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MARCADORES MOLECULARES E SEUS EFEITOS SOBRE
CARACTERISTICAS QUANTITATIVAS DE BOVINOS DE CORTE

Autor: Mauricio Borges
Orientador: Luiz Ricardo Goulart

RESUMO

As mais recentes tecnologias da biologia molecular tornaram possivel
acessar a variabilidade genética ao nivel molecular, viabilizando o estudo de
ligag&o entre polimorfismos ao nivel do DNA com caracteristicas de importancia
econdmica em bovinos de corte e leite. Trés marcadores moleculares, x-caseina
(CSN3), B-lactoglobulina (LGB) e hormonio do crescimento (GH) foram
utilizados a fim de estudar os efeitos desses marcadores sobre crescimento e
engorda de gado de corte. Um total de 633 animais, sendo 325 vacas, filhas de
14 touros e 308 bezerros filhos de 8 touros, foram genotipados para cada
marcador por meio de PCR-RFLP, sendo os genétipos registrados para posterior
estudo de ligacdo com as caracteristicas quantitativas. Apds otimizacdo das
reacGes de amplificagdo para cada marcador, obteve-se 0s seguintes
parametros: CSN3 - 50 ng de DNA, 1 mM de MgCl,, 5 pmoles de dNTPs, 3
pmoles de cada “primer” e 0,75 U de Taq DNA polimerase, sob 94°C de
desnaturacéo inicial por 5, seguidos de 35 ciclos “a 94°C - 207, 60°C - 30" e 72°C
- 40", mais 5’ de extenséo final; LGB - 50 ng de DNA, 1 mM de MgCl,, 8 nmoles
de dNTPs, 3 pmoles de cada “primer”, 0,75 U de Tag DNA polimerase, sob 94°C -
5, 5 ciclos 95°C - 20", 60°C - 10” e 75°C - 407, 10 ciclos 95°C - 20", 60°C - 10”
subtraindo 0,5°C/ciclo e 75°C - 40” mais 20 ciclos 95°C 107, 55°C - 107,
adicionando 1/ciclo, 75°C - 40", acrescentando 1’/ciclo e extensé&o final 75° - 5
GH - 50 ng de DNA, 1 mM de MgClI2, 8 nmoles de dNTPs, 8 pmoles de cada
“primer” e 0,75 U de Taq DNA polimerase, sob 35 ciclos & 94°C, 62°C e 72°C - 1
cada. As frequiéncias génicas médias observadas nos bezerros foram 0,85 e 0,15
para os alelos A e B da CSN3, respectivamente; 0.30 € 0,70 para os alelos Ae B
da LGB, respectivamente; 0,37 e 0,63 para os alelos C e D do GH,
respectivamente. Nas vacas as freqiiéncias encontradas foram 0,84 e 0,16,

respectivamente, para os alelos A e B da CSN3; 0,29 e 0,71 para os aleios A e B



da LGB, respectivamente e 0,32 e 0,68, para os alelos C e D do GH. Nos
bezerros Nelore houve desvio de equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo este
atribuido a deriva genética. A associagdo dos gendtipos de cada marcador com
as caracteristicas quantitativas foi testada por trés modelos estatiticos, sendo que
o primeiro (modelo | - analise de variancia univariada) e segundo (modelo Ii -
substituicdo alélica - regresséo linear) desconsideram o efeito de touros,
enquanto que no terceiro utilizou-se comparacdo entre gendtipos agrupados
dentro de familias (modelo lll). Nos modelos | e Il os efeitos de touro e gendtipo
ficaram confundidos, mostrando associagbes entre genoétipos e caracteristicas
guantitativas significativas. Entretanto a analise dos dados por familia (modelo III)
resultou na auséncia de associacdo, mostrando que nas familias analisadas o
polimorfismo existente nos trés marcadores n&o estdo ligados as caracteristicas

quantitativas estudadas.



1. INTRODUGAO

A demanda crescente de produtos de origem animal, a maior exigéncia
do mercado consumidor e a grande concorréncia associada ao elevado custo de
produgéo, tém obrigado os produtores de carne bovina intensificar a producdo
para permanecerem competitivos no mercado. Na era da informatica e crescente
utilizac&o de modelos estatisticos pela genética quantitativa, predizendo o valor
genético dos individuos, emerge uma nova tecnologia a partir do
desenvolvimento da genética molecular, trazendo novos conceitos que nesse
momento devem ser assimilados por produtores e técnicos. A primeira, que ja
estd bem estabelecida trouxe conceitos, tais como, diferenca esperada na
progénie e valor genético de reprodutores, importantes na selegéo baseada em
dados mais concretos. A segunda, definida como o estudo individual dos genes,
suas estruturas e fungbes, com grandes perspectivas, vem complementar a
primeira.

As diferengas genéticas entre os individuos que s&o fornecidas como
resposta da utilizacdo da genética quantitativa, séo nada mais que a diferenga
nas freqiéncias alélicas para os diferentes genes que constitui o gendtipo do
individuo. Partindo desse ponto de vista, as diferencas s&o geradas pela
constituigdo genética de cada individuo dentro da populagéo, seja por meio de
efeito genético aditivo ou combinacéo de alelos, através de suas relagbes de
dominancia e epistasia.

A genética molecular é o estudo dos genes individuaimente, sua
estrutura e funcéo, envolvendo conhecimentos de bioquimica e fisiologia. O
estudo da acéo génica ao nivel molecular tem demonstrado que o0 genoma bovino
é compreendido de um numero finito de genes e gue relativamente poucos loci
influenciam muitas caracteristicas quantitativas. Pelo menos teoricamente €
possivel qUe POUCOS genes possam ser responsaveis pelas diferengas genéticas
observadas entre os animais para algumas caracteristicas guantitativas. Tais loci
sa0 referenciados como loci de caracteristica quantitativa (QTL). Variacdo em

genes especificos pode ser responsavel por uma grande fracdo da variancia




genética total (combinac&o da variancia genética aditiva e ndo aditiva). Tais
genes sao denominados genes principais (“‘major genes”). A existéncia de genes
principais influenciando caracteristicas quantitativas tém sido documentadas em
bovinos e suinos, principalmente pela hipertrofia muscular.

Dentre os passos dados para a localizagéo de genes principais, o
primeiro foi dado pelo Projeto do Mapeamento do Genoma Bovino, que objetiva
fornecer a localizacdo de marcadores moleculares para estudos de associacdo
entre eles e caracteristicas de importancia econdmica. O segundo é uma
consequéncia do primeiro, através do estabelecimento de projetos para estudos
de associagdo génica, partindo das informagdes geradas pelo mapeamento
genético bovino. Existem dois procedimentos que normalmente s&o adotados: o
primeiro é a utilizacdo de marcadores altamente polimorficos, conhecidos como
microssatélites, dispostos ao longo de cada cromossomo bovino, para entdo
associar, por métodos biométricos, tais marcadores com caracteristicas
quantitativas. A segunda alternativa é a utilizagdo de marcadores com efeitos
fisiolégicos sabidamente importante (genes candidatos) e que possuem algum
polimorfismo ao nivel do DNA (previamente mostrado pelo mapa genético
bovino), tentando entdo, associar esse polimorfismo a variagéo de caracteristicas
quantitativas.

A utilizacdo de polimorfismos ao nivel do DNA fornecido pelo mapa
genético bovino envolve o conhecimento de técnicas de biologia molecular,
principalmente a reagio em cadeia da polimerase (PCR). Esta envolve inimeros
procedimentos que até o momento ndo séo completamente explicados ou
entendidos, especialmente ao nivel da cinética enzimatica, desnaturacéo e
renaturacéo do DNA.

Os objetivos do presente trabalho foram padronizar a PCR de
marcadores moleculares dos genes da kappa-caseina (CNS3), beta-
lactoglobulina ( LGB) e hormdnio do crescimento (GH), caracterizar e associar 0s

polimorfismos dos mesmos com caracteristicas quantitativas em um rebanho de

bovino de corte.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Marcadores genéticos

Marcador genético pode ser definido como um segmento ;
cromossdmico que pode ser acompanhado através das geracdes, devendo
portanto ser informativo, e que esta ligado ou associado & alguma caracteristica
importante, sendo utilizado para identificar alelos daquele loci. O conceito de /
informacgéo se refere a necessidade do reprodutor ser heterozigoto, assim o?
segmento marcado do cromossomo pode ser acompanhado na segregacao.

O que indica que o marcador é ou ndo informativo & o polimorfismo, ou
seja diversas formas, que no caso de um marcador € 0 numero de alelos
existentes na populagdo. Um marcador altamente polimérfico possui varios alelos
e isto dita a sua importancia em estudos de ligagdo genética, pois maior sera a
informagdo do mesmo (maior a probabilidade de encontrar individuos
heterozigotos para o locus marcador). O primeiro passo € a descoberta de
marcadores polimérficos, em seguida & a associagéo estatistica de tais
marcadores com caracteristicas importantes (cor de pélo, presenga/auséncia de
chifres, alteragdes genéticas, produgéo de leite e carne, resisténcia a doencas, e
outras de ordem qualitativa ou quantitativa) e posteriormente localizagdo dos
genes, sendo tal procedimento denominado genética reversa (BISHOP et

al.,1995).
Ja ha algum tempo, pesquisadores tém se interessado pelo uso de

marcadores genéticos polimorficos, principalmente para identificacéo de
paternidade e como auxilio a selecdo, quando ligados as caracteristicas de
importancia econdmica. Até recentemente, focalizava-se o uso de grupos
sanguineos e proteinas séricas, que eram Uteis para identificacdo de paternidade

mas desapontava como critério de selecdo, devido & baixa informagao, custo e

tempo demandado (KENNEDY et al., 1990).



O desenvolvimento de marcadores genéticos a nivel de DNA surgiu a
partir da descoberta, no inicio dos anos 70, de um grupo de enzimas
(endonucleases) que eram capazes de cortar a molécula de DNA em um grande
numero de sitios especificos para cada individuo. Cada sitio de corte é definido
por uma sequéncia especifica de nucleotideos de 4 a 8 pares de bases (pb) e
cada enzima tem sitios particulares de restricdo (SOLLER, 1990).

Polimorfismo por fragmentos de restricdo (RFLP) s&o produzidos a
partir de cortes do DNA gendmico por endonucleases, que reconhecem
sequéncias especificas de DNA e o corta naquele sitio. Existem usualmente
centenas ou milhares de sitios de reconhecimento ao longo do genoma para cada
endonuclease. O corte do DNA com endonuclease produz muitos fragmentos de
variados tamanhos, os quais podem ser separados por meio da eletroforese em
gel de agarose. Uma sonda marcada com P* produzida & partir de um clone
especifico de DNA ou RNA (fragmento de um gene ou regido do genoma
conhecida) pode ser entdo hibridizada com o DNA cortado por enzima de
restricdo marcando os locais polimorficos (SOUTHERN, 1975). Existe
consideravel polimofismo no comprimento de fragmentos marcados como
resultado de mutagdes, incluindo troca de bases, insergoes e delegdes nos sitios
de reconhecimento, causando perda ou criagdo de sitios, que sao entéo
diferenciados através da exposicio dos fragmentos hibridizados com a sonda a
um filme de raio X. Se um individuo tiver um sitio de restricdo na regiao
complementar & sonda, essa marcara 2 fragmentos, enquanto que se outro
individuo n&o tiver aquele sitio de restricdo, a sonda marcara apenas um
fragmento. BOTSTEIN et al. (1980) foram pioneiros guando propuseram esse
método para identificacio de polimorfismos ao nivel de DNA, sugerindo seu uso
em estudos de ligacdo genética e construgio do mapa genético humano. Eles
reportaram que igual polimorfismo & extremamente freqlente no genoma e
poderia permitir a producdo de completo e saturado mapa gendmico humano.

RFLP n3o necessitam representar o gene de interesse, mas estar proximo a um

gene, o suficiente para mostrar ligagao.



Uma vez que RFLP sao identificados, podem ser examinados por
inlmeras propriedades estatisticas para analise de “pedigree”. Para estabelecer
um mapa de marcadores, andlise de genealogia podera usar tanto caracteristicas
qualitativas, quanto quantitativas. O modelo € ajustado para maximizar a
probabilidade dos parametros dados na estrutura de “pedigree” e observagdes.
Geneticistas comparam probabilidade de diferentes modelos calculando razées
de verossimilhanca. Quando a razao é 1000:1, significa que a disparidade de um
modelo é 1000 vezes maior que de outro, entéo o primeiro € aceito, comparado
ao Ultimo. O logyy da razdo de verossimilhanca (LOD “score”) € usualmente
reportado, onde “score” 1 a 2 & “interessante”, 2 a 3 é “sugestivo” e > 3 € a
“prova” do fendmeno em questdo. Considera-se que 150 marcadores polimérficos
seriam necessarios para saturar o genoma humano de 33 Morgans de
comprimento, considerando RFLP espacados & cada 20 cM (centiMorgans).

Ja que diferentes sondas de DNA podem ser testadas, mapas
genéticos podem ser construidos & partir de um ndmero diverso de marcadores
ligados ou muito proximos. Embora aplicagdes de marcadores de RFLP tenham
se iniciado no mapeamento genético de camundongos, ratos e humanos, alguns
avancos foram alcancados em animais domésticos como conseqliéncia da
homologia, sintenia e conservagéo existente entre as espécies, decorrendo entao
que as sondas podem ser utilizadas entre espécies para localizag&o de regioes
que guardam alguma homologia (KENNEDY et al., 1990).

O uso de RFLP como marcadores, os quais tem a vantagem de serem
numerosos, dialélicos, codominantes, e herdados de forma Mendeliana, podendo
ser utilizados para estudo de efeitos pleiotropicos € de ligacdo, tem sido
considerado extensivamente em populagdes segregantes (BECKMANN &

SOLLER, 1983) trazendo esperangas para a aplicagdo pratica de marcadores
o animal (BECKMANN & SOLLER, 1987).

A associacdo de marcadores RFLP com QTL foram feitas por

SIMPSON (1989), e ROCHA et al. (1992). Segundo SIMPSON (1989), o
re no numero de individuos que s&o

genéticos polimérficos ao melhorament

coeficiente de consangtinidade interfe

necessarios para encontrar associacéo de RFLP com QTL, pois menor sera a



informagdo do marcador (menor a probabilidade de se encontrar individuos
heterozigotos) e ainda, quando a herdabilidade da caracteristica a ser medida for
alta poucos individuos por familia seréo requeridos.

ROCHA ef al. (1992) pesquisaram a associacdo estatistica de 5 loci
marcados por RFLP com 41 caracteres quantitativos de cinco racas bovinas de
corte dialélicas. Todos os RFLP detectados eram dialélicos, resultantes de
mutacdes ou mudancas estruturais. Para mapeamento dentro de populagdes
segregantes, marcadores dialélicos tem muitas limitacées devido a dificuldade
em tracar os alelos de geracdo a geragdo. Se um reprodutor € homozigoto, é
impossivel determinar qual dos dois alelos foi transmitido para sua progénie;
ademais, se o0 pai e a mae de um individuo forem ambos heterozigotos, néo sera
possivel determinar qual alelo é transmitido para a progénie, & partir dos
parentais. Problemas similares ocorrem quando utiliza-se RFLP dialélico para
mapeamento do genoma humano (SOLLER, 1990). A alternativa é utilizar
marcadores polialélicos (vérios alelos no locus), onde mesmo se o0s parentais
forem heterozigotos, mas para alelos diferentes, pode ser tracada a segregagéo
dos 4 alelos na progénie.

Estas limitagées podem ser eliminadas pela utilizagdo de marcadores
polialélicos (KASHI et al, 1990). Nestes casos muitos reprodutores serao
heterozigotos no locus marcado e alelos podem ser tracados do reprodutor até a
progénie, exceto onde os parentais s&o heterozigotos para os mesmos alelos.

Poucos sistemas de marcadores detectam loci que respondem a cortes
por enzimas de restricdo que tenham muitos tamanhos diferentes. Este
polimorfismo é devido a variacdo no nimero de repeticbes em tandem de uma
sequéncia curta de DNA. Através da utilizacdo de sondas contendo essas
repeticies e hibridizagdo da mesma com fragmentos de DNA previamente
cortado com enzima de restricdo gera um padrdo de bandas altamente
polimérfico, formando impressdes digitais do DNA. Como muitos individuos séo
heterozigotos no mesmo locus, estes marcadores podem fornecer informagéo de

ligacdo em quase todas familias. Entdo a um nivel populacional estes loci sdo



caracterizados por ndmero varidvel de repeticdes em tandem (VNTR), também
conhecidos como minissatélites (NAKAMURA et al., 1987).

Embora minissatélites detectem multiplas regides VNTR e sdo
excelentes ferramentas para identificagéo de parentesco (JEFFREYS et al., 1985
e GEORGES et al., 1988), elas n&o s&o ideais para estudos de ligacdo. Isto &
devido a dificuldade de combinar informagdes de ligagdo de diferentes familias,
porque geralmente ndo é possivel atribuir bandas hibridizadas a loci especificos
através de familias (JEFFREYS ef al., 1985). Isto €, com uma deteminada sonda
minissatélite, em diferentes familias, o mesmo locus tera bandas de diferentes
comprimentos, mas diferentes loci dardo bandas do mesmo comprimento.

Um ndmero de sondas minissatélites tem sido encontradas
determinando padrées de impressdes digitais do DNA no bovino. Estas incluem
as sondas minissatélites Jeffreys , a M13 (VASSART et al., 1987) e outras
(GEORGES et al., 1988). Como cada banda (ou duas) de uma impress&o do DNA
corresponde a um locus VNTR, os resultados obtidos com varias sondas
minissatélites sugerem a presenga de um grande numero de loci VNTR no
genoma bovino. E possivel, portanto, que as mesmas estratégias que tém sido
efetivas no isolamento de locus VNTR especificos no homem possam tambem ser
efetivas em bovinos.

O polimorfismo por amplificagdo de DNA & partir de “primers”
arbritarios, (INNIS et al, 1990; CARNWATH, 1994), também chamada de
amplificagdo ao acaso de DNA polimérfico (RAPD), utiliza um unico ‘primer”
especifico ou dois “primers” diferentes para produzir uma impresséo digital do
DNA gendmico via PCR. Nesta reagdo, os “primers” se associam a regioes
homélogas do DNA gendmico em dois sitios diferentes nas fitas opostas do DNA.
Nestes dois sitios, dentro de uma distancia amplificavel n&o superior a 2-3 kb, o
produto de DNA é produzido por meio de uma amplificagdo enzimatica
termociclica. A grande vantagem dessa técnica é nao precisar de informagéo
sobre a sequéncia de DNA a ser amplificada, entretando, produz resultados

poucos informativos para estudos de ligagéo genética devido ao seu modo

dominante de heranca e baixa repetibilidade da técnica.



Os requerimentos para a PCR sdo os desoxiribonucleotideos,
polimerase de DNA, “primers”, o DNA molde e uma solugdo tampzo contendo
magnésio. Polimorfismos podem ocorrer entre regides amplificadas ou nas
mudangas de base que altera a ligago do “primers”. O processo é rapido e
requer somente pequena quantidade de DNA (25 ng) e ndo necessita
radioatividade para visualizag&o.

A técnica de RAPD tem sido aplicada na construgdo de mapas
genéticos (REITER et al., 1992) e em estratégias, como a andlise de segregantes
em “bulk’, para detectar marcadores ligados a genes de resisténcia a doencas
de plantas (MICHELMORE et al., 1991).

Os marcadores por RAPD s&o usualmente dominantes porque os
polimorfismos s&o detectados como presenga ou auséncia de bandas. A delegdo
ou insercdo onde continha um sitio de homologia para um dos “primers” é
perdida, levando entdo a auséncia daguela banda no gel de agarose. Esses
marcadores possibilitam um método rapido para o fornecimento e analise de
populacdes (HU & QUIROS, 1991), cuja freqiéncia de polimorfismo dificilmente &
encontrada em outros métodos tais como eletroforese de proteinas ou
cromatografia liquida de preciséo.

Outra classe de marcadores que tém sido muito utilizada sao os
microssatélites que sdo regides do DNA que contém sequéncias repetitivas
simples de 2 bp, dispostas em tandem (por exemplo, GT-GT-GT...) e ocorrem
abundantemente no genoma de eucariotas (SOLLER, 1990; CRAWFORD et al.,
1991; HOLMES, 1994).

Microssatélites tém sido utilizados com sucesso como marcadores
para doengas genéticas. Podem também ser usados em testes de paternidade e
construcdo de mapas gendmicos (HOLMES, 1994).

Os microssatélites produzem uma grande variedade de marcadores
genéticos, como pdde ser demonstrado por CRAWFORD ef al. (1991) que
caracterizaram 5 microssatélites do genoma de ovinos.

Pesquisas desenvolvidas nesse setor tém procurado otimizar o uso de

microssatélites como marcadores, atuando sobre a praticidade e redugéo do



custo da técnica. Como os microssatélites s&o seqiidncias mais curtas que VNTR,
eles s&o mais faceis de clonar e seqlienciar. Novos microssatélites podem ser
clonados diretamente do DNA gendmico ou DNA de cromossomos especificos.
Bibliotecas gendmicas s&o geradas em vetores por ligagdo com DNA gendmico
cortado com enzimas de restricdo (Sau3Al ou uma combinacdo de Alul, Rsal e
Haelll), entédo os microssatélites s&o procurados através da hibridizacdo com
sondas  oligonucleotidicas simples repetitivas e o0s clones positivos sao
sequenciados (HEARNE ef al, 1992). Aléem do .seqlenciamento da regido
repetitiva, as extremidades especificas 5 e 3’ do clone, que n&o séo repetitivas,
podem ser usadas para desenho de “primers” que serdo entdo utilizados para
amplificacdo de uma regido especifica contendo um microssatélite. A diferenca
entre os individuos é detectada pela variagdo no numero de repeticdes, sendo
usualmente t&o pequenas quanto 2 bases se a unidade repetitiva € de 2 bases, 3
bases se for de 3 e assim por diante.

A taxa de mutacéo de microssatélites é estimada entre 5x 10*e 107,
o qual é baixa, portanto permite o seu uso em estudos de ligagao e associagao
de doencas genéticas e outras caracteristicas qualitativas ou quantitativas desde
que exista desequilibrio de ligagéo entre o marcador e o locus candidato.

A tecnologia da PCR permitiu um grande avango no mapeamento do
genoma humano e todas as outras espécies. Sem a PCR seria impossivel o
conhecimento de marcadores altamente polimorficos, como os microssatélites, e
até hoje estaria sendo utilizado polimorfismo gerado por isoenzimas e outras
proteinas através de eletroforese. Como a metodologia, apesar de simples,

envolve diversas dificuldades a técnica em si sera abordada com maior detalhe

no préximo item.

2.2. Reagio em cadeia da polimerase (PCR)

PCR & um método de sintese enzimatica in vitro de uma sequéncia
definida de DNA; a reacéo usa dois “primers” que hibridizam as fitas opostas que
flanqueiam a sequéncia de DNA alvo a ser amplificada. A extens&o dos “primers”

é catalizada pela Tag DNA polimerase, uma polimerase de DNA termo-estavel,
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que é isolada de uma eubactéria termofilica Thermus aquaticus. Uma série
repetitiva de ciclos envolvendo desnaturagdo do DNA molde, anelamento de
‘primers” e extensdo deles pela Taqg DNA polimerase, resulta em um actmulo
exponencial de um fragmento especifico de DNA. As extremidades dos
fragmentos sdo definidas pelo término 5 dos “primers”. Como o produto da
extenséo dos “primers” acumula, & cada ciclo e pode servir como um molde para
o proximo ciclo, o nimero de cdpias alvo dobra aproximadamente cada ciclo
(BOEHRINGER MANNHEIM BIOCHEMICA, 1995).

Apesar da simplicidade que envolve a metodologia da PCR o processo
que ocorre ao longo da reag&o € muito complexo, pois envolve conhecimento de
cinética enzimatica e desnaturagdo/renaturacdo de &acidos nucleicos. Portanto,
diversos trabalhos s&o realizados na tentativa de elucidar os problemas inerentes
a toda reagdo de PCR que envolve concentragéo de reagentes, temperaturas e
tempo adequados para cada amplificagéo.

A primeira amplificacdo enzimatica de uma sequéncia especifica foi
realizada por SAIKl ef al. (1985) para diagnostico da anemia falciforme em
humano. Naquela ocasido a DNA polimerase utilizada foi a DNA polimerase | de
E. coli, que tinha de ser adicionada & cada ciclo de desnaturagéo. Apesar das
limitagbes da técnica na época, concluiram que a produtividade da amplificagao
poderia ser medida como (1 + X)", onde X é a eficiéncia média por cicloe n é o
numero de ciclos. Apds 20 ciclos de amplificacéo chegaram a uma eficiéncia de
85% o que representou uma amplificagdo de 220000 vezes (1,85%) o nlimero de
copias iniciais. N3o obstante ao numero de copias duplicadas a visualizagao
ainda era feita utilizando uma sonda marcada radioativamente.

SAIKI et al. (1988) trouxeram grande contribuicdo para o avango da
PCR por meio da utilizagdo da Tag DNA polimerase nas reagdes de amplificagao.
Por se tratar de uma enzima termo-estavel aboliu-se a necessidade de reposigéo
da DNA polimerase & cada ciclo de desnaturag&o do DNA. Ademais contribuiram
muito para o estudo da cinética enzimética e otimizagao das reagdes de PCR.
Seus resultados mostraram que a eficiéncia da amplificagéo cai de 87% com 20

ciclos para 61% com 35 ciclos. Como somente a partir do terceiro ciclo surge uma
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molécula alvo (delimitada pelos 2 “primers”) a produtividade pode ser calculada
como [(1+X)"-(2+2(n-1)], onde X é a eficiéncia de amplificaggdoe né o
numero de ciclos. Portanto em 20 ciclos se tem 273.381 vezes o nimero de
copias iniciais, enquanto que em 35 ciclos 17.334.204 vezes. Concluiram que a
sensibilidade da Taq polimerase foi suficiente para amplificar uma Unica molécula
diluida em 10° a 10° células (0,6 copia do gene da B-globina em 2 ug de DNA -
equivalente a 600.000 copias do gene diluido 10° ). Partindo de 15.000 copias
iniciais (50 ng de DNA gendmico) em um alvo de 1 kb (1000 pares bases) teria-se
0,017 pg (3,33 pg/cdpia x 15.000 + 3 x 10° x 1000 bases) do alvo (dificiimente
detectavel mesmo com sonda marcada com P%), que apés 35 ciclos de
amplificagdo seria entdo 0,017 x 17.334.204 = 289 ng do alvo o que seria
possivel visualizar em gel de agarose corado com brometo de etidio. Mostraram
ainda que o tempo de extensdo e quantidade de Tag polimerase influenciam a
especificidade da enzima. Quanto maior o tempo de extens&o e quantidade da
enzima pior a especificidade da reacao. Reportaram que a temperatura de
anelamento afetava a especificidade da Taq polimerase, onde o aumento da
temperatura diminuiu o aparecimento de produtos inespecificos.

INNIS et al. (1988) mostraram que a Tag DNA polimerase é muito
rapida e ativa. Dentro de 2 minutos a 70°C ela foi capaz de replicar 7,25 kb,
equivalente a uma taxa de extensdo de 60 nucleotideos por segundo. A Tag DNA
polimerase retém atividade significativa em temperaturas baixas, sendo que a
taxa de extenséo foi de 24, 1,5 e 0,25 nucleotideos por segundo & 55°C, 37°C e
22°C, respectivamente.

Otimizacdo da PCR envolve teste de diferentes variaveis, uma das
quais é a temperatura de anelamento dos “primers” (T.). Se a temperatura de
anelamento & muito baixa, nenhum produto especifico € amplificado, causando o
aparecimento de bandas multiplas no gel. Se a T, € muito alta, a produgéo do
produto desejavel e algumas vezes a pureza € reduzida devido ao pobre
anelamento dos “primers”. Também & fundamental a estrutura dos mesmos,
evitando-se utilizar “primers” que anelam em si proprio permitindo formagéo de

estruturas em “U” (“hairpin”) ou pareamento com o par formando estruturas
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compostas de pareamento de “primers” (“dimeros”), conforme discutido por
LOWE et al. (1990), WANG et al. (1994) e ROUX (1995).

RYCKLIK et al. (1990) examinaram a T, que maximizava o produto
desejavel, apresentando um método para deteminacdo da T, 6tima, baseado no
calculo da temperatura de fusdo (T,,) do par “primer “-DNA molde menos estavel

e do produto amplificado. Desenvolveram a seguinte formulacé&o empirica:
Taopt - 0,3 Tm"primer . + 0,7 Tmproduto _ 1479

na qual T,™™ " & o Tm calculado do par “primer “-DNA molde menos
estavel e T, & a Tm do produto da amplificacdo. O célculo da T,,™™" "

resultou do modelo “nearest - neighbor” de acordo com a equagéo abaixo:
T P™e " = AH/ {AS + R x In(c/4)} - 273,15 + 16,6 log [K']

onde AH e AS sdo, respectivamente a entalpia e entropia para
formacao da hélice, R é a constante molar dos gases (1,987 cal/°C x mol), c € a
concentracdo molar de DNA, determinado empiricamente como 250 pM, ja que a
variagdo da concentracdo de DNA na PCR varia & cada ciclo. [K'] é a
concentracéo de ions K* na PCR que & 50 mM. A T,”°"* foi calculada através
da formula:

TP = 0,41(%G + %C) + 16,6 log[K'] - 675/ + 81,5

onde | é o comprimento do produto amplificado em residuos de
nucleotideos.

As equacdes para célculo de T, tém sido incorporadas em diversos
“softwares” especializados para selegdo de oligonucleotidos de uso em PCR.
RYCHLIK et al. (1990) criaram o programa OLIGO que utiliza as equacgdes acima
para deteminar a T.”. Outro programa para sintese de ‘primers” para PCR foi

desenvolvido por LOWE et al. (1990).
Outro fator importante na otimizagéo da PCR é o tempo de cada um

dos passos que compdem um ciclo de amplificagéo. WITTWER et al. (1990)



mostraram, que utilizando um termociclador com sistema de aquecimento por ar e
amplificac&o em tubos capilares, a transferéncia do calor era répida ao ponto de
se fazer uma reagéo com 30 ciclos em 15 minutos. Concluiu que o passo limitante
é o tempo de extensé&o, que depende do tamanho do fragmento e atividade da
DNA polimerase, enquanto que o anelamento e desnaturagdo ocorrem muito
rapidamente, desde que a amostra atinja a temperatura ideal. WITTWER &
GARLING (1991), compararam a amplificagdo utilizando termociclador de ciclo
rapido e o tradicional com aquecimento por piaca, mostrando que o ponto critico
do ultimo é o tempo que leva se leva para atingir a temperatura de anelamento a
partir da temperatura de desnaturagéo (tempo de salto), onde quanto maior esse
tempo, maior o aparecimento de fragmentos multiplos na rea¢éo de amplificac&o.

Outros fatores que podem interferir na produtividade da reagéo de
amplificagdo é a presenca de agentes inibidores e a concentragdo de MgCl..
ROUX (1995) descreve alguns agentes inibidores, incluindo detergentes idnicos
(SDS e Sarkosyl, usados na extracdo de DNA), fenol, heparina, xylene cyanol e
bromophenol blue. Proteinase K pode digerir a Taqg polimerase, mas é
prontamente inativada a 95°C por 5 minutos. O mesmo autor sugere manipuiar a

concentragéo de MgCl, desde 0,5 mM até 5 mM em incrementos de 0,5 mM.

2.3. Construgdo de mapas genéticos

Apos a obtencdo de marcadores polimérficos o proximo passo € a
construcdo de mapas genéticos ou de ligacio. Mapas genéticos s&o construidos
por analise de ligagéo, isto é, as relagbes de ligagéo meidtica dos loci génicos em
estudo. Isto envolve a estimacéo da frequéncia de recombinacéo entre os loci
(posicbes dos genes no cromossomo) e observagdes genealdgicas de uma
familia. A unidade no mapa que expressa distancia genética associado com 1%
de recombinagdo é denominada um centimorgan (cM). Uma taxa de
recombinacéo de 1% é baixa e loci separados por 1 cM sé&o altamente ligados,

entretanto & uma distancia fisica estimada de 1 milh&o de bases (FRIES, 1993).
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Para uma analise de ligagdo envolvendo 2 loci, um animal deve ser
duplamente heterozigoto, isto é, deve ter 2 alelos diferentes em cada um dos 2
loci examinados, assim cada alelo, que o animal transmite a sua progénie, pode
ser identificado. Além da heterozigose deve existir desequilibrio de ligacéo entre
os loci, de modo que um alelo marcador esteja presente mais freqlentemente
com um dos alelos da caracteristica (outro loci), detectando assim uma
associacdo entre os loci. Em casos extremos de equilibrio um alelo marcador
aparece sempre junto com um dos alelos da caracteristica sob estudo.

Dessa forma marcadores podem ser usados rotineiramente como um
meio de identificar animais que s&o heterozigotos para uma caracteristica
recessiva simples em uma populagdo. A habilidade de diferenciar entre normal e
portador (carreador) pode permitir a eliminagé@o de defeitos indesejaveis por meio
de selegdo. Um marcador encontrado que estiver estritamente ligado ao gene
anormal pode ser usado como um ponto de partida para caminhar ao longo do
cromossoma até o gene anormal e isola-lo. Esta técnica é chamada genética
reversa, porque ela permite isolamento de um gene sem conhecimento prévio da
proteina que aquele gene produz (NICHOLAS, 1996).

A aplicacdo de marcadores hipervariaveis em mapas genéticos é
possivel quando existem alelos que podem responder & selegdo por determinar
cosegregacdo de marcadores que estéo estritamente ligados a caracteristicas de
importancia econdmica. Por exemplo, os marcadores podem ser usados para
pesquisar alelos que afetam resisténcia a doenga. Fatos tem sido comprovados
em avicultura, onde um fragmento polimérfico de impressdo do DNA foi
encontrado ser cosegregante com resisténcia a doenga de Marek em uma
linhagem de frangos (TROYER et a/., 1990).

A construcdo de um mapa genético do bovino iniciou-se em 1989,
sendo uma colaboracao de diversos paises e centros de pesquisas. Atualmente

s3o 15 familias referéncia, num total de 347 individuos, distribuidas em pelo

menos 5 instituicbes:
¢ CSIRO - na Australia;
+ Texas A&M University - EUA;
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¢ ILRAD - Kenya;

¢+ INRA - Franga;

¢ USDA MARC - EUA.

O grupo envolvido na construgdo do mapa genético é muito maior
incluindo diversas universidades na Europa, Israel, EUA, Africa e Australia. O
objetivo inicial é saturar o genoma bovino com marcadores altamente polimorficos
e como conseqlUéncia associar tais marcadores com caracteristicas de
importancia econdmica e localizar os genes importantes.

Os mais recentes mapas genéticos do bovino reportam uma saturacéo
do genoma com 746 (BARENDSE ef al., 1997) e 1250 polimorfismos (KAPPES ef
al., 1997). BARENDESE et a/. (1997) registraram um comprimento médio de 3532
cM, que comparado ao tamanho do genoma bovino de 3699 cM, equivale a 95%
de saturacdo do mesmo. A distancia média entre marcadores nesse mapa € 5,3
cM, sendo que 32% estdo & menos que 5 cM, 67% menos que 10 cM e 4% a
mais de 20 cM, o que representa 470 ¢cM ou 13,6% do comprimento do mapa. O
mapa de ligagao citado por KAPPES ef al. (1997) cobre aproximadamente 2990
cM do genoma num intervalo médio de 2,5 cM. Heterozigose foi determinada para
todos microssatélites, sendo em média 40,2, 42,5, 59 e 76% para linhagem pura
consangilinea de Bos Taurus, linhagem pura n&o consangliinea de B. Taurus, F4
B. Taurus e F, Bos indicus/B. Taurus, respectivamente. Uma escala relativa (1-5)
indicando facilidade de identificagdo foi implementada em 802 marcadores
genotipados para identificar aqueles adequados para examinar o genoma em
estudos de QTL. Este “score” esta acessivel via “World Wide Web” no enderego
http://sol.marc.usda.gov/. Oitenta e cinco porcento (683) e 7% (59) foram
classificados como marcadores primarios (1 e 2) e secundarios (3),
respectivamente. Os 7% remanescentes s&o considerados dificeis (4 e 5) e
podem somente ser usados quando ambos parentais s&o genotipados além da
progénie.

Ambos mapas representam um consideravel melhoramento da
resolucdo do mapa bovino que aumenta a probabilidade de detecgdo de QTL e

subsequiente selegéo assistida por marcadores (MAS) e clonagem posicional.
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Atualmente representa o quarto genoma mais bem mapeado, apés o humano, o
camundongo e o rato, tanto em termos de genes, quanto polimorfismo andnimo

de DNA (microssatélites).

2.4. Mapeamento de caracteristicas quantitativas

O passo subsequente apds o estabelecimento de um mapa genético
saturado €& a utilizaggdo do mesmo para estudos de associagdo com
caracteristicas de importancia econdmica. O mapeamento de caracteristicas
quantitativas envolve um ndmero de procedimentos estatisticos e recursos
computacionais que seréo abordados nesse item.

Muitas caracteristicas dos individuos mostram uma continua variacdo
na progénie de especificos parentais. A analise dessas caracteristicas, chamadas
métricas ou quantitativas, exige o uso de méetodos biométricos os quais assumem
que a variacdo é causada pelas influéncias de ambiente em varios loci génicos,
bem como interagdes do tipo gendtipo-ambiente (GELDERMANN, 1975).

Caracteristicas quantitativas envolvem a atuagéo de polialelos que
contribuem com efeitos dos mais diversos na expresséo das caracteristicas, onde
cada locus tem um efeito muito pequeno na caracteristica. N&o se observa clara
dominancia e o fendtipo sofre uma grande influéncia ambiental. Nestes casos
também procura-se determinar a ligagéo entre a caracteristica de importancia
econdmica e o segmento cromossdmico especificamente marcado, por meio de
testes biométricos.

A transmissdo de cromossomos dos parentais a progénie pode ser
acompanhada por meio de marcadores genéticos. A progénie de um parental
dipldide - considerando um locus heterozigoto marcado - pode ser subdividida em
duas classes, uma classe da progénie recebendo um alelo enquanto a outra
classe recebe outro alelo. Se os genes para uma caracteristica quantitativa
estiverem ligados & um marcador e o parental tem alelos com efeitos diferentes, €
altamente provavel que as duas classes também diferirdo nesta caracteristica.

Quando n3o existe nenhum “crossing-over” ou recombinagéo entre o marcador e
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o(s) gene(s) para a caracteristica quantitativa, cada uma das duas classes serao
homogéneas para aquele carater especifico. Por outro lado, se dentro de uma
classe de progénie ocorrer crossing-over entre os loci para a caracteristica
guantitativa e o marcador, uma distribuicido heterogénea dos valores
correspondentes ao carater sera esperada dentro das duas classes de progénie
(GELDERMANN, 1975). Se os alelos de dois ou mais genes s&o considerados
simultaneamente, estudos de parentais e progénies darédo informagbes sobre a
localizag@o dos genes nos cromossomos (GELDERMANN, 1976).

Estudos de ligacdo entre marcadores e QTL em populagdes
segregantes e consanglineas tém sido feitos por diversos autores (SOLLER et
al., 1976; SOLLER & HAZAN, 1977; SOLLER & GENIZI, 1978; WELLER, 1986;
LANDER & BOTSTEIN, 1989; WELLER ef al,, 1990; HALEY & KNOTT, 1992;
MACKINNON & GEORGES, 1992; DODDS et al., 1993; SMITH & SMITH, 1993).

SOLLER & HAZAN (1977) preveniam que os geneticistas tinham que
encontrar meios para detectar aumento do nimero de marcadores bioquimicos e
outros tipos de marcadores economicamente Uteis para plantas e animais.
Entretanto, atualmente o nimero de marcadores polimorficos é suficiente para
estudos de ligagdo, conforme mostrado nos 2 trabalhos que relatam o estado do
mapa gendmico bovino (KAPPES et al., 1997, BARENDESE et al., 1997).

SOLLER & GENIZI (1978) propuseram uma metodologia para avaliar
poder de teste estatistico (baseado na razédo-F) para detecgéo de ligagdo entre
um locus marcado e um locus afetando uma caracteristica quantitativa, em
populagdo segregante de meio-irmaos e irmaos-completos. Nesse trabalho
mostraram que o teste de hipdtese Ho: 81 = 8= 85...=0, onde 8123... é a diferenca
do valor quantitativo da progénie que recebeu os dois alelos alternativos do

marcador & partir de um pai heterozigoto, poderia ser testado por uma analise de

variancia como:

F = (SSu/N)/[SSw/2N(n - 1)]

onde SS, = NS Vi - Vi -.)? ou NZ(Vir. - Viz)*/2 é a soma de quadrados
(SS) entre classe do marcador (entre progénie que recebeu o alelo A e B do pai)

dentro de familia, @ SSw = Zij«(Yik -—yi,-)2 é a SS dentro de classe de marcador
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(dentro do aielo A ou B recebido pelo pai) dentro de familia. A resposta obtida é
se existe alguma associac¢éo entre os loci marcador e quantitativo, sem entretanto
nos dizer nada sobre a posigéo ou distancia entre eles, nem o quanto estdo
ligados. A metodologia utilizadas por esses autores tem sido vastamente aplicada
ao estudo de associacdo entre marcadores e QTL.

Associacdes entre marcadores e caracteristicas quantitativas podem
ser estabelecidas através de um, dois ou multiplos loci marcadores. Sob uma
analise com um Unico marcador (“single-marker analysis”), a distribuicdo do valor
do carater é examinado separadamente para cada locus marcador (“marker
locus”’). Cada teste é entdo feito separadamente, independentemente da
informacéo de outros marcadores, sendo que com n marcadores, n analises com
marcador simples s&o realizadas. Essa € uma boa escolha quando o objetivo é
uma simples deteccdo de um QTL ligado ao marcador, sem fornecer qualquer
estimativa da posigdo e efeito do QTL. A desvantagem dessa metodologia é que
os efeitos fenotipicos do QTL s&o subestimados, a localizagdo do QTL n&o €
estabelecida e o nimero de progénie requerida para detecgéo do QTL € maior do
que necessario (LANDER & BOTSTEIN, 1989). Contudo a facilidade do método
de anélise de variancia, que pode ser efetuado em diversos pacotes estatisticos,
tem sido bastante utilizado.

Para efeito de clonagem posicional a estimativa do efeito e localizagao
do QTL é necessaria, de modo que a utilizagdo de diversos marcadores
dispostos ao longo do cromossomo séo indispensaveis. A posicéo pode ser entdo
estimada através dos marcadores que flanqueiam o QTL, sendo utilizado a
metodologia da maxima verossimilhanca (WELLER, 1986; LANDER &
BOTSTEIN, 1989) ou regressdo multipla (HALEY & KNOTT, 1992). Ambos
fornecem como resposta a localizagéo e efeito do QTL, sendo que o primeiro é
mais complexo e requer maior recurso computacional, enquanto que o segundo
pode ser usado mediante qualquer pacote estatistico.

O método de associar genética molecular com selegio artificial €
conhecido como selecdo assistida por marcadores (MAS). Pode-se derivar

indices de selecdo que maximize a taxa de melhoramento em caracteristicas
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quantitativas sob diferentes esquemas de MAS combinando informagées de
polimorfismos genéticos (marcadores de loci) com dados da variagéo fenotipica
entre os individuos. A eficiéncia de selecédo artificial pode ser aumentada
substancialmente utilizando MAS. O aumento da eficiéncia de selegdo a partir do
uso de marcadores de loci e o tamanho da amostragem necessaria depende
dos parametros genéticos e esquema de selegdo (LANDE & THOMPSON, 1990).

Para se obter razoavel poder estatistico na determinacao de QTL com
alelos de pequeno a médio efeito (menos que metade do desvio padréo
fenotipico), centenas ou até milhares de progénies devem ser testadas (SOLLER
et al., 1976;: SOLLER & GENIZI, 1978). Portanto para se obter grandes amostras
em experimentos desse tipo freqlientemente necessita-se de amostragem da
populagdo comercial existente (especialmente em animais) e ou populagbes de
campo expostas as condicdes de estresses do meio, que tem algum grau de
selecdo dentro da populagdo atuando sobre as caracteristicas e gendtipo a
serem medidos, introduzindo erros na amostragem experimental. O termo
populagéo refere-se a progénie derivada de um parental comum, isto €, progénie
constituida de meio irmdos em experimentos animais, F, ou progénie de
retrocruzamento em animais ou plantas (MACKINNON & GEORGES, 1992;
DODDS et al., 1993).

Dados provenientes de populagbes comerciais s&o afetados por
diversos fatores néo genético, como idade do animal, idade da mae, sistema de
manejo, estacdo de nascimehto e rebanho. Também, cruzamento direcionado,
selecdo e superposicdo de gerages contribuem com a complexidade dos dados.
Modelos lineares como BLUP (“Best Linear Unbasied Prediction”) acabou com
estas complicagdes quando existem registros de dados de parentesco e
fenotipicos. Novas metodologias para aplicagéo do BLUP em selecéo assistida
por marcadores foram desenvolvidas para melhoramento animal (FERNANDO &
GROSSMAN, 1989; CANTET & SMITH, 1991; SMITH & SMITH, 1993).

Associacdes de marcadores moleculares com QTL foi proposta
inicialmente para gado de leite onde diversos trabalhos tém sido desenvolvidos

(SOLLER & GENIZI, 1978, GELDERMANN, et al., 1985; KASHI et al., 1990).
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Estes trabalhos s&o aplicados principalmente para auxilio de selecéo de touros
em programas de teste de progénie. Em gado de corte o primeiro trabalho de
associagdo de marcadores moleculares com caracteristicas quantitativas, em
familias de meio-irmaos paternos, foi desenvolvido por BEEVER et al. (1989)
onde encontraram efeitos significativos em dois dos seis marcadores utilizados.l
Entretanto o projeto mais bem elaborado em gado de corte estd sendo
desenvolvido pela Texas A&M University, no “The Angleton Project” (TAYLOR et
al., 1996), que teve inicio em 1989 e esta previsto o término da coleta de dados
em 1997. Esse projeto tem como objetivo principal identificar QTLs responsaveis
por variagdo em crescimento e caracteristicas de carcaga, utilizando uma grande
familia de irm&os completos (640 animais) composto de % Angus x Vs Brahman e
Y2 Angus x % Brahman, gerados por muitipla ovulagéo e transferéncia de
embrides. Espera-se que num periodo de 2 a 5 anos consigam identificar os
genes responsaveis pelas associacoes encontradas para entdo comercializarem

o teste. Os resultados desse projeto e alguns outros trabalhos, sdo mostrados na

Tabela 1.
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TABELA 1
Sumario de experimentos que encontraram algum grau de associagdo entre marcadores
moleculares e caracteristicas de importancia econdmica em bovinos.

Cromossoma Caracteristicas Gene Candidato *
ou marcador

Referéncias

1 # Presenca/auséncia de chifre POLL

TAYLOR et al,, 1996
# Peso vivo e gordura

- TAYLOR et al., 1996
# Peso nascer direto e materno, ganho pds desmame PIT1 MOODY et al,, 1996

# Producdo de leite, % de gordura e proteina no leite - GEORGES et al., 1994

2 # Taxa crescimento MH TAYLOR et al., 1996

# Area olho lombo e rendimento de carcaga MYL1 TAYLOR et al., 1996
3 # % Gordura no leite - HOESCHELE et al., 1997
4 # Contagem de células somaticas - HOESCHELE et al., 1997
5 # Peso nascer direto e materno, ganho até desmama IGF | MOODY et al., 1996

direto e materno, ganho pds desmame

6 # Caract. Crescimento - BEEVER et al,, 1997
# Produgdo de leite, % de gordura e proteina no leite - HOESCHELE et al., 1997
# Peso nascer direto e materno, ganho até desmama CSN3 MOODY et al., 1996

direto e materno

# Producdo de leite, % de gordura e proteina no leite - GEORGES et al., 1994

7 # Maciez carne CAST TAYLOR et al., 1996
# Taxa ovulaga@o - KAPPES, 1996
9 # Producgo de leite, % de gordura e proteina no leite - GEORGES et al.,, 1994

10 # Produg&o de leite, % de gordura e proteina no leite - GEORGES et al., 1994



continuagao

Cromossoma

Canracterigticas

Gene Candidato
oumarcador

Referéncias

11

12
14
18

19

20

21

23

27

# Peso ao nascerdireto, matemo e
ganho até desmama direto

# Caracteridicasde Crescimento
# Peso a0 hascere crescimento pésdesmama

# Corpelagem vemelha/preta
# Caract. Crescimento

# Txa crescimento

# Caracteridicasde crescimento

# Peso ao nascermatemo, ganho até a desmama
matemo e ganho pésdesmame

# Podugdo de leite, gordura e proteina

# % de gordura e proteina no leite
# Poducdo de leite, % de gordura e proteina no leite

# Peso a0 nascere crescimento até desmama
# Caract. Crescimento

# Caract. Crescimento
# Facilidade Paro

# Facildade Parto

LGB

GH

GH

EM203
BV1443

MOODYetal., 1996

BEEVERet al,, 1997
HEWZEL et al,, 1997

KAPPES, 1996
BEEVERet al,, 1997

HEVEL et al., 1897
BEEVERet al,, 1997
MOODYet al.,, 1996

YAO etal., 1996

HOECHE Eet al., 1997
GEORGESet al,, 1994

HEZEL et al.,, 1997
BEEVERet al., 1997

BEEVERet al., 1997
ASHWELL et al., 1997

ASHWHL et al.,, 1997

* POLL (polled); P! (pituitary transcription factor 1); MH (muscular hipertrophy); MYL1 (myacin fight chain 1); IGF 1 (nsulin-fke growth factorl);

CS\3 (appa-casein); CAST (calpadtatina); LGB (lactoglobulin-beta); M$R (melanocyte stimulating hormone receptor); GH (growth homone);
EM203 e BMi1443 (microssatélites).

22
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Populacgdo e obtencédo de dados quantitativos

Para realizagéo deste trabalho utilizou-se animais provenientes do
rebanho bovino da Granja Rezende S/A, que utiliza parte para produgéo de
Nelore e parte para cruzamento com touros europeus (Aberdeen Angus e
Simental), sendo que a inseminagéo artificial é pratica rotineira do manejo
reprodutivo. Adota-se um método de avaliacdo genética baseada na
metodologia dos modelos mistos com modificagdes (BRITO & FRIES, 1994). A
tendéncia genética estimada no rebanho Nelore para o ganho de peso do
nascimento ao desmame (GND) foi 1,881 kg/ano (de 1985 a 1995),
correspondendo & 1,267% da média fenotipica da caracteristica (148,47 kg).
As contribuicGes dos pais foram de 1,83 e 0,05 kg para touros e vacas,
respectivamente (SANCEVERO, 1995). Por outro lado, a tendéncia genética
para ganho de peso pos-desmame (GPD) foi estimada em 0,945 kg/ano (de
1987 a 1996), o que corresponde a 1,457 % da meédia fenotipica da
caracteristica (64,8618), sendo 0,866 kg e 0,0294 kg de contribui¢éo de touros
e vacas, respectivamente.

O rebanho é dividido em Nelore e cruzamento, sendo que no
primeiro as vacas sdo acasaladas, por inseminagéo artificial (1A), com touros
Nelore provados, levando em consideracdo a genealogia dos animais
evitando-se consanguinidade acima de 25%. No cruzamento, na primeira fase,
vacas Nelore sdo inseminadas com Aberdeen Angus e Simental, para
producdo de fémeas com alta habilidade materna. Numa segunda fase do
cruzamento touros Limousin sdo acasalados com fémeas oriundas da primeira
fase, produzindo animais % europeu para terminacdo (SANCEVERO, 1995).

O programa de melhoramento genético adotado tem como objetivo
desenvolver um sistema de selecdo capaz de avaliar as principais

caracteristicas genéticas de importancia econdmica. Sao avaliados as
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caracteristicas de peso ao nascimento (PN), ganho de peso do nascimento ao
desmame (GND - 205 dias), ganho de peso p6s - desmame (GPD - 365 dias) e
perimetro escrotal (PE). Todas as informagbes necessarias para a avaliagcéo
genética sao colhidas ao longo do ciclo de produg&o e o rebanho é avaliado
como Unico (através de corregbes para heterozigose). A avaliagéo genética
dos animais é feita independentemente para cada caracteristica estimando-se
a diferenca esperada na progénie (DEP) de touros, vacas e produtos para
peso ao nascimento (PN), ganho de peso do nascimento ao desmame (GND),
ganho de peso pds-desmame (GPD) e perimetro escrotal (PE), sob um modelo
descrito adiante. As DEPs de touros s&o obtidas usando o seguinte modelo
genético aditivo, conforme descrito por BRITO & FRIES (1994),

compreendendo duas fases:
1. Ajuste dos dados: todos os efeitos fixos conhecidos s&o

ajustados dentro de cada grupo contemporaneo, sendo:
Ajustes para ganho de peso do nascimento ao desmame (GND)
¢ ajuste quadratico - quadratico para idade do bezerro (205 dias),
+ ajuste quadratico para idade da vaca (7 anos),
¢ ajuste cubico - quadratico - cubico dentro da estagdo para data
de nascimento (3 de setembro ou 247 dias julianos), heterose
materna (14%) e heterose individual (12%).

Ajuste para ganho pés-desmame (GFD)
+ Para o GPD é feito ajuste linear multiplicativo para 160 dias pos-

desmame e 12 % de heterose individual.

2. Estimacio dos efeitos genéticos: as DEPs dos touros e vacas

séo estimadas, por meio de um modelo animal reduzido, usando o seguinte

modelo genético aditivo:

Yijkl =u+ G+ Dj + Sy + Eij (A)

onde:
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u = média geral,
Y = observagdo da caracteristica (GND, GPD ou PE) no [I"
produto, filho da " vaca k™ touro, pertencente ao i grupo contemporaneo,
que recebeu a " amostragem mendeliana de genes;

G; = efeito ambiental do i grupo contemporaneo (GC) ;

D, = capacidade real de produc&o (CRP) da i" vaca;

S, = DEP do K" touro;

Ej = efeito residual associado com a observagdo do " animal,

pertencente ao i GC, filho (a) do K" touro e | vaca e que recebeu a I

amostragem mendeliana de genes.

Sendo:

E (Yy)=n+Gi+ Vj+ Tk Vi
V(V)=6’V N
V(T)=c’T Vi
V(Ew)=c"e Vi
Cov (VT =0 ik
Cov (Vigju) =0 ik
Cov (Tigj) =0 Vi
onde,

E () = operador de esperanga matematica;
V () = operador de variancia e

Cov ( ) = operador de covariancia

As DEPs dos produtos sé@o obtidas através de um modelo animal
reduzido, como uma fungdo do mérito genético dos pais e da performance

prépria através da estimativa do efeito da segregacéo mendeliana dos genes:

Dya = 0.5 Vg + 0.5 T + (6’ / 26°€) [ yiw - (n+G)-Vi-Td (B)
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onde os sobrescritos ~ e * referem-se, respectivamente, aos valores
preditos dos efeitos aleatorios e valores estimados dos efeitos fixos do modelo
(A).

O efeito \7’ijk. corresponde a DEP da vaca que é calculada & partir da
capacidade real de produgéo (CRP) da mesma. Esta por sua vez corresponde
aos efeitos genéticos diretos e maternos da mae, além dos ambientais
permanentes, que sé@o estimados pelo modelo (A). Para caiculo da DEP &
partir da CRP considera-se 0,25 de herdabilidade (h?) e 0,3 de repetibilidade
().

A relacéo o*t / 25°e fornece a proporcéo esperada do residuo E que
seria decorrente do efeito da segregacdo mendeliana dos genes recebidos
pelo animal. As solucbes para o modelo (A) s&o obtidas por um processo
interativo, sobre a vaca de dados, utilizando o algoritmo de Gauss-Seidel.
Inicialmente, todos os efeitos séo estimados como fixos (exceto o residuo) e a
partir das soluces fixas para os efeitos de touro e vaca, representados por V,

4 . . . -
e Ty, respectivamente, s&o obtidos os estimadores desses efeitos (solugdes

aleatdrias), usando as seguintes equagdes :

V.=V, [ /(N + Al

sendo:

n..;.. = n° filhos avaliados da i vaca;

A = relacdo entre a variaéncia residual e a variancia entre vacas no

modelo (A) ;

V, = capacidade real de produgéo (CRP) da | vaca.

:I:k = _ll\—k [n...k.l(n...k. + K)] _

sendo:
n..... = N de filhos avaliados do k™ touro;

K = relacdo entre variancia residual e variancia entre touros no

modeio (A);
T, = diferenca esperada na progénie (DEP) do k™ touro.
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V=V [N + A) (N + K)]

sendo:
V'; = DEP da |" vaca e dos demais termos conforme ja definido

anteriormente.

A herdabilidade e repetibilidade assumidas para GND s3o 0,25 e
0,30 respectivamente, enquanto que a herdabilidade para GPD é 0,40.

A metodologia utilizada na avaliag&o genética combina conceitos de
analise robusta, que é feita apods a analise convencional, quando todos os
parametros ja foram estimados, podendo-se ent&o calcular uma quantidade de
cada observacéo que no foi explicada pelo modelo e, portanto, indicar se uma
observacéo é “extrema’ ou “duvidosa’. Ao mesmo tempo, o desvio padréo de
cada GC é& calculado e, com base nessas informaces, um fator de
ponderagdo ou confianga € obtido para cada uma das observacées. Entdo, a
analise recomeca, fazendo com que aquelas observagbes “extremas’ ou
“duvidosas” tenham uma menor influéncia na estimativa final dos parametros
(BRITO & FRIES , 1994).

As DEPs dos animais sao expressas adotando-se uma base movel,
ou seja, um individuo com valor genetico médio apresenta uma DEP igual a
zero. Decorre ainda que o valor genético (BV) dos animais é igual ao dobro da
DEP. Ademais a DEP e BV refletem o valor de um individuo como parental,
representando portanto apenas os efeitos dos genes independentes, sendo
portanto aditivo. Por outro lado, o valor genotipico do individuo reflete ndo
somente os genes independentemente, mas também combinados, através das
relacdes de dominancia e epistasia. Decorre disso que o valor genotipico néo
passa para a progénie, mas sim o valor genético.

Apbs a desmama parte dos bezerros foram destinados & engorda
em confinamento (41% dos machos desmamados), conforme ilustrado na
Tabela 2. Parte dos machos em confinamento foram amostrados para

realizacdo deste trabalho (Tabela 3), perfazendo um total de 308 animais,
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constituindo 8 familias de meio - irméos. Os resultados da avaliagdo genética,
como também os do desempenho em confinamento foram utilizados. Ademais,
325 vacas, constituindo 14 familias de meio-irméos fizeram parte deste estudo,
sendo que os resultados da avaliagdo genética foram utilizados para

associagdo com os marcadores moleculares.

TABELA 2
Distribuicdo da quantidade de bezerros confinados
em relagdo ao total desmamado na Rezende

Alimentos em 1995

Ragas* Totalmachos Machosconfinados
desmamados N° %
LINE 145 108 74
SNE 377 240 64
NE 095 271 27
TOTL 1517 619 4

* |INE - 0,5 limousin x 0,5 nelore
gNE- 0,5 smentaix 0,5 nelore
NE - nelore

As caracteristicas quantitativas medidas ao longo do trabalho foram

as seguintes:

¢ Peso ao nascimento (PN), ganho de peso do nascimento ao
desmame (GND) , ganho de peso pds - desmame (GPD), valor genético para
GND (BV GND) e valor genético para GPD (BV GPD) nos bezerros, obtidos
através da avaliacdo genética, sendo que o BV € obtido multiplicando-se a
DEP por 2; todos os resultados obtidos através das DEP s&o valores genéticos
aditivos;

+ Desempenho em confinamento: peso inicial (PINI), peso final
(PFIM), idade final (IDFIM), dias para atingir 450 kg (D450) e ganho de peso

médio diario (GPMD);
+ Nas vacas foram obtidos os resultados da avaliacéo genética

para GND, GPD, BV CRP, BV GND e BV GPD.
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3.2. Coleta de sangue

Foram coletados 2-4 ml de sangue de 633 bovinos, sendo 325
vacas e 308 bezerros recém-desmamados (Tabela 3), através de puncao da
veia jugular utilizando o sistema de coleta a vacuo, em tubos siliconizados e
com 0,5 ml de citrato de sodio 0,129M tamponado (tubos Vacutainer® BD ref.
367704 e agulhas Vacutainer® BD ref. 367212-25*8). Apos a coleta o material
foi encaminhado para o Laboratorio de Genética Molecular da Universidade
Federal de Uberiandia, onde foi armazenado a -20°C ou mantido sob
refrigeragéo 4-8°C. No ultimo caso os tubos foram mantidos na posicéo vertical

para permitir a sedimentac&o dos eritrocitos e leucocitos no minimo 24-48

horas.
TABELA 3
Quantidade de animais amostrados e distribuigdo por touro

Ragas* Vacas Bezerros

N° familias Ne animais Ne familias Ne animais
ANNE 0} 0 1 35
LINE 2 4 1 36
SINE 4 114 3 121
NE 8 170 3 116
TOTAL 14 325 8 308

* ANNE - 0,5 angus x 0,5 nelore
LINE - 0,5 limousin x 0,5 nelore
SINE - 0,5 simental x 0,5 nelore

NE - nelore

3.3. Extracdo de DNA

O DNA foi obtido a partir de 700 ul de sangue congelado ou 500 ul
de sangue fresco (tomado na transicio entre o plasma e eritrocitos, apos
sedimentagao). Inicialmente o volume de sangue foi adicionado & um tubo de

microcentrifuga de 2 ml, entéo adicionou-se 0 mesmo volume de tamp&o de
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lise néo diluido (20 mM de Tris-HCI, 5 mM de EDTA, pH 7,5, 640 mM de
sacarose, 10 mM de MgCl; e 4% de Triton X-100), agitou-se lentamente e
incubou-se em gelo por 5-10 minutos. Procedeu-se entdo uma primeira
centrifugacao a 4000 g por 1 minuto, seguida por 2 (sangue fresco) ou 3
(sangue congelado) lavagens com tamp&o de lise diluido 2X, intercaladas por
10-15 minutos de incubagdo no gelo. Apds a obtengéo de um “pellet” livre de
hemoglobina adicionou-se 200 pl de 10 mM Tris-HCI, 1 mM de EDTA, sarcosyl
1% e 10 pl de proteinase K (10 mg/ml) e incubou-se durante a noite a 50°C.
Acrescentou-se, entédo, 500 ul de 8 M guanidine-HCI e 0,49 M de acetato de
amonia, agitou-se por 1-2 horas e adicionou-se 800 ul de isopropanol 3
temperatura ambiente, agitando suavemente até precipitar o DNA. Centrifugou-
se entdo a 4000 g por 5-10 minutos, descartou-se o sobrenandante e
procedeu-se 2 lavagens do “pellet” de DNA (centrifugacbes a 4000 g 1-2
minutos) com isopropanol 60% ou etanol 70%, secou-se sob vacuo e diluiu-se
em 0,5-1 ml de 10 mM Tris-HCI, 1 mM de EDTA. Normalmente foi necessario
1-4 horas de incubagédo & 65°C para completa diluicdo do “pellet’. Apds a
completa diluicdo do “pellet” de DNA sucedeu-se a quantificagéo por

espectrofotometria @ 260 nm e 280 nm para verificar a relagdo de DNA

proteina.

3.4. Genotipagem dos animais

Genoétipos foram determinados para CSN3 (MASOUDI ef al., 1994),
LGB (FRIES, 1993) e GH (ZHANG ef al, 1993). A sequéncia das regibes
amplificadas e sitios de restricéo enzimatica sdo mostradas nas FIGURAS 1, 2
e 3. Em resumo, 432 pb do exon IV da CSN3 foram amplificados (MASOUDI et
al., 1994), entdo genotipado por restricdo com 2 U de Tag | ou Hinf I por 1
hora. A Tag | ndo tem sitio de restric&o no alelo A, enquanto que a substituicio
de “C” por “T” na posicdo 5309 criou um sitio de restrigdo no alelo B,
produzindo ent&o 2 fragmentos (325 e 107 pb). Ja a Hinf | corta o alelo A em 3

fragmentos (326, 68 e 38 pb), enquanto que uma substituicéo de “A” por “C” na
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posicdo 5345 causa a perda de um sitio de restricdo para a Hinf |, gerando

entdo apenas 2 fragmentos no alelo B (394 e 38).
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4981 ccaattcagta;gEgctgagtaggtatcctagttatggactcaattactaccaacagaaa
5041 ccagttgcactaattaataatcaatttctgccatacccatattatgcaaagccagetgea
5101 gttaggtcacctgcccaaattcttcaatggcaagttttgtcaaatactgtgectgecaag
5161 tcctgccaagcccagccaactaccatggcacgtcacccacacccacatttatcatttatg
5221 gccattccaccaaagaaaaatcaggataaaacagaaatccctaccatcaataccattget

5281 agtggtgagcctacaagtacacctacc gaagcagtagagagcactgtagctactcta
ga no alelo B

5341 gaajittctccagaagttattgagagcccacctgagatcaacacagtccaagttacttca

tc no alelo B
5401 actgcagtctaaaaactctaaggagacatcaaagaagacaacgcaggtaaataaggcaaa

s apa citogenético e de ligagdo do cromossomo 6 de Bos Taurus mostra_n_qdo a
;lgﬁggé‘:) ((12) Cn:,lsrg3 (setg) na regido 6g26-33 do BTA6 SKAPPES et al., ’1 _997). (b) Se;qyencna
da regido amplificada por PCR com os locais d_e mutagao_(quadros) e sitios de restricdo c_ias
endonucleases Taq | (t’cga) e Hinf | (g’antc). Pnrrjerg (sublmhad(:s) e endonucleases ”(negnto)
de acordo com MASOUDI ef al. (1994) e sequéncia segundo “GenBank Database” acesso

X14908.
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A LGB foi amplificada em 247 pb sendo 89 pb no exon V e 148 pb
do intron 6. O fragmento contém um sitio de restricdo para enzima Hae Il no
alelo A gerando 2 fragmentos (148 e 99 pb), enquanto que a substituicdo de
“TA” por “CC” na posigédo 5864 (no exon V) no alelo B criou mais um sitio de
restricéo para a endonuclease, produzindo entéo 3 fragmentos (1de 99 e 2 de

74 pb). Na genotipagem utilizou-se 2 U de Hae Ill por 1 hora.
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5761 cttccagccttgaatgagaacaaagtccttgtgetggacaccgactacaaaaagtacctg

5821 ctcttctgcatggagaacagtgctgagcccgagcaaagectg tgccagtgcctgggt
g no alelo A

5881 gggtgccaaccctggctgceccagggagaccagetgtgtggtectegetgcaacggggeeg
5941 ggggggacggtgggagcagggagcttgattcccaggaggaggagggatggggggteceeg
6001 agtcccgccaggagagggtggtcatataccgggagccggtgtcctgggggcctgtgggtg

FIGURA 2. (a) Mapa citogenético e de ligagdo do cromossomo 11~ de Bos Tau[us mostrando
a localizagéo da LGB (seta) na regi&o 11928 do BTA11. (b) Seqiiéncia da regiao amplificada
por PCR (Genbank acesso Z48305) com os sitios de restricao da Hae 11l (gg’cc) e mutagéo
que diferencia os dois alelos. A regido correspondente aos primers € mostrada em negrito e

sublinhada (FRIES, 1993).
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Cgagggatgcgtcctaggggtggggaggcaggaaggggtgaatccacaccccctccacac
ggzgggaggaaactgaggagttcagccgtattttatccaagtagggatgtggttagggga
gcagaaacgggggtgtgtggggtggggagggttccgaataaggcggggaggggaaccgcg
caccagcttagacctgggtgggtgtgttcttcccccaggagcgcacctacatcccggagg
gacagagatactccatccagaacacccaggttgccttctgcttctctgaaaccatcccgg
cccccacgggcaagaatgaggcccagcagaaatcagtgagtggcaacctcggaccgagga

gcaggggacctccttcatcctaagtaggctgccccagctcccgcagp gcctggggegge
tgg no alelo D

cttctccccgaggtggecggaggttgttggatggecagtggaggatgatggtgggeggtggt
ggcaggaggtcctcgggcagaggccgaccttgcagggctgccccagacccgcggcaccca

ccgaccacccacctgccagcaggacttggagctgcttcgcatctcactgctcctcatcca
ttgggcccctgcagttcctcagcagagtcttcaccaacagcttggtgtttgg

gtcgtggce
cacctcggaccgtgtctatgagaagctgaaggacctggaggaaggcatcctggccctgat
gcgggtggggatggcgttgtgggtcccttccatgtgggggccatgcccgccctctcctgg

cttagccaggagaatgcacgtgggcttggggagacagatccctgctctctccctctttct
agcagtccagccttgacccaggggaaaccttttccccttttgaaacctccttcctcgccc

ttctccaagcctgtaggggagggtggaaaatggagcgggcaggagggagctgctcctgag

FIGURA 3. (a) Mapa citogenético e de ligagdo do cromosso
a localizagdo do GH na regido 19q17-gter

mo 19 de Bos Taurus mostrando
do BTA19 (Kappes et al., 1997). (b) Seqiiéncia da
regido amplificada por PCR com a localizagéo dos primers (negrito e sublinhado), sitios de
restricio da Msp | (negrito c’cgg) e sitio que diferencia os alelos C e D na posigcdo 1547
(Genbank Database acesso M57764). Primers e endonuclease segundo ZHANG ef al. (1993).
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O produto da PCR do GH constitui 891 pb, sendo 177 pb do intron
2,117 pb do exon Ill, 227 pb intron 3, 162 pb exon IV e 208 pb do intron 4
(ZHANG et al., 1993). A digestéo do produto da PCR pela endonuclease Msp |
produz 4 fragmentos no alelo C (526, 193, 109 e 63 pb), enquanto que a perda
de um sitio de restricdo da Msp I no intron 3, pela substiuicdo de C por T na
posicio 1547 (YAO et al., 1996) produz 3 fragmentos no alelo D (635, 193 e 63
pb). Quatro unidades da enzima foram utilizadas sobre o produto total de
amplificagéo por um periodo de 1 hora para genotipagem.

As reacbes de amplificagdo foram realizadas num termociclador
modelo PTC100 MJ Research e otimizadas visando a diminui¢éo do volume e
quantidade de reagentes. Os fatores de maior efeito na reacdo da CSN3 foram
determinados por dois métodos. Inicialmente testou-se o procedimento

modificado de Taguchi (COBB & CLARKSON, 1994) para verificar os fatores

que tinham maior efeito na reacéo da CSN3 (Tabela 4). No método Taguchi os

fatores, que provavelmente afetam o processo, s&o distribuidos em um ensaio

ortogonal, onde, entre cada par de componente da reagao, cada combinagao

de niveis ocorre em igual nimero de vezes. Nesse caso, verificou-se os efeitos

A, Primers e dNTPs em 27 reacbes (3 repetigdes X

os utilizados foram 94°C 2', seguido por 35 ciclos

da concentracdo de Mg, DN

9). As temperaturas e temp
94°C - 40", 58°C - 1, 729C - 1’ e extens&o final 72°C -5,

TABELA 4
Otimizagédo da PCR para CSN3 pelo Método Taguchi

modificado.

Conc./reagdo 1 2 3 4 5 6 7 8 e}

150 300 150 300 0,75 300 075 1,50

MgCly (mM) 0,75
so 100 25 50 100 25 50 100

DNA (ng) 25

Pimers (pmol) 45 45 45 90 90 90 180 180 180
dNTPs (nmol) 385 770 164 154 385 770 770 154 385
Tq Pol. U 050 080 080 050 050 050 050 050 050

Vol (microlitros) 25 25 25 25 25 25 25 25 25
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Numa segunda triagem (Tabela 5) as concentragbes de Mg,
‘primers”, DNA e Taq foram testadas em 3 niveis, num total de 81 reacdes (3%
sem repetigbes. O programa utilizado foi o seguinte: desnaturacio inicial 94°C
- 5’ seguida por 34 ciclos de 94°C - 40 “, anelamento 58°C - 1’, extensao 72°C -
40" e extenséo final 72°C - 10". Na reagéo para a CSN3, apds estabelecidos os
niveis adequados de reagentes, testou-se ainda a diminuigdo dos tempos de
desnaturacao para 20" e anelamento para 30", o efeito do nimero de ciclos

26, 28, 30 e as seguintes temperaturas de anelamento: 58, 60 e 62°C.

TABELA 5
Otimizagao da PCR para CSN3.

Reagentes Niveis

MgCl, (mM) 1 2 3
DNA (ng) 10 30 50
Rimers (pmol) 2 4 6
dNTPs (nmof) 5 5 5
Taq Pol. (U 0,25 05 0,75
Vol (microlitros) 25 25 25

A otimizagdo da reacdo de PCR para LGB seguiu-se apés uma
triagem inicial onde foi amplificada sob desnaturac&o inicial de 94°C - 5,
seguidos por 35 ciclos & 94°C - 40, 60°C - 40" e 72°C - 30" mais extenséo final
de 5, utilizando 50 ng de DNA molde, 5 nmoles de dNTPs, 5 nmoles de
“primers”, 1,5 mM de MgCl, e 0,75 U de Taq polimerase em 25 ul. Em seguida
utilizou-se um novo programa, sendo, desnaturagéo inicial 94°C - 5, 5 ciclos
95°C - 207, 60°C - 10” e 75°C - 40”; 10 ciclos 95°C - 20", 60°C - 107, subtraindo-
se 0,5 %ciclo e 75°C - 40 “; 20 ciclos 95°C - 10", 55°C -10", adicionando-se
1"/ciclo, 75°C - 40" aumentando 1/ciclo, extens&o final 75°C - &, 3 niveis de

MgCl, e 2 niveis de “primers”, conforme mostrado na Tabela 6.
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TABELA 6

Otimizac¢&o da PCR para LGB.
Reagentes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
MgCI2 (mM) 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3
Pimers (pmol) 3 3 6 6 3 3 6 6 3 3 6 6
dNTPs (nmol) 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Tq Pol. (U) 075 075 075 075 075 075 075 075 075 075 075 075
DNA (ng) 50 50 50 50 50 S50 50 50 50 50 50 50
Vol (micmlitros) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

A reagéo de otimizagdo do GH é mostrado na TABELA 7, onde
testou-se 2 niveis de “primers”, 2 de Tag e 3 de DNA, sob 94°C 10’ de

desnaturacéo inicial, seguido por 34 ciclos a 94°C 1’, 60°C 1°, 72°C 1’ e 72°C

10’ de extenséo final.

TABELA 7
Otimizag¢ao da PCR para o GH.

Reagentes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MgCi2 (mM) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pimers (pmol) 8 8 8 4 4 4 4 4 4 8 8

dNTPs (nmol) 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Tgq Pol. (U 075 075 075 075 075 075 150 150 150 150 150 150
200 100 50 200 100 50 200 100 50 200 100 50

DNA (ng)
20 20 20 20 20 20 20 20 20

Vol (microlitros) 20 20 20

3.5. Eletroforese e detecc¢ao dos produtos amplificados

Apos a realizagéo da PCR e digestdo enzimatica, 2 ul de um corante
de carregamento (0,125% “bromophenol blue”, 0,125% “xylene cyanole” e
12,5% ficoll 400 ou 50% glicerol) foram adicionados & 10 pi do produto da
restricdo, entdo submetido & eletroforese em gel de poliacrilamida ou agarose,
conforme descrito adiante. A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada
conforme recomendado por SAMBROOK et al. (1989). A concentragdo dos
géis variou de acordo com o fragmento a ser analisado (Tabelas 8 e 9). Para a

CSN3 os resultados foram resolvidos em gel de poliacrilamida 7-8% ou
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agarose 3%, enquanto que a LGB foi analisada em gel de poliacrilamida 12%
Ou agarose 4%. Somente o GH foi analisado exclusivamente em gel de
agarose 2 %. A eletroforese dos géis de poliacrilamida se deu em tampao 89
mM Tris-Borato, 2 mM de EDTA pH 8,5 (TBE 1 x), enquanto que a eletroforese
nos géis agarose foi em TBE 0.5 x. A voltagem variou entre 100 e 150 V (4-6
Vicm) até que o corante azul de bromofenol chegasse ao fim do gel.

Apos eletroforese, a detecg@o dos fragmentos se deu por coloragéo pela
prata ou brometo de etidio. No primeiro caso, o gel foi corado de acordo com
BUDOWLE et al. (1991) com algumas modificagées. Inicialmente, o gel foi (1)
fixado em solucdo de etanol 10% por 10 min, (2) oxidado em &cido nitrico 1%
por 6 min, (3) lavado com agua destilada 2 vezes, (4) emergido em solucéo &
0,012 M de nitrato de prata e 0,056 % de formalina por 20 min, (5) revelado
com solugéo gelada (8°C) 0,28 M de carbonato de sodio anidro, 0,056 % de
formalina e 4 pM de tiosulfato de sodio até que adequada imagem foi
alcangada, (6) a redugdo foi terminada com 10% de acido acético glacial
gelado, entdo (7) o gel foi secado entre folhas de celofane. A revelagéo dos

géis de agarose foi em 0,5 pg/ml de brometo de etidio por 30 min e

fotografados sob UV.

TABELA 8
Grau de separagdo de DNA em gel de acrilamida. *

Acrlamida Separagdo Taxa migragado Taxa migragdo
%  paresbases Xylene Cyanole' Bomophenol Blue?
35 1000-2000 460 100
5 80-500 260 65
6 73-467 227 58
7 67-433 1983 52
8 60-400 160 45
9 55-350 138 39
10 50-300 115 33
11 45-250 93 26
12 40-200 70 20
13 35-183 67 18
14 10-167 63 17
15 25-150 60 15
16 21-140 57 14
17 17-130 54 14
18 14-120 51 13
19 10-110 48 13
20 6-100 45 12

* Modificado de SAMBROOK et al. 1989
%2 Comesponde ao n® de pb de DNAque o corante migra.
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TABELA 9

Grau de separagdo de
DNA em gel de agarose.

% Agarose Kb
03 5-60

0,6 1-20

0,7 0,8-10

09 0,5-7

1,2 0,4-6

15 0,2-3

2 0,1-2

* Adaptado de SAMEROOK et al.1989.

3.6. Analise Estatistica

3.6.1. Frequéncias alélicas

As andlises das frequéncias alélicas foram realizadas por
intermédio do programa computacional GENES IN POPULATIONS de MAY et
al. (1995). Calculou-se as freqiiéncias genotipicas, génicas e heterozigose
para todos os animais genotipados, incluindo SINE e ANNE, que ndo entraram
na andlise de associagcdo entre o0s marcadores e as caracteristicas
quantitativas. O Teste de xz foi utilizado para verificar desvio do equilibrio de
Hardy-Weinberg que poderia ser gerado pelo cruzamento e ainda testar se o
rebanho Nelore estava em equilibrio. Assumiu-se que nenhuma selecédo foi

praticada para os marcadores € 0s acasalamentos foram ao acaso (sem o

conhecimento do gendtipo).

3.6.2. Associacdo dos marcadores com caracteristicas quantitativas

Por meio da avaliagdo genética, obteve-se os valores do GND e
GPD dos bezerros, ajustados dentro de cada grupo contemporaneo. No caso
das vacas, o GND e GPD representam a média dos produtos da vaca, também
ajustados para os efeitos conhecidos. Os valores das DEPs obtidos foram
multiplicados por 2, para expressar o valor genético (BV) do individuo e ainda
adicionada uma constante (médias do GND e GPD da populagéo no ano da

avaliacdo - 166,0888 kg e 61,2987, respectivamente). Nas analises foram



excluidos os bezerros ANNE e LINE e vacas LINE, Pois havia apenas uma
familia de meio - irmaos para aqueles cruzamentos. Foram retirados ainda
animais com erro de identificacdo paterna. As analises foram realizadas
usando o procedimento “General Linear Models” do SAS (1992).

Os testes estatisticos utilizados para verificar o efeito dos gendtipos
sobre as caracteristicas quantitativas foram baseados em ROCHA et al.
(1992), MOODY et al. (1996) e SOLLER & GENIZ| (1978). Basicamente dois
modelos foram utilizados sendo que um deles, mais comumente usado,
desconsidera a familia na andlise. O outro, utiliza uma analise dentro de cada
touro (familia), sendo o contraste realizado entre produtos de genodtipos
diferentes, mas agrupado dentro de cada familia.

As associagbes entre marcadores e pesos ajustados (GND e GPD),

em bezerros, foram testadas através dos seguintes modelos lineares fixos:

Yijk =ut GC| + Gj + Cijk (1)

onde:
Y = peso ajustado do k™ bezerro pertencente ao i GC e possui o "

genotipo;
u = constante inerente a todas observacdes;

GC; = efeito do i"™ grupo contemporaneo (i=1, 2,... 15 no GND e

i=1,2 .. 12);
G, = efeito do " gendtipo (G = CSN3, LGB ou GH e k = 1, 2, 3);

e = residuo aleatdrio, com distribuicéo normal.
Yiu = p +GCi + T; + Gy + €ju (2)

onde:
Yy« = peso ajustado do I bezerro pertencente ao i GC, filho do j"

touro e possui o k' genétipo agrupado dentro do | touro;
i = constante inerente a todas observagoes;

GG, = efeito do i grupo contemporéneo (i = 1, 2,... 13);

T, = efeito do j" touro (j = 6)
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Gy = efeito do K" gendtipo (G = CSN3, LGB ou GH e k = 1, 2, 3),

agrupado dentro do j" touro;
& = residuo aleatorio, normalmente distribuido.

Considerou-se que os pesos foram pré-corrigidos para os fatores
fixos conhecidos, acima citados. Aiém da analise considerando todos os

animais (cruzados e Nelore), analisou-se os dados também por raga.
O modelo para analise dos valores genéticos e PN em bezerros foi

0 seguinte:
Yi=pn+ G+ ej (3)
onde:
Y, = BV e PN do j" bezerro com o i" genétipo;
Gi = i'" gendtipo (G = CSN3, LGBou GH i =1, 2, 3);
e = erro aleatdrio.
Yixk = u + Ti + Gjg + €ik (4)
onde:
Yi = BV e PN do k" bezerro filho do i touro com j" genétipo,

agrupado dentro do i touro;

T, = efeito do i touro (i = 6)
Gy = j" gendtipo (G = CSN3, LGB ou GH i =1, 2, 3), agrupado

dentro do i touro:;
ejx = erro aleatorio.

Os dados do confinamento foram analisados considerando dois
modelos, sendo um incluindo peso inicial como covariavel para as demais

Caracteristicas, raga e genotipo como efeitos fixos. O outro considerou peso

inicial como covariavel, touro e genotipo agrupado dentro de touro como
efeitos fixos. Nesse caso ndo adotou-sé O efeito da raga pois se confunde com

0 efeito do touro.
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As caracteristicas quantitativas das vacas foram analisadas

conforme os modelos (3) e (4), considerando os efeitos de touro (pai da vaca)

€ gendtipo agrupado dentro de touro.
Nos modelos (1) e (3) o contraste é realizado entre individuos

portadores de gendtipos diferentes, independente do touro ou familia. Nesse
caso ComparacOes entre médias ajustadas pelo método dos quadrados
minimos (“least square means”) foram realizadas para estabelecimento das
diferengas entre os gendtipos. Utilizou-se o procedimento de Tukey-Kramer
Para comparacdo entre médias desbalanceadas, conforme STEEL et al
(1997). Os resultados foram expressos em médias ajustadas + coeficiente de

confianga (£, gpsSy).
Nos modelos (2) e (4) o contraste é realizado entre individuos

Portadores de gendtipos diferentes, mas dentro de familia ou touro. Nesse
Caso quando um locus de efeito quantitativo estiver segregando em uma
familia, e 0 mesmo estiver ligado ao marcador, diferengas séo detectadas
entre a progénie que recebeu o alelo favoravel e a que recebeu o alelo

desfavoravel. Assim, o teste de Tukey foi aplicado por touro, contrastando

Progénies com gendtipos diferentes.
Além das anélises acima citadas,
Substituicgo alélica, por meio de uma andlise de regresséo linear (“Regression

verificou-se o efeito de

Procedures” do SAS, 1992), na qual as variaveis dependentes foram os pesos
€ BV e os gendtipos as varidveis independentes. Os gendtipos foram

Codificados como 0 para AA ou CC, 1 para AB ou CD e 2 para BB ou DD.
O modelo utilizado foi o seguinte:
Yi=a+bX+e (5)

onde:

Y, = variavel dependente (pesos ou BV) do i individuo;
a a média do gendtipo AA (CSN3 e LGB) ou

a = intercepto, signific
CC (GH);
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b = coeficiente de regresséo, estima o efeito médio de substituigao
alélica;
X, = variavel independente ou genétipo (0, 1, 2) do " individuo;

.. . e 2
e; = erro aleatério com média E(e;) = 0, variancia ¢ (&)= o’

(5) que 0 desvio de dominéncia (d) pode

Decorre ainda do modelo
s observado € estimado do

ser estimado como a diferenca entre os valore
gendtipo heterozigoto. Desvios de dominancia s&o interacbes entre alelos ou
ominancia (d=0), os genes

interagBes dentro de locus. Quando nao existe d
vos, entretando se 0 alelo

e, sendo chamados genes aditi

atuam aditivament
B, entdod >0e se B for

r dominante sobré 0 menos
d<0 (FALCONER & MACKAY,
porcentagem de variagéo d

(MOODY et al., 1996).
pode ser aplicado na CSN3

suficientes do genodtipo

mais favoravel A fo
1996). O coeficiente de

dominante sobre A
a variavel dependente

determinacdo (R®) estima a
que é explicada pelo gendtipo

O modelo de substituicao alélica néo
a nuamero de observacoes

terminado po
vacbes suficientes por

para bezerros, pois ndo havi
BB. O efeito de substituiggo alélica fol de

LGB, j& que os demais n&o possuiam namero de obser
e tipo de analise. Assumiu-sé um minimo de 3

a utilizagéo desse modelo. No caso do GND e

r raga apenas para a

gendtipo para proceder €sS
observacées por genotipo par
GPD em bezerros utilizou-se @

engordados em confinamento (

s observagoes apenas dos bezerros que foram

n = 172), para evitar erros devido a diferentes

grupos de manejo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extragéo de DNA

e extragao utilizado permitiu a obtencdo de DNA

O protocolo d
0 e 280 nm acima de 1,7 que

bastante puro, com relacéo entre absorvancias 26

erido como DNA livre de con
obtido de sangué fresco (Tabela

€ normalmente requ taminagdo com proteina

(SAMBROOK et al., 1989). A pureza do DNA
10) foi maior do que O DNA extraido de sangue congelado (Tabela 11). Tal fato

€ explicado pela dificuldade de extracéo da
to.

do DNA extraido de sangu
odo de extrag@o

hemoglobina quando as hemacias

s&0 rompidas através do congelamen
e congelado,

Apesar da menor pureza
e se consegué pelo mét

ainda foi maior do qué normalment
[, 1989). A qualidade do DNA pode

com fenol : cloroférmio (SAMBROOK et a
amplificagao de fragmentos de maior peso

ser comprovada pefo sucesso Né
so na amplificagéo de

molecular (891 pb). Tem-S€ discutido dqué © insuces

fragmentos longos s€ da pela fragmen’lagéo do DNA que ocorre durante O
ao armazenamento (BOEHRINGER

devido
1995). Nesses casos sugere-sé proceder nova

tidade dé DNA na reagao,

a producéo de fragmentos inespecificos devido ao ane

s de fitas mo

processo de extragdo ou
MANNHEIM BIOCHEMICA,

extracio ou aumentar a quan

o que pode ocasionar
lamento dos “primers”

Ides fragmentadas, conforme observou-

nas extremidades integra

os nao apresentados).

se em alguns casos (dad
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TABELA 10

Producso e qualidade do DNA obtido de sangue fresco.
# ABysg ABygo ABygo/ AByg0 [DNA] ng/ul
1 0,123 0,042 2,93 246
2 0,107 0,034 3,15 214
3 0,102 0,032 3,19 204
4 0,159 0,046 346 318
5 0,112 0,039 2,87 204
6 0,173 0,062 2,79 346
7 0,050 0,015 333 100
8 0,108 0,038 284 216
9 0,102 0,035 2,91 204
10 0,069 0,022 3,14 138
11 0,118 0,039 3,03 236
12 0,122 0,055 2,22 244
13 0,089 0,031 2,87 178
14 0,072 0,023 3,13 144
15 0,144 0,052 2,77 288
16 0,063 0,024 2,63 126
17 0,058 0,026 2,23 116
18 0,074 0,029 2,55 148
19 0,151 0,055 2,75 302
20 0,093 0,030 3,10 186
21 0,059 0,022 2,68 118
22 0,148 0,048 3,08 296
23 0,184 0,062 2,97 368
24 0,123 0,033 3,73 246
25 0,109 0,035 3,11 218
26 0,044 0,013 3,38 88
27 0,123 0,042 2,93 246
28 0,112 0,037 303 224
29 0,101 0,034 2,97 202
0.105 0,036 2,97 210,53
033 73,30

Média )
Desvio 0,037 0,013
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TABELA 11
Produgéo e qualidade do DNA obtido de sangue congelado.

# AB;s0 AByg0 AByg0/AB; g0 [DNA] ng/ul
1 0,267 0,149 1,79 534
2 0,170 0,101 1,68 340
3 0,081 0,044 1,84 162
4 0,163 0,091 1,79 326
5 0,021 0,011 1,91 42
6 0,070 0,039 1,79 140
7 0,249 0,133 1,87 408
8 0,114 0,062 1,84 228
9 0,197 0,107 1,84 304
10 0,158 0,020 1,76 316
11 0,053 0,032 1,66 106
12 0,153 0,086 1,78 306
13 0,230 0,127 181 460
14 0,247 0,130 1,90 494
15 0,119 0,067 1,78 238
16 0,191 0,108 1,77 382
17 0,096 0,054 1,78 102
18 0,139 0,076 1,83 278
19 0,137 0,077 1,78 274
20 0,061 0,031 1,97 122
21 0,073 0,045 1,62 146
22 0,171 0,096 1,78 342
23 0,156 0,090 1,73 312
24 0,166 0,093 1,78 332
25 0,062 0,033 1,88 124
26 0,158 0,087 1,82 316
27 0,269 0,145 1,86 538
28 0,138 0,074 1,86 276
29 0,116 0,061 1,90 232
30 0,104 0,053 1,97 208
Média 0,144 0,080 1,81 288,60
Desvio 0,066 0,036 0,08 131,57

4.2, Otimizagao das reagoes de am

4.2.1. Otimizagdo da PCR

A otimizagé

Figuras 4, 5 e 6. A ofimiza¢

Procedimentos para estabe

o da reagéo de
30 da PCR pa

componentes princip

para amp

lecimento dos

plificagao e gen

Jificagdo da CSN3

pCR para @ CSN3 ¢

otipagem dos animais

4 mostrada nas

ra CSN3 seguiu diversos

ais da reagéo de
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otimizagdo. No método Taguchi (Figura 4) o aparecimento de 2 bandas
dificultou a analise dos resultados. A banda inferior corresponde ao fragmento
alvo, enquanto que a superior, provavelmente, foi produto de amplificacdo &
partir da primeira. A diminuigdo dos tempos de desnaturagéo para 207,
anelamento 30" e extens&o 40” foram suficientes para reduzir o aparecimento
da banda superior, como sera mostrado adiante. Através do método Taguchi é
Possivel determinar os niveis 6timos de cada reagente através de uma analise
de regressio (COBB & CLARKSON, 1994), desde que a intensidade das

bandas possa ser obtida por densitometria, 0 que ndo foi possivel nesse

trabatho.
Observa-se que a quantidade de DNA molde foi determinante sobre

a produtividade da reacédo, onde 100 ng proporcionou maior rendimento. Tal
rendimento se deve ao elevado nimero de copias iniciais (6,67 pg/genoma =>
100 ng = 60.000 copias). Ademais, houve interagdo entre quantidade de
‘primers” e intensidade da banda superior, onde maiores quantidades
Ocasionaram uma maior producdo daquela banda. O aumento da quantidade
de dNTPs diminuiu a produtividade quando os niveis de MgCl, foram baixos,
exceto quando o nivel de DNA foi 100 ng. Quando o nivel de MgCl, foi 0,75
mM (18,75 nmoles) ndo ocorreu amplificagéo ao nivel de 154 nmoles de
dNTPs. Ja quando o nivel de dNTPs foi de 3,85 nmoles houve amplificacdo
mesmo com baixo nivel de MgCl. (0,75 mM ou 18,75 nmoles), enquanto que o
contrario (3 mM de MgCl, - 75 nmoles - € 3,85 nmoles de dNTPs) produziu
amplificacdo adequada. Isto mostra claramente a interagéo entre dNTPs e
MgCl,, conforme reportado por varios autores (ROUX, 1995, COBB &
CLARKSON, 1994; RASMUSSEN & REED, 1992). Portanto, mais importante
do que a concentracdo de MgCl. € a disponibilidade deste na reacéo,
devendo-se levar em consideracdo a quantidade de dNTPs. Tal fato é
explicado pela necessidade de MgCl, disponivel para a Taq polimerase e
ainda cada dNTP liga um ion de Mg. Assim, em baixos niveis de MgCl, e altos
niveis de dNTPs ocorre ligagéo de todo o Mg tornando-o indisponivel para a

Taq. A queda da atividade da 7aq polimerase, em menores concentragées de
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MgCl,, pode ser compensada pelo aumento do numero de cépias iniciais (DNA
molde), conforme observado quando a concentragdo de MgCl, foi 0,75 mM e

100 ng de DNA molde.

DNA (ng) 25 [ 50 [100] 25 | 50 [100| 25 | 50 | 100
Primers (pmol) |45|45(45| 9| 9| 9 |18
dNTPs (nmol)  |3,9|77[ 15[ 15|39|77|77[ 15|39

-
@®
=
@

MgCi2 (mv) 08|15| 3|15 3 |08| 3 [08]15
Colunas 1 2 3 4 5 6 7 8 9
I BB N 5
bid M i » BANDA SUPERIOR
ok w W W ] ot U/  CSN3-432pb

| Co

FIGURA 4. Otimizagdo da PCR para CSN3, usando o método Tagushi
modificado. Diversos fatores foram examinados, ordenados num arranjo
ortogonal, para identificar os que tém maiores efeitos sobre a reagédo. Os niveis
de cada fator sdo mostrados acima. As temperaturas e tempos utilizados foram
94°C 2, seguido por 35 ciclos 94°C 40", 58°C 1’, 72°C 1’ e extens&o final 72°C 5'.
Os resultados foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 8%,
corado pela prata.

Na Figura 5 verificou-se que sob menores concentragdes de MgCl,
@ quantidade de “primers” podera interferir mais significativamente sobre a
Produtividade da reagéo. Observou-se uma diminui¢éo do produto amplificado
Quando as concentragbes de MgCl, foram 1 e 2 mM e a quantidade de
‘primers” 2 pmoles, ou seja com 3 mM de MgCl, ndo ocorreram diferengas
Visualmente detectaveis com relacdo a quantidade de “primers”. O MgCl,
estabiliza as ligacbes fracas (RASMUSSEN & REED, 1992), entdo sob
Menores concentracdes de Mg, na temperatura de anelamento usada, parte da
ligagao ‘primer’-DNA molde foi rompida, antes mesmo de ocorrer a extensao
do fragmento. Portanto, considerando o maior custo dos “primers” a diminuigéo

da Concentragdo deles e aumento do MgCl, podem diminuir o custo da reagéo,
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sem diminuicdo da sensibilidade e especificidade. Quando optar-se por uma
menor concentracdo de “primers” e a produgéo for baixa o aumento do MgCl,
e/ou diminuicdo da temperatura de anelamento poderd melhorar a
produtividade da reac&o. Nao obstante, a interagéo “primer” - DNA molde, o
MgCl, pode variar de acordo com a estrutura da regido & ser amplificada e dos

‘primers” (RASMUSSEN & REED, 1992).

MgCl, (mM) ‘ 1 2 3
Primers (pmoles)| 2] 4] 6] 2[ 4] 6] 2] 4] 6
Colunas 1 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8 9

:  BANDA SUPERIOR

Wm w CSN3-432 pb

FIGURA 5. Influéncia das concentrages de MgCl, (1, 2 e 3 mM), e primers (2, 4 e 6 pmoles)
SObfe a amplificacdo da CSN3. Condi¢oes de amplificagdo foram 10 ng DNA gendmico
bpvmo, 6,2 nmol de dNTPs, volume final 25 pls, desnaturagéo inicial 94°C 5’ seguida por 34
Ciclos de 94°C 40 “, anelamento 58° 1’, extensdo 72° 40" e extensdo final 72° 10°. A anlise
dos resultados se deu por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado pela prata.

Observou-se que 0,25 U de Tag polimerase n&o produziu
amplificagdo detectavel, enquanto que 0,5 U e 0,75 U propiciaram uma
Produtividade satisfatéria (Figura 6). Em reagdes de menor volume (25 ul ou
Menos), a quantidade de Tag polimerase pode ser reduzida em relagdo as
Quantidades-padrao recomendadas, ja que a enzima tem-se mostrado bastante
Produtiva e rapida durante a polimerizagéo (INNIS et al., 1988). O aumento da
Quantidade de Taq polimerase contribuiu para aumento de produtos
ir‘desejé]veis, mesmo quando a variacdo em unidade foi relativamente pequena

(0,25 U). Esse resultado esta de acordo com as observacées de SAIKI et al.
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(1988), utilizando 0,25, 0,5, 1, 2, 4 e 8 U de Tag polimerase. Naquele caso o
tempo de extensdo maior também aumentou sobremaneira produtos
inespecificos de alto peso molecular. Conforme também observado na Figura
3, 0 produto amplificado diminuiu quando utilizou-se 2 pmoles de “primers” e 1
mM de MgCl,, entretanto houve aumento da especificidade, conforme sugerido
por outros autores, que recomendam a diminuigdo de Mg na reacao visando
aumento da especificidade (ROUX, 1995, RASMUSSEN & REED, 1992).
Portanto, aumentos na quantidade de Tagq polimerase podem ser da ordem de
0,25 U quando se deseja obter niveis 6timos de produgéo e especificidade. O
aumento da quantidade de Taq polimerase contribuiu para diminuicdo de
especificidade aumentando produtos indesejaveis. Entretanto, esse problema
Pode ser minimizado com a redugdo do numero de ciclos de amplificagéo,
diminuicdo da quantidade de “primers” e aumento da temperatura de
anelamento (SAIKI et al., 1988, BELL & DEMARINI, 1991; RASMUSSEN &

REED, 1992: ROUX, 1995).

Taq (U) 025 0,50 0,75

MgCl, (mMp 2 3 1 /] 3 1 2
Primers (pmol) [ 4] 6[ 2| 4] 6] 2| 4] 6| 2| 4] 6| 2| 4] 6| 2| 4] 6| 2| 4] 6
Colunas | 1| 2 3' 4| 5 6| 7' 8 9]10'11 12|13l 14 15| 16| 17 18| 19| 20

S e e s sy R W e B BanDa

“w”wwwm“uﬂwwwﬁ 4320b

FIGURA 6. Influéncia das concentragoes de Taq DNA polimerase (0,25, 0,5 e 0,75 U), MgCl;
(1,2e3 mM) e primers (2, 4 e 6 pmoles) sobre a amplificagdo da CSN3. As concentragdes
por reagdo sdo mostradas acima. Condigdes de amplificagdo foram 30 ng DNA gendmico
bovino, 6,2 nmol de dNTPs, volume final 25 pl, desnaturagéo inicial 94°C 5’ seguida por 34

Ciclos de 94°C 40 “, anelamento 58° 1’, extensao 72° 40" e extens&o final 72° 10".

Na Figura 7 o aumento de “primers” na reagdo promoveu um
aumento dag producéo, entretando diminuicdo da especificidade. Nao obstante,

© grau de perda de especificidade pode variar de acordo com a sensibilidade
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do método de deteccao, ou seja, a coloragéo pela prata pode mostrar produtos
que normalmente nao seriam vistos no brometo de etidio (ALLEN et al., 1989).
Portanto, a quantidade de “primers” a utilizar dependera muito do método de
deteccdo que sera utilizado, em que o aumento da sensibilidade promovera um
aparecimento de produtos ndo desejaveis que podem trazer erros de
interpretag:c")es, principalmente quando se trata de amplificagdo de regides
repetitivas ou com delegzo, onde o numero de bases do produto amplificado é
muito varigvel. Qutras quantidades de “primers” testadas (10, 20 e 30 pmoles
Por reacdo) sob as mesmas condigbes ndo trouxeram beneficio na
produtividade e pioraram a especificidade. Outros trabalhos tém sugerido que
0 excesso de ciclos pode converter o produto da PCR em fragmentos de maior
Peso molecular. Tal fato tem sido explicado pela baixa temperatura de
anelamento ou a quantidade inadequada de “primers” ap6s 30 ciclos,
favorecendo o anelamento da extremidade 3'-OH do produto nele préprio ou
no DNA molde, sendo entdo estendidos produzindo fragmentos de maior peso
molecular que o alvo. O aumento dos “primers” aumenta a disponibilidade dos
mesmos apds 30 ciclos evitando a formagdo daqueles produtos (BELL &
DEMARINI, 1991). Neste caso, 0 aumento da concentragdo de “primers” ndo
diminuiu o aparecimento da banda de maior peso molecular, portanto, a
Quantidade deles nao foi limitante para amplificagdo do alvo até 35 ciclos. N&o
Obstante, o aumento da temperatura de anelamento melhorou a especificidade
©m detrimento da produtividade.

Para verificar se o aparecimento da banda superior foi ocasionado
Pelo excesso de ciclos testou-se 3 temperaturas de anelamento (58, 60 e 62
°C) sob 26, 28 e 30 ciclos e observou-se que mesmo com 26 ciclos,
independentemente da temperatura de anelamento, houve aparecimento da
banda indesejavel. Nesse caso, utilizou-se um programa de amplificagdo com
40" de desnaturacdo, 1’ de anelamento e 40" de extens&o. Portanto, a origem
daquele produto ndo foi decorrente da diminuicdo de especificidade por
aumento do numero de ciclos, mas sim de condicdes de reagdo que

favoreceram 0 aparecimento precoce de produtos indesejaveis que s&o
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amplificados concomitantes ao alvo, diminuindo a especificidade da reac&o.
WITTWER et al. (1990) mostraram que o anelamento e desnaturagéo ocorrem
quase que instantaneamente, uma vez que a amostra alcance a temperatura
apropriada. O anelamento dos “primers” ocorre rapidamente devido as altas
Concentragbes usadas na amplificagdo. Para se ter idéia, 10 pmoles de
‘primers” equivalem a 6,02 x 10'2 moléculas, enquanto que o nimero de copias
iniciais do alvo & igual a 15000 moléculas (50 ng de DNA). WITTWER et al.
(1990) e WITTWER & GARLING (1991) mostraram que tempos menores de
anelamento e desnaturacdo produzem boa amplificagdo, enquanto que a
temperatura de extensao é limitante, pois depende da velocidade de extensdo
da Tag polimerase e tamanho do fragmento a ser estendido. Os mesmos
autores ainda evidenciaram que a velocidade de subida da temperatura do
anelamento para extensdo era fundamental. Quanto mais lento chegar na
tempertura de extensdo, maior é a quantidade de produto gerado a partir dos
”,Orimers”, principalmente se os mesmos foram desenhados sem observar 0s
Cuidados para evitar a formagéo de produtos originados do anelamento dos
‘Primers” entre si. Em certos casos a ineficiéncia da amplificacéo é tdo grande
Que o alvo nao é amplificado, enquanto que fragmentos de baixo peso
Molecular, originados dos “orimers” (“dimeros”) s&o produzidos em grande
Quantidade. Apesar desses trabalhos terem sido conduzidos em termociciador
de ciclo rapido (baseado na transferéncia de calor através de ar quente),
trouxe varios subsidios para otimizac&o das reagbes de PCR usando o sistema
de aquecimento por bloco (“peltier’).

Apods testadas todas essas variaveis sem sucesso, e baseado nos
resultados com amplificacdo de ciclo rapido partiu-se para a diminui¢cdo do
tempo de desnaturagado para 20" e anelamento para 30”. Neste caso obteve-se
&xito pelo desaparecimento do produto indesejével. Como tal fragmento era
Maior  assumiu-se que a diminuicdo do tempo de desnaturagdo iria
desfavorecer fragmentos maiores, que associado ao menor tempo de
Anelamento e menores concentragdes de “primers” promoveria uma diminuigéo

do produto indesejavel, aumentando assim a especificidade da reac&o. BELL &




DEMARINI (1991) mostraram que O aumento dos “primers” ou O aumento da
temperatura de anelamento propiciou O desaparecimento daqueles produtos,

entretanto nao foram obtidos 0S mesmos efeitos, mostrando que a cinética de

cada reacdo de amplificag@o & diferente, mesmo porque aqueles autores

utilizaram volume de reagéo de 100 pl sob duas concentragdes de “primers” 50

e 100 pmoles, o que difere das condicbes utilizadas neste experimento.

Apos a concluséo desses experimentos chegou-se as condigbes

que permitiram uma produtividade e especificidade adequada para
amplificacdo e genotipagem da CSN3, sob a coloracéo pela prata em gel de
idio em gel de agarose. A quantidade dos
s 50 ng de DNA molde, 1 mM de MgClz,

5 pmoles de dNTPs, 3 pmoles de cada “primer” 0,75 U de Taq polimerase
s de 94°C 207, 60°C 30" e

sob 94°C de desnaturagéo inicial Por 5, seguido

poliacrilamida ou brometo de et

reagentes utilizadas foram as seguinte

72°C 40 “ mais 5 minutos de extensao final.

Primers (pmoles)
Colunas

. £

& ' »

FIGURA 7. Efeito da concéntragéo de primers 2,4e6 pmoies) sobre a especificidade €
¢do da CSN3. As condigoes de amplificagdes foram as
les de ANTPs, 0,5 U Taq polimerase, 2 mM

30 inicial 94° 5, seguidos de 94°C 207,

produtividade da reagéo de amplifica
seguintes: 30 ng de DNA genomico povino, 4 nMO
de MgCl,, 28 ciclos de amplificagéo, sendo desnaturag
60°C 30" ¢ 72°C 40 *, mais 5 minutos de extenséo fina

eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado por prata.

s e T

I. A analise dos resultados se deu por
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4.2.2.0timiza¢;éo da PCR para amplificacdo da LGB

A Figura 8 mostra o resultado de uma reagdo de amplificacdo da
LGB, utilizando concentragdes proximas ao padréo na tentativa de otimizagéo.
Né&o Obstante, pode-se observar que o rendimento da reagéo foi prejudicado

pela produgéo de fragmentos menores que 40-60 pb. Tais fragmentos s&do

formados 3 partir dos “primers”, que preferencialmente se amplificam ao longo

dos ciclos devido ao menor tamanho que o alvo (BOEHRINGER MANNHEIM
BIOCHEMICA, 1995). Tais fragmentos podem dificultar a interpretagéo dos
résultados, principalmente quando o alvo produz fragmentos de tamanho
Proximo aos artefatos. Além disso a sensibilidade da reacao é reduzida, pois
fragmentos curtos sdo preferencialmente amplificados desviando reagentes
Para eles e diminuindo a amplificacdo do alvo. Alteragbes do programa

termocl’clico, como também concentragées de reagentes podem resolver esse

tibo de amplificagao indesejavel.

I

|

ND
11

ND|AB NDJAB ND|AB|ND|AB|ND|AB

AB[ND|AB ,
M 1] 2| 3| 4| 5[ 6| 7[ 8[ 9[10

12| 13| 14

i ¢ DIMERIZAGAO
% PRIMERS

FIGURA 8. Exemplo da PCR n#o otimizada. Nesse caso o alvo, a LGB, foi amplificada sob
de§naturagéo inicial de 94 °C 5', seguidos por 35 ciclos a 94 °C 40", 60 °C 40" e 72 °C 30"
Mais extensao final de 5' utilizando 50 ng de DNA molde, 5 nmoles de dNTPs, 5 nmoles de
Plimers, 1,5 mM de MgCl, e 0,75 U de Taq polimerase em 25 pls. Apés a amplificagédo 10 pl
do progyto foi sujeito & digestdo enzimatica 1 hora com 2 U de Hae Il e analisado
e'e'“'OfOréticamente num gel de poliacrilamida 12%. Observe que a dimerizagdo de primers
Chega q dificultar a interpretagdo dos resultados, onde o menor fragmento de restri¢ao

enzimatica (74 pb) quase se confunde como maior fragmento de dimerizag&o.
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Conforme observado na Figura 9, a concentragdo de MgCl,
considerada padrdo pode trazer resultados insatisfatérios, especialmente
porque a pureza do DNA obtido (Tabelas 10 e 11) foi superior ao comumente
citado (SAMBROOK et al., 1989). Quando a pureza do DNA nao é satisfatéria
parte do MgCl, é ligado & proteinas que o tornam indisponivel na reagdo. A
medida que aumentou-se a concentracéo de MgCl, houve uma redugdo da
producdo do alvo, aparecendo fragmentos menores derivados de “primers”
(“dimeros” e “harpin”), que sendo preferencialmente amplificados
impossibilitam a produgéo do alvo. Isto se deve & estabilizagdo de estruturas
Curtas, oriundas de oligonucleotideos iniciadores, pelo excesso de MgCl, na
reagdo, onde o aumento da temperatura de anelamento e extensdo nio sdo
Capazes de romper essas estruturas que serdo entdo amplificadas
(RASMUSSEN & REED, 1992). Mesmo com 6 pmoles de “primers” ocorreu alta
incorporacso no alvo, portanto a fdrmagéo daquelas estruturas ndo foi devido
a0 excesso de “primers”; contudo outros fatores, principalmente o Mg, estavam
favorecendo a formagé@o daqueles produtos. Excesso de MgCl, favorece a
estabilizagdo das pontes de hidrogénio formadas durante o processo de
anelamento (COBB & CLARKSON, 1994), portanto, supdem-se que 0 aumento
da temperatura de extensgo de 72 para 75°C associado a baixa concentragdo
de MgCl, , alta temperatura e tempo rapido de anelamentos reduziram a
formacdo de produtos derivados de “primers”. O aumento da temperatura de
Extenséo nao prejudica a produtividade da Tag polimerase conforme mostrado
Por RASMUSSEN & REED (1992) e WITTWER & GARLING (1991), onde a
Taq polimerase manteve a velocidade de extensdo de 100 nucleotideos /
Ségundo desde 70 a 80°C.

A utilizagdo de programas de amplificagéo demorados muitas vezes
Nao se justifica, principalmente quando se trata de fragmentos curtos (abaixo
de 500 pb). Conforme observado, 6timo nivel de amplificagdo foi alcancado
COm tempos curtos de desnaturagcdo e anelamento, enquanto que o aumento
da extensio se deve ao fato da perda progressiva de atividade da Taq

Polimerase e aumento do ndmero de cépias a ser estendido durante os ciclos



(RASMUSSEN & REED, 1992). Quando determinado nivel de amplificagéo é
alcancado, ocorre acumulo de excesso de substrato que a quantidade de
enzima presente torna incapaz de estender por completo no tempo
normalmente permitido (SAIKI et al, 1988). O programa utilizado para
amplificacdo da LGB teve duragdo de 01:41:16 enquanto normalmente os
programas gastam acima de 2:30 horas. Isto permite melhor aproveitamento do
termociclador proporcionando diminuigdo do custo da reacéo pelo aumento da
utilizagdo do aparelho, conforme discutido por WITTWER et al. (1990) e
WITTWER & GARLING (1991). RYCHLIK ef al. (1990), sugeriram a utilizagéo
de diferentes temperaturas de anelamento durante a amplificagdo, para
fragmentos menores que 1 Kb. A utilizagdo de temperatura de anelamento
inicial abaixo da 6tima, seguida por aumento sucessivo ao longo dos ciclos
mostrou-se mais eficiente para amplificacdo do produtos de fragmentos
menores que 1 Kb. Entretanto, utilizou-se temperatura de anelamento inicial
mais alta e tempo rapido, para evitar o aparecimento de produtos derivados de
‘primers”, no inicio da reacdo e diminuiu-se a temperatura de anelamento
durante os ciclos sucessivos. Isto indica que o aparecimento desses produtos
apareceram precocemente na reacdo, sendo entdo preferencialmente
amplificados nos ciclos finais, quando a concentragdo dos reagentes e
acumulo de produto amplificado limita a extenséo de alvo, conforme tambéem
observado por SAIKI et al. (1988). Apesar do excelente resuitado obtido, a
utilizagdo de temperatura de anelamento mais alta nos ultimos ciclos pode
melhorar a especificidade, onde a quantidade de “primers” tornar-se limitante,
quando entdo a extremidade 3’ -OH do produto de amplificagéo anela-se nele
Préprio ou ao DNA molde, favorecendo o aparecimento de fragmentos de peso
Molecular maior que o alvo (BELL & DEMARINI, 1991).

As condicdes otimas para a amplificagdo da LGB foram
estabelecidas como sendo 50 ng de DNA gendmico, 1 mM de MgCl,, 8 nmoles
de dNTPs, 3 pmoles de “primers”, 0,75 U de Taq polimerase , sob 0 programa

citado abaixo (Figura 9).
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MgCl, (mM) 1 2 3
Primers (pmoles) 3 6 3 6 3 6
Colunas M 1] 2| 3] 4] 5] 6] 7] 8] 9f 10 11] 12
-
ot
inwﬂh*wﬂw : 247 pb
DIMERIZAGAO
5 PRIMERS

FIGURA 9. Reagdo de otimizagdo da LGB, sob duas quantidades de primers (3 e 6 pmoles) e
trés concentragdes de MgCl, (1, 2 e 3 mM). As condigdes de amplificagdo incluiram 50 ng de
DNA genémico, 8 nmoles de dNTPs e 0,75 U de Taq polimerase, em 35 ciclos com o seguinte
programa: desnaturagéo inicial 94°C 5’, 5 ciclos 95°C 20", 60°C 10” e 75°C 40”; 10 ciclos 95°C
20", 60°C 10" subtraindo-se 0.5°C/ciclo e 75°C 40 “; 20 ciclos 95°C 107, 55°C 10” adicionando-se
1"/ciclo, 75°C 40" aumentando 1”/ciclo e extensdo final 75°C 5'. Apos a amplificagdo 10 pl
foram analisados em gel de poliacrilamida 12% corado por prata.

4.2.3. Otimizagao da PCR para GH

A otimizagéo de reacéo para fragmentos de maior peso molecular
réquer alguns cuidados que nem sempre sdo necessarios para fragmentos
abaixo de 500 pb. A qualidade do DNA é fundamental para conseguir
amplificar fragmentos longos. DNA fragmentado n&o produz amplificagéo
daqueles fragmentos, necessitando-se de cuidado maior durante a extracéo e
armazenamento do DNA (BOEHRINGER MANNHEIM BIOCHEMICA, 1995).
Apesar da obtencdo de DNA de alto peso molecular e puro, nas extragbes
iniciais, o armazenamento a -70 °C e constantes descongelamento, para
amplificagéo das outras regides, causou a degradagdo do mesmo. Tal fato sé
Pode ser percebido pelo fracasso em qualquer tentativa de otimizagéo para o
GH, em que o tamanho relativamente grande do fragmento requeria DNA de
alto peso molecular. Novas extragbes foram feitas e armazenadas a 4-8 °C

durante 30-40 dias onde foi conseguido sucesso na otimizagéo e subsequente
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genotipagem dos animais. Verificou-se, ainda, que ndo existem diferengas em
relacdo ao DNA oriundo de sangue fresco ou sangue congelado (-20 °C por 20
meses) quanto & qualidade de DNA obtido, medido através da amplificagéo do
GH com a mesma eficiéncia em ambos.

A reacéo de otimizagédo do GH é mostrada na Figura 10. Nesse caso
foi observado que dos 3 fatores apenas dois (“primers” e Taq polimerase)
tiveram efeitos significativos na reagéo. O efeito da quantidade de “primers” foi
limitante na amplificagéo, onde ao nivel de 4 pmoles néo ocorreu amplificagéo
visivel. A quantidade de Tag polimerase teve interferéncia na especificidade
da reacdo, onde o nivel de 1,5 U ocasionou a formagdo de produtos
indesejaveis de alto peso molecular. A quantidade de DNA molde n&o produziu
variagdo detectavel. Portanto, a quantidade de “primers” deve ser aumentada
para amplificacdo de fragmentos longos, fato nio discutido na literatura
Pesquisada, enquanto que a quantidade de Taq polimerase em excesso
diminui a especificidade da reagéo, conforme foi mostrado por SAIKI et al.
(1988). As condigGes 6timas de amplificagdo do GH incluiram, entdo, 50 ng de
DNA, 1 mM de MgCl,, 8 nmoles de dNTPs, 8 pmoles de “primers” e 0,75 U de
Taq polimerase, de acordo com o programa de amplificacéo citado na Figura
10.
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Primers (pmol)

Taq Pol. (U)

DNA (ng)
Colunas

B }BANDAS INESPECIFICAS
d GH-891pb

_FIGURA 10. Otimizacdo da reagdo de amplificacdo do GH. A reagdo de otimizagéo
Incluiu 4 e 8 pmoles de primers , 0,75 e 1,5 U de Taq polimerase, 50, 100 e 200 ng de
DNA, 8 nmoles de dNTPs e 1 mM de MgCl, em 20 ul, sob um programa que incluiu 35
Ciclos & 62°C, 72°C e 94°C por 1 minuto. O produto de amplificacdo (10 pls) foi
analisado por eletroforese em gel de agarose 2% e corado por brometo de etidio.

4.3. Genotipagem dos Animais

Com relagdo a restricdo enzimatica €& propicio ressaltar as
Observagdes inerentes & cada uma utilizada. Algumas enzimas de restri¢cao
Mostraram-se bastante sensiveis ao volume final da reacdo de restricdo
enzimética, onde pequenas variagdes produziam restricdo parcial. Como
utilizou-se todo o volume do produto de amplificacdo para realizacdo da
restricéo enzimatica, com o objetivo de diminuir o custo com tubos, em alguns
Casos foi necessario ajustar o volume naqueles que sofreram evaporagéo
durante g amplificagéo. As endonucleases que apresentaram problemas de
restricdo parcial foram a Hae Il (Figura 12), Msp | e Hinf |, sendo que em todos

08 casos foi devido & erros no volume final da reacgdo, provavelmente por

alteragéo no pH e concentracdo de sais, contidos no tampdo da enzima,

Necessarios para atividade enzimatica 6tima (SAMBROOK et al., 1989).
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A genotipagem de alguns animais s&o mostradas nas Figuras que
se seguem (Figuras 11, 12, 13 e 14). Na Figura 13 ¢é possivel comparar a
produtividade da reagdo de amplificacdo da LGB e CSN3, onde observa-se
que a primeira teve maior produtividade que a segunda, mostrando que as
reagcbes sio variaveis para cada tipo de fragmento a ser amplificado,
provavelmente devido as diversas relagdes e fatores que interferem na
amplificacdo. A eficiéncia de toda reacdo de amplificacdo depende ndo s6 da
concentragéo dos reagentes, mas tambéem, da estrutura da regido amplificada

e interagdes entre “primers” e entre eles e DNA molde, que ditardo quéo

especifica e produtiva sera a reagéo.

"\

AA|AA|AA[AA[AAIAAIAAIAAIAA

4

AA
3

AB[AA[AA[AB[AA

AA
2

AB
1

5

107 pb

::'GURA.1 j Genotipagem da CSN3 de bovinos utilizando PCR e restricdo enzimatica por Taq
- A restrigdo do produto de amplificagdo por Taq | s6 acontece no alelo B, entdo o genétipo AA
Produz um fragmento de 432 pb, o AB 3 fragmentos sendo 432 pb, 325 pb e 107 pb e o
9€nodtipo BB (nZo mostrado) produz 325 pb e 107 pb.




60

FEFTFTTTREREEERFREEy

-

e

-

$ ; §
~~“”“““*Wﬁwuwwuumm -

e d e e wm'ﬁﬂﬂ””“

FIGURA 12. Genotipagem da LGB de bovinos utilizando PCR e restricdo enzimatica por Hae
Ill. A enzima Hae Il possui 1 sitio de restrigdo no alelo A decorrendo, entdo, que o genétipo
AA possui 2 fragmentos (99 e 148 pb), por outro lado o alelo B € restrito em 2 locais gerando
3 fragmentos (99 e 2 de 74 pb). Nas colunas 15, 16 e 18 (setas) observamos restrigao parcial
devido & grande quantidade de produto a ser restrito durante o tempo permitido.

LGB
BB|AB|BB|BBIAA |AB|AB|AB|AB|BB|BB|BBIAA
M12345‘678910111213

csNg
AB AAAAAIAAIAAIAAIAB
14| 15| 16| 17| 18| 19 20 21

394 pb

w 326pb

68 pb

©. 38pb

FIGURA 13, Comparagéo de produtividade das reagbes de amplificagdo de LGB (colunas 1-12)
€ CNS3 (colunas 13-21). A restrigdo enzimatica da CSN3 foi realizada pela enzima Hinf | onde
9 gendtipo AA possui 3 fragmentos (326, 68 e 38 pb) e o gendtipo BB (ndo mostrado) 2
fagmentos, de 394 e 38 pb.
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A35 nh
526 pb

193 pb

109 ob
63 pb

635 pb
5726 nh

B

891
3

193ph 193 pb
100pb (G
83 pb 109 pb

63 pb

FIGURA 14. Genotipagem do GH de bovinos utilizando PCR e restri¢do enzimatica por Msp .
O alelo C é caracterizado por 4 fragmentos sendo 526, 193, 109 e 63 pb, enquanto que o alelo
D perde um sitio de restrigdo para a Msp | dentro do intron 3 do gene, produzindo 3

fragmentos 635, 193 e 63 pb.

4.4. Freqiiéncias alélicas e genotipicas

A genotipagem foi realizada nos bezerros e nas vacas, incluindo os
Cruzados SINE e ANNE. A Tabela 12 mostra para cada marcador o numero
Observado e esperado dos gen6tipos em bezerros por raga ou cruzamento. Na
CSN3, observa-se que, nos bezerros Nelore, houve desvio do equilibrio com
aumento de individuos heterozigotos. Por outro lado, os bezerros cruzados
estdo em equilibrio, mostrando que a frequéncia dos alelos sdo semelhantes
NOs parentais, apesar do cruzamento entre ragas geneticamente distintas. Tal
fato mostra que nem todos os genes estéo fixados em diferentes ragas.

Com relacdo a LGB observa-se que todos estdo em equilibrio, com
excecdo do cruzamento LINE, onde houve desvio para heterozigose. Nesse
Caso fica claro que os alelos tém frequéncias diferentes nos parentais. No
rebanho Nelore predomina o alelo B, enquanto no rebanho Limousin deve
Predominar o alelo A; portanto, quando cruza-se as duas ragas grande parte
da progénie sera heterozigota. Nos outros cruzamentos, como nao houve

desequilibrio, pode-se dizer que a frequéncia alélica é semelhante nos



Parentais, ou seja a frequéncia dos alelos A e B s&o proximas em ambas

lagas. A LGB pode ser um importante marcador para aumentar a heterozigose

€m cruzamentos entre Nelore e Limousin.

TABELA 12

bezerros de engorda

Genétipos observados, esperados e desvios do equilibrio em

Genes Racas n AR AB BB xX© P
OBS® ESPY OBS ESP OBS ESP

CsN3 ANNE 35 34 34 1 1 - - 000 <099

LINE 31 13 14 16 14 2 3 102 <03

SINE 111 81 82 29 27 1 2 08 <036

NE 116 78 81 38 32 - 3  445* <003

TODAS 203 206 210 84 76 3 7 300 <008

LGB ANNE a5 - 1 11 9 24 25 135 <024

LINE 36 3 8 28 18 5 10 1131* <001

SINE 113 8 8 45 45 60 60 001 <091

NE 108 10 10 46 46 52 52 000 <097

TODAS 202 21 25 130 121 141 145 1,49 <022

GH ANNE 28 2 8 26 14 . 6 2103* <00

LINE 34 . 9 34 17 - 9 3400* <001

SINE 121 6 33 115 60 . 27 21* <001

NE 116 2 2 24 25 0 @0 007 <079

TODAS 200 10 40 199 138 0 120 5625* <001

a
D’g" GH substitua AA por CC, AB por CD e BB por
Do,

X (095; 1) =384,

‘Obse,
RFLP,
d
Numero
Equilibrio

de Hardy-Weinberg.

X095 1) > 3,84, 0
Wemberg . !

Vagbes efetuadas por genotipagem via PCR-

u seja, desvio do Equilibri_o de Hardy-

esperado de acordo com as frequéncias génicas calculadas, considerando

O GH esta em desequilibrio em todos os cruzamentos, mostrando

Que a frequiéncia do alelo C é alta nas racas de corte européias, enquanto que

a frequiéncia do alelo D & mais alta no Nelore. Portanto, quando ocorre o

Cluzamento entre as duas racas a frequiéncia de heterozigotos na progénie é

alta. 0 GH pode se constituir num importante marcador para medir a

heterozigose em cruzamentos entre Nelore e ragas de corte européias.

A Tabela 13 ilustra as frequéncias genotipicas e génicas e

heter Ozigose esperadas para cada marcador e por cruzamento em bezerros.
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Por meio dessa Tabela observa-se que a freqiéncia do alelo A na CNS3 ¢ alta
em todos os cruzamentos, exceto no Limousin onde foi menor, pelos motivos ja
discutidos acima. A heterozigose foi maior no cruzamento LINE, ja que a
freqliéncia dos alelos é oposta nas duas racas. A LGB teve predominancia
para o alelo B, exceto no cruzamento com Limousin onde a frequéncia de
ambos foram proximas (0,47 e 0,53, respectivamente para os alelos A e B). A
heterozigose também foi maior para o cruzamento LINE, ja que a freqléncia
dos alelos nas duas racgas diferem. No caso do GH, a freqiéncia dos alelos foi
igual em todos os cruzamentos, sendo o alelo C fixado nas racas de corte

européias, enquanto que no Nelore a freqliéncia do alelo D é predominante.

TABELA 13
Freqléncias genotipicas e génicas observadas e heterozigose esperada (Hs) da
CSN3, LGB e GH em bezerros de corte.

Genes Raga AA AB BB A B Hs
Csn3 ANNE 0,97 0,03 - 0,99 0,01 0,03
LNE 0,42 052 0,06 0,68 0,32 0,44

SNE 0,73 0,26 0,01 0,86 0,14 0,24

NE 0,67 033 - 0,84 0,16 027

TODAS 0,70 0,29 0,01 085 0,15 0,26

LGB ANNE - 0,31 0,69 0,16 0,84 0,26
LINE 0,08 0,78 014 0,47 0553 0,50

SNE 0,07 0,40 0,53 0,27 0,73 0,39

NE 0,09 0,43 0,48 0,31 0,69 0,42

TODAS 0,07 0,45 0,48 0,30 0,70 0,42

GH ANNE 0,07 0,93 - 0,54 0,46 0,50
UNE - 1,00 - 0,50 0,50 0,50

SNE 0,05 095 - 052 0,48 0,50

NE 0,02 0,21 0,78 0,12 0,88 0,21

TODAS 0,03 0,67 0,30 0,37 0,63 0,46

Nas vacas, (Tabelas 14 e 15) observa-se que a CSN3 também nao
esta em equilibrio, no cruzamento entre LINE, havendo aumento do nimero de
heterozigotos em relagdo ao esperado. A LGB encontra-se em equilibrio em
todos os cruzamentos, ao contrario do observado nos bezerros, onde houve
Aumento da heterozigose no cruzamento LINE. No GH, observou-se desvio

nos Cruzamentos, mas n&o no Nelore, conforme ja citado acima nos bezerros.
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A frequgncia do alelo A da CSN3 diminuiu nos bezerros em relagéo as vacas,
mostrando que o desequilibrio gerado nos bezerros se deu em fung&o de um
aumento do alelo B, provavelmente em fungéo de deriva genética. O aumento
da freqiéncia do alelo B nos bezerros pode indicar um aumento da freqiéncia
deste alelo na populacdo, entretanto um acompanhamento ao longo das
geragdes deve ser realizado para confirmar esta hipétese. O aumento do alelo
B pode ter sido gerado por deriva genética (FALCONER & MACKAY, 1996;
NICHOLAS, 1996) ja que a escolha de touros é realizada dentro de um nimero
finito e pequeno de populagdo de reprodutores elite. Portanto, uma
amostragem de um reprodutor portador de genotipo AB ou BB pode aumentar
a freqiéncia do alelo B na geracdo seguinte, sem entretanto representar a
freqUiéncia real do alelo na populagéo. Se a frequéncia de um alelo for muito
baixa a escolha de touros pode sofrer os efeitos de casualidade, onde o alelo
Menos frequénte pode ser favorecido, sendo entdo aumentada sua frequéncia
Na geragdo seguinte. Isto é caracteristico da deriva genética, sendo
Predominante onde a escolha de touros para geragao seguinte se dd em um
NUmero finito, conforme ocorre quando se utiliza inseminag&o artificial,
Procurando escolher touros geneticamente superiores. Outros fatores, como

Selecdo, podem gerar desequilibrio, entretanto tudo indica que o maior

résponsavel tenha sido a deriva genética.
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TABELA 14 k|
Genotipos observados, esperados e teste de equilibrio da CSN3, LGB e GH em
: vacas de corte.
Genes Raga n AA? AB B x* P
' ops B oBS  ESP oBs E®
"CeN3 LNE 41 7 11 20 20 5 o 716 * <00
| aNE 112 77 77 32 32 3 3 002 <088
NE 164 143 142 19 21 2 1 128 <026
( TODAS 317 227 225 80 84 10 8 080 <037
(LGB UNE 41 8 10 25 21 8 10 198 <016
aNE 114 6 8 49 45 59 61 107 <030
| NE 156 11 9 53 57 92 90 076 <038
1 TODAS 311 25 25 127 126 150 159 000 <096 Hi
GH UNE 26 1 7 25 13 - 6 2220 * <001
SNE 67 5 19 61 33 1 15 4587 * < 001 il
NE 85 . 1 16 14 66 70 117 <028 i
TODAS 178 6 18 102 77 70 82 1780 * < 00f ’

: No GHsubstitua AA por CC, ABporCD e BBporDD.
X2 (0.95;1)= 3.84.
°Observagﬁesefetuadasporgenotipagem via FCRFAP.
¢ Nimero esperado de acordo com asfrequénciasgénicascalculadas, considerando Equiliorio
de Hardy-Weinbery.
* X (0.95;1)> 3.84, ou seja, desvio do Equilbrio de Hardy-leinberg .

TABELA 15 w
Frequiéncias genotipicas e génicas observadas e heterozigose esperada (Hs) da CSN3, ¥

LGB e GH em vacas de corte.

Genes Ragas AA AB BB A B Hs
Csns LINE 017 0,71 0,12 052 0,48 0,50 \
SINE 0,69 0,29 0,03 0,83 017 0,28 ;
NE 0,87 0,12 0,01 093 007 0,13 :
Todas 0,72 0,25 0,03 0,84 0,16 0,27 ;
LeB UNE 0.20 0,61 0,20 0,50 0,50 0,50 [
SINE 0,05 0,43 052 027 0,73 0,39 it
NE 0,07 0,34 0,59 0,24 0,76 0,36 o
Todas 0,08 0,41 0,51 0,29 0,71 0,41 ; : l‘
GH LINE 0,04 0,96 - 052 0,48 050 it
SINE 0,07 091 0,01 053 0,47 0,50 "
NE - 0,19 0,81 0,09 0,91 0,17 J". J
Todas 0,03 057 0,39 0,32 0,68 0,44 i

m referéncia & frequéncia dos alelos da CSN3, LGB e 3
os trabalhos

A literatura co
GH em bovinos de corte é escassa, onde grande parte d

Publicados se referem & gado de leite. Contudo, DEL LAMA & ZAGO (1996), ot
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mostraram que a freqiiéncia do alelo A da CNS3 em 4 rebanhos Nelore foi
0,94, diferindo da frequiéncia encontrada nos bezerros NE neste estudo (0,84),
mas néo da freqiiéncia observada nas vacas NE (0,93). A frequéncia do alelo
A da LGB, observada por esses autores foi igual a 0,38, o que difere da
freqUéncia da presente investigagdo, nas vacas NE (0,24), mas néo difere da
freqiéncia encontrada nos bezerros NE (0,31). Os resultados sugerem que a
atuagdo de selecdo, deriva genética, ou introdugdo de linhagens diferentes,
podem ser responsaveis pela diferenca nas freqiéncias génicas da CSN3 e
LGB em bovinos da raca NE. J& com relacdo ao GH, ZHANG et al. (1993)
mostraram que a frequiéncia do alelo C do GH em Hereford foi igual a 1, n&o
observando, portanto a presenga do alelo D, confirmando os resultados
encontrados nesse estudo, pela alta freqiéncia de heterozigotos no

Cruzamento. Por outro lado em touros holandeses a freqiiéncia do alelo D foi

de 0,26.

4.5. Associagao dos marcadores com caracteristicas

quantitativas

Apesar da limitacdo de nossos dados, pelo baixo numero de
Progénie e a impossibilidade de obtengdo dos gendtipos dos touros
Previamente, conduziu-se analise estatistica para examinar a associagéo entre
0S marcadores (CSN3, LGB e GH) e varias caracteristicas quantitativas que
foram medidas durante o experimento. O procedimento utilizado baseou-se em
analise de marcador tinico, onde a distribuicdo dos valores das caracteristicas
S80 examinados separadamente para cada locus marcado. Cada teste foi
conduzido independentemente da informagéo dos outros marcadores, onde um
Cromossoma com n marcadores forneceu n testes separadamente. A resposta

obtida nesse caso é, entdo, uma simples detecgdo de um QTL ligado ao

Marcador, sem entretanto estimar a posigdo do QTL em relacdo ao marcador.’

Basicamente utilizou-se trés modelos de andlise, sendo que o primeiro fornece
COmo resposta, a associacdo do genétipo dos individuos, com alguma
Caracteristica quantitativa. O segundo, denominado efeito de substituicao

/
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alélica, fornece o efeito de cada alelo sobre determinada caracteristica,’i}
sofrendo entretanto as limitacdes do primeiro modelo. O terceiro modelo,‘
Considera o efeito do touro, sendo a andlise realizada dentro de familias,
respondendo se existe segregacéo de um marcador ligado a um QTL, em cada
familia. Os resultados dos 3 modelos serdo mostrados, abordando os cuidados
nas interpretacdes e conclusdes chegadas, pelo uso desses modelos. Tais

modelos foram denominados modelo |, Il e lll, respectivamente.
As médias e desvios padrdes das caracteristicas quantitativas da

populacio sob estudo sdo mostradas na Tabela 16. E importante ressaltar que
0s dados foram corrigidos para heterose para melhor estimativa do valor
genético aditivo dos animais cruzados. A heterose individual para GND e GPD
foi assumida em 12%, enquanto que n&o foi necessario ajustar para heterose
materna, j& que ndo utilizou-se produtos de vacas cruzadas (% europeu x ¥
nelore). A primeira corrige os pesos dos bezerros cruzados SINE, enquanto
Que a segunda é utilizada para corregéo dos pesos dos produtos de vacas
Cruzadas, sendo portanto, considerada apenas nas vacas SINE. A heterose
Materna é superior & individual refletindo o maior efeito da heterose em
Caracteristicas reprodutivas, sobrevivéncia de bezerros e, principalmente,
Produgdo de leite da mae que sera responsavel pelo melhor desempenho de
Produtos originados de vacas cruzadas.
TABELA 16

Médias e desvios padrdes (entre parénteses) de cinco caracteristicas
quantitativas de bovinos de corte, do rebanho estudado.

CLASSES CARACT. RAGAS
{ka) AMBAS SINE NE

VACAS GND 162,33  (20,06) 148,86 (23,74) 16367 (19,15)
GPD 76,76 (49,83) 97,79 (66,11) 7472 (47,48)
BV CRP 228  (7,08) 020 (434 250 (7.08)
BV GND 150  (4,78) 014  (2,68) 164 (4,78)
BV GPD 015  (4,26) 050 (3,90) 011 (430

BEZERROS PN 3230 (357 31,93  (3,73) 32,44  (350)
GND 17680 (28,31) 19445 (28,18) 170,13 (2534
GPD 08,67 (74.47) 128,13 (68,31) 8753 (73,68)
BV GND 1550  (8,08) 1922  (7,58) 1410 (7.82)

BV GPD 1,40 (8,36) 3,12 (10,6) 074 (7,29
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4.5.1. Associagdo dos marcadores com desempenho de bezerros

Os resultados obtidos pelo modelo | s&o mostrados nas Tabelas 17-
21, enquanto que do modelo Il, na Tabela 22 e modelo lll, Tabela 23-25.

A CSN3 esteve associada significativamente com BV GPD e IDFIM,
Quando considerou-se as racas agrupadas, conforme mostra as Tabelas 17 e
19, respectivamente. No SINE esteve associada com BV GND (Tabela 17),
€nquanto que no NE, com BV GND e BV GPD (Tabela 17) , GPD (Tabela 18),
IDFIM e D450 (Tabela 19).

A LGB esteve associada com BV GND, BV GPD (Tabela 17)
agrupando SINE e NE, entretanto no SINE mostrou associagdo com BV GND e
BV GPD (Tabela 17), GND (Tabela 18) e PINI (Tabela 19), por outro lado, no
NE, teve ligagso apenas com BV GND (Tabela 17).

O GH esteve associado significativamente com BV GND (Tabela
17), GND (Tabela 18), D450 e GPMD (Tabela 19), numa anélise com bezerros
agrupados, enquanto que no SINE né&o teve associagao significativa, mas no

NE ele esteve associado com BV GND, BV GPD (Tabela 17), D450 e GPMD
(Tabela 19).
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Andlise de variancia do peso ao nascimento (PN), valor genético para ganho
de peso do nascimento ao desmame (BV GND) e valor genético para ganho de

peso pés-desmame (BV GPD) em bezerros de corte, utilizando o modelo 1.

Racas Fontesde GL PN BV GND BJ GPD
Vanagio Qm P>F am P>F am P>F
CIN3 2 552 057 20,59 0,56 40491 0,04
ERRO 221 9,90 35,35 124,28
R2 (%) 0,50 052 286
CV (%) 10,04 3,24 18,96
LGB 2 1845 0,16 175,90 0,01 77981 0,01

» RO 216 9,82 32,74 118,86

r<n R2 (%) 1,71 4,74 573

§ CV (%) 9,99 3,11 18,55
GH 2 843 042 646,60 0,01 14194 034
ERRO 217 9,76 28,76 129,39
R2 (%) 0,79 1717 1,00
CV (%) 9,97 2,92 19,42
CN3 2 357 064 178,00 0,01 8483 055
ERRO 109 8,06 33,00 140,42
R2 (%) 0,81 8,98 1,10
CV (%) 8,99 3,10 21,15
LGB 2 117 086 168,32 0,01 57361 0,01

Y =m0 217 8,02 32,71 129,85

7 R2 (%) 0,26 8,49 737
CV (%) 8,97 3,08 20,45
GH 1 489 044 255 0,79 64,67 050
ERRO 111 7,97 36,16 140,07
R2 (%) 0,55 0,06 0,41
CV (%) 8,94 3,24 21,14
CcN3 1 4062 006 370,32 0,01 1569,01 0,01
ERRO 110 11,47 23,48 86,36
R2 (%) 31,19 12,54 14,18
CV (%) 10,88 2,67 15,09

w loB 2 2662 0,11 98,79 0,02 20990 0,10

Z RO 102 11,80 24,36 88,98
R2 (%) 424 737 4,42
CV (%) 11,03 2,72 15,20
GH 2 1,44 089 221,82 0,01 368,40 003
ERRO 104 11,84 21,03 100,72
R2 0,23 16,87 6,57
cv 11,06 253 16,38




Andlise de variancia do ganho de peso do nascimento ao desmame
(GND) e ganho de peso pds-desmame (GPD) em bezerros de corte,

utilizando o modelo I.

TABELA 18

conunua
Racas Fontesde G GND GPD
Varagao Qam P>F QM P>F
GC’ 15(12) 3468,87 001 167634,42 0,01
CN3 2(2) 26753 038 3202,71 017
ERRO 205 (209) 272,64 901,33
e (%) 49,00 48,17
CV (%) 8,72 15,81
(%) GC 14 (12) 3411,00 001 14176,86 0,01
g LGB 2(2) 630,44 0,10 86390 0,17
= ERRO 201 (204) 271,31 855,26
< R (%) 47,49 50,32
CV (%) 8,67 15,43
GC 15(12) 215733 0,01 1211196 0,01
GH 2(2) 1923,78 0,01 753 099
ERRO 202 (205) 257,10 827,80
R (%) 51,60 49,58
CV (%) 8,45 1415
GC 6 339241 0,01 2080436 0,01
CN3 2 42017 024 151,18 0,78
ERRO 103 202,41 621,67
R (%) 41,82 66,15
CV (%) 8,50 1416
GC 6 295459 001 19748,68 0,01
% LGB 2 828,81 0,05 29736 0,61
7] ERRO 105 276,94 601,05
R (%) H,77 66,27
CV (%) 8,28 13,98
GC 6 327697 0,01 18588,13 0,01
GH 1 310,72 031 779,71 0,24
ERRO 105 205,73 566,84
R (%) 39,24 68,31
CV (%) 8,54 13,50
GC 11 (10) 901,75 0,01 33001,48 0,01
w CN3 1(1) 67,17 053 650939 001
=2 ERRO 98 (100) 169,75 922,95
R (%) 37,60 29,70
CV (%) 734 14,91
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conunuagao
Racas Fontesde G2 GND GPD
Varagdo QM P>F QM P>F
GC 10 (10) 81241 0,01 300784 0,01
b LGB 22 28296 0,20 158,07 084
2 ERRO 91 (92) 172,26 933,61
R (%) 36,92 26,36
CV (%) 7,38 14,92
GC 11 (10) 837,22 001 1980,74 0,02
GH 2(2) 27903 0,19 227992 007
ERRO 106 (94) 164,94 838,14
R (%) 38,08 25,64
CV (%) 7,23 1417

*Valores entre paréntesescomespondem aosgrausde lberdade do GFD.

5GC => grpo contemporineo, sio diferentesno desmame e pésdesmame.
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TABELA 19

Andlise de variancia do peso final (PFIM), idade inicial (IDINI), idade final (IDFIM), dias para atingir 450 kg
(D450) e ganho de peso médio diario (GPMD) em confinamento, usando o modelo |.

conunua
Ragas Fontesde GL PFIM IDINI IDFIM D450 GPMD
Vatiagido am P> F QM P>F QaMm P>F Qam PPFE QM P>F
PINI 1 3386,08 0,06 233557 001 279398 006 1987448 0,01 011 001
RACA 1 3539,49 0,06 382382 001 685745 001 432228 0,01 029 001
cN3 2 1538,06 0,21 15741 038 282856 003 39058 023 002 035
ERRO 167 971,06 159,54 77432 266,31 0,02
R (%) 1156 13,78 16,74 54,24 10,51
CV (%) 695 477 6,67 1055 10,09
PN 1 4631,08 003 195359 001 203189 0,11 18200,62 OO 0,12 001
o  RACA 1 2952,37 0,09 334138 001 671885 0,01 432364 001 029 001
g LGB 2 438,39 0,64 18587 031 13161 085 046 100 000 095
= =R 167 984,23
< g (%) 1036 1397 13,26 53,44 9,43
CV (%) 7.00 477 6,80 10,64 10,15
PINI 1 4108,69 0,04 236161 0,01 163308 0,15 17602,29 OO 0,15 0,01
RACA 1 3094,07 0,08 167130 001 187,62 063 16135 043 002 032
GH 2 22331 0,80 40,70 0,78 160890 0,13 99554 002 005 004
ERRO 167 986,81 160,93 788,93 259,06 0,02
R (%) 10,13 13,03 15,16 55,49 12,71 o
CV (%) 7,01 4,79 6,73 10,40 9,96 g
€,
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conunuagao
Ragas Fontesde GL PFIM IDINI IDFIM D450 GPMD
Vanagdo QM P>F QM P>F am P>F QM PPF QM P>F
PINI 1 855480 0,01 114355 0,01 019 09 990579 0,01 0,12 001
ce\3 2 217423 0,21 20069 0,18 187629 0,11 3117 084 000 080
ERRO 88 1362,61 113,61 842,58 179,21 0,02
R (%) 10,27 13,42 482 39,49 8,02
CV (%) 8,08 407 7,12 9,43 955
PINI 1 10157,01 0,01 91404 0,01 27,71 086 905320 0,01 011 001
w LGB 2 901,87 053 2801 0,79 8926 090 9201 060 001 053
2 RO 88 1391 53 11753 883,19 177,82 0,02
® R 8,37 10,43 0,23 39,96 8,88
CV (%) 817 414 7,29 9,40 9,51
PN 1 925308 0,01 1233,47 001 1425 090 0897,46 0,01 012 001
GH 1 143 097 139,86 0,27 44943 0,47 439 062 000 060
ERRO 89 1396,14 115,27 870,22 177,40 0,02
R (%) 7,02 11,16 058 39,42 783
CV (%) 8,18 410 7,23 9,39 9,51 ‘
PINI 1 68304 022 127540 0,02 773470 0,01 1063793 0,01 001 002
[ofs\<] 1 207,78 0,50 3022 071 256217 0,05 244743 001 014 0OT1
ERRO 77 451,95 213,82 651,91 34658 0,02
R (%) 2,23 719 15,40 30,65 44,00
CV (%) 485 5,46 296 10,98 7,70
PINI 1 55596 0,27 1057,19 0,03 6670,00 0,01 899333 0,01 002 028 1
LGB 2 327,41 0,49 21041 037 267,22 0,68 7769 082 000 087 ]
Y =0 76 452,02 211,49 687,17 381,30 0,02 }
R (%) 3,49 9,39 11,99 24,69 1,76
CV (%) 485 5,43 6,12 11,52 10,99
PINI 1 49806 0,30 120023 0,02 507338 0,01 7611,11 0,01 004 0,14
GH 2 5550 089 638 097 143651 0,12 107597 005 008 003
ERRO 76 459,17 216,86 656,40 355,03 0,02 H
R (%) 1,96 7,09 1593 29,88 9,93 1
CV (%) 489 550 5,08 11,11 10,52 1
3
f
(N
B} ]
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As Tabelas 20 e 21 mostram as médias ajustadas pelo método dos
Quadrados minimos, enquanto que a Tabela 22 reporta o efeito de substituic&o
génica para cada marcador, quando aplicavel. Na Tabela 20 observa-se que
0s bezerros com genétipo AB para CSN3 tiveram maior BV GPD que o
gendtipo AA (0,23 x -3,54), quando considerados SINE e NE juntos na andlise.
Na analise por raca, os bezerros SINE mostraram diferengas com relagéo ao
gendtipo no BV GND, sendo o gendtipo AA superior ao AB, engquanto no NE o
AB foi superior em vérias caracteristicas (GPD, BV GND e BV GPD). Quanto
aos resultados do confinamento (Tabela 21) os gendtipos da CSN3 diferiram
na IDFIM, sendo que os animais AA foram abatidos 11 dias mais velhos que o
AB (421 x 410), considerando ambas racas. No NE o gendtipo AA da CSN3 foi
diferente do AB para IDFIM (432 x 420), D450 (173 x 161) e GPMD (1,24 x
1,33). Esses resultados podem refletir um efeito da heterose dentro de raga,

através do melhor desempenho dos individuos heterozigotos, provavelmente

Por ligagdo com outros genes.
Com relacdo a LGB, o gendtipo AA foi diferente do BB no BV GND

e BV GPD, sendo o primeiro superior, na analise conjunta. Nos bezerros SINE
0S gendtipos AA e AB ndo diferiram, entretanto ambos foram superiores ao
gendtipo BB para BV GND e BV GPD. No NE a LGB foi associada somente
com BV GND, sendo que os gendtipos AB e BB séo iguais, mas inferiores ao

gendtipo AA. A LGB n3o esteve associada com desempenho em confinamento

(Tabela 21).
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TABELA 20
Médias ajustadas do peso ao nascimento (PN), ganho de peso do nascimento ao desmame (GND), ganho de peso pds-
desmame (GPD), valor genético para GND (BV GND) e valor genético para GPD (BV GPD) em bezerros de corte,
resultante do modelo I.
Raga Gene GEN n PN GND GPD BVGND BVGPD
kg + ic kg = i.c. kg = i.c kg + ic. kg = i.c.
CSN3 AA 158 31,22 + 049 18908 + 598 17508 = 8384 1754 + 092 354 £ 1,74°
(N=224) AB 65 318 & 078 18588 = 694 183,14 = 10,20 1760 & 147 023 + 276°
BB A B0 £ ne 177,73 = n.e. 156,00 = n.e. 1114 * ne. -1490 = ne.
g LGB AA 18 3261 t 156 19859 * 1158 18423 = 1690 21,22 &+ 285° 34 + 542°
m (N=219) AB o3 N4 = 064 19017 = 623 17948 = 90 1804 & 147% 08 + 225°
E BB 108 31,08 &+ 080 18938 = 6547 17504 = 945 1665 = 1,00° 500 ¢ 208°
GH cec 7 V43 t 289 19035 + 1948%® 181,74 * 2063 2013 + 497° 348 : 1052
(N=220) cD 128 3155 & 055 19482 & 6,74° 181,97 & 1027 1940 + 0@2° 365 + 196
DD 85 3100 & 068 18281 & 625° 18122 + 952 1446 + 116" 431 & 245
CSN3 AA 82 31,70 & 062 19838 + 731 17785 &+ 90 2080 £ 1,28° 470 £ 281
(N=112) AB 29 3121 & 109 19512 + 1038 17770 =+ 12,78 1696 + 220° 6859 + 451
BB 1 3300 £ ne 17189 = n.e. 150,03 =+ n.e. 114 + ne® 1490 n.e.
UZ-I LGB AA 8 3188 & 237 20891 + 1731 17827 = 21,73 200 + 478° 376 + 953°
I (N=114) AB 47 3166 &+ 082 1951 + 797 17926 = 1001 2082 £ 167° 400 +  33]3°
BB 59 3142 + 074 198353 + 844 17435 = 1061 1783 + 149° 800 + 297°
GH cC 5 3060 + 324 189,22 = 25725 16516 * 2082 1877 + 692 883 & 1380
(N=113) cD 108 3161 x 054 10805 + 687 17858 * 842 1950 + 1,15 515 £ 226
CSN3 AA 76 30,71 & 078 181,40 = 493 189,13 = 11,73® 1423 + 112° 230 = 213°
(N=112) AB 36 R0 x 114 17959 + 551 20597 + 1312° 1812 + 165° 572 £ 315°
w LGB AA 10 3320 t 247 19091 = 1047 19911 &+ 2554 1980 &+ 353° 312 + 674
= (N=105) AB 45 31,20 & 102 18256 = 531 19652 + 1297 1520 = 1,48° 250 + 479
BB 49 3067 + 088 18323 =+ 550 193,75 + 1344 1522 + 1,43°% 130 & 27 \
GH cc 2 3000 + 309 19224 + 1178 22483 + 2757 2352 + M2 988 + 902%®
(N=107) cD 20 3125 + 181 18454 = 7,37 21328 + 17,25 1884 + 216° 445 + 489°
DD 85 3,0 = 074 180,00 = 446 19792 + 10,46 1446 + 1,00° 1431 & 217° }
¢ Médias com diferentes sobrescritos, sao diferentes (P < 0,05). Id
n.e. => intervalo de confianca nao estiméavel.
i3
_ - . I 1
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Na Tabela 22 observa-s€ que houve efeito de substituicao alélica
para BV GND e BV GPD em ambos, SINE e NE. Ainda no SINE houve efeito
de substituicio alélica para GND & NO NE para PN. Esse modelo foi
concordante com 0S8 resultados mostrados acima, pois em todos os casos O
efeito médio de substituicao do alelo A por B diminui (b<0) 0 valor quantitativo

das caracteristicas onde a regresséo fol significativa.
O GH mostrou efeito significativo sobre 0 GND e BV GND (Tabela

20). No GND, os bezerros com genotipo CD foram superiores aos bezerros
DD, enguanto que O BV GND de bezerros com genotipo DD foi menor que cC
e CD. Nos bezerros NE o genotipo cD teve maiores BV para GND e GPD. No

confinamento (Tabela 21) o heterozigoto foi melhor em D450 e GPMD, sendo

que o efeito foi também significativo No NE. O efeito de substituigdo alélica

pdde ser estimado considerando todos os animais, nesse caso a substituicao
do alelo C por D diminui o GND e BV GND, entretanto aumenta o GPD (Tabela
22). Como os dados s&0 ajustados para heterose o0 GPD dos bezerros SINE foi

menor que nos NE e jaque a frequiéncia genotipica de CD é altano primeiro

baixa no segundo, a estimativa da substituicao alélica para GPD refletiu 0

maior GPD do NE, ocasionando €erro na estimativa. Com ess€ resultado

contraditério, pode-se concluir qué apesar dos dados serem corrigidos para

heterose, as freqiiéncias alélicas do GH sdo muito diferentes entre NE e SINE,

ocasionando erro na andlisé estatistica, quando sao agrupados. Contudo ©

efeito de substituiggo génica nao foi possivel realizar por raga/cruzamen‘to ja

que o nGmero de observagdes para © genatipo CC no SINE é zero, enquanto

que no NE é apenas 2. Gomo os NE heterozigotos foram melhores que O

homozigoto DD, mesmo com correcdo para a heterose, indica que existe efeito

de heterose dentro de raca podendo ser um importante marcador para

aumentar os efeitos genéticos nao aditivos, seja por interacdo intra-locus

(dominancia) ou entre locus (epistasia).
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TABELA 21
Médias ajustadas do peso inicial (PINI), peso final (PFIM), idade inicial (IDINI), idade final (IDFIM), dias para atingir 450 kg (D450 kg),
ganho de peso médio diario (GPMD) em confinamento, resultante do modelo |.
Raga Gene GEN n PINI PFIM IDINI IDFIM D450 GPMD
kg * i.c. kg = ic. dias # i.c. dias * Le. dias % i.c kg = ic.
CSN3 AA 119 250,39 300 45013 + 5868 265 + 230 421 & 507% 157 + 297 120 + 02
(N=172) AB 52 24642 * 473 4105 + 877 264 + 356 410 ¢ 782°% 152 + 459 133 = 004
BB 1 230,02 * n.e. 47391 * ne. 282 ¢ ne. 45 % n.e. 185 % ne. 1,29 £ ne
)
g LGB AA 13. 25401 + 1002%® 44734 + 1884 262 = 758 414 & 1704 155 + 987 131 = 008
s (N=172) AB 72 25232 + 397° 4521 + 745 267 + 299 418 & 6,73 155 + 389 1,30 * 003
< BB 87 24563 + 388° 45005 + 687 264 + 277 418 & 6,21 155 + 360 130 +* 003
GH cc 4 24015 * 27,08 44253 + 5056 260 + 2043 413 4522 148 + 2590%® 135 + 021 %
(N=172) cD 105 28223 + 520 44577 £ 8738 265 * 33 412 & 750 151 + 420° 134 x 003°
DD 24490 * 6,16 45111 £ 1156 265 + 467 427 : 1034 163 + 592° 125 &+ 005°
CSN3 AA 65 26253 * 458 46024 + 917 262 + 265 410 & 7,21 14 + 332 134 * 003
(N=92) AB 26 26016 + 752 44652 + 1496 200 + 426 40 0+ 11,76 143 £ 542 132 + 005
BB 1 24011 = n.e 48589 n.e. 279 * ne 448 * n.e. 143 % n.e. 131 £ ne.
lg LGB AA 5 27152 + 18,74 46242 + 3958 261 + 11850 405 + 3153 137 & 14,15 139 * 013
7 (N=92) AB 37 26643 + 599° 45115 * 12,69 263 + 380 407 + 1011 143 + 454 133 + 004
BB 49 25678 + 517° 46008 * 1099 261 t 320 409 & 8,76 142 &+ 383 134 + 004
GH ceC 3 24598 + 4557 45733 + O356 269 + 2689 420 + 7387 146 & 3335 130 + 032
(N=92) cD 89 26215 + 386 45662 + 788 262 + 226 407 @« 6,22 142 =+ 281 134 + 003
CSN3 AA 54 23833 + 407 43950 + 583 267 + 401 432 & 7008 173 £ 510% 124 = 004°
(N=80) AB 26 23327 + 604 43611 + 866 200 + 59 420 + 1040° 161 + 758° 133 : 005"
w LGB AA 7 236,74 + 1407 42964 * 1967 263 + 1345 420 + 2425 174 = 18,07 1,25 + 013
2 (N=80) AB 35 23820 + 525 43838 * 735 270 + 508 430 * 9,06 169 + 6,75 1,28 + 005
BB 33 23520 £+ 49 44016 = 702 267 + 480 428 & 8,65 170 + 645 127 £ 005
GH cC 1 23978 n.e. 43038 n.e. 2064 + ne. 383 % n.e. 142 % n.e. 150 £ ne.
(N=80) cD 16 24218 + 797 43703 + 1159 268 + 796 420 & 1385 161 + 10,19° 133 + 007°
DD 23524 + 376 43805 + 542 268 + 372 431 % 6,48 172 + 476° 125 + 003°
8¢ Médias com diferentes sobrescritos sdo diferentes (P < 0,05).

n.e. => intervalo de confianga néo estimavel.

4.




TABELA 22
Efeito de substituicdo alélica sobre peso ac nascimento (PN), ganho de peso do nascimento ao desmame

(GND), ganho de peso pés-desmame (GPD), valor genético para GND (BV GND) e valor genético para GPD
(BV GPD) em bezerros de corte, como resuitado do modelo 1.

Gene Raga Canct. n a® b°® dc P(b=0} P{d=0) R (%) ¢
PN 219 3218 # 1,00 058 + 065 017 049 < 0,08 < 0,50 0
m GND 172 - 190,71 = 7,62 24 + 48 028 + 372 <033 < 0,88 0
9 GPD 172 201,03 + 1058 454 + 676 032+ 515 < 0,19 < 090 0
g BV GND 219 2030 = 184 190 + 120 036+ 090 < 0,01 < 0,44 4
g BV GPD 219 337 225 419 £ 225 001 + 171 <001 < 0,99 5
< PN 220 3165 + 1,12 023 + 076 013 + 040 < 056 < 0,60 0
- GND 172 20085 + 7,68 1682 131 217 £ 333 < 0,01 < 0,20 18
O GPD 172 173,711 = 1135 1551 + 788 060 + 492 < 0,01 < 0,81 8
BV GND 220 2336 + 192 432 + 000 036 + 085 < 001 < 0,4 16
BV GPD 220 541 + 404 187 £+ 278 021+ 234 < 0,17 < 0,86 0
PN 114 31890 £ 133 023 + 083 000 + 064 < 059 < 0,73 0
w GND o2 21023 + 971 834 + 611 083 + 472 < 0,01 < 0,73 7
% GPD o2 187,49 = 1397 338 + 878 -265: 679 < 045 < 0,44 0
BV GND 114 2339 & 268 275 ¢ 1,70 018 + 053 < 0,01 < 0,79 8
m BY GPD 114 159 + 535 494 + 339 074+ -1,11 < 0,01 < 058 6
91 PN 105 3249 + 155 098 + 101 031 + 077 < 0,06 < 0,43 2
GND 80 17290 & 790 145 + 516 186 + 387 < 058 <034 0
GPD 80 21269 + 1334 312 = 871 215 + 654 < 0,48 < 0,51 0
BV GND 105 1762 + 226 143 & 149 099+ 112 < 0,06 < 0,08 2
BV GPD 105 489 ¢ 425 288 + 280 069 + 2,10 < 0,05 < 052 3

*Médiasdo genétipo AAda LGBou CC do GH.

b Heito médio de substituicdo aklica (kg), ou seja, o efeito de substtuiralelo AporBou € porD.
¢ Desvio de dominancia (kg), diferenga entre a média obsevada do heterozigoto e a média estimada.

¢ Coeficiente de deteminagdo, significa a porcentagem de variagéo que é explicada pelo genétipo.
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Apesar dos resultados da andlise de variancia terem sido

Significativos em algumas caracteristicas, a variancia explicada pelos modelos
(R®) foram muito baixas, conforme mostrado nas Tabelas 17, 18 e 19. Isso
Mostra que grande parte da variacdo foi devido a outros efeitos néo
Conhecidos, seja ambiental ou atribuido a outros genes. O baixo coeficiente de
determinagéo do modelo caracteriza efeitos poligénicos, onde a influéncia
individua| dos genes é baixa, entretanto quando agregados € alta. Outros
trabalhos obtiveram baixo R?, caracterizando a susceptibilidade aos erros tipos
l'e IIl. BEEVER et a/ (1989) obteve apenas 3 % de aumento no R’, apds
acrescentar o gendtipo, para explicar caracteristicas de crescimento (ganho de
Peso medio diario e peso aos 205 dias). ROCHA ef al. (1992) obteve valores
de 8%, para explicar o peso & desmama de bezerros, como uma caracteristica
Materna, afetada pelo gendtipo. MOODY et al. (1996), obteve valores mais

altos (16%), utilizando marcadores associados com peso ao nascimento de

bezerros Hereford.
Os resultados obtidos pelo modelo Il (Tabelas 23-25) confirmam

Que grande parte das associacdes obtidas pelos modelos anteriores foram
devidos 3 fatores de confundimento, principalmente com relagéo ao efeito do
Pai. Quando nio se utiliza o efeito do pai na andlise, grande parte da
a@ssociagdo atribuida ao marcador, na verdade é devido & outros efeitos,
©Specialmente efeitos poligénicos, que diferenciam os valores genéticos dos
individuos, Quando se quer atribuir um efeito quantitativo & um determinado
Marcador, g variacdo existente entre os individuos de gendtipos diferentes
deve ser analisada dentro de familia, a fim de evitar o confundimento existente
entre diferencas quantitativas existentes através de familias.

Observa-se que a analise por meio do modelo Il aumentou o R? em
todos os casos analisados, conforme mostrado nas Tabelas 23 a 25. Grande
Parte da variacdo existente é devido ao efeito de touro, ja4 que existe
Variabilidade genética, portanto, ha diferenca entre produtos filhos de
diferentes touros. Nos casos onde o marcador mostrou efeito significativo

(Tabela 24), foi devido a variacdo existente entre gendtipos dos produtos filhos
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de touros diferentes (por exemplo, gendtipo AA do touro 1 x gendtipo BB do
touro 2). Quando os dados foram analisados por touro observou-se que ndo
havia diferenca significativa entre progénies de gendtipos diferentes (dados
Na0 mostrados). Portanto, este modelo mostrou-se mais adequado para
explicar o efeito dos marcadores sobre as caracteristicas estudadas, sendo
Que os resultados obtidos em bezerros, mostram que n&o existem diferengas

entre progénies de gendtipos diferentes, nas familias estudadas.



TABELA 23
Analise de varidncia do peso ao nascimento (PN), valor genético para ganho de peso do

nascimento ao desmame (BV GND) e valor genético para ganho de peso pés-desmame (BV
GPD) em bezerros, por meio do modelo IIl.

contnua
Ragcas Fontesde GL PN BV GND BY GPD
Vatiagio am P>F Qm P>F am P>F
TOURO 5 26,61 0,01 371,87 0,01 852,52 0,01
CN3(T 7 9,88 0,37 9,13 0,70 96,60 035
ERRO 211 9,00 13,69 85,52
R (%) 13,61 63,22 36,18
CV (%) 957 2,01 15,73
o TOURO 5 4659 0,01 622,61 0,01 1585,23 0,01
< Tel:'y) 10 537 0,83 14,73 0,38 1713 0,16
g ERRO 203 9,19 13,62 80,65
< R (%) 1355 62,76 3987
CV (%) 9,67 2,01 15,28
TOURO 5 12,88 0,21 261,12 001 680,22 0,01
GH(Y 7 518 0,77 18,47 0,21 62,82 0,66
ERRD 207 8,08 13,35 87,90
R (%) 12,93 63,31 35,78
CV (%) 9,56 1,99 16,02
TOURO 2 18,45 0,09 32598 0,01 901,51 0,01
CIN3( 4 8,82 0,31 3,49 0,94 88,33 0,48
w ERRO 105 733 17,22 99,85
= R (%) 13,08 54,37 32,26
D oy 8,57 223 17,84
TOURO 2 3456 0,01 669,67 0,01 222967 0,01
LGED 5 2,67 0,88 2353 0,22 139,25 0,21
ERRO 106 7,47 16,32 95,76
R (%) 11,27 56,40 34,77
CV (%) 8,66 2,18 17,56




continuagao
Ragas Fontesde GL PN BV GND BV GPD
Vanagdo QM P>F aM P>F am P>F
TOURO 2 1,77 0,79 292,47 0,01 625,17 0,01
w GHT 3 4,00 0,65 24,61 0,22 130,73 0,26
% ERRO 107 7.44 16,35 95,33
R (%) 10,55 56,44 34,67
CV (%) 8,64 2,18 17,44
TOWRO 2 44,87 0,02 483,68 0,01 834,83 0,01
cNam 3 11,29 0,37 16,65 0,19 107,63 0,22
ERRO 106 10,66 10,20 71,33
R (%) 13,20 63,41 31,69
CV (%) 10,49 1,76 13,71
WO 2 81,15 0,01 735,07 0,01 1212,78 0,01
% LGR( 5 8,07 0,60 593 0,73 95,01 0,20
ERRO 97 11,07 10,66 64,14
R (%) 1454 61,44 34,48
CV(%) 10,68 1,80 12,01
TOURO 2 28,56 0,07 318,86 001 534,44 0,01
GH(T 4 6,00 0,69 13,87 0,25 11,89 0,96
ERRO 100 10,63 10,14 80,13
R (%) 13,81 61,44 28,52
CV (%) 10,48

1,75 14,61
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Anélise de variancia do ganho de peso do nascimento ao desmame
(GND) e ganho de peso pos-desmame (GPD) em bezerros, com o

TABELA 24

modelo Ili.
continua
Racas Fontesde GL GND GPD
Varagido QM P>F Qam P>F
GC 12 951,90 0,01 10415,93 0,01
TOURD 5 3723,30 0,01 4263,40 001
CN3(T 7 420,95 0,21 1379,79 0,09
ERRO 199 302,94 777,22
R (%) 45,12 57,44
CV (%) 9,19 14,68
GC 12 832,54 0,01 10200,33 0,01
g TOURD 5 4202,68 0,01 4427,01 0,01
m LGE( 10 427,26 0,16 34058 093
E ERRO 191 296,33 779,08
" R(%) 45,63 57,63
CV (%) 9,10 14,73
Gec 12 939,91 0,01 7324,07 0,01
TOURD 5 1716,83 0,01 4386,53 0,01
GH(T 7 374,19 0,27 87630 027
ERRO 195 297,86 689,68
R (%) 45,79 60,04
CV (%) 9,00 13,83
Ge 6 1177,80 0,01 18608,04 0,01
TOURO 2 645,33 0,22 926,17 0,22
CN3(T) 4 485,26 0,33 607,83 0,40
ERRO 99 416,15 593,24
Rz(%) 20,36 68,95
CV (%) 10,14 13,83
feve) 6 1032,41 0,02 1826,23 0,01
OURO 2 190,62 0,62 1584,57 0,07
LGE() 5 505,08 0,28 311,01 0,75
i ERRO 100 392,93 586,88
n R (%) 21,26 68,64
CV (%) 9,87 13,81
GC 6 1263,63 0,01 14928,35 0,01
OURD 2 820,56 0,13 2716,78 0,01
GHD 3 629,40 0,20 1549,99 0,03
ERRO 101 399,49 513,15
R (%) 20,96 72,40
9,93 12,84

CV (%)

83



continuagao
Racas Fontesde GL GND GPD
Variagio am P>F Qm P>F
GC 10 789,77 0,01 2637,32 0,01
TOURO 2 163,44 037 1248,18 0,24
CN3(T) 3 123,72 052 2661,08 0,03
ERRO 96 161,92 863,61
R (%) 7,75 36,85
CV (%) 717 14,42
GC 10 71924 001 2486,70 0,01
TOURO 2 172,83 0,34 3597,20 0,02
lél LGB(T 5 214,90 0,25 149,93 0,97
ERRO 87 159,87 898,12
R (%) 44,06 33,00
CV (%) A 14,63
GC 10 758,95 0,01 93294 032
TOURD 2 3504 079 244504 005
GH(T 4 12367 053 316,33 081
ERRO 20 153,80 796,08
R (%) 44,81 32,37
6,98 13,81

CV (%)

84




TABELA 25

Analise de variancia do peso inicial (PINI), peso final (PINI), idade inicial (IDINI), idade final (IDFIM), dias para
atingir 450 kg e ganho de peso médio diario (GPMD) em confinamento, utilizando o modelo lIl.

continua
Ragas Fontesde GL PFIM IDINI IDFIM D450 GPMD
Varagao Qm P>F am P>F am P>F Qm P>F QM P>F
PINI 1 448621 004 220830 001 251597 007 2132379 001 004 043
TOURD 6 71490 0,64 99309 0,01 187747 003 102380 0,01 008 001
CN3(T) 7 81201 058 10895 055 506,88 0,60 23473 044 001 047
ERRO 157 1002,75 129,26 757,90 237,88 0,02
R (%) 14,14 3433 23,38 61,57 26,69
CV (%) 7,07 430 6,60 097 0,42
PINI 1 567356 002 220094 001 194886 0,11 2076834 001 003 0,19
g TOURO 6 o51,44 047 141183 0,01 227438 0,01 1652,45 0,01 042 001
M LGEJ 10 74365 0,69 121,69 0,49 50027 0,76 26056 0,36 002 027
<Et ERRO 154 1010,90 128,83 766,72 236,27 0,02
R (%) 15,10 35,80 2397 62,57 20,25
CV (%) 7,00 429 6,63 9,93 9,34
PINI 1 410407 005 263816 0,01 2025,70 0,10 2000158 001 008 005
TOURD 6 969,38 045 637,60 0,01 1306,47 0,12 500,22 003 004 001
GH( 6 652,14 0,69 60,28 084 72741 045 22218 047 001 030
ERRO 158 1007,61 130,98 751,92 238,34 0,02
R (%) 13,18 33,03 23,50 61,26 26,08
CV (%) 7,08 4,32 6,57 0,08 9,43
PINI 1 976032 0,01 74443 001 22,77 087 10593,76 0,01 007 003
TOURO 2 124957 0,41 72478 0,01 2504,41 0,05 856,30 0,01 007 001
'g CN3(M 4 151183 037 198,71 0,11 800,98 037 191,27 031 001 039
n o 84 1404,86 102,75 822,92 156,10 0,01
R (%) 11,69 25,26 11,26 49,69 22,76
CV(%) 8,21 387 7,03 8,80 8,96




connnuagao
Ragas Fontesde GL PFIM IDINI IDAM D450 GPMD
Vadagdo am P>F am P>F QM P>F QM P>F QM P>F
" TOURO 2 94031 052 20100 007 102759 020 1206,79 001 0,11 001
2 LeEm 5 1221,72 051 10254 045 64957 0,60 21825 023 002 0,18
» RO 83 1421,05 107,38 836,65 154,05 0,01
R (%) 11,74 22,82 10,86 50,94 2593
CV (%) 8,26 396 7,09 8,75 8,83
PINI 1 851830 0,02 104575 OO 3065 085 1072624 001 009 001
TOURO 2 14144 091 21424 014 174998 013 44194 007 004 008
GH(Y 2 21669 086 9503 042 068,65 0,31 14689 0,40 001 044
ERRO 86 1437,47 107,39 822,70 157,95 0,01
R (%) 7,49 20,02 9,18 47,88 20,51
CV (%) 8,30 396 7,03 857 898
PINI i 70303 022 203891 0,01 6766,16 0,01 1174199 001 000 063
TOURO 3 18901 0,73 83159 0,01 49605 051 961,96 004 006 001
CSN3(T) 3 4261 096 20,05 094 258,42 0,75 30740 042 001 045
ERRO 7% 464,25 155,25 633,21 32255 0,02
R (%) 8,00 36,99 23,17 39,65 25,11
CV (%) 491 4,65 587 10,59 9,85
PINI 1 489,72 0,30 180696 0,01 6234,78 0,01 1124992 0,01 000 0862
TOURO 3 20958 098 1656,67 0,01 205005 0,03 137548 001 009 001
w LeED 5 40784 048 13661 048 40391 0,67 282,45 051 001 050
2 =0 70 450,24 150,79 63353 324,75 0,02
R (%) 11,46 40,50 25,26 4092 26,94
CV (%) 484 458 588 10,63 987
PINI 1 556,54 0,26 195907 001 538187 0,01 10084,68 0,01 000 092
TOURO 3 1049,76 0,07 93373 001 117582 0,14 871,83 006 006 0,01
GH() 4 73612 0,16 3639 092 42552 0,61 197,49 0,66 001 058
ERRO 7 43112 156,24 629,08 328,94 0,02
R (%) 14,00 37.47 24,73 39,30 25,36
CV (%) 4,74 467 586 10,70 991
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4.5.2. Associa¢cdo dos marcadores com caracfteristicas quantitativas em
vacas de corte

Um grupo de vacas compostas de NE e SINE que tinham registros
Zootécnicos suficientes para estudo de associagdo com os marcadores foram
analisadas. A Tabela 26 mostra os quadrados minimos para todas as
caracteristicas medidas com suas respectivas fontes de variacéo conhecidas e
a probabilidade de cada fonte de variacdo. A CSN3 néo foi significativa apenas
sobre 0 BV GPD em SINE. A LGB mostrou diferencga significativa para GPD,
BV CRP, BV GND e BV GPD. Nas vacas SINE a LGB influenciou

significativamente o GPD, enquanto que nas NE o efeito da LGB foi
significativo sobre o BV CRP, BV GND e BV GPD. O GH foi significativo
apenas com os dados analisados em conjunto, onde teve diferengca no GND,

BV CRP, BV GND e BV GPD, entretanto, tal resultado reflete a diferenca das

freqiigncias genotipicas e desempenho zootécnico entre SINE e NE.

As médias ajustadas séo mostradas na Tabela 27, onde observa-se
que o gendtipo AA da CSN3 nas vacas SINE foi pior do que o gendtipo AB
para BV GPD. No caso da LGB, pode-se ver que o gendtipo AB da LGB foi

Superior ao BB para GPD, entretanto inferior para as outras caracteristicas (BV
P e GND também foram maiores

CRP e BV GND). Nas vacas NE os BV CR
PD o gendtipo AB foi superior ao

Para o genétipo BB, enquanto qué NO BV G
AA. O efeito do GH também é

BB, sem diferir entretanto, do genotipo
das as caracteristicas em que foi

Mostrado, onde reporta-se qué em to
Significativo (GND, BV CRP € BV GND) o gendtipo DD foi superior ao CD.
restimativa do efeito do GH devido a

Nesse caso, também ocorreu Supe
diferenga na freqiiéncia alélica no NE e SINE e menor valor quantitativo das

Caracteristicas devido & corregao para heterose.
alélica em vacas somente foi significativo

O efeito de substituigdo
o GH com as vacas agrupadas (Tabela 28).

por D aumentou 0 GND, BV CRP e BV
feito foi superestimado,

Para a LGB nas vacas NE e para

No caso do GH, a substitui¢d0 de C

GND, entretanto, diminuiu O GPD. Contudo, essé e

No GPD ocorreu 0 contrario das outras

conforme discutido acima.
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aracteristicas, pois o valor quantitativo € maior para as vacas SINE e essas

t& : s . .
m maior freqii&ncia do alelo C do que nas vacas NE. Por isso na estimativa

do efeito de substituicao alélica a troca de C por D no GPD ocorreu diminuicdo

A LGB nas vacas NE teve efeito de substituigao

lo A por B aumentou o BV CRP e BV GND,

do valor da caracteristica.

alélica, onde a troca do ale
feito fol O contrario. Ademais houve desvio de

enquanto que no BV GPD 0 €
dominancia significativo em duas caracteristicas (BV CRP € BV GND), sendo

que 0 alelo A mostrou-se dominante sobre o alelo B (d < 0).

A Tabela 29 mostra 0S resultados obtidos pelo modelo [, onde

pode-se ver que ©O R? também aumentou em todas as caracteristicas

estudadas, sendo que novamente O touro (pai da vaca), foi responsével por

grande parte da variaggo. Na LGB os resultados mostram efeito significativo,

e L4 .
ntretanto,apds analisar 0S dados por touro, constatou-se 0 Mesmo fato

ocorri ) N . . .
corrido nos bezerros, ou seja, @ variagao ocorrida foi devido ao contraste

entre genétipos de touros diferentes, mostrando O efeito significativo em

funca ~ . .
uncdo dos outros genes que sao responsavels pelo melhor ou pior

desempenho das filhas daqueles tou
o existiu associacao entre 0S marcadores

ros. Assim, novamente constatou-se qué

no nu i ;
0 numero de familias estudadas na

e as caracteristicas quantitativas estudadas.



Andlise de variéncia do ganho de peso do nascimento ao desmame (GND), ganho de peso pds-
desmame (GPD), valor genético para capacidade real de produgéo (BV CRP), valor genético para GND
(BV GND) e valor genético para GPD (BV GPD) em vacas de corte, resultante do modelo |.

TABELA 26

coninua
Ragas Fontesde GL GND GPD BVCRP BV GND BV GPD
Vanagio aMm P>F Qm P>F QM P>F QM P>F QM P>F
CN3 2 18036 0,67 508028 0,22 2913 053 1419 050 3304 0,16
ERRO 284 454,00 3334,30 4558 1419 17,74
R (%) 0,28 1,14 0,45 0,49 1,40
CV (%) 13,42 64,04 4,00 2,70 6,86
»n \GB 2 12806 0,76 1593650 001 168,72 0,02 8401 001 5022 006
& RO 251 469,95 3063,79 42,02 18,47 17,70
= R 0,22 4,26 3,10 350 2,30
< CV (%) 13,64 85,79 384 256 6,84
GH 2 3673,19 0,01 777519 007 26166 001 118,05 0,01 024 099
ERRO 140 384,62 283692 40,39 18,56 20,94
R (%) 12,00 3,99 8,47 8,33 0,02
CV (%) 12,29 67,08 3,75 256 7,43
CEN3 2 98,08 080 502573 0,38 9,77 063 409 0,60 6157 003
ERRO o7 43598 5146,00 20,97 7.98 17,05
R (%) 0,46 217 0,96 1,05 7.75
CV (%) 1395 68,72 2,72 1,69 6,72
w LGB 2 561,34 0,27 1162251 0,09 2407 031 906 032 1471 043
2 ERRO o6 424,24 478559 20,07 7,77 17,25
0 R 2,68 523 2,43 2,37 1,94
CV (%) 13,67 68,32 2,69 1,67 6,76
GH 2 3629 093 226469 0,63 1233 051 467 051 2086 037
ERRO 56 499,86 487335 1794 6,88 20,44
R (%) 0,26 1,76 2,40 237 37,78
CV (%) 15,10 73,72 254 1,58 7.41




conunuagao
Racgas Fontesde GL GND GPD BVCRP BV GND BV GPD
Vanagao QM P>F QM P>F QM P>F QM P>F QM P>F
CN3 2 13,14 097 2462,16 0,34 11,45 082 6,23 0,79 2,77 086
ERRO 184 402,02 2281,37 57,56 26,51 18,02
R (%) 0,04 1,23 0,22 0,25 0,18
CV (%) 12,25 57,68 4,48 3,06 6,92
LGB 2 21988 0,60 315832 0,17 328,67 0,01 156,36 0,01 4988 0,07
uz.l ERRO 152 427,77 178182 51,13 23,06 18,12
R (%) 0,67 2,42 7,80 8,19 3.7
CV (%) 12,60 57,46 4,21 2,85 6,91
GH 1 8167 056 12783 0,76 038 093 0,11 0,95 31,20 0,22
ERRO 82 240,02 1413,49 52,26 25,01 20,49
R (%) 0,41 0,12 0,00 0,00 191
CV (%) 9,24 54,58 422 2,95 7,31

=




TABELA 27
Médias ajustadas do ganho de peso do nascimento ao desmame (GND), ganho de peso pds-desmame (GPD), valor

genetico para capacidade real de produgédo (BV CRP), valor genético para GND (BV GND) e valor genético para GPD
(BV GPD) em vacas de corte, por meio do modelo I.

conunua
Ragas Genes GEN n GND GPD BVCRP BV GND BV GPD
kg * i.c. kg = i.c kg i.c kg * i.c kg # i.c.
CN3 AA 231 18932 + 2,74 8744 + 7,72 134 + 086 177 + 059 013 + 057
{(n=287) AB 53 15651 + 588 9990 + 1656 080 &+ 187 1,00 £+ 1,24 080 + 1,20
2 B8 3 16133 + 8567 12633 + 23221 201 + 2716 258 + 18,18 331 + 1692
% LGB AA 16 162,63 + 1155 70,06 + 2949% 213 + 345 283 x 228%° Q071 & 224%®
< (n=254) AB 29 15831 + 433 o884 + 1159° 088 + 120° 083 + 085° 080 + 080°
BB 130 15894 + 361 7574 + 949° 183 + 108° 245+ 0O71° 036 073°
GH cc 4 16125 + 3122°%® 103,75 + 84,74 270 = 10,12% 188 + 684°% 007 + 729
(n=143) cDh 70 152,71 &+  467° 8889 + 1330 140 + 152% 004 + 102° 029 + 1,14
DD 69 16697 + 471° 68,88 + 13,00 528 + 154° 355 + 104° 026 + 1,12
cN3 AA 71 149,76 + 495 101,28 + 733 047 + 1,08 059 + 1,28 046 = 104°
(n=100) AB 27 148,78 + 827 10688 + 10,40 038 = 181 047 £+ 220 130 + 171°
B8 2 159,00 + 18754 17250 + 27597 200 + 4091 256 + 73,06 594 *+ 37,10°%°
w LGB AA 4 15440 + 29,31 9020 + 98,45 112 + 6,36 144 + 398 415 + 592
2 (n=98) AB 45 15402 + 6,19 11888 + 21,78 087 + 135 106 + 085 071 £ 135 &
n B3 49 14733 + 592 86,42 + 20,75 013 + 129 025 + 081 020 + 1,25 )
A
GH cc 4 15125 + 3557 103,75 + 111,05 135 £ 767 168 + 417 007 + 7,9 §
{(n=59) ch 54 14769 + 6,11 0526 + 1981 010 + 1,16 0,14 + 0,72 019 + 128 ,}
DD 1 15300 +  ne. 3000 £  ne. 071 + ne 092 + ne. 670 * ne. s
Iy
I
2t

o
d /?‘7)4(9 y

,.44,221:57.19534, ax .

J s




Ragas Genes

GEN n GND
kg * i.c.
CIN3 AA 160 16357 + 3,12
(n=187) AB 26 16454 + 8,10
BB 1 166,00 + n.e.
w
=2 LGB AA i1 166,36 + 13,20
(n=155) AB 54 161,89 * 5,64
B3 <0 165,26 % 434
GH cD 16 169,69 % 8,2
(n=84) DD 68 167,18 & 3,76

=bs Médiascom diferentes sobrescritos, sio diferentes (P< 0,05).

n.e.=> intervalo de conflanga nido esimavel.




conmuagaoe

GPD BVCRP BV GND BV GPD

kg = i.c. kg ic. kg ¢ i.c. kg = i.c.
8158 + 762 345 + 1,18 229 + 080 030 + 069
9263 + 20,09 245 + 307 155 + 2,08 028 + 1,79
3400 * ne. 406 = n.e. 262 £ n.e. -1,96 n.e.
8091 + 2836 518 + 481°%® 346 + 323% 155+ 285
8208 + 12,10 107 + 195° 065 + 130° 121 =+ 122°
7015 + 906 542 + 1,49° 365 1,02® 040 x 092°
686,14 + 214 551 + 39 368 + 27 484 + 214
69,47 + 925 533 + 1,76 358 = 1,22 817 * 9,25




TABELA 28
Efeito de substituicdo alélica sobre o ganho de peso do nascimento ao desmame (GND), ganho de peso

pés-desmame (GPD), valor genético para capacidade real de produgdo (BV CRP), valor genético para
GND (BV GND) e valor genético para GPD (BV GPD).

Genes Raga Camct. a? b® d° Pb=0) Pd=0) R (%)
CSN3 AVBAS GND 189,69 + 2,80 231+ 584 080 + 528 <044 <077 0
(h=265) GFD 8638 + 7,64 1472 + 1593 128 + 1430 < 0,07 <086 0
B/CRP 261 + 092 070+ 12 034+ 1,74 < 0,48 <070 0
BV GND 1,73+ 063 052 + 1,20 023+ 1,16 < 0,43 < 0,70 0
B/GPD 015 + 057 110+ 117 015+ 106 < 007 < 0,78 0
LGB  AMBAS GND 15097 + 7,08 043 + 439 094 + 347 <085 < 0,60 0
(n=235) GPD 95,23 + 1854 866 + 11,40 953 + 908 <014 <004 0
B/CRP 142 222 09t + 137 408+ 109 < 0,20 < 006 o}
BJ GND 085 x 1,47 067 + O 073 072 <015 <005 0
BJY GPD 159 + 1,39 092+ 086 032 + 0869 <004 <036 1
GH  AMBAS GND 14121 + 943 1237 + 600 1428 435 < 0,01 < 057 10
(h=135) GPD 107,63 + 2528 1927 + 1613 048 + 11,69 <002 <094 3
BJ/CRP 410 ¢+ 3,09 207+ 196 047 £+ 1,48 < 0,01 <052 5
BY GND 07+ 210 201 £+ 133 030+ 097 < 00 <055 5
BV GPD 023+ 218 002+ 1729 004 + 101 <097 <094 o}
6B SNE GND 15761 + 1152 545 + 734 084 + 551 < 0,15 < 0,76 1
(n=89) GPD 12420 + 3853 1705 + 2456 875 + 1839 < 047 <035 1
BJCRP 283 + 253 136+ 1,61 066+ 1,21 <010 <028 2
BJ GND 177 £ 157 084+ 100 008 + 075 < 0,10 <083 2
B/ GPD 062 + 229 036+ 1,47 045 + 1,10 <063 <042 0
NE  GND 163,10 £ 8,11 137 + 494 142 + 403 <059 <049 0
(n=146) GPD 7723 £ 1789 251 + 1092 735+ 889 < 0,65 < 0,11 0
BJ/CRP 096 + 310 197 + 188 163+ 154 <004 <004 2
BJ GND 055 + 210 137 £+ 127 430+ 104 <004 <002 2
BJ GPD 218 + 1,78 425+ 1,10 028 + 089 <003 <053 3
TMedmsdo genotipo Ahda CIb e sBou CC do GHL

® Heito médio de subdituicdo aklca (), ou sej efeito de substituralelo AporBou € porD.
¢ Desvio de dominincia (), dferenca entre a média obsevada do hetemzgoto e a média esimada,
¢ Coeficiente de deteminagao, sgnifica a porcentagem de variagio que é explicada peb genotipo




para GPD (BV GPD) em vacas de corte, por meio do modelo Iil.

TABELA 29
Analise de variancia do ganho de peso do nascimento ao desmame (GND), ganho de peso pés-desmame (GPD),
valor genético para capacidade real de producgdo (BV CRP), valor genético para GND (BV GND) e valor genético

conthua
Racas Fontesde GL GND GPD B/CFP B/ GND BY GPD
Varagio Qam P>F Qm P>F QM P>F Qam PF Qm PF
WD 11 82059 001 1179738 001 8948 0,01 4126 001 1444 059
CNS3(T) 1 31806 055 207615 043 2476 072 901 0,79 2915 0,07
RO 241 355,76 2920,15 34,41 15,45 16,98
R (%) 25,00 21,20 3,60 24,21 951
CV (%) 11,88 61,43 3,60 243 6,72
- WD 10 97743 001 850230 001 11749 001 5126 001 1564 052
< LGR() 17 34182 051 284227 040 63,31 0,01 2079 001 1891 0,36
2 RO 222 357,21 2684,32 32,06 14,37 17,20
< R (%) 27,00 24,80 32,69 32,44 10,04
CV (%) 11,89 61,53 348 234 6,75
OUO 10 126091 0,01 404796 0,15 14507 0,01 6323 001 1965 046
GHT 8 74,61 0.9 127620 087 2389 067 1014 073 1639 058
RO 123 327,05 2665,84 33,06 15,48 1992
R (%) 34,32 20,31 33,57 32,18 12,40
CV (%) 1134 64,79 352 2,42 7,26
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Ragas Fontes de GL GND GPD BV CRP BV GND BV GPD
variag&o QM P>F aM P>F aM P>F aM P>F QM P>F
TOURO 3 1329,94 0,02 22490,10 0,01 79.18 0,01 33,14 0,01 33,66 0,08
CNS3(T) 5 395,61 0.40 4674,64 0.41 25,26 0,24 1016 0,23 49,77 0,01
ERRO 91 382,52 4580,68 18,37 7.28 14,71
R? (%) 18,01 18,97 18,00 18,54 16,45
CV (%) 13,06 64,86 2,66 1,68 6,25
TOURO 3 812,40 o 17300,15 0,01 75,55 0,01 31,64 0,01 17.22 0,37
Uz-l LGB(M 8 194,24 0,85 3215,21 0,65 9,63 0,85 4,30 0,80 12,92 0,60
o ERRO 87 387,82 4316,02 18,93 7,48 16,10
R? (%) 19,42 23,38 17,54 18,28 8,33
CV (%) 13,06 64,90 2,70 2,70 6,54
TOURO 3 489,73 0,38 8396,05 0,34 44,87 0,05 16,89 0,06 11,01 0,63
GH 4 31,38 0,99 1771.4 0,82 5,22 0,86 2,36 0,82 8,16 0,78
ERRO 51 464,61 470557 16,11 6,27 18,86
R? (%) 15,89 14,35 21,94 22,43 14,39
CV (%) 14,56 72,50 2,50 1,56 713
TOURO 7 266,72 0,60 4658,29 0,34 87,24 0,06 41,16 0,06 6,66 0,92
CNS3(1) 6 253,44 0.61 1560,75 24,35 0.77 9,70 0,83 11,97 0,69
ERRO 150 339,52 1954,87 44,14 20,40 18.35
R? (%) 13,75 15,19 21,61 20,18 5,67
CV (%) 1,21 56,47 4,05 2,77 6,99
TOURO 6 614,19 0,10 1822,36 0,37 139,60 0,01 61,35 0,01 1419 0,58
w LGB() 9 473,00 0,19 2510,77 0,15 111,02 0,01 52,46 0,01 24,23 0,22
= ERRO 135 337.48 1669,33 40,52 18,81 17,92
R? (%) 18,51 14,22 32,49 31,49 10,93
CV (%) 11,19 55,75 3,88 2,66 6.88
TOURO 6 466,13 0,07 3054,59 0,05 121,80 0,02 52,93 0,04 18,74 0,50
GH(M) 4 117.85 0,73 780,99 0.66 42,55 0.44 17,92 0,52 24,63 0,32
ERRO 72 229,62 1276,46 45,06 22,01 20,68
R (%) 16,26 19,22 23,69 21,90 9,43
CV (%) 9,04 51,56 4,06 2,87 7.35
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Conforme mostrado na Tabela 30, alguns trabalhos tém atribuido
uma maior produgéo de leite ao alelo A da CSN3 e LGB, proteina aos alelos B
daCSN3 e AdalGBe gordura ao alelo A da CSN3, enquanto que o alelo C
do GH foi atribuido & maior producéo de leite, proteina e gordura. Contudo os

resultados obtidos n3o revelaram efeitos desses marcadores sobre as

S i R

Caracteristicas estudadas. Como os dados analisados n&o sao balanceados, (o
que normalmente é impossivel gquando se trabalha com dados de campo),
Quando a analise é conduzida através de familias (modelos | e 1), se a
frequéncia de um determinado genotipo coincide com a maior freqii&éncia de
Progénies de touros geneticamente superiores, ocorre um favorecimento do

gendtipo mais frequente, onde na andlise de varidncia os efeitos ficam

Confundidos, ndo havendo, portanto, separacéo dos efeitos poligénicos. Por
isso o conhecimento prévio do genoétipo do touro (pai) € importante e a anélise
deve ser conduzida dentro de familia & partir daqueles touros heterozigotos a
i fim de se evitar tais confundimentos. MOODY et al. (1996), encontraram

associacéo significativa através do modelo de substituicdo alélica, entretanto

L e

N&o conseguiram o mesmo resultado quando utilizaram um modelo animal,
Onde testaram efeitos genéticos aditivos e ndo aditivos. O modelo de
SUbstituigéo alélica (modelo Il) deve ser utilizado dentro de familia, sendo tem
amesma fragilidade do modelo I. Mesmo quando utilizado dentro de familias o
Modelo de substituicdo alélica tem certas limitages, essencialmente |

referentes 3 origem dos alelos quando a progénie é heterozigota. Quando a i{

@nalise é conduzida através de familias, pressupde-se que os gametas dos !
Parentais tenham valores idénticos o que na realidade ndo é verdade. (
Ademais, se o0 objetivo é encontrar um gene de grande efeito, é mais logico

Que se teste o desempenho dos animais dentro de familias. Se existir algum f!

gene de grande efeito segregando com um segmento cromossomico, tal efeito fii;
; eni am
Sera detectado quando se contrasta o desempenho de progenies que tenh ;

herdado segmentos cromossdmicos diferentes dos parentais.




TABELA 30
Sumario de trabalhos com associagdo estatistica (P < 0,05) entre CSN3, LGB ou GH e cararacteristicas de
importancia econdémica em gado de corte ¢ leite. *
Genes Referéncias Leite Prot Gord Prot Gord PNd PNm GNDd GNDm GPD
{ka) (kg) (kg) % % (kg) (Ka) (Ka) (Ka) (ka)
CcaN3 ALEANDR et a/., 1290 ns B ns B ns - - - - -
BOVENHUS et al ., 1892 A ns A B ns - - - - -
COWAN et al., 1992 ns ns ns ns A - - - - -
EENENNAAM & MEDRANO, 1891 ns B ns ns ns - - - - -
MOODYetal., 1996 - - - - - A A A A ns
LGB GELDERMANN et al ., 1985 A ns ns ns B - - - - -
ALEANDR et al ., 1220 ns A ns ns B - - - - -
BOVENHUS et a/., 1992 A A ns ns B - - - - -
COWAN et al ., 1992 ns A ns ns B - - - - -
FAMUA & MEDRANO, 1994 ns ns ns B ns - - - - -
MOODYet al., 1996 - - - - - A A B ns ns
GH MOOQODYetal., 1996* - - - - - ns A ns B B
YAO et al ., 1996°

C,E C.E C.E . .
LAGZEL et al ., 1996° . . . E .

* Produgo de leite (eite, kg), proteina (prot, kg e %), gordura {gord, kg & %), peso ao nascerdireto e matemo (GNDd e GNDm),
ganho do nascerao desmame direto e matemo (GNDd e GNDm) e ganho pés-desmame;
a,be

alelosAe Bse referem & mutagao na posgao 2141 do gene (C porG);
akelosC e Dse referem a mutagao na posgao 1547 (C porT), equivalente & perda do stio da Mg |;

alelosEe Fequivalem & mutagio na poscao 2291 (A porC), equivalente & perda do stio da Dde |;
haplétipo E conforme denominagdo do autor.
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—— KEN!\’H?DY etal ( 19?2), dem.onstraram que sob certas populagbes e
e geneticas, os efeitos poligénicos, que tem pequenos efeitos
! Uéls mas grande efeito agregado nas caracteristicas, podem ser
;Onfundidos com efeito de apenas um gene, mesmo na auséncia de ligacio.
uStU?O.S que utilizam método dos quadrados minimos para medir o efeito de
M dnico gene ignora o efeito poligénico. Propds-se entdo a utilizacdo da
me.tOdologia dos modelos mistos, utilizando o gendtipo como efeito fixo e o
efe'lt(i poligénico como aleatério. Quando as relagdes envolvendo efeito
:OIIQGFTICO € ignorada, a probabilidade de encontrar efeito significativo pode
Ter mal.Or que do que o erro Tipo | assumido na analise de quadrados minimos.
al efﬁelto pode ser maximizado quando os dados sdo coletados ao longo de
tgeragoes e selecdo tenha ocorrido. Isto pode explicar porque diversos
d'”jbalhos relatam associagbes significativas, mais do que esperado, em
Iterentes populagbes, enquanto que comparagbes de resultados ao longo de
POpulagdes mostram contradicées e inconsisténcia.
comraditériGELDERMANN, et al. (1985) consideram que resultados
. 0s com relagdo aos estudos com marcadores podem estar
a.SS?Clados ao método estatistico usado ou mesmo as associagbes
Significativas acidentais, como resultado do pequeno numero de animais
Zsado. Os efeitos de genes desconhecidos, os quais influenciam uma
fafé??ten’stica quantitativa, podem ser neutralizados se animais de varias
damlhas s&o incluidas na avaliagdo. Tais genes podem situar-se na vizinhanca
e:t:a:::ador, de forﬂma que numa mesma populagdo diferentes alelos podem
| gados. Entdo, em caso de equilibrio o efeito na caracteristica
glaﬂ::tiva, 0 qua~l é medido com cada alelo do marcador, anula a si proprio.
o a populacdo, entretanto, diferentes haplétipos podem ocorrer mais
®qlentemente do que esperado. Mesmo alelos de loci néo ligados podem
apaTeCer mais freqientemente do que poderia se esperar no Caso de
SQuilibrio, se selecdo é praticada, onde os alelos de um touro superior

vas . = i ili 2
tamente distribuido na populagdo (pela sua maior utilizag&o), enquanto
out anie sdo elimi i

0 touro e sua progénie séo eliminados pela pior performance-
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COnseqUentemente, relagbes entre caracteristicas monogénicas e
Multifatoriais da populacéo refletem n&o somente efeitos do caracter
MOnogénico por si s6, mas também, e mais importante, a influéncia de
desequilibrio alélico, o qual pode variar de acordo com a populagdo e também
COm a geracio.

As influéncias ambientais podem dirigir para erros na avaliag&o,
©Specialmente no GPD, tanto em bezerros quanto nas vacas. As condicdes
adversas no periodo pos-desmame dirigem para uma alta influéncia do meio
conforme observa-se por meio do desvio padrdo fenotipico da caracteristica
Mostrado na Tabela 16. Como parte dos bezerros s&o engordados em
confinamento, pode ocorrer erro na estimativa dos valores genéticos dos
mesmos, ja que as condigbes de meio s&o muito diferentes da engorda a pasto
© as avaliagdes s&do tomadas com base em toda a populagéo.

Os dados quantitativos das vacas séo tomados pelo desempenho de
Seus produtos, sendo portanto sujeitos a repetibilidade e herdabilidade das
Caracteristicas. Essa andlise indireta pode sofrer alteracées a medida que
dados sdo acrescentados ao longo das geragbes e como dependem do
acasalamento, podem sofrer efeito de deriva genética; ou seja numa geragéo
Um alelo do marcador pode ser o mais favorével, enquanto que em outra n&o.
Ademais, conforme discutido por MACKINNON & GEORGES (1992), quando
existe ganho genético na populacdo de vacas, progénies de vacas novas
teréo aitas frequiéncias tanto do QTL favoravel quanto de poligénicos de maior
valor que a progénie de vacas velhas. O grupo de progénie que herdar o alelo
do QTL favoravel de suas maes tera, portanto em média, maiores valores
Poligénicos do que o grupo de progénie que herdar o alelo do QTL
desfavoravel. Como essa ganho ndo é considerado, o valor do QTL pode ser
SUperestimado. Quando as andlises de ligagdo s&o conduzidas dentro de
familias de touros, desde que alelos das vacas segregam independentemente

dos alelos dos touros e o contraste é testado entre progénie herdando 0s
s da vaca

alelos alternativos do touro, a variagao resultante dos efeitos alélico

Nao & significativa.
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A existéncia de diversos trabalhos mostrando alguma associagéo
e

com marcadores nos cromossomas 6 € 19 (Tabelas 1 e 30), dirige para uma’

|
!

i utilizados podem estar realmente !

expectativa que os marcadores por aqu
proximos & algum QTL. No entanto, a alta freqiéncia dos alelos mais /
cteristicas de forte presséo de selecéo, intui

is marcadores como guxiliares a

favoraveis na populagéo, em cara
questionar o beneficio da utilizacéo de ta
| seleggio, conforme também discutido por BOURDON (1997). Por outro lado @

utilidade de marcadores como auxiliares no monitoramento da heterozigose

pode ser benéfico em sistemas de cruzamento, O
pesar da relagdo néo ser linear (GRAML &

nde o aumento da heterose é

proporcional & heterozigose, 2
PICHNER, 1984). A ndo linearidade & explicada, além da perda por
nuicao progressiva da heterozigose quando ©
ntemente grande. A utilidade do GH como

nto entre zebuinos € taurinos -

recombinagdo, pela dimi
tamanho da populagéo néo € suficie

marcador importante em sistemas de cruzame

deve ser melhor estudada, ja que as duas familias diferem com relagdo aos |

ilizacdo de marcadores molecularesJ

s nao aditivos, 08 quais

alelos. De certa forma O impacto da ut

devera ser sobre o aumento dos valores genético
mbinado (0 resultado da combinagéo de

incluem o valor génico quando €O
a a meihor combinagéo génica.

genes), manipulando 0s acasalamentos par
Recentemente, NEJATI-JAVAREMI ef al. (1997) mostraram que a utilizagéo de
e uma vaca de parentesco no modelo

uma vaca de relaggo alélica no lugar d
es genéticas mais precisas.

animal, fornece maiores informagobes para avaliacd

Apesar disso, deve-se perguntar. quantos loci marcados serao necessarios

re os individuos e qual sera a

para caracterizar as relagoes existentes ent

relagio custo-beneficio de tal procedimento’?
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4.6. Consideracdes sobre desenhos experimentais para estudos de

ligagdo entre marcadores moleculares e caracteristicas quantitativas

O conhecimento prévio da freqiiéncia génica de marcadores é
importante para estudos de ligacdo com QTLs. A Figura 15 mostra a

freqUiéncia genotipica esperada do cruzamento entre um touro heterozigoto e

vacas escolhidas casualmente na populagdo, para os 3 marcadores
estudados. Pode-se ver que, mesmo partindo de um reprodutor heterozigoto, o
nimero de filhos homozigotos para o genétipo menos frequénte é bastante
reduzido para estudos de ligacdo baseado em familias de meio-irm&os, onde

Somente touro e progénie séo genotipados. Se considerar-se um numero

minimo de 35 progénies por classe, no caso da CSN3 ter-se-ia que genotipar
aproximadamente 1000 produtos. O contraste é feito dentro de familias entre a
média da progénie que herdou o alelo A e alelo B. Assim, seria realizado entre
AA e BB, ja que na progénie heterozigota & impossivel saber qual alelo foi
herdado do pai, & menos que se conhega o gendtipo da mae e esta ndo seja
também heterozigota. Entretanto, na CSN3, como a proporgéo de produtos
heterozigotos que herdou o alelo B da méae é baixa (3,5%), pode-se concluir
que a maior parte dos produtos heterozigotos recebem o alelo B do pai.
Portanto pode-se realizar contraste entre o homozigoto AA e o heterozigoto

AB, considerando a probabilidade do alelo B ter sido herdado do pai. Para o

aumento do poder estatistico do teste, em estudos de ligagéo, varios touros e
progénies por touro devem ser genotipados, especialmente quando algum
alelo & raro. Decorre disso que quanto mais raro for um alelo, devido a fixacao,
mais dificil serd encontrar um touro heterozigoto, entretanto, de posse de um
reprodutor heterozigoto é possivel a realizagéo de estudos de ligagéo entre ‘

Marcador e QTL considerando a progénie heterozigota para contraste com a |

homozigota para o alelo mais frequente.

IR PR A M L0 e 1
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LGB GH
B el A | B 1l Cc| D
g=007 || O p=0.24 Jq=0.76 | | O p=0,09 | g=0.91

AB Il A JTAAJAB||l C |CC|CD

0.035 p=050] 012 0.38 p=0.50 1 0.045 0.455

AB | BB B | AB| BB D |{CD|DD

9=050 1 0465 | 0035 |{a=050] 012 } 038 ||g=050] 0045 | 0.455

?GPRA 15. Frequiéncia genotipica esperada na F1 para acasalamento entre touros,
abidamente heterozigotos e vacas, escolhidas aleatoriamente na populagdo. As

frequéncias génicas p e q, sdo aquelas observadas nas vacas NE.

O GH fornece condigbes especiais para estudos de ligacéo
COnsiderando desenhos familiares como meio-irm3os ou cruzamento entre
linhas puras consanguineas. Como tudo indica que o alelo C é fixado nas
facas de corte européias (uma linha pura nesse caso) e o alelo D tem
freqiigncia alta no Nelore (outra linha pura), o cruzamento entre eles produz
individuos heterozigotos numa freqiéncia alta. Isto obedece aos preceitos do
Cruzamento entre linhas puras conforme proposto por SOLLER et al. (1976),
Pois tem-se duas racas que diferem em suas caracteristicas quantitativas e um
Mmarcador com frequéncias opostas nas duas ragas. Tem-se entéo o Nelore
COm menor taxa de crescimento, menor peso adulto, maturidade sexual tardia
€ algumas ragas européias com caracteristicas opostas, portanto, fala-se que
08 dois diferem em alguns loci de caracteristica quantitativa (QTL). Assumindo-
S€ entéo, que o Nelore é qqDD para o QTL e GH respectivamente, enquanto
Que o Angus, Simental ou Limousin é QQCC. O cruzamento entre eles vai
9erar produtos heterozigotos QqCD tanto para o QTL quanto para 0 marcador
(GH)- O retrocruzamento com um dos parentais europeus (Sl, AN ou LI)
Produzira 0,50 da progénie heterozigota (QqCD) e 0,50 com gendtipo QQcCC,

terozigota

enquanto que o retrocruzamento com touro Nelore vai gerar 0,50 he
re os loci €

€ 0,50 gqgqDD, considerando que a taxa de recombinacao ent
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insignificante. O contraste a ser testado sera entdo a diferenca entre 0o
gendtipo heterozigoto e os homozigotos. Um cruzamentro entre meio - irmaos
ou intercruzamento ira gerar na F» 0,25 QQCC, 0,50 QqCD e 0,25 qqDD,

Portanto a diferenca entre os homozigotos é o contraste a ser testado, como

exemplificado na Figura 16.

Pares cromossdmicos marcados

//\
i I

T
F — Segmentos cromossomicos marcados ==
Al |B Al |B
Cromossoma matemo
— marcador desconhecido -

T, /\ T,

mon onnnn ™oonn nn nnonn

I UL Ul UL L U i bl
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:,:IGunRA 16. Esquema do desenho experimental de meio-irm&os para detecgéo de
I9acdo entre um locus marcado e caracteristicas quantitativas. Sso0 mostrados

dois touros (T, 1 e 2), sendo eles heterozigotos (AB) no locus marcado; quatro
Progénies “k” por touro, que receberam o alelo 47 - A ou B - (Pi Pa11, P11z, Paza
P12g; Py, P,12, Pa23, Pa2s). Nesse caso 0 cromossomo materno é |gnoraqo, ja que
se considera o acasalamento ao acaso, sendo 0 contraste entre progénies igual a
zero. Apenas um locus foi utilizado para marcar 0 cromossomo, entretanto varios
loci do cromossomo podem ser marcados, aumentando a probabilidade de

encontrar associagdo entre marcador € QTL.
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SOLLER ef al. (1976) mostraram que para cada classe de
Gfuzamento de linhas puras o nimero de progénie necessario para detectar
Uma diferenga, §, entre as duas classes de marcadores com erro Tipo I, a =
0,05 e erro Tipo II, B = 0,10. Considerando que o efeito do locus quantitativo
Seja Do = 0,282 desvios padrées e que existe dominancia completa no QTL
(heterOZiQOto para o marcador tem efeito igual ao homozigoto para o QTL
SUperior), o numero de progénie requerido por experimento sera 525 no
retrocruzamento (2n) e 1050 no intercruzamento (4n), onde n é equivalente &
262 Progénies por classe de marcador (na F,, progénie heterozigota para o
Marcador nao é incluida na andlise, por isso se considera 4n). Se ndo existir
dominancia no QTL o numero de progénie requerido no retrocruzamento é de
2100, énquanto que no intercruzamento mantém-se o numero de 1050 por
®Xperimento. Para outros valores de Do, 0 numero de progénie requerido pode
Ser obtida multiplicando os valores acima por (0,282/D)2 , onde D é o efeito do
locus quantitativo. Contudo, considerando-se o efeito da recombinagéo
®Xistente entre o marcador e o QTL, o valor esperado do contraste, 8, reduzira
Para (1 - 2r)8, onde r é a taxa de recombinagéo entre os loci. Assim, o tamanho
da amostra requerido para manter o poder estatistico devera ser aumentado
POr 1/(1 - 2r)2. Portanto, mesmo com pequena taxa de recombinagéo o numero
de Progénie requerido aumenta enormemente. A diferenca entre o nimero de
Progénie requerido no retrocruzamento e intercruzamento se deve ao fato que
0 primeiro, o contraste esperado entre CD - CC (DD) = (1 - 2r), enquanto que
N0 segundo espera-se que CC - DD = 2 (1 - 2r), ou seja, o dobro do primeiro.
Outro problema decorrente do cruzamento entre linhas puras consanguineas €
que o desequilibrio de ligacdo gerado na F;, decai a cada subsequente
%8rac&o na proporgdo (1 - r ), onde r é a taxa de recombinagéo entre o
Marcador ¢ o QTL.

No desenho de meio-irméos deve-se ter um touro heterozigoto para
AMmbog loci, marcador e QTL. Enquanto individuos de cruzamentos de linhas

. _ x ento
Puras sz0 geralmente todos informativos, © mesmo nao ocorre em cruzam
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entre individuos sem parentesco dentro da mesma raca. Partindo de um
reprodutor Nelore, a probabilidade de encontrar um touro heterozigoto para
cada um dos marcadores estudados sera 0,20 para CSN3, 0,20 para GH e
0,38 para LGB, considerando a média da heterozigose agrupando os bezerros
e vacas numa so6 populacéo. Entretanto, como a escolha de reprodutores néo
€ feita ao acaso, ja que é baseada no valor genético do mesmo em uma
populag&o finita de reprodutores elite (elite do ponto de vista genético, pelo
seu valor geneético), os efeitos da deriva genética atuam (FALCONER &
MACKAY, 1996; NICHOLAS, 1996), de modo que por azar pode-se ou n&o
encontrar o gendtipo esperado. Ademais, quando aumenta-se o nimero de
reprodutores a ser amostrado, a probabilidade de todos serem heterozigotos
sera p”, onde n é o numero de reprodutores escolhidos e p é a probabilidade
de encontrar um reprodutor heterozigoto, considerando as probabilidades
citadas acima. Se a frequéncia dos alelos na populacdo ndo é conhecida,
pode-se considerar que em um sistema dialélico (2 alelos, mostrando
codominancia) como foi o caso desse estudo, a probabilidade de encontrar um
individuo heterozigoto, considerando que a frequéncia dos dois alelos é igual,
sera 0,50. Quando aumenta-se o nimero de alelos a probabilidade é 1-2p? |
onde p; é a frequéncia de cada alelo. Decorre disso que quanto maior o
numero de alelos maior a chance de encontrar-se individuos heterozigotos e
mais informativo sera o marcador. Pbrtanto, a utilizacdo de marcadores
dialélicos para mapeamento genético (seja de qualquer caracteristica,
quantitativa ou qualitativa), que normalmente sdo usados em linhas puras
consanguineas , € muito limitada em populagGes que estdo em equilibrio (n&o
consanguineas), por isso os microssatélites s&o mais uteis, pois s&o altamente

polimérficos e muito mais informativos.
Quando hé fixagdo de um dos alelos numa populagdo como é o

caso do GH nas racas européias de corte, a probabilidade de encontrar um
to para o marcador é muito baixa. Além das dificuldades

viduos sem parentesco de uma mesma
o existir, assim néo

touro heterozigo
citadas em cruzamentos de indi
populacio, a presenca de desequilibrio de ligagéo pode na
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€ possivel associagao entre marcador e QTL. Ademais, certas caracteristicas
Que sofrem aita presséo de selecdo aumentam as frequéncias do QTL e do
Marcador favoravel e diminui a dos desfavoraveis dificultando associacao
entre marcador e QTL. Neste caso a frequéncia do alelo marcador favoravel
Sempre estara associada com o QTL, ndo sendo possivel detectar diferencas,
conforme discutido por MACKINNON & GEORGES (1992). Selegdo também
diminuj g quantidade de variacdo do QTL na amostra, assim, a frequéncia do
alelo maijs favoravel sera alta, portanto a efetividade da utilizagdo deles em
Programas de selecdo, sera baixa. Existe ainda a possibilidade de que alguns
genes principais sejam sobredominantes, heterozigotos mais favoraveis que
homOZiQotos, nesse caso a selegcdo mantém a freqiiéncia génica intermediéria.

Cruzamento assistido por marcadores pode entéo ser usado para
@umentar o numero de heterozigotos, orientando o acasalando de individuos
de um alelo com individuos com o alelo alternativo (BOURDON, 1997).
Entretanto, no caso do rebanho Nelore se a selecdo artificial ndo foi tdo
intensa sobre as caracteristicas econdmicas, pode ser possivel encontrar
genes que tenham efeito maior. Para algumas caracteristicas que n&o
Sofreram muita presséo de selegdo, como resisténcia a doenga e qualidade de
Carcaca e carne, pode existir desequilibrio de ligacdo suficiente entre
Marcadores e QTL segregando na populacéo a ponto de estabelecer contraste
entre gles.

Outro problema existente em populagdes ndo consanguineas é que
fem sempre um touro sera heterozigoto para um marcador e para o QTL,
Podendo ser heterozigoto para o marcador mas homozigoto para o QTL, dai
Varias familias devem ser amostradas para conseguir adequado poder
SStatistico. WELLER et al. (1990) mostraram o numero de touros e
Progéniestouro para teste de associagéo entre QTL e marcador, baseado em
UM desenho de meio-irmaos, denominado desenho pai-filha (porque foi
Proposto para gado de leite). Considerando o efeito génico (GE) do QTL a/SD
=030 (12 %), onde a é metade da diferenca entre o valor quantitativo médio

dos doig homozigotos e SD é o desvio padréo da caracteristica quantitativa
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com h? i ‘
it 5 gus 2033 st 403 o s
touros oy familias de meio-irma o umeniando o numefo e
enlre marcador & QTL & ma os' a probabilidade de encontrar associagéo
S tem 8 mosms hL e maior. Assim com 10 touros e 200 produtos por touro,
(1997) - chance que 400 por touro em 5 familias. MOODY et al.
nesse caso aor :m para gado de cogte desenho em familias de meio-irm&os,
ouro o 4 . siderando o = 0,01, h" = 0,25 e GE = 0,3 com 500 produtos por
o enContraros (2000 p?rocnjutos) tem-se uma probabilidade de 0,82 (B = 0,18)
diferenga - -Se associagdo entre ma.rcador e QTL. Em ambos casos a
alematyo o :Trada entre o. valor quantitativo da progénie recebendo o alelo
de  substityi "ouro l?et.eromgoto sera igual a (1 - 2r)a, onde a é o efeito médio
Codominéncjlgao génica (FALCONER & MACKAY, 199); se existir
cSperags éa no QTL o valor reduz para (1 - 2r)d. Observe que a diferenga
eNdogamicas mze;ade daquelé da I’:2 do cruzamento entre linhas puras
ougy prObab”-g (d ~ 2r)d]. ’ASSlm 0 numero .total de progénie informativa para
- n’l ade deverarr ser 4 v.ezes maior para analise desse tipo, ainda
(SOLLE umero deverd ser obtido dentro da progénie de um Unico touro
R, 1990).

oo e VeI:ado 0 numero de individuos requerido para anadlise de ligacao,
4 escassay :uedem gado def c.:orte esse estudo & muito limitado, ndo s6 devido
m8s tambar eelzdos fen('Jtlplcos, corT]' rarzis excegdes em alguns rebanhos,
fator indispenspével r;eatzsz’bdtade "dedu“ilzagao do Inseminagéo afffias ome
esf0rco envolveng eng'ao .e antos produtos pc.>r touro. Contudo,“o
2 formacao nao 90\./erno, universidade e empresas privadas pode permitir
o o 1654 € uma entidade como -o “Dairy “bull DNA repository” nos EUA (DA
marCadOreS’ ;:omo uma for.1te de meTmagao para. e‘Stl’JdOS de hgagé'o. entr?
mprescingj art. F)ev'do a-o numcfro de individuos necessarios €
vel a necessidade da integragdo entre todos esses setores, sendo

:;:;S centrais de inseminagdo tem papel fundamental no for?ecimento de
infOrmat-para estudo de marcadores polimorficos, pela obtencéo d’e.touros
ivos, os criadores como fornecedores de dados fenotipicos €
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fornecimento de progénie dos touros informativos para genotipagem e a
Universidade responsavel pela genotipagem dos touros e progénie e analise

dos dados
Enquanto que nas décadas de 70 e 80 as limitagdes para estudo de

aSsociacso eram devido & caréncia de marcadores polimérficos suficientes
Parg Mapear as caracteristicas quantitativas, atualmente a limitagdo encontra-
5S¢ na obtencéo de populagcdo com disponibilidade de dados fenotipicos e em
desequilibrio de ligacdo e relagdo custo/beneficio para realizagdo de tais
estudos, Entretanto, existem alternativas para estudos de ligagéo entre QTL e
Marcadores pela utilizagdo de marcadores multiplos por cromossoma (“interval
Mapping”), que ndo diminui o nimero de progénie & ser genotipado, mas
AUmenta g probabilidade de detecgédo de ligagéo e genotipagem seletiva, pela
Uilizagzo de individuos extremos para o valor da caracteristica guantitativa.
Nesse caso, o numero de progénie a ser genotipada & reduzida, pois os
Sxtremos s&o os individuos mais informativos para estudos de ligacéo,
entretanto, requer o conhecimento do desempenho de toda a populacdo. A
Partir da discusséo acima nota-se que a existéncia de desequilibrio de ligagao
& fator indispensavel para obtengéo de associagdo entre marcador e QTL. A
Probabilidade de associacdo depende da herdabilidade da caracteristica
qUantitativa, do grau de dominancia existente entre os alelos alternativos do
QTL, da magnitude do efeito génico do QTL , dos erros Tipo | e Il, da presséo

de selecdo existente sobre a caracteristica e do numero de familias

@nalisadas.
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L 5. CONCLUSOES

Sob as condicdes do presente trabalho os resultados obtidos

Permitem concluir que:

1. toda reacéo de amplificacdo deve ser otimizada, sendo que alguns fatores
devem ser fixados, especialmente Tag DNA polimerase e dNTPs, e os

demais serem variados, para obtencéo do nivel 6timo de amplificacéo;

2.3 relacdo entre MgCl, e dNTPs na reagéo de amplificagéo deve ser sempre
Maior que 1, ja que a disponibilidade do MgCl, depende da concentracéao de

dNTPs:

Sar edugdo de “primers” na reagdo de amplificagdo pode ser compensada

Pelo aumento na concentracéo do MgCly;

4. €xcesso de Tag DNA polimerase contribui para aumento de produtos
indesejé\veis na reacdo, sendo que 0,75 e suficiente para a incorporacéo de

7 nmoles de dNTPs;

5. onde 3 variacdo dos demais fatores n&o promover sucesso na otimizacao, a
variagdo do programa de amplificagéo, utilizando ciclos mais rapidos,

diminuindo os tempos de anelamento e desnaturagédo, pode melhorar a
amplificacao;

8. a amplificacso de fragmentos de alto peso molecular (acima de 800 pb)
réquer DNA de boa qualidade, ja que 0 mesmo, quando fragmentado, nao €

amplificado:
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7. a selecdo praticada no rebanho Nelore nZo influenciou as frequéncias

9énicas dos marcadores estudados;

8.0 GH pode se constituir num importante marcador para heterozigose em

Cluzamentos entre Nelore e racas de corte européias;

9. em estudos de ligacao génica em rebanhos de cruzamento, mesmo havendo
ajuste para heterose, ndo se deve agrupar os cruzados com 0s puros, a

menos que a freqiéncia genotipica seja semelhante;

10. analise de associagdo entre marcadores e QTL deve ser conduzida dentro

de familia;

M. a CSN3, LGB e GH nao afetaram as caracteristicas quantitativas

estudadas, nas familias analisadas;

2.0 aumento do numero de familias, progénie por touro, utilizagdo de
Marcadores altamente polimorficos (microssatélites) e distribuicdo de

diversos marcadores ao longo de todos os cromossomos aumentam a

Probabilidade de detecgéo de ligagdo entre marcador e QTL;

13 o estudo de ligacdo de marcadores com caracteristicas de importancia

®Condmica deve ser dirigido aquelas que tém sofrido menor pressao de

Selecio;
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