observada frequéncia genotipica para este alelo.

Fitzsimmons et al. (1998) estudaram o microssatélite BM1500 em ragas taurinas e
observaram maior frequéncia alélica para o alelo 138 (47%). Esse resultado difere do
presente estudo onde o alelo 138 apresentou a menor frequéncia (Tabela 1) e a frequéncia
genotipica para este alelo em homozigose nao foi observada. Silva et al. (2014) estudaram
esse marcador em machos da raca Nelore e também verificaram menor frequéncia para o
alelo 138 (8%), porém a maior frequéncia genotipica foi observada para o genotipo
149/149 (70%), diferentemente desse estudo que encontrou maior frequéncia genotipica
para 147/147 (55%).

As diferencas observadas para as frequéncias alélicas e genotipicas quando
comparadas com estudos prévios para os marcadores estudados sdo relevantes, pois 0s

estudos presentes na literatura em sua maioria foram desenvolvidos com ragas taurinas,
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além disso animais machos e fémeas podem apresentar padrGes diferentes para a
caracterizacdo das frequéncias alélicas e genotipicas.

A classificacdo de Botstein et al. (1980) para o contetdo de informacéo
polimorfica considera como marcadores altamente informativos, medianamente
informativos e pouco informativos, valores de PIC superiores a 0.50, entre 0.25 e 0.50 e
abaixo de 0.25, respectivamente. Os dois marcadores SNP estudados apresentaram baixos
valores de PIC, pois como o SNP é um marcador bialélico estima-se que o PIC atinja o
valor maximo de 0,50, quando ambos os alelos tenham a mesma frequéncia (OLIVEIRA et
al., 2011). O microssatélite BM1500 apresentou valor de PIC medianamente informativo
(0,37) e, apesar de ser um marcador com alto grau de informacgéo polimérfica, o valor
encontrado pode ser justificado pelo tamanho do grupo amostral. O rebanho avaliado
apresentou resultado ndo significativo para o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg para
todos os marcadores. Este fato pode estar relacionado com a selecdo artificial que o
rebanho sofreu por mais de 30 anos, assim, a busca pela melhor produtividade promoveu a
selecdo indireta de frequéncias alélicas e genotipicas por meio de fenétipos associados com

as caracteristicas em estudo a cada geracao.

4.2 Andlise de associagao

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores de médias e desvios-padrdo para a
analise do modelo misto entre as caracteristicas reprodutivas IPP, IEP e ER e 0s

marcadores SNP e microssatélite.

Tabela 2. Médias estimadas e desvios padrdo das caracteristicas idade ao primeiro parto,
intervalos entre partos e eficiéncia reprodutiva para os genétipos dos marcadores SNP
T945M e C305T e para os alelos do marcador BM1500 em fémeas bovinas da raga Nelore.

Marcador Genotipof IPP IEP ER
Alelo
CC 29.81 +0.64 420.05 + 10.61 84.88 +2.77
SNP T945M CT 30.84 £ 0.87 427.11 £ 15.32 85.88 + 3.66
TT 29.57 £2.14 435.93 +41.32 76.25 + 8.35
P value 0.3244 0.8162 0.5122
CcC 29.85 + 0.69 424,81 +11.34 85.06 £ 2.91
SNP C305T CT 30.04 £ 0.76 415.40 £ 12.76 84.51 +3.20
TT 30.22+1.84 437.60 £ 28.51 87.13+7.21
P value 0.9446 0.6143 0.9251
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SSR BM1500

Alelo 138 0 28.35+3.64 44720 + 60.10 78.23 £ 15.55
1 28.07+£4.12 47373 + 68.79 77.75 £ 13.09
P value 0.9518 0.4279 0.2034
0 28.18+£3.19 448.96 + 60.76 82.57+10.52
Alelo 147
2 28.33+3.72 449.81 £ 61.48 77.83 £ 15.56
P value 0.4539 0.3369 0.1607
0 28.18 £3.79 448.78 + 59.10 77.53 £15.81
Alelo 149
3 28.56 +3.49 451.26 £ 65.02 79.33 + 14.35
P value 0.7490 0.8203 0.4983
, . 0 28.35+3.64 44720 £ 60.10 78.23 £ 15.55
Copia 138*
1 28.07+£4.12 47373 + 68.79 77.75 £ 13.09
P value 0.9518 0.4279 0.2034
0 28.18 £3.18 448.96 + 60.76 82.57+10.52
Cépia 147 1 28.54 +3.81 458.47 £ 69.72 78.06 + 14.89
2 28.18 £ 3.68 444 28 + 55.52 77.68 £16.09
P value 0.7552 0.1945 03112
0 28.18 +3.80 448.78 £ 59.10 77.53 £15.81
Coépia 149 1 28.60 £ 3.49 451.38 + 64.69 78.77 £ 14.70
2 28.35+3.81 450.68 +71.83 82.67 £12.42
P value 0.8412 0.8776 0.6196
0 28.48 £3.69 456.44 + 67.39 78.81 £ 14.28
Alelo 147 vs 147
1 28.18 £ 3.68 444.28 + 55.52 77.68 £ 16.09
P value 0.8358 0.2953 0.2972
28.32 £3.68 449.66 + 60.71 77.93 £ 1541
Alelo 149 vs 149
1 28.34 + 3.81 450.68 + 71.83 82.67+12.42
P value 0.5700 0.7232 0.3784

*A coOpia do alelo 138 aparece somente em heterozigose, logo as médias obtidas para as
caracteristicas reprodutivas sdo as mesmas para o alelo 138, pois ha somente uma copia.

Nenhuma associacdo significativa foi observada para o Os dois SNP, T945M e
C305T e o microssatélite BM1500 avaliados ndo apresentaram influéncia sobre as
caracteristicas reprodutivas, ndo sendo observados efeitos significativos dos marcadores
sobre as caracteristicas analisadas (Tabela 2).

A populacdo de fémeas bovinas analisadas foi proveniente de um rebanho
comercial que realiza selecdo com base em fenotipos reprodutivos, assim, os valores
encontrados para IPP, IEP e ER para os marcadores refletem anos de selegcdo aplicada nos

animais.
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Em relacdo a analise do modelo misto entre ambos os marcadores SNP e a
caracteristica produtiva peso, também ndo foi observada efeito significativo dos SNP
T945M (p = 0,1641) e C305T (p = 0,0681) sobre a caracteristica. Por outro lado, na
avaliacdo do microssatélite BM1500 com o peso das novilhas, onde foram considerados 0s
alelos do marcador, uma associacdo significativa foi encontrada para o alelo 138 (p =
0.0383).

Os parametros do modelo de Gompertz obtidos pelo ajuste do modelo ndo linear
dos dados de peso-idade das fémeas bovinas em relacdo aos alelos do microssatélite
BM1500 estdo apresentados na Tabela 3. A comparagdo do ajuste das curvas de
crescimento do modelo completo e reduzido, por meio do teste de Lack of Fit, apresentou
efeito significativo (p = 0.012875), portanto foi observada diferenca para o ajuste das

curvas de ambos os modelos (Figura 1).

Tabela 3. Estimativas do peso assintético (C), constante de integracdo (b) e taxa de
maturacao (a) e seus respectivos desvios padrdo para 0 modelo de Gompertz, ajustados
aos dados de peso-idade, do nascimento até os 48 meses de idade, em fémeas bovinas

da raca Nelore.

Parametros

C b a

Curva média (modelo reduzido)  4368+385 29342 +007 0,2807 + 0,007
Curva dos alelos 147 e 149 4430+414 2,9003+0,07 0,2720 + 0,007
Curva do alelo 138 386,8+934 34349+034 0,3798 + 0,029
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Figura 1. Curvas de crescimento do modelo reduzido (marcador microssatélite BM1500) e
do modelo completo (alelo 138 e outros alelos — 147 e 149, do marcador microssatélite
BM1500) para mensuragdes de peso, do nascimento até os 48 meses de idade, em fémeas

bovinas da raca Nelore.

A Figura 1 apresenta as curvas de crescimento dos modelos completo e reduzido,
para os dados de peso-idade das fémeas Nelore em relacdo aos alelos obtidos para o
marcador microssatélite BM1500. A curva para o alelo 138 apresentou o menor
crescimento para o peso durante os 48 meses de observacao.

O microssatélite BM1500 esta localizado préximo ao stop cédon do gene da
leptina e os alelos 138 e 147 foram relacionados com o aumento e diminuicao,
respectivamente, da deposicdo em touros das racas Angus, Charolés, Simental e Hereford
(FITZSIMMONS et al., 1998). Silva et al. (2014) observaram associa¢fes do marcador
BM1500 com caracteristicas de deposicao de gordura em touros Nelore. Avaliando o peso
corporal de animais da raca colombiana Velasquez, Montoya et al. (2009) verificaram que
o0 alelo 146 para o microssatélite BM1500 esteve associado com maior peso corporal entre
as idades 18 e 24 meses. Diferentemente do presente estudo, os autores observaram 0s
tamanhos 136, 144 e 146 para os alelos do microssatélite BM1500.

As diferencas nos padrdes de alelos obtidos entre os trabalhos acima citados

podem estar relacionadas com as diferentes ragas utilizadas. A informacao acurada para 0s
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tamanhos dos alelos pode ser informada por meio de eletroforese capilar, uma técnica
eficiente na deteccdo de alelos para marcadores microssatélites (VEMIREDDY et al.,
2007), porém nenhum dos trabalhos utilizaram essa técnica.

O alelo 138 apresentou associacdo com menor peso nas novilhas e na Figura 1 foi
possivel observar que a curva para esse alelo foi inferior quando comparada com a curva
para os demais alelos, em relacéo ao peso assintético médio. O peso assintdtico é um fator
considerado importante sob 0 ponto de vista zootécnico, uma vez que vacas mais pesadas
atingem a idade a puberdade mais rapidamente, com cerca de 40-55 % do peso adulto, logo
geram mais bezerros, fator desejavel em gado de corte (PAZ et al., 2004; HAFEZ e
HAFEZ, 2004).

Esses resultados corroboram com a analise populacional (Tabela 1), onde as
frequéncias encontradas para o alelo 138 foram menores, sendo nula a frequéncia
genotipica. Esse fato indica que durante o processo de selecdo artificial desenvolvido nesse
rebanho, o fenétipo associado (menor peso) a esse alelo tem sido eliminado, por ndo ser de

interesse comercial.

5. CONCLUSAO

Os dois marcadores SNP (T945M e C305T) e o marcador microssatélite BM1500
foram eficientes para avaliar a populacdo, mostrando-se polimérficos para o grupo
amostral analisado, identificando diferentes genotipos. As analises de associacdo entre 0s
marcadores e as caracteristicas produtiva e reprodutiva ndo foram significativas, de forma
que os marcadores ndo estavam envolvidos com as caracteristicas avaliadas, embora,
segundo dados presente na literatura, 0s mesmos indicaram associacdo com fendtipos de
producao.

A associacdo encontrada entre o alelo 138 do marcador BM1500 e a caracteristica
peso, é um dado importante, pois 0 marcador BM1500 pode ser utilizado para eliminar as
fémeas que apresentem o alelo 138, pois elas ndo terdo tanta eficiéncia no ganho de peso
em comparacdo com as fémeas que ndo apresentem tal alelo. Assim, o marcador podera ser
utilizado em processos de selecdo assistida por marcadores, e em analises com maior
numero amostral a fim de ter maior acurdcia nas analises estatisticas, para buscar

associacoes significativas em populagdes de bovinos com interesse econdémico.
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