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RESUMO

Para minimizar a variacao na qualidade da carne e da carcaca bovina, diversas
pesquisas estdo sendo conduzidas com o intuito de utilizar informacdes
genéticas obtidas a partir de marcadores moleculares associados com
caracteristicas de interesse econdémico. O gene FABP3 (Heart Fatty Acid
Binding Protein) est4 envolvido no transporte de acidos graxos da membrana
celular para sitios intracelulares e o gene FABP4 (Adipocyte Fatty Acid Binding
Protein) estad associado com metabolismo de lipidios, marmoreio e deposicéo
de gordura subcutanea. Neste contexto, objetivou-se identificar polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) nos genes FABP3 e FABP4 por meio de
sequenciamento automatico de DNA e avaliar a associacdo dos SNPs
identificados com caracteristicas de qualidade de carne e carcaga em bovinos
de corte. As amostras biologicas para extracdo de DNA e informacdes
fenotipicas foram coletadas de 201 animais cruzados terminados em sistema
superprecoce. Os animais analisados foram obtidos a partir de cruzamentos de
touros Canchim (CC), Caracu (CR) e Angus (RA) com matrizes cruzadas F1
filhas de touros Valdostana (VN), Caracu (CN) e Angus (AN) com fémeas
Nelore, sendo que o touro RA foi utilizado apenas em matrizes CN, totalizando
sete grupos genéticos. Baseando-se nos dados das analises fenotipicas de
avaliacdo de carcaca e de qualidade de carne, foram montados quatro pools de
DNA com 14 animais representantes dos extremos da distribuicdo de grau de
marmoreio e espessura de gordura subcutanea e um pool de DNA com 18
touros utilizados nos cruzamentos para a prospeccdo de SNPs por meio de
sequenciamento automatico de DNA. Um total de 14 SNPs foram identificados
nessa varredura. Trés destes polimorfismos foram selecionados para validacao
com genotipagem por técnicas de biologia molecular e estudo de associacéo
com caracteristicas de producao. Nos estudos de associacédo, o efeito de cada
marcador sobre as caracteristicas fenotipicas estudadas foi analisado
utilizando-se o procedimento General Linear Model (GLM) do programa
estatistico SAS. Foram observadas associacdes significativas entre o marcador
FABP4/Tasl com textura da carne (P = 0,053) e marmoreio (P = 0,052). Nao
foram observadas associacdes significativas entre o marcador FABP4-G/C e as

caracteristicas de qualidade de carne e carcaca. O marcador FABP3-G/A
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apresentou associacdo significativa com area de olho de lombo (P = 0,035) e
AOL em relacdo ao peso de carcaca quente (cm?kg) (P = 0,025), sendo
observado que o alelo A esta associado com a diminuicdo da espessura de
gordura e com o0 aumento da area de olho de lombo. Mais estudos sédo
necessarios para se determinar o efeito de polimorfismos nesses genes, ja que
eles estdo localizados em regides de QTL (Quantitative Trait Loci) para

caracteristicas de interesse.

Palavras-chaves: genes candidatos, marcadores moleculares, melhoramento

genético animal, qualidade de carne e carcaca
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ABSTRACT

To minimize variation in meat quality and carcass beef, several investigations
have been directed in order to use genetic information obtained from molecular
markers associated with traits of economic interest. The Heart Fatty Acid
Binding Protein (FABP3) is involved in the transport of fatty acids from the cell
membrane to intracellular sites and the Adipocyte Fatty Acid Binding Protein
(FABP4) is associated with lipid metabolism, marbling and subcutaneous fat
deposition. Thus, this study aimed to identify single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in FABP3 and FABP4 genes by automated sequencing DNA and the
association of SNPs with characteristics of meat and carcass quality in beef
cattle. Biological samples for DNA extraction and phenotypic information were
collected from 201 crossbred animals finished in superprecoce system. The
animals studied were derived from the terminal crossbreeding system in which
animals from the Canchim (CC), Caracu (CR) and Angus (RA) breeds are with
F1 cows of Valdostana (VN), Caracu (CN) and Angus (AN) sires with Nellore
females. Based on the data analysis of the phenotypic evaluation of carcass
and meat quality, four DNA pools were assembled with 14 animals
representatives in the top and bottom of the marbling and fat thickness
distributions and one DNA pool with 18 bulls used in the crosses for prospecting
SNPs by automated DNA sequencing. A total of 14 SNPs were identified in this
scan, 3 of which were selected for validation by genotyping with molecular
biology techniques and analyzed for association with production traits. For the
association studies, the effect of each marker on phenotypic traits was
observed by the General Linear Model (GLM) of the SAS statistical program.
Significant associations were noted between the FABP4/Tasl marker with
texture (P = 0.053) and marbling (P = 0.052). There were no significant
associations between the marker FABP4-G/C and meat and carcass
characteristics. The FABP3-G/A was significantly associated with rib eye area
(P = 0.035) and with the relationship between AOL and hot carcass weight
(cm?/kg) (P = 0.025). The allele A of this marker was associated to decreased
fat thickness and increased rib eye area. Further studies are necessary to
assess the effect of polymorphisms in these genes, since they are located in

QTL (Quantitative Trait Loci) regions for traits of interest.
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keywords: animal breeding, candidate gene, meat and carcass quality,

molecular markers



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

No Brasil, a pecuéaria de corte ocupa uma posicdo de destaque na
economia. O pais possui 0 maior rebanho comercial do mundo com uma
producdo de aproximadamente 9,8 milh6es de toneladas de carne (ABIEC,
2012). Apesar da representatividade do pais nesse setor, € necessario mais
investimento para que a sua produtividade, qualidade, eficiéncia e
competitividade sejam consolidadas.

Para agregar valor ao produto e atender os nichos de mercado de alta
qualidade, a aplicacdo de estratégias que envolvam desde a escolha de
material genético, a adequacdo do sistema de producdo e oferta de matéria
prima padronizada as industrias da carne se faz cada vez mais necessaria
(LUCHIARI FILHO, 2006).

Em bovinos, a selecdo para fendtipos superiores tem sido praticada
desde a sua domesticacdo, ocorrida ha, aproximadamente, 7.500 - 10.000
anos (SONSTEGARD & VAN TASSEL, 2004). O melhoramento genético
animal é o produto da aplicacdo de técnicas que alteram as frequéncias
alélicas dos genes, a fim de se aumentar a produtividade e a qualidade do
produto final, em um determinado ambiente e com a garantia de que essas
alteracOes serdo refletidas nas proximas geracdes (FERRAZ & ELER, 2010).

A mudanc¢a na composicdo genética das populacdes com a finalidade
de melhoria genética e incrementos de producédo ocorre basicamente por meio
da selecdo e do sistema de acasalamento. A selecdo é definida como a
decisao de permitir que os melhores individuos de uma geracao sejam pais da
geracdo subsequente e o acasalamento é responsavel pelos genoétipos que
serdo gerados (EUCLIDES FILHO, 1999).

Até o inicio do século XX, a maioria do progresso genético obtido para
as caracteristicas de interesse era baseada apenas na avaliacao visual. Por
volta de 1930, teve inicio o estabelecimento de métodos cientificos, estatisticos
e computacionais para avaliacdo genética de animais domésticos e, desde

entdo, o melhoramento tradicional, baseado na genética quantitativa, tem



proporcionado ganho genético para a maioria das caracteristicas de interesse
econdmico (RESENDE, 2007).

Grande parte do ganho genético obtido tem sido decorrente da selecéo
baseada diretamente no fenotipo ou em estimativas do valor genético derivado
do fendtipo dos animais. Esta selecdo é realizada com base na probabilidade
de semelhanca genética entre os individuos, fundamentada na semelhanca
entre parentes, sem o0 conhecimento do niumero e do efeito dos genes que
atuam nas caracteristicas de interesse (DEKKERS, 1997).

Por volta de 1990, o foco das pesquisas em genética quantitativa
passou a ser direcionado também para a genética molecular. Uma das
justificativas é que o uso de informacdes obtidas a partir do DNA possibilita
acelerar o ganho genético em relacdo ao método tradicional (MEUWISSEN et
al., 2001). Quando os marcadores de DNA se mostram associados as
caracteristicas de interesse, podem se constituir em poderosa ferramenta no
processo de melhoramento genético (CARRIJO, 2004).

Os estudos destinados a selecdo animal verificam que, além dos
conceitos de genética quantitativa, as técnicas moleculares podem incrementar
os efeitos dos métodos de selecdo. Dessa forma, os marcadores moleculares
podem ser direcionados para identificar animais com genoétipos superiores para
determinadas caracteristicas nos programas de melhoramento genético animal.

Diversos polimorfismos nos genes bovinos FABP3 (Heart Fatty Acid
Binding Protein) e FABP4 (Adipocyte Fatty Acid Binding Protein) foram
sugeridos como marcadores moleculares por estarem associados com
deposicao de tecido adiposo (SPECHT et al., 1996; ROY et al., 2003; MICHAL
et al., 2006; BARENDSE et al., 2009).

O FABP3 foi mapeado no cromossomo 2, esta envolvido no transporte
de &cidos graxos da membrana celular para sitios intracelulares, se expressa,
principalmente, nos mauasculos esquelético e cardiaco e, em suinos, esta
localizado em uma regido de QTL (Quantitative Trait Loci) associada com
caracteristicas de deposicdo de gordura (VEERKAMP; MAATMAN, 1995; ROY
et al., 2003).

O gene FABP4 esta localizado no cromossomo 14, se expressa no
tecido adiposo e esta associado com metabolismo de lipidios, marmoreio e
deposicao de gordura subcutanea (SPECHT et al., 1996; MICHAL et al., 2006).



Entretanto, devido a alta variagdo observada nos resultados de estudos
de frequéncias e associagdes desses marcadores em bovinos de corte, faz-se
necessario a analise genotipica em diversos grupos populacionais, diferindo
tanto em tamanho amostral, racas ou grupos genéticos e sistemas de
producdo. Dessa forma, sdo necessarias pesquisas que viabilizem estratégias
de utilizacdo de recursos genéticos para os diversos sistemas de producédo do
Pais.

Neste contexto, objetivou-se prospectar SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) nos genes FABP3 e FABP4 por meio de sequenciamento
automatico de DNA e avaliar a associagdo desses polimorfismos com

caracteristicas de qualidade de carcaca e carne em bovinos de corte.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS QUE AFETAM A QUALIDADE DA CARNE BOVINA

A qualidade da carne depende de todos os processos envolvidos com
o animal durante a cadeia produtiva, pois a grande variagcdo encontrada na
composicao corporal de animais de corte e suas carcacas ocorrem devido a
genética, praticas de criacdo, producdo e comercializacao e, até mesmo, com o
preparo do produto (LUCHIARI FILHO, 2000).

2.1.1 MACIEZ

A maciez é considerada a caracteristica organoléptica de maior
influéncia na escolha da carne pelos consumidores (PAZ & LUCHIARI, 2000).

Existem duas formas de se avaliar a maciez da carne, podendo ser por
meio subjetivo ou objetivo. O método subjetivo se utiliza de painel sensorial em
gue um grupo de pessoas treinadas prova e classifica as amostras de carne
em relacdo a maciez. O método objetivo utiliza equipamento que mede a forca
necessaria para o cisalhamento de uma amostra de carne e, quanto maior a
forca dispensada, menor serd a maciez no corte de carne (ALVES & MANCIO,
2007).



Koohmaraie (1992) atribuiu que a maior parte da variacdo na maciez é
decorrente de um processo enzimatico post-mortem, conhecido como
maturacdo da carne. A degradacao de proteinas miofibrilares que ocorre nesse
processo € controlada pela acdo da enzima calpaina e sua inibidora
calpastatina (DELGADO, 2001).

Segundo Rubensam et al. (1998), os animais da subespécie Bos taurus
indicus produzem carne menos macia, quando comparados com animais da
subespécie Bos taurus taurus e com o0s seus cruzamentos (Bos taurus taurus X
Bos taurus indicus), devido a maior atividade da calpastatina quando ocorre
aumento da proporcao de sangue Bos taurus indicus em cruzamentos.

Devido a maciez da carne ser afetada por diversos fatores e processos,
as informacfes obtidas por meio de marcadores moleculares podem ser de
grande utilidade para a identificacdo de animais de alto valor genético para
essa caracteristica (PINTO et al., 2010).

2.1.2 GORDURA INTRAMUSCULAR E GORDURA SUBCUTANEA

O desenvolvimento dos tecidos que compde o corpo dos bovinos
ocorre em uma sequéncia ja estabelecida, sendo que ao nascer 0 tecido
nervoso dos bezerros ja esta praticamente formado. Em sequéncia, ocorre a
deposicdo do tecido 6sseo, seguido do muscular e, por fim, o adiposo,
caracterizando um crescimento alométrico em que cada tecido possui uma
velocidade diferente de crescimento (LUCHIARI FILHO, 2000).

A distribuicdo de tecido adiposo ocorre primeiramente como gordura
abdominal, seguida da intermuscular, subcutanea (de cobertura) e, por ultimo,
a gordura intramuscular, comumente chamada de marmoreio (PETHICK et al.,
2004).

Segundo Nishimura et al. (1999), o marmoreio € uma das principais
caracteristicas utilizadas para determinar o grau de qualidade da carne bovina
no Japao e nos Estados Unidos. Essa gordura intramuscular refere-se aos
depdsitos de gordura visualmente perceptiveis dentro de musculos e que pode
determinar o aroma, 0 sabor, a suculéncia da carne e, provavelmente, sua
dureza (FERNANDEZ et al., 1999, THALLER et al., 2003; WILLIANS, 2008).

Devido ao marmoreio ser altamente influenciado por fatores genéticos,

€ possivel obter resultados satisfatorios optando por grupos geneéticos com



maior potencial para o desenvolvimento dessa caracteristica associado ao uso
de uma nutricdo que favoreca a sintese de &cidos graxos necessarios
(POLIZEL NETO et al., 2008). A variacdo na sintese dos acidos graxos e até
mesmo o numero de células especializadas, também séo responsaveis pelos
diferentes niveis encontrados nessa caracteristica (WILLIANS, 2008).

O tipo de terminacdo adotado também pode acarretar alteracées na
porcentagem de marmoreio. Para um mesmo peso de carcaca, a gordura
intramuscular é superior para animais confinados submetidos a dietas com alta
energia em relagdo aos animais terminados a pasto devido a diferenca na
energia liquida disponivel (PETHICK et al., 2001).

Além disso, a herdabilidade moderada para maciez, cor, marmoreio e
perda por cozimento (WOLCOTT et al., 2009) sugerem gue as caracteristicas
de qualidade da carne poderiam ser melhoradas pela selecdo em bovinos de
corte. Devido a distribuicdo e quantidade de gordura apresentarem esse
importante impacto na qualidade da carcaca e da carne de bovinos, um dos
principais objetivos nos programas de melhoramento genético é alcancar
valores ideais de gordura para melhorar a rentabilidade da industria da carne
(TI1ZZIOTO, 2010).

A espessura de gordura subcutanea (EGC), ou gordura de
acabamento, € um componente notavel na qualidade da carne e carcaca de
bovinos, pois lhe confere maior palatabilidade e é o principal parametro para
determinar o ponto de abate. Além desses fatores, a gordura subcuténea é
essencial no processo pos-abate, pois atua como isolante térmico, evitando a
rapida queda de temperatura dos musculos que pode levar ao endurecimento
da carne. Esse processo é denominado “cold-shortening” e ocorre devido ao
encurtamento do sarcomero (LOCKER & HAGYARD, 1963).

De acordo com Luchiari Filho (2000), para evitar o aparecimento desse
fendbmeno que afeta de maneira significativa a maciez da carne, é desejavel um
minimo de espessura de gordura subcutanea avaliada na altura da 122 costela
de 2 a 2,5 mm para cada 100 kg de carcaca.

Em contrapartida, Luchiari Filho (2006) afirma que a quantidade de
gordura traz um apelo muito mais forte com relagédo ao fato de ser prejudicial a

saude, do que ao fato de estar relacionada com a qualidade e maciez e que a



tendéncia é de carcacas com moderado ou menor teor de gordura possivel
para atender a demanda dos consumidores.

Dessa forma, identificar marcadores associados a essas caracteristicas
podera auxiliar no melhoramento genético de bovinos de corte, ja que a
mensuragcdao da gordura subcutdanea dos animais ocorre tardiamente
(BASARAB et al., 2004).

2.1.3. AREA DE OLHO DE LOMBO

Segundo Luchiari Filho (2000) nem todos os animais de uma mesma
espécie ou raca desenvolvem e terminam na mesma idade cronoldgica,
animais tardios apresentam maior peso de abate e de carcaca e maior area de
olho de lombo, indicando maior quantidade de carne na carcaca, enquanto que
animais precoces diminuem antecipadamente a deposi¢céo de tecido magro em
detrimento da deposicéo do tecido adiposo.

Por estar relacionada com a musculosidade do animal e com o
rendimento dos cortes carneos de alto valor comercial, a area de olho de lombo
(AOL) é uma caracteristica indicadora da composicao da carcaca (LUCHIARI
FILHO, 2000).

Dessa forma, a avaliagdo da area de olho de lombo auxilia na
estimacdo do grau de musculosidade e da porcdo comestivel da carcaca sendo
que na medida em que aumenta a AOL, aumenta a porcdo comestivel da
carcaca e vice-versa (GESUALDI JUNIOR et al., 2006).

A é&rea de olho de lombo € estimada geralmente por meio de
ultrassonografia, entretanto essa medida € subjetiva, sendo confirmada

somente com a mensuracdo apos o abate.

2.2 TECNICAS UTILIZADAS PARA GENOTIPAGEM

2.2.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism)

A descoberta e isolamento de enzimas de restricdo na década de 1960
definiram fundamentos para os polimorfismos de comprimento de fragmentos
de restricdo ou RFLP. Esta técnica permitiu, pela primeira vez, a andlise de
sequéncias nao-codificantes ou alteragBes silenciosas na sequéncia de
codificagdo de proteinas (SCHLOTTERER, 2004).



RFLP € uma variacdo resultante de mutacdes pontuais, que eliminam
ou criam sitios de restricdo para determinadas enzimas, podendo também
resultar de eventos de insercdo ou delecdo entre dois sitios de restricao
adjacentes (REGITANO & COUTINHO, 2001). Qualquer mutacdo que altera
uma determinada sequéncia de reconhecimento, criando um sitio de restricao
para uma endonuclease, pode ser detectada por meio da metodologia de RFLP
(RAMALHO et al., 2004).

A técnica de RFLP foi descrita, inicialmente, por Botstein et al. (1980) e
consistia na extracdo de DNA; hidrélise com enzimas de restricdo; separacao
dos fragmentos por eletroforese; transferéncia do DNA para uma membrana;
hibridizacdo com sondas homodlogas e revelacdo dos fragmentos hibridizados
por autorradiografia. No entanto, sua utilizacao ficou restrita devido ser uma
técnica muito laboriosa, usar sondas radioativas e demandar grandes
quantidades de DNA, sendo, dessa forma, substituida por técnicas mais
eficazes (OLIVEIRA, 2007).

Somente com o advento da PCR (Polymerase Chain Reaction), foi
possivel analisar esses fragmentos sem o uso de radioatividade, por meio da
técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment
Length Polymorfism). Com essa técnica, um fragmento de DNA é amplificado e
clivado com endonucleases, os fragmentos gerados sdo separados por
eletroforese e visualizados por meio de corantes intercalantes com o DNA.

RFLP foi a primeira técnica relatada para a deteccao de polimorfismos
de DNA e, atualmente, diversos polimorfismos ja foram genotipados pela
técnica aprimorada de PCR-RFLP e associados com caracteristicas de
qualidade de carne e carcaca em animais de producdo (BARENDSE, 1999;
WHITE et al., 2005; RINCON & MEDRANO, 2006; MICHAL et al., 2006).

Apesar de ser uma técnica vantajosa, pois apresenta um custo viavel e
alta reprodutibilidade, tem como desvantagens a prevaléncia de dialelismo, que
a torna bastante limitada para o0 mapeamento genético, a presenca de alelos
raros e até mesmo o grau de dificuldade da técnica (REGITANO & COUTINHO,
2001).



2.2.2 REAQAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A técnica de PCR foi desenvolvida por Kary B. Mullis e colaboradores
em 1983, sendo utilizada primeiramente como uma nova metodologia para
diagnoéstico de anemia falciforme (SAIKI et al., 1985).

Essa metodologia permite a amplificacdo “in vitro” de qualquer
sequéncia de acidos nucleicos, por meio de um processo exponencial que
resulta em um grande namero de coépias idénticas, independente da origem do
material biolégico.

E considerada uma das técnicas que mais contribuiu para o avango em
estudos de biologia molecular. A efichcia de sintetizar enzimaticamente
grandes quantidades de material genético e a alta sensibilidade da reacao
permitiu progressos cientificos significativos em todas as areas de investigacao
gendmica, como deteccdo de genes, de agentes infecciosos e diagndstico de
doencas genéticas (NOVAIS & ALVES, 2004).

A sintese de fragmentos de DNA é possivel utilizando a enzima DNA
polimerase, oligonucleotideos ou iniciadores, também chamados de primers e
que flanqueiam a regido alvo, e um DNA molde (MULLIS, 1990). A reacéo
requer também a presenca dos quatro tipos de desoxinucleotideos trifosfatados
(dATP, dCTP, dTTP e dGTP).

A reacdo baseia-se no anelamento e extensdo dos oligonucleotideos
iniciadores. ApoOs a desnaturacdo do DNA, onde a fita dupla se separa por acdo
de alta temperatura, cada iniciador hibridiza com uma fita oposta da sequéncia
alvo e é orientado de tal forma que a sintese de DNA ocorra por meio da regiao
compreendida entre estes. Os iniciadores hibridados sédo estendidos na fita
molde por meio da DNA polimerase, que adiciona 0s nucleotideos
complementares. Estas trés etapas (desnaturacdo, anelamento e extensao)
representam um unico ciclo de uma PCR (ERLICH et al., 1991).

A principio, uma limitacdo dessa técnica foi a termolabilidade das
enzimas DNA polimerases, pois essas perdiam sua atividade enzimatica com
as altas temperaturas requeridas no processo de desnaturacdo. Esse problema
foi solucionado com o isolamento de uma enzima termoestavel, purificada da
bactéria Thermus aquaticus, promovendo grande impacto na metodologia,

agregando maior eficiéncia e sensibilidade (AZEVEDO et al., 2003).



Atualmente, uma das poucas restricbes da PCR tradicional estda na sua
caracteristica qualitativa, limitando-a para estudos quantitativos.

A utillizacdo da PCR para a andlise de marcadores representa
importante reducdo no tempo despendido para a identificacdo dos genotipos,
além de permitir a identificacdo desses a partir de quantidades minimas de
material e até de amostras antigas (REGITANO & COUTINHO, 2001).

2.2.3 SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO DE DNA

As duas técnicas mais importantes para o sequenciamento de DNA séo
0 método quimico de degradacdo de bases (MAXAM & GILBERT, 1977) e o
meétodo enzimatico, didesoxi ou terminacdo da cadeia (SANGER et al., 1977).
Apesar dos dois métodos serem semelhantes quanto a abordagem, o método
de Sanger provou ser mais facil tecnicamente e seu uso mais difundido.

O método de Sanger consiste na adicao de nucleotideos modificados,
chamados didesoxinucleotideos trifosfatos (ddNTPs), que impedem o
crescimento de um fragmento de DNA em replicacdo pela DNA polimerase
apos sua adicao (SOUZA & BRUSAMARELLO, 2009).

Uma vez que um didesoxinucleotideo ndo tem o grupamento hidroxila
na extremidade 3", ndo € possivel haver extensdo a partir do nucleotideo
adicionado, interrompendo a reacdo (SOUZA & BRUSAMARELLO, 2009).
Desta forma, cada mistura de reacdo produzird cadeias prematuramente
terminadas de acordo com a ocorréncia de um didesoxinucleotideo adicionado.

Na reacdo de sequenciamento, a sintese de DNA é realizada com uma
mistura de dNTPs (Desoxirribonucleotideos trifosfatados) e um ddNTP para
estender um iniciador marcado. Um ddNTP diferente é usado em cada reacao.
Os produtos séo analisados por autorradiografia para determinar a sequéncia
de nucleotideos (COX et al., 2012).

Os avancos tecnoldgicos possibilitaram que a técnica de Sanger fosse
automatizada com a implementagdo de novas metodologias de alto
desempenho para prospeccdo, caracterizagdo e genotipagem de SNPs
(CAETANO, 2009). O sequenciamento € capaz de produzir um amplo conjunto
de dados em um Unico experimento altamente automatizado, sendo utilizado
como alternativa muito eficiente e viavel para prospeccdo de SNPs em

genomas.
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Os sequenciadores automaticos se baseiam na técnica desenvolvida
por Sanger e realizam a andlise das fitas de DNA previamente amplificadas,
cujos didesoxirribonucleotideos incorporados na PCR foram marcados
previamente com compostos fluorescentes, sendo uma cor diferente para cada
dNTP.

O produto da PCR é submetido a uma eletroforese capilar e durante a
sua migracédo passa por um feixe de laser, excitando as fluorescéncias, que
emitem luz em um comprimento de onda especifico com o corante utilizado em
cada dNTP (VOET et al., 2002). A luz é detectada e gera as sequéncias de
DNA em formato de eletroferogramas ou de texto em extensdo fasta, sendo
analisados com o auxilio de programas de bioinforméatica.

A reducdo dos custos do sequenciamento e a maior disponibilidade
dessa tecnologia resultou em um crescimento significativo do numero de
espécies a terem seu genoma sequenciado. Existem atualmente 3.327 projetos
de sequenciamento cadastrados no National Center for Biotechnology
Information - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/gpstat.html).

Como o sequenciamento apresenta altos niveis de redundancia, onde
um mesmo segmento é lido diversas vezes, 0s erros de genotipagem sao
minimos. Aumentando a quantidade de dados fidedignos em um menor tempo,
favorecendo o desenvolvimento de novos marcadores, que funcionardo como
ferramentas na conducédo de estudos de associacao e, consequentemente, na
indicacao de novos genes candidatos (CAETANO, 2009).

2.2.4 PCR EM TEMPO REAL (gqPCR)

A reacdo de amplificacdo em tempo real (QPCR) é uma variante da
reacdo de PCR convencional e foi desenvolvida por Higuchi e colaboradores
em 1992. Tem como principal diferenga da PCR convencional o fato do
monitoramento da quantificacdo na amostra inicial de DNA, sendo essa, a
explicagdo da letra “q” da sigla (quantification) (VALASSEK & REPA, 2005).

Essa técnica representa um grande avanco nos métodos moleculares e
tornou-se um dos métodos mais amplamente utilizados na expressao génica,
devido a alta sensibilidade, especificidade e de ser passivel de aumentar o
rendimento da amostra (WONG & MEDRANO, 2005). Além da expressdo

génica, 0s usos tipicos dessa reacao incluem deteccdo de patdogenos, analise
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de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP), andlise de alteractes
cromossOmicas e deteccdo de proteinas (KUBISTA et al., 2006).

Para que a qPCR seja realizada, é necessario um equipamento que
possui um termociclador, um sistema 6tico e uma camera CCD (Charged
Coupled Device) (HIGUCHI et al.,, 1992; NOVAIS & ALVES, 2004). Dessa
forma, a quantidade de produto formado é monitorada durante a reacdo de
amplificacdo por monitoramento da fluorescéncia.

Os sinais de fluorescéncia sdo gerados por fluoréforos que séo
especificos para a fita dupla de DNA (dsDNA) ou por oligonucleotideos
marcados por fluorescéncia em regides especificas (KLEIN et al., 2002).

Assumindo certa eficiéncia de amplificacdo, que é normalmente cerca
de uma duplicacdo do numero de moléculas por ciclo de amplificacdo, €&
possivel calcular o numero de moléculas de DNA da sequéncia amplificada que
estavam inicialmente presentes na amostra (KUBISTA et al., 2006).

Essa amplificacdo apresenta trés fases distintas (Figura 1): linha basal,
onde ndo ha produto da qPCR suficiente para detectar a fluorescéncia; fase
log: onde a quantidade de produtos da reacédo dobra a cada ciclo; e, a fase
platd: quando ndo ha mais aumento no numero de produtos. Neste sistema, o
ponto que detecta o ciclo na qual a reacao atinge o limiar da fase exponencial é
conhecido como Cycle Threshold (CT) (NOVAIS & ALVES, 2004). Este valor
representa o numero de cépias a partir do modelo original e é utilizado para
calcular os resultados experimentais (HEID et al., 1996).

Grafico de Amplificacdo
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Figura 1. Curva de amplificacdo do gPCR em Tempo Real. CT — Cycle
Threshold. Fase 1: linha basal. Fase 2: fase log. Fase 3: fase platd (SOUZA,
2012).
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Na PCR em tempo real € necessario um reporter fluorescente que se
liga ao produto formado e dessa forma relata a sua presenca por fluorescéncia.
Assim, diversos corantes podem ser utilizados. Em seu trabalho inicial Higuchi
et al. (1992) utilizaram como corante o brometo de etidio, que se torna
fluorescente quando intercalado na molécula de DNA.

Atualmente, o fluoréforo mais utilizado é o SYBR® Green, mas existem
alternativas, como Molecular Beacons e sistema TagMan® (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA), também muito utilizadas, capazes de sofrer
hibridizacdo e, dessa forma, gerar transferéncia de energia para quantificacao
(NOVAIS & ALVES, 2004). A escolha de uma deteccdo quimica é altamente
dependente das caracteristicas de cada experimento.

O sistema TagMan € uma sonda de hidrdlise, comumente conhecida
como sonda 5 nuclease. Na Figura 2, observa-se o funcionamento dessa
reacdo, onde uma sonda especifica da sequéncia é marcada com um corante
reporter na extremidade 5' e um corante quencher na extremidade 3'. Quando
hibridados com a sequéncia alvo, a sonda quencher se degrada pela acdo da
DNA polimerase 5’ durante o passo de extensédo da PCR. A degradacéo dessa
sonda permite a separacdo do reporter do corante quencher, resultando num

aumento da emisséo de fluorescéncia (GIBSON et al., 1996).

Elements of the TagMan technology

Fluorophore Dark Quencher PCR Primers
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Probe Sequence

Step 1. Primer and probe annealling

Step 2. Primer extension with Taq DNA polymerase

O
Taq DNA polymerase T

,,,,,,,,,,,,,,,,

Step 3. Release of probe fragments with increase
in fluorescence

Figura 2. Elementos da tecnologia TagMan. Adaptado de Gibson (2006).
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Diversos estudos em bovinos de corte estdo utilizando a tecnologia de
gPCR com sistema Tagman para genotipagem de marcadores moleculares
associados com caracteristicas de interesse comercial (NKRUMAH et al., 2004;
BARENDSE et al., 2009; ALLAIS et al., 2010; VENERONI et al., 2010).

Esse sistema é bastante interessante por ser altamente especifico,
garantindo maior segurancga e acuracia nas genotipagens, além disso, de modo
geral, essa tecnologia beneficiou grandemente as areas medica/diagndstica,
agropecuaria e cientifica, pois € uma técnica mais eficiente, precisa e

reprodutivel quando comparada com a PCR convencional.

2.3 MARCADORES MOLECULARES

Um marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fenétipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de
DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Esses marcadores possibilitam a producdo de uma grande quantidade
de informagBes sobre identidade genética, diversidade, relacionamentos
filogenéticos, mapeamento genético, frequéncias génicas, selecdo assistida,
entre outras (FALEIRO et al., 2011).

Duas estratégias podem ser utilizadas para o estudo de marcadores
moleculares. Uma é a forma aleatéria, na qual objetiva-se o desenvolvimento
de um mapa genético para a espécie em questdo e a outra € a forma dirigida,
baseada na deteccdo de polimorfismos associados a genes sabidamente
importantes para as caracteristicas de interesse (REGITANO & COUTINHO,
2001).

A grande vantagem da utilizagdo dos marcadores moleculares no
melhoramento genético é que a selecdo para caracteristicas que antes eram
dificeis de serem mensuradas, ou dificeis de conseguir progresso genético,
devido a baixa herdabilidade, podem ser assistidas pelo uso dessa ferramenta
(REGITANO & COUTINHO, 2001).

2.3.1. SNP
Os marcadores do tipo SNP s&o variagfes em bases Unicas da cadeia

de bases nitrogenadas (A, C, T, G), sendo as substituicbes mais frequentes as
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gue envolvem nucleotideos de mesma caracteristica estrutural, ou seja, trocas
entre purinas (A/G ou G/A) ou pirimidinas (C/T ou T/C) e sdo denominadas
transicdes. Quando as substituicdes sdo de uma purina por uma pirimidina ou
vice-versa recebem a denominacio de transversdes (GUIMARAES & COSTA,
2002). Além disso, esses polimorfismos sdo a base de vérios tipos de
marcadores moleculares que foram desenvolvidos com diferentes metodologias
ao longo do tempo, como RFLPs, RAPDs e AFLPs (CAETANO, 2009).

Os polimorfismos de nucleotideo Unico séo originados por meio de dois
processos: a incorporacao incorreta de uma base durante a replicagdo de DNA
e a modificagdo quimica in situ de uma base (PHILLIPS, 2007). Esses
marcadores sao interessantes para a analise genética por se encontrarem em
praticamente qualquer regido do genoma, possuirem alta estabilidade, além da
possibilidade de automacéo da analise (REGITANO & COUTINHO, 2001).

A deteccdo de SNPs distribuidos aleatoriamente pelo genoma ocorre
por meio do alinhamento de varias sequéncias de um fragmento aleatério do

genoma com uma sequéncia consenso, como pode ser observado na Figura 3.

seq_1(A) ATGCGGCGATTGCCATGGGTA
seq 2(A) ATGCGGCGATTGCCATGGGAA
seq 3 (A) ATGCGGCGATTGCCATGGGTA
seq_1(B) ATGCGGCAATTGCCATGGGTA
seq 2(B) ATGCGGCAATTGCCATGGGTT
seq_3(B) ATGCGGCAATTGCCATGGGTA

Contig ATGCGGCGATTGCCATGGGTA
snp! f

sequencing errors or paralogs

Figura 3. Prospeccdo de SNPs em sequéncias aleatérias (KOZIK et al., 2003).

Os SNPs podem ocorrer tanto em regides codificadoras como em
regides ndo codificadoras, chamadas de exons e introns, respectivamente.
Quando essas alteracbes ocorrem em exons promovendo uma substituicdo de
aminoacido na sequéncia de proteina, sdo denominados ndo sindnimos,
podendo a substituicdo ser conservativa ou ndo conservativa em funcédo das
caracteristicas dos aminoacidos envolvidos na troca. Nesses casos, podem
ocorrer mudancas na estrutura e funcio da proteina (GUIMARAES & COSTA,
2002).
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Embora SNPs sinbnimos ndo alterem a sequéncia proteica, eles
podem modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro, e, dessa
forma, afetar a quantidade de proteina produzida (GUIMARAES & COSTA,
2002).

Grande parte dos SNPs é neutra, ou seja, ndo ocasiona alteracoes,
entretanto, uma pequena fracdo responde como a principal fonte de variedade
fenotipica resultante de variacdo genética entre os individuos de uma espécie
(JORDAN et al., 2002).

Existem diversos métodos para genotipagem de SNPs, tais como PCR-
RFLP, PCR alelo-especifico, sequenciamento, PCR em tempo real e
espectrometria de massa. Cada uma dessas técnicas possui vantagens e
desvantagens e a escolha para a sua utilizacdo dependera do objetivo do
estudo, reprodutibilidade, disponibilidade de recursos financeiros e plataformas
tecnoldgicas.

Atualmente, € possivel a caracterizacdo, genotipagem e prospeccao de
marcadores moleculares aliadas a um baixo custo, alta acuracia e eficiéncia,
favorecendo o uso direto desses marcadores em cadeias produtivas da
pecuaria mundial. Com alto poder de varredura, outros grandes avangos foram
alcancados, tais como a construcdo do Mapa de Haplétipos bovino, ou
HapMap, que foi resultado da analise da frequéncia de mais de 37.000 SNPs
em 417 animais originados de aproximadamente 19 racas biologicamente e
geograficamente diferentes (BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009).

Avancos importantes com relacdo a utilizacdo de marcadores SNPs,
tanto em velocidade como em custos viaveis, aconteceram devido ao
desenvolvimento da tecnologia em chip para genotipagem, com dezenas de
milhares de marcadores sendo avaliados simultaneamente (RINCON et al.,
2011; MATUKUMALLI et al., 2009). Desde entdo, painéis de alta densidade
foram desenvolvidos para humanos, equinos, caninos, ovinos, suinos, bovinos,
entre outros (CAETANO et al., 2009).

Em um dnico experimento automatizado pode-se genotipar para
bovinos, aproximadamente, 50 mil SNPs ou 770 mil SNPs (DONATONI, 2012).
Essas novas tecnologias de genotipagem de marcadores SNP facilitaram

também o desenvolvimento de servigos terceirizados de geracdo de dados,
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permitindo que qualquer grupo de pesquisa realize estudos avancados, sem a
necessidade de investimentos em equipamentos (CAETANO, 2009).

2.4 Genes FABP3 (Heart Fatty Acid Binding Protein) e FABP4 (Adipocyte Fatty
Acid Binding Protein)

Genes que controlam, mesmo de forma parcial, as caracteristicas mais
desejaveis em animais de producéo, estdo sendo visados como a chave para
aprimorar o melhoramento genético em bovinos. Porém, a magnitude relativa
aos efeitos e a importancia de cada um destes genes no controle de variagdes
fenotipicas ainda ndo séo consistentes.

Os genes FABP3 e FABP4 pertencem a uma familia de nove pequenas
proteinas citoplasmaticas altamente conservadas que se ligam a longas
cadeias de acidos graxos e outros ligantes hidrofébicos. Todos 0s genes dessa
familia consistem em quatro exons e trés introns e alguns estao localizados na
mesma regido cromossdmica (CHMURZYNSKA, 2006).

Esses genes estdo presentes em tecidos com uma demanda elevada
de acidos graxos, tais como o musculo do coragdo, musculos esqueléticos,
glandula mamaria lactante, figado ou tecido adiposo (ROY et al., 2003).

As sequéncias de nucleotideos que codificam os genes bovinos FABP3
e FABP4 estdo depositadas no banco de dados do NCBI sob o nimero de
identificagdo 281758 e 281759, respectivamente.

O gene FABP3, comumente conhecido por H-FABP (Heart FABP)
possui ainda outras nomenclaturas usuais, como: muscle and heart FABP e
mammary-derived growth inhibitor (MDGI). Normalmente, é expresso nos
musculos esqueléticos e cardiaco, cérebro, rins, glandula adrenal
(HEUCKEROTH et al.,, 1987; HERTZEL et al., 2000) e glandula mamaria
(KURTZ et al., 1994).

Esse gene foi mapeado no cromossomo dois de bovinos, possui
60.606 pares de bases (pb), esta envolvido no transporte de acidos graxos da
membrana celular para sitios intracelulares e, em suinos, esta localizado em
uma regido de QTL associada com caracteristicas de deposi¢cdo de gordura
(VEERKAMP & MAATMAN, 1995; ROY et al., 2003; CALVO et al., 2004).
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O gene FABP4, também chamado de Adipocyte FABP (A-FABP), foi
identificado como um gene que afeta a obesidade em ratos (HOTAMISLIGIL et
al., 1996) e gordura intramuscular em suinos (GERBENS et al.,, 1999). Em
2003, foi proposto por Ogino e colaboradores como potencial gene candidato
para a obesidade em ratos por estar localizado dentro de uma regiao de QTL
homologa a regido 8921 do cromossomo humano que contém varios genes
candidatos para obesidade.

Além disso, o gene FABP4 ¢ listado no Cattle QTL Database (2009)
como gene candidato posicional e funcional para sintese de gordura em gado
bovino. Esta localizado no cromossomo 14 de bovinos (EVERTS-VAN DER
WIND et al., 2004), possui 4.389 pb, se expressa no tecido adiposo e esta
associado com metabolismo de lipidios, marmoreio e deposicdo de gordura
subcutanea (SPECHT et al., 1996; MICHAL et al., 2006).
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RESUMO

Visando a prospeccao de polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs), foram
desenhados oligonucleotideos que flaqueavam as regides exdnicas dos genes FABP3 e
FABP4 para sequenciamento automatico de pools de DNA de animais fenotipados com
extremo superior e inferior para espessura de gordura subcutanea e marmoreio, além de
um pool de DNA de touros utilizados nos cruzamentos para obter os 201 animais
utilizados nesse trabalho. Foram revelados cinco SNPs no gene FABP3 e nove no gene
FABP4. Desse total, apenas um SNP, ndo possui registro no banco de dados dbSNP.
Trés polimorfismos foram selecionados, genotipados por PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorfism) ou PCR em Tempo Real e
submetidos a estudo de associagdo com caracteristicas de producdo. Os trés marcadores
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg a 5% de significancia para os sete grupos
genéticos analisados. Foram observadas associac¢@es significativas entre o marcador
FABP3-G/A com area de olho de lombo (P = 0,035) e a relacdo da area de olho de
lombo com peso de carcaga quente (P = 0,025) e entre 0 marcador FABP4/Tasl com
escores de marmoreio (P = 0,052) e textura da carne (P = 0,053). N&o foram observadas
associaces significativas para o polimorfismo FABP4-G/C e as caracteristicas
avaliadas. A variacdo de resultados encontrados em estudos de associa¢do com
variaveis alélicas nesses genes ¢é relatada na literatura e ocorre, provavelmente, devido
ao efeito pequeno desses genes na contribuicdo dessas caracteristicas, sendo indicado a
replicacéo do estudo em outras populagdes.

Palavras-chave: A-FABP, éarea de olho de lombo, espessura de gordura subcuténea, H-
FABP, marcador molecular, marmoreio
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INTRODUCAO

A pecuéria de corte brasileira vem sofrendo intensas transformacdes devido a demanda
cada vez maior por produtos de melhor qualidade. Caracteristicas como a deposicao de
gordura subcutanea e intramuscular em bovinos de corte afetam diretamente a escolha
do consumidor por conferirem maior suculéncia, sabor e sensa¢do de maciez (Luchiari
Filho, 2000).

O melhoramento genético animal cléssico possibilita a mudanga na composicéao
genética das populacdes por meio da selecdo e do sistema de acasalamento com a
finalidade de aumentar a frequéncia de alelos favoraveis e proporcionar incrementos de
producdo com a melhoria das caracteristicas de interesse comercial (Euclides Filho,
1999; Ferraz & Eler, 2010).

Entretanto, a melhoria de algumas caracteristicas, é de dificil progresso em programas
de melhoramento cléssico principalmente quando apresentam baixa herdabilidade, ou
mensuracao dificil, onerosa ou tardia (Davis & Denise, 1998; Van Eenennaam, 2007).
Nestas situacOes, a selecdo assistida por marcadores (Marker Assisted Selection - MAS)
complementa os métodos tradicionais, permitindo a selecdo de animais em idade
precoce e com maior acurécia.

A identificacdo de genes candidatos responsaveis por variacoes fenotipicas tem sido um
grande desafio, devido ao fato dessas variaveis serem de carater quantitativo, ou seja,
sdo controladas por varios genes e sofrem influéncia do meio ambiente (Andersson,
2001).

Alguns genes candidatos ja foram identificados e relacionados com caracteristicas de
qualidade de carcaca e deposicao de gordura como o TG (Barendse, 1999), LEP
(Buchanan et al., 2002), DGATL1 (Thaller et al., 2003) e os genes da familia FABP, que
sd0 pequenas proteinas citoplasmaticas altamente conservadas que se ligam a longas
cadeias de acidos graxos e outros ligantes hidrofobicos (Roy et al., 2003; Chmurzynska,
2006; Michal et al., 2006).

O gene FABP3 esta envolvido no transporte de acidos graxos da membrana celular para
sitios intracelulares e, em suinos, esta localizado em uma regido de QTL (Quantitative
Trait Loci) associada com caracteristicas de deposi¢cdo de gordura (Veerkamp &
Maatman, 1995; Roy et al., 2003). Enquanto que para o gene FABP4 ja foi identificada
associacdo com metabolismo de lipidios (lipélise e lipogénese) marmoreio e deposi¢do
de gordura subcuténea (Specht et al., 1996; Hertzel et al., 2006; Michal et al., 2006).
Neste contexto, objetivou-se identificar SNPs nos genes FABP3 e FABP4 por meio de
sequenciamento automatico de DNA, estimar suas frequéncias alélicas e genotipicas e
avaliar a associacdo dos gendtipos com caracteristicas de qualidade de carne e carcaca
em bovinos de corte.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Embrapa Gado de Corte, em Campo Grande-MS, nas
coordenadas geogréaficas 20° 27' S e 54° 37" W, a 530 metros de altitude. O clima dessa
regido é classificado como tropical chuvoso de savana, caracterizado pela distribuicdo
anual irregular das chuvas, com ocorréncia bem definida de um periodo seco, durante o0s
meses mais frios, e um periodo chuvoso, durante 0s meses de verdo.

Para obtencao de novilhos superprecoces avaliados neste trabalho foram utilizadas 50
matrizes 1/2 Valdostana + 1/2 Nelore (VN), 50 matrizes 1/2 Angus + 1/2 Nelore (AN) e
80 matrizes 1/2 Caracu + 1/2 Nelore (CN).
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Os acasalamentos entre as racas maternas e terminais foram realizadas com as matrizes
VN e AN inseminadas com touros Caracu (CR), gerando filhos 75% taurino e 75%
adaptado (CRVN e CRAN) e com touros Canchim (CC) gerando filhos 56,25% taurino
e 43,75% adaptado (CCVN e CCAN). E com matrizes CN inseminadas com touros
Caracu para gerar produtos 75% taurino e 100% adaptado (CRCN); com touros
Canchim para gerar filhos 56,25% taurino e 68,75% adaptado (CCCN); e, com Angus
para gerar filhos 75% taurino e 50% adaptado (RACN), obtendo um total de 201
bezerros divididos em sete grupos genéticos.

Os bezerros (machos e fémeas) foram desmamados aos 240 dias e submetidos ao
sistema de confinamento em baias individuais, com dieta a base de silagem de sorgo,
milho e farelo de soja com e sem adi¢do de caroco de algod&o e casca de soja.

Os animais foram acompanhados durante o periodo experimental a cada 28 dias, por
meio de pesagem e medidas de ultrassonografia (area do musculo Longissimus dorsi
(AOLus) e espessura de gordura subcutanea (EGSus) mensuradas na regido dorso-
lombar, entre a 122 e 132 costelas) e os abates foram definidos quando os animais
atingiram o minimo de cinco milimetros de EGSus gerando a variavel dias de
confinamento (DCONF).

Por ocasido do abate foram tomadas as medidas de peso de abate em jejum (PAB), peso
de carcaca quente (PCQ) e rendimento de carcaca quente (RCQ), dado pela relacao
entre PCQ e PAB.

Apds vinte e quatro horas do abate, foram analisados no musculo Longissimus dorsi,
entre a 122 e 132 costelas da meia-carcaca direita, medidas da espessura de gordura
subcutanea mensurada na carcaca (EGC), area de olho de lombo (AOL), grau de
marmoreio (MARM), maturidade fisioldgica (MATFIS) e textura por avaliacao
subjetiva visual (TEXT), conforme a metodologia proposta por Muller (1980). Nesta
ocasido, foram extraidas amostras do musculo Longissimus dorsi para analise da
maciez, a partir da forca de cisalhamento (FC) medida em aparelho de Warner-Bratzler
conforme descrito por Menezes et al. (2009).

Para as avaliacfes genotipicas foram coletadas amostras de sangue dos 201 animais por
venopunsao em tubos a vacuo de 4,5 mL contendo K3 EDTA e sémen dos touros
utilizados nos cruzamentos. O DNA gendmico foi extraido utilizando o método descrito
por Regitano e Coutinho (2001). Os DNAs foram quantificados por espectrofotometria
em aparelho NanoDrop (Thermo Scientific ND 1000) e a integridade foi verificada em
gel de agarose a 0,8%.

Para a obtencdo de sequéncias e prospeccao de SNPs nos genes FABP3 e FABP4 foram
montados quatro pools de DNA com 14 animais cada, representantes dos fenotipos
superiores e inferiores para as caracteristicas de marmoreio e espessura de gordura
subcutéanea, seguindo uma equivaléncia para sexo e genealogia.

A fim de se verificar a origem (paterna ou materna) dos SNPs, foi gerado um pool com
DNA de 18 touros utilizados nos cruzamentos. Todos os pools foram padronizados com
200 ng de DNA de cada animal e realizados em duplicatas, assegurando dessa forma,
que ndo haveria variacdo na composi¢do e concentracdo dos mesmos.

Para a amplificacdo das regides alvo de interesse, foram desenhados oligocucleotideos
especificos a partir das sequéncias dos genes FABP3 e FABP4 que estdo disponiveis na
base publica de dados Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) sob nimero de acesso 281758
e 281759, respectivamente.

Esses iniciadores foram desenhados com o auxilio do software Primer 3 plus,
disponivel on line (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) e sua qualidade foi verificada pelo
software OligoAnalyzer versdo 3.1, também disponivel online
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Os pares de
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oligonucleotideos utilizados para amplificar os exons de cada gene estdo dispostos na
Tabela 1.

Para todos os pares de iniciadores foi otimizado um unico protocolo, sendo que cada
reacdo foi realizada em volume final de 25 pL e a mistura para amplificagdo constituiu-
se de: 80 ng de DNA genomico, 0,164 uM de cada iniciador, 10 mM de Tris-HCI, pH
8,0, 50 mM de KClI, 2,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP e 0,65 unidade (Ul) de
Taq DNA polimerase (Invitrogen™).

As reagOes em cadeia da polimerase (PCRs) foram submetidas ao seguinte programa:
dois minutos para desnaturacdo inicial a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C, finalizando com cinco minutos a 72°C
para extensao final.

Os produtos amplificados pela PCR foram purificados utilizando as enzimas
Exonuclease | (Exo I - USB Products) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP - USB
Products), submetidos a reacdo de sequenciamento usando o BigDye® Terminator
Cycle Sequencing Kit (version 3.1, Applied Biosystems, Foster City CA, USA) e
sequenciados no sequenciador automéatico ABI 3130 (Applied Biosystems). Para
garantir maior confiabilidade nos resultados, cada pool foi sequenciado em duplicata.
Ap0s o sequenciamento, a deteccdo de SNPs foi realizada utilizando o software
CodonCode Aligner (versdo demo). As sequéncias diretas e reversas das duplicatas
foram alinhandas e formou-se uma sequéncia consenso por pool. Posteriormente as
sequéncias de todos os pools foram comparadas. Por fim, as sequéncias consenso
formadas para cada gene pelo alinhamento de todos os pools foram comparadas contra
as sequéncias de referéncia do genoma de Bos taurus taurus retiradas do National
Center for Biotechnology Information - NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para a genotipagem e associacdo dos gendtipos com caracteristicas de interesse, os 201
animais foram avaliados individualmente para trés SNPs identificados dentro da
populacdo estudada. Sendo dois polimorfismos no gene FABP4, denominados nesse
estudo como FABP4/Tasl (rs109346428) e FABP4-G/C (rs110383592) e um no gene
FABP3 (sem registro no dbSNP), denominado FABP3-G/A. Os critérios de selecdo de
SNPs foram: confirmacao na duplicata, associagdo com qualidade de carne em outros
estudos, localizacdo e ineditismo do SNP.

O SNP FABP4/Tasl, encontra-se em um sitio de restricdo da endonuclease Tasl
(Tsp5091) que reconhece o sitio 5'...| AATT...3", sendo assim o polimorfismo foi
genotipado por PCR-RFLP utilizando os oligonucleotideos direto 5°-
ATTATCCCCACAGAGCATCG-3’ ereverso 5’-TACTGCTGGGGGCACAGTAT-3
que geram um fragmento de 297 pares de base (pb).

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25 pL e otimizada para 120 ng de
DNA, 0,164 uM de cada iniciador, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM de KClI, 3,0
mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 1,0 unidade (Ul) de Tag DNA polimerase e
submetidas ao seguinte programa: cinco minutos para desnaturacao inicial a 95°C,
seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 63°C e 30 segundos a 72°C
finalizando com sete minutos a 72°C para extensao final.

Em seguida, os amplicons foram digeridos em meio de reacdo contendo sete L de
produto de PCR e uma unidade (Ul) da enzima de restricdo Tasl e incubada a 65°C por
3 horas. Os fragmentos resultantes foram separados em gel de agarose 3%, visualizados
e fotografados por meio de coloragdo com SyberGold (1:50.000) e exposicao a luz
ultravioleta. Para confirmar os resultados obtidos por PCR-RFLP, dois individuos de
cada gendtipo foram sequenciados em sequenciador automatico.

Para o polimorfismo FABP4/Tasl, analisado por meio de PCR-RFLP, o genotipo GG é
caracterizado pela presenca de trés fragmentos de restricdo, com 136, 114 e 47 pbeo
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gendtipo AA apresenta quatro fragmentos de 136, 83, 47 e 31 pb. Os animais
heterozigotos (GA) apresentaram os cinco fragmentos totais. Os fragmentos de 136 pb e
47 pb que aparecem em todos 0s gendtipos, sdo considerados fragmentos controles,
garantindo que a etapa de clivagem com a endonuclease de restricdo Tasl foi eficiente,
ndo ocorrendo erro de genotipagem.

Os outros dois SNPs, FABP3-G/A e FABP4-G/C, foram genotipados por PCR em
Tempo Real, utilizando o sistema TagMan. Os oligonucleotideos e reporteres foram
utilizados na concentragédo de 36 UM e 8 UM, respectivamente, e suas sequéncias estéo
dispostas na Tabela 2.

As genotipagens foram realizadas em termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems,
EUA) seguindo o programa padrdo “genotyping”. A mistura de reagentes para
genotipagem por PCR em Tempo Real foi padronizada para um volume final de 5uL e
constituida por 30 ng de DNA, 2,5 uL de Taqg Man Master Mix e 0,125 uL de Assay.
Para melhor agrupamento dos diferentes gendétipos foram inseridos em cada placa
controles positivos (amostras confirmadas de cada um dos trés genotipos possiveis). E
para confirmag&o da pureza dos reagentes utilizados foram inseridos controles negativos
(dgua livre de DNAse e estéril no lugar de DNA).

A partir da identificacdo dos genoétipos, foram calculadas, de acordo com Weir (1996),
as frequéncias genotipicas e alélicas. Para verificacdo de equilibrio de Hardy-Weinberg
foi utilizado o teste de Qui-quadrado. Os desvios das frequéncias observadas em relagédo
as esperadas foram analisados a 5% de significancia.

Nos estudos de associacdo, os dados obtidos para as caracteristicas relacionadas com
qualidade de carne e carcaca foram submetidos a analise de variancia utilizando o
procedimento General Linear Model (GLM) do programa estatistico SAS (SAS, 2004),
sob um modelo com os efeitos dos genotipos para cada polimorfismo, ano de
nascimento (safra), lote (formado de acordo com a época de nascimento), sexo, grupo
genético do individuo, grupo genético do touro, grupo genético da vaca e dieta.

Quando observados efeitos significativos (P < 0,05) do gendtipo com o marcador, foi
estimado o efeito de substituicao alélica, calculado por meio da substituicdo do efeito de
genotipo do marcador no modelo estatistico por covariaveis representando a quantidade
do alelo menos frequente (0, 1 e 2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

IDENTIFICACAO DE SNPS

Para 0 gene FABP3, o0 sequenciamento revelou cinco SNPs, sendo que quatro destes ja
haviam sido depositados no banco de dados dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), e um esta sendo descrito pela primeira
vez neste trabalho. No gene FABP4 foram encontrados nove SNPs e todos ja estdo
descritos e depositados no doSNP. Cabe ressaltar, que trés SNPs do gene FABP4 estdo
localizados em regido nao codificante 3°UTR (Tabela 3). Os primers desenhados
flanqueavam todos os exons e acabaram cobrindo também outras regides dos genes,
como os introns e regides nao traduzidas, revelando, dessa forma, SNPs em diversas
localizag®es.

Observa-se ainda que grande parte dos SNPs relevados no sequenciamento esta em
regibes intrdnicas. Apesar de ndo serem codificantes, diversos marcadores em introns ja
foram identificados e associados com caracteristicas de qualidade de carne e carcaga em
bovinos de corte (White et al., 2005; Schenkel et al., 2006; Sherman et al., 2008).
Variagdes no gene FABP3 tém despertado interesse pelo fato deste gene ser
caracterizado como um dos responsaveis pela mobilizacdo (disponibilidade) e utilizacdo
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de &cidos graxos intracelular, principalmente, para a oxidacdo na mitocondria (Gardan
et al., 2007; Glatz et al., 2003; Glatz &Van Der Vusse, 1996). Em suinos, este gene tem
sido considerado como gene candidato para caracteristicas de deposi¢do de gordura,
porém, os efeitos encontrados s&o contraditorios (Nechtelberger et al., 2001,
Chmurzynska, 2006). Em bovinos poucos estudos foram publicados até 0 momento e 0s
resultados sdo igualmente inconsistentes (Cho et al., 2008).

Cho et al. (2008) em estudos de identificacdo e associacdo de SNPs no gene FABP3
com caracteristicas de deposicdo de gordura, encontraram 5 SNPs, sendo que somente
um (rs210186725) também foi revelado no presente estudo. Entretanto, este ndo
apresentou associagéo significativa em seus estudos. Cabe ressaltar, que os resultados
obtidos revelaram um SNP ainda ndo descrito na literatura e, consequentemente, nao foi
verificada a sua associacdo com fenotipos de interesse econémico.

Ja no gene FABP4, dos nove polimorfismos identificados, o SNP rs110383592 se
destaca por ter sido encontrado e estudado por varios autores em animais de ragas
diferentes (Oh et al., 2012; Barendse et al., 2009 e Cho et al., 2008). Barendse et al.,
(2009) estudando este SNP em bovinos australianos encontraram associa¢do do mesmo
com deposicao de gordura intramuscular (marmoreio). Segundo 0s autores, este
polimorfismo esté localizado em um sitio de splicing entre o terceiro exon e o terceiro
intron tornando-o, assim, um polimorfismo funcional. Por outro lado, esta associa¢do
ndo € consistente entre os estudos, Oh et al. (2012), ndo encontraram efeitos
significativos de associacao desse polimorfismo com caracteristicas de deposicao de
gordura, entretanto ele se mostrou associado com a composicao de &cidos graxos
saturados e insaturados em bovinos da raca Hanwoo.

GENOTIPAGEM E ESTUDO DE ASSOCIACAO COM CARACTERISTICAS

FENOTIPICAS
Com a genotipagem dos 201 animais foi possivel observar que as duas variantes alélicas
de cada um dos trés polimorfismos analisados foram representadas nos sete grupos
genéticos estudados. Por meio do teste de Qui-quadrado, foram observadas diferencas
significativas (P < 0,05) para as frequéncias alélicas observadas entre 0s grupos
genéticos estudados somente para os polimorfismos FABP3-G/A e FABP4-G/C (Tabela
4).

Para 0 SNP FABP3-G/A, o alelo G foi o mais frequente em todos 0s grupos genéticos
estudados, sendo que as maiores frequéncias desse alelo foram observadas nos grupos
RACN, CRAN, CRCN e CRVN com média de 81,58%, enquanto que 0S outros grupos
apresentaram média de 66,33%.

Para 0 SNP FABP4-G/C, o alelo mais frequente foi o “C” sendo os grupos que
apresentaram maiores frequéncias foram CCCN, RACN e CCAN com média de
86,80%, enquanto que outros 0s grupos apresentaram média de 70,65%.

Para todos os polimorfismos ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s
grupos genéticos para as frequéncias genotipicas pelo teste de Qui-quadrado, como
pode ser observado na Tabela 5. Todos os SNPs analisados estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 5).

Do total de animais analisados para o polimorfismo FABP3-G/A, 111 apresentaram o
gendtipo GG, 81 o gendtipo GA e nove 0 gendtipo AA, sendo que esse ultimo gendtipo
foi observado apenas nos grupos que apresentam Canchim como raga terminal do
cruzamento CCAN (n=4), CCCN (n=4) e CCVN (n=1). Analisando a distribuicdo do
alelo A nos grupos genéticos, aparentemente este alelo seria exclusivo de racas
zebuinas, uma vez que dentre os touros utilizados somente o Canchim que apresenta
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uma proporc¢éo de genética zebuina (5/8 Charolés e 3/8 zebu) foi o0 que, provavelmente,
transmitiu este alelo para as proles.

Considerando que esse SNP foi descrito neste trabalho pela primeira vez, ndo existem
dados publicados na literatura com os quais os resultados possam ser comparados,
sendo necessario novos estudos para a confirmacao da hipétese acima apresentada.
Para o polimorfismo FABP4-G/C, 123 animais apresentaram o genétipo CC, 69 o
gendtipo GC e somente nove o genotipo GG, onde apenas o0s grupos genéticos CCCN e
CRCN ndo apresentaram animais com o genotipo GG (Tabela 5).

Oh et al. (2012) genotiparam esse mesmo SNP em bovinos coreanos da raca Hanwoo e
encontraram frequéncias de 36,3%, 47,7% e 16% para os gendétipos GG, GC e CC
respectivamente, sendo que “C” foi o alelo menos frequente (44%).

Estudando bovinos australianos de sete racas distintas (Angus, Brahman, Belmont Red,
Hereford, Murray Grey, Santa Gertrudis e Shorthorn), Barendse et al. (2009)
observaram frequéncias do alelo C variando de 45% (Angus) a 85% (Brahman).
Contrastando os resultados encontrados por Oh et al. (2012) e Barendse et al. (2009), a
menor frequéncia do alelo “G” encontrada no presente trabalho pode indicar que este
alelo esta sendo introduzido ou saindo das populacGes estudadas.

Para o polimorfismo FABP4/Tasl, todos os grupos genéticos apresentaram os trés
gendtipos, sendo 45 animais apresentaram o geno6tipo GG, 116 o genotipo GA e 40 0
gendétipo AA. Nao foi possivel determinar se essa distribuicdo genotipica ocorre
também em outras populacgdes pois ndo foram encontradas informacdes sobre este SNP
na literatura.

Os resultados de estudo de associacdo mostraram efeito significativo entre os genotipos
dos polimorfismos FABP3-G/A com AOL (P = 0,035) (Tabela 6) e com a relagéo
AOLPCQ (P =0,025) (Tabela 7). Nos dois casos o genétipo AA foi o que apresentou
maior valor fenotipico, porém, diferiu estatisticamente apenas do genétipo heterozigoto
GA.

Diversos estudos de associacdo entre SNPs no gene FABP3 e caracteristicas de interesse
econémico foram conduzidos, porém a maioria € relatada em suinos (Gerbens et al.,
1999; Chmurzynska et al., 2007). Entretanto, estes resultados diferem dos apresentados
no presente trabalho uma vez que todas as associa¢fes encontradas foram com
deposicéo de gordura na carcaga ou intramuscular.

Por estar presente em um gene que apresenta relacdo com deposicdo de gordura, e por
ser a primeira vez que esse polimorfismo é relatado, sdo necessarios mais estudos sobre
a associacdo encontrada para validacdo do mesmo em diferentes grupos amostrais.

Os resultados de estudo de associacdo mostraram também efeito significativo entre os
genotipos do polimorfismo FABP4/Tasl e as caracteristicas de textura da carne (P =
0,053) e marmoreio (P = 0,052) (Tabela 6).

Os maiores escores de textura da carne foram encontrados nos animais que possuiam o
gendtipo AA, apesar destes possuirem médias equivalentes estatisticamente com os de
gendtipo GG. Por outro lado, os animais que apresentaram maiores valores de escores
para marmoreio foram os individuos heterozigotos (GA). N&o é possivel verificar se
esses resultados séo condizentes, pois ndo foram encontrados na literatura resultados de
associagédo para este SNP.

Para 0 SNP FABP4-G/C nao foram observados efeitos significativos entre os genotipos
e as caracteristicas estudadas, concordando com os resultados obtidos por Oh et al.
(2012), que estudando bovinos da raga Hanwoo, ndo encontraram efeitos significativos
de associacdo desse polimorfismo com caracteristicas de deposicdo de gordura, sendo
observado apenas uma associacdo com a composicao de acidos graxos. Entretanto
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Barendse et al. (2009), encontraram associa¢do do mesmo SNP com deposi¢éo de
gordura intramuscular (marmoreio) em diversas ragas de bovinos australianos.

Quando foram observados efeitos significativos (P < 0,05) do genétipo do marcador, foi
estimado o efeito de substituicdo alélica, calculado por meio da substituicdo do efeito de
gendtipo do marcador no modelo estatistico por covariaveis representando a quantidade
do alelo menos frequente (0, 1 e 2), como pode ser observado na Tabela 8.

Essa analise se torna importante devido ao fato da transmissao ao descendente ser de
alelos (e ndo dos gendtipos) por parte dos genitores, sendo assim, é possivel indicar um
valor associado a cada variante alélica que o individuo possui (Falconer & Mackay,
1996).

Foi possivel verificar no SNP FABP3-G/A que o alelo G diminui a area de olho de
lombo e para 0 SNP FABP4/Tasl, o alelo A diminui as pontuagdes de marmoreio e
aumenta a textura, entretanto, esses efeitos foram pequenos e, portanto, ndo foram
observadas associagdes significativas nessa analise.

Os pequenos efeitos encontrados neste estudo sdo comuns devido essas variaveis serem
de caréter quantitativo, sendo geralmente, controladas por varios genes (de pequeno
efeito individual) e influenciadas por fatores ambientais (Andersson, 2001).

De acordo com Barendse et al. (2009), o efeito do gene FABP4 é pequeno e isso
inviabiliza ou diminui o seu poder de detec¢do. Cho et al. (2008) argumentaram também
que o poder estatistico para detectar associagdo significativa nos estudos tanto para
FABP4 quanto para FABP3, poderia ser baixo, uma alternativa para confirmar
associacOes sugestivas ou de genes de pequeno efeito é a replicacdo dos estudos em
populacdo maiores, de diferentes racas e com uma maior variacdo fenotipica.
Atualmente, ja estdo disponiveis plataformas para a detec¢do de milhares de SNPs
simultaneamente, com reducéo dos custos e otimizacdo de tempo. Dessa forma, é
possivel a inclusdo ndo apenas da informacéo de um ou poucos SNPs na predi¢do do
valor genético de cada animal, mas sim de milhares de SNPs que apresentam associa¢ao
com diversas caracteristicas que se tenha interesse em melhorar, promovendo avancos
significativos na producao animal.

Neste sentido, os genes aqui estudados FABP3 e FABP4 parecem contribuir na
formacdo das caracteristicas de carcaca em geral, porém com um efeito pequeno.
Apesar de ndo poderem ser considerados genes principais para a formacao do fenétipo
(Major gene), poderiam ser utilizados em painéis de marcadores que somados os efeitos
podem explicar melhor a variagdo fenotipica apresentada entre racas e animais ou em
estudo de haplétipos, tornando-se uma analise mais poderosa por aumentar a acuracia
na predicdo genética.
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Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos direto (F) e reverso (R) utilizadas no
sequenciamento e tamanho dos fragmentos amplificados (amplicon)

GENE FRAGMENTO DIRETO (5-3") REVERSO (5°-3") AMPLICON
FLANQUEADO
FABP3 1 GTGACACAGGGGCCTTTTA GGGAACCAAGATCCCACAT 425 pb
FABP3 2 CTCTTCTCCCTCCCCAACAT CCCACACAGGCAACAGGTAGAT 481 pb
FABP3 3 TCTGGCTCTCACACCATCAG TGCAAGCACTCTCTCCTTCA 519 pb
FABP3 4 CTGTCAAGAACCTGGCACAT TGCTTCCTGAGTAGCAGTCTTT 528 pb
FABP4 1 AAAAAGAGGCAGAAAGCCAAG CAGAGGGAAAACTGCAGAGG 564 pb
FABP4 2 ATGGAATGGCTTTCCTCCTT TTGTGCCTTGGGTGTTCTTT 510 pb
FABP4 3 CAAGGGCGATTGTCTCTATTTCTC  CCCCTATGATGCTATTCCACA 443 pb
FABP4 4 TCCCTGAGAGGGTGTTGTTT CCTGCTCAACATTGAAGGAGAC 548 pb
Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos e reporteres utilizados na qPCR
Gene Iniciador Direto Iniciador Reverso Repérter 1 Repérter 2
FABP3 GGTCATTGAGCCCCT GAGGGAAGGGTATGAG TCGCCTCTCGCTC TCGCCTCTCACT
TGTACT CATGAG CCAG (FAM)
FABP4 TGGGATGACCTAGCA ACCATAAAGAGAAAAC AGAAGATACTCA AGAAGATACTCA
CTAAAATCTAGAA TCGTGGATGAT CGAGCACC (VIC) CCAGCACC

(FAM)

VIC e FAM: fluoréforos utilizados para marcar os nucleotideos do SNPs

Tabela 3. Descri¢cdo dos SNPs, localizacdo e codigos no dbSNP

Gene
FABP3
FABP3
FABP3
FABP3
FABP3
FABP4
FABP4
FABP4
FABP4
FABP4
FABP4
FABP4
FABP4
FABP4

SNP
C/IG
G/IA
AIG
AIG
CIT
GIT
AT
CIG
A/G
A/G
CIT
AIG
CIT
C/IG

LOCALIZACAO

INTRON |
INTRON I
INTRON I1I
INTRON I11
INTRON I1I
INTRON Il
INTRON Il
EXON 11
INTRON Il
INTRON Il
EXON IV
3'UTR
3'UTR
3J'UTR

rs210186725

Né&o depositado

rs109315289
rs209338531
rs210785101
rs134173517
rs109014985
rs110383592
rs109388335
rs109346428
rs110370032
rs109077068
rs110266999
rs109593774

Cddigo no dbSNP




Tabela 4. Frequéncias alélicas dos polimorfismos FABP3-G/A, FABP4-G/C e
FABP4/Tasl para os sete grupos genéticos e para a amostra total
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Grupos genéticos

Polimorfismo Alelo CCAN CCCN CCVN CRAN CRCN CRVN RACN Total
(n=26) (n=32) (n=25) (n=29) (n=28) (n=26) (n=35) (n=201)

FABP3-G/A* G 65,4 65,6 68,0 82,8 80,4 78,8 84,3 75,4
A 34,6 34,4 32,0 17,2 19,6 21,2 15,7 24,6

EABP4- G/C* C 80,8 95,3 68,0 72,4 76,8 65,4 84,3 80,0
G 19,2 4,7 32,0 25,6 23,2 34,6 15,7 20,0

EABP4/Tasl G 46,2 43,8 60,0 51,7 57,1 61,5 42,9 51,2
A 53,9 56,3 40,0 48,3 429 38,5 57,1 48,8

* Foram observadas diferengas significativas (P < 0,05) entre 0s grupos genéticos para as frequéncias
alélicas, pelo teste de Qui-quadrado. CCAN: Canchim - Red Angus/Nelore; CCCN: Canchim -
Caracu/Nelore; CCVN: Canchim - Valdostana/Nelore; CRAN: Caracu - Red Angus/Nelore; CRCN:
Caracu - Caracu/Nelore; CRVN; Caracu - Valdostana/Nelore; RACN: Red Angus - Caracu/Nelore.

Tabela 5. Frequéncias genotipicas e nivel de significancia do equilibrio de Hardy-
Weinberg dos polimorfismos FABP3-G/A, FABP4-G/C e FABP4/Tasl geral e por grupo
genético e na amostra total

Grupos geneticos

Polimorfismo ~ Gendtipo CCAN CCCN CCVN CRAN CRCN CRVN RACN Total
(n=26) (n=32) (n=25) (n=29) (n=28) (n=26) (n=35) (n=201)
FABP3-G/A GG 46,1 438 400 655 60,7 57,7 686 55,2
GA 385 437 560 345 393 423 314 40,3
AA 15,4 12,5 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 45
HW 0745 0985 0358 0533 0433 0392 0,544
FABP4-G/C GG 7,7 0,0 4,0 6,9 0,0 11,5 2,9 45
GC 23,1 9,4 56,0 41,4 46,4 46,2 25,7 34,3
cc 692 906 400 517 536 423 714 61,2
HW 0,423 0,962 0,358 0,982 0,278 0,995 0,985
FABP4/Tasl GG 23,1 12,5 28,0 24,1 214 34,6 17,1 22,4
GA 46,2 62,5 64,0 55,2 71,4 53,9 51,4 57,7
AA 308 250 8,0 20,7 7.1 115 314 19,9
HW 0936 0312 0249 0853 0053 0782 0,957

CCAN: Canchim - Red Angus/Nelore; CCCN: Canchim - Caracu/Nelore; CCVN: Canchim -
Valdostana/Nelore; CRAN: Caracu - Red Angus/Nelore; CRCN: Caracu - Caracu/Nelore; CRVN; Caracu -
Valdostana/Nelore; RACN: Red Angus - Caracu/Nelore. HW: Nivel de significancia do Equilibrio de
Hardy-Weinberg a 5%.
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Tabela 6. Valor de significancia (P), médias e erro padrdo das caracteristicas fenotipicas analisadas para os gendétipos dos marcadores
FABP3-G/A, FABP4-G/C e FABP4/Tasl

Variavel

DCONF PAB PCQ RCQ MATFIS TEXT EGC AOL MARM FC
Marcador (dias) (kg) (kg) (%) (escore) (escore) (mm) (cm?) (escore) (kg)
FABP3-G/A P =0,368 P=0,384 P=0,301 P =0,450 P =0,967 P=0370 P=0,098 *P=0,035 P=0545 P=0,792
GG 136,5042,92  403,58+4,92 221,6242,96  54,71+0,23  14,04+0,09 4,52+0,06  556+0,27 62,15+1,13ab  6,80+0,37  5,61+0,27
GA 1,16+0,02 409,70£5,23 224,53+3,12 54,61+0,25 14,06+0,09 4,55+0,06 5,10+0,29 60,29+1,19? 6,35£0,40  5,81+0,28
AA 1,08+0,06 417,31+13,64  233,0448,15 55,41+0,64 14,03+0,23 4,33+0,16  4,21+0,74 67,62+3,05b 6,60+1,01  5,60+0,74
FABP4-G/C P =0,609 P =0,866 P =0,804 P =0,295 P =0,646 P=0573 P=098 P=0,881 P=0610 P=0,589
GG 139,93+7,64 401,15+12,91  218,26+7,72 53,88+0,61 14,13+0,23 4,41+0,16 5,21+£0,75 59,99+3,11 5,78+1,01 6,41+0,74
GC 134,28+3,28  405,66+5,55 223,43+3,32  54,84+0,26  14,09+0,10 4,56+0,06 5,33+0,31 61,55+1,29 6,53+0,42  5,68+0,30
CC 137,17+2,94  407,59+4,97 223,37+2,99  54,65+0,23 14,01+0,09 4,52+0,06 5,34+0,28 61,58+1,15 6,75+0,37  5,63+0,27
FABP4/Tasl P=0,919 P=0,176 P =0,507 P=0,481 P=0,169 *P=0,063 P=0939 P=0,876 *P =0,062 P=0,943
GG 136,93+3,81  401,19+6,38 220,46+3,84  54,53+0,30 14,20+0,11 4,55+0,07ab 5,24+0,35 61,64+1,46 6,27+0,47ab 5,62+0,35
GA 136,49+3,01  404,67+5,03 222,884+3,04 54,83+0,24 13,99+0,09 4,45+0,06b 5,36+0,28 61,67+1,19 7,11+0,38a 5,70+0,28
AA 135,02£3,95  415,75+6,61 226,32+4,03  54,51+0,32  13,99+0,11 4,64+0,07a 5,37+0,37 60,88+1,51 6,020,490 5,77+0,36

DCONF= Dias em confinamento para atingir acabamento; PAB = peso do animal em jejum pré-abate; PCQ = peso da carcaga quente; RCQ = rendimento de carcaca
quente; MATFIS = maturidade fisioldgica (escala de 1 a 15 pontos dividida em classes de A & E e em subclasses = menos, média e mais, sendo 1 = animal mais velho e
15 = animal mais novo); TEXT = textura da carne (escala de 1 a 5 pontos, sendo 1 = muito grosseira e 5 = muito fina); EGC = espessura de gordura na regido dorso-
lombar medida na carcaga; AOL = érea de olho de lombo medida na carcaga; MARM = escore de marmoreio (valores de 1 a 18, sendo: 1a 3 =tragos,4a 6 =leve,7a9
= pequeno, 10 a 12 = médio, 13 a 15, grande e 16 a 18 = abundante,); FC = for¢a de cisalhamento

*P <0,05

a, b, - Médias na mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem entre si.
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Tabela 7. Valor de significancia (P), médias e erro padrdo das relacdes entre area de
olho de lombo e peso de carcaca quente (AOLPCQ), teor de gordura na carcaca
(EGCCARC) e espessura de gordura por dias de confinamento (EGCDIA) para 0s
genotipos dos marcadores FABP3-G/A, FABP4-G/C e FABP4/Tasl

Variavel
Marcador AOLPCQ (cm°/kg) EGCCARC EGCDIA (cm“/dia)
FABP3-G/A *P = 0,025 P = 0,061 P=0,143
GG 0,28+0,004a 2,6620,14 4,44+0,29
GA 0,27+0,004b 2,38+0,15 4,05+0,31
AA 0,29+0,01a 1,98+0,38 3,04£0,79
FABP4-G/C P=0,876 P=0,971 P =0,801
GG 0,28+0,01 2,61+0,38 3,80%0,80
GC 0,28+0,004 2,51+0,16 4,33+0,33
cC 0,280,004 2,52+0,14 4,23+0,29
FABP4/Tasl P = 0,093 P =0,930 P = 0,940
GG 0,28+0,005 2,56+0,18 4,14+0,37
GA 0,280,004 2,53+0,15 4,28+0,31
AA 0,27+0,005 2,47+0,19 4,27+0,39

AOLPCQ = relagéo da area de olho de lombo por peso de carcaca quente; EGCCARC = indice de distribui¢do de
gordura na carcaga; EGCDIA = relagdo de espessura de gordura por dias de confinamento

*P <0,05

a, b, - Médias na mesma coluna, seguidas de letras diferentes, diferem entre si.

Tabela 8. Efeito médio da substituicdo alélica e erro padrdo para os polimorfismos
que apresentaram associacao significativa

Marcador Alelo  Variavel Efeito de substitui¢do alélica P

FABP3-G/A G AOL (cm’) -0,11 + 1,06 0,9180
FABP3-G/A G AOLPCQ -0,004+ 0,003 0,2766
FABP4/Tasl A TEXT 0,04 £ 0,05 0,3946
FABP4/Tasl A MARM (escore)  -0,11 + 0,30 0,7252

TEXT = textura da carne (escala de 1 a 5 pontos, sendo 1 = muito grosseira e 5 = muito fina); AOL = area de olho
de lombo medida na carcaga; MARM = escore de marmoreio (valores de 1 a 18, sendo: 1 a 3 =tragos, 4 a 6 =
leve, 7 a9 = pequeno, 10 a 12 = médio, 13 a 15, grande e 16 a 18 = abundante); AOLPCQ = relagdo da area de
olho de lombo por peso de carcaga quente.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

Avancos importantes tém sido alcancados com o desenvolvimento de
técnicas biomoleculares automatizadas, como o0 sequenciamento gendmico
para prospeccao de marcadores moleculares e a genotipagem por chips de
SNPs. Por meio dessas ferramentas, foi possivel aprimorar e otimizar tempo
nos processos de descoberta e validacdo de marcadores moleculares
associados como caracteristicas de interesse econdmico para a pecuaria.

A genotipagem de SNPs possibilita identificar precocemente animais que
apresentam maior potencial de serem pais das proximas geracdes, por serem
portadores de alelos favoraveis para as caracteristicas de interesse.

De acordo com alguns dados da literatura, os genes FABP3 (Heart
Fatty Acid Binding Protein) e FABP4 (Adipocyte Fatty Acid Binding Protein)
estdo associados com deposicdo e de gordura em bovinos, porém a magnitude
relativa aos efeitos e a importancia destes genes no controle de variacfes
fenotipicas ainda necessitam ser avaliadas.

Neste estudo, verificou-se que o sequenciamento foi uma metodologia
viavel para a identificacdo de SNPs nos genes FABP3 e FABP4 resultando em
14 SNPs encontrados, sendo que um ainda néo esta depositado no banco de
dados (dbSNP). Foram observadas associacfes significativas (P < 0,05) do
polimorfismo FABP4/Tasl com marmoreio(P = 0,052) e textura da carne (P =
0,053) seguindo de acordo com o disposto na literatura, e a identificacdo de um
novo polimorfismo no gene FABP3 que apresentou associagdo com area de
olho de lombo (P = 0,035) e com a relacdo AOLPCQ (P = 0,025). No entanto,
Sdo necessarias pesquisas adicionais em outras populacdes para validacao
desses polimorfismos.

Os resultados obtidos poderao contribuir para selecdo de animais com
maior potencial para producéo de carne de melhor qualidade desde que sejam

analisadas outras populagdes.
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APENDICE

METODOLOGIA COMPLETA

O experimento foi conduzido na Embrapa Gado de Corte, em Campo
Grande-MS, nas coordenadas geograficas 20° 27' S e 54° 37' W, a 530 metros
de altitude. O clima dessa regido é classificado como tropical chuvoso de
savana, caracterizado pela distribuicdo anual irregular das chuvas, com
ocorréncia bem definida de um periodo seco, durante os meses mais frios, e
um periodo chuvoso, durante os meses de verao.

Os animais utilizados para avaliacdo foram produzidos na Fazenda da
Embrapa Gado de Corte, em Campo Grande-MS. Para obtencédo dos novilhos
superprecoces foram utilizadas 50 matrizes 1/2 Valdostana + 1/2 Nelore (VN),
50 matrizes 1/2 Angus + 1/2 Nelore (AN) e 80 matrizes 1/2 Caracu + 1/2 Nelore
(CN) nas estacfes de monta de 2006-2007 e 2007-2008.

Os acasalamentos entre as ragas maternas e terminais foram
realizadas das seguintes formas: as matrizes VN e AN foram inseminadas com
touros Caracu (CR), gerando filhos 75% taurino e 75% adaptado (CRVN e
CRAN) e com touros Canchim (CC) gerando filhos 56,25% taurino e 43,75%
adaptado (CCVN e CCAN). J4 as matrizes CN foram inseminadas com touros
Caracu para gerar produtos 75% taurino e 100% adaptado (CRCN); com touros
Canchim para gerar filhos 56,25% taurino e 68,75% adaptado (CCCN); e, com
Angus para gerar filhos 75% taurino e 50% adaptado (RACN), como pode ser
observado na tabela 1. Ao todo, foram produzidos 201 bezerros divididos em
sete grupos genéticos, sendo 105 animais produzidos na primeira safra e 96
animais na segunda safra.

Ao nascimento, foi feita a tatuagem do bezerro com numero de
identificacdo individual, bem como anotados a identificacdo da mae e o peso do
bezerro ao nascer, de forma a se ter controle adequado do grupo genético dos
animais.

Apo6s a desmama, realizada aos 240 dias de idade, os bezerros
(machos e fémeas) foram confinados e mantidos em baias sob avaliacdo
individual de consumo até o abate, que foi determinado quando cada animal

atingiu, no minimo, cinco milimetros de espessura de gordura depositada na
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regido dorso-lombar, entre a 122 e 132 costelas. Para isto, fez-se avaliagéo por

ultrassonografia a cada 28 dias durante o periodo de confinamento.

Tabela 1. Touros e matrizes utilizadas nos cruzamentos e grupos genéticos
gerados com suas respectivas porcentagens de taurino e adaptado

MATRIZES
Caracu X Angus X Valdostana X
Nelore (CN) Nelore (AN) Nelore (VN)
Caracu CRCN CRAN CRVN
TOUROS (CR) 75% taurino 75% taurino 75% taurino
100% 75% adaptado | 75% adaptado
adaptado
Canchim CCCN CCAN CCVN
(CO) 56% taurino 56% taurino 56% taurino
69% adaptado | 44% adaptado | 44% adaptado
Angus RACN
(RA) 75% taurino X X
50% adaptado

Durante o periodo de confinamento dos animais foram fornecidas duas

dietas a base de silagem de sorgo, milho e farelo de soja com e sem adicdo de

caroco de algodao e casca de soja (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢édo e niveis nutricionais das dietas fornecidas aos animais
durante o periodo de confinamento

Dieta A Dieta B

Ingredientes % MO % MS % MO % MS
Silagem de Sorgo 65,00 40,00 65,00 40,00
Caroco de algodéo - - 8,50 15,00
Milho gréo 31,22 53,16 11,60 19,56
Farelo de Soja 45% 2,03 3,67 1,80 3,13
Casca de Soja - - 11,70 20,00
Calcério 0,53 1,00 0,50 1,00
Uréia 0,88 1,41 0,40 0,51
Sal Mineral recria/engorda 0,35 0,76 0,50 0,80

Niveis Nutricionais

NDT (%) - 73,70 - 73,00
Extrato etéreo (%) - 3,60 - 5,80
PDR (%) - 10,30 - 9,50
Proteina Bruta (%) - 14,50 - 14,40

MO = Matéria original; MS = Matéria seca; NDT = Nutrientes digestiveis totais; PDR = Proteina degradavel no rimen.

Durante a primeira safra de confinamento foi fornecida apenas a dieta

B, e na segunda safra confinada foram fornecidas as dietas A e B (Tabela 3).



45

Ambas as dietas foram formuladas para apresentarem 0s mesmos niveis de
proteina bruta, proteina degradavel no rumen e nutrientes digestiveis totais,
variando quanto aos teores de amido e extrato etéreo. Os animais da segunda
safra foram distribuidos aleatoriamente, dentro de cada grupo genético, entre
os dois tipos de dieta (Tabela 3).

Antes do momento do abate todos os animais foram pesados em jejum
(PAB). ApoOs o abate, foram realizadas avaliacdes nas carcacas para obtencao
das medidas de peso de carcaca quente (PCQ) e rendimento de carcaca
guente (RCQ), dado pela relagéo entre PCQ e PAB.

Vinte e quatro horas apos a entrada da carcaca na camara frigorifica,
foram realizadas, entre a 122 e 132 costelas da meia-carcaca direita, medidas
de espessura de gordura subcutanea mensurada na carcaca (EGC) com um
paquimetro; area de olho de lombo (AOL); grau de marmoreio (MARM)
analisado no musculo Longissimus dorsi; textura da carne (TEXT); e,
maturidade fisiologica (MATFIS), conforme metodologia proposta por Muller
(1980).

Tabela 3. Frequéncias dos animais por grupo genético, sexo e tipo de dieta
fornecida nos dois anos de confinamento (Safras 2007 e 2008)

Grupo Genético Safra 2007 Safra 2008
(GG) Dieta B Dieta A Dieta B
Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Total por

S S S S S S GG
CCAN 8 4 5 3 3 3 26
CCCN 12 4 3 5 3 5 32
CCVN 9 5 2 2 5 2 25
CRAN 10 5 1 6 3 4 29
CRCN 9 3 5 4 3 4 28
CRVN 7 7 3 1 5 3 26
RACN 6 16 2 4 2 5 35
Total 61 44 21 25 24 26 201

Amostras do musculo Longissimus dorsi foram extraidas para analise
da maciez, a partir da forca de cisalhamento (FC) medida em aparelho de
Warner-Bratzler. Foram embaladas a vacuo no frigorifico, transportada até o
laboratorio de carcacas da Embrapa Gado de Corte e mantida congelada até o
momento da avaliacdo da FC, sendo que este procedimento foi realizado sem
gue a carne tenha sido maturada (MULLER, 1980).



46

Para as avaliacfes genotipicas foram coletadas amostras de sangue
dos 201 animais por venopunsao em tubos a vacuo de 4,5 mL contendo K3
EDTA. Os DNAs foram obtidos por extracao a partir de leucadcitos, utilizando o
método descrito por Regitano e Coutinho (2001). Os DNAs gendmicos
extraidos foram quantificados por espectrofotometria em aparelho NanoDrop
(Thermo Scientific) e em gel de agarose 0,8%.

Baseando-se nas analises fenotipicas de avaliacdo de carcaca e de
qualidade de carne, 201 animais (machos e fémeas) foram ordenados
conforme o grau de marmoreio e/ou espessura de gordura que apresentaram e
agueles presentes numa fragdo equivalente aos extremos da distribuicdo de
grau de marmoreio e de espessura de gordura foram utilizados para
identificacdo de novos SNPs por meio de sequenciamento automatico de DNA
em sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems).

A fragdo de animais que teve o seu DNA sequenciado foi equivalente a
14 animais no extremo superior e 14 animais no extremo inferior da distribuicdo
das caracteristicas de interesse, sendo elas, marmoreio e espessura de
gordura subcutéanea. Os animais selecionados para cada extremo seguiram
uma equivaléncia para sexo e foram equilibrados conforme sua genealogia, ou
seja, excluindo filhos de um mesmo touro, para que henhum animal fosse mais
representativo.

Foram montados pools para a varredura dos SNPs por meio de
sequenciamento. Esses pools formaram cinco grupos e foram realizados em
duplicatas assegurando que nao haveria variacdo na composicdo e
concentragdo das montagens. O primeiro pool foi composto por DNA de
animais com fenoétipo superior para marmoreio; o segundo com fendétipo inferior
para marmoreio; o terceiro com DNA de animais com fendtipo superior para
espessura de gordura; o quarto pool com DNA de animais com fendétipo inferior
para espessura de gordura; e, o quinto com DNA de 18 touros utilizados no
cruzamento para gerar 0s animais que serao genotipados. Sendo que todos o0s
pools foram padronizados para conter 200 ng de DNA de cada amostra,
evitando, dessa forma, que houvesse um valor superestimado de algum
animal.

Para a amplificacdo das regides alvo de interesse em cada um dos

genes, FABP3 e FABP4, foram desenhados oligonucleotideos especificos a
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partir das sequéncias dos genes que estdo disponiveis na base publica de
dados Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) com auxilio do software Primer 3 plus,
disponivel on line (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) e sua qualidade foi
verificada pelo software OligoAnalyzer versdo 3.1, também disponivel online
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/).

O gene FABP3 possui 60.606 pares de bases (pb) esta organizado em
4 exons e 3 introns, jA o gene o gene FABP4 tem 4.389 pb e também é
composto por 4 exons e 3 introns. Foi sequenciado tudo o que é transcrito, ou
seja, as regides UTR (untranslated region) e os éxons.

Os pares de oligonucleotideos utilizados para amplificar os exons de

cada gene estéo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4. Sequéncias dos oligonucleotideos direto (F) e reverso (R) utilizadas
no sequenciamento e tamanho dos fragmentos amplificados (amplicon)

GENE EXON FORWARD (5°-3") REVERSE (5-3") AMPLICON
FABP3 1 GTGACACAGGGGCCTTTTA GGGAACCAAGATCCCACAT 425 pb
FABP3 2 CTCTTCTCCCTCCCCAACAT CCCACACAGGCAACAGGTAGAT 481 pb
FABP3 3 TCTGGCTCTCACACCATCAG TGCAAGCACTCTCTCCTTCA 519 pb
FABP3 4 CTGTCAAGAACCTGGCACAT TGCTTCCTGAGTAGCAGTCTTT 528 pb
FABP4 1 AAAAAGAGGCAGAAAGCCAAG CAGAGGGAAAACTGCAGAGG 564 pb
FABP4 2 ATGGAATGGCTTTCCTCCTT TTGTGCCTTGGGTGTTCTTT 510 pb
FABP4 3 CAAGGGCGATTGTCTCTATTTCTC CCCCTATGATGCTATTCCACA 443 pb
FABP4 4 TCCCTGAGAGGGTGTTGTTT CCTGCTCAACATTGAAGGAGAC 548 pb

Para todos os pares de oligonucleotideos foi otimizado um Unico
protocolo, sendo que cada reacéo foi realizada em volume final de 25 uL e a
mistura para amplificacdo constituiu-se de: 80 ng de DNA genbmico, 0,164 uM
de cada iniciador, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM de KCI, 2,0 mM de
MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP e 0,65 unidade (Ul) de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen™).

As condicbes da PCR (Polymerase Chain Reaction) foram: dois
minutos para desnhaturacao inicial a 95°C, 30 segundos para desnaturacdo a
94°C, trinta segundos a 60°C para anelamento dos iniciadores, trinta segundos
a 72°C para extenséo e cinco minutos a 72°C para extensao final. Os passos
dois (desnaturacdo), trés (anelamento) e quatro (extensdo) corresponderam a

um ciclo, o qual foi repetido por 35 vezes.
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As reacOes para amplificagéo foram realizadas com as duas replicatas
dos pools. A reacdo com uma das duplicatas foi armazenada em freezer a -
20°C e a outra foi destinada para o passo de purificacéo.

Para o método de purificacdo dos produtos amplificados utilizou-se as
enzimas Exonuclease | (Exo | - USB Products) para digerir oligonucleotideos
residuais e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP - USB Products) para degradar
excesso de nucleotideos ndo incorporados provenientes da PCR.

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Kit (version 3.1, Applied Biosystems, Foster City
CA, USA), conforme instrucdes do fabricante.

Para a precipitacdo da reacdo de sequenciamento a centrifuga foi
mantida a temperatura de 4°C antes do inicio dos procedimentos. Em cada
amostra (pogo) adicionou-se 2,5 pL de EDTA 125 mM pH 8,0. Posteriormente,
adicionou-se 30 uL/poco de etanol absoluto. A placa (PCR — Optical 96 well
reaction plate number N - 801 —0560) foi tampada com manta de silicone,
invertida por quatro vezes e incubada em temperatura ambiente por 15
minutos.

Apébs a incubacéo, centrifugou-se por 30 minutos a 3.600 rotagcBes por
minuto (rpm), seguindo imediatamente para o préximo passo onde o fundo da
posicdo da placa foi forrado com papel toalha, retirou-se a manta, posicionou-
se a placa invertida e foi dado um pulso de 3.600 rpm.

Foi adicionado 30 pL/poco de etanol 70% e a placa centrifugada por 15
minutos a 3.600 rpm. Repetiu-se o passo do pulso na centrifuga a 1.200 rpm
com a placa invertida no papel toalha. Posteriormente, o material ficou secando
por 15 minutos a 37°C. A placa foi embrulhada em papel aluminio e
armazenada em freezer a -20°C até o momento de realizar o sequenciamento.

Para o sequenciamento, as amostras da placa foram ressuspendidas
com 10 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) e submetidas ao
equipamento Sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems). O sequenciamento
automatico de DNA também foi realizado para as duplicatas para garantir maior
confiabilidade nos resultados.

As amostras foram ressuspendidas com 10 pL de formamida Hi-Di

(Applied Biosystems) e submetidas ao equipamento Sequenciador ABI 3130
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(Applied Biosystems). O sequenciamento automatico de DNA também foi
realizado para as duplicatas para garantir maior confiabilidade nos resultados.

Apo6s 0 sequenciamento, a deteccdo de SNPs foi realizada utilizando o
software CodonCode Aligner (versdo demo). SNPs foram identificados quando
as sequéncias continham picos secundarios na mesma posicéo. Para evitar a
identificacdo de variagdes causadas por erros de sequenciamento, as
sequéncias de um mesmo gene obtidas pelos diferentes pools foram alinhadas
entre si para verificar a presencga da variagdo em pelo menos dois pools.

Por fim, as sequéncias consenso formadas para cada gene pelo
alinhamento dos pools foram alinhadas contra sequéncias de referéncia de Bos
taurus taurus retiradas do National Center for Biotechnology Information - NCBI
(www.ncbi.nim.nih.gov).

Apos identificacdo dos SNPs, foram escolhidos dois em cada gene para
validagcdo. Para o estudo de genotipagem e associagdo com caracteristicas de
interesse foram genotipados todos os 201 animais individualmente para trés
SNPs identificados dentro da populacdo estudada. Sendo dois polimorfismos
no gene FABP4, denominados nesse estudo como FABP4/Tasl (rs109346428)
e FABP4-G/C (rs110383592) e um no gene FABP3, denominado FABP3-G/A
(sem registro no dbSNP). A relacdo dos SNPs encontrados e selecionados
para genotipagem esta representada na Figura 1.

Para o SNP FABP4/Tasl, genotipado por PCR-RFLP os
oligonucleotideos direto 5-ATTATCCCCACAGAGCATCG-3' e reverso 5-
TACTGCTGGGGGCACAGTAT-3 foram utilizados para amplificar um
fragmento de 297 pares de bases (pb) (Figura 2).

A mistura para amplificacdo constituiu-se de: 0,164 uM de cada
iniciador, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM de KCI, 3,0 mM de MgCl,, 0,2 mM
de cada dNTP, 1,0 unidade (Ul) de Taq DNA polimerase e 120 ng de DNA. As
condicBes dessas PCRs foram: cinco minutos para desnaturacéo inicial a 95°C,
trinta segundos para desnaturagcdao a 94°C, trinta segundos a 60°C para
anelamento dos oligonucleotideos, trinta segundos a 72°C para extensao e
sete minutos a 72°C para extensao final. Os passos dois (desnaturacéo), trés
(anelamento) e quatro (extenséo) correspondem a um ciclo, o qual foi repetido

28 vezes.
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Figura 1. Esquema representativo dos genes bovinos FABP3 e FABP4, com suas respectivas
estruturas (exons, introns e regides ndo traduzidas - UTR), areas flanqueadas pelos primers
(PCR) e polimorfismos identificados no sequenciamento (cédigos de identificagdo em verde).
Em vermelho: polimorfismos selecionados para genotipagem e estudo de associacdo com
caracteristicas de interesse comercial.

PM P1 P2 P3 P4 P5 P6 BRC

Figura 2. Produto amplificado por PCR do SNP FABP4/Tasl em gel de agarose 1% corado
com SybrGold. PM — Peso Molecular de tamanho de 1Kb. Amostras P1, P2, P3, P4, P5 e P6
amplificadas com fragmento de 297 pb. BRC — controle negativo.



51

Os amplicons foram digeridos em meio de reacdo contendo 7 uL de
produto de PCR e uma unidade da enzima de restricdo Tasl, que reconhece o
sitio 5'...]AA T T ...3', sendo que esta reacéo foi incubada a 65°C por 3 horas.

Os fragmentos resultantes foram separados em gel de agarose 3%,
visualizados e fotografados por meio de coloracdo com SyberGold (1:50.000) e
exposicdo a luz ultravioleta.

Apos a digestdo, o alelo G é caracterizado pela presenca de trés
fragmentos de restricdo, com 136, 114 e 47 pb e o alelo A apresenta quatro
fragmentos de 136, 83, 47 e 31 pb (Figura 3). Os fragmentos de 136 pb e 47 pb
que aparecem em todos 0s genotipos, sdo considerados fragmentos controles,
garantindo que a etapa de clivagem com endonuclease de restricdo funcionou

corretamente e ndo houve erro de genotipagem.

PM P AA AA GA GA GG GG BRC

297 pb

136 pb
114 pb

83 pb

47 pb
31 pb

Figura 3. Perfil eletroforético representativo do SNP FABP4/Tasl apés PCR-RFLP. Gel de
Agarose 3% corado com SybrGold com produto de amplificacdo (P) e fragmentos do gene
FABP4 apés digestdo com enzimas de restricdo Tasl. PM — Peso molecular de tamanho de 50
pb. AA — animais homozigotos para alelo A. GA — heterozigotos e GG animais homozigotos
para alelo G. BRC — controle negativo.

Os outros dois SNPs (FABP3-G/A e FABP4-G/C), foram genotipados
por PCR Tempo Real (Real Time Polymerase Chain Reaction) utilizando o
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sistema TagMan® (Applied Biosystems) ja que devido a auséncia de um sitio
de restricdo nédo foi possivel utilizar a metodologia de PCR-RFLP, mesmo essa
sendo mais vidvel. Os oligonucleotideos e reporters foram utilizados na
concentracdo de 36 UM e 8 UM, respectivamente, e suas sequéncias estéo

dispostas na Tabela 5.

Tabela 5. Sequéncia dos oligonucleotideos e reporters utilizados na gPCR

Gene Oligonucleotideo Oligonucleotideo Reporter 1 Reporter 2
Direto Reverso
FABP3 GGTCATTGAGCCCCT GAGGGAAGGGTATGA TCGCCTCTCGCT TCGCCTCTCACT
TGTACT GCATGAG CCAG CCAG

FABP4 TGGGATGACCTAGCA ACCATAAAGAGAAAAC  AGAAGATACTCA  AGAAGATACTCA
CTAAAATCTAGAA TCGTGGATGAT CGAGCACC CCAGCACC

O mix para genotipagem por PCR em Tempo Real teve um volume
final de 5 uL e foi constituido por 2,5 uL de Taq Man Master Mix, 0,125 uL de
Assay e 30 ng de DNA.

O programa de termociclagem da gPCR foi: 60°C por 30 segundos (Pré
PCR Read), 95°C por 10 minutos (Holding stage), 95°C por 15 segundos e
60°C por um minuto, que correspondem a um ciclo (Cycling stage), o qual foi
repetido por 40 vezes e 60°C por 30 segundos (P6s PCR Read) em
termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems, EUA).

Para melhor agrupamento dos diferentes genétipos foi inserido em
cada placa controles positivos (amostras confirmadas de cada um dos trés
genotipos possiveis) e para confirmacdo da pureza dos reagentes utilizados foi
inserido controle negativo (dgua livre de DNAse e estéril no lugar de DNA).

A partir da identificacdo dos gendtipos, foram calculadas, de acordo
com Weir (1996), as frequéncias genotipicas e alélicas, utilizando o teste de
Qui-quadrado. Os desvios das frequéncias observadas em relacdo as
esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg foram analisados a 5% de
significancia.

Nos estudos de associacdo, os dados obtidos para as caracteristicas
relacionadas com qualidade de carne e carcaca foram submetidos a analise de
variancia utilizando o procedimento General Linear Model (GLM) do programa
estatistico SAS (SAS, 2004), sob um modelo com os efeitos dos genaotipos para

cada polimorfismo, ano de nascimento (safra), lote (formado de acordo com a
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época de nascimento), sexo, grupo genético, grupo genético do touro, grupo
genético da vaca e dieta.

Quando observados efeitos significativos (P < 0,05) do genotipo com o
marcador, foi estimado o efeito de substituicdo alélica, calculado por meio da
substituicdo do efeito de gendtipo do marcador no modelo estatistico por
covariaveis representando a quantidade do alelo menos frequente (0, 1 e 2).



