FREDERICO DE CASTRO FIGUEIREDO

ESTUDO DO GENE DA PROTEINA DE LIGAGAO DE ACIDOS GRAXOS -
CORAGAO (H-FABP) EM SUINOS

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
graduacao em Genética e
Melhoramento, para obtencdo do titulo
de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2004



Ficha catalografica preparada pela Secao de Catalogagao e

Classificagao da Biblioteca Central da UFV

F475e
2004

Figueiredo, Frederico de Castro, 1976-

Estudo do gene da proteina de ligagdo de acidos graxos-
coragdo (H-FABP) em suinos / Frederico de Castro
Figueiredo. — Vigosa : UFV, 2004.

xi, 46f. : il. ; 29cm.

Orientador: Paulo Savio Lopes

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Vigosa.

Inclui bibliografia.

1. Suino - Genética molecular. 2. Suino - Melhoramento
genético. 3. Suino - Desempenho. 4. Suino - Carcaga.
5. Carne de porco - Qualidade. 6. Seqiienciamento de
nucleotideo. 7. Proteinas de ligacdo de 4cidos graxos.
I. Universidade Federal de Vigosa. I1.Titulo.

CDD 20.ed. 636.40821




FREDERICO DE CASTRO FIGUEIREDO

ESTUDO DO GENE DA PROTEINA DE LIGAGAO DE ACIDOS GRAXOS -
CORAGAO (H-FABP) EM SUINOS

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
graduacao em Genética e
Melhoramento, para obtencdo do titulo
de Magister Scientiae.

Aprovada em 30 de julho de 2004.

Prof. Robledo de Almeida Torres Prof®. Simone Eliza F. Guimaraes
(Conselheiro) (Conselheiro)
Prof. Aldrin Vieira Pires Prof. Ricardo Frederico Euclides

Prof. Paulo Savio Lopes
(Orientador)



Aos meus pais, Marco Afonso e Solange.

Aos meus irmaos, Marcus Vinicius e Marina.

“...a vista mais bonita € a beira do precipicio...”

‘A auto-satisfagdo € inimiga do estudo. Se queremos
realmente aprender alguma coisa, devemos comegar por
libertar-nos disso. Em relagéo a nés préprios devemos ser
'insaciaveis na aprendizagem' e em relacdo aos outros,

'insaciaveis no ensino”

Mao Tse—Tung



AGRADECIMENTO

A Deus, pela minha vida, minha familia e meus amigos. Pela for¢a e por
me fazer seqguir adiante.

A minha mae, pelas preocupagdes, aconselhamentos e incentivos em
todos os momentos.

Ao meu pai, pela certeza de poder contar sempre com a sua ajuda e
pelos ensinamentos de forga e trabalho.

Ao meu irméo, pela presenga em minha vida e pela ajuda indispensavel.

A minha irm3, pelo carinho e paciéncia e pelo apoio incondicional.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Zootecnia, por
tornar possivel a realizagdo deste curso.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela concessao da bolsa de estudos.

Ao meu orientador, Prof. Paulo Savio Lopes, pela confianga, paciéncia,
incentivo, amizade, oportunidades, ensinamentos e pelo exemplo de
profissionalismo.

Aos meus conselheiros, Prof. Robledo e Prof® Simone, pelas
contribuicdes, auxilios e amizade.

Ao professor Ricardo Baja e ao amigo Aldrin, pelos valiosos anos de
convivéncia, incentivos e pelas contribuicdes.

Aos professores Ana Lucia, Juquinha, Mario Paulino, Odilon e Tido pela

amizade, consideragao, exemplo profissional e pela agradavel convivéncia.



As estagiarias Bruna, Débora, Patricia, Paulinha e Virginia pela amizade
e pela ajuda na realizag&o da pesquisa.

Aos amigos e colegas melhoristas Alex Lesado, Amauri Réptil, Band
Zangado, Dani Serra, Danielle, Elizangela, Fausto, Fernanda, Gustavo, Kleibe
(KLB), Jane Peixe, Kécya, Leandro Moco, Lindemberg, Luciara, Marcelo, Maria
Amélia, Peloso, Rachel, Ricardinho, Rodolphinho e Samuel pelo convivio
agradavel, apoio, conselhos e amizade.

A minha amiga Karla Pops Magalhdes, pela paciéncia, ajuda, por se
tornar meu ponto de apoio em Vigosa, pelo carinho e principalmente pela
confianga e amizade verdadeira.

Aos amigos Antonio, Vinicius e Wil pelos momentos inesqueciveis.

Aos amigos Bé, Cris (Cumadi), Giulia e Kedson, Cris Bonafé, Denis,
Eduardo, Isabela e Kamila, Fé Cipri (ingua) e Acyr, Fefé e Mario Chizzotti,
Fellipe, Fernanda e Mario DZO, Helayne, Jana, Juliana, Leidoca, Marcos,
Moskito, Nivinha, Patricia Bhering, Renatinha, Rozane e todos os amigos da
Zoo 98 pela amizade e por tornarem a vida em Vigosa mais agradavel.

Aos meus familiares, tios, tias, avos, primos e primas, pelo apoio,
mesmo que indiretamente.

Aos funcionarios do DZO/UFV, em particular, Adilson, Celeste, Edson,
Marcia, Rosana e Venancio, pelos auxilios e amizade.

Aos funcionarios da Granja de Melhoramento Genético de Suinos/DZO

que contribuiram para a realizagao deste trabalho.



BIOGRAFIA

Frederico de Castro Figueiredo, filho de Marco Afonso Figueiredo Caldeira
e Solange Barroca de Castro Figueiredo, natural de Resplendor, Estado de
Minas Gerais, nasceu em 27 de marco de 1976.

Em margo de 1998, iniciou o curso de Zootecnia pelo Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, em Vigcosa, MG, onde foi bolsista
de Iniciagcdo Cientifica por alguns anos, acompanhando e conduzindo
pesquisas junto ao Programa de Melhoramento Genético de Suinos do
Departamento de Zootecnia da UFV.

Em setembro de 2002, graduou-se em Zootecnia pela Universidade
Federal de Vigosa e iniciou o Curso de mestrado pelo Programa de Pés
Graduagao em Genética e Melhoramento, na Universidade Federal de Vigosa.

Em 30 julho de 2004, submeteu-se ao exame final de defesa de tese para
obtencao do titulo de Magister Scientiae em Genética e Melhoramento, na

Universidade federal de Vigosa.



iNDICE

Pagina

RESUMO ... viii
ABSTRACT .ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e aannnrnees X
1. INTRODUGAO ...ttt ettt eae et aae e e ene e 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 3
2.1. Genes Candidatos .........uuuiiiii e 3
2.2. FABP3 ou Gene da Proteina de Ligacdo de Acidos Graxos — Coragéo
(H=FABP) .t a e e e e 7

3. OBUETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e as 9
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooieioeie e, 10
CAPITULO 1 — Seqiienciamento do gene da Proteina de Ligagdo de Acidos
Graxos — Coracédo (H-FABP) em suinos de racgas divergentes............... 13
CHAPTER 1 — Sequencing of the Heart Fatty Acid Binding Protein (H-FABP)
gene in swine of divergent breeds ... 14

1. INTRODUGAOD ...ttt are s 15
2. MATERIAL E METODOS.......coiieeeeeceeeeee e 17
2.1.LOCaAl € @NIMAIS ....oiiiieeeeiieee e 17
2.2. Extracdo, quantificagdo e diluigdo do DNA ... 17
2.3. CONSIrUGA0 AOS PrIMEIS .....eueeee e 17

P S N 01 o] 1 o= Vo= o TSR 18
2.5. Purificacao e quantificagao dos fragmentos amplificados..................... 19

Vi



2.6. Sequenciamento dos fragmentos amplificados............ccoovviiiiiiieee..n. 19

2.7. Analises das SEQUENCIAS .........cceeiiiiiiiiiiie e 20
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coeoeiieeeeeee et 21
4. CONCLUSOES. .......ooeeeeeeeeeeeeeee ettt 29
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ootieieeee et 30

CAPITULO 2 — Associacéo de polimorfismos do gene da Proteina de Ligacdo
de Acidos Graxos — Coragdo com caracteristicas quantitativas em suinos
de ragas dIVErgeNntes .......ouuuuiiii e 31
CHAPTER 2 — Association of polymorphisms of the Heart Fatty Acid Binding

Protein (H — FABP) gene with quantitative traits in swine of divergent

0] =TT o [ P 32

1. INTRODUGAOD ...ttt eee e 33
2. MATERIAL E METODOS.......coiieeeee e 34
2.1.LOCaAl € @NIMAIS ....oiiiieeieiee e 34
2.2. Caracteristicas avaliadas ...........coooeiiiiiiiiiii e 35
2.3. Genotipagem dos animais F2 ... 36
2.4. Analises estatistiCas ... 37

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cveeeeeceeeeeeeee e 39
4. CONCLUSOES .......ooeoeeeeeeeeeeeeee ettt 45
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 46

vii



RESUMO

FIGUEIREDO, Frederico de Castro, M.S., Universidade Federal de Vigcosa,
julho de 2004. Estudo do gene da Proteina de Ligagdo de Acidos Graxos
— Coragao (H-FABP) em suinos. Orientador: Paulo Savio Lopes.
Conselheiros: Robledo de Almeida Torres e Simone Eliza Facioni
Guimaraes.

Objetivou-se, neste trabalho, detectar variantes alélicas do gene da Proteina de
Ligacdo de Acidos Graxos — Coracdo para construgdo de mapas de restricdo e
estudar as associacbes entre as variantes detectadas e caracteristicas
quantitativas avaliadas em animais F2, para possiveis aplicagbes em
programas de melhoramento genético de suinos. A Proteina de Ligagdo de
Acidos Graxos — Coracéo (H-FABP), produto do gene FABP3, é uma proteina
da familia das FABPs. O gene, que esta localizado no cromossomo suino seis,
foi sequenciado em animais parentais de um cruzamento F2 entre varrdes da
raca nativa brasileira Piau e fémeas comerciais (Landrace x Large White x
Pietrain). Os animais tiveram seu DNA extraido de células brancas do sangue e
amplificado por meio da reacao de polimerizagdo em cadeia (PCR). Os primers
usados na reagao foram desenhados para amplificar os quatro éxons do gene.
Os fragmentos amplificados foram sequenciados em sequenciador automatico
ABlI PRISM 310 (Applied biosystems). Os fragmentos gerados foram
comparados com a sequéncia do gene depositada no GenBank. Foram

notadas divergéncias entre as sequéncias geradas e as do GenBank, tanto em
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alguns animais Piau quanto em algumas fémeas comerciais. Essas alteragdes
serviram como marcas para associagdes dos polimorfismos desse gene, com
caracteristicas quantitativas. Construiu-se um mapa de restricao, permitindo a
identificacdo de enzimas que reconhecessem as alteragdes nas sequéncias
analisadas. Neste estudo, utilizou-se a enzima de restricao Hinf |, que
reconheceu o sitio polimorfico presente no primeiro fragmento amplificado, na
posicdo 108, caracterizado pela delegdo de uma base Timina (T). Foram
genotipados 246 animais F2 por meio da reagdo de restricdo. Dois gendtipos
foram identificados, sendo 198 animais HH e 48 animais Hh. O polimorfismo
estudado apresentou efeito significativo para as caracteristicas: peso aos 63
dias de idade (p=0,1528), idade ao abate (p=0,0110), comprimento de carcaga
pelo método americano (p=0,1789), espessura de toucinho imediatamente
apo6s a ultima costela (p=0,0449), espessura de toucinho entre a ultima e a
penultima vértebra lombar (p=0,1199), espessura de toucinho medida na
carcaca direita resfriada na regido da ultima costela, a partir de corte
transversal no carré, a 6,5cm da linha dorso-lombar (p=0,1377), comprimento
do intestino (p=0,0287), peso total de copa (p=0,1623), peso da copa sem pele
e sem capa de gordura (p=0,1271), peso total de carré (p=0,0442), peso de
papada (p=0,0195), peso de filezinho (p=0,0867), peso de rim (p=0,0028) e pH
45 minutos apos o abate (p=0,1256). Os resultados obtidos indicam que o gene
da H-FABP possui potencial para aplicagdo em programas de selegao
assistida por marcadores moleculares para caracteristicas de interesse

econdmico na cadeia produtiva de suinos.



ABSTRACT

FIGUEIREDO, Frederico de Castro, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
2004, July. Study of the Heart Fatty Acid Binding Protein (H — FABP)
gene in swine. Adviser: Paulo Savio Lopes. Committee Members: Robledo
de Almeida Torres and Simone Eliza Facioni Guimaraes.

The objectives of this study were to identify genetic polymorphisms in the Heart
Fatty Acid Binding Protein gene for construction of restriction maps and to study
associations between the polymorphisms detected and quantitative traits
evaluated in F2 animals, to use in genetic improvement in animal production.
The Heart Fatty Acid Binding Protein (H-FABP), the product of the gene FABP3,
is a protein of the family of the FABPs. This gene, that is located in the swine
chromosome number six, was sequenced in parental animals of a F2 crossing
between boars of the Brazilian native breed Piau and commercial sows
(Landrace x Large White x Pietrain). The DNA of animals was extracted of white
cells of blood and amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR). Primers
used in the reaction were drawn to amplify four exons of the gene. The PCR
products were sequenced in ABI PRISM 310 (Applied biosystems). The
sequences were compared with the sequence of the gene deposited in the
GenBank. Divergences between the generated sequences and the GenBank
sequences were noticed in both genetics groups. A restriction map was
constructed allowing the identification of enzymes that recognize the alterations

in the analyzed sequences. In this study, was used enzyme of restriction Hinf |,



that recognize the polymorphism in the position 108 in sequence |,
characterized by the absence of a Thymine (T). Using the restriction reaction,
246 F2 animals were genotyped. Two genotypes were identified, 198 HH
animals and 48 Hh animals. The polymorphism was significantly associated
with: weight at 63 days of age (p=0.1528), slaughter age (p=0.0110), carcass
length by the american carcass classification method (p=0.1789), backfat
thickness after last rib (p=0.0449), backfat thickness between last 1st-2nd
lumbar vertebrae (p=0.1199), backfat thickness after last rib, at 6.5 cm from the
midline (p=0.1377), intestine length (p=0.0287), total boston shoulder weight
(p=0.1623), skinless and fatless boston shoulder weight (p=0.1271), loin (bone-
in) weight (p=0.0442), jowl weight (p=0.0195), sirloin weight (p=0.0867), kidney
weight (p=0.0028) and pH evaluated at 45 minutes after slaughter (p=0.1256).
These results show that H-FABP gene has potential for application in programs

of marker assisted selection for quantitative traits in swine.
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1. INTRODUCAO

A suinocultura tem se tornado cada vez mais empresarial, diminuindo o
numero de pequenos criatdrios pouco tecnificados e aumentando o niumero de
grandes empresas produtoras da carne suina, que tem sido a carne mais
consumida no mundo, principalmente em paises como Alemanha, Canada,
Dinamarca, Espanha, Franca, Holanda, Italia e Portugal. No Brasil, ela tem
ocupado a terceira posicao, visto que 11,61% da carne consumida € suina,
46,71%, bovina e 41,68%, de aves. Isto € um indicativo do potencial de
mercado que a carne suina tem, tanto para o mercado interno, que tem muito a
crescer para acompanhar a tendéncia mundial, quanto para o externo (FNP
CONSULTORIA & COMERCIO, 2003).

O mercado consumidor de carne suina exige qualidade, notadamente
nos paises economicamente mais desenvolvidos. Enfase tem sido dada no
sentido de se obter animais de carne magra, com pouca espessura de toucinho
e maior rendimento de carcaga.

Devido a grande importancia da carne suina, houve necessidade de
intensificar a selecdo de animais para melhor eficiéncia produtiva por meio do
melhoramento genético. Desta forma, obtiveram-se ganhos genéticos na
produtividade, no ganho em peso, na eficiéncia alimentar e na qualidade de
carcaca, principalmente no que se refere a percentagem de carne magra.

A genética molecular € uma ferramenta que tem contribuido para a

melhoria da eficiéncia dos programas de sele¢cdo, uma vez que possibilita a



deteccdo de genes ou locos com grande influéncia sobre caracteristicas de
profilificidade, de desempenho, de carcaca e de qualidade da carne, entre
outras.

O gene da Proteina de Ligacdo de Acidos Graxos — Coracéo apresenta
efeitos significativos sobre algumas das caracteristicas utilizadas em
programas de melhoramento de suinos. Variantes alélicas desse gene podem
estar associadas a diferentes padrdées de deposicdo de gordura em suinos,
bem como a outras caracteristicas de qualidade da carne, de desempenho e de

carcaca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Genes Candidatos

A eficiéncia dos programas de melhoramento genético depende da
precisdo com que os individuos submetidos a selecdo sédo avaliados e, para
isso, primeiramente devem ser definidas as caracteristicas a serem incluidas
no programa de melhoramento, assim como estabelecido um eficiente método
de selecéo.

Um aspecto importante no melhoramento genético esta relacionado ao
uso de marcadores moleculares associados as caracteristicas quantitativas.
Até recentemente, a informacgao usada para avaliagao genética era limitada as
relagdes de parentesco e caracteristicas fenotipicas.

Marcadores moleculares sdo polimorfismos de DNA que diferenciam
dois ou mais individuos. Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje
disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade
em nivel de DNA e, assim, variam quanto a habilidade de detectar diferencas
entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade.

Os programas de melhoramento genético deverdo aliar aos métodos
quantitativos a selecdo assistida por marcadores. A aplicacdo da genética
molecular ira possibilitar mudancas mais rapidas nas caracteristicas

economicamente importantes (FREITAS, 2000). O grande desafio consiste em



aproveitar a informagcdo molecular de maneira eficiente a ponto de ser
economicamente justificavel.

A espécie suina € uma das que mais tem se beneficiado do grande
progresso no conhecimento da genética molecular, tanto pelos investimentos
diretos em pesquisa do seu proprio genoma quanto pela rapida conversao dos
conhecimentos adquiridos em ferramentas aplicadas a selecao.

Em 1988, Andersson e colaboradores (citados por ANDERSSON, 1997),
iniciaram o estudo sobre mapeamento genético de QTLs (Quantitative Trait
Loci) para caracteristicas de importancia econémica em suinos, utilizando a
estratégia de cruzamentos de animais divergentes, ou seja, linhagens que
demonstraram segregacdo na maioria das caracteristicas fenotipicas,
facilitando a construcdo do mapa genético. Esse delineamento possibilita
buscar o desequilibrio de ligagdo entre marcadores e QTLs ou caracterizar
efeitos de gene candidato, por fazer com que novas interagdes intra e inter
locos sejam formadas a cada geracdo, permitindo, especialmente na geragao
F2, que €& altamente segregante devido a grande divergéncia genética
existente, reavaliar os efeitos ndo observados ou subestimados nas geragdes
parentais.

Varios locos que tém influéncia sobre caracteristicas de importancia
econdémica para a industria suinicola, ou QTLs, tém sido identificados. Alguns
desses ja estdo sendo utilizados nos programas de seleg¢ao e outros estdo em
fase de validacao, conforme relata PLASTOW (2000).

Atualmente, o mapa do genoma do suino possui quase 5000 locos, que
incluem algumas centenas de genes (ROTHSCHILD, 2004). Assim, o uso de
marcadores genéticos constitui um mecanismo direto para identificagdo do
gendtipo (constituicao genética) dos suinos para caracteristicas de interesse.

A analise de gene candidato € uma metodologia economicamente
viavel e suficientemente poderosa para descobrir diferengas genéticas entre os
animais para caracteristicas de importancia econémica (ROTSHSCHILD e
PLASTOW, 1999).

O primeiro passo na metodologia de estudo de genes candidatos € a
escolha do gene, que, a principio, acredita-se estar envolvido com a fisiologia

da caracteristica. Ele pode ser escolhido pelo efeito de grandes mutagdes, em



que a nova forma do gene estudado foi reconhecida como responsavel pela
alteracdo, ou por comparagao com outras espeécies que possuam um mapa
gendmico rico, como o de seres humanos e camundongos. Assume-se que 0
gene responsavel por uma caracteristica dentro de uma espécie possua
sequéncia com grande similaridade em outra espécie (CIB, 2003).

Ha trés metodologias principais para o estudo de genes candidatos:
comparativa, fisiolégica e posicional. Na comparativa, locos polimérficos
associados a efeitos fenotipicos conhecidos em uma espécie sdo explorados
como candidatos para variagdo semelhante em outra espécie. A estratégia
fisioldgica baseia-se em polimorfismos de genes estreitamente relacionados ao
desenvolvimento da caracteristica de interesse. Uma associagdo entre estes
genes e o fendtipo é tida como evidéncia de que o gene esta envolvido no
controle genético da caracteristica. A terceira metodologia, pesquisa de gene
candidato posicional, se da por meio da varredura de uma regidao gendmica,
previamente determinada, estabelecendo-se a posi¢do do gene e associando-
se a regiao ao efeito fenotipico estudado (CLUTTER, 1998).

Apds a escolha do gene, um passo imprescindivel € a obtencdo de
primers para a amplificacdo do gene. Em seguida, deve-se identificar
polimorfismos que possam ser associados ao gene candidato. Existem varios
métodos para detectar o polimorfismo de genes candidatos. O método mais
usado é a Reacao da Polimerase em Cadeia — Polimorfismo de Tamanhos de
Fragmentos de Restrigdo (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment
Lenght Polymorphism) ou PCR-RFLP. Esse método tem a vantagem de ser
facilmente usado em larga escala. Existem ainda a técnica de SSCP (Single
Strand Conformational Polymorphism) — polimorfismo conformacional de fita
simples — e o sequenciamento do DNA, entretanto, esse ultimo método é caro,
nao se adaptando a estudos populacionais (ROTHSCHILD e SOLLER, 1997).

Para o estudo de genes candidatos é necessario, ainda, estabelecer
qual populagcdo deve ser usada para estudos de associagdo e quais
informacdes fenotipicas de interesse na populagdo serdo avaliadas. As
metodologias de gene candidato podem ser aplicadas para populagbes
comerciais, dispensando o conhecimento do pedigree dos animais avaliados.

Podem também ser usadas em cruzamentos de linhagens divergentes. Nesse



caso, locos de cromossomos estdo envolvidos com centenas de genes. Assim, o
gene candidato serve como um marcador genético na F2 no desenho de analises
de ligacao (ROTHSCHILD e SOLLER, 1997).

Os efeitos de genes candidatos podem ser identificados por meio de
testes de associagao entre os gendtipos existentes e os fendétipos encontrados,
examinando o efeito dos diferentes alelos sobre as diferentes caracteristicas.
Isso pode ser feito usando modelos lineares mistos, em que os efeitos fixos sao
os alelos ou os gendtipos. Quando multiplos genes candidatos s&o usados para
uma caracteristica, regressées multiplas podem ser utilizadas.

A Tabela 1 apresenta alguns genes candidatos que afetam a qualidade

da carne suina.

Tabela 1 — Genes candidatos que apresentam efeitos significativos sobre a
qualidade de carne suina

Efeitos na Qualidade

Gene Cromos. Referéncia
da Carne
Receptor
Ryanodina pH, capacidade de
(RYR1); Halotano 6 Fujii et al. (1991) retencao de agua, cor
— HAL
. H, potencial de
Rendimento Milan et al. (2000) g gﬁcogénio
Napole — RN; 15 _ . ’
PRKAG3 Ciobanu et al. (2001) capacidade de
retencdo de agua
Proteina de
ligagéo de acidos
graxos - tecido 4 Gerbens et al. (1998) Gordura intramuscular
adiposo A-FABP
(FABP4)
Proteina de
ligagao de amdps 6 Gerbens et al. (1999) Gordura intramuscular
graxos - coragao
H-FABP (FABP3)
Familia MyoD _
(MyoD 1, 9615 Buckingham etal. (1992 Formacao de fibras
Miogenina, Myf-5, Te Pas et al. (1999) musculares
Myf-6)
Antigeno de :
|eucéf§ito suino Rothschild et al.(1995) ~ Cheiro de cachago;
(SLA) ou genes . Caracteristicas de
Iigadc?s Bidanel et al. (1997) carcaga

Adaptado de DEKKERS et al. (2001) e SILVA et al. (2003).



Segundo revisao de DEKKERS et al. (2001), a segregacdo do gene
Halotano ou da PSS (Sindrome do Estresse Suino) € conhecida ha varias
décadas. Enquanto a pesquisa e a selegao iniciais dos reprodutores eram
feitos com base no teste do Halotano, a selegcao atual usa um teste de DNA
para o gene. O mesmo acontece com o gene RN ou da carne &acida, que
inicialmente era pesquisado usando o teste de potencial de glicogénio.
Anteriormente, achava-se que mutacdo RN era limitada a raca Hampshire.
Entretanto, recentemente, foi verificado que varios outros alelos com efeitos
sobre a qualidade de carne sdo segregados em outras linhagens comerciais.

Os genes da H-FABP e A-FABP (FABP3 e FABP4, respectivamente)
afetam a gordura intramuscular, com impacto limitado sobre a espessura de
toucinho. Isto permite a selegdo para aumento da gordura intramuscular, que

melhora o gosto e a maciez, sem aumentar a espessura de toucinho.

2.2. FABP3 ou Gene da Proteina de Ligagdo de Acidos Graxos —
Coracgao (H- FABP)

Ja foram identificados oito membros da familia das FABPs (Proteinas de
Ligacdo de Acido Graxo). Os membros dessa familia incluem proteinas de
ligacdo a lipidios do coragao, figado, intestino, ileo, adipdcito, retina e mielina
periférica e, de maneira mais distante, proteinas de ligagdo ao retinol e retinol
citosalico.

A H-FABP, produto do gene FABP3, possui peso molecular em torno
de 15 kDa e é principalmente expressa em células do musculo cardiaco e
esquelético, tecidos com alta demanda de acidos graxos, € € um membro da
familia das FABPs. A H-FABP representa de 4 a 8% das proteinas
citoplasmaticas soluveis nos coragdes dos mamiferos (QIAN et al., 1999).

O gene FABP3 esta localizado no cromossomo suino seis (GERBENS
et al., 1999). Na Figura 1 é apresentada a representacdo do gene H-FABP que
constitui-se de 4 éxons, intercalados por 3 introns e existe como cdpia unica

por cromossomo hapléide no genoma de suino.
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Figura 1 - Diagrama do gene FABP3. Os retangulos representam as regides traduzidas (éxons I, Il, lll e

IV), as linhas pontilhadas representam as regides ndo transcritas (introns A, B e C). A regido
promotora é representada pela linha continua.

Segundo VEERKAMP et al. (2000), ainda ndo estava completamente
elucidado o conhecimento sobre a estrutura molecular, as propriedades de
ligacao, os genes e as fungdes dos diferentes tipos de FABPs. Acredita-se que
eles estejam envolvidos no transporte de acidos graxos no sentido de regular
sua concentragao, bem como de regular o metabolismo, a transdugéo de sinal
e a transcricdo génica. Em sistemas modelos de lipossomos, monocamadas,
mitocdndrias e microssomos, foi demonstrada a transferéncia de acidos graxos
da FABP para membranas, de membranas para FABP e de membranas, via
FABP, para membranas.

Variantes dos genes das proteinas de ligacédo de acidos graxos (H-FABP
e A-FABP) estdo associadas a deposi¢cao de gordura intramuscular. A gordura,
apesar de sua importancia fisioldgica, quando depositada em excesso, torna-se
um problema. No entanto, a gordura intramuscular exerce grande influéncia na
qualidade da carne, principalmente no sabor (GERBENS et al., 2000), estando
relacionada com caracteristicas organolépticas da carne, como maciez,
suculéncia e sabor, e sugere-se que o conteudo ideal de gordura intra-

muscular para qualidade da carne seja de 2 a 3% (GERBENS et al., 1998).



3. OBJETIVOS

Objetivou-se, neste estudo:

Seqiienciar os éxons do gene da Proteina de Ligacdo de Acidos
Graxos - Coragdo (FABP3) de 12 fémeas comerciais (Landrace x
Large White x Pietrain) e 2 machos da raga nativa Piau;

Comparar essas sequéncias obtidas com a sequéncia, do mesmo
gene, depositada no GenBank;

Relatar possiveis variagdes entre as duas sequéncias e

Estudar o efeito dessas variacbes em caracteristicas quantitativas

avaliadas nos animais F2.
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CAPITULO 1 - Seqiienciamento do gene da Proteina de Ligacdo de

Acidos Graxos — Coragao (H-FABP) em suinos de ragas divergentes

Resumo — O gene da Proteina de Ligagdo de Acidos Graxos — Coracéo foi
sequenciado em animais parentais de um cruzamento F2 entre varrbes da raca
Piau e fémeas comerciais (Large White x Landrace x Pietrain) para se detectar
variantes alélicas do gene. Os animais tiveram seu DNA extraido de células
brancas do sangue e amplificado por meio da reagdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR). Os primers usados na reagao foram desenhados para amplificar
os quatro éxons do gene. Os fragmentos amplificados foram sequenciados em
sequenciador automatico ABI PRISM 310 (Applied biosystems). Os fragmentos
gerados foram comparados com a sequéncia do gene depositada no GenBank.
Foram verificadas divergéncias entre as sequéncias geradas e as do GenBank,
tanto em alguns animais Piau quanto em algumas fémeas comerciais. Essas
alteracbes podem ser utilizadas como marcas para associagdes dos
polimorfismos desse gene, com caracteristicas de interesse econdmico.
Construiu-se um mapa de restricao, permitindo a identificagcédo de enzimas que

reconhecessem as alteracdes nas sequéncias analisadas.

Palavras-chave: cruzamento divergente, FABP3, gene candidato, genética,

melhoramento animal, polimorfismo
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CHAPTER 1 - Sequencing of the Heart Fatty Acid Binding Protein
(H-FABP) gene in swine of divergent breeds

Abstract — The Heart Fatty Acid Binding Protein gene was sequenced in
parental animals of a F2 crossing between boars of Brazilian native breed Piau
and commercial sows (Landrace x Large White x Pietrain). The DNA of the
animals was extracted from white cells of blood and amplified by Polymerase
Chain Reaction (PCR). Primers used in the reaction were constructed to amplify
the exons of the gene. The PCR products were sequenced in ABlI PRISM 310
(Applied biosystems). The sequences were compared with the sequence of the
gene deposited in the GenBank. Divergences between the generated
sequences and the GenBank sequences were verified in both genetic groups. A
restriction map was constructed allowing the identification of enzymes that

recognize the alterations in the analyzed sequences.

Key Words: outbred cross, FABP3, gene candidate, genetic, animal breeding,

polymorphism
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1. INTRODUGCAO

De acordo com SANCEVERO e ANTUNES (1998), a selegao de animais
a partir de dados fenotipicos mensurados antes e apds o abate tem
proporcionado um aumento no rendimento de carne na carcaga dos suinos.

A informacao obtida por estudos moleculares, associada aos métodos
tradicionais de selegcdo, pode aumentar a acuracia da selegao e,
consequentemente, resultar em uma maior resposta a selecdo. Em geral, a
selecdo assistida por marcadores (MAS) € mais vantajosa em caracteristicas
com baixa herdabilidade, limitadas pelo sexo ou, ainda, caracteristicas dificeis
de serem mensuradas fenotipicamente.

Como principais passos no estudo de genes candidatos, ROTHSCHILD
e SOLLER (1997) enumeram: 1) escolha dos genes, com base no
conhecimento prévio do sistema biolégico que se pretende pesquisar; 2)
obtencdo dos primers para amplificar o gene; 3) busca dos polimorfismos.
Segundo os autores, haplétipos intragénicos compostos por varias mutagdes
neutras tendem a estar em forte desequilibrio de ligagao com variantes alélicas
funcionais nos sitios determinando variagcdo funcional no gene.
Consequentemente, polimorfismos encontrados dentro do gene e em suas
sequéncias regulatérias sdo Uuteis para analise de genes candidatos,
independente se sao os sitios funcionais ou néo.

O sequenciamento dos fragmentos amplificados é considerado como
uma das principais e melhores técnicas para deteccéo de polimorfismos.

A Proteina de Ligagdo de Acidos Graxos — Coragdo (H-FABP) é da
familia das FABPs e possui peso molecular em torno de 15 kDa, sendo
principalmente expressa em células do musculo cardiaco e esquelético, tecidos
com alta demanda de acidos graxos. O gene da H-FABP esta localizado no
cromossomo suino seis e constitui-se de 4 éxons, intercalados por 3 introns.
Acredita-se que variantes dos genes da H-FABP estejam associadas a
deposicao de gordura intramuscular (QIAN et al., 1999), assim como as
caracteristicas de desempenho e de carcaga. Assim, o gene da H-FABP pode
ser considerado como gene candidato para aplicagédo direta em programas de

melhoramento de suinos.
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Foram sequenciados os éxons do gene do gene da Proteina de Ligagao
de Acidos Graxos — Coracdo em suinos da raga Piau e matrizes comerciais

para se detectar polimorfismos nesse gene.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e animais

Neste trabalho, foram analisadas amostras de DNA de 14 animais (12
fémeas comerciais e dois varrdes da raga nativa brasileira Piau) da espécie
suina.

As fémeas, originadas de linhagem desenvolvida na Universidade
Federal de Vigosa (UFV) pelo acasalamento de animais das ragas comerciais
Landrace x Large White x Pietrain e selecionadas para caracteristicas de
desempenho, pertenciam a Granja de Melhoramento Genético de Suinos da
UFV.

O processamento das amostras de DNA foi realizado no Laboratério de
Biotecnologia Animal do Departamento de Zootecnia (DZO) da UFV, em
Vigosa, MG, Brasil, no periodo de janeiro a dezembro de 2003. A cidade de
Vigosa esta localizada na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais e tem
como coordenadas geograficas de posi¢cao 20°45’20” de latitude sul e 45°52’40”

de longitude oeste de Greenwich e altitude de 657m.

2.2. Extracao, quantificacao e diluicao do DNA

O protocolo de extracdo das amostras de DNA, que estavam prontas
para uso, sera descrito a seguir.

O sangue de cada animal foi coletado por meio de pung¢do venosa do
sinus orbitalis, por gotejamento em tubos estéreis contendo &acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) na concentragdo de 0,5 M e pH 8,0. As
amostras foram centrifugadas a 958,69 G durante 15 minutos. A camada de
células brancas foi isolada e, a partir desta, procedeu-se a extragcdo do DNA
gendmico, realizada por purificagdo com fenol - cloroformio, apds tratamento
com proteinase K, como descrito por SAMBROOK et al. (1989). O DNA foi

armazenado em tris-EDTA, em freezer a -20 C.

2.3. Construcao dos primers
Os primers foram construidos usando o programa encontrado no site
http://alces.med.umn.edu/websub.html, utilizando-se as sequéncias

depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Entrez), sob os cédigos
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de acesso X98558 (para o éxon |), Y16180 (éxons Il e Ill) e Y16181 (éxon V),
como base.

Os conjuntos de primers foram construidos para gerarem fragmentos
menores que 600 pb. Foram necessarios quatro conjuntos de primers para
amplificar todo o fragmento desejado. Na Tabela 1 estda a descricdo dos
primers que foram usados.

Tabela 1 — Conjunto de primers utilizados para cada regido do gene FABP3
Ta Tamanho
Regiao Primer Sequéncia o esperado
(pb)

e | HFABP1-F GGAGGGACCAGGAAACCGAAG 60 478
xXon
HFABP1-R CAGCCCAACATCCCGAGTCGT 60

£ I HFABP2-F CGGGTCTGTTCCAGCTTGTAC 60 345
xon
HFABP2-R CACTGCACAGGCTTTAGGGAC 60

e " HFABP3-F TGGGCATCCCCTGGAGTATAG 60 534
xon
HFABP3-R TTGCCTCCACCCTCCACTATC 60

£ " HFABP4-F TGGCATGTAGTAGGTAGTAAATGA 58 345
Xon
HFABP4-R  CATACACAACAAGAACCGGAACT 58

Ta=Temperatura de anelamento
pb=pares de base

2.4. Amplificagao

As amplificacdes foram realizadas no LABTEC, a partir do DNA extraido
do sangue dos animais parentais, em termocicladores MJ Research PTC 100-
96°, sendo os sistemas constituidos de 1U de Taq polimerase; 0,2mM de
dNTPs; 0,2uM de cada primers (forward e reverse); 20mM de TRIS-HCI pH8,3;
50mM de KCI; 2 a 4mM de MgCl, e 25ng de DNA gendmico por reagdo, num
volume final de 20 uL. Para o sequenciamento um volume final de 100 pL era
necessario para cada amostra.

Os programas de amplificagdo basicamente possuiam os seguintes
passos: desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento dos primers a 60 °C
por 1 minuto e a extensdo a 72 °C durante 1 minuto. Repeticdo por 30 a 35
vezes, de acordo com cada par de primer e extensao finad a 72°C por 5
minutos. Ao final das amplificagdes, os produtos permaneciam estocados a 4°C

até o momento da eletroforese, em géis de poliacrilamida a 8%.
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2.5. Purificagao e quantificagao dos fragmentos amplificados
Para purificagdo e quantificacdo dos fragmentos amplificados, o seguinte

protocolo fornecido pelo kit GFX (Amersham Pharmacia Biotech) foi seguido:

1. Adicionou-se 500uL de Capture Buffer e 100uL do produto de PCR a coluna
GFX sobre o tubo coletor;

2. Homogeneizou-se cuidadosamente com uma pipeta;

3. Centrifugou-se a coluna com o tubo coletor a 13.000 rpm durante 30
segundos;

4. Apds a centrifugacado, descartou-se o efluente do tubo coletor e este foi
novamente encaixado na coluna;

5. Adicionou-se a coluna 500uL de Wash Buffer (10mM Tris-HCI pH8,0; 1mM
EDTA);

6. Centrifugou-se a coluna com o tubo coletor a 13.000 rpm por 30 segundos;

7. Descartou-se o tubo coletor e transferiu-se a coluna para um tubo
eppendorf identificado;

8. Adicionou-se no topo da matriz da coluna 15uL de agua Mili-Q autoclavada;

9. Incubou-se as amostras a temperatura ambiente durante 5 minutos;

10. Centrifugou-se as amostras a 13.000rpm durante 3 minutos;

11. Quantificou-se em espectrofotdbmetro;

12.Diluiu-se de acordo com o volume da reagao de sequenciamento.

2.6. Sequienciamento dos fragmentos amplificados

Esta etapa permitiu que se detectassem polimorfismos nos fragmentos
amplificados.

As reacdes de sequenciamento foram baseadas na técnica de
terminacdo de cadeia por dideoxinucleotidios (ddNTPs). O DNA foi
sequenciado utilizando-se o “ABlI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequence
Ready Reaction Kit” (PE Applied Biosystems). Para isso, de 200 a 500ng do
DNA amplificado foram empregados em uma reagdo contendo 4ulL de mix,
fornecido no kit de sequenciamento, 5,0 pmoles do primer forward e 6 uL de
tampéao (200 mmoles Tris-HCI pH9,0; 5 mmoles MgCl,) em um volume total de
reacao de 20 uL. Preparou-se um mix semelhante para o primer reverse.

O sequenciamento das amostras de DNA dos machos foram feitas

isoladamente. Entretanto, para as fémeas, amostras de DNA foram agrupadas
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em mix de DNA, de acordo com o grupo genético, como apresentado na
Tabela 2.

Tabela 2- Identificagdo das matrizes e varrbes (Geragao Parental)

Grupo Genético Categoria Identificacao
Comercial 1 matriz 22,25,90e 80
Comercial 2 matriz 69, 127,130 e 133
Comercial 3 matriz 147,159, 160 e 175

Piau varrao JeC

As leituras das sequéncias foram feitas no Sequenciador Automatico ABI
PRISM 310.

2.7. Anadlises das sequéncias

As sequéncias dos quatro fragmentos analisados do gene FABPS3,
foram alinhadas, por meio do programa para alinhamento de sequéncias
multiplas CLUSTAL X (1.83), com a sequéncia publicada no GenBank,
nameros de acesso X98558 (para o éxon I), Y16180 (éxons Il e 1ll) e Y16181
(éxon 1V), as quais foram tomadas como referéncia para identificacao de cada
base no gene.

Em seguida, as amostras foram submetidas a analise de fragmentos,
para a detecgao de polimorfismo entre elas e montagem do mapa de restrigao,
por meio do programa Webcutter 2.0, disponivel em
http://www.ccsi.com/firstmarket/firstmarket/cutter/cut2.html, que forneceu uma
série de enzimas que reconheceram alguns dos polimorfismos detectados e

que poderiam ser utilizadas em estudos subsequentes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os fragmentos do gene FABP3 amplificaram com especificidade
e com bom rendimento nas condicdes de PCR utilizadas neste estudo. Os
tamanhos dos fragmentos amplificados corresponderam aos esperados quando
0s pesos das bandas foram comparados em gel de poliacrilamida a 8%.

Na Figura 1, esta apresentado o gel de poliacrilamida com as bandas

referentes a amplificagdo do fragmento | do DNA de alguns animais analisados.

2E3H4=0 00k 83810411

Pares de
base (pb)

517
506

396
344

298

Pares de
base (pb)

478

220
201

154
134

75

Figura 1 — Amplificagéo do fragmento | do gene FABP3 em suinos. Gel de poliacrilamida 8% corado com
nitrato de prata a 0,2%. A canaleta 1 representa o padrdo de peso molecular 1Kb (Invitrogen).
As colunas numeradas de 2 a 9 sdo amostras de DNA amplificado de matrizes da geracéo
parental. As canaletas 10 e 11 correspondem a amostras do DNA amplificado dos varrdes C e
J, respectivamente.

O sequenciamento automatico dos fragmentos de DNA gerou
fenogramas, como os que sdo mostrados na Figura 2, de onde se extrairam as
sequéncias que foram editadas individualmente e montadas em contiguos.

Na Figura 2, pode-se notar uma diferenga entre as sequéncias dos dois
animais. O Animal 1 (macho C) possui a base nitrogenada Guanina (G) na
posicdo 90 e o macho J (animal 2) possui uma Adenina (A). Essa diferencga,
assim como as outras detectadas, possibilitam estudos de associagdo de

polimorfismos com caracteristicas quantitativas.
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Figura 2 — Fenogramas obtidos pelo sequienciamento automatico. Os dois graficos sdo referentes aos
dois varrdes utilizados como pais (geragéo parental), o primeiro referente ao macho C e o
segundo ao macho J. Os graficos mostram as seqliéncias das bases nitrogenadas dos
fragmentos analisados. Cada base é representada por um pico no fenograma onde a base
Adenina (A) é representada pela cor verde, Timina (T) pela vermelha, Citosina (C) pela cor
azul e a Guanina (G) pela cor preta. Os numeros que aparecem acima de algumas bases
indicam as posicbes das referidas bases nas sequéncias analisadas. A seta mostra
divergéncia entre as sequéncias dos dois machos analisados, sendo que para o macho C
existe uma base Ganina (G) na posi¢gdo 90 e para o macho J a base existente € uma
Adenina (A).
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Nas Figuras 3, 4, 5 e 6 sao apresentados os alinhamentos dos
fragmentos |, I, lll e IV, respectivamente. A sequéncia de referéncia do gene
FABP3 aparece completa no topo de cada conjunto. As sequéncias logo abaixo
se referem aos fragmentos analisados do gene nos dois varrdes (J e C) e as
demais sequéncias, aos dos grupos de matrizes comercias.

Nas sequéncias de bases geradas por esse estudo foram observadas
divergéncias em relacdo as sequéncias padroes e também ocorreram
mudangas de bases entre os animais de ragas diferentes, concordando com os
resultados obtidos por NECHTELBERGER et al. (2001) que estudaram
polimorfismos no gene FABP3 em populagbes de ragas suinas nativas
austriacas.

Algumas diferengas mostradas na Figura 3, 4, 5 e 6 n&o foram
consideradas por estarem muito nas extremidades das sequéncias, em que a

precisao do sequenciamento nao € suficientemente consideravel.
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FRAGMENTO I

CGCCCCAACTCGCGGGCTCCGTGCCCCCAGCGGCTTCCTTCTCAGATTCCGAAGAGCGCC
CGCCCCAACTCGCGGGCTCCGTGCCCCCAACGGCTTCCTTCTCAGAT-CCGAAGAGCGCC
CGCCCCAACTCGCGGGCTCCGTGCCCCCAGCGGCTTCCTTCTCAGATTCCGAAGAGCGCC
CGCCCCAACTCGCGGGCTCCGTGCCCCCAGCGGCTTCCTTCTCAGATTCCGAAGAGCGCC
CGCCCCAACTCGCGGGCTCCGTGCCCCCAGCGGCTTCCTTCTCAGATTCCGAAGAGCGCC

*****************************1*****************2************

TTGAGGCCAGGAAAGGGGACTGGTCCTGCCAGCCCCGGGGAGGGATTCGGATCCCGGGTA
TTGAGGCCAGGAAAGGGGACTGGTCCTGCCAGCCCCGGGGAGGGATTCGGATCCCGGGTA
TTGAGGCCAGGAAAGGGGACTGGTCCTGCCAGCCCCGGGGAGGGATTCGGATCCCGGGTA
TTGAGGCCAGGAAAGGGGACTGGTCCTGCCAGCCCCGGGGAGGGATTCGGATCCCGGGTA
TTGAGGCCAGGAAAGGGGACTGGTCCTGCCAGCCCCGGGGAGGGATTCGGATCCCGGGTA

kA hhkhkh kA hhkhkhhkh kA hhkhkhhkrhkhkhkhhkhhk A hhkrkhhkrhkhkhhhkhhkrhkkrkhhkrkrhhkxhkxk*k

CCCGTGCTGCCGGGCGCCTACGGGCTGCCCCTTCCTCTTTCGGCAGGCTGGGGGATGGGC
CCCGTGCTGCCGGGCGCCTACGGGCTGCCCCTTCCTCTTTCGGCAGGCTGGGGGATGGGC
CCCGTGCTGCCGGGCGCCTACGGGCTGCCCCTTCCTCTTTCGGCAGGCTGGGGGATGGGC
CCCGTGCTGCCGGGCGCCTACGGGCTGCCCCTTCCTCTTTCGGCAGGCTGGGGGATGGGC
CCCGTGCTGCCGGGCGCCTACGGGCTGCCCCTTCCTCTTTCGGCAGGCTGGGGGATGGGC

KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A A KA KR A AR A R A AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR A X kK

GATCAACCCGGCGAGGCAGCGCCTGCATGGGGCTTCCTATTTCGGGAGCGGGGGCGTACG
GATCAACCCGGCGAGGCAGCGCCTGCATGGGGCTTCCTATTTCGGGAGCGGGGGCGTACG
GATCAACCCGGCGAGGCAGCGCCGGCATGGGGCTTCCTATTTCGGGAGCGGGGGCGTACG
GATCAACCCGGCGAGGCAGCGCCKGCATGGGGCTTCCTATTTCGGGAGCGGGGGCGTACG
GATCAACCCGGCGAGGCAGCGCCTGCATGGGGCTTCCTATTTCGGGAGCGGGGGCGTACG

R EEEEE RS EEERER RS E R EEE R EE R

CCACGCCTCGTCACGTGACGCTAGGGCCATTTAAAGCGGTAGCGCGGGCTGGGAGCCGCC
CCACGCCYCGTCACGTGACGCTAGGGCCATTTAAAGCGGTAGCGCGGGCTGGGAGCCGCC
CCACGCCCCGTCACGTGACGCTAGGGCCATTTAAAGCGGTAGCGCGGGCTGGGAGCCGCC
CCACGCCYCGTCACGTGACGCTAGGGCCATTTAAAGCGGTAGCGCGGGCTGGGAGCCGCC
CCACGCCTCGTCACGTGACGCTAGGGCCATTTAAAGCGGTAGCGCGGGCTGGGAGCCGCC

***k****4*********************k*******************************

GGTCCTGGAATTTTTGCGCGCCTGTTCTGTCGTCTCTTTCTCAGCCTAGCCCAGCCTCAC
GGTCCTGGAATTTTTGCGCGCCTGTTCTGTCGTCTCTTTCTCAGCCTAGCCCAGCCTCAC
GGTCCTGGAATTTTTGCGCGCCTGTTCTGTCGTCTCTTTCTCAGCCTAGCCCAGCCTCAC
GGTCCTGGAATTTTTGCGCGCCTGTTCTGTCGTCTCTTTCTCAGCCTAGCCCAGCCTCAC
GGTCCTGGAATTTTTGCGCGCCTGTTCTGTCGTCTCTTTCTCAGCCTAGCCCAGCCTCAC

KA A A AR A AR A A A AR A AR A A A AR A A A AR A A A A A A AR A A A A Ak Ak Ak hA kA Ak Ak kA hkkhkxrh k%%

CATGGTGGACGCCTTCGCGGGCACCTGGAAGCTAGTGGACAGCAAGAATTTCGATGACTA
CATGGTGGACGCCTTCGCGGGCACCTGGAAGCTAGTGGACAGCAAGAATTTCGATGACTA
CATGGTGGACGCCTTCGCGGGCACCTGGAAGCTAGTGGACAGCAAGAAGT-CGAT-ACTA
CATGGTGGACGCCTTCGCGGGCACCTGGAAGCTAGTGGACAGCAAGAATTTCGATGACTA
CATGGTGGACGCCTTCGCGGGCACCTGGAAGCTAGTGGACAGCAAGAATTTCGATGACTA

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhhkhrkhhhhkhhhrkhrrrkhrkrrkrkrkrkrkrkrkrkrkrrx *x *kxrx*x *hk*x

CATGAAGTCAATGG-TGAGGAGAA——— === === === m e m oo oo
CATGAAGTCAATTGGTGAGGACGACTCGGGATGTTGGGCTGGNTNTNNANNANNNNCNNN

* * Kk Kk Kk * x

Figura 3 — Alinhamento da seqiiéncia referéncia (GenBank) com as seqiiéncias dos dois machos, C e J, e
dos grupos de fémeas (mix 1 e mix 2) obtidas para o fragmento | do gene FABP3. Os
polimorfismos encontrados estédo indicados pela cor vermelha. A regido referente ao éxon |
esta indicada pela hachura. Os asteriscos indicam homologia entre as sequéncias e os
numeros representam a identificagdo do polimorfismo. A=Adenina, T=Timina, C=Citosina,
G=Guanina, Y=Cou T, K=T ou G.
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FRAGMENTO II

Posicéo l-—— 60
GenBank = —--———-—- TGCCGGGTCTG-TTCCAGCTTGTACTCATAACCTTCCCTCTGCCCTCAGGTG
J NNNNNNNNNNTCGGGTCTNGTTCCAGCTTGTACTCATAACCTTCC-TCTGCCCTCAGGTG
Mix1 —-—GNNANTANTCGGGTCTG-TTCCAGCTTGTACTCATAACCTTCCCTCTGCCCTCAGGTG
Mix2 ~  ————=—= TNNTCGGGTCTTGTTCCAGCTTGTACTCATAACCTTCCCTCTGCCCTCAGGTG
Mix3 TNNNANAAGNTCGGGTCTG-TTCCAGCTTGTACTCATAACCTTCCCTCTGCCCTCAGGTG

Kk k Kk kk kK *************************1**************

Posicéao Bl ——m 120
GenBank TGGGTTTTGCCACCAGGCAGGTGGCCAACATGACCAAGCCTACCACAATCATCGAAGTGA
J TGGGTTTTGCCACCAGGCAGGTGGCCAACATGACCAAGCCTACCACAATCATCGAAGTGA
Mix1 TGGGTTTTGCCACCAGGCAGGTGGCCAACATGACCAAGCCTACCACAATCATCGAAGTGA
Mix2 TGGGTTTTGCCACCAGGCAGGTGGCCAACATGACCAAGCCTACCACAATCATCGAAGTGA
Mix3 TGGGTTTTGCCACCAGGCAGGTGGCCAACATGACCAAGCCTACCACAATCATCGAAGTGA

Ak hkkhkhkhkhkhkkhkhhkhhkhkhkhAhkhkkhdhhkhrhkhkhkhAhkhhkdhhkhrhkhkhkhhkhkhkhhkrhkkhkkhkhhkhkhkkhhkrhkkhkkhhxxkh*k
Posicéao 12]—————mm 180
GenBank ATGGGGACACAATCATCATAAAAACACAAAGCACCTTCAAGAGCACAGAGATCAGCTTCA
J ATGGGGACACAATCATCATAAAAACACAAAGCACCTTCAAGAGCACAGAGATCAGCTTCA
Mix1 ATGGGGACACAATCAYCATAAAAACACAAAGCACCTTCAAGAGCACAGAGATCAGCTTCA
Mix2 ATGGGGACACAATCATCATAAAAACACAAAGCACCTTCAAGAGCACAGAGATCAGCTTCA
Mix3 ATGGGGACACAATCAYCATAAAAACACAAAGCACCTTCAAGAGCACAGAGATCAGCTTCA

***************2********************************************

Posicéao 18l-———— 240
GenBank AGCTGGGAGTGGAGTTTGATGAGACAACAGCAGATGACAGGAAGGTCAAGGTGAGTTGAG
J AGCTGGGAGTGGAGTTTGATGAGACAACAGCAGATGACAGGAAGGTCAAGGTGAGTTGAG
Mix1 AGCTGGGAGTGGAGTTTGATGAGACAACAGCAGATGACAGGAAGGTCAAGGTGAGTTGAG
Mix2 AGCTGGGAGTGGAGTTTGATGAGACAACAGCAGATGACAGGAAGGTCAAGGTGAGTTGAG
Mix3 AGCTGGGAGTGGAGTTTGATGAGACAACAGCAGATGACAGGAAGGTCAAGGTGAGTTGAG

R R R R b b b b b b R b R b R b b I I R b I b R R I I b I b R b b b b b R b R R R b b b b b b b b 3 ]

Posicao 24l - — s 300
GenBank GGAAGTGTCACAGGGAATGAAAGTCCCTGAAGGGGAATAGGATGGCACCCTATTATTGCA
J GGAAGTGTCACAGGGAATGRAAGTCCCTGAAGGGGAATAGGATGGCACCCTATTATTGCA
Mix1 GGAAGTGTCACAGGGAATGRAAGTCCCTGAAGGGGAATAGGATGGCACCCTATTATTGCA
Mix2 GGAAGTGTCACAGGGAATGAAAGTCCCTGAAGGGGAATAGGATGGCACCCTATTATTGCA
Mix3 GGAAGTGTCACAGGGAATGGAAGTCCCTGAAGGGGAATAGGATGGCACCCTATTATTGCA

R EEEE RS EKXEEEEEEERE R EEE R EE R

Posicéao 30l—=====— 360
GenBank CCTTGAGGGGTAGGATGTTATGAGGAATTGAAACAAAGTCCCTAAAGCCTGTGCAGTG--
J CCTTGAGGGGTAGGATGTTATGAGGAATTGAAACAAA———————————————————————
Mix1l CCTTGAGGGGTAGGATGTTATGAGGAATTGAAACAAA-——————————————————————
Mix2 CCTTGAGGGGTAGGATGTTATGAGGAATTGAAACAAA———————————————————————
Mix3 CCTTGAGGGGTAGGATGTTATGAGGAATTGAAACAAA-——————————————————————

Ak hh kA hhhkhkhkhkhhk kA hkhkhkhkhhkhkkhkr Kk hkkhkhxhhkk*x*x * *

Figura 4 — Alinhamento da sequéncia referéncia (GenBank) com as seqiiéncias do macho J e dos grupos
de fémeas (mix 1, mix 2 e mix 3) obtidas para o fragmento Il do gene FABP3. Os polimorfismos
encontrados estdo indicados pela cor verde. A regido referente ao éxon Il esta indicada pela
hachura. Os asteriscos indicam homologia entre as seqiiéncias e os nimeros representam a
identificacdo do polimorfismo. A=Adenina, T=Timina, C=Citosina, G=Guanina, Y=C ou T, R=A
ouT.
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FRAGMENTO III

Posicéao l——— 60
GenBank -TGGGCATCCCCTGGAGTATAGGATAAGTGCCCATCTTGAAGGCTGGTGGCACTTCTCTA
J NTGGGCATCCCCTGGAGTATAGGATAAGTGCCCATCTTGAAGGCTGGTGGCACTTCTCTA
C TTGGGCATCCCCTGGAGTATAGGATAAGTGCCCATCTTGAAGGCTGGTGGCACTTCTCTA
Mix1 NTGGGCATCCCCTGGAGTATAGGATAAGTGCCCATCTTGAAGGCTGGTGGCACTTCTCTA
Mix3 NTGGGCATCCCCTGGAGTATAGGATAAGTGCCCATCTTGAAGGCTGGTGGCACTTCTCTA
Ak khhkhkhhkkhkhhkhkhkhkhhrhkhhkhhkhhhhkhrhkhhkhkhkhkhkrkhkhhkhkhhkhkrhkhkhkhkhkkhhkhhkrhkhrkhkhxkx

Posicéao Ol-——m 120
GenBank GCTGGGCTGTCTGACTCTACCATATTGTCCACCTCTCCCTCCCTGCCCAGCACCTGAAGG
J GCTGGGCTGTCTGACTCTACCATATTGTCCACCTCTCCCTCCCTGCCCAGCACCTGAAGG
C GCTGGGCTGTCTGACTCTACCATATTGTCCACCTCTCCCTCCCTGCCCAGCACCTGAAGG
Mix1 GCTGGGCTGTCTGACTCTACCATATTGTCCACCTCTCCCTCCCTGCCCAGCACCTGAAGG
Mix3 GCTGGGCTGTCTGACTCTACCATATTGTCCACCTCTCCCTCCCTGCCCAGCACCTGAAGG
Ak hhkhk Ak hkhkkhkkhhkhhhkhkhAhhkhkdhhkhrhhkhkhAhkhhdhhkrhkhkhkhhhkkhkkhhkrhkkhkkhkhhkhkhkkhhrhkhkhdxxkxk*k

Posicéao 12— m e 180
GenBank CCCCTCCCCCCACCAAGCAGCAGTGGTGAACTACACCTCCCATGGGGTTAGCTTGAAGGT
J CCCCTCCCCCCACCAAGCAGCAGTGGTGAACTACACCTCCCATGGGGYTAGCTTGAAGGT
C CCCCTCCCCCCACCAAGCAGCAGTGGTGAACTACACCTCCCATGGGGCTAGCTTGAAGGT
Mix1 CCCCTCCCCCCACCAAGCAGCAGTGGTGAACTACACCTCCCATGGGGTTAGCTTGAAGGT
Mix3 CCCCTCCCCCCACCAAGCAGCAGTGGTGAACTACACCTCCCATGGGGCTAGCTTGAAGGT
***********************************************1************

Posicéao 18l 240
GenBank GGGCTACCTGAGCTCTGGTCCTAGCACCATCAACAGTTTAGGTTAGAGGCTGAGTCTGCT
J GGGCTACCTGAGCTCTGGTCCTAGCACCATCAACAGTTTAGGTTAGAGGCTGAGTCTGCT
C GGGCTACCTGAGCTCTGGTCCTAGCACCATCAACAGTTTAGGTTAGAGGCTGAGTCTGCT
Mix1 GGGCTACCTGAGCTCTGGTCCTAGCACCATCAACAGTTTAGGTTAGAGGCTGAGTCTGCT
Mix3 GGGCTACCTGAGCTCTGGTCCTAGCACCATCAACAGTTTAGGTTAGAGGCTGAGTCTGCT
Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhhhkhrhkhhkhhkdhhhhhkhkhkhhhkhk ok hhkhhkhhkrkhkhkhhkhkkhhhxkxxk

Posicéao 24— 300
GenBank GTGGCCAGAGTGACCAGACACCCCCTTCCTGTCCCTCAATCCCAGCTCAGGCCTCTACCC
J GTGGCCAGAGTGACCAGACACCCCCTTCCTGTCCCTCAATCCCAGCTCAGGCCTCTACCC
C GTGGCCAGAGTGACCAGACACCCCCTTCCTGTCCCTCAATCCCAGCTCAGGCCTCTACCC
Mix1 GTGGCCAGAGTGACCAGACACCCCCTTCCTGTCCCTCAATCCCAGCTCAGGCCTCTACCC
Mix3 GTGGCCAGAGTGACCAGACACCCCCTTCCTGTCCCTCAATCCCAGCTCAGGCCTCTACCC
Ak hkkhkhkhkhkhkkhkhhkhhhkhkhAhkhkhdhhkhrhkhkhkhhkhhkkhhkhrhkhkhkhhkhkhkdhhrhkkhkhkhhkhkkhkkhhkrhkhkkhhxxxk*k

Posicéao 30]l—=====— 360
GenBank TCTTTCCACAGTCCATTGTGACACTGGATGGAGGCAAACTTGTCCACCTGCAGAAGTGGA
J TCTTTCCACAGTCCATTGTGACACTGGATGGAGGCAAACTTGTCCACCTGCAGAAGTGGA
C TCTTTCCACAGTCCATTGTGACACTGGATGGAGGCAAACTTGTCCACCTGCAGAAGTGGA
Mix1 TCTTTCCACAGTCCATTGTGACACTGGATGGAGGCAAACTTGTCCACCTGCAGAAGTGGA
Mix3 TCTTTCCACAGTCCATTGTGACACTGGATGGAGGCAAACTTGTCCACCTGCAGAAGTGGA
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkh kb hhhkhkrhhhkhhhkhkhhkhhkhkhhhhkhk ok hhhhkh ok hkhhkhkkhhhxkxxk

Posicéao 36]l—————— 420
GenBank ATGGACAAGAGACAACGCTTGTTCGGGAACTAGTTGATGGGAAACTCATCCTGGTAAGAT
J ATGGACAAGAGACAACGCTTGTTCGGGAACTAGTTGATGGGAAACTCATCCTGGTAAGAT
C ATGGACAAGAGACAACGCTTGTTCGGGAACTAGTTGATGGGAAACTCATCCTGGTAAGAT
Mix1 ATGGACAAGAGACAACGCTTGTTCGGGAACTAGTTGATGGGAAACTCATCCTGGTAAGAT
Mix3 ATGGACAAGAGACAACGCTTGTTCGGGAACTAGTTGATGGGAAACTCATCCTGGTAAGAT

KA AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A X kK

Figura 5 — Alinhamento da sequéncia referéncia (GenBank) com as seqiéncias dos macho C e J e dos
grupos de fémeas (mix 1 e mix 3) obtidas para o fragmento Ill do gene FABP3. Os
polimorfismos encontrados estao indicados pela cor azul. A regido referente ao éxon Ill esta
indicada pela hachura. Os asteriscos indicam homologia entre as seqiiéncias e os numeros
representam a identificagdo do polimorfismo. A=Adenina, T=Timina, C=Citosina, G=Guanina,
Y=CouT.
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FRAGMENTO IV

——————— CTGGCATGTAGTAGGTAGTAAATGACGAT-ATTAGCATGAAGGTAGAGGGCTT
NNNNNNNTGGGNANNNANNNNGNNNNTAAATNNGNATATTAGCATGAAGGTAGAGGGCTT
————————————————————————————— TGACGATTATTAGCATGAAGGTAGAGGGCTT
——————————————————————————————— NCGATTATTAGCATGAAGGTAGAGGGCTT
——————————————————————————————— ACGATTATTAGCATGAAGGTAGAGGGCTT
————— GNTTGGCATGTAGTAGGTAGTAAATGATGATTATTAGCATGAAGGTAGAGGGCTT

* KAk Kk hkhk Ak Ak kA khkhkkhkhkkhkkxkhxk*k

TCCCCGGCAGAGTGAAGAGTGCTCCCAGTACCTTCTGTGCCCTTACCCCTGCCCTAATCT
TCCCCGGCAGAGTGAAGAGTGCTCCCAGTACCTTCTGTGCCCTTACCCCTGCCCTAATCT
TCCCCGGCAGAGTGAAGAGTGCTCCCAGTACCTTCTGTGTCCTTACCCCTGCCCTAATCT
TCCCCGGCAGAGTGAAGAGTGCTCCCAGTACCTTCTGTGYCCTTACCCCTGCCCTAATCT
TCCCCGGCAGAGTGAAGAGTGCTCCCAGTACCTTCTGTGCCCTTACCCCTGCCCTAATCT
TCCCCGGCAGAGTGAAGAGTGCTCCCAGTACCTTCTGTGYCCTTACCCCTGCCCTAATCT

Khhkkhkk kA hkhhkhkkhkhhkhkhkdhkdhrhhkhkhkhhkkhkd k] hrhhhhkhkhrdkhkhkhxkx

GACCCTCTTTTATTCCAGACACTCACCCATGGCAGTGCAGTTTGCACTCGCACTTACGAG
GACCCTCTTTTATTCCAGACACTCACCCATGGCAGTGCAGTTTGCACTCGCACTTACGAG
GACCCTCTTTTATTCCAGACACTCACCCATGGCAGTGCAGTTTGCACTCGCACTTACGAG
GACCCTCTTTTATTCCAGACACTCACCCATGGCAGTGCAGTTTGCACTCGCACTTACGAG
GACCCTCTTTTATTCCAGACACTCACCCATGGCAGTGCAGTTTGCACTCGCACTTACGAG
GACCCTCTTTTATTCCAGACACTCACCCATGGCAGTGCAGTTTGCACTCGCACTTACGAG

R R R R R b R b b b b b I b R b R b R I R b I I I R I R R R i b I b R b R b b b R b R R I b b b b b b b b b 2 ]

AAAGAGGCATGACCTGCCCATCCCTTCGACTGTTCCTGCCAATTGGCTACTCCTGGACTC
AAAGAGGCATGACCTGCCCATCCCTTCGACTGTTCCTGCCAATTGGCTACTCCTGGACTC
AAAGAGGCATGACCTGCCCATCCCTTCGACTGTTCCTGCCAATTGGCTACTCCTGGACTC
AAAGAGGCATGACCTGCCCATCCCTTCGACTGTTCCTGCCAATTGGCTACTCCTGGACTC
AAAGAGGCATGACCTGCCCATCCCTTCGACTGTTCCTGCCAATTGGCTACTCCTGGACTC
AAAGAGGCATGACCTGCCCATCCCTTCGACTGTTCCTGCCAATTGGCTACTCCTGGACTC

R I S S b b 2b b S Ib b S 2 S Sb S b b S S S SR b S b b IE S S b I Sb R S Sh S b b 2b b Sh b b Sh 2b S 2b b 2b b S Sh b S 3

AGCACCAGATTGCCTCATTTTTTCCTCTGGCATTTTGTAAAAATCTACTTTGGGGATATT
AGCACCAGATTGCCTCATTTTTTCCTCTGGCATTTTGTAAAAATCTACTTTGGGGATATT
AGCACCAGATTGCCTCATTTTTTCCTCTGGCATTTTGTAAAAATCTACTTTGGGGATATT
AGCACCAGATTGCCTCATTTTTTCCTCTGGCATTTTGTAAAAATCTACTTTGGGGATATT
AGCACCAGATTGCCTCATTTTTTCCTCTGGCATTTTGTAAAAATCTACTTTGGGGATATT
AGCACCAGATTGCCTCATTTTTTCCTCTGGCATTTTGTAAAAATCTACTTTGGGGATATT

Ak hkhkhkhk Ak kA hhkhk kA hhkhkh kA hkhkhkhhkhhkhAhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkkrhhkrkxhhkkxhkxk*k

CTCCTGGGGTCAGGTTGCACCAGCCTGCGTTCAGTTCCGGTTCTTGTTGTGTATGTTT -~
CTCCTGGGGTCAGGTTGCACCAGCGTGCGTTCAGT —————=———————=——————————-—=
CTCCTGGGGTCAGGTTGCACCAGCCTGCGTTCAGTTCCGGTTCTTGTTGTGTATGGGNCN
CTCCTGGGGTCAGGTTGCACCAGCCTGCGTTCAGTTCCGGTTCTTGTTGTGTATGANNNN
CTCCTGGGGTCAGGTTGCACCAGCCTGCGTTCAGTTCCGGTTCTTGTTGTGTATGANNNN
CTCSTGGGGTCAGGT-GCACCAGCCTGCGTTC-—~-—————————————————————————

***2***********3********4*******

Figura 6 — Alinhamento da seqUéncia referéncia (GenBank) com as sequéncias dos machos C e J e dos
grupos de fémeas (mix 1, mix 2 e mix 3) obtidas para o fragmento IV do gene FABP3. Os
polimorfismos encontrados estéo indicados pelo sublinhado. A regido referente ao éxon IV esta
indicada pela hachura. Os asteriscos indicam homologia entre as seqiiéncias € os numeros
representam a identificagdo do polimorfismo. A=Adenina, T=Timina, C=Citosina, G=Guanina,
Y=CouT, S=C ou G.
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O sequienciamento de alguns fragmentos para alguns animais nao foi
conclusivo. Fatores que justificam essas falhas sdo problemas que podem ter
ocorrido na reagcdo de amplificacdo, ndo gerando quantidade suficiente de
produto para a reagcédo de sequenciamento, ou problemas na prépria reagao de
sequenciamento, desde os processos de purificagdo das amostras até mesmo
na leitura do material pelo equipamento.

As mutacdes verificadas nas sequéncias de nucleotideos do gene
FABP3 nos varrdes e matrizes, que alteraram sitios de restricdo de enzimas,
sao apresentadas na Tabela 3.

Algumas mutagdes foram detectadas apenas em um dos machos, o que
pode significar que processos de selegdo eliminaram a mutagédo nas linhagens
comerciais. Outras mutacbdes, porém, foram encontradas nas fémeas
comerciais, 0 que pode significar que a mutagao foi selecionada ou € neutra.
Provavelmente esses polimorfismos estejam associados as diferengas
fenotipicas favoraveis (mutagdes selecionadas) ou desfavoraveis (mutagdes
descartadas no processo de selegao) para os sistemas de produgéo de suinos.

Como apresentado na Tabela 3, as diferengas encontradas
possibilitaram a construgdo de mapas de restricdo para analise com enzimas
de restricdo que permitem a distingado destes polimorfismos nas geragdes filiais.

As enzimas apresentadas na Tabela 3 reconhecem os sitios
especificos que surgiram com a mutagao encontrada. Como exemplo, a enzima
Hinf | reconhece o sitio de restricdio na posicdo 108 do fragmento |,
caracterizado pela presencga da base Timina (T) na posigao citada. Durante a
reacao de digestdo com a Hinf |, o fragmento que possui esse sitio € clivado
nessa regiao, o que nao ocorre quando ha a perda do sitio (delegdo da base
nitrogenada Timina). Isso gera padrdes de bandas diferentes que podem ser

visualizados em gel de poliacrilamida corados com nitrato de prata.
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Tabela 3 — Polimorfismos detectados nas sequiéncias de nucleotideos do gene
FABP3 dos varrdes e mix de matrizes

Fragmento Posigcdo Polimorfismo Animal/Grupo Enzima
90 G->A J Fnu DIl e Nsp BlI
108 T— - J Dpn |, Hinfl, Mbo |, Tfil e Xho Il
T-G C
I 264 Alw NI, Cfr 10l, Cvi RI, Msp | e Nae |
K Mix 1
T->C C
308 *
Y J e Mix 1
46 Co- J *
| 136 Y Mix 1 e Mix 3 *
A/G Je Mix1
260 *
R Mix 3
T—C CeMix3
[ 168 Cac 8l, Cvi JI, Mae | e Nhe |
Y J
CoT C
100 Sdu l
Y Mix 1 e Mix 3
v 304 S Mix 3 EcoRIl, ScrFle Secl
316 T— - Mix 3 Apa LI, Bsi HKAIl e Sdu |
325 C-G J CviJl e Msl |

* Nenhuma enzima foi encontrada.
A=Adenina, T=Timina, C=Citosina, G=Guanina, Y=Cou T, K=T ou G, R=Aou T, S=C ou G.
As setas indicam mudanga e o trago, delegdo de base nitrogenada, respectivamente.

Os resultados obtidos por LIN et al. (2002), em estudo com 561 suinos
das racas Duroc, Landrace, Yorkshire, Nanchang white pig, Erhualian,
Meishan, Yushan black pig, Leping spotted pig, Jinhua black head-hind pig e
Shanggao black head-hind pig, mostraram variagdes nos sitios de restricao
para Hinf I-RFLP, Hae IlI-RFLP e Msp I-RFLP neste mesmo gene, embora os
autores ndo especifiquem a posicdo das mutacoes.

Apenas o polimorfismo 2 do fragmento Il — posicdo 136 — foi detectado
em regido de éxon (Figura 4), entretanto, nenhuma enzima reconhecedora

desse sitio polimaérfico foi encontrada, como apresentado na Tabela 3.
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4. CONCLUSOES

Os polimorfismos detectados a partir da amplificacédo e seqlienciamento
dos fragmentos do gene da Proteina de Ligacdo de Acidos Graxos — Coracéo,
mesmo aqueles que nao se encontram em regides de éxon, possibilitaram a
construgdo de um mapa de restricdo onde enzimas especificas reconhecem as
diferentes formas alélicas do gene. Desta forma, os polimorfismos poderao ser
usados para estudar a associagédo do gene com caracteristicas de importancia

econdmica em suinos.
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CAPITULO 2 - Associacdo de polimorfismos do gene da Proteina de
Ligagio de Acidos Graxos - Coragdo com caracteristicas

quantitativas em suinos de ragas divergentes

Resumo - Objetivou-se, no presente trabalho, estudar associacbes dos
polimorfismos do gene da Proteina de Ligagdo de Acidos Graxos — Coragado
com caracteristicas quantitativas avaliadas em animais F2. Foram genotipados
246 animais F2 provenientes do cruzamento entre machos da raga nativa
brasileira Piau e fémeas comerciais (Landrace x Large White x Pietrain). Utilizou-
se a enzima Hinf |, que reconheceu o sitio polimérfico caracterizado pela
delecdo de uma base Timina (T), presente na posicdo 108 do primeiro
fragmento amplificado do gene FABP3 (Capitulo 1). Dois gendtipos foram
identificados, sendo 198 animais HH e 48 animais Hh. Foram testados os
efeitos dos genotipos sobre caracteristicas de desempenho, carcaga, cortes de
carcaga e qualidade da carne em suinos. Houve efeito significativo para as
caracteristicas: peso ao 63 dias de idade (p=0,1528), idade ao abate
(p=0,0110), comprimento de carcaga pelo método americano (p=0,1789),
espessura de toucinho imediatamente apdés a Uultima costela (p=0,0449),
espessura de toucinho entre a ultima e a penultima vértebra lombar (p=0,1199),
espessura de toucinho medida na carcaga direita resfriada na regido da ultima
costela, a partir de corte transversal no carré, a 6,5cm da linha dorso-lombar
(p=0,1377), comprimento do intestino (p=0,0287), peso total de copa
(p=0,1623), peso da copa sem pele e sem capa de gordura (p=0,1271), peso
total de carré (p=0,0442), peso de papada (p=0,0195), peso de filezinho
(p=0,0867), peso de rim (p=0,0028) e pH 45 minutos apds o abate (p=0,1256).
Os resultados obtidos indicam que o gene FABP3 possui potencial para
aplicacdo em programas de selegdo assistida por marcadores moleculares

para caracteristicas de interesse econémico na cadeia produtiva de suinos.

Palavras-chave: cruzamento divergente, enzimas de restricdo, FABP3, gene

candidato, melhoramento animal, polimorfismo
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CHAPTER 2 - Association of polymorphisms of the Heart Fatty Acid
Binding Protein (H — FABP) gene with quantitative traits in swine of

divergent breeds

Abstract — The objeticve of this work was to study association of polymorphisms
of the Heart Fatty Acid Binding Protein (H — FABP) gene with quantitative traits in
swine of divergent breeds. Was used the enzyme of restriction Hinf |, that
recognize the polymorphism in the position 108 in sequence | (chapter I),
characterized by the absence of a Thymine (T). Using the restriction reaction,
246 F2 animals were analyzed. Two genotypes were identified, 198 HH animals
and 48 Hh animals. The polymorphism was significantly associated with: weight
at 63 days of age (p=0.1528), slaughter age (p=0.0110), carcass length by the
american carcass classification method (p=0.1789), backfat thickness after last
rib (p=0.0449), backfat thickness between last 1st-2nd lumbar vertebrae
(p=0.1199), backfat thickness after last rib, at 6.5 cm from the midline
(p=0.1377), intestine length (p=0.0287), total boston shoulder weight
(p=0.1623), skinless and fatless boston shoulder weight (p=0.1271), loin (bone-
in) weight (p=0.0442), jowl weight (p=0.0195), sirloin weight (p=0.0867), kidney
weight (p=0.0028) and pH evaluated at 45 minutes after slaughter (p=0.1256).
According to the results, H-FABP gene can be used in programs of marker

assisted selection for quantitative traits in swine.

Key Words: outbred cross, restriction enzymes, FABP3, gene candidate, animal

breeding, polymorphism
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1. INTRODUGCAO

A estratégia para o estudo de genes candidatos baseia-se na
associacado de seus polimorfismos com diferencas fenotipicas, evidenciando a
acgao do referido gene na caracteristica.

Uma das melhores técnicas para detecgao de polimorfismos, em escala
populacional, é a de Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos de
Restricdo (RFLP). Basicamente a técnica consta da amplificacdo de
determinada sequéncia do DNA por Reagdo de Polimerizagcdo em Cadeia
(PCR) que, posteriormente, € submetida a clivagem com enzimas de restrigao.

As principais limitagcbes do uso de genes candidatos sdo os elevados
custos iniciais e a grande demanda de tempo na obtengdo dos primers para
amplificacdo e na identificagcao de sitios polimérficos dentro do gene escolhido.
Porém, apds essa fase inicial, o processo se torna simples para a deteccao de
variantes alélicas em nivel populacional, uma vez que 0s mesmos primers
iniciais serao utilizados para obtencédo dos fragmentos a serem submetidos a
reacao de RFLP.

Diversos estudos, como os de GERBENS et al. (1999), GERBENS et al.
(2000), NECHTELBERGER et al. (2001) e URBAN et al. (2002), evidenciaram
polimorfismos do gene da Proteina de Ligacdo de Acidos Graxos - Coragao (H-
FABP) por meio da técnica de PCR-RFLP e detectaram efeitos significativos
dos mesmos em caracteristicas quantitativas, como qualidade da carne, em
suinos. Desta forma, o gene da H-FABP pode ser considerado como um
candidato para aplicagdo direta em programas de selegcdo assistida por
marcadores.

Objetivou-se, no presente trabalho, estudar associacbes dos
polimorfismos do gene FABP3, descritos no Capitulo 1, com caracteristicas
quantitativas avaliadas em animais F2, obtidos pelo cruzamento de suinos da

raca nativa brasileira Piau e matrizes comerciais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e animais

A formacao das familias e obtencdo dos dados fenotipicos foram
realizadas na Granja de Melhoramento de Suinos do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa, MG, Brasil, no
periodo de novembro de 1998 a julho de 2001. A cidade de Vigosa esta
localizada na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais e tem como
coordenadas geograficas de posicao 20°45°20“ de latitude sul, 45°52°40” de
longitude oeste de Greenwich e altitude de 657m.

Para tanto, foram construidas duas familias provenientes do
cruzamento de dois machos da raca nativa brasileira Piau com 18 fémeas
comerciais (Landrace X Large White X Pietrain).

A geracao F1 nasceu entre os meses de margo e maio de 1999. Dentre
os machos F1, foram selecionados ao acaso 11 varrdes provenientes de
diferentes leitegadas, que foram acasalados (monta natural) com 54 fémeas
F1. Estes animais foram acasalados entre os meses de fevereiro e outubro de
2000, para a producao da geracéo F2, nascida entre junho de 2000 e fevereiro
de 2001. Assim, foram obtidos 617 animais F2, divididos em cinco lotes:

lote 1 = animais nascidos entre 20/06/00 e 03/07/00;

lote 2 = animais nascidos entre 03/08/00 e 23/08/00;

lote 3 = animais nascidos entre 16/09/00 e 01/11/00;

lote 4 = animais nascidos entre 30/11/00 e 25/12/00;

lote 5 = animais nascidos entre 19/01/01 e 12/02/01.

Os animais tiveram o manejo padrdo da Granja de Melhoramento de
Suinos da UFV, sendo os machos castrados aos 10 dias de idade. Os animais
foram desmamados aos 21 dias de idade e, dos 77 aos 105 dias de idade,
foram submetidos ao teste de conversdo alimentar individual. Posteriormente,
foram transferidos para baias coletivas até atingirem o peso de abate, 65
(64,84 + 5,53) kg de peso vivo (147,83 + 9,95 dias de idade), quando tiveram
suas carcacgas dissecadas e analisadas.
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2.2. Caracteristicas avaliadas

As seguintes caracteristicas de desempenho foram mensuradas na
geragao F2: numero de tetas (NTETAS), peso ao nascer (PNAS), peso aos 21
(P21), 42 (P42), 63 (P63), 77 (P77) e 105 (P105) dias de idade, peso vivo ao
abate (PVIVO), ganho de peso médio diario (GPD), consumo de ragao a
vontade (CONSRAC) e conversao alimentar (CA) dos 77 aos 105 dias de
idade, e idade ao abate (IDABATE).

Avaliaram-se as seguintes caracteristicas de carcaga na geragao F2:
peso de carcaga com cabeca e pés (PCARC), rendimento de carcaga com
cabeca e pés (RCARC), pesos dos seguintes orgaos internos: pulméo
(PULMAO), coracdo (CORACAO), figado (FIGADO) e baco (BACO),
comprimento de carcaga pelo método brasileiro (MBCC) e pelo método
americano (MLC); espessura de toucinho nas posi¢cdes SH (maior espessura
de toucinho na regido da copa, na linha dorso-lombar), UC (espessura de
toucinho imediatamente apds a ultima costela, na linha dorso-lombar), UL
(espessura de toucinho entre a ultima e a penultima vértebra lombar, na linha
dorso-lombar), L (menor espessura de toucinho na regido acima da ultima
vértebra lombar, na linha dorso-lombar) e P2 (espessura de toucinho
imediatamente apos a ultima costela, a 6,5 cm da linha dorso-lombar). Na
meia-carcaga resfriada na regido da ultima costela, a partir de um corte
transversal no carré, mediram-se: ETO (espessura de toucinho, a 6,5 cm da
linha dorso-lombar, equivalente a P2) e PROFLOMB (profundidade de lombo,
didmetro do musculo Longissimus dorsi sobre uma reta tracada da coluna
vertebral serrada até a posicdo onde foi medida a ETO). Foram medidos
também o comprimento total do intestino delgado (INTEST) e a area de olho de
lombo (AOL).

As caracteristicas de cortes de carcaga avaliadas foram os seguintes
pesos: banda direita resfriada (PBDIRres), pernil limpo (PPERNIL) e pernil total
(PTPERNIL), copa sem pele e sem capa de gordura e total de copa (PCOPA e
PTCOPA), paleta limpa e paleta total (PPALETA e PTPALETA), carré
(PTCARRE), lombo (PLOMBO), bacon (PBACON), costela (COSTELA),
papada (PAPADA), cabegca (CABECA), filezinho (FILEZIN), rim (RIM), banha
rama (BARAMA). Avaliou-se também a espessura do bacon (ESPBACON).
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As seguintes caracteristicas de qualidade de carne foram avaliadas na
geragdo F2: pH medido 45 minutos e 24 horas post-morten (pH45 e pHZ24,
respectivamente), perda de peso por gotejamento (GOTEJ), perda de peso por
cozimento (COZ), perda de peso total (PERDATOT), gordura intramuscular
(GORINT), maciez objetiva (forca de cisalhamento — MACIEZ) e coloracéo. A
coloracéo foi determinada pelo sistema HUNTER LAB, sendo medidos a
luminosidade (LUM), o indice de vermelho (A) e o indice de amarelo (B), em
espectrofotdbmetro. Foram, entdo, calculados os indices de saturacao [C= (A2 +
B?)"?] e de tonalidade (H= arctang B/A).

2.3. Genotipagem dos animais F2

ApoOs a detecgdo de polimorfismos no gene FABP3 e montagem do
mapa de restricdo, genotipou-se 246 animais F2. Neste trabalho, o
polimorfismo escolhido para estudo foi o encontrado no fragmento |, posicao
108, como mostrado na Figura 3 do Capitulo 1. A mudanga no sitio de restrigao

da enzima Hinf | causada pela mutagao encontrada € mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Alteracéo no sitio de restricido da Hinf | devido a dele¢cao da Timina
do fragmento |, na posicao 108

Posigcao
Sequéncia Mutagao Reconhecimento do sitio
Sentido
102--=--—- 113
TCAGATTCCGAA _ sim
5/ .. 37
102--- -- 113
TCAGAT-CCGAA Delecéo de Timina (T) nao
50 ... L0037

O diagndstico das possiveis mutagdes foi feito por meio de reagdes de
digestao pela enzima de restricdo Hinf |, cuja clivagem da sequéncia de DNA é
especifica para o polimorfismo encontrado, como apresentado na Tabela 1.

A reacao de amplificagao seguiu o protocolo descrito no Capitulo 1.

As reacdes de digestdo foram feitas em um volume final de 15,0 pulL,

contendo 3,85 uL de agua, 0,5 uL da enzima Hinf | (equivalente a 5 unidades),
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0,15 uL de BSA, 1,5 uL de tampao de restricao 10X e 9 uL do DNA amplificado.
Esse mix foi deixado em banho-maria a 37°C por duas horas. Apés a digestao,
as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 8%, corado com nitrato
de prata 0,2%, identificando-se, assim, os fragmentos de DNA para
genotipagem dos animais.

Animais que possuiam as duas fitas de DNA do fragmento analisado
com o sitio de restricao para a enzima Hinf |, apresentando em gel trés bandas
distintas de 314, 105 e 59pb, receberam a denominagdo de homozigotos HH.
Para os animais que, além da fita com a presenca do sitio, apresentavam uma
fita com a delegdo da base nitrogenada Timina (T), levando ao nao
reconhecimento do sitio de restricdo pela enzima, foram, entdo, denominados

de heterozigotos Hh.

2.4. Analises estatisticas

As analises estatisticas para associagdo dos gendtipos com as
caracteristicas avaliadas foram feitas utilizando-se modelo:

Yikim = M + G; + §; + L + b(Cijiam 'E)"' P ¥+ €im

em que:
Yim = caracteristica observada no animal m, do genétipo i, do sexo j, do lote k,
filho do pai |;
M = constante inerente a todas as observacgdes;
G; = efeito fixo do gendtipo i;
Sj = efeito fixo do sexo j;
Lk = efeito fixo de época de nascimento (lote) k (k =1, 2, 3, 4 e 5);
b = coeficiente de regressao linear da caracteristica em fungao da covariavel,
Cim= valor observado da covariavel no animal m, do gendtipo i, do sexo j, do
lote k, do pai [;
C= média da covariavel;
p) = efeito aleatério do pai |, com | variando de 1 a 11; e
eijxm = erro aleatdrio associado a cada observagéo.

As covariaveis utilizadas foram:

- tamanho de leitegada ao nascimento (TLN) para PNAS;

- tamanho de leitegada ao desmame (TLD) para P21, P42, P63, P77,

P105 e PVIVO;
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- peso aos 77 dias (P77) para CONSRAC, GPD e CA;
- peso de carcaga (PCARC) para as caracteristicas de carcaga;
- peso da banda direita resfriada (PBDIRres) para as caracteristicas de

corte de carcaca;
- idade ao abate (IDABATE) para as caracteristicas de qualidade da

carne.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 pode-se observar o padrado de bandas gerado pela digestao

do DNA amplificado pela enzima Hinf |.

9 10 11 12
Pares de
base (pb)
517
478 > Pares de
396 base (pb)
344 314
298
220
201
154 164
134
105
75 59

Figura 1 — Gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrado de prata 0,2%. Padrao de bandas resultantes da
digestao pela enzima Hinf | do DNA amplificado. A canaleta 1 apresenta o padrdo de banda da
amostra nao digerida, com 478 pares de base (pb). Na canaleta 2 se encontra o padrdo de
peso molecular 1Kb, usado como referéncia para os tamanhos de bandas. As canaletas 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 e 11 referem-se a animais homozigotos (HH) para o reconhecimento do sitio
polimérfico, com 3 tamanhos de bandas (314, 105 e 59 pb). Nas canaletas 10 e 12, encontram-
se amostras de DNA de animais heterozigotos (Hh) para a clivagem do polimorfismo pela Hinf
I, com fragmentos de 314, 164, 105 e 59 pb.

Todos os 246 animais F2 genotipados apresentaram o sitio monomorfico
para a enzima, cuja clivagem resultava em 2 fragmentos de 314 e 164 pb. Nos
animais em que o polimorfismo Hinf | estava ausente, o fragmento de 164pb
era digerido em outros dois fragmentos menores de 105 e 59pb.

As canaletas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 11 do gel mostrado na Figura 1,
representam animais denominados homozigotos (HH). As amostras das
canaletas 10 e 12 (Figura 1) representam os animais denominadas de
heterozigotos (Hh).

As frequéncias dos gendtipos encontrados sao apresentadas nas Tabela

2. Nao foram encontrados gendtipos hh na populagédo de animais genotipados.

Tabela 2 — Frequéncias dos gendtipos HH e Hh do gene da H-FABP na
populagdo de animais genotipados

Gendtipo N % dos animais genotipados
HH 198 80,49
Hh 48 19,51

N=Numero de observagdes.

39



Na Tabela 3, sdo apresentadas as frequéncias dos alelos H e h do gene

da H-FABP no grupo de animais estudados.

Tabela 3 — Frequéncias dos alelos H e h do gene da H-FABP na populagao
de animais genotipados

Alelo Frequéncia alélica (%)
H 90,24
h 9,76

O numero de observagdes, a média dos gendtipos e os valores do teste

F para as caracteristicas de desempenho sédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Numero de observacdes (N) e média para caracteristicas de
desempenho de acordo com os gendtipos HH e Hh do gene da

H-FABP
Gendtipos
Caracteristicas HH Hh SIG
N Média + DP N Média + DP

NTETAS 196 13,17 + 1,30 48 12,96 + 1,24  0,6302
PNAS(kg) 197 1,16 + 0,25 48 1,13+0,27 09174
P21(kg) 195 4,73 + 0,98 46 4,85 + 1,21 0,2364
P42(kg) 188 8,28 + 1,79 45 798 +2,17  0,3848
P63(kg) 191 15,54 + 3,27 45 15,68 + 3,62 0,1528
P77(kg) 188 20,42 + 3,88 44 20,46 +4,04 0,2611
CONSRAC (kg) 188 37,24 + 7,68 41 38,34 +8,58 0,2036
P105(kg) 182 34,18 + 5,74 39 34,74 + 6,21  0,4220
GPD(kg) 187 0,48 + 0,13 39 0,50 +0,14  0,9569
CA(kg/kg) 186 2,87 +0,72 39 295+0,84 0,4795
PVIVO(kg) 151 65,20 + 5,39 37 64,78 + 5,75 0,9733
IDABATE(dias) 158 152,15+ 10,25 38 147,32 + 9,13 0,0110

DP=Desvio Padrao.

SIG=Limite de significancia para o teste F.

NTETAS=numero de tetas; PNAS, P21, P42, P63, P77, P105=peso ao nascer, aos 21, 42, 63, 77 e aos
105 dias de idade, respectivamente; PVIVO=peso ao abate; GPD=ganho de peso médio diario;
CONSRAC e CA=consumo de ragdo a vontade e conversao alimentar dos 77 aos 105 dias de idade e
IDABATE=idade ao abate.
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Foram verificados efeitos significativos para idade ao abate (p<0,05) e
peso aos 63 dias (p<0,20). Nao foram encontrados, na literatura consultada,
trabalhos que tenham efetuado associacdo entre caracteristicas de
desempenho e polimorfismos no gene da H—-FABP.

Na Tabela 5 sao apresentados o numero de observagdes, a média dos

genotipos e os valores do teste F para as caracteristicas de carcaga.

Tabela 5 — Numero de observagdes (N) e média para caracteristicas de
carcaga de acordo com os genotipos HH e Hh do gene da H-

FABP
Gendtipos
Caracteristicas HH Hh SIG
N Média + DP N Média + DP

PCARC(kg) 159 53,80 + 5,48 37 53,27 + 5,08 0,5695
RCARC(%) 153 81,72+ 2,32 37 81,68 + 1,91 0,7935
MBCC(cm) 161 85,89 + 4,48 39 86,99 + 4,17 0,2327
MLC(cm) 158 71,66 + 3,25 39 72,32 + 3,62 0,1789
SH(mm) 161 41,34 + 5,56 39 39,92 + 6,53 0,4568
UC(mm) 161 20,04 + 4,67 39 18,36 + 4,89 0,0449
UL(mm) 161 29,18 + 6,06 39 27,10 + 6,31 0,1199
L(mm) 164 4511 +1,95 40 45,44 + 1,90 0,2316
P2(mm) 160 16,79 + 3,50 39 16,28 + 4,28 0,2694
ETO(mm) 153 21,90 + 5,22 37 20,55 + 5,78 0,1377

PROFLOMB(mm) 143 43,73 +4,63 38 43,48 + 3,91 0,7837
AOL(cm?) 148 26,63 + 3,87 39 26,76 + 3,22  0,5874

PULMAO(kg) 157 0,45+ 0,08 38  046+007 08796
CORACAO(kg) 160 0,24 + 0,03 39  0,24+0,03  0,6040
FIGADO(kg) 159 1,27 +0,16 39  1,30+0,17  0,4204
BACO(kg) 160 0,09 + 0,02 39  0,09+0,02 07501
INTEST (m) 161 18,24 + 1,91 39  18,32+207  0,0287

DP=Desvio Padréo.

SIG=Limite de significancia para o teste F.

PCARC, PULMAO, CORACAO, FIGADO e BACO=pesos de carcaca com cabeca e pés; pulmio,
coragao, figado e bacgo, respectivamente; RCARC=rendimento de carcaga com cabecga e pés; MBCC e
MLC=comprimento de carcaga pelo método brasileiro e método americano; SH, UC, UL, L e
P2=espessuras de toucinho em diversas posi¢des; ETO=espessura de toucinho, a 6,5 cm da linha dorso-
lombar (equivalente a P2); PROFLOMB=profundidade de lombo;INTEST=comprimento total do intestino
delgado; AOL=area de olho de lombo.

Efeitos significativos foram encontrados para as caracteristicas

espessura de toucinho UC, e comprimento de intestino (p<0,05), comprimento
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de carcaga pelo método americano e espessuras de toucinho UL e ETO
(p<0,20).

Nao foram encontrados trabalhos que tenham verificado efeito
significativo para o conjunto de caracteristicas da tabela 5, exceto para ETO,
que apresentou contraste significativo em estudo realizado por GERBENS et al.
(1999).

Na Tabela 6 sao apresentados o numero de observagdes, a média dos

gendtipos e os valores do teste F para as caracteristicas de corte de carcacga.

Tabela 6 — Numero de observagbes (N) e média para caracteristicas de
corte de carcaga de acordo com os gendtipos HH e Hh do
gene da H-FABP

Genotipos
Caracteristicas HH Hh SIG
N Média + DP N Média + DP

PBDIRres(kg) 161 26,46 + 3,11 39 26,36 +2,93 0,9105
PTPERNIL(kg) 159 7,22 +0,90 39 7,24 +0,83 0,6669
PPERNIL(kg) 156 5,06 + 0,64 39 5,08 +0,52 0,8589
PTCOPA(kg) 161 2,34 +0,36 39 2,38 +0,40 0,1623
PCOPA(kg) 161 1,70 + 0,28 39 1,74+ 0,28 0,1271
PTPALETA(kg) 160 4,81 +0,68 37 4,78 +0,65 0,4679
PPALETA(kg) 160 2,73+0,44 39 2,78+ 0,42 0,5764
PTCARRE(kg) 157 3,50 + 0,50 39 3,40+ 0,49 0,0442
PLOMBO(kg) 160 1,08 + 0,18 39 1,08 +0,17 0,9653
PBACON(kg) 158 2,71 +0,48 39 2,66 +0,47 0,7310
ESPBACON(cm) 158 25,72+6,12 38 25,76 +7,82 0,9549
COSTELA(kg) 161 1,56 + 0,25 38 1,59 +0,26 0,7989
PAPADA(kg) 160 0,72+0,20 38 0,82+0,25 0,0195
CABECA(kg) 160 1,52 +0,22 39 1,52 +0,24 0,7621
FILEZIN(kg) 160 0,24 + 0,04 38 0,23 +0,04 0,0867
BARAMA(kg) 160 0,49+0,15 38 0,46 + 0,14 00,3841
RIM(kg) 160 0,12 +0,02 39 0,13+0,02 0,0028

DP=Desvio Padréo.

SIG=Limite de significAncia para o teste F.

PBDIRres, PPERNIL, PTPERNIL, PCOPA, PTCOPA, PPALETA, PTPALETA, PTCARRE, PLOMBO,
PBACON, COSTELA, PAPADA, CABECA, FILEZIN, BARAMA e RIM=pesos de carcaga com cabega e
pés, banda direita resfriada, pernil limpo, pernil total, copa sem pele e sem capa de gordura, total
de copa, paleta limpa, paleta total, carré, lombo, bacon, costela, papada, cabeca, filezinho, banha
rama e rim; ESPBACON=espessura do bacon.
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Foram verificados efeitos significativos para peso de rim (p<0,01); peso
de carré e peso de papada (p<0,05); peso de filezinho (p<0,10) e peso total de
copa e peso de copa sem pele e sem capa de gordura (p<0,20). URBAN et al.
(2002), ao trabalharem com suinos das ragas Large White e Landrace nao
verificaram efeitos significativos dos gendtipos do gene da H-FABP sobre
pesos e rendimentos de cortes.

Na Tabela 7 sao apresentados o numero de observagdes, a média dos
genotipos e os valores do teste F para as caracteristicas de qualidade da

carne.

Tabela 7 — Numero de observacdes (N) e média para caracteristicas de
qualidade da carne de acordo com os gendtipos HH e Hh do gene

da H-FABP
Gendtipos
Caracteristicas HH Hh SIG
N Média N Média
pH45 163 6,60 +0,28 38 6,62 + 0,31 0,1256
pH24 163 5,74 + 0,19 40 5,75+ 0,16 0,4201
LUM 164 45,11 + 1,95 40 45,44 + 1,90 0,2710
A 162 0,79 + 0,58 40 0,68 + 0,49 0,5123
B 165 6,70 + 0,58 40 6,75 + 0,50 0,4085
GORINT(%) 152 1,65 + 0,56 37 1,58 + 0,51 0,5456
GOTEJ(%) 164 3,04 +1,74 40 3,20 + 1,54 0,9844
COZ(%) 165 32,48 + 2,39 40 32,58 + 2,54 0,5578
MACIEZ(g/1,2cm) 162 5638,26 + 803,97 38 5635,16 + 959,92  0,8453
PERDATOT(%) 165 34,39 + 2,65 38 34,18 + 2,60 0,3165
H 155 83,05 + 5,06 39 84,27 + 4,20 0,5712
C 159 6,74 + 0,57 39 6,80 + 0,50 0,3384

DP=Desvio Padrao.

SIG=Limite de significancia para o teste F.

pH45 e pH24=pH medido 45 minutos e 24 horas post-morten, respectivamente; GOTEJ, COZ e
PERDATOT=perda de peso por gotejamento, cozimento e perda de peso total; GORINT=gordura
intramuscular; MACIEZ=maciez objetiva (forca de cisalhamento); LUM=luminosidade; A=indice de
vermelho; B=indice de amarelo; C e H= indices de saturacéo e tonalidade, respectivamente.

Verificaram-se efeitos significativos dos gendtipos sobre pH medido 45
minutos pos-morten (p<0,20). URBAN et al. (2002) e NECHTELBERGER et al.
(2001) néo verificaram efeitos dos genoétipos sobre as caracteristicas descritas

na tabela 7. Por outro lado, foram encontrados efeitos significativos sobre
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gordura intramuscular em suinos de duas populagbes da raga Duroc
(GERBENS et al., 1999) e em suinos das ragas Meishan e ocidentais
(GERBENS et al., 2000). No ultimo estudo, os autores sugerem que o gene
FABP3 pode ser aplicado em programas de selegao para aumentar o teor de
gordura intramuscular sem que haja aumento concomitante da espessura de
toucinho, uma vez que encontraram efeitos significativos do gene na
caracteristica gordura intramuscular e nao detectaram na espessura de
toucinho.

Neste estudo, a auséncia de efeitos significativos dos gendétipos sobre
grande maioria das caracteristicas pode ter sido causada pela auséncia do
terceiro genotipo (hh), que poderia ser visualizado em gel apenas como duas
bandas de DNA (314 e 164 pb). Outro fator que poderia contribuir para a
deteccdo de efeitos significativos sobre outras caracteristicas seria a
genotipagem de maior numero de animais.

A utilizagdo de cruzamentos divergentes possui algumas vantagens
como a segregacao dos alelos de grande efeito na populagdo F2. Entretanto,
em populagées comerciais, os alelos podem estar com efeito diminuido ou até
mesmo anulado. Desta forma, devem ser confirmados primeiramente em
populagdes comerciais para que se possa utilizar o gene como marcador

molecular em programas de selecdo (ANDERSSON et al., 1998).
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4. CONCLUSOES

A partir dos efeitos significativos encontrados para as variantes alélicas
do gene da Proteina de Ligacéo dos Acidos Graxos — Tipo Coragdo, pode-se
concluir que o gene possui potencial para aplicagdo em programas de selegao
assistida por marcadores moleculares para caracteristicas de interesse
econdmico na cadeia produtiva de suinos; no entanto, deve ser, primeiramente,

testado em populacdes comerciais.
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