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TITULO: POLIMORFISMO NO GENE TFAM E CARACTERISTICAS DE
CARCACA EM NOVILHAS DA RACA NELORE

RESUMO - O fator de transcricdo mitocondrial A (gene Tfam), uma proteina
fundamental para a ocorréncia do processo de transcricdo mitocondrial e um
participante na replicacdo do genoma dessa organela, atua indiretamente na
biogénese e oxidacdo de lipideos. O objetivo do presente estudo foi de
caracterizar e verificar a relagdo entre polimorfismos na regido promotora do gene
Tfam com caracteristicas de carcaca em novilhas Nelore. Foram analisadas 272
novilhas da raga Nelore pertencentes a trés rebanhos experimentais da Estacao
Experimental de Zootecnia de Sertdozinho — (EEZS), unidade de pesquisa do
Instituto de Zootecnia, dois deles selecionados (NeS e NeT) para peso ao ano
(machos) e ao sobreano (fémeas) e um rebanho controle (NeC), em que os
animais sao selecionados para a média desses pesos. O DNA gendmico foi
extraido a partir do sangue dos animais, seguindo-se a amplificagao do fragmento
analisado e posterior digestdo com enzimas de restricdo. As medidas de gordura
de cobertura foram obtidas por ultra-sonografia entre 555 e 800 dias de idade.
Pela andlise de PCR-RFLP-Hae lll foi observada a presenca de trés gendtipos
(AA, CA e CC) e, pela analise de PCR-RFLP-Mbo | foram observados apenas
dois gendtipos (CC e TC). Nao houve associagcédo significativa entre os
polimorfismos observados no gene Tfam, com as enzimas Hae Ill e Mbo |, e a
caracteristica espessura de gordura de cobertura. Entretanto, os resultados
sugerem uma associagao entre o polimorfismo detectado pela enzima Hae lll e a

area do musculo Longissimus dorsi.

Palavras chave: bovinos, marcador molecular, RFLP, EGS e AOL



TITLE: POLYMORPHIS IN TFAM GENE AND THEIR ASSOCIATIONS WITH
CARCASS TRAITS FROM NELORE HEIFERS.

ABSTRACT — The mitochondrial transcription factor A (Tfam) is an essential
protein for the transcription and genome replication processes of this organelle
which also has indirect effects on lipids biosynthesis and oxidation. This study was
conducted on intent to verify the existence of polymorphisms on the promoter
region of Tfam gene and verify their possible relationships with carcass traits from
Nelore heifers (Bos indicus). Genomic DNA were extracted from blood samples of
272 animals followed by PCR isolation/amplification of Tfam gene and application
of the RFLP with thr restriction enzymes Hae Ill and Mbo |. The carcass traits
considered were rib eye and fat thickness and were obtained by ultrasound
between the ages of 555 and 800 days. The analysis with PCR-RFLP Hae Ill and
Mbo | showed the migration patterns AA, CA, CC and CC,TC, respectively. There
was no significant association among the patterns obtained and the fat thickness.
However, the results showed an associated effect among the patterns obtained
with PCR-RFLP Hae lll and rib eye, which indicates the possible use of Tfam as a

candidate gene.

Keywords: bovines, molecular markers, RFLP, EGS, AOL



1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, com
predominéncia de ragas zebuinas, contando com mais de 180 milhdes de
cabecas (Anualpec, 2006). Dessa forma, a pecuaria de corte tem fundamental
importancia para a economia brasileira, contribuindo, sobretudo, com a balanca
comercial do pais.

Melhorar a qualidade da carcaca e da carne s&o objetivos de selecéo para
atender a demanda atual de carne bovina e conseguir cotas em mercados
diferenciados. Musculos, gordura, ossos e tecido conectivo sdo os principais
componentes da carcaga bovina. A industria necessita de uma quantidade
minima de musculo para maximizar o processo de abate e determinada gordura
de cobertura para preservar a qualidade da carne durante o processo de
resfriamento. A selecdo de animais com caracteristicas desejaveis de maior
deposicdo de musculos, aliada a deposi¢ao de gordura de cobertura subcuténea
em sistemas de engorda que predominam no Brasil, ira aumentar a eficiéncia da
selecdo para producgéo de carne, atendendo as exigéncias do consumidor por um
produto de melhor qualidade.

Para que se possa fazer uma selecdo mais eficaz, faz-se necessario a
identificacdo de caracteristicas indicadoras da qualidade e produtividade de
carcaca. De acordo com LI et al. (2006) uma das principais caracteristicas que
afetam a qualidade da carcagca é a espessura da gordura de cobertura e, a
selecdo para uma medida 6tima de gordura € um dos maiores desafios para o
melhor aproveitamento na industria da carne. Segundo JEREMIAH (1996),
carcacas bovinas podem ser classificadas usando somente a espessura de
gordura subcutanea, ou em combinagdo com a gordura intramuscular.

Em relacado a produtividade, LUCHIARI FILHO (2000) relata que o musculo

dorsal (Longissimus dorsi), possui varios atributos positivos que o torna um bom



indicador da quantidade de musculo da carcaga, como por exemplo: maturidade
tardia e facil mensuragao, correlagao positiva com a porgédo comestivel e com
varias medidas de rendimento de carcaca.

A espessura de gordura subcutanea (EGS) e a area de olho de lombo
(AOL) séao caracteristicas quantitativas que dependem da agao conjunta de varios
genes. A aplicagdo dessas caracteristicas em programas de melhoramento
genético de bovinos de corte depende de informacgdes fenotipicas consistentes de
um grande numero individuos. O fato da mensuracédo da EGS e da AOL ser feita
ap6s o abate dos animais torna a sua obtencdo dificultosa, e sua avaliagcéo
exigiria a realizagdo de um teste de progénie.

A técnica de ultra-sonografia possibilita a obtencdo da EGS e da AOL no
animal vivo, o que facilita a estimacao de diferencas esperadas na progénie de
um grande numero de animais. Outra possibilidade de avaliacdo dessas
caracteristicas de carcaga, sem que seja necessario o abate dos animais, é a
utilizacdo de marcadores moleculares mediante a genotipagem dos individuos.

Dentre os possiveis genes que podem ser candidatos a marcadores
moleculares da EGS e da AOL, esta o fator de transcricao mitocondrial A (Tfam).
Esse gene codifica uma proteina que regula o processo inicial da transcri¢cdo e da
replicacdo do DNA mitocondrial (mtDNA), e esta relacionado com a biogénese
mitocondrial (JIANG et al., 2005).

Alguns estudos tém mostrado que muitos aspectos da adipogénese sao
acompanhados pela estimulagdo da biogénese mitocondrial (WILSON-FRITCH et
al., 2003; JIANG et al., 2005) e, portanto, é possivel que a variacao genética do
Tfam afete a deposigdo de gordura corporal e o metabolismo energético. Assim,
se faz necessario verificar a relacdo do fator de transcricdo mitocondrial A com
caracteristicas de carcaca como a area do musculo Longissimus dorsi e a
deposicdao de gordura subcutdnea em animais zebuinos, por meio de
polimorfismos RFLPs, levando-se em consideragao sua importancia na biogénese

mitocondrial.



2. OBJETIVO GERAL

Verificar a existéncia de polimorfismos no gene Tfam e avaliar a relagéo
entre estes polimorfismos e caracteristicas de carcaca obtidas pela técnica de
ultra-sonografia em bovinos da raga Nelore, no intuito de obter marcadores que
possam ser uUteis na selegdo de animais precoces na deposi¢cédo de musculo e de

gordura.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Identificar polimorfismos do tipo PCR-RFLP (Polimorfismos no
Comprimento do Fragmento de Restricdo) no gene Tfam;

(2) Comparar as freqiiéncias génicas dos trés rebanhos Nelore;

(3) Verificar associagao desses polimorfismos com as caracteristicas de
carcaca (area do musculo Longissimus dorsi e espessura de gordura subcutanea)

medidas por ultra-sonografia;



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Caracteristicas de carcaca (deposicdo de gordura subcuténea e area de

olho de lombo) e sua obtencédo por meio da ultra-sonografia

Caracteristicas de acabamento de carcagca em bovinos sao caracteristicas
de herancga quantitativa, ou seja, apresentam variabilidade fenotipica decorrente
de fatores genéticos (determinados por poligenes), fatores ambientais e da
interacdo dos fatores genéticos com os fatores ambientais. A espessura de
gordura subcutanea (EGS) medida a % da borda medial sobre o musculo
Longissimus dorsi é um eficiente indicador de acabamento de carcaca,
(HENDRICK, 1983; SUGUISAWA, 2002; SILVA et al., 2003; FELICIO, 2004;
SILVA et al., 2004).

A espessura da gordura de cobertura é uma das principais caracteristicas
quantitativas que afetam a qualidade da carcaga em gado de corte (MOORE et
al., 2003). Nao existe uma definicdo da EGS ideal que atenda todos os tipos de
mercados consumidores, pois, em alguns mercados € uma caracteristica muito
desejavel, enquanto que em outros, indesejavel (SILVA, 2002). Do ponto de vista
qualitativo ha a necessidade de um nivel minimo de gordura de cobertura (2-3
mm) para proteger a carcagca durante o resfriamento, evitando assim a
desvalorizagédo do produto devido a penalizagéo e a classificacao pelo frigorifico
(LUCHIARI FILHO, 2000).

Segundo CUNDIFF et al. (1993) uma carcaca de qualidade deve
apresentar quantidade de gordura suficiente para garantir sua preservacéo e
caracteristicas desejaveis para o consumo.

A éarea de olho de lombo (AOL), medida entre a 122 e a 132 costela,
também é amplamente aceita e utilizada como um indicador da composi¢ao de
carcaga (PERKINS, 1992 e LUCHIARI FILHO, 2000). Segundo HENDRICK

(1983) a AOL tem sido associada significativa e positivamente com medidas de



carne magra na carcacga, apos o excesso de gordura ser retirado ou padronizado
a uma espessura uniforme.

A AOL tem sido associada com musculosidade, porém sua importancia
nao fica limitada a isso, pois, € um importante indicador do rendimento dos cortes
de alto valor comercial (LUCHIARI FILHO, 2000).

Uma maneira de avaliar a qualidade da carcacga, ajudando a melhorar as
caracteristicas organolépticas da carne, sem a necessidade de abate dos animais
e sem atribuir escores visuais, € por meio da ultra-sonografia (YOKOO et al.,
2008). A ultra-sonografia € uma forma rapida de colheita de dados de carcaca,
nao invasiva e que nao deixa residuo nocivo na carne dos animais avaliados
(PERKINS et al., 1992).

Segundo HENDRICK (1983) as relagbes entre espessura de gordura
subcutanea e area do musculo Longissimus dorsi, obtidas por ultra-som no animal
vivo sao similares as relagdes entre as mesmas medidas na carcaga observadas
apoés abate.

Em trabalho realizado por WILSON et al. (1998), medidas acuradas das
caracteristicas de carcaca avaliadas por ultra-som em animais vivos, foram
utilizadas em programas de melhoramento genético de rebanhos, bem como
ferramenta de manejo em confinamentos e em programas de produgédo de
carcaga com caracteristicas especificas.

Nos EUA, dados de caracteristicas de carcaca, provenientes de programas
de teste de progénie, sdo usados por associa¢cdes de criadores para calcular a
diferenca esperada na progénie (DEP). Entretanto, muitas destas associagdes ja
usam a DEP destas caracteristicas, obtidas por ultra-som, para complementar ou
comparar com a DEP de medidas de carcaca (KEMP et al., 2002).

A raca Nelore apresenta grandes vantagens em relagédo as outras quanto a
rusticidade e adaptabilidade as condigdes brasileiras. No entanto, é sabido que
estes animais precisam de maior precocidade de acabamento, para que resultem
em carcacas que tenham, além do peso desejado, cobertura de gordura suficiente

para protegé-la do resfriamento post mortem. KIM et al. (2003) afirmam que, se



loci para caracteristicas quantitativas (QTL’s) que influenciam variagdes na
qualidade de carcaga entre animais cruzados (Bos taurus x Bos indicus) puderem
ser identificados e empregados em selecao assistida por marcadores, juntamente
com esquema de acasalamento, logo crias superiores e animais marcados
poderdo ser identificados nos estagios iniciais da producéo. Isto permitiria uma
melhora na resposta a selecdo e na implementacdo de praticas administrativas
mais eficientes para acertar o alvo da produgéo final.

A criagdo de animais com maior capacidade de deposi¢cdo de gordura de
cobertura, em sistemas extensivos de pastagem, é de suma importancia para
produzir carcagas consistentes em termos de qualidade, o que, sabidamente tem
sido um problema desta cadeia produtiva. O mapeamento de QTL’s com efeitos
significativos sobre caracteristicas de carcaga, assim como a identificacdo de
genes que afetam o metabolismo de lipidios, poderdo auxiliar e aumentar a

acuracia das avaliagdes genéticas dessas caracteristicas.

3.2 Biogénese mitocondrial e metabolismo de lipideos

E sabido que o tecido adiposo apresenta um importante papel na
regulacdo e manipulagdo do metabolismo energético, uma vez que, depende do
mesmo o0 armazenamento e a liberacao dos triglicerideos, bem como a secrecao
de fatores que afetam a saciedade e a utilizacdo de energia. Porém, muitos
produtos necessarios para a sintese de triglicerideos sao provenientes da
biogénese mitocondrial (WILSON-FRITCH et al., 2003).

Os acidos graxos sédo degradados pelo processo da B-oxidagcdo que ocorre
na matriz mitocondrial. Tal processo ocorre em quatro etapas, onde o acido graxo
€ degradado pela oxidagdo no B carbono (C3) em um grupo ceto (C=0) com a
remog¢ao sucessiva de fragmentos de dois carbonos na forma de acetil-CoA,
posteriormente oxidada a CO, no ciclo do acido citrico. Em cada ciclo da -
oxidacao forma-se 1 mol de acetil-CoA, 1TFADH2 e um NADH (Figura 1). Porém,

antes de serem oxidados, os acidos graxos sao ativados pela adicdo da



Coenzima A (CoA) para formar acil-CoA-graxo, esse por sua vez, é incapaz de

atravessar a membrana mitocondrial tendo que se ligar a carnitina que o

transportara para as mitocéndrias (MOTTA, 2004).
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Figura 1. Reacbes da via de 3 - oxidagéo de acidos graxos (MOTTA, 2004)

Grande parte da B-oxidacdo dos acidos graxos ocorre nas mitocondrias,

provendo assim fatores intermediarios para a sintese de triglicerideos pela acao
da piruvato carboxilase (REICHER & NEUPERT, 2004). Além disso, € necessario

um numero muito grande de mitocdndrias para gerar acetil-CoA necessario para a

ativacdo dos acidos graxos antes da esterificacdo em trigliceriedos. Durante a

biossintese de triglicerideos os acidos graxos sé&o formados a partir da acetil-CoA

gerada nas mitocéndrias, que atravessam a membrana mitocondrial na forma de



citrato e chegam ao citosol, onde regenera-se a acetil-CoA, 0 mesmo processo
transporta também o oxaloacetato. Esse processo € constituido por quatro etapas
que terd como produto final a sintese de um acido graxo de cadeia longa
(MOTTA, 2004).

3.3. Gene que codifica a proteina Tfam

O fator de transcricdo mitocondrial A (gene Tfam), também conhecido
como TCF6, € uma proteina de 25KDa, pertencente ao grupo das proteinas de
alta mobilidade, fundamental para a ocorréncia do processo de transcrigdo
mitocondrial (FISHER & CLAYTON, 1988; FISHER et al.,1987), bem como um
participante na replicacdo do genoma mitocondrial (EKSTRAND et al., 2004). Em
Bos taurus o gene Tfam encontra-se localizado no cromosomo 28, sendo
codificado nuclearmente e importado para as mitocéndrias.

Assim como em humanos, camundongos, ratos e frangos o gene Tfam
bovino € composto por 7 exons e 6 introns. O Tfam, agindo conjuntamente com
fatores secundarios no processo de transcricdo mitocondrial, conhecidos como
TFBM1 e TFBM2, interagem diretamente com a RNA polimerase mitocondrial
com a qual se heterodimerizam e assim se unem ao DNA mitocondrial,
semelhantemente as histonas (FALKENBERG et al., 2002; SHOUBRIDGE, 2002).
JIANG et al. (2005) observaram que a regido promotora do gene Tfam, contém
naturalmente cédons AUG em series, 0 que sugere um iniciador de transcrigao.
KAUFMAN et al. (2007) concluiram que o Tfam por si s6 é suficiente para
organizar a cromatina mitocondrial e dar inicio aos mecanismos formadores do
nucledide. Segundo MC CULLOCH et al. (2002) e SEIDEL-ROGOL et al. (2003)
as proteinas TFBM 1 e 2 possuem ainda uma atividade RNA metiltransferase,
porém, cabe ao Tfam a maior responsabilidade por regular a biogénese
mitocondrial em mamiferos (FISHER & CLAYTON, 1988).

TSHILUMBU (2003) afirmou que o Tfam reconhece e se une

especificamente a seqliéncias de DNA mitocondrial localizadas acima dos pontos



de inicio da transcricdo, Este gene codifica uma proteina que apresenta 246
aminoacidos dos quais 42 sao aminoacidos N-terminais. Durante o processo de
translocacado mitocondrial, sdo efetuados os processos proteoliticos que resultam
na forma final do Tfam de 25 KDa.

A regido promotora do gene Tfam em Bos Taurus, apresenta um potencial
fator respiratorio nuclear 1 (NRF1) e uma proteina estimulante (SP1), no entanto
nao se observa o fator respiratério nuclear 2 (NRF2). Em humanos a regiao
promotora do gene Tfam apresenta NRF1 e 2, em ratos e ratazanas é observado
apenas NRF2, sendo comum a todas espécies até o momento analisadas, a
presenca da proteina estimulante (SP1) (SCARPULLA, 2002). Em bovinos todos
esses fatores contém provaveis repressores da transcrigdo que conectam-se em
locais correspondentes encontrados em genes que participam do metabolismo de
lipideos.

Polimorfismos no gene Tfam vem sendo amplamente estudado em
humanos, sendo analisada hipéteses de sua relacdo com as doencgas de
Alzheimer (BELIN et al., 2007; ALVAREZ et al., 2008), Parkinson (BELIN et al.,
2007) e também diabetes (CHOI et al., 2006).

Em animais, o estudo do gene Tfam e suas fungdes sdo recentes. Em
pesquisas desenvolvidas com ratos foi possivel observar as agées do gene Tfam
com participagdo na espermatogénese (RANTANEN et al.,, 2001), problemas
cardiacos em ratos diabéticos (NISHIO et al., 2004) e recuperacéo de lesdes em
musculos cardiacos (YOSHIDA et al., 2005). Em moscas foi relacionado com a
biogénese mitocondrial (TAKATA et al., 2003).

MAY-PANLOUP et al. (2005) estudando ovécitos bovinos em varias fases
da embriogénese, observaram a importdncia da atividade do Tfam na
manutencdo dos primeiros estagios da embriogénese bovina. Na pesquisa
desenvolvida com uma populagdo de animais cruzados (Wagiu x Limousin),
JIANG et al. (2005) encontraram dois polimorfismos na regido promotora do gene
Tfam e associou-0os com maior deposi¢ao de gordura subcutdnea e marmoreio da

carne.
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Embora polimorfismos no gene Tfam ja tenham sido associados com maior
deposigao de gordura subcutanea e marmoreio da carne em Bos taurus, ainda

nao existem trabalhos realizados com Bos Indicus que indiquem tal associagao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Para o presente estudo foram amostrados 272 animas, pertencentes a trés
rebanhos da raca Nelore da Estagdo Experimental de Zootecnia de Sertdozinho —
(EEZS), unidade de pesquisa do Instituto de Zootecnia, localizada ao norte do
estado de S&o Paulo, Brasil. Estes animais fazem parte do Programa de Selecéo
das Racas Zebuinas iniciado em 1978 e desde 1980 estdo separados em trés
rebanhos, Nelore Selecdo (NeS), Nelore Tradicional (NeT) e Nelore Controle
(NeC). Nos rebanhos NeS e NeT os animais s&o selecionados para maiores
pesos a um ano de idade (machos) e ao sobreano (fémeas), enquanto que no
rebanho NeC sdo selecionados machos e fémeas com peso ao ano e ao
sobreano proximos da média. O NeT diferencia-se do NeS por ter recebido,
eventualmente, touros de outros rebanhos, inclusive comerciais.

Das novilhas analisadas, nascidas entre 2003 e 2005, 93 s&o do rebanho
NeS, 137 sdo do rebanho NeT e 42 do rebanho NeC. Apds 24 anos (1981 a
2004) de selecao, a média dos valores genéticos do peso ao sobreano das
novilhas é de 1,9 kg no NeC, 42,2 kg no NeS e 44,6 kg no NeT (RAZOOK &
MERCADANTE, 2007).

4.2. Dados das medidas da espessura de gordura subcutanea e da area do
musculo Longissimus dorsi

As medidas de EGS e da AOL foram obtidas em 272 novilhas, nascidas
entre 2003 e 2005. A obtencdo das medidas aos 18 e 26 meses de idade é
justificada pela falta de informagdes sobre a melhor idade para identificar a
precocidade de deposicao de gordura em fémeas Nelore, criadas em pastagens.

Foram obtidas imagens de ultra-som tomadas na regido entre a 12° e a 13°
costelas, transversalmente sobre o musculo Longissimus dorsi, nas quais sao

medidas a EGS e a AOL. Além disso, foram obtidas imagens tomadas na
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intersec¢do dos musculos Gluteus medius e Biceps femoris, localizados entre o
ilio e o0 isquio, nas quais é medida a espessura de gordura subcutédnea da garupa
(EGSG). Foram utilizados dois tipos de equipamentos, dependendo da ocasiao:
Aloka 500V com sonda linear de 17,5cm de 3,5 MHz e Pie Medical 401347 com
sonda linear de 18cm de 3,5 MHz. Para colheita das imagens, foi utilizado 6leo
vegetal e um acoplante (standoff) para garantir o contato acustico entre a sonda
linear e o corpo do animal. As imagens foram gravadas e, posteriormente,
interpretadas em software Echo Image Viewer 1.0 (Pie Medical Equipament
B.V.,1996).

4.3. Colheita de amostras

Foram colhidos 5mL de sangue de cada animal, por puncdo da veia
jugular, utilizando-se de tubos vacutainer contendo 7,5 mg de EDTA. Os tubos
contendo as amostras foram mantidos sob refrigeracdo a —20°C até o momento

da realizacao das analises laboratoriais.

4.4. Andlises Laboratoriais
As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Genética e
Citogenética “Marcos Antonio Giannoni”, do Departamento de Zootecnia da

Faculdade de Ciéncia Agrarias e Veterinarias da UNESP, campus de Jaboticabal.

4.4.1. Extragdo de DNA

Das amostras de sangue, o DNA gendmico foi extraido seguindo-se o
protocolo de ZADWORNY & KUHNLEIN (1990), onde, apds descongelar as
amostras, foram aliquotados 1000 pL de sangue de cada amostra em tubos
eppendorf de 2 mL. Foram adicionados 40 pL de Nonidet P-40 (12,5%) as
amostras, completando-se em seguida o volume com TKM-1. Cada tubo foi
vigorosamente agitado em vortex e centrifugado por 15 min a 10600 x g/ 28°C.

O sobrenadante de cada amostra foi entdo descartado, e adicionou-se
1000 pL de TKM-1[ Tris-HCI (1M) pH 7,6; KCI (1M) e EDTA (0,1) pH 8,0], agitou-
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se novamente em vortex até dissolver o “pellet”, completou-se novamente o
volume e centrifugou-se por mais 10 min a 10600 x g / 28°C. Este procedimento
foi repetido até se observar um pellet de coloracéo clara.

Novamente o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1000 uL de
TKM2 [ Tris-HCI(1M) pH 7,6; KCI (1M); EDTA (0,1) pH 8,0 e NaCl (1M)] + 100 L
de SDS10%, agitando-se em seguida as amostras vigorosamente em vortex até a
dissolugao total do “pellet”. As amostras foram entdo levadas as banho-maria a
55°C por uma hora. Apo6s este periodo adicionou-se 400 pL de NaCl 6M por
amostra, agitando-se vigorosamente em vortex e centrifugado a 14840 x g por 20
minutos /4°C.

Foram aliquotados 1000 pL do sobrenadante de cada amostra e transferido
para novos tubos (2,0mL), adicionando-se entdo 1000 pyL de etanol absoluto
(gelado) e misturado cada amostra, vagarosamente, por inversdo. As amostras
foram centrifugadas a 14840 x g / 15 minutos / 4°C, descartando-se o
sobrenadante e adicionando-se 1000 pl de etanol 70% (gelado) seguido de nova
centrifugagcéo a 14840 x g 5 minutos / 4°C. O sobrenadante foi descartado, as
amostras foram secadas por inversdo sobre papel absorvente por
aproximadamente 2 horas e o DNA foi ressuspendido em 100 pyL de TE [ Tris-
HCI (1M) pH 8,0 e EDTA (0,1M) pH 8,0] 10:1, sendo ent&o levado ao agitador a
265 x g/ 12 horas.

4.4.2. Eletroforese em gel de agarose

Visando analisar a qualidade e a quantidade do DNA extraido, foi realizada
eletroforese em gel de agarose 0,8%. As corridas eletroforéticas foram realizadas
utilizando-se cerca de 3 pL de solugdo (DNA extraido, produto de PCR, ou produto de
digestdo), mais 3 uL. de tampao de corrida (Tris-HCI 0,1mM, pH 6,8; azul de bromofenol
0,02%; glicerol 50%), em gel de agarose (1%) preparado com tampdo TBE 1X (10mM
Tris HCL pH 7,6, ImM EDTA pH 8,0, e 4cido bérico 89mM, pH 8,3) com brometo de
etideo (0,05 pg/mL), fotodocumentado em aparelho GEL-LOGIC, com transiluminador

ultravioleta e analisados pelo software Image Analysis da Kodak.
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4.4.3 Amplificagdo do DNA por PCR (Polimerase Chain Reaction)

As reagdes de PCR foram realizadas com 272 animais. Os oligonucleotideos
iniciadores (primers) para amplificagdo da regido promotora do gene Tfam foram os
mesmos utilizados por JIANG et al. (2005), os quais foram desenhados com base na

seqiiéncia do gene Tfam depositada no Genbank (AC: NM001034016).

As condi¢des de amplificacdo dos fragmentos da regido promotora do gene Tfam
estdo descritas na Tabela 1. As rea¢des foram realizadas em termociclador Biometra, ¢ a
padronizagdo da temperatura ideal de amplificagdo foi realizada em termociclador

Gradiente Apollo.

Tabela 1. Condigdes de amplificacdo do gene Tfam.

GENE Tfam
Referéncia JIANG et al., 2005
Iniciadores F: 5 tgtaaaacgacggccagtgttgttgcagaaaatcagctaaaatg 3’
R: &’ caggaaacagctatgacccatccactgagactatcgctgacct 3’
Regiao Amplificada Regi&o promotora
Fragmento Gerado 801 pb
Programa 95°C- %
de 95°C- 45"
Amplificacéo 55,7°C-45” 35 vezes
72°C- 45"
72°C- 10’

Reacdo de Amplificacéo | Volume final 25 pL

100ng DNA

2,0 pmol cada primer
tampao PCR 1X 2,5 uL
MgCl> 1,5 pL

100 uM dNTP

0,4 U Taq DNA polimerase




15

Na Figura 2 pode ser observada a analise virtual do gene Tfam, com a posi¢ao dos

oligonucleotideos iniciadores.

1 TFAM-Reverse Primer

é TFAM-Forward Primer

New DNA entry
801 bp

GC%in 2 bp blocks

00040 20 30 40 S0 60 [ R0 a0 S0 G

Figura 2. Organizagdo do gene Tfam com as posi¢des dos oligonucleotideos iniciadores.

4.4.4. Digestdo com as endonucleases de restri¢éo

Para a detec¢do dos RFLPs no fragmento do gene Tfam foram empregadas as
enzimas Hae III e Mbo 1. Para tanto, foi utilizado 5 pL de amostra do fragmento
amplificado por PCR (contendo aproximadamente 100 ng de DNA), 1,5 pL do volume de
tampao de reacdo e 0,5 U de enzima, para volume final de reacdo de 15 pL. Os produtos
da digestao foram separados por eletroforese (100 V por 2 horas) em géis de agarose 4%,

corados com brometo de etideo, visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e
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fotografados para identificagdo dos tamanhos dos fragmentos resultantes, comparando-se

com padrdo de peso molecular de 1Kb plus DNA ladder (invitrogen®).

4.5 Freqiiéncia Génica e Genotipica
As freqiiéncias génicas e genotipicas dos PCR-RFLPs observados no gene do
TFAM foram estimadas conforme o procedimento descrito por WEIR (1990), cujas

equagdes sdo descritas a seguir:

a) Frequéncia Génica

_ 2N+ Ny
2N

2Ngs + Ny

| 2N

b) Erro Padrao da Frequéncia Alélica (EP):
pi(l— pi
EP, =ER, = |——+
2N

c) Frequéncia Genotipica

— NAA
F (AA)= ¢
F(AB)= e
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F(BB)= N[\TB

Sendo que:

Naa = Numero de animais de gendtipo AA
Ngs = Numero de animais de gendtipo BB
Nas = NUumero de animais de gendtipo AB
N = Numero total de animais da amostra
p = Frequéncia do alelo A

q = FrequUéncia do alelo B

O equilibrio de Hardy-Weinberg para cada enzima foi avaliado por um teste
exato de probabilidade, assumindo uma distribuicdo qui-quadrado e nivel de
significancia de P< 0,05. A diferenciagao génica e genotipica entre os rebanhos
para cada polimorfismo estudado também foi avaliada por um teste exato de
probabilidade, assumindo uma distribuicao qui-quadrado e nivel de significancia
de 0,05, utilizando o software GENEPOP (ROUSSET, 2007).

4.6. Analise de associagcdo com caracteristicas de carcaca

Foram utilizados modelos mistos com o procedimento “proc mixed” (SAS
Inst. Inc., Cary, NC) incluindo o efeito de touro como aleatério e os efeitos fixos de
GC (rebanho e ano de nascimento), més de nascimento, gendtipo observado e,
como covariaveis, as idades da mae ao parto e do animal no momento da
medida.

Para estimar os efeitos aditivo e de dominancia, foi utilizado o mesmo
modelo, substituindo-se o efeito dos gendtipos por duas covariaveis. Para o efeito
aditivo fez-se uma regressao sobre 0, 1 e 2, correspondendo aos gendtipos CC,
AC e AA, respectivamente. Para o efeito de dominéancia, assumiu-se 0 para os

gendtipos homozigotos e 1 para o gendtipo heterozigoto.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fragmento analisado esta localizado na regido promotora do gene do

fator de transcricdo mitocondrial (Tfam).
5.1 Extrac&do de DNA

O DNA extraido, visualizado por eletroforese em gel de agarose (0,8 %),
mostrou-se integro, sem quaisquer sinais de contaminag¢ao e em boa quantidade,

como pode ser observado na Figura 3.

- CHEDRELPEFEVFRL L TN

7

DNA

Figura 3. Eletroforograma evidenciando a integridade do DNA total das amostras
de sangue das novilhas da raga Nelore extraido pelo método de
Zadworny & Kuhnlein (1990)
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5.2 Amplificagdo de DNA por PCR

O fragmento do gene Tfam foi amplificado e apresentou tamanho de
aproximadamente 801 pb. A confirmagdo das amplificacbes das amostras foi
observada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, apo6s o término das

reacdes de PCR, como pode ser observado na Figura 4.

M

il

801pb > - v o ww vew

Figura 4. Eletroforograma de confirmacdo dos produtos amplificados do gene
Tfam, mostrando o0 padrao de migragdo do fragmento de
aproximadamente 801 pb em gel de agarose, com marcador (M) 1Kb
plus DNA Ladder.

5.3 Anélise de RFLP

O fragmento da regido promotora do gene Tfam foi submetido a digestao
pelas endonucleases de restricdo Hae Ill e Mbo |. Na Figura 3 pode ser
observada a analise virtual do gene Tfam, com as posi¢cbes das endonucleases

de restricao.
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Figura 3. Organizagdo do gene Tfam com as posi¢des das endonucleases de restri¢ao

Apds a digestdo pela endonuclease de restricdo Hae lll, foi observada a
presenca dos gendtipos AA, AC e CC assim como descrito por JIANG et al.
(2005) em estudos com animais Bos taurus. Todos os genétipos observados
apresentaram sitios de corte para a endonuclease de restricdo, sendo o gendtipo
AA representado por trés fragmentos (152, 187 e 462 pb), o gendtipo AC
representado por cinco fragmentos (83, 104, 152, 187 e 462 pb) e o gendtipo CC
representado por quatro fragmentos (83, 104, 152 e 462 pb), como observado na

Figura 5.
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Figura 5. Eletroforograma da digestdo do fragmento do gene Tfam pela
endonuclease de restricdo Hae lll, mostrando o padrao de migracéo
dos fragmentos em gel de agarose 4%. M corresponde ao marcador

molecular 1 Kb.

Do total de animais estudados, 221 apresentaram o gendtipo AA, 49 o
gendtipo AC e apenas 2 animais o genotipo CC. A distribuicdo dos gendtipos

podem ser observadas na Figura 6.

ﬁ:' =
-E 20
=
m 150
|1|
o
o 400
0]
E
2 80

l:l T T
A A CoC
Gendtipos

Figura 6. Distribui¢do dos gendtipos apresentados para reagdo de PCR- RFLP

com a enzima de restri¢do Hae III.
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Na amostra estudada, o homozigoto AA foi o genétipo mais freqliente. O
namero observado de cada genétipo e as freqiiéncias genotipicas observadas

podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2- Freqliéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos do gene Tfam em

novilhas da raga Nelore com utilizagéo da enzima Hae Il

Gendtipos N° de animais FreqUéncia genotipica
AA 221 0,81
CA 49 0,18
CcC 2 0,01
Freqliéncia alélica
A =09
C =01
X2=0,34

O valor do x? foi de 0,34, bem abaixo do valor para o teste com 1 grau de
liberdade e p< 0,05 (3,84). Este resultado mostra que as frequéncias observadas
nao diferem significativamente das freqiéncias esperadas e que o loco Tfam
analisado esta em equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra.

Nos trés rebanhos (NeC, NeS e NeT) a frequéncia genotipica do AA foi
superior, assim como a frequéncia alélica de A. O gendtipo CC, que em Bos
taurus foi associado a maior deposicao de gordura e marmoreio da carne, foi
observado com uma frequéncia de 0,02 apenas no grupo NeS. O numero de
animais analisados, a freqiiéncia alélica e a freqiiéncia genotipica observada dos

genotipos em cada rebanho pode ser visualizado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Freqliéncias alélica e genotipica dos polimorfismos do gene Tfam nos grupos
de novilhas da raca Nelore.

Enzima N Animais Freqléncia Frequéncia genotipica
alélica
Hae Il A C AA AC CC
42 NeC 0,90 0,10 0,79 0,21 0
93 NeS 0,84 0,16 0,72 0,26 0,02
137 NeT 0,94 0,06 0,88 0,12 0

N: numero de animais. NeC: Nelore, NeS: Nelore Selegédo, NeT: Nelore Tradicional.

No teste de equilibrio de Hardy-Weinberg, os valores do X? de 0,05; 0,43 e
1,07 para NeC, NeS e NeT, respectivamente, revela que o loco Tfam avaliado
esta em equilibrio nos trés rebanhos estudados. A freqiéncia do alelo A foi
superior ao alelo C, mas nao diferiu estatisticamente entre os trés rebanhos.

As amostras foram submetidas a nova andlise de PCR-RFLP com a
enzima Mbo | e ap6s a digestao foi detectado a presenca dos genétipos CC e
CT, sendo que o o gendtipo TT nao foi observado. O alelo C apresentou padréo
de migragdo com 4 fragmentos de aproximadamente 543, 135, 68 e 55 pb e o
alelo T apresentou 6 fragmentos de aproximadamente 302, 241, 68 e 55 pb, como
mostrado na Figura 7.

M CT CT CC CC

Figura 7. Eletroforograma da digestdo do fragmento do gene Tfam pela endonuclease de
restricdo Mbo |, mostrando o padrdao de migracdo dos fragmentos em gel de

agarose 4%. M corresponde ao marcador molecular 1Kb.
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Com a enzima de restricdo Mbol, foi verificado que 259 animais
apresentaram o genétipo CC e apenas 13 animais apresentaram o genotipo TC.
A distribuicdo dos genoétipos ap6s a reagdo com a enzima Mbol pode ser
observada no grafico abaixo (Figura 8).

300 1
@ 250
E 200 1
5
L 150 -
100 1

‘B a0 -
0 N s P
ccooTC T

gendtipos

Figura 8. Distribuicdo dos gendtipos apresentados para reagédo de PCR-

RFLP com a enzima de restricdo Mbol.
O numero de animais analisados no total e as frequéncias genotipicas

observadas podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4 - FreqUéncias alélica e genotipica dos polimorfismos do gene Tfam em

novilhas da raga Nelore com utilizagdo da enzima Mbol

Gendtipos N° de animais FreqUéncia genotipica
CcC 259 0,95
CT 13 0,05
Frequéncia alélica
C=0,97
T=0,03

X?=10,59
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O valor do )(2 para o numero total de animais amostrados foi de 0,59, bem
abaixo do valor para o teste com 1 grau de liberdade e p< 0,05 (3,84), mostra que
as frequéncias observadas nao diferem significativamente das frequéncias
esperadas e que o loco Tfam analisado esta em equilibrio de Hardy-Weinberg na
amostra.

Em todos os rebanhos (NeC, NeS e NeT), a freqliéncia do genétipo CC foi
superior, sendo o0 unico gendtipo observado no rebanho NeC. O numero de
animais analisados, a frequéncia alélica e a freqiiéncia genotipica observada dos

gendtipos em cada rebanho pode ser visualizado na Tabela 5.

Tabela 5 - Frequéncias alélica e genotipica dos polimorfismos do gene Tfam em
novilhas da raca Nelore.

Enzima N Animais FreqUéncia Frequténcia genotipica
alélica
Mbol C T CC CT TT
42 NeC 1,00 0 1,00 0 0
93 NeS 0,96 0,04 0,93 0,07 0
137 NeT 0,98 0,02 0,95 0,05 0

N: numero de animais. NeC: Nelore, NeS: Nelore Selecéo, NeT: Nelore Tradicional.

No teste de equilibrio de Hardy-Weinberg, os valores de X? para os
rebanhos NeS e NeT foram 1,18 e 1,8, respectivamente sendo que o rebanho
controle (NeC) apresentou fixagdo do alelo C. Estes resultados indicam que o
loco Tfam estudado esta em equilibrio nos rebanhos analisados. Em todos os
rebanhos estudados a freqiéncia do alelo C foi superior e estatisticamente
diferente do alelo T, porém sem diferenca significativa para as frequéncias
alélicas entre eles.

Diferentemente do observado no presente trabalho, JIANG et al. (2005),
em um estudo com os RFLPs (Hae lll e Mbo |) no gene Tfam em animais F2
(Wagyu x Limousin), encontraram trés genoétipos AA, CA e CC de freqiiéncias
0,18; 0,49 e 0,32 com a utilizacdo da enzima Hae lll e trés gendtipos CC, TC e

TT de frequéncias 0,35; 0,51 e 0,14 para a restricdo com a enzima Mbo |.
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A maior ocorréncia do alelo A nesse estudo com Bos indicus € contraria a
observada no estudo realizado em Bos taurus, onde o alelo C foi o mais
frequente. Este fato pode sugerir que este alelo seja caracteristico de animais
zebuinos. Além disso, a presenca do alelo polimérfico C (enzima de restricdo Hae
[ll) em baixa freqiéncia nos animais Bos indicus analisados pode ser um
indicativo da participagdo do genoma do Bos taurus na formagédo dos rebanhos
Nelore (RIPAMONTE, 2001). Outros estudos, com diferentes genes (DGAT1 e
Leptina), também demonstraram a presencga de gendétipos especificos de animais
europeus e de animais zebuinos (MILAZZOTTO, 2001, MARSON et al., 2004,
CARVALHO et al.,, 2004), confirmando a importdncia de novas pesquisas
envolvendo a genotipagem para esses genes em populagdes de zebuinos.

A predominancia dos gendtipos AA e CC na regido promotora do gene
Tfam observada nesse estudo pela andlise de PCR-RFLP, também pode estar
associada ao fato desta populacdo estar sendo selecionada a mais de 25 anos
para caracteristicas de crescimento. Levando em conta que o efeito primario do
processo de selecdo é aumentar a frequéncia de alelos favoraveis,
conseqientemente havera reducao na freqiéncia de genes desfavoraveis. Dessa
forma, € possivel que a sele¢cdo que esta sendo aplicada nessa populagéo esteja
promovendo uma diminui¢cao da frequéncia génica do alelo C (enzima Hae lll) e T
(enzima Mbo 1), provavelmente pelo fato desse alelo ter efeito negativo nas
caracteristicas selecionadas, predominando os alelos A (Hae Ill) e C (Mbo 1) que
devem estar relacionados positivamente com as caracteristicas selecionadas.

Além disso, a identificacdo de um gendtipo ou de um alelo de um gene néo
explica a total expressado de uma caracteristica, pois esta esta sendo influenciada
pela expressdo de outros genes, o que configura um possivel QTL’s
(LAUREANO, 2006).

A partir dos resultados obtidos na analise de RFLP-Hae Ill e RFLP-Mbo |
foram estimadas as médias dos quadrados minimos e o erros padrao das
caracteristicas de carcaca analisadas para cada gendétipo identificado pelas

enzimas utilizadas Hae lll e Mbo | (Tabela 6).
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Tabela 6. Estimativa das médias de quadrados minimos e erros padrao

associado aos efeitos dos genoétipos dos marcadores.

GENE Tfam
Haelll MBol

AA AC CcC P CcC TC P

EGS+EP  1,9+0,1 2,0+0,2 1,4+0,8 0,67 | 2,0+0,1 2,2+0,4 0,58

EGSG+EP 3,840,1 3,9+0,2 24+1,0 0,32| 3,9¢0,2 4,1+0,5 0,59

AOL+EP 46,6+0,6° 46,4+0,9° 38,5¢3,7° 0,09 | 46,5+0,6 48,27+1,7 0,31

ab | etras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P < 0,05), EGS:
espessura de gordura subcutanea, EGSG: espessura de gordura subcutanea na

garupa, AOL: area de olho de lombo.

Os gendtipos estudados nado influenciaram significativamente as
espessuras de gordura de cobertura medidas no lombo e na garupa. A area do
Longissimus dorsi foi influenciada apenas pelo polimorfismo do gene Tfam
identificado pela enzima Hae lll. A menor média de AOL foi observada para o
genotipo CC. Tanto os efeitos aditivos como de dominancia afetaram
significativamente esta caracteristica. O efeito aditivo indicou que a presenca do
alelo A leva a um aumento de 4,1 + 1,9 cm? (P=0,03) na AOL. O efeito de
dominancia do alelo A foi de 3,9 + 2,0 (P=0,06). Entretanto, devido ao pequeno
numero de animais com genoétipo CC na populagdo, estas estimativas sdo de
baixa acuracia.

Em Bos taurus, JIANG et al. (2005) conseguiram associar o polimorfismo
observado C/A (Hae lll) e C/T (Mbo 1) com as caracteristicas de marmoreio e
deposicao de gordura subcutanea na populacéo estudada, sendo que, a maior
deposicdo de gordura foi associada com a presenca do alelo C dos dois
polimorfismos encontrados e o haplétipo CC CC o mais favoravel a deposicéo de

gordura. CASAS et al. (2005), estudando polimorfismos para deposicdo de
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gordura subcuténea e intramuscular no gene DGAT1 em uma populacao de 479
animais Nelore, ndo encontraram associagdo com as caracteristicas propostas e
anteriormente associadas em Bos taurus, afirmando que devem ser desenvolvido

marcadores moleculares especificos para Bos indicus.



29

6. CONCLUSOES

Pela técnica de PCR-RFLP, com a utilizacdo das enzimas Hae lll e Mbo |,
foi observada a presenca de polimorfismo para o fragmento do gene Tfam
analisado.

As freqliéncias génicas comparadas entre os trés rebanhos (NeS, NeT e
NeC) nao apresentaram diferencas significativas com a utilizagdo da enzima Hae
[ll. Com a utilizacdo da enzima Mbo |, ndo foram observadas diferencas
significativas nos rebanhos NeS e NeT, sendo que o rebanho NeC apresentou
fixagdo do alelo C.

N&o houve relagdo entre os polimorfismos estudados no gene Tfam e a
espessura de gordura de cobertura. Entretanto, os resultados sugerem uma
associacdo entre o polimorfismo detectado pela enzima Hae Ill e a area do

musculo Longissimus dorsi, como possivel gene candidato.
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