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POLIMORFISMOS NOS GENES MC4R, FABP3, DGAT1 E LEPR E SUAS
ASSOCIACOES COM PRODUTIVIDADE EM MATRIZES SUINAS

RESUMO - Os genes MC4R, FABP3, DGAT1 e LEPR sao de grande importancia no
estudo das caracteristicas reprodutivas de suinos, uma vez que, estao relacionados
com ingestdo alimentar, taxa de crescimento, redu¢do da gordura subcutanea e
lactacdo. Neste sentido, objetivou-se identificar geneticamente polimorfismos do tipo
SNP nos genes MC4R (SNPg.1578C>T), FABP3 (SNPg.-240T>C), DGAT1
(SNPg.9422C>T) e LEPR (SNPg.5396A>G; SNPg.5395T>A) em suinos da raga
Piau e em duas linhagens maternas comerciais industriais de suinos europeus e
chineses. Para isso, foi extraido DNA a partir de sangue periférico de um grupo de
304 suinos. Mediante ARMS-PCR Multiplex, foram amplificados fragmentos
especificos que, posteriormente, foram genotipados em sequenciador automatico
para a realizagao da eletroforese com corantes fluorescentes. Foram encontrados
SNP no gene MC4R (SNPg.1578C>T) e FABP3 (SNPQ.-240T>C) para os trés
grupos genéticos analisados com as trés variagdes genotipicas (CC, TT, CT e TT,
TC, CC, respectivamente). O SNP (SNPg.9422C>T) do gene DGAT1 apresentou as
trés variagbes genotipicas no grupo genético de suinos europeus (CC, CT e TT).
Entretanto, para os grupos genéticos Piau e europeus com ragas chinesas
apresentaram apenas as duas variagdes genotipicas de homozigotos (CC e TT).
Para o gene LEPR (SNPg.5396A>G; SNPg.5395T>A) os grupos genéticos europeus
com racgas chinesas e Piau apresentaram os genétipos GG, AA e o grupo genético
com ragas europeias apresentou as duas variagdes genotipicas de homozigoto (GG
e AA) e apenas um animal apresentou o gendtipo heterozigoto (AG e TA). Os
polimorfismos dos genes FABP3 (SNPg.-240T>C), DGAT1 (SNPg.9422C>T)
apresentaram frequéncias genotipicas altas para os alelos C em relagdo aos alelos
T e no gene MC4R (SNPg.1578C>T) apresentou menor frequéncia. Para os
polimorfismos do gene LEPR (SNPQ.5396A>G e SNPg.5395T>A) apresentou-se
fixado nas populacbes estudadas, demonstrando baixa variabilidade dentro da
populacdo. Todos os polimorfismos avaliados pela analise de variancia
apresentaram associagao (P<0,05) com as caracteristicas reprodutivas e apenas o
gene DGAT1 na populacdo com ragas europeias apresentou associagdo (P<0,05)
com as caracteristicas de produgao para peso médio ao desmame e peso total da
leitegada ao desmame. Os efeitos de substituicdo alélica e dominancia
demonstraram significativos (P<0,05) para mais caracteristicas, independente da
analise de variancia. Para o polimorfismo do gene MC4R (SNPg.1578C>T) o alelo T
apresentou efeito de dominancia sobre o alelo C nas caracteristicas de peso total da
leitegada ao nascimento e idade a primeira cobertura no grupo genético com ragas
europeias e idade a primeira cobertura no grupo genético europeu com ragas
chinesas. Também foi observado efeito de substituicdo alélica (C—T) nas
caracteristicas idade a primeira cobertura no grupo genético com ragas europeias e
peso total da leitegada ao nascimento e idade a primeira cobertura no grupo
genético europeu com ragas chinesas. Para o polimorfismo do gene FABP3 (SNPg.-
240T>C) observou-se efeito de substituicdo alélica (T—C) na caracteristica niumero
de desmamados no grupo genético europeu com ragas chinesas e efeito de
dominancia na caracteristica intervalo de parto no grupo genético europeu com
ragcas chinesas. Para o polimorfismo do gene DGAT1 (SNPg.9422C>T) foi
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observado efeito de substituicdo alélica (C—T) nas caracteristicas de peso médio a
desmama, peso total da leitegada ao desmame e idade a primeira cobertura no
grupo genético com ragas europeias. Diante disso, a populagdo com racgas
europeias demonstrou ter sofrido menor sele¢do para os polimorfismos analisados,
apresentando maior variabilidade dos genotipos.

Palavras-chave: associagao genética, linhagem materna, sequenciamento, SNPs,
Sus scrofa.
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POLYMORPHISMS IN MC4R, FABP3, DGAT1 AND LEPR GENES AND THEIR
ASSOCIATION WITH PRODUCTIVITY IN SOWS

ABSTRACT - The MC4R, FABP3, DGAT1 and LEPR genes are great importance in
the study of traits of swine breeding, since they are related to feed intake, growth
rate, reduction of subcutaneous fat and lactation. The aim of this study was to identify
SNP in MC4R(SNPg.1578C> T), FABP3 (SNPg.-240T> C), DGAT1 (SNPg.9422C>
T) and LEPR (SNPg.5396A> G; SNPg.5395T> A) genes in pigs of Piau breed and
two commercial industrial maternal lineages of European and Chinese pigs. For this,
DNA was extracted from peripheral blood of 304 pigs. By ARMS-PCR Multiplex,
specific fragments were amplified and genotyped in automated sequencer to perform
electrophoresis marked with fluorescent dyes. SNP were identified in the MC4R
(SNPg.1578C>T) and FABP3 (SNPg.-240T> C) genes the three genotypic variations
(CC, TT, CT and TT, TC, CC, respectively) were identified in all genetic groups
analyzed. The SNP (SNPg.9422C> T) of DGAT1 gene presented the three genotypic
variations (CC, CT and TT) in the European genetic group. However, for the Piau
and Europeans with Chinese genetic groups showed only the two homozygous
genotypic variations (CC and TT). For LEPR gene (SNPg.5396A>G;
SNPg.5395T>A), the European genetic group with Chinese and Piau breeds showed
the GG, AA genotypes and the European breeds genetic group showed two
genotyps, homozygous variations (GG, AA) and only one heterozygous animal (AG,
TA). Polymorphisms of FABP3 (SNPg.-240T>C) and DGAT1 (SNPQ.9422C>T)
genes showed high genotypic frequency for the C allele when compared to T allele
and the MC4R gene (SNPg.1578C>T) showed less frequently. For polymorphisms in
the LEPR gene (SNPg.5396A>G; SNPQ.5395T>A) had set up in the populations
studied, showing low variability within the population. All polymorphisms evaluated by
analysis of variance were associated (P <0.05) with the reproductive traits and only
the DGAT1 gene was associated (P <0.05) with the production for average weight at
weaning and the total litter weight at weaning traits in the population with European
breeds. The dominance and alelic substitution effects showed significant (P <0.05) to
trats independent of the analysis of variance. For the MC4R gene (SNPg.1578C> T)
the T allele had the dominant effect of the C allele on the total weight of the litter age
at birth and in the first covering traits in European genetic group breeds and age in
the first cover trait in European genetic group with Chinese races. Allelic substitution
effect (C—T) was also observed in age features the first coverage trait on European
genetic group breeds, and total litter weight at birth and age the first coverage traits
in the European genetic group with Chinese races. For FABP3 polymorphism
(SNPg.-240T> C), was observed allele substitution effect (T—>C) of the number of
weaned trait on European breeds with Chinese genetic group and dominance effect
on delivery interval trait in genetic group European with Chinese breeds. For the
polymorphism in the DGAT1 gene (SNPg.9422C> T), was observed effect of allelic
substitution (C—T) the average weight weaning, the total litter weight at weaning and
age at first mating traits on genetic group with European breeds. Therefore, the
population with European breeds showed he suffered smaller selection for the
polymorphisms analyzed, showing greater variability of genotypes.
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUGAO

A carne suina apresenta um papel fundamental na alimentagdo humana, pois
€ a proteina animal mais consumida no mundo, atras apenas dos pescados
(SIDONIO et al., 2015; GUIMARAES et al., 2015). O Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA) no ano de 2012 relatou uma produgdao de 104,363
milhdes de toneladas de carne suina, sendo que, a China produziu
aproximadamente 50% deste total. A China, Estados Unidos e Unido Europeia
representam aproximadamente 82% da producdo mundial, sendo que o Brasil
representa uma parcela de 3,1% da produ¢cdo mundial, ocupando a 4° posi¢cao desse
ranking. Aproximadamente 84% da produgdo nacional de carne suina sao
destinadas ao mercado interno, sendo 16% exportados (Abipecs, 2013), gerando
receitas e empregos provenientes de toda a cadeia produtiva.

Certamente, uma das grandes conquistas de mercado externo para a carne
suina brasileira no ano de 2013 foi o mercado japonés, passando a importar cortes
especificos e de alto valor agregado (NOJOSA, 2014). A grande vantagem desse
mercado esta principalmente em facilitar a negociacdo também com outros
importantes mercados, ja que o Japado é referéncia internacional do setor
(ADJORI/SC, 2015). No entanto, ainda se faz necessario adaptar o produto
brasileiro ao perfil de consumo deste mercado, o qual prefere carnes mais macias e
com maior teor de gordura. Neste sentido, tem-se dado énfase aos estudos e
pesquisas de genes relacionados com estas caracteristicas. Assim, dada a
importancia econémica, as caracteristicas reprodutivas devem ser levadas em
consideragao, ja que refletem no desempenho dos animais em crescimento e
terminacao, pois sao resultados das fases de pré-desmama e pds-desmame, nas
quais o tamanho e peso de leitegada sdo fundamentais para a eficiéncia na
producgéo de suinos (PIRES, 1999).

As técnicas de analise no melhoramento genético de suinos vém se tornando
mais eficientes, incluindo a maior quantidade de informagdo no modelo para

avaliacdo genética. Apesar dos ganhos genéticos em varias caracteristicas, o



aumento nas taxas desses ganhos é reduzido quando se trata de caracteristicas de
baixa herdabilidade ou dificeis de serem mensuradas, como por exemplo,
rendimento de carcaca, resisténcia & doencas, longevidade (COUTINHO; ROSARIO;
JORGE, 2010; GODDARD; HAYES, 2009) e caracteristicas reprodutivas.

Com isto, a selecdo de animais portadores de alelos desejaveis e a
identificacdo de genes que atuam sobre tais caracteristicas, poderao acarretar em
maior ganho genético, por meio da diminuigdo do intervalo de geragcao (GODDARD;
HAYES, 2009) e aumento da acuracia dos valores genéticos com o uso da diferenga
esperada na progénie auxiliada pela genémica (DEP-AG), por exemplo.

Com o desenvolvimento da biotecnologia, novas ferramentas tém sido
disponibilizadas para identificar genes responsaveis pelas caracteristicas
quantitativas (LEDUR; BERTANI e NONES, 2003). A genética molecular somada
aos métodos tradicionais por meio da selegao assistida por marcadores (SAM) tem
sido utilizados como ferramenta que em programas de melhoramento genético para
caracteristicas de baixa herdabilidade oferece maiores beneficios (OLIVEIRA, 1996).
Dentre os principais marcadores genéticos destaca-se o polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP), que se baseia nas alteragdes da molécula de DNA, ou seja, quando
ocorre substituicdo, delecdo ou inser¢do de um nucleotideo no genoma com
frequéncia acima de 1% na populagdo (SANTORO, 2010).

Os marcadores moleculares do tipo SNP tém sido muito utilizados em estudos
de associagdo para caracteristicas de interesse econémico em suinos. Diversos
SNPs dos genes receptor das melanocortinas 4 (MC4R), proteina de ligagcdo 3 a
acidos graxos, musculo e coragao (FABP3), gene que codifica a enzima Acyl Coa:
diacylglicerol acyltransferase (DGAT1) e receptor da leptina (LEPR) estao
relacionados a estudos de qualidade de carne em suinos; porém nao ha registros de
estudos desses genes e seus respectivos polimorfismos em suinos para
caracteristicas reprodutivas. Além disso, a selecdo de suinos para producao de
carne magra pode ter levado a perdas nos indices reprodutivos, como a reduzida
espessura de toucinho e baixo consumo alimentar na fase de lactacéo,
comprometendo o escore corporal das matrizes por meio da mobilizacdo de
gorduras de reservas para produgao de leite, influenciando negativamente para o

aparecimento do cio, resultando em aumento do intervalo de partos.



Neste sentido, os genes MC4R, FABP3, DGAT1 e LEPR sdo de grande
importancia no estudo das caracteristicas de produtividade de suinos, uma vez que,
estdo relacionadas com ingestdo alimentar, taxa de crescimento, gordura

subcutanea e lactacgao.



2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi identificar polimorfismos do tipo SNP nos
genes MC4R, FABP3, DGAT1 e LEPR em suinos da raga Piau e em duas linhagens

maternas comerciais industriais de suinos europeus e chineses.

2.1.0Objetivos especificos

— ldentificar polimorfismos nos genes MC4R (SNPg.1578C>T), FABP3 (SNPg.-
240T>C), DGAT1 (SNPg.9422C>T), LEPR (SNPg.5396A>G; SNPg.5395T>A) em
suinos da raga Piau e duas linhagens maternas comerciais industriais de suinos
europeus e chineses;

— Verificar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos em suinos da
raca Piau e duas linhagens maternas comerciais industriais de suinos europeus e
chineses;

— Verificar a associacdo por meio da analise de variancia entre os polimorfismos
nos genes MC4R (SNPg.1578C>T), FABP3 (SNPg.-240T>C), DGAT1
(SNPg.9422C>T) e LEPR (SNPg.5396A>G; SNPg.5395T>A) com as caracteristicas
produtivas em duas linhagens maternas comerciais industriais de suinos europeus e
chineses;

— Verificar os efeitos de substituicdo alélica e dominancia nos genes MC4R
(SNPg.1578C>T), FABP3 (SNPg.-240T>C), DGAT1 (SNPg.9422C>T) e LEPR
(SNPg.5396A>G; SNPQ.5395T>A) com as caracteristicas produtivas em duas

linhagens maternas comerciais industriais de suinos europeus e chineses.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Influéncia da seleg¢do genética nas caracteristicas reprodutivas em

fémeas suinas

O melhoramento genético atual nos rebanhos nucleo de fémeas suinas tem
alcangcado bons indices em algumas caracteristicas reprodutivas, e uma das
principais mudangas é o material genético utilizado, que produz um maior numero de
leitdes por parto (MOREIRA, 2014). Somam-se a isto as respostas correlacionadas
com o aumento de leitegada ao nascimento, levando em consideragido outros
métodos para alcancgar os objetivos especificos da selegéo, por exemplo, eficiéncia
de lactacao, vitalidade dos leitdes, cruzamentos com ragas chinesas na composicao
das linhagens comerciais, as quais apresentam maior e melhor capacidade uterina e
placentaria, maior numero de tetas e melhor habilidade materna (ANTUNES, 2015).
Como descrito por Rauw et al. (1998), as respostas correlacionadas ocorrem por
ligacdo e pleiotropia, em que diferentes locos situados proximos no mesmo
cromossomo, influenciam distintas caracteristicas, impossibilitando a segregacao
independente dos genes a partir da meiose e/ou um unico gene afeta duas ou mais
caracteristicas diferentes; também sao influenciadas pelas frequéncias alélicas,
podendo ser diferentes em populagdes distintas.

Por meio da selecédo e de cruzamentos, utilizam-se das melhores ragas para
aumentar a eficiéncia reprodutiva da matriz (FONSECA et al., 2000), onde as taxas
de parto podem ser elevadas e o intervalo de parto reduzido (ROSA et al., 2014).
Algumas das variaveis reprodutivas, principalmente em animais de genética de alta
producado, sao influenciadas pela producdo de leite, pois os menores intervalos
desmame-cio e taxa de ovulagdo adequada podem estar associados a maior
producao de leite e a menor perda de reserva corporal (proteina e gordura) na vida
produtiva da matriz (SOBESTIANSKY et al., 1998; KIM, 2010). Além disso, o
aumento da produtividade da fémea suina contribui para o aumento do balanco
energético negativo na fase de lactagdo (BERGSMA et al., 2008). Uma possibilidade

para evitar que isso ocorra de maneira mais pronunciada, citada pelo autor, &



aumentar geneticamente a eficiéncia de lactagdo, ou seja, aumentar a producéo de
leite para um determinado consumo de ragao e mobilizacdo do tecido corporal. Isto
resultaria em equilibrar a quantidade de energia disponivel (entrada energética —
ingestao alimentar e reserva corporal) utilizada para crescimento e manutencéao dos
leitdes (saidas energéticas) (BERGSMA et al., 2008).

Durante a lactagdo, o metabolismo de energia e/ou proteina de porcas
lactantes entre os tecidos maternais e o leite pode ser afetado pelo numero de
partos (EISSEN; KANIS; KEMP, 2000; BERGSMA et al., 2008). Mahan (1998)
relatou que em fémeas hiperprolificas, o conteudo de gordura do colostro e do leite
foi reduzido de acordo com o aumento do numero de partos, o que pode estar
relacionado com a redugao da espessura de toucinho. Diferengas na composicéo do
leite de porcas também podem ser atribuidas a fatores genéticos. Alston-Mills,
Iverson e Thompson (2000) encontraram maior teor de gordura e calcio no leite de
fémeas Meishan (9,6%) comparadas com fémeas mesticas (7,7%) (P<0,05); porém
o teor de lactose e proteina nao diferiu entre as ragas (P>0,05) no inicio de lactacéao.
Esses autores relataram que devido as baixas reservas energéticas dos leitdes ao
nascimento, estes sao dependentes da boa qualidade do leite da porca para a sua
sobrevivéncia. Neste sentido, o nivel de gordura do leite e colostro da fémea suina

pode contribuir positivamente para o maior peso dos leitdes ao desmame.

3.2. Gene do receptor de melanocortina 4 (MC4R)

O MC4R é um receptor da familia das melanocortinas (MC), as quais sao
uma classe de peptideos que desempenham importantes fungdes fisioldgicas, por
exemplo, regulacdo da temperatura corporal, resposta imune e ingestao alimentar
(MUCENIECE; DAMBROVA, 2010).

Em suinos, o gene MC4R foi mapeado no cromossomo 1 e possui 2.265 pb,
organizado em 2 éxons (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/397359). Este gene
desempenha um papel no consumo de alimento e obesidade, sendo um importante
marcador genético para as caracteristicas relacionadas com o crescimento em
suinos (KIM et al., 2000).



O polimorfismo descrito por KIM et al. (2000) revelou uma substituigdo néo-
sinbnima do acido aspartico (GAU) por asparagina (AAU) na posicdo 298 da
proteina humana MC4R. Este estudo demonstrou que essa mutacdo esta
significativamente associada com varias caracteristicas de desempenho em suinos.
O alelo 1 homozigoto, foi associado com menor espessura de toucinho, taxa de
crescimento mais lenta e menor consumo de ragdo, e o alelo 2 homozigoto, foi
associado com maior espessura de gordura, com maior consumo de alimento e taxa
de crescimento mais rapida. Também observaram que a associagdo entre a
substituigdo ndo sinbnima do gene MC4R encontrada e as caracteristicas de
desempenho analisadas nas linhagens suinas entre ragas europeias e americanas,
apresenta-se melhor definida, comparada a linhagem que utilizou ragca chinesa
(Meishan) na sua formagdo. De todo, em algumas das linhagens europeias e
americanas analisadas, as frequéncias génicas ndo estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg, ao passo que sao resultados de cruzamento de diversas ragas e/ou
linhagens, refletido pela pressao de selecdo para uma ou mais caracteristica de
interesse.

Dados semelhantes foram encontrados por Houston; Cameron e Rance
(2004), animais Asp298 homozigotos apresentaram taxa de crescimento mais lenta
e menor ingestdo de alimentos do que animais Asn298 homozigotos (72g/dia e
165¢g/dia, respectivamente, P<0,05) e animais heterozigotos (59g/dia e 138g/dia, P <
0,05). Animais que eram Asn298 homozigotos tinham maior média de espessura de
toucinho do que os heterozigotos (1,2 mm; P < 0,05).

Piorkowska et al. (2010) estudaram o efeito de uma substituicdo ndo sinbnima
G>A no gene MC4R nas caracteristicas de taxa de crescimento, composi¢dao da
carcaca e qualidade de carne em cinco racas de suinos (Large White, Landrace
polonés, Pulawska, Pietrain e Duroc). Os animais homozigotos AA foram associados
com maiores taxas para ingestao alimentar, ganho de peso e espessura de toucinho
e 0s animais homozigotos GG apresentaram maior percentual de Gl e peso total do
pernil com 0,5 kg mais pesados comparado aos animais homozigotos AA.

Benoit et al. (2000) baseado na revisdo de varios trabalhos, relata que
alteragdes na sinalizagao no sistema nervoso central (SNC), podes ser influenciadas

pelo gene MC4R sobre a ingestdo de alimentos. Adicionalmente, estes autores



demonstram consisténcia com a hipétese de que a leptina regula a sinalizagdo de
melanocortinas, portanto o sistema de melanocortinas € um intermediario dos efeitos

da leptina para regular a ingestao de alimentos.

3.3. Proteina de ligagao 3 a acido graxo, musculo e coragao (FABP3)

A familia das proteinas de ligacdo de acido graxo (FABPs) é expressa
principalmente no coragdo e musculo esquelético (ZHAO et al., 2010; TYRA et al.,
2011; CHAO et al., 2012), sendo suas principais fun¢des a regulagao da absorgao
de &cidos graxos e transporte intracelular (CHMURZYNSKA, 2006).

Em suinos, o gene FABP3 foi mapeado no cromossomo 6 e compreende
1.508 pb, organizado em 2 éxons (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/399532) e foi
associado & caracteristica de gordura na carcaca (CHMURZYNSKA, 2006).
Entretanto, durante muitos anos a selecédo de suinos foi direcionada para a reducao
de gordura subcutdnea na carcaga, no intuito de obter uma carne mais magra;
porém resultou também em redugdes no conteudo de GlI, principalmente por uma
correlagdo desta caracteristica com a espessura de toucinho. O ideal, agora seria
explorar as possibilidades de aumentar o teor de Gl na carcaga de suinos (CHAO et
al., 2012) sem aumentar o conteudo de gordura subcutanea.

Chao et al. (2012) encontraram associagdo com a porcentagem de carne
magra no gene FABP3 utilizando a enzima de restricdo Haelll na linhagem suina
DIV2 (Yorkshire, Landrace, Meishan e Tongcheng origin). Assim, o gendtipo DD teve
porcentagem de carne magra superior aos individuos dd. Os resultados obtidos por
Zhao et al. (2010) em uma raga chinesa suina (ZhaotongWujin) mostraram que os
gendtipos para o FABP3 afetou significativamente o conteudo de Gl. Contudo, os
gendtipos HH e dd, classificados utilizando as enzimas de restricdo Hinfl e Haelll por
meio da técnica PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da Polimerase - Polimorfismo no
Tamanho de Fragmentos de Restrigdo), respectivamente, foram observados maior
teor de Gl e acidos graxos monossaturados e poliinsaturados (AGM e AGP) e menor
teor de acidos graxos saturados (AGS).

Em suinos da raga Berkshire, Lee et al. (2010) observaram correlagéo

estatisticamente significativa entre o polimorfismo detectado pela técnica de RFLP



com a enzima de restricao Hinfl, para o gendétipo HH do gene FABP3, associando ao
menor peso dos animais e conteudo de AGS, perda por gotejamento, e para os
outros gendtipos (Hh e hh) maiores conteudos de Gl e AGM. Para a enzima Mspl o
gendtipo AA também foi associado a menor peso dos animais € maior conteudo de
AGP e AGM em relagédo aos outros gendtipos (Aa e aa). No entanto, se pensar que
os AGM sé&o principalmente compostos de acido oleico, os animais com o0s
gendtipos homozigotos (HH e AA) apresentaram maior teor em acido oleico nas
suas classes genotipicas (LEE et al., 2010).

Tyra et al. (2011) observaram frequéncias genotipicas diferentes em varias
ragcas analisadas (Duroc, Pietrain, Putawska, Large White Polonés e Landrace
Polonés) para o gene FABP3, em que a mutagdo localizada na regido 5UTR
(untranslated region) identificada por meio da enzima Hinfl tinha um efeito sobre o
aumento da expressdao em animais FABP3 hh em comparagdo com as demais
formas polimorficas nos musculos esqueléticos  (longissimus dorsi e
semimembranosos) e, no figado causou uma diferenciagao significativa (P>0,05) em
animais homozigotos (HH e hh). A mutacéao localizada na regiao do intron 2 através
da enzima Hpall no gene FABP3, estes autores observaram diferengas na
transcricdo deste gene nos musculos esqueléticos, em que os animais Aa
mostraram expressao significativamente maior (P<0,05) em comparacdo com

animais AA.

3.4. Gene que codifica a enzima Acyl Coa: diacylglicerol acyltransferase
(DGATH1)

O gene DGAT1 é mais expresso nos tecidos onde a formagao de
triglicerideos é acentuada, como o tecido adiposo branco, intestino delgado e figado
(LI et al., 2012). Os triglicerideos sdo um tipo de gordura, sendo a principal forma de
armazenamento de energia dos animais, utilizada como reserva caldrica para
obtencdo de energia em momentos de privagao alimentar. Ja a enzima acil CoA:
diacilglicerol-aciltransferase atua no metabolismo do diacilglicerol celular nos

processos fisioldégicos que envolvem o triacilglicerol, como a absorc¢ao intestinal de



gordura, sintese de lipoproteina, formacao de tecido adiposo e lactagdo (CASES et
al., 1998).

Em suinos, o gene DGAT1 foi mapeado no cromossomo 4, compreende
9.618 pb, organizado em 17 éxons e tém fungdes similares em humanos e ratos
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/397118). Na grande maioria das espécies, esse
gene codifica uma proteina de cerca de 500 aminoacidos com uma massa molecular
de 55 kDa (YEN et al., 2008)

Nonneman e Rohrer (2002) mapearam o gene DGAT1 suino no cromossomo
4 que contém QTL (locos de caracteristicas quantitativas) para taxa de crescimento
e gordura. O DGAT1 suino codifica uma proteina de 547 aminoacidos e tem 85, 86 e
92% de identidade com a proteina de rato, humano e bovino, respectivamente. Essa
identidade reflete principalmente na funcdo desempenhada pela proteina, que
provavelmente € semelhante entre eles. Neste sentido, estes autores relatam que
alteracdes no gene DGAT1 de bovinos pode resultar na auséncia de produgao de
leite e uma substituicdo no gene pode causar efeito na produgcdo e conteudo de
gordura do leite.

Zhao et al. (2012) relataram maiores concentragdes de triglicerideos e acidos
graxos livres, bem como o conteudo de gordura intramuscular (Gl) em uma raga
chinesa Banna Mini-pig Inbred Line (BMIL) selecionada para gordura em
comparacao com o BMIL magra. Os dados indicaram que, mais triglicerideos e
acidos graxos livres a partir dos nutrientes podem ser adicionados ao tecido
muscular da raga BMIL selecionada para gordura, o que leva a maior deposi¢éo Gl.

Cui et al. (2011), ao compararem as ragas de suinos Large White, Laiwu
(Chinesa) e a Lulai Black (Large White X Laiwu), verificaram efeitos diferentes da
quantidade expressa de mRNA do gene DGAT1 no toucinho, tecido muscular e
figado. Entretanto, a raga Large White apresentou maior expressao no toucinho e a
raca chinesa Laiwu apresentou maior quantidade no tecido muscular e figado. Esses
autores, ainda obtiveram uma correlagdo positiva com a expressdo do mRNA de
DGAT1 no figado com a espessura de toucinho nas ragas Laiwu, Lulai Black e Large

White, porém em ordem crescente entre as ragas.
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3.5. Gene Leptina e seu receptor (LEPR)

A leptina (do grego leptos= magro) € um hormdnio (peso molecular de
aproximadamente 16 kDa) constituido por 167 aminoacidos, sendo que os 21
aminoacidos iniciais assumem posig¢ao sinalizadora que sofre clivagem antes de ser
secretada na corrente sanguinea (ZHANG et al., 1994; BARB et al., 2001).

Este horménio € sintetizado e secretado principalmente pelos adipdcitos
(maior quantidade pelo tecido adiposo branco), cuja concentragédo esta relacionada
com a quantidade de tecido adiposo (MAFFEI et al., 1995;CHEHAB; LIM; LU, 1996;
NEGRAO; LICINIO, 2000; RESELAND, et al., 2001;SOUSA; BRAS-SILVA; LEITE-
MOREIRA, 2009). Contudo, a leptina também é expressa em outras regides, assim
como seus receptores OB-R: estdmago (epitélio gastrico) (BADO, et al., 1998;
FRIEDMANN; HALAAS, 1998; TRAYHURN, 2005), placenta (BADO, et al., 1998;
FRIEDMANN; HALAAS, 1998; CHILLIARD; BONNET; DELAVAUD, 2001;
TRAYHURN, 2005), tecido adiposo marrom (BADO, et al., 1998; TRAYHURN,
2005), coragao, figado (TRAYHURN, 2005), musculo esquelético (WANG et al.,
1998; TAKEDA, et al., 2002; TRAYHURN, 2005) e glandula mamaria (FRIEDMANN;
HALAAS, 1998; SMITH-KIRWIN et al., 1998; TRAYHURN, 2005).

Ahima e Osei (2001) relataram que o aumento ou diminui¢cao da alimentacao
ingerida por um individuo estdo diretamente relacionados com a concentracédo de
leptina e fatores como a variagdo de cada individuo, é determinante nessa
concentracdo. Além disso, a producédo e secrecao desse peptideo sdo reguladas
através de células nervosas, nos proprios tecidos onde seus receptores sao
produzidos (HUAN et al., 2003; SOUSA; BRAS-SIVA; LEITE-MOREIRA, 2009), cuja
funcdo é de bio-sinalizacdo, ou seja, aumentam ou diminuem a ingestao alimentar
(NEGRAO; LICINIO, 2000).

O LEPR ¢é expresso em diferentes regides do cérebro que, por sua vez estao
relacionadas com a regulacdo do balango energético e ingestdo alimentar
(STELLAR, 1954; COLL; FAROOQI; O'RAHILLY, 2007; SALMAN; COSTA; POIANA,
2007; SOUSA; BRAS-SIVA; LEITE-MOREIRA, 2009). Além disso, ha presenca de
receptores da leptina também nos ovarios, testiculos e utero, onde podem

desempenhar fungdes reprodutivas e de crescimento nos animais (TERMAN, 2005).
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Em suinos, o LEPR foi mapeado no cromossomo 6 e compreende 51.994 pb,
organizado em 18 éxons (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/396836). Foram
detectados varios polimorfismos (KOPECNY, STRATIL, CEPICA, 1997) associados
a caracteristicas econd6micas, como deposi¢cdo de gordura na carcaca (TYRA;
ROPKA-MOLIK, 2011), gordura intramuscular (LI et al., 2010), espessura de
toucinho (GALVE et al., 2012) e peso corporal (MUNOZ et al., 2011).

No estudo de Tyra e Ropka-Molik (2011) foi observada uma alta correlagéao
entre o nivel de expressao do gene LEPR e os indices de gordura na carcaga e, nos
musculos Longissimus dorsi € semimembranoso (lombo e pernil). Por outro lado, o
nivel de transcricdo desse gene n&do demonstrou efeito sobre o conteudo de Gl nos
musculos analisados.

Em estudo realizado por Galve et al. (2012) em suinos cruzados (Duroc x
Landrace/Large White) avaliando os efeitos do polimorfismo do gene da LEPR na
conformacao de carcaga, infiltracdo de gordura e produgcdo do presunto “jamén”,
foram descritas algumas caracteristicas decorrentes da mutagdo LEPRc.1987C>T:
efeito positivo nos cortes ricos em gordura (ex: barriga), espessura de toucinho
medido em dois lugares anatémicos (5% lombar e 42 toracica), reforcada camada de
gordura (gordura intramuscular) na paleta e pernil (pecas importantes para industria
de carne curada) e efeito negativo em cortes ricos em musculo (ex: lombo).
Entretanto, foi observado um aumento de tecido adiposo subcutaneo no pernil e
paleta de 8% e 24%, respectivamente, em suinos com o gendtipo TT, favoraveis a
producdo de produtos curados de alta qualidade. A gordura intramuscular no lombo
(longissimus dorsi) de suinos com o gendtipo TT apresentou 12,8% a mais,
resultando numa melhor matéria-prima para a cura. Em contrapartida, os lombos
apresentaram-se mais leves (cerca de 5,6%) e maior teor de gordura (cerca de 6%).

Pérez-Montarelo et al. (2013) identificaram a isoforma curta do receptor da
leptina (LEPRa) em suinos, que € homologa a isoforma humana, a qual codifica uma
proteina deficiente em residuos intracelulares responsaveis pelo sinal de traducgéo.
Foram detectados 16 polimorfismos na regido promotora do LEPR, onde um desses
revelou uma alta expressao diferencial no figado para a isoforma LEPRa. Este dado
sugere que essa isoforma especifica é regulada por este tecido. A expressédo da

LEPR global foi encontrada na gordura e figado condicionada ao gendtipo
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LEPRc.1987C>T, onde o alelo C, em ambos os tecidos, aumentam a expressao
global do gene LEPR, assim como, para as isoformas LEPRDb, detectada no
hipotalamo, e a isoforma LEPRa, no figado.

Em suinos mesticos (Duroc x Ibérica), Mundz et al. (2011) observaram efeitos
significativos para as principais caracteristicas de qualidade e produg¢do, sendo
influenciadas pelo sexo na linhagem Duroc. A mutagdo LEPR (SNPg.2002C>T)
aumentou o peso corporal aos 225 dias, espessura de toucinho em 130 kg e menor
rendimento de cortes nobres, em relagdo ao peso da carcaga. Também aumentou
os acidos graxos saturados (0,60 += 0,12%) e diminuiu os acidos graxos
monossaturados (- 0,35 + 0,12%) e poliinsaturados (-0,25 + 0,06%) em amostras de

toucinho.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostragem e colheita de sangue

Foi coletado sangue periférico de trés grupos genéticos (GG) de suinos,
sendo GG1 formado por 77 animais, de ambos os sexos, da raga nativa brasileira
Piau, oriundos da Fazenda da UNIUBE - Uberaba/MG, GG2 e GG3 formados por
linhagens maternas comerciais, sendo GG2 (LWLD) por 113 animais, resultante do
cruzamento da Large White e Landrace Dinamarquesas e GG3 (LLJM) por 114
animais, provenientes do cruzamento de duas ragas europeias (Large White e
Landrace) com duas ragas chinesas (Jiaxing e Meishan) pertencentes a Fazenda
Granja GRINPISA Investimentos Privados S/A — Uberlandia/MG.

O sangue foi colhido de animais vivos por puncgao na parte superior da orelha
em papel de filtro estéril — FTA (Whatman, 55 mm) fixado em envelopes de papel
cartdo. Este foi colhido utilizando-se lancetas estéreis OneTouch® UltraSoft™ ponta
fina, calibre 28 mm (Johnson & Johnson). Os animais do grupo genético Piau foram
contidos pelos tratadores com o uso de cachimbos adequados. Efetuou-se, entao, a
puncao lentamente da veia, a fim de evitar hemolise. O volume total das amostras

coletadas variou até o preenchimento do circulo no FTA (Figura 1).

2.8

Figura 1. Colheita de sangue em suinos em papel de filtro estéril (FTA).

Todas as informagdes dos animais (sexo, ragca e idade) e de seus
proprietarios ou lugar, foram anotadas no envelope de cada amostra e
posteriormente cadastradas em planilhas para controle. Apds a colheita e secagem

do sangue, os envelopes foram dobrados para garantir a integridade da amostra,
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acondicionados em sacos de polietieno na posi¢cao vertical, levados até o
laboratorio, separados por cada grupo genético e armazenados em temperatura

ambiente para posterior analise.
4.2. Analise laboratorial

As andlises foram realizadas por servigo terceirizado, pelo Laboratério

Medgen Tecnologia Avangada em DNA, Uberlandia/MG.

4.2.1. Extragcao de DNA

Foram extraidos DNA de 304 amostras de sangue total, coletadas em cartdes
FTA e manipuladas utilizando o protocolo Whatman™ FTA™ for blood DNA (2015),
modificado por MEDGEN - Agronegécio. Para tanto, 25% do circulo de papel
contendo a amostra de sangue foi transferido do envelope de papel cartdo para um
microtubo de 1,5 mL e, em seguida, foram adicionados 150 yL de TLN (tampéo de
lise nuclear), 5 yL de SDS 10% (dodecil sulfato de sédio), 2 pL de proteinase K
(20mg/mL) e a amostra foi entdo incubada overnight a 60°C.

ApOs a incubagédo, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 2.862 xg, e
0 sobrenadante transferido para um novo tubo de 1,5 mL (pellet descartado). Em
seguida, foram adicionados 30 yL de NaCl saturado (6 M), sendo as amostras
agitadas no vortex e centrifugadas por 10 min a 2.862 xg. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo de 1,5 mL e 300 uL de etanol absoluto foram adicionados,
e a amostra misturada por inversédo, sendo aguardado um periodo de 20 a 30 min
para precipitacdo do DNA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 mim
a 10.500 xg obtendo-se um pellet de coloragao clara. O sobrenadante foi descartado
e os tubos invertidos em papel toalha até secagem total das amostras,
aproximadamente 30 mim. O DNA foi ressuspendido em 100 uyL de H,O ultrapura
(MilliQ).
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4.2.2. Desenho dos primers

Foram desenhados 3 primers utilizando as sequéncias de DNA depositadas
no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para cada um
dos genes MC4R (GenBank Ac: AF087937), FABP3 (GenBank Ac: JN646857),
DGAT1 (GenBank Ac: Gl47522917) e LEPR (GenBank Ac: GQ268934). Os primers
apresentados na Tabela 1 foram desenhados por meio do programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/edu/primer3/) e sua qualidade foi verificada por meio do

programa OligoAnalyzer 3.1(http://www.idtdna.com/calc/analyzer).

Tabela 1. Primers desenhados para amplificar regides-alvo dos genes MC4R,
FABP3, DGAT1, LEPR e a sonda M13.

Genes Primers Produto de PCR

D*: 5 TAC CCT GAC CAT CTT GATTG 3

MC4R RMUT*: 5 ACT CAT CGG AAT CGT ATG GAG TGC ATA AAT CAG GGG ATC 3’ 196 pb

R*: 5 GTC AAG ATG CTA CCG TTC GAG TGC ATA AAT CAG GGG ATT 3

D*: 5 GTC AAG ATG CTA CCG TTC CTA GCC CAG CCT CAC CAT GGT &

FABP3 DMUT*: 5 ACT CAT CGG AAT CGT ATG CTA GCC CAG CCT CAC CAT GGC 3’ 183 pb

R*:5’ TGA GTC CCCATT CACTTC GATG &

D*: 5 GTC AAG ATG CTACCG TTC AGC CAGCGC ccccaeaTCC ¥

DGAT1 DMUT*: 5° ACT CAT CGG AAT CGT ATG AGC CAG CGC CCCCGG TCT & 143 pb

R*: 5 CTG TGC CTG CCT GCC ATC: 5

D*: 5 GTGATAACT GCATTT GACTTG GC 3

LEPR R*: 5 GTC AAG ATG CTA CCG TTC AGT TTG ATA AGT AGG TAC CAC TTAT 3’ 209 pb

RMUT*: 5° ACT CAT CGG AAT CGT ATG AGT TTG ATAAGT AGG TACCACTTGAZ

*D: primer direto; R: primer reverso; RMUT: primer reverso para a troca de nucleotideo; DMUT: primer direto para a troca de nucleotideo.
Em sublinhado encontram-se as sondas: M13 — FAM: 5 GTC AAG ATG CTACCG TTC 3’; M13 — NED: 5 ACT CAT CGG AAT CGT ATG 3’

4.2.3. Amplificagdo de DNA (ARMS-PCR)

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a técnica de sistema de
amplificagao refrataria da mutagcdo ARMS-PCR (Multiplex Amplification Refractory
Mutation System Polymerase Chain Reaction) para amplificagédo dos fragmentos de

interesse dos genes em estudo.
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As solugdes mix para a ARMS-PCR foram preparadas com um volume final
de 20 uL, contendo 1,0 uyL de DNA (20 ng/uL), 1,0 uL dos primers (2 pmol), 2,0 uL
de tampao 10X, 0,6 uL de MgCl, (50 mM), 0,4 uL de dNTPs (200 um), 0,8 pL de
M13-NED (100 pmol), 0,8 uL de M13-FAM (100 pmol), 0,4 uL da DNA polimerase
Taq Platinum (Life Technologies) (2 U/uL) e 13 uL de H,O ultrapura.

As reagdes e a padronizacdo da temperatura ideal de amplificacdo foram
realizadas em termociclador Veriti® (Life Technologies). Os ciclos de amplificagao
consistiram de: 94°C por 30 segundos para desnaturagao inicial do DNA, 58°C por
30 segundos para o anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para extenséo da
nova fita de DNA. Este ciclo repetiu-se por 15 vezes, seguido de um segundo
programa: 94°C por 30 segundos para desnaturagao, 53°C por 30 segundos para o
anelamento dos primers, 72°C por 1 minuto para extenséo. Este ciclo repetiu-se 25
vezes e em seguida as amostras foram mantidas a 72°C por 10 minutos para

extenséo final.
4.2.4. Genotipagem e obtencao dos perfis genéticos

A genotipagem foi realizada por oligos fluorescentes, onde foram utilizados
1ML dos produtos amplificados da reacdo Multiplex-PCR diluidos em 8 pL de
Formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems) e 0,3 uL de LIZ® 600 (Applied Biosystems).
Em seguida as amostras foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos, resfriadas por
10 minutos a -20°C e introduzidas no sequenciador automatico ABI 3500 (Applied
Biosystems) para eletroforese capilar. Os fragmentos obtidos foram analisados com
o programa GeneMaker 3.0 (), para edicdo dos dados e caracterizacdo das
sequéncias de nucleotideos de cada marcador do painel lipoprotéico sendo que o

conjunto das amplificagbes resultou no perfil genético de cada animal.

4.2.5. Descricao dos dados fenotipicos

Nas caracteristicas fenotipicas foram utilizadas apenas as observacbes de
dois grupos genéticos, sendo GG2 (LWLD) — 113 matrizes e GG3 (LLJM) — 114
matrizes, pois na maioria das criagcbes de suinos nativos, como o Piau, ndo ha

registros fenotipicos. As médias de produtividade foram entre os anos 2012 e 2014
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até o quarto parto de 227 fémeas suinas. A estrutura descritiva dos dados avaliados

pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2. Estatisticas descritivas dos dados de produtividade para fémeas suinas de
dois grupos geneéticos.

Parametros
Caracteristicas’ N° Observagoes Média Desvio-padrao
GG2 - LWLD™
IPC (dias) 97 238,10 7,64
NDES (n°) 418 11,28 3,67
IDP (dias) 338 148,19 10,50
PMN (kg) 437 1,49 0,06
PMD (kg) 442 5,56 0,78
PTLN (kg) 441 19,33 5,14
PTLD (kg) 435 60,63 24,86
GG3 - LLJM™
IPC (dias) 93 238,87 7,19
NDES (n°) 415 11,58 3,29
IDP (dias) 339 148,56 12,44
PMN (kg) 438 1,48 0,08
PMD (kg) 425 5,77 0,67
PTLN (kg) 445 19,22 4,18
PTLD (kg) 425 66,04 21,49

IPC = idade a primeira cobertura; NDES = numero de desmamado; IDP = intervalo entre parto; PMN = peso médio ao
nascimento; PTLN = peso total da leitegada ao nascimento; PTLD = peso total da leitegada ao desmame.
GG2 — LWLD = Large White e Landrace; GG3 — LLJM = Large White, Landrace, Jiaxing e Meishan.

4.3. Andlise estatistica

4.3.1. Frequéncia alélica e genotipica

As frequéncias alélicas nos SNPs genotipados foram calculadas por meio de
contagem alélica simples (Falconer e Mackay, 1996).

Para verificar se os genotipos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg, foi
considerado um gene com dois alelos “A” e o alelo “B”, com frequéncia génica p e q,
respectivamente. Foi utilizado o teste do qui-quadrado (X?) com nivel de significancia
P<0,05.

As frequéncias alélicas, genotipicas e teste do X2 para aderéncia ao equilibrio
de Hardy-Weinberg foram estimadas conforme procedimento descrito por Weir
(1990), Salman (2007), Hartl e Clark (2010), cujas equagdes estdo descritas a

sequir:
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a) Frequéncia génica ou alélica (f):

A(A:]_ENAA-I-NAB
pAAS= 2N
. _ 2NBB+ NAB
q(B)= N

b) Frequéncia genotipica (F):

NAA
F(AA) = ——
NAB
F(AB) = ——
NBB
F(BB) = ——

c) Teste do X? para o equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W):

(ﬂ—t’)z]

x:=3 [
[

Em que:

NAA = n° de animais de gendtipo AA

NBB = n° de animais de gendtipo BB

NAB = n° de animais de genotipo AB

N = n° total de animais da amostra

(A) = frequéncia do alelo A

B) = frequéncia do alelo B

requéncia observada

® O Lo '
—~

fi
= frequéncia esperada
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4.3.2. Anadlises de associagcdao entre os polimorfismos e as

caracteristicas de produgao e reproducgao

As medidas fenotipicas das caracteristicas de numero de desmamados
(NDES), peso médio ao nascimento (PMN), peso médio a desmama (PMD), peso
total da leitegada ao nascimento (PTLN), peso total da leitegada ao desmame
(PTLD), idade a primeira cobertura (IPC), intervalo de parto (IDP) foram avaliadas
em um modelo misto, aplicando-se uma analise de medidas repetidas no tempo. No
caso, de se apresentar funcido de densidade em variaveis aleatérias continuas foi
utilizado o procedimento MIXED do SAS (2000) com a opgao repeated. Como
medida repetida, considerou-se a ordem de parto. Os dados foram analisados com o

seguinte modelo linear generalizado:

Yime=p+1(gen) + NV + 0P+ NDES+IPC +IDP +e

Em que:

¥ = variavel dependente (peso médio ao nascimento, peso médio a desmama, peso
total da leitegada ao nascimento, peso total da leitegada ao desmame);

u =meédia geral para a populagao para as caracteristicas;

I (gen) = efeito aleatdrio do individuo, aninhado no gendtipo (AA, AB, BB);

NV = efeito fixo do numero de nascidos vivos;

0P = efeito fixo da ordem de parto (1, 2, 3, 4);

NDES = efeito fixo do numero de desmamado;

IPC = efeito fixo da idade a primeira cobertura;

IDP = efeito fixo do intervalo de parto;

g = erro aleatorio.

No caso de se apresentar funcido de densidade em variaveis aleatérias
discretas foi utilizado o procedimento GENMOD do SAS (2000) com a opgao
repeated. Como medida repetida, considerou-se a ordem de parto. Os dados foram
analisados com o seguinte modelo linear generalizado, com distribuicdes da familia

exponencial:
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Yijur=p+1 (gen) + NV +NM + MM + PMN + PMD + OP + NDES +IPC + ¢

Em que:

¥ = variavel dependente (numero de desmamados; idade a primeira cobertura;
intervalo de parto);

u = média geral para a populagao para as caracteristicas;

I (gen) = efeito aleatorio do individuo, aninhado no gendtipo (AA, AB, BB);
NV = efeito fixo do numero de nascidos vivos;

NM = efeito fixo do nUmero de nascidos mortos;

MM = efeito fixo do numero de mumificados;

PMN = efeito fixo do peso médio ao nascer;

PMD = efeito fixo do peso médio ao desmame;

op = efeito fixo da ordem de parto (1, 2, 3, 4);

NDES = efeito fixo do numero de desmamado;

IPC = efeito fixo da idade a primeira cobertura;

g = erro aleatorio.

Na escolha da estrutura de (co) variancia dos residuos mais adequados foram
utilizados os critérios de informagéo de Akaike (AIC) e Bayesiano de Schwarz (BIC)
(WOLFINGER, 1993).

Os efeitos de substituicao alélica e dominancia foram estimados utilizando o
mesmo modelo misto, no entanto, incluindo o efeito de gendtipo como covariavel.
Para o efeito de substituicdo alélica, os gendtipos foram indicados como 0, 1 e 2
para AA, AB e BB, respectivamente, correspondendo ao numero de genes B no
gendtipo, e para o efeito de dominancia os gendtipos foram indicados como -1, 0 e
+1, 0 que corresponderia aos valores designados -a = -1, d = +a = +1 para
dominancia completa, tal que o grau de dominancia = d/a =1. No modelo genético
em que o genoma incorpora efeitos de dominéncia, essa dominancia € do tipo
completa e no sentido positivo ou do alelo favoravel (d/a = +1), isto é, o valor
genotipico do individuo heterozigoto é idéntico ao do homozigoto favoravel. Para a

estimativa dos efeitos de dominancia, os valores atribuidos (-a, d e +a) referentes
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aos genodtipos AA, AB e BB foram calculados como desvios da média dos gendétipos

homozigotos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Amplificacao e sequenciamento

A partir dos experimentos de ARMS-PCR Multiplex, os polimorfismos
foram identificados pela presenga de dois picos de cores diferentes no
eletroferograma em individuos heterozigotos e por um pico, porém de cor diferente,
para cada homozigoto em cada gene na populagdo. A Tabela 3 apresenta os

polimorfismos encontrados em cada gene nos grupos genéticos estudados.

Tabela 3. Caracterizagao dos polimorfismos identificados nos genes MC4R, FABP3,
DGAT1 e LEPR para cada grupo genético estudado.

Grupos genéticos***

Posicao dos GG1-Piau GG2-LWLD GG3 - LLJM

Genes Regiao
SNPs* (77) (113) (114)
MC4R SNPg.1578C>T éxon2 CC,CT, TT CC,CT, 1T CC,CT, 1T
FABP3 SNPg.-240T>C 5'UTR** TT, TC, CC TT, TC, CC TT, TC, CC
DGAT1 SNPQg.9422C>T éxon 17 CC, 1T CC,CT, 1T CC, 1T
LEPR SNPg.5396A>G GG GG, AG GG
SNPg.5395T>A éxon 2 AA AA, TA AA

*SNPs: Single nucleotide polymorphisms
**UTR: untranslated region

***GG1 — Piau = raga nativa brasileira; G2 — LWLD = Large White e Landrace; GG3 — LLJM = Large White, Landrace, Jiaxing
e Meishan.

Foram encontrados polimorfismos do tipo SNP no gene MC4R
(SNPg.1578C>T) e FABP3 (SNPg.-240T>C) para os trés grupos genéticos
analisadas com as trés variagdes genotipicas, os homozigotos (CC, TT e TT, CC
respectivamente) e heterozigotos (CT e TC respectivamente). O SNP
(SNPg.9422C>T) do gene DGAT1 apresentou as trés variagdes genotipicas no
grupo genético de suinos LWLD. Entretanto, para os grupos genéticos Piau e LLJM
apresentaram apenas as duas variagdes genotipicas de homozigotos (CC e TT).
Para o gene LEPR (SNPg.5396A>G e SNPg.5395T>A) o grupo genético LWLD
apresentou duas variagdes genotipicas homozigoto (GG, AA) e heterozigoto (AG e

TA); e o LLJM e Piau apenas o gendétipo GG e AA.
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5.2. Frequéncias alélicas e genotipicas

Na Tabela 4 verificam-se as frequéncias alélicas e genotipicas e o XZobs para
os SNPs identificados nos genes MC4R (SNPg.1578C>T), FABP3 (SNPg.-240T>C),
DGAT1 (SNPg.9422C>T) e LEPR (SNPg.5396A>G; SNPQ.5395T>A) nos grupos
genéticos GG1 — Piau, GG2 — LWLD e GG3 — LLJM.

Tabela 4. Numero de animais analisados, frequéncia alélica, frequéncia genotipica
observada, frequéncia genotipica esperada segundo o equilibrio de
Hardy-Weinberg e valores observados da estatistica do teste (X?us) para
os genes MC4R, FABP3, DGAT1 e LEPR nos grupos genéticos de suinos

estudados.
MC4R FABP3 DGAT1 LEPR
Genes (SNPg.1578C>T)  (SNPg.-240T>C)  (SNPg.9422C>T) (SNPg.5396A>G
SNPg.5395T>A)
GG1 — Piau’
N° Animais 77 77 77 77
Erequéncia alélica C=0,28 T=012 C=0,97 A T=0,01
q T=0,72 C=0,88 T=0,03 G,A=0,99
Frequéncia genotipica CC =0,04 (3) TT =0,04 (3) CC =0,97(75) AA, TT =0 (0)
observada CT =0,48 (37) TC =0,16 (12) CT=0 AG, TA=0 (0)
TT =0,48 (37) CC =0,81(62) TT=0,03(2) GG, AA=1(77)
Frequéncia genotipica CC = 0,08 (6) TT=0,01(1) CC=0,94(72) AA, TT =0 (0)
esperada segundoo  CT =0,40 (31) TC =0,21 (16) CT = 0,06(5) AG, TA=0 (0)
equilibrio HW. TT = 0,52 (40) CC =0,78 (60) TT=0(0) GG, AA=1(77)
X2 ops. 2,89 5,07
GG2 - LWLD"
N° Animais 110 113 113 112
Frequéncia alélica =033 T=020 C=0,88 A, T=0,01
q T=067 C=0,80 T=0,12 G,A=0,99
Frequéncia genotipica CC =0,07 (8) TT=0,03 (3) CC =0,83 (94) AA, TT =0 (0)
observada CT = 0,51 (56) TC = 0,34 (39) CT = 0,09 (10) AG, TA=0,01 (1)
TT = 0,42 (46) CC = 0,63 (71) TT =0,08 (9) GG, AA =0,99 (111)
Frequéncia genotipica CC =0,11 (12) TT =0,04 (5) CC=0,77 (87) AA, TT =0 (0)
esperada segundo o CT =0,44 (49) TC =0,32 (36) CT =0,21(24) AG, TA=0,02 (2)
equilibrio HW. TT = 0,45 (49) CC=0,64 (72) TT=0,02 (2) GG, AA = 0,98 (110)
X ops. 2,48 1,06 33,23*
GG3 — LLJM”
N° Animais 103 108 114 113
Erequéncia Aldlica C=042 T=012 C=0,98 A, T=0,01
q T=0,58 C=0,88 T=0,02 G,A=0,99
Frequancia genofioica  CC = 013 (13) TT=0,02(2) CC=0,98 (112) AA, TT =0 (0)
obs(zzrvada genetp CT =0,58 (60) TC=0,19(21) CT=(0) AG, TA=0 (0)
TT = 0,29 (30) CC = 0,79 (85) TT =0,02 (2) GG, AA =1 (113)
Frequéncia genotipica CC = 0,18 (19) TT=0,02 (2) CC = 0,96 (109) AA, TT =0 (0)
esperada segundoo  CT = 0,49 (50) TC =0,21(23) CT =0,04 (5) AG, TA=0 (0)
equilibrio HW. TT =0,33(34) CC =0,77 (83) TT=0(0) GG, AA =1 (113)
X2 ops. 4,36 0,22 o o

Os valores entre parénteses correspondem ao nimero de animais para cada genétipo identificado.
*X2ps: Qui-Quadrado observado, valores maiores que 3,84 sdo estatisticamente significativos (P<0,05).
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**Para o gene LEPR e DGAT1 néo foi calculado o Xobs, quando os gendtipos apresentaram frequéncia genotipica igual a 0.
*GG1 - Piau = raca nativa brasileira; G2 — LWLD = Large White e Landrace; GG3 — LLJM = Large White, Landrace, Jiaxing e
Meishan.

5.2.1. Gene MC4R (SNPg.1578C>T)

Para o SNPg.1578C>T do gene MC4R observou-se maior frequéncia do alelo
T em relagdo ao alelo C para os trés grupos genéticos avaliados. O gendtipo mais
frequente para os grupos genéticos Piau e LWLD foi o homozigoto TT (52% e 45%,
respectivamente). No entanto, o grupo genético LLJM apresentou frequéncia
genotipica mais elevada para o heterozigoto CT (49%). Para o teste da
probabilidade das propor¢des do gene MC4R, nao se rejeitou a hipétese de nulidade
que as frequéncias genotipicas observadas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg
a um nivel de significancia de 5%. Esse resultado indicou que o SNPg.1578C>T do
gene MC4R encontra-se em equilibrio nos grupos genéticos LWLD e Piau.
Possivelmente, a frequéncia génica inicial do SNP nao foi alterada na raga Piau,
devido ao fato de que esses animais apresentam maior teor de gordura que € um
parametro adaptativo relacionado a esse gene, mantendo esse inalterado na

populacgao.

5.2.2. Gene FABP3 (SNPg.-240T>C)

Para o SNPg.-240T>C do gene FABP3 observou-se trés padrdes de
gendtipos, porém o homozigoto CC apresentou maior frequéncia nos trés grupos
genéticos analisados (78% Piau, 64% LWLD e 77% LLJM). Para o teste da
probabilidade das proporgdes, ndo se rejeitou a hipotese de nulidade que as
frequéncias genotipicas observadas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg a um
nivel de significancia de 5%. Esse resultado indicou que o SNPg.-240T>C encontra-
se em equilibrio nos grupos genéticos LWLD e Piau.

Tyra et al. (2011) observaram frequéncias genotipicas diferentes em varias
ragas analisadas (Duroc, Pietrain, Putawska, Large White Polonés e Landrace
Polonés) para o gene FABP3, em que a mutagdo localizada na regido 5UTR
identificada por meio da enzima Hinfl tinha um efeito sobre 0 aumento da expresséao
em animais hh em comparagédo com as demais formas polimérficas nos musculos

esqueléticos e, no figado causou uma diferenciacdo significativa (P<0,05) em
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animais homozigotos (HH e hh). Outra mutac&o localizada na regi&o do intron 2 por
meio da enzima Hpall, estes autores observaram diferengcas na transcricdo deste
gene nos musculos esqueléticos, em que os animais Aa apresentaram expressao
significativamente maior (P<0,05) em comparagdo com animais AA.

Portanto, a selecdo para aumentar a carne magra no grupo genético LWLD,
como para as caracteristicas reprodutivas, tais como numero de leitdes, n&o
alteraram a frequéncia génica inicial do gene que expressa a proteina FABP3. Além
disso, o gene FABP3 esta relacionado com caracteristicas organolépticas favoraveis
a qualidade de carne, como maior teor de gordura intramuscular. De um modo geral,
podemos dizer que a selegdo das linhagens maternas industriais para aumentar a
carne magra e o numero de leitdes nascidos concomitantemente foi favoravel, pois a
selecao aplicada pode aumentar o percentual de gordura intramuscular sem

aumento de gordura subcutanea.

5.2.3. DGAT1 (SNPg.9422C>T)

Para o SNPg.9422C>T do gene DGAT1, o alelo C apresentou frequéncia
superior, com 97%, 88% e 98% em relagdo ao alelo T para os grupos genéticos
Piau, LWLD e LLJM, respectivamente. Maiores frequéncias do gendtipo homozigoto
CC foram observadas para todas as populagdes analisadas, no entanto, as
populagdes GG1 — Piau e GG3 — LLJM, apresentaram apenas dois padrdes de
gendtipos, homozigotos CC (94% e 96% respectivamente) e heterozigotos CT (6% e
4% respectivamente). O grupo genético LWLD apresentou os trés padrbes de
genotipos (CC =77%; CT =21%; TT = 2%).

O teste do qui-quadrado nos grupos genéticos Piau e LWLD nao foi possivel
calcular, pois alguns gendtipos tem frequéncia esperada igual a zero, que é
denominador da razdo do qui-quadrado. Além disso, o alelo C do gene DGAT1 esta
praticamente fixo nas populacdes, logo se rejeita a hipotese de nulidade que as
frequéncias genotipicas observadas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg
(P<0,05).

Este resultado indica que provavelmente, devido a estrutura genética da

populagcdo, esta se encontra em processo intenso de selegdo, no caso dos grupos
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genéticos LWLD e LLJM, oriundas do plantel de granjas nucleo e multiplicador,
causando a alteragdo da frequéncia génica inicial. Nos programas de melhoramento
genético para linhagens maternas além de caracteristicas reprodutivas também sao
consideradas outras relacionadas, como menor espessura de toucinho, aumento dos
kg de carne produzidos por matriz por ano, aumento do ganho de peso médio diario.

Neste sentido, Cui et al. (2011) ao comparar trés ragas de suinos Large
White, Laiwu (Chinesa) e a Lulai Black (Large White X Laiwu), verificaram diferentes
efeitos da quantidade mRNA do gene DGAT1 expressa de no toucinho, tecido
muscular e figado. Entretanto, a raga Large White apresentou maior expressdo no
toucinho e a raca chinesa Laiwu apresentou maior expressao nos tecidos muscular e
figado. Esses autores, ainda obtiveram uma correlagédo positiva com a expressao no
figado com a espessura de toucinho nas trés racas de suinos, em que a raga Laiwu

apresentou maior expressao seguida da Lulai Black e Large White.

5.2.4. LEPR (SNPg.5396A>G; SNPg.5395T>A)

Em relagcdo aos polimorfismos do gene LEPR, ndo se encontrou a variagcao
dos gendtipos para o gene LEPR (SNPg.5396A>G e SNPg.5395T>A),
demonstrando que esta fixo, ja que apresenta apenas um padréo de gendtipo (GG,
AA) para todas as populacdes, sendo que, na linhagem materna LWLD apenas um
animal apresentou gendtipo AG. Isso demonstrou inexisténcia de variabilidade
dentro das populacdes para estes alelos, provavelmente por via da recombinagao e
selegdo para linhagens maternas para baixa espessura de toucinho e, menor
consumo de ragao, por exemplo. Portanto, alelos menos favoraveis, sdo eliminados
ou se encontram em frequéncias muito baixas, em detrimento de outros alelos onde
sua frequéncia pode chegar a 1, ou seja, resultar em fixagao do alelo favoravel e/ou
mais adaptativo na populagdo. Em relagdo ao grupo genético Piau, trata-se de
populagdes pequenas e isoladas, que por deriva genética devido a reproducgao
consanguinea pode provocar perdas de alelos que por sua vez, tenha sofrido
mudangas adaptativas, e tendem a formar populagdes homozigotas.

Pode-se explicar a presenga de um unico alelo nos grupos genéticos de

linhagens maternas comerciais, devido a funcao da leptina e sua atuagao através da
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ligacao ao receptor. O receptor da leptina (LEPR) se expressa em diferentes regides
do cérebro que por sua vez, estdo relacionadas com a regulagdo do balango
energético e ingestao alimentar (STELLAR, 1954; COLL; FAROOQI; O'RAHILLY,
2007; SOUSA; BRAS-SIVA; LEITE-MOREIRA, 2009). Além disso, ha presenga de
receptores da leptina também nos ovarios, testiculos e utero, onde podem
desempenhar fung¢des reprodutivas e de crescimento nos animais (TERMAN, 2005).
Assim, 0s genes responsaveis pelas caracteristicas de interesse econémico, através
da selecdo nestas populagbes, tende a aumentar a frequéncia dos alelos mais
favoraveis e/ou eliminarem alelos desfavoraveis intensificando a homozigose.

Neste sentido, Galve et al. (2012) realizaram estudo na Espanha em suinos
cruzados (Duroc x Landrace/Large White) sobre os efeitos de um polimorfismo no
gene LEPR na conformacdo de carcacga, infiltracdo de gordura e produgdo do
presunto “jamén”. Os autores descreveram aumento de tecido adiposo subcutaneo
no pernil e paleta de 8% e 24% respectivamente em suinos TT, favoraveis a
produgdo de produtos curados de alta qualidade organoléptica. A gordura
intramuscular no lombo TT apresentou 12,8% a mais, resultando em melhor matéria-
prima para a cura. Em contrapartida, os lombos apresentaram consequéncias
econdmicas negativas como menor peso (cerca de 5,6%) e com maior teor de

gordura (cerca de 6%).

5.3. Associagao entre os polimorfismos e as caracteristicas de producao e

reproducgao: analise de variancia

Para os SNPg.5396A>G e SNPg.5395T>A do gene LEPR nao foi possivel
analisar os efeitos de associagdbes com as caracteristicas devido a auséncia de
variagdo dos gendtipos, como demonstrado previamente. Na Tabela 5 esta descrita
a relagcdo das possiveis associagbes entre os SNPs dos genes MC4R
(SNPg.1578C>T), FABP3 (SNPg.-240T>C) e DGAT1 (SNPg.9422C>T) identificados
nos grupos genéticos de suinos GG2 — LWLD e GG3 — LLJM com as caracteristicas
PMN, PMD, PTLN, PTLD, NDES, IPC, IDP.
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Tabela 5. Médias dos quadrados minimos e desvio-padrao para as caracteristicas peso meédio ao nascimento (PMN), peso
meédio a desmama (PMD), peso total da leitegada ao nascimento (PTLN), peso total da leitegada ao desmame
(PTLD), numero de desmamados (NDES), idade a primeira cobertura (IPC) e intervalo de parto (IDP) em fungao
dos gendtipos do MC4R (SNPg.1578C>T), FABP3 (SNPg.-240T>C) e DGAT1 (SNPg.9422C>T) nos grupo
genéticos de suinos LWLD (Large White e Landrace) e LLJM (Large White, Landrace, Jiaxing e Meishan).

Genes Gendtipos Caracteristicas
GG2 - LWLD
PMN PMD PTLN PTLD NDES IPC IDP
CC (8) 1,47+0,01 5,27+0,33 18,01+0,16 56,87+2,04 10,30+0,89 251,80+4,66  146,70+3,66"
MC4R CT (56) 1,49+0,01 5,33+0,27 17,97+0,08 58,34+0,86 10,16+0,68 252,84+3,98 144,06+2,5%
TT (46) 1,48+0,01 5,33+0,30 17,88+0,09 57,99+0,95 10,54+0,74 250,96+4,11 144,82+2,60%
TT (3) 1,50+0,02 5,39+0,36 18,01+0,25 54,26+4,73 9,67+0,93 250,95+5,29 141,65+4,41
FABP3 TC (39) 1,48+0,01 5,35+0,28 17,92+0,14 53,37+3,85 10,02+0,47 254,17+4,41 147,71+2,56
CC (71) 1,49+0,01 5,35+0,27 17,99+0,13 52,76+3,74 10,17+0,43 253,59+4 44 145,76+2,58
DGATA CC (94) 1,48+0,01 5,20+0,27°2 18,16+0,19 47 114,472 10,15+0,43 252,18+3,842 144,62+2,472
CT (10) 1,48+0,01 5,39+0,26%° 17,92+0,19 50,64+4,24% 10,08+0,59 251,71+4,042 143,50+3,152
TT (9) 1,50+0,01 5,55+0,27° 18,21+0,20 52,7544 47° 9,83+0,70 263,29+4,20° 147,80+3,33°
GG3 -LLIM
CC (13) 1,51+0,02 5,86+0,28 18,7310,46 61,78+2,21 9,46+0,55° 243,70+1,912 152,65+2,71°
MC4R CT (60) 1,49+0,01 6,09+0,24 18,35+0,28 62,85+1,74 10,1740,44°>  238,96+1,47° 146,59+2,05°
TT (30) 1,48+0,02 6,18+0,26 18,01+0,35 62,60+1,91 10,04+0,48° 239,96+1,60° 146,18+2,26°
TT (2) 1,52+0,04 6,29+0,35 17,93+1,34 71,55+6,14 10,43+1,03 232,00+4,222 146,07+5,51%°
FABP3 TC (21) 1,49+0,02 5,94+0,15 17,74+0,37 63,72+2,94 10,21+0,35 241,43+1,30° 145,33+2,41°
CC (85) 1,50+0,01 5,98+0,15 18,46+0,25 63,04+2 91 10,27+0,28 241,98+0,65° 147,45+2,06°
DGAT1 CC (112) 1,48+0,01 5,88+0,11 18,19+0,25 63,82+1,85 9,95+0,42 239,79+1,73 145,94+2, 22
TT (2) 1,46+0,03 5,99+0,27 19,01+0,98 66,69+3,93 9,76+0,94 234,07+4,71 145,0845,85

a, b letras diferentes na mesma coluna, dentro de cada gene, indicam diferengas estatisticamente significantes (P<0,05), pelo teste de Tukey-Kramer.



5.3.1. Gene MC4R (SNPg.1578C>T)

As médias das caracteristicas avaliadas com o SNPg.1578C>T do gene
MC4R foram significativas para o intervalo de parto (IDP) nos grupos genéticos
LWLD e LLJM, o numero de desmamados (NDES) e idade a primeira cobertura
(IPC) apenas no grupo genético LLJM. As médias do NDES, IPC e IDP entre os
gendtipos foram estatisticamente diferentes (P<0,05), sendo que animais CC
apresentaram as maiores médias para o IPC e IDP nos dois grupos genéticos e
menor média para o NDES no LLJM.

A idade a primeira cobertura tem grande importancia no plantel de uma
granja, pois as leitoas representam uma grande proporgao, ao passo que a primeira
cobricdo pode influenciar a eficiéncia reprodutiva do rebanho (CAVALCANTE NETO
et al., 2008; ROTAVA, 2014), causando descarte precoce e aumento dos dias néo
produtivos. De acordo com Whittmore e Kyriazakis (2006), a selegao de gendtipos
para carne magra e aumento da prolificidade pode ter causado consequéncias nas
matrizes, em especial fémeas primiparas, como problemas reprodutivos,
principalmente pela reducdo da deposigéo lipidica. Do mesmo modo, o aumento do
numero de leitdes nascidos por parto afeta diretamente o peso ao nascimento, a
maior variabilidade do peso nas leitegadas e por consequéncia, devido a vitalidade
de leitdes de baixo peso ao nascer, pode resultar na mortalidade na maternidade.
Além disso, os genes MC4R e LEPR desempenham papéis importantes no controle
da homeostase energética, regulagdo do peso corporal, € mobilizagdo de gorduras
(KIM et al., 2000; MACKOWSKI et al., 2005). Também, tem demonstrado efeitos de
QTL altamente significativos na espécie suina sobre o consumo de ragdo, ganho de
peso diario, e espessura de toucinho. Isso pode ser uma possivel explicacdo para
menor NDES e maior IDP, ja que o SNPg.1578C>T quando em homozigose para o
alelo C pode ter relagdo com menor ingestdo alimentar da matriz no periodo de
lactagdo, demandando mobilizagdo do tecido adiposo de reserva para produgao de
leite, ocasionando possiveis mudancas na produgado e composicao de leite.

Szyndler-Nedza et al. (2013), estudando uma mutagdo no gene LEPR
localizada no intron 4 identificada através da técnica PCR-RFLP com a enzima de
restricdo Hpall e o SNPg.1426G>A no gene MC4R com a composi¢cao do leite de

matrizes da raga Large White e Landrace Polonés, encontraram associagdo com
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esas caracteristicas. As mutagbes nos genes LEPR e MC4R demonstraram
influéncia significativa sobre a gordura (P<0,001 e P<0,001), solidos (P<0,001 e
P<0,001), teor de lactose (P<0,01 e P<0,001) e teor de proteina no leite (P<0,01 e
P<0,05).

Em relacdo ao IDP nos animais homozigotos para o gendtipo CC
apresentaram uma média de 2 e 6 dias respectivamente para LWLD e LLJM a mais
entre um parto e o seguinte (Tabela 5), resultandomenor numero de leitdes
desmamados por porca por ano, refletindo em perdas econémicas. As variaveis que
regulam o IDP s&o o periodo de lactagdo e intervalo desmama cio, este ultimo pode
ser influenciado pelo periodo de lactagcédo e o estado nutricional da fémea. Segundo
Pinheiro (2014), para um bom desempenho reprodutivo do rebanho sdo necessarias
dietas recomendadas em quantidade e qualidade, sendo fundamental a manutengao
de um escore corporal na gestagdo, além de um manejo de arragoamento que
permita baixa perda na condigdo corporal durante a lactagdo. Porém, as linhagens
desenvolvidas na suinocultura atualmente possuem um baixo consumo de ragao
durante o periodo de lactagdo, o que possivelmente pode acarretar em perda da
condicdo corporal, comprometendo a ovulacdo e o aparecimento do cio
(ROTHSCHILD, 2003).

Como descrito por Benoit et al.(2000), baseados na revisdo de diferentes
trabalhos, a ingestdo de alimentos pode ser influenciada por alteragdes na
sinalizacdo no SNC pelo gene MC4R. Na anadlise de associacao, realizado por
Houston, Cameron e Rance (2004), o gene MC4R foi significativamente associado
com o ganho médio diario, ingestdo diaria de alimento e espessura de toucinho. A
substituicdo ndo sindbnima Asp298 (acido aspartico) em individuos homozigotos
apresentou taxa de crescimento mais lento e menor ingestdo de alimentos do que
individuos homozigotos para Asn298 (asparagina) (72g/dia e 165g/dia,
respectivamente, P<0,05) e heterozigotos (59g/dia e 138g/dia, P<0,05). Individuos
homozigotos Asn298 apresentaram maior média de espessura de toucinho do que
os heterozigotos (1,2 mm, P<0,05).

Hirose et al. (2014) avaliando os efeitos dos genes candidatos LEP, LEPR,
MC4R, PIK3C3 e VRTN sobre caracteristicas de produgcdo em suinos Duroc,

encontraram correlagdes positivas sobre o ganho de peso médio diario e espessura
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de toucinho com a associacdo dos SNPs nos genes LEPR (c.2002T) e MC4R
(c.1426G) e dos SNPs nos genes LEPR (c.2002T), MC4R (c.1426G) e PIK3C3
(c.2604C) individualmente com estas caracteristicas.

A fim de compreender como o SNPg.1578C>T no gene MC4R pode estar
relacionado com as caracteristicas reprodutivas, ressalta-se que o perfil das fémeas
suinas mudou nos ultimos anos, através da selecdo para menor espessura de
toucinho, maior produgado de carne magra, entre outras. Dessa forma apresentam-se
com maior tamanho e peso quando adultas, necessitando de mais tempo para
atingir a maturidade, energia e nutrientes para suprir a mantencga; e talvez o mais
importante, o consumo voluntario de ragado destes animais tornou-se menor ao longo
do tempo de selecdo (SCHENKEL et al., 2007). Como efeito, as genéticas atuais
apresentam maior tendéncia as perdas de reservas corporais durante a lactagao,
refletindo em possiveis perdas reprodutivas, ao passo que no primeiro parto as
fémeas possuem menos reservas corporais, apresentam maiores exigéncias para a
mantenga, produzem mais leite e ingerem menos racao (WILLIAMS, 1998;
SCHENKEL, 2007). Além de fatores genéticos, outros como o clima, nutri¢cao,
manejos podem influenciar o periodo de lactacdo, periodo desmama cio e,

consequentemente o intervalo de partos.

5.3.2. Gene FABP3 (SNPg.-240T>C)

Observou-se efeito significativo (P<0,05) entre o SNPg.-240T>C no gene
FABP3 e as caracteristicas reprodutivas IPC e IDP apenas no grupo genético LLJM
(Tabela 5). O gene FABP3 tem como principais fungdes a regulagao da absorgao de
acidos graxos, transporte intracelular e foi associado ao teor de gordura na carcaca
(CHMURZYNSKA, 2006). O tecido adiposo pode ter influéncia sobre as
caracteristicas reprodutivas, pois este tecido desempenha fungao endécrina, como o
metabolismo de horménios esteroides sexuais (PINTO, 2014). E provavel que a
variante ou uma intimamente ligada a mutacdo do gene FABP3 facilite o transporte
de lipideos da dieta para os processos metabdlicos envolvidos nestas duas
caracteristicas contribuindo em uma condi¢ao corporal satisfatéria. Assim, a agao do
SNPg.-240T>C quando em homozigose para o alelo T, diminuiu a IPC e o IDP,

resultando em acao favoravel a estas caracteristicas do ponto de vista econémico. O
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grupo genético LLJM tem em sua constituicdo genética ragas chinesas, que de fato,
apresenta um teor de gordura na carcaga mais elevado comparado ao LWLD (ragas
europeias), causando uma alteracéo significativa da funcdo do gene FABP3 nesta
populagao.

Os resultados obtidos por Zhao et al. (2010) em uma raga chinesa suina
(ZhaotongWujin) mostraram que os genotipos HH e dd para o FABP3 afetou
significativamente o conteudo de GIl. Contudo, os gendtipos HH e dd, classificados
utilizando as enzimas de restricdo Hinfl e Haelll em PCR-RFLP respectivamente, foi
observado maior teor de Gl e acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados

(AGM e AGP) e menor acidos graxos saturados (AGS).

5.3.3. DGAT1 (SNPg.9422C>T)

O SNPg.9422C>T no gene DGAT1 as médias das caracteristicas de peso
médio a desmama (PMD), peso total da leitegada a desmama (PTLD), idade a
primeira cobertura (IPC) e intervalo de parto (IDP) apresentaram associagao
significativa e diferenca estatistica (P<0,05) entre os gendtipos apenas no grupo
genético LWLD, sendo que, animais homozigotos para o alelo T demonstraram as
maiores médias (Tabela 5). Varios fatores podem interferir no peso de desmamados,
em especial os ligados a fémea como, peso ao nascimento, consumo voluntario de
racao e saude da porca na fase lactacional (MACHADO, 2014), producao de leite,
qualidade do colostro, ordem do parto e diferencas entre as racas. O periodo de
lactacdo apresenta grande impacto sobre o desenvolvimento de leitdes, pois a
quantidade e qualidade de colostro ingerida nas primeiras horas apds o nascimento,
acarreta em maturacao das criptas do intestino delgado (XU et al., 1992), que facilita
a digestdo e absorgdo dos nutrientes provenientes do leite. Além disso, o colostro
transmite a imunidade passiva por meio das imunoglobulinas (FERREIRA, 2012),
que por sua vez, irdo contribuir no melhor peso a desmama e a qualidade do leitdo
desmamado, é o principal fator para um bom desenvolvimento até a fase de
terminacgao.

Contudo, a selegao genética para linhagens maternas hiperprolificas também

resultou em aumento na capacidade de producdo de leite, mas devido a selecao
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para deposicdo de carne magra, menor teor de gordura na carcaga, aumento da
taxa de crescimento e menor conversdo alimentar, refletiu em menor ingestado de
alimentos, podendo comprometer a producdo de leite da matriz suina,
principalmente em primiparas.

O gene DGAT1 atua no metabolismo do diacilglicerol em que envolve a
sintese de triglicerideos, como por exemplo, a absorg¢édo intestinal de gordura pelo
intestino delgado e no processo fisioldgico da lactagdo (CASES et al., 1998; LI et al.,
2012). Em razdo destas funcgbes fisioldgicas, varios estudos associaram
polimorfismos no gene DGAT1 com caracteristicas econémicas como produgao e
composic¢ao do leite em bovinos leiteiros (GRISART et al., 2004), qualidade de carne
em suinos comerciais (Zhang et al., 2014) e deposi¢cao de gordura em bovinos de
corte (THALLER et al., 2003).

Portanto, o SNPg.9422C>T identificado neste estudo, pode ter causado uma
maior produgdo de leite e com qualidade superior nas fémeas com gendtipo TT,
resultando em leitdes mais pesados ao desmame, apesar do menor numero de
desmamados, com peso a mais de 5,5 kg no PTLD em relagdo aos outros
gendtipos, porém as fémeas obtiveram maior IDP. Possivelmente, estes animais
perderam mais de suas reservas lipidicas durante o periodo lactacional, o que pode
estar relacionado com uma menor ingestdo de alimentos refletido pela selegéo
artificial, visando as caracteristicas econémicas de producdo. Esses animais
necessitam de elevada demanda nutricional na lactagdo devido ao grande numero
de leitdes por parto, ao passo que estimula diretamente a producdo de leite. Em
sintese, quanto maior o consumo de rag¢ao, maior a produgao de leite, menor sera a
perda de condigao corporal, e menor o IDP (FERREIRA, 2012).

Todavia para o SNPg.9422C>T no gene DGAT1 no grupo genético de suinos
LLJM e para o SNPg.-240T>C no gene FABP3 no LLJM n&o foram encontrados
associagdes em fungdo dos gendtipos, com as caracteristicas PMN, PMD, PTLN,
PTLD, NDES, IPC e IDP (Tabela 5). Este resultado pode ser devido ao pressuposto
de que estas linhagens maternas tenham sofrido pressdao de selecdo para
determinadas caracteristicas de importancia econd6mica, como, tamanho de
leitegada, aumento da produg&o de carne por matriz por ano, aumento do ganho de

peso médio diario (GMPD) e aumento no niumero de leitdes desmamados por ano.
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Também, este resultado pode ser atribuido a diferencas nas frequéncias dos alelos
destes genes na populacdo estudada, frequéncia dos animais fundadores, modelos
estatisticos utilizados e interagao gendétipo e ambiente.

Portanto, presume-se que pode haver alguma relagdo dos SNPs avaliados no
presente trabalho presente nos genes MC4R, FABP3 e DGAT1 com caracteristicas
de produtividade nas linhagens maternas de suino selecionadas para

hiperprolificidade.

5.4.Associacao entre os polimorfismos e as caracteristicas de produgao

e reproducgao: substituicao alélica e dominancia

As estimativas para o teste F relacionados aos efeitos de substituicdo alélica
(a) e de dominancia (d) para o SNPg.1578C>T no gene MC4R, SNPg.-240T>C no
gene FABP3 e SNPg.9422C>T no gene DGAT1, em relagdo as caracteristicas de
PMN, PMD, PTLN, PTLD, NDES, IPC e IDP, estao apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6. Estimativas dos efeitos de substituicao alélica e de dominancia e seus
respectivos p-valor associados com os genes MC4R (SNPg.1578C>T),
FABP3 (SNPQg.-240T>C) e DGAT1 (SNPg.9422C>T) nos grupos
genéticos Large White e Landrace (GG2 — LWLD) e Large White,
Landrace, Jiaxing, Meishan (GG3 - LLJM) para peso médio ao
nascimento (PMN), peso médio a desmama (PMD), peso total da
leitegada ao nascimento (PTLN), peso total da leitegada ao desmame
(PTLD), numero de desmamados (NDES), idade a primeira cobertura
(IPC) e intervalo entre partos (IDP).

GG2-LWLD GG3 - LLJM

Caracteristicas o p d p o p d p

MC4R (SNPg.1578C>T) MC4R (SNPg.1578C>T)
PMN -0,0036 0,4081 0,0076 0,1777 -0,0159  0,0943 0,0024 0,8002
PMD 0,0363 0,6169 0,0407 0,5984 0,0350 0,5412 0,0633 0,4211
PTLN -0,0573 0,2996 0,1415 0,0533 -0,2580 0,0174 0,0481 0,7570
PTLD 0,0440 0,9523 0,5321 0,5639 1,3427 0,1565 0,1832 0,8028
NDES 0,2286 0,2416 -0,3936 0,1288 0,2380 0,0638 0,3937 0,1094
IPC -1,9549 0,0438 2,4687 0,0395 -2,5151 0,0149 -2,9686  0,0400
IDP 0,9567 0,3311 1,1027 0,4150 -3,0477  0,0285 -2,9265  0,1253

FABP3 (SNPg.-240T>C) FABP3 (SNPg.-240T>C)
PMN 0,0009 0,8824 -0,0041 0,4901 0,0040 0,7071 -0,0082  0,4120
PMD 0,0117 0,8690 -0,1084 0,3222 -0,0262  0,6876 0,0272 0,7989
PTLN 0,0503 0,4374 -0,1096 0,2290 -0,0953 0,3369 -0,1840 0,3132
PTLD -0,6336 0,5220 -1,9028 0,2717 -0,4556  0,5630 -0,4260 0,7054
NDES 0,0932 0,6780 -0,1349 0,5960 0,4101 0,0087 0,2324 0,3486
IPC -0,1073 0,9198 0,4553 0,7132 1,6076 0,0841 2,1260 0,1967
IDP 0,0421 0,9715 1,8890 0,1978 2,0449 0,1109  -4,3459  0,0386

DGAT1 (SNPg.9422C>T) DGAT1 (SNPg.9422C>T)
PMN 0,0061 0,1942 -0,0028 0,7834 0,0049 0,7963 - -
PMD 0,1525 0,0174 0,1114 0,4233 0,0296 0,7976 - -
PTLN 0,0030 0,9590 -0,1209 0,3627 0,0895 0,7617 - -
PTLD 1,7400 0,0242 1,8049 0,2806 0,7788 0,5737 - -
NDES -0,3214 0,1311 -0,6921 0,1592 -0,2295  0,5075 - -
IPC 4,8952 0,0001 -2,6056 0,2417 -2,1286  0,4328 - -
IDP 1,2810 0,2506 -1,6310 0,5289 -0,0256  0,9927 - -

o (efeito da substituicdo génica), d (efeito de dominancia) e p (P<0,05).
5.4.1. Gene MC4R (SNPg.1578C>T)

A associagdo do SNPg.1578C>T no gene MC4R com as caracteristica de
PTLN e IPC no grupo genético LWLD e a caracteristica IPC no grupo genético LLJM
apresentou efeitos significativos (P<0,05) de dominancia, apesar de nao ter sido
demonstrado efeito na analise de variancia para essas caracteristica (P<0,05) no
LWLD. O alelo T apresenta efeito de dominancia completa sobre o alelo C, visto que
o CT apresenta valor de PTLN similar ao homozigoto TT. Para a caracteristica IPC
no grupo genético LWLD observou-se efeito de sobredominancia do alelo C, pois o
valor do CT foi maior que o CC. No entanto, a IPC no grupo genético LLIJM
apresentou grau de dominanciaparcial do alelo T, pois os valores de CT foram

menores que o TT e maior que o ponto médio (Tabela 5). Por meio das estimativas
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obtidas no grupo genético LWLD, a presenca do alelo T aumenta o PTLN em 0,1415
kg e o alelo C aumenta a IPC em 2,4687 dias. No entanto, é importante ressaltar
que na caracteristica IPC o efeito de dominancia mostrou-se negativo no grupo
genético LLUM (d = -2,9686), sendo que o valor negativo de d sempre indica
dominancia do gene que contribui para menos. Igualmente, observou-se efeito
significativo do SNPg.1578C>T no gene MC4R de substituicao alélica (C—T)
(P<0,05) para IPC nas duas populagcbes e para PTLN e IDP apenas na LLJM,
indicando que o alelo C esta relacionado com estas caracteristicas, havendo um
decréscimo de -1,9549 e -2,5151 dias para IPC nos grupos genéticos LWLD e LLJM
respectivamente e, para PTLN e IDP no LLJM um decréscimo de -0,2580 kg e -
3,0477 dias. Neste caso, os valores negativos de substituicdo alélica podem ser
favoraveis as caracteristicas reprodutivas do ponto de vista da selecdo, pois os
animais comegam a vida reprodutiva mais cedo e apresentaram menor numero de
dias nao produtivos, aumentando o numero de leitdes desmamados/porca/ano. Mas
para a caracteristica de produc¢do, no caso o PTLN no grupo genético LLJM, esse
efeito se mostrou desfavoravel, pois a presenca do alelo T causou redug¢do do peso
total de leitdes ao nascimento.

Todavia, dois fatores influenciam em maior proporgdo o peso do leitdo ao
nascimento: fatores genéticos como hiperprolificidade, capacidade uterina, eficiéncia
placentaria e diferencas entre racas; e os fatores maternos como a nutricio
(PANZARDI et al., 2009). Holanda et al. (2005) encontraram efeito positivo (P<0,05)
para o peso médio ao nascimento em relacdo a idade da matriz ao parto e o
tamanho de leitegada. Os autores observaram que as maiores leitegadas ocorreram
em fémeas de 3,12 anos de idade. Certamente, fémeas mais jovens tendem a ter
leitegadas menores comparadas com fémeas ja adultas, e no banco de dados
analisados neste estudo foram contabilizadas fémeas até o quarto parto. Além disso,
a demanda por nutrientes para o crescimento e a manutencido das fémeas
primiparas durante a gestacao e periodo de lactagdo é maior em relagcéo as fémeas
adultas. Um dos problemas que ocorre com fémeas hiperprolificas é a
desuniformidade da leitegada, como consequéncia, maior variabilidade de peso
entre os leitdes. Os programas de melhoramento genético das empresas de suinos

direcionaram a seleg¢do para caracteristicas produtivas e reprodutivas, como ganho
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de peso diario, taxa de crescimento e tamanho de leitegada, porém a capacidade de
desenvolvimento nutricional dessas fémeas ndo estd na mesma proporcao. Neste
sentido, as fémeas submetidas a cobertura com idades mais reduzidas né&o
conseguem suprir as necessidades nutricionais durante a gestagao e lactagao, vindo

a comprometer os partos subsequentes.

5.4.2. Gene FABP3 (SNPg.-240T>C)

A estimativa para o numero de coépias para o alelo C dos efeitos de
substituicdo alélica do SNPg.-240T>C no gene FABP3 indica que este alelo esta
relacionado com a variavel NDES (P<0,05) no grupo genético LLJM (Tabela 6),
apesar de ndo ter sido demonstrado efeito na analise de varidncia para esta
caracteristica (P<0,05). Entretanto, os animais heterozigotos apresentaram em
média 0,4101 leitdo desmamado/parto a mais e os homozigotos CC, com 0,8202
leitdo desmamado a mais por parto. Portanto, animais homozigotos para o alelo
favoravel sdo, em média, superiores aos animais que ndo possuem nenhuma copia
desse alelo. Williams et al. (2009) estudaram a influéncia do peso ao nascer de
leitdes sobre a expressao do receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma
(PPAR) e as proteinas da familia de ligacdo de acidos graxos no tecido adiposo e
musculo esquelético (FABP’s). A colocagao dos autores demonstrou que FABP3 é
expresso em tecido adiposo em quantidade dez vezes maior do que no musculo
esquelético e o aumento é alcangado logo apds o nascimento, independentemente
do peso ao nascer, sendo que a expressao do gene FABP3 no tecido adiposo
diminui com a idade em leitdes com baixo peso ao nascer (0,800 kg — 1,330 kg), o
que pode representar uma diferenca de desenvolvimento nestes animais. O efeito de
dominancia deste gene apresentou significancia com a caracteristica IDP no LLJM
(P<0,05), sendo que o alelo T apresentou dominancia parcial em relagao ao alelo C
e animais com a presenga do alelo dominante demonstrou uma estimativa de -
4,3459 dias entre um parto e o seguinte. Possivelmente a presenga desse alelo
juntamente com outros genes pode regular o metabolismo lipidico envolvido nestas
duas caracteristicas, que € susceptivel a estimulos como disponibilidade de
nutrientes e necessidades de produgdo (LEHNINGER; NELSON, 2006), como a

lactacao.
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5.4.3. DGAT1 (SNPg.9422C>T)

As estimativas do efeito de substituicdo alélica do SNPg.9422C>T no gene
DGAT1 para as caracteristicas PMD, PTLD e IPC (Tabela 6) foram significativas
(P<0,05) no grupo genético LWLD. A presenca do alelo T apresentaram em média
0,1525 e 1,7400 kg no PMD e PTLD respectivamente a mais por parto e, quando em
homozigose esses valores sdo duplicados. Do mesmo modo, para a caracteristica
da IPC, os animais heterozigotos apresentaram em média 4,8952 dias a mais para
atingir a maturidade sexual. O efeito de dominancia deste gene no grupo genético
LWLD néo apresentou efeito significativo (P>0,05) sobre as caracteristicas. E para o
grupo genético LLJM n&o foi possivel calcular o efeito de dominancia do gene
DGAT1 sobre as caracteristicas avaliadas neste estudo, ao passo que esse efeito s6
€ possivel de ser calculado na presencga dos trés gendétipos (CC, CT e TT) e apenas

0s genotipos homozigotos (CC e TT) estavam presentes.
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6. CONCLUSAO

A populacdo LWLD revelou ter sofrido menor selegdo para os polimorfismos
analisados, apresentando maior variabilidade dos gendétipos.

Todos o0s polimorfismos demonstraram efeitos significativos para as
caracteristicas reprodutivas analisadas. Entretanto, o gene DGAT1 apresentou efeito
significativo apenas no grupo genético LWLD para as caracteristicas de producao
PMD e PTLD.

Para a maioria dos polimorfismos foi possivel identificar o alelo favoravel para
uma dada caracteristica, podendo assim ser utilizados como marcadores para

selegdo assistida no melhoramento genético de linhagens maternas de suinos.
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