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RESUMO

PAIXAO, Débora Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2010.
Estudos de locos de caracteristicas quantitativas, de expessao génica e teste de
paternidade em suinos. Orientadora: Simone Eliza Facioni Guimardes. Co-
orientadores: Paulo Savio Lopes e Samuel Rezende Paiva.

A realizacdo do presente estudo teve como objetivo: 1) mapear QTL nos
cromossomos 1, 2, 3, 12, 14, 15 e X em uma populacdo F2 de suinos desenvolvida pelo
cruzamento de dois reprodutores da raga brasileira Piau com 18 fémeas comerciais
(Landrace x Large White x Pietrain); 2) investigar o nivel de expressdo de genes
candidatos a influenciar caracteristicas de importancia econdmica em suinos e 3)
desenvolver um painel de marcadores microssatélites para testar a paternidade e a
origem de suinos. Um total de 18 QTL foram encontrados para caracteristicas de
carcaca e qualidade de carne e seis para caracteristicas de desempenho, desses, os QTL
para perda por cozimento e idade de abate foram significativos ao nivel gendmico de
5% de probabilidade. A caracteristica espessura de toucinho foi essencialmente
associada aos alelos da raca Piau, conhecido como porco tipo banha. Observou-se
diferencas de expressdo dos genes CAPN3, COL12A1, COL15A1, EPOR, IGF2 e
MyoD1 entre os grupos genéticos Piau, comercial e cruzados, abrindo perspectivas
para maiores estudos, sequenciamento e procura por mutacdo causal associada a
caracteristicas quantitativas. Informacdes de paternidade acuradas sdo fundamentais
para a predi¢do dos valores genéticos dos animais e assim, assegurar o sucesso dos
programas de melhoramento. Os 28 marcadores microssatelites avaliados foram
altamente informativos, apresentaram estimativas de probabilidades de exclusdao de
paternidade combinada para as situacdes em que o genétipo da mae é conhecido (P;) e
para a situacdo em que genétipo da made nao estd disponivel (P,) maiores que 99% e
podem ser considerados adequados para anélises de paternidade e de rastreabilidade em
suinos. Os resultados obtidos no presente trabalho e apresentados nos diferentes
capitulos foram relevantes e contribuiram com maiores informagdes a cerca da
genOmica envolvida no desenvolvimento das caracteristicas quantitativas de
importancia econdmica na producio de suinos, como também mostraram a efetividade

de testes de identificacdo indiviual de suinos.
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ABSTRACT

PAIXAO, Débora Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2010.
Studies of quantitative trait loci, genic expession and of paternity testing in pigs.
Adiser: Simone Eliza Facioni Guimardes. Co-Advisers: Paulo Sdvio Lopes and
Samuel Rezende Paiva.

The accomplishment of the present study had as objective: 1) to map Quantitative
Trait Loci (QTL) on chromosomes 1, 2, 3, 12, 14, 15 and X in a F2 pig population
developed by mating two Brazilian Piau breed sires with 18 dams from a commercial
line (Landrace x Large White x Pietrain); 2) investigate the level of expression of
candidate genes influencing economic traits in pigs and 3)develop a panel of
microsatellite markers for paternity testing and origin of pigs. A total of 18 QTL were
indentified to carcass and quality traits and a total of 6 QTL to performance traits, from
these, the QTL for cooking loss and for slaughter age (days) was significant at the 5%
genome-wise level. The backfat thickness trait was mainly associated with the Piau
breed allele, known as a fat pig. It was observed in diferences in the expressions of the
genes CAPN3, COL12A1, COL15A1, EPOR, IGF2 and MyoD1 among groups genetic
Piau, commercial and crossbred, opening prospects for further studies, sequencing and
search for causal mutation associated with quantitative traits. Accurate information of
paternity are fundamental to the estimation of breeding values and thus ensure the
success of breeding programs. The the 28 microsatellite markers evaluated were highly
informative, showed combined exclusion probabilities for the situations where the
mother's genotype is known (P;) and the situation where the mother's genotype is not
available (P,) greater than 99% and can be considered efficient for paternity and
traceability analysis in pigs. The results obtained in this study and shown in the various
chapters were relevant and contributed to more information about the genomic involved
in the development of quantitative traits of economic importance in pigs production and

also showed the effectiveness of testing for individual identification in pigs.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil € o quarto maior exportador mundial de carne suina, e, devido aos
programas de genética e nutricdo, o suino moderno apresenta de 55 a 60% de carne
magra na carcaga e apenas 1,5 a 1,0 centimetros de espessura de toucinho de acordo
com os dados da Abipecs (2010). O sucesso da selecdo para carne magra estd baseado
na alta herdabilidade da espessura de toucinho (0,40 a 0,70) e na alta correlagdo
genética negativa existente entre a espessura de toucinho e o conteido em carne magra
na carcacga (-0,30 a -0,40).

Contudo, apesar da correlacdo entre gordura subcutanea (espessura de toucinho)
e intramuscular ser baixa, em torno de 0,20 (Peloso, 2006), a médio e longo prazo, essa
reducdo poderd ter efeitos danosos na qualidade da carne para consumo “in natura”,
reduzindo a sua suculéncia e sabor; assim, outro objetivo do melhoramento de suinos,
além da produgcdo de carne magra, € melhorar a qualidade desta. Que € uma
caracteristica complexa, governada por varios genes e suas interacdes; encontrando nas
andlises gendmicas uma importante ferramenta de auxilio a sua sele¢cdo nos animais in
vivo. Ainda para um sistema eficiente e competitivo, podem-se incluir na producdo
suina questdes como impacto ambiental, bem estar animal, praticidade (selecdao
genOmica) e origem (rastreabilidade).

O primeiro passo na identificacdo de genes e de polimorfismos causais para
caracteristicas de importancia econdmica € a identificagcdo de QTL (Quatitative Trait
Loci) afetando tais caracteristicas. Em 246 publicacdes sobre estudos de caracteristicas
quantitativas ja foram identificados 5.732 QTL em suinos, correspondendo a 557
caracteristicas diferentes. Nos cromossomos 1, 2, 3, 12, 14, 15 e X que sdo os grupos de

ligacdo avaliados neste estudo ja foram encontrados 1322, 493, 200, 150, 190, 163 e

249, respectivamente (http://www.animalgenome.org-10/07/2010). Com os avangos na
genOmica e o crescimento da importancia econdmica e bioldgica dos suinos, vdrias
populacdes experimentais por meio de cruzamentos de animais de ragas selvagens,
naturalizadas ou exOticas com animais comerciais t€m sido construidas para
mapeamento de QTL e, para a busca de genes associados a caracteristicas de qualidade

de carne, carcaca e desempenho em suinos.



Os porcos foram introduzidos no Brasil, em 1532, por Martin Afonso de Souza,
que trouxe de Portugal as racas: Alentejana, Transtagana, Galega, Bizarra, Beiroa e
Macau. Essas ragas portuguesas deram origem, ao longo de 400 anos de trabalho, as
chamadas racgas nacionais/naturalizadas, destacando- se o Piau, Tatu, Canastra, Nilo,
Caruncho, Pereira e Pirapitinga (Favero & Figueiredo, 2009). Os suinos da raca
naturalizada brasileira, Piau, sdo caracterizados por baixo desempenho, pequeno
tamanho de leitegada, rusticidade, adaptabilidade a condi¢cdes pobres de manejo e
alimentacdo e que se destacam pelo grande actimulo de gordura subcutaneo (Guimaraes
& Lopes, 2001).

Genes candidatos sdo genes sequenciados e de acdo bioldgica conhecida e que
estdo envolvidos com caracteristicas do desenvolvimento ou da fisiologia (Bryne &
Mcmullen, 1996). Existem diferentes estratégias para o estudo dos genes candidatos. A
estratégia comparativa toma como partida locos onde polimorfismos sdo conhecidos por
apresentarem efeito fenotipico em uma espécie e os exploram como candidatos em
outras espécies. A estratégia fisioldgica concentra-se em polimorfismos nos genes com
funcdes relacionadas diretamente a caracteristica de interesse; ou seja, uma associagao
entre polimorfismos do gene candidato e a caracteristica de interesse € tida como
evidéncia de que o gene estd envolvido em seu controle genético (Haley,1999).

Com a chamada Genética GenOmica, que retne resultados do mapeamento de
QTL e de expressdo génica, outra abordagem na procura de genes candidatos pode ser
citada (Jansen & Nap, 2001). Aqueles genes que apresentarem diferencas significativas
de expressdo na geracdo parental seriam escolhidos como possiveis candidatos
posicionais para um fenétipo de interesse. Varios estudos examinando o transcriptoma
do Longissimus dorsi em suinos t€m identificado mudangas na expressdao de genes
associados com caracteristicas quantitativas em suinos (Lobjois et el., 2007; Ponsuksili
et al, 2008; Kwasiborski et al. 2009; Dai et al, 2009, Tang et al. 2010).

Dentre as técnicas que possibilitam a quantificacdo da expressdo génica, 0 método
de transcricdo reversa em tempo real baseado na técnica de Reagdo em Cadeia de
Polimerase quantitativa (RT-qPCR), tém se mostrado uma poderosa ferramenta (Wong
& Medrano, 2005). Na técnica de RT-qPCR, podem ser empregadas duas estratégias de
quantificacdo: a absoluta ou a relativa. A quantificacdo relativa, ou método
comparativo, baseia- se na comparagdo da expressao do gene alvo com a referéncia
interna por meio dos valores de Cq (quantification cycle) de cada amostra (Pfaffl et al.,

2002). O valor de Cq € o numero de ciclos de PCR requerido para que cada curva de
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amplificacdo alcance o limiar de deteccdo; sendo, especifico para cada amostra e
inversamente proporcional a quantidade inicial do alvo presente na reagdo (Bustin &
Nolan, 2004). Existem varios genes de referéncias a serem testados e utilizados em
diferentes amostras; segundo Erkens et al. (2006), os genes ACTB (beta actin), TBP
(TATA box binding protein) e TOP2B (topoisomerase Il beta) sio adequados para
normalizacdo de genes alvos que se expressdo em amostras retiradas de Longissimus
dorsi ou de células adiposas.

Com o rdapido desenvolvimento de técnicas moleculares e com a busca por uma
maior eficiéncia e maior qualidade na producao animal, ndo sé t€m crescido o interesse
pelo uso de marcadores moleculares na selecdo de reprodutores, como no auxilio para
identificac¢do de paternidade e até mesmo na identificacdo do proprio animal.

Segundo, Geldermann (1986), nos programas de melhoramento, mais
especificamente de suinos e aves, os erros de identificacdo ocorrem basicamente no
campo, na coleta dos dados e durante o processo de digitagcdo dos mesmos. Em suinos ja
existem painéis de marcadores microssatelites para teste de paternidade em diferentes
racas (Silveira et al, 2008; Rohrer et al, 2007; Schwarz et al,, 2005; Nechtelberger et al,
2001; Putnova et al, 2003).

Diante da grande importancia da produ¢do suina tanto no mercado interno como
no mercado externo, na Granja de Melhoramento de Suinos do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vigosa, MG, Brasil, em 1998,
foi desenvolvida uma populacdo F2 por meio do cruzamento de animais da raca
naturalizada Piau com animais comerciais. Esta populacdo tém sido utilizada como
referéncia para o mapeamento de QTL e associacdo de genes a caracteristicas de
desempenho, carcaca e qualidade de carne. Para essa populacdo, mapas de ligacao
foram construidos e QTL foram mapeados no cromossomo 4 (Silva et al. 2008, 2009),
no cromossomo 6 (Pires et al. 2007, 2008a,b), nos cromossomos 16, 17 e 18 (Paixao et
al. 2008a,b), nos cromossomos 5, 7 ¢ 8 (Souza et al. 2008 ), nos cromossomos 9, 10, 11
(Pinto et al. 2008). Polimorfismo de base tnica associados a caracteristicas economicas
foram encontrados para o gene da leptina (Peixoto et al. 2009), hormoénio de
crescimento (Faria et al. 2006) e gene halotano (Band et al. 2005a,b). Em animais puros
e cruzados: a expressdao dos genes p53 (gene da cascata de apoptose celular) foi testada
para caracteristicas reprodutivas (Silva et al,, 2010), o gene TLR6 (receptores Toll-like)
foi associado a resisténcia a doenca (Souza et al, 2010), foram feitas andlise de

trascriptoma (Sollero, 2010) e a expressdo de genes diferencialmente expressos em
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bibliotecas de cDNA foram correlacionados com gordura intramuscular (Serdo et al,
2010).

Nesse contexto, objetivou-se realizar a identificacdo de genes e melhor
entendimento dos fendtipos produtivos de suinos. Para alcancar esse propdsito, t€m-se
como objetivos especificos do presente trabalho: 1) mapear QTL nos cromossomos 1, 2,
3, 12, 14, 15 e X na populacdo F2 anteriormente descrita; 2) investigar o nivel de
expressdo de genes mapeados in silico a partir de informacdo de regides de QTL
associados a caracteristica de qualidade de carne no cromossomo 1 € no cromossomo 2
de suinos e 3) desenvolver um painel de marcadores microssatélites para testar a
paternidade e a origem de suinos de diferentes ragas e linhas de suinos. Os resultados

serdo apresentados a seguir em quatro capitulos.



CAPITULO I

Mapeamento de QTL nos cromossomos 1, 2, 3, 12, 14, 15 e X em suinos:

caracteristicas de carcaca e qualidade de carne

RESUMO - A realizacio do presente estudo teve como objetivo mapear
Quantitative Trait Loci (QTL) de carcaca e qualidade de carne em uma populacdo F2 de
suinos desenvolvida pelo cruzamento de dois reprodutores da raga brasileira Piau com
18 fémeas comerciais (Landrace x Large White x Pietrain). O mapa de ligagcao para essa
populacdo foi construido apds a genotipagem de 684 animais para 35 marcadores
microssatélites. Os marcadores foram considerados adequados para estudos de
caracteristicas quantitativas quando analisado o conteido de informagdo polimorfica
(PIC). Os dados foram analisados pelo mapeamento por intervalo usando o sexo, lote e
genotipo halotano como efeitos fixos e peso de carcaca ao abate, peso da carcaca direita
e idade ao abate como covaridveis. Um total de 20 QTL foram encontrados, desses, 0s
QTL para maior espessura de toucinho na regido da copa, na linha dorso-lombar e perda
por cozimento foram significativos em nivel de 5% genOmico. A caracteristica
espessura de toucinho foi essencialmente associada aos alelos da raca Piau, conhecido
como porco tipo banha. As informacdes dos QTL significativos encontrados servem
para futuros estudos de mapeamento fino para identificacdo de genes a serem usados em
conjunto com os métodos tradicionais de sele¢do, para melhorar a eficiéncia dos
programas de melhoramento, assim como prover informacdo a cerca da fisiologia
envolvida no desenvolvimento das caracteristicas quantitativas dos suinos.

Palavras-chave: raca Piau, marcador molecular, microssatelites



Mapping of QTL on chromosomes 1, 2, 3, 12, 14, 15 and X in pigs: carcass

characteristics and quality of carne

ABSTRACT -The accomplishment of the present study had as objective to map
Quantitative Trait Loci (QTL) associated to carcass and quality traits in a F2 pig
population developed by mating two Brazilian Piau breed sires with 18 dams from a
commercial line (Landrace x Large White x Pietrain). The linkage map for this
population was constructed after genotyping the 684 animals for 35 microsatellite
markers. Estimates of polymorphic information content (PIC) indicated that the
microsatellite markers were appropriate for QTL analyses. Data were analyzed by
interval mapping using sex, batch and halothane genotype as fixed effects and carcass
weight at slaughter, carcass weight right and slaugher age as covariables. A total of 20
QTL were identified, from these, the QTL for higher backfat thickness on the shoulder
region and cooking loss was significant at the 5% genome-wise level. The backfat
thickness trait was mainly associated with the Piau breed allele, known as a fat pig. The
information of the significant QTL detected in this study is useful for future fine-
mapping studies for identification of genes and might be used together with traditional
methods in selection, to improve the efficiency of breeding programs, moreover, this
information can also provide new insights to the understanding of the physiology of the
quantatiative traits in pigs.

Key words: Piau breed, molecular marker, microsatellites



Introducao

Haé décadas, a industria de suinos procura por carcagas com alto rendimento de
carne e alta estabilidade durante a estocagem; entre os consumidores, os aspectos
avaliados, em relacdo a decisdo de compra da carne sdo, principalmente, cor, maciez,
odor e reduzida espessura de toucinho. Contudo, a drastica redug¢do na espessura de
toucinho a médio e longo prazo, causou efeitos danosos na qualidade da carne para
consumo “in natura”, reduzindo a sua suculéncia e sabor e, consequentemente, a
melhoria da qualidade da carne suina tornou-se uma das principais metas a serem
alcancadas nos programas de melhoramento.

A variagdo genética das caracteristicas de importancia econdmica em suinos tém
a sua origem nas diferencas entre racas ou linhas, efeitos dos genes e suas interacoes, e
herdabilidades. Uma estratégia para determinar os locos génicos envolvidos no controle
dessas caracteristicas quantitativas sdo os estudos por meio de associacdes estatisticas
entre marcadores genéticos e a caracteristica de interesse (QTL), sendo de grande
aplicabilidade como informagdes adicionais aos programas tradicionais de selecao.

Existem muitos estudos voltados para a busca de QTL que afetam caracteristicas
de carcacga e de qualidade de carne em suinos (Andersson et al. 1994; Malek et al. 2001;
Bidanel et al., 2001; Varona et al., 2002; Sato et al., 2003; Geldermann et al., 2003;
Thomsen et al. 2004; Pires et al., 2005; Karlskov-Mortensen et al.,2005; Edwards et al,
2008a,b; Silva et al., 2008; Paixdo et al., 2008a,b).

As ragas naturalizadas brasileiras tiveram sua origem nas ragas introduzidas pelos
colonizadores Portugueses no século XVI. O suino Piau € uma dessas ragcas e é
caracterizada por baixo desempenho, pequeno tamanho de leitegada, rusticidade,
adaptabilidade a condi¢des pobres de manejo e alimentacdo e destaca-se pelo grande
acumulo de gordura subcutaneo (Guimaraes & Lopes, 2001).

Neste sentido, objetivou-se com este trabalho mapear QTL associados a
caracteristicas de carcacga e qualidade de carne, nos cromossomos SSC1, SSC2, SSC3,
SSC12, SSC14, SSC15 e SSCX de suinos de uma populagdo F2 provenientes do
cruzamento de machos da raca naturalizada Piau e fémeas de linhagem comercial, e
concluir desta forma o mapeamento dos 18 cromossomos autossomicos e do

cromossomo sexual X nessa populacao.



Material e Métodos

A formacdo da populagdo F2 e a coleta dos dados fenotipicos foram realizadas na
Granja de Melhoramento de Suinos do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), em Vicosa, Minas Gerais, Brasil, no periodo de novembro de
1998 a julho de 2001. Foram construidas inicialmente duas familias provenientes do
cruzamento de dois varrdes da raga naturalizada brasileira Piau com 18 f€meas
originadas de linhagem Comercial desenvolvida na UFV selecionada para desempenho
(Landrace x Large White x Pietrain). A geracdo F1 nasceu entre os meses de margo e
maio de 1999. Dentre os machos F1, foram escolhidos ao acaso 11 varrdes,
provenientes de diferentes leitegadas, que foram cruzados (monta natural) com 54
fémeas. Estes animais foram acasalados entre os meses de fevereiro e outubro de 2000
para a producdo da geracdo F2, divididos em cinco lotes. Maiores detalhes sobre a
constituicdo da populacdo foram descritos por Band et al. (2005a,b), Faria et al. (2006)
e Peixoto et al. (2009).

O abate dos animais foi realizado quando o peso médio do lote atingia 65 kg (64,9
+ 6,0) de peso vivo e em média aos 148,2 + 10,5 dias de idade. As caracteristicas de
corte de carcaga, carcaca e qualidade de carne sdo descritos, respectivamente, nas

Tabelas 1,2 e 3.

Tabela 1 — Caracteristicas de corte de carcaca avaliadas, nimero de observagdes (N),
média, desvio padrao (DP).

!Caracteristicas N Média DP

PCD 538 26,83 2,880
PP 537 7,286 0,849
PPL 538 4,998 0,631
PCOPA 537 2,326 0,339
PCOPAL 538 1,679 0,265
PPA 539 4,868 0,633
PPAL 537 2,695 0,375
PC 538 3,479 0,515
PL 535 1,022 0,183
PB 538 2,683 0,480
PCOST 538 1,521 0,244
PAPADA 538 0,706 0,202
PF 540 0,220 0,041
PBR 537 0,457 0,160

"Meia-carcaca direita (PCD), peso total pernil (PP), peso do pernil sem pele e sem capa de gordura (PPL),
peso total da copa (PCOPA), peso da copa sem pele e sem capa de gordura (PCOPAL), peso total da
paleta (PPA), peso da paleta sem pele e sem capa de gordura (PPAL), peso total do carré (PC), peso do
lombo (PL), peso total do bacon (PB), peso das costelas (PCOS), peso total da papada (PAPADA), peso
do filezinho (PF) e peso da gordura abdominal (PGA).




Tabela 2 — Caracteristicas de carcaca avaliadas, nimero de observagdes (N), média,
desvio padrao (DP).

!Caracteristicas N Média DP

PCARC 424 54,45 5,470
RCARC 422 0,818 0,037
MBCC 425 86,01 4,139
MLC 424 71,64 3,421
ETSH 426 40,57 5,607
ETUC 427 19,61 4,819
ETUL 425 28,34 5,902
ETL 425 23,23 6,110
ETO 425 16,83 3,731
EBACON 424 25,06 6,917
PROLOM 390 43,78 4,948
AOL 390 26,43 4,034
PULMAO 422 0,448 0,077
CORACAO 425 0,235 0,030
FIGADO 422 1,262 0,149
BACO 424 0,092 0,019
RIM 426 0,126 0,018
INTESTINO 426 18,38 1,870

TPeso da carcaca (PCARC), rendimento de carcaca com cabeca e pés (RCARC); comprimento de carcaca
pelo método brasileiro (MBCC) e pelo método americano (MLC); espessura de toucinho (ET) nas
posi¢cdes:SH (maior espessura de toucinho na regido da copa, na linha dorso-lombar), UC (espessura de
toucinho imediatamente apds a dltima costela, na linha dorso-lombar), UL (espessura de toucinho entre a
dltima e a pendltima vértebra lombar, na linha dorso-lombar), L (menor espessura de toucinho na regidao
acima da dltima vértebra lombar, na linha dorso-lombar); ETO (espessura de toucinho, a 6,5 cm da linha
dorso-lombar); espessura do bacon (EBACON), medida imediatamente apds a dltima costela, na altura da
divisdo carré-bacon; PROFLOMB (profundidade de lombo, didmetro do mdusculo Longissimus dorsi
sobre uma reta tragada da coluna vertebral serrada até a posicdo onde foi medida a ETO), éarea de olho de
lombo (AOL) medida em triplicata, com auxilio de um planimetro, no decalque vegetal tomado da secdo
transversal do musculo Longissimus dorsi, na altura da tltima costela.




Tabela 3 — Caracteristicas qualidade de carne avaliadas, nimero de observacdes (N),
média, desvio padrdo (DP).

!Caracteristicas N Média DP
pH45 390 6,534 0,276
pH24 417 5,704 0,126
L 426 45,12 1,947
A 424 0,693 0,722
B 426 6,636 0,558
GOINTR 389 1,549 0,541
PGOTEJ 427 3,157 1,743
PCOZ 426 32,46 2,512
MACIEZ 391 5505,95 958,73
PTOT 427 35,66 3,472

'pH medido aos 45 minutos, (pH45), pH24 horas post-mortem ( pH24); maciez objetiva (forca de
cisalhamento - MACIEZ), gordura intramuscular (GORINT); capacidade de retencdo de dgua:perda por
gotejamento (GOTE]), perda por cozimento (COZ) e perda de peso total (PTOT); A coloracdo foi
determinada pelo sistema HUNTER LAB, sendo medidos a luminosidade: (L), o indice de vermelho (A)
e o indice de amarelo (B), em espectrofotometro COLORQUEST II, de acordo como descrito por
Benevenuto Jtnior (2001).

O DNA de 20 animais parentais, 62 animais F1 e, em média, 450 animais F2 foi
extraido de sangue coletado imediatamente apds o abate utilizando-se o método de
extragdo por precipitacdo com sal (Miller et al., 1988). As solugdes de DNA para uso
foram diluidas na concentragdo de 25 ng /ul. em solugdo de Tris_ EDTA (Tris-HCL 10
mM- pH 8,0 e EDTA 1 mM- pH 8,0) e foram mantidas em geladeira a 4°C. A
subsequente andlise do DNA genomico foi feita no Laboratério de Genético Animal
(LGA) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF.

Os primers de microssatélites foram doados pelo coordenador do US Pig Genome
(supported by the USDA-Cooperative State Research, Education, and Extension Service
through National Research Support). Os marcadores microssatélites foram testados em
relacdo a sua amplificagdo e informatividade; de forma que 35 marcadores foram
selecionados para mapear os cromossomos 1, 2, 3, 12, 14, 15 e X.

As amplifica¢des dos animais foram feitas em termocicladores MJ Research PTC
100-96, utilizando QIAGEN Multiplex PCR Kit (Qiagen, Valencia, C.A., EUA). A
declaracdo dos alelos foi feita utilizando-se o software GenScan e Genotyper (Applied
Biosystems, Foster City, C.A., EUA). A eletroforese capilar foi realizada por meio de
sequenciador automatico ABI PRISM 3700.

As informacdes contidas em cada loco bem como o grau de polimorfismo dos

mesmos (PIC) foram computadas por meio do software CERVUS versio 3.0

(Kalinowski et al., 2007).
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Para construcdo do mapa de ligacdo dos seis cromossomos autossdmicos € o
sexual X utilizou-se o software CRIMAP versdo 2.4 (Green et al., 1990). Os dados de
genotipo, fenétipo e o mapa de ligacdo gerados foram submetidos ao software GridQTL
(Seaton et al., 2006) para detec¢ao de QTL.

No modelo estatistico utilizado, assumiu-se que o QTL € dialélico e com alelos
alternativos fixados em cada raca parental. A probabilidade de cada individuo F2
apresentar cada um dos trés genétipos do QTL € calculada conforme o gendtipo dos
marcadores, a intervalos de 1 cM ao longo do cromossomo. Funcdes dessas
probabilidades sdo usadas para se fazer a regressdo das caracteristicas nos coeficientes
aditivos e de dominancia do QTL em estudo, para cada animal, como descrito por Haley
et al. (1994).

A determinagdo dos limiares de significancia cromossdmica (a=0,05 e a=0,01) foi
feita no software GridQTL, com 10.000 permutacdes (Churchill & Doerge, 1994) e foi
representada por Pc<0,01 para a 1% e Pc <0,05 para 5%. Os limiares genOmicos foram
obtidos por meio da corre¢do de Bonferroni (Knott et al., 1998). O intervalo de

confianca a 95% (IC95%) para a localizacao do QTL foi obtido usando a aproximagao

2
de Qui-quadrado (X )ea fragdo aditiva da variancia fenotipica (hé) explicada pelo

QTL foi feita conforme descrito por Pérez-Enciso et al. (2000). O seguinte modelo

estatistico foi ajustado aos dados:

Vi :S,-+Lj+Hk +(Cijk1 —6)b+caa+cdd+eiﬂd,

Em que y,, € o fendtipo do suino / do sexo icom gendtipo k pertencente ao
lote de nascimento j; S,€ o efeito fixo de sexoi, i = 1 (macho), 2 (fémea); L ; éo
efeito fixode lote j, j =1, 2,3,4,5; H,¢ o efeito fixo do gendtipo do halotano k&,
k=1 (NN), 2 (Nn, portador); (C,, —E)bé 0 ajustamento para as covaridveis (peso da

carcaca no abate usada como covaridvel para as caracteristicas carcaca; peso da carcaca
direita para as caracteristicas de corte de carcaga e, idade ao abate para as caracteristicas

de qualidade); i~ N(O, csze ) € o residuo.
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O valor ¢, e cq s@0 as covaridveis associadas aos efeitos aditivos (a) e de

dominancia (d), sendo tais efeitos funcao das probabilidades condicionais do QTL, dado

o gendtipo dos marcadores, e € calculado da seguinte forma:

¢, = P(QQIMi) — P(qqIMi)
ca= P(QqIMi)

Em que P(QQIMi)= probabilidade condicional dos alelos para o QTL serem
homozigotos e origindrios da raca naturalizada Piau; P(qqIMi)= probabilidade
condicional dos alelos para o0 QTL serem homozigotos e origindrios linhagem comercial
and P(QqgIMi)= probabilidade condicional dos alelos para o QTL serem heterozigotos.
Valores positivos dos efeitos aditivos indicam que os alelos da raga Piau causam
aumento na caracteristica avaliada.

O gendtipo para o gene halotano foi incluido como efeito fixo, uma vez que Band
et al. (2005a,b) observaram nao apenas a presenca de mutagdo do gene na populacdo
do presente estudo, mas também seus efeitos (P<0,05) sobre caracteristicas de
desempenho, carcacga e qualidade de carne.

A representacdo géfica dos cromossomos foi feita no programa MAPCHAT

(http://mapchat.ca/) a partir dos mapas de ligacao construidos pelo programa CRIMAP

e do banco de dados on line Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). Nessa

representacdo, os genes candidatos foram selecionados com base em sua funcdo em
relacdo ao desenvolvimento muscular e metabolismo e / ou sua associagcdo com
caracteristicas de qualidade da carne (Ensembl e literatura pesquisada). Varios desses

genes estdo atualmente sob investigacao.

Resultados e Discussao

Os 35 marcadores microssatélites utilizados para 0 mapeamento dos cromossomos
dos 20 animais parentais, 64 animais F1 e em média 450 animais F2, com seus
respectivos nimero de alelos e conteido de informacdo polimérfica (PIC) estdo
apresentados na Tabela 4.

A distancia média entre os marcadores foi de 30 cM, explicada pela dificuldade de

se identificar marcadores polimdrficos em algumas regidoes dos cromossomos avaliados
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na populacdo estudada. Com exce¢do do SSCI1 que foi mapeado a partir da regido
central do cromossomo; na maioria dos demais cromossomos, os mapas, geralmente
estavam de acordo com o mapa do USDA-ARS considerado como referéncia

(http://www.marc.usda.gov/genome/swine/swine.html).

Tabela 4- Identifica¢do, posi¢do nos cromossomos, nimero de alelos segregantes e o
conteddo de informacdo polimérfica (PIC) para cada marcador.

Marcador Chr' Pos® Alelos PIC Marcador Chr'  Pos” Alelos PIC
SW781 1 55 3 0,44 SW1962 12 91 4 0,60
SW2035 1 71 4 0,60 S0106 12 113 7 0,81
S0113 1 80 3 0,54 SW857 14 0 7 0,78
SWR982 1 84 3 0,56 SW210 14 45 6 0,56
S0112 1 120 4 0,63 SW761 14 86 4 0,44
SW2423 2 0 6 0,79 SW2515 14 125 5 0,48
SW240 2 48 7 0,70 S0355 15 0 4 0,43
SW395 2 70 5 0,66 S0004 15 29 3 0,39
SW1883 2 98 3 0,35 SW1989 15 64 6 0,69
S0036 2 150 4 0,67 SW1316 15 88 5 0,71
SW2021 3 0 6 0,75 SW936 15 100 5 0,74
S0206 3 39 5 0,59 SW1262 15 130 3 0,51
SW902 3 65 4 0,57 SW949 X 0 6 0,63
S0002 3 112 7 0,79 SW980 X 15 4 0,48
SW717 3 134 4 0,63 SW2126 X 38 3 0,52
SW2494 12 0 3 0,45 SW1943 X 90 3 0,49
SW957 12 24 6 0,64 S0218 X 120 3 0,38
SW168 12 61 4 0,68

T 7 —
Chr = cromossomo, “Pos = posi¢cdo em cM.

Todos os marcadores utilizados neste trabalho podem ser considerados eficientes
nos estudos de caracteristicas quantitativas, pois a aplicabilidade dos marcadores possui
relacdo direta com o grau de polimorfismo dos mesmos (Tabela 4). E os marcadores do
presente estudo foram classificados como moderadamente polimérficos com
0,25>PIC>0,5 ou considerados altamente polimérficos, com PIC>0,5 (Botstein et al.,
1980).

Os limiares de significancia para testar o modelo com efeito aditivo e de
dominancia foram de 8,30 e 10,06 respectivamente a 5% (P<0,05) e 1% (P<0,01) para
os cromossomos autossomicos e de 13 e 16,35 para o cromossomo sexual. Sete QTL

foram encontrados associados a diferentes caracteristicas de carcaga, cinco QTL para
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caracteristicas de corte de carcaca e seis QTL para caracteristicas de qualidade de carne
(Tabela 5). Desses 18 QTL, encontrou-se um para perda de cozimento (PCOZ) no

SSCl, significativo em nivel de 5% gendmico.

Tabela 5- Informagdes dos QTL significativos com seus efeitos aditivos (a), de
dominanica (d), erro padrao (EP), variancia aditiva do QTL e intervalo de

confianca.
Cromossomo  Caracteristicas' F Pos’ a (EP) d (EP) hzq3 (o
1 PCOZ 8,6%F* 71 -0,723(0,177) 0,073(0,265) 5,48  65-75
1 PTOT 6,1% 71  -0,812(0,248) 0,540(0,371) 3,64  62-75
2 PL 5,87* 0 -0,005(0,011)  0,062(0,1845) 0,05 0-22
2 PROFLOMB 7,53*% 31  -2,043(0,547) 0,42 (0,1,14) 991 1745
2 AOL 6,43* 31  -1,419(0,402) 0,001 (0,84) 8,89  15-46
2 pH45 7,76%* 89  -0,116(0,029) 0,015 (0,547) 9,41 85-120
3 PP 7.41** 37 0,068 (0,033) -0,192 (0,015) 1,68 28-56
12 SH 6,7* 92  -1,140(0,454)  -2,023 (0,711) 2,79  89-99
14 PPL 5,34* 18  -0,132(0,043) -0,086 (0,071) 5,82 0-38
14 INTEST 7,27% 107  -0,129(0,201) 1,340 (0,359) 0,27 90-127
15 ETL 6,73* 88 0,979(0,952) 1,704 (0,598) 1,72 76-92
15 SH 7,55**% 100 1,004 (0,36) -1,21 (0,543) 2,17  66-115
15 AOL 7,95**% 112 -1,359(0,356)  -0,415(0,638) 8,18 97-127
15 PCOPAL 6,36* 88  -0,049(0,015)  0,0315(0,021) 3,04  71-98
15 PPAL 5,6% 88  -0,058(0,024) -0,083(0,033) 1,86 76-96
15 GOTEJ] 6,78* 101  -0,416(0,130)  -0,469 (0,199) 3,08 94-115
X L* 10,5%% 111  -0,624(0,192) - 5,25 100-120
X A* 11,9%% 111 0,254 (0,073) - 6,07 97-130

* k% e *¥F* significantivo a 5% e 1% nivel cromossdmico, € a 5% nivel gendmico, respectivamente;
'PROFLOMB - profundidade de lombo (mm), AOL - &4rea de olho de lombo, (cmz), SH — maior
espessura de toucinho na regido da copa, na linha dorso-lombar (mm), INTEST — comprimento total do
intestino delgado(m), ETL — menor espessura de toucinho medida na regido acima da ultima vértebra
lombar, na linha dorso lombar (mm), PL — peso do lombo (Kg), PP — peso do pernil (Kg), PCOPAL -
peso da copa sem pele e sem gordura (KG), PPL — peso do pernil sem pele sem gordura (Kg), PPAL —
peso da paleta sem pele sem gordura (Kg), A — indice de vermelho, COZ — perda por cozimento (%),
PTOT - perda de peso total (perda de peso total = perda de peso por gotejamento + perda de peso por
cozimento), (%), pH45-pH45 minutos, GOTEJ — perda por gotejamento (%) e L — luminosidade;
*posicdo em cM; “fracdo aditiva da varidncia fenotipica explicada pelo QTL (h2q = a%/26%) em %;
*intervalo de confianca em cM.

Para satisfazer as exigéncias dos consumidores, nas ultimas décadas, as pesquisas
na area de melhoramento genético de suinos vém sendo desenvolvidas no sentido de
diminuir a espessura de toucinho e obter maior porcentagem de carne magra na carcacga

dos animais; o que ndo foi uma tarefa dificil para selecdo convencional, uma vez que as
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correlagdes genéticas entre caracteristicas de carcaca e espessura de toucinho sdo
negativas. No presente trabalho, QTL para caracteristicas de carcacga e corte de carcacga
foram associados em sua maioria, aos alelos da linhagem comercial (Tabela 5), animais
que passaram por um processo de selecao para acimulo de carne magra na carcaca.

No SSC2 existem vérios genes que podem influenciar direta ou indiretamente o
desenvolvimento muscular em suinos e os QTL do presente trabalho se localizaram
sobre ou proximos a eles (Figura 1). Na regido proximal do SSC2, localiza-se o gene
IGF2 (fator de crescimento semelhante a insulina 2), gene com imprinting paterno,

candidato a afetar crescimento muscular e deposi¢do de gordura em suino e nesta regido
encontrou-se o QTL para Peso do Lombo (F=5,87, a=-0,005; hé =0,05; P.<0,05, IC=0-

22 cM). Duthie et al. (2008), em cruzados Pietrain, Large White, Landrace e Leicoma
(IC=0-9,8 cM), Sanchez et al. (2006) em suinos comerciais (0 cM) e Milan et al.
(2002) em Meishan x Large White (IC=0-18 cM) também encontraram QTL para Peso
do Lombo na regido proximal do SSC2. Nezer et al. (1999), também nesta regido do
SSC2, encontraram QTL para porcentagem de lombo (IC=0 a 23,7 cM) em cruzados
Large White X Pietrain.
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Figura 1 — Representacao gréifica dos QTL (barra vertical escura) encontrados no SSC2, seus intervalos
de confianca (linha vertical pontilhada) e os marcadores que os delimitam em centiMorgan -
cM que sdo interligados com suas respectivas posi¢des no mapa em pares de base - pb
(linhas perpendiculares). Genes candidatos a influenciar caracateristicas de importancia
econdmica em suinos, também estdo representados: IGF2 (fator de crescimento semelhante a
insulina  2), PYGM (fosforilase, glicogénio, musculo), CAPN1 (calpaina 1),RTN3
(reticulona 3), LDHA (lactato desidrogenase A), MYOD1 (diferenciacdo miogénica 1), ADM
(adrenomedulina), EPOR (receptor de eritropoietina), CKMT2 (creatina quinase mitocondrial

2), CAST (calpastatina ) E TTID (miotilina).

Ainda no SSC2, encontrou-se QTL para PROFLOMB (F=7,53; a= -2,043;
Pc<0,01, IC=17-45) e AOL (F=6,43; a= -1,419; Pc<0.05, IC=15-46), contudo
localizados mais préximo do gene MYODI (Figura 1); gene pertecente a familia MyoD
(myo-DI, myf-5, miogenina e myf-6 ou mfr-4), candidato a influenciar o
desenvolvimento dos musculos em mamiferos. Esses QTL localizaram-se na mesma
regido do cromossomo entre os marcadores SW2443 e SW240, podendo se tratar de um
QTL com efeito pleiotrdpico, ou seja, a variagdo de um gene se traduz em varios efeitos
fenotipicos (Figura 1) e explicaram consideravelmente a variagdo fenotipica da
caracteristica de 9,91% e 8,89%, respectivamente (Tabela 5).

Liu et al. (2007), em regido similar do SSC2, encontraram QTL para AOL (20,7
cM) entre os marcadores SW2443 e SWR2157 em animais formados pelo cruzamento

de suinos Duroc e Pietrain; enquanto Lee et al. (2003), encontraram QTL para AOL
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associado aos marcadores SW240 e gene MYOD (IC=42-57,4 cM). Préximo ao
marcador SW395, usado no presente estudo, mas ndo asscociado a QTL, Varona et al.
(2002) encontraram QTL para PROLOMB (IC=45-81) e AOL (IC=61-80) em uma
populacdo formada pelo cruzamento de trés varrdes da raca Ibérica com 31 fémeas
Landrace.

A variacdo na localizacdo do QTL para mesma caracteristica ou auséncia do QTL
em diferentes populagdes se deve ao fato que os estudos de mapeamento sao feitos em
populacdes com distintas composicdes genéticas e/ou diferentes marcadores, assim o
alelo do(s) gene(s) associado a um QTL pode ser diferente ou alelo-QTL pode ndo estar
em fase de desequilibrio de ligacdo com os marcadores avaliados nos diferentes estudos.
Assim, apesar dos QTL possibilitarem a localizacdo no genoma dos animais, da regiao
onde existem genes associados a caracteristicas quantitativas, € necessario que este seja
validado em populagdes comerciais para serem usados em programas de selecao.

Os QTL mapeados no SSCI15 localizaram-se na regido distal do cromossomo
(Figura 2). O QTL para AOL (F=7,95; a= -1,359; Pc<0,01) localizou —se no intervalo
de 97 a 127cM, entre os marcadores SW936 e SW1262, explicando consideravelmente
a variacdo fenotipica da caracteristica (h2q =8,48%); em regido similar, Liu et al. (2007),
encontraram QTL para AOL, em cruzados Duroc e Pietrain, entre os marcadores
SWO936 e SW119 (IC=88,5-119,9). Em regido anterior ao QTL do presente trabalho,
Edwards et al. (2008b), em uma populacdo F2 formada por machos Duroc e fémeas
Pietrain, encontraram QTL para AOL (IC=34,6-65,1 cM), entre os marcadores S0148 e
S0088. Também em regido anterior, Wimmers et al. (2007), encontraram QTL para
AOL (IC=39,8-88,5), entre os marcadores SW1111 e SW936.

QTL significativos em nivel de 5% cromossdmico explicando 3,04% da variacdo
fenotipica de PCOPAL (F=6,36) e QTL explicando 1,86% da varia¢do fenotipica de
PPAL (F=5,6) também foram encontrados no SSC15 (88 cM), entre os marcadores
SW1989 e SW936, indicando que nesta regido pode haver um QTL pleiotrépico (Figura
2). Um possivel gene candidato associado a esses QTL € o gene da Myostatina/GDF8
(fator de diferenciacdo 8); uma vez que a miostatina regula a proliferacdo dos
mioblastos durante o periodo embriondrio e ajusta o crescimento da musculatura

esquelética durante e apds o periodo embriondrio (Sonstegard et al., 1998).
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Figura 2 — Representacao grafica dos QTL (barra vertical escura) encontrados no SSC15, seus intervalos
de confianca (linha vertical pontilhada) e os marcadores que os delimitam em centiMorgan -
cM que sdo interligados com suas respectivas posi¢des no mapa em pares de base — pb (linhas
perpendiculares). Genes candidatos que influenciam caracateristicas de importancia
econdmica em suinos, também estdo representados: MYOM?2 (myomesina 2, proteina-M),
COL3A1 (colageno, tipo III, alfa 1), COL5A2 (colageno, tipo V, alfa 2), GDFS8 (fator de
diferenciacdo 8), ACADL (acil-CoA dehidrogenase, cadeia longa), MYL1(myosina, cadeia

leve 1), e PRKAG3 (proteina quinase ativada por AMP, subunidade nio catalitica gama 3).

Ainda no SSC15, encontrou-se um QTL para ETL (Pc <0,05; a= 0,979; h2q =1,72)
entre os marcadores SW1989 e SW936 (IC=76-92) e um QTL para SH (Pc<0,01;
a=1,004; th =2,17) entre os marcadores SW1989 e SW1262 e como era esperado,
foram associados aos alelos da raca Piau, suino tipo banha. O intervalo de confianca
para o QTL SH foi amplo, de 66 a 115 cM, podendo se tratar de mais de um QTL. Na
regido entre os marcadores SW1111 e o marcador SW936 (marcador que também
delimitou o QTL para ETL no presente estudo), Liu et al. (2007), em populacdo
formada por Duroc e Pietrain, encontraram QTL para espessura de toucinho (IC=39,8-
88,5 cM).

QTL para PP (h2q =1,68; Pc<0,01; IC=28-56) foi encontrado no SSC3 entre os
marcadores S0206 e SW902. Em regido similar, Stratil et al. (2006), em populagdo
formada por Meishan x Pietrain, encontraram QTL para PL. Nesta regidao do SSC3

encontram-se os genes ASPN (asporina) e OGN (osteoglicina), genes pertencentes a
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familia SLRP (proteoglicanos ricos em leucinas pequenas), que possuem papéis
importantes na fibrilogénese do coldgeno, crescimento, diferenciacdo e migracdo
celular (Tasheva et al. 2004). Beeckmann et al. (2003), em regido anterior, encontraram
QTL para PP entre os marcadores SW72 e S0206 (IC=17,8-42,3 cM) em familia
Meishan x Pietrain.

QTL para PPL foi encontrado na regido proximal do SSC14 a 18 cM (h2q =5,82;
Pc<0,05) entre os marcadores SW857 ¢ SW210. Préximo ao marcador SW210 (78 pb)
encontram-se os genes ACTAI1 (actina alfa 1) localizado a 62 pb e ACTA2 (actina 2 de
musculo liso) a 105 pb, genes envolvidos na formacdo de filamentos musculares que
sdo importantes componentes do citoesqueleto. Em regido mais distal do SSC14,
Dragos- Wendrich et al. (2003) encontraram QTL para PP a 65,4 cM (h2q =4,9;
Pc<0,05) em familia Meishan x Pietrain, entre o gene ACTA1 e o marcador SW488 e a
74,5 cM (hzq:S,S; P<0,01) em familia de suinos selvagem europeu x Pietrain, entre os
marcadores SW210 e SW2488. No SSCI14, encontrou-se também um QTL para
intestino (h2q=0,27; a=-0,1291; Pc<0,01).

QTL para espessura de toucinho SH (h2q =2,79; a=-1,140; Pc <0,05) também foi
encontrado no SSC12 , entre os marcadores SW1962 e S0106 (IC=89-99 cM), contudo,
inesperadamente, associado aos alelos da raca comercial; animais que apresentaram, a
excecdo da espessura de toucinho na tultima costela (ETUC), uma redugado (p < 0,05)
média de 39% nas demais espessuras de toucinho avaliadas em relagao aos animais Piau
(Benevenuto Junior, 2001). Na regido distal do SSC12, Liu et al. (2007), também
encontraram QTL associado com espessura de toucinho (101,2 cM) em cruzados Duroc
x Pietrain (IC=64,7-108,3 cM). Neste cromossomo, encontra-se o gene GH (hormoénio
do crescimento) candidato a influenciar vérias caracteristicas de importancia econdmica
em suinos.

Faria et al. (2006) na mesma populacao utilizada no presente estudo, encontraram
um polimorfismo no gene GH (G316A) associado com o nimero de tetas direita
(p=0,03), peso do coragao (p=0,04), peso do pulmao (p=0,05), comprimento de carcaca
(p=0,04), peso total da paleta (p=0,07), peso da papada (p=0,01), pH medido 24 horas
pos-mortem (p=0,03) e perda por gotejamento (p=0,01). Corroborando com estes
resultados, Paixado et al. (2008a,b) encontraram nessa populacdo QTL para nimero de
tetas, pulmdo e coragcdo no SSC16; Pires et al. (2006) constataram QTL para
comprimento de carcaca no SSC6; Silva et al. (2008) QTL para peso da paleta e peso
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do coracdo no SSC4 e, neste trabalho foi encontrado QTL para peso da paleta e perda de
gotejamento no SSC15.

Apesar da correlacdo entre gordura subcutdnea (espessura de toucinho) e
intramuscular ser baixa, em torno de 0,20 (Peloso, 2006), a médio e longo prazo, essa
reducdo poderd ter efeitos danosos na qualidade da carne para consumo “in natura”,
reduzindo a sua suculéncia e sabor; assim, outro objetivo do melhoramento de suinos,
além da producdo de carne magra, ¢ melhorar a qualidade desta. Contudo, o
melhoramento dessa caracteristica complexa, por meio da selecao convencional,
encontra dificuldades, uma vez que muitas caracteristicas que a compdem tém que ser
avaliadas apds o abate, encontrando nas andlises gendmicas uma importante ferramenta
de auxilio na selecao dos animais in vivo. No presente estudo, encontramos importantes
QTL associados a qualidade da carne suina para perda de dgua na carne nos SSC1 e
SSCI15, pH45 no SSC2 e cor no SSCX.

As correlagdes genéticas e fenotipicas entre rendimento de carne e gordura
intramuscular sdo negativas e moderadas, e segundo Brewer et al. (2001), o teor de
gordura intramuscular (GIM) em Longissimus dorsi em suinos € correlacionado com
propriedades sensoriais da carne. Uma das alternativas para solucionar o problema da
qualidade da carne suina € o uso em cruzamentos comerciais, de linhagens ou ragas que
proporcionem aumentar o conteiido de GIM na carcaga das progénies. Maior conteido
de GIM também possibilita a producdo de presuntos de longa maturacdo, nicho de
mercado brasileiro a ser explorado. Segundo Sabbioni et al. (2004), a carne de suinos
destinada a producdo de presuntos de longa maturacdo deve possuir alta concentragdo
de gordura intramuscular e espessura regular de toucinho no pernil, preferencialmente
maior que 8§ mm.

Nao foi encontrado QTL para gordura intramuscular no presente estudo devido ao
teor relativamente baixo (1,59% + 0,46%) desta gordura no musculo Longissimus dorsi
dos animais da geracdo F2, pois os animais foram abatidos (aproximadamente 65 Kg)
antes que a deposi¢io de gordura na carcaca e no musculo Longissimus dorsi
ganhassem impeto (Benevenuto Junior, 2001). Andlises de varidncia nos grupos
genéticos Piau, linhagem Comercial e animais F1 abatidos aos 120 Kg apresentaram
diferenca estatistica (P<0,05) para o conteido de gordura intramuscular quando
comparou Piau e cruzados com os animais da linhagem comercial (Serdo et al, 2010). E
no presente estudo, os alelos da raca Piau ndo foram associados com perda de 4gua na

carne, uma vez que os animais da linhagem comercial apresentaram perda de peso total
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da carne (gotejamento + cozimento) 10,81% maior que os animais naturalizados
(Benevenuto Janior, 2001).

Sugerindo-se assim, que a raca Piau poderia ser candidata a ser usada em
cruzamentos comerciais para melhoria da qualidade de carne suina em termos de
gordura intramuscular, retencdo de d4gua, producdo de presuntos; mostrando-se,
portanto, como um banco de variabilidade genética a ser explorado em programas de
melhoramento. Sollero et al. (2008) estimaram a diversidade genética dentro e entre
cinco grupos genéticos de suinos (n = 182): trés racas naturalizadas (Moura, Piau e
Monteiro), uma raca comercial (Landrace) e um composto comercial (MS60), com 28
marcadores microssatélites e mostraram que 14% da variacdo total observada (P<0,001)
foi devido as diferencas entre as racas.

Dentre os indicadores de qualidade de carne, as medidas de CRA (perda por
gotejamento, cozimento e total) da populacao F2 do presente estudo apresentaram
correlacdo significativa (p < 0,01) com pH45, sendo os coeficientes de correlacio de -
0,66, -0,17 e —0,44, respectivamente, com PGOTEJ, PCOZ e PTOT. O QTL para PCOZ
(F= 8,6; h2q=5,48; a=-0,783; P<0,05) localizou-se a 71 cM no SSCI e como era
esperado, foi encontrado também um QTL para PTOT = PGOTEJ + PCOZ (F= 6,76;
hzq;:3,64; a=-0,890; Pc<0,05) a 71 cM (Figura 3), uma vez que PCOZ e PTOT

apresentaram alta correlacao (r = 0,84) (Benevenuto Junior, 2001).
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Figura 3 - Estimativas dos valores de F para perda por cozimento (PCOZ) e perda de peso total (PTOT)
no SSC 1. As linhas horizontais indicam os niveis de significincia ao longo do cromossomo:
5% em nivel cromossomico (—), 1% em nivel cromossdmico (— —), 5% em nivel gendmico (- -

-) € 1% em nivel gendmico (- *-). A posi¢do dos marcadores € indicada por setas.

Segundo Jennen et al. (2007), AK1 (adenilato quiinase 1), ATP5A1 (ATP sintase,
transportador de H+, complexo mitocondrial F1, subunidade alfa 1, musculo cardiaco),
CAPN3 (calpaina 3), IGFIR (receptor do fator de crescimento semelhante a insulina),
TPM1 (tropomiosina 1), TPM2 (tropomiosina 2) sdo potenciais genes candidatos a
influenciar QTL para caracteristicas de qualidade de carne suina no SSC1 e, a posicao
desses genes em relagdo aos QTL encontrados no presente estudo estdo representados
na Figura 4. Liu et al. (2007) encontraram QTL para pH e cor da carne na regiao do
MC4R em cruzados Duroc-Pietrain. Vidal et al. (2006) encontraram associacao do gene
MEI (enzima mdlica I) com espessura de toucinho e pH muscular em suinos Landrace;
essa enzima tem uma forte influéncia no GIM e grandes diferencas na sua atividade
tém sido encontrada entre suinos Landrace e Ibérica (Morales et al., 2002). Malek et al.
(2001) encontraram QTL para GOTEJ na regido distal do SSC1 (90 cM) para uma

populacdo formada por Berkshire x Yorkshire.

22



cM pb

55,0 SW781

62,0 IC-inf(PTOT) -

65,0 IC-inf(PC 0Z) ‘ 52,0 COL9A1

7 SW2035 PTOT

o ooz 75 SW 781
-

75,0 {1C-sup(PTOT) IC-sup(PCOZ) ss’g\ 2oL 10A1

80,0 S0113 89,0~ ool

84,0 SWR982 ;
100,0 ATP5A1

120,0 S0112 112,0 TPM1
128,0 FGF7
135,0 CAPN3
145,0 IGF1R
167,0 MC 4R
185,0 S0113

227,0 ——+RLN
231,0— ~SW R982

247.0 TPM2

275,0 S0112
282,0 7 AK1

Figura 4 — Representacao gréifica dos QTL (barra vertical escura) encontrados no SSC1, seus intervalos
de confianca (linha vertical pontilhada) e os marcadores que os delimitam em centiMorgan -
cM que sdo interligados com suas respectivas posi¢des no mapa em pares de base - pb(linhas
perpendiculares). Genes candidatos a influenciar caracteristicas de importancia econdmica
em suinos, também estdo representados: COL9A1 (coldageno, tipo IX, alfa 1), COL10A1
(coldgeno, tipo X, alfa 1), ME1 (enzima madlica 1), ATP5A1 (ATP sintase, transportador de
H+, complexo mitocondrial F1, subunidade alfa 1, misculo cardiaco), TPM1 (tropomiosina
1), FGF7 (fibroblasto fator de crescimento 7), CAPN3 (calpaina 3), IGFIR (receptor de
crescimento semelhante a insulina), MC4R (receptor de melanocortina4), RLN (precusor de

prorelaxina), TPM2 (tropomiosina beta 2) e AK1 (adenilatoquinase 1).

Perda por gotejamento (PGOTEJ) e as demais caracteristicas de qualidade
relacionadas com CRA na carne sdo complexas caracteristicas quantitativas,
influenciadas por muitos genes e suas interacdes, entre os poucos genes de alto efeito
(major genes) conhecidos a influenciar essas carcateristicas, podemos citar, os genes
RYRI1 (receptor de rianodina 1) no cromossomo 6 (Fujii et al. 1991) e RN (Rendimento
de Napole) no cromossomo 15 (Milan et. al., 2000).

No SSCI15, encontrou-se um QTL para GOTE] localizado na regido distal do
cromossomo a 101 cM (Figura 2) (F=6,78; hzq =3,08; a=-0,416; Pc<0,05), préximo ao
marcador SW936, regido onde se encontra o gene RN/ PRKAG3 (proteina quinase

ativada por AMP, subunidade ndo catalitica gama 3), candidato a influenciar esse QTL;
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uma vez que diferentes substitui¢des nao sinonimas deste gene: T30N, G52S, L53P,
1199V e R2001, foram associadas com pH, cor e capacidade de retencdo de dgua na
carne suina (Milan et al, 2000; Ciobanu et al., 2001). A regiao desse QTL correspondeu
a QTL anteriormente descritos para pH da carne, conteido de glicogénio, potencial
glicolitico, reflectancia, ternura e sabor da carne (Ciobanu et al. 2001; Malek et al.
2001). QTL para PGOTEJ no SSC15 (89 cM) na regidao do gene RN, entre os SW936 e
SW906 também foi encontrado por Bertram et al. (2000) em suinos da raca Dansh.
Thomsen et al. (2004) encontraram QTL pata PGOTEJ a 65 ¢cM em Berkshire X
Yorkshire e, Rohrer et al. (2005) a 57 c¢cM, entre Duroc X Landrace. Edwards et al.
(2008b) encontraram QTL para perda por cozimento a 92,5 ¢cM no SSC15.

Segundo Lindahl et al. (2001), o aumento no teor de lipideos leva a um aumento
na concentra¢ao de metamioglobina (MMDb), o que levaria a um aumento nos indices de
vermelho (A*) e diminui¢do na luminosidade (L*); corroborando com essas afirmativas,
encontrou-se um QTL para A* (F=11,9, h2q=6,07; a=0,25; Pc<0,05) associado aos
alelos da raga Piau, tipo banha e um QTL para L*(F=10,5; h2q =5,25; a=-0.624;
Pc<0,01) associados aos alelos da linhagem comercial, ambos a 111 ¢cM no SSCX.
QTL para A* no SSCX também foram encontrados por Pérez-Enciso et al. (2002) a 50
cM em Ibéricos X Landrace e, Ma et al. (2009) encontraram QTL para A* a 87 cM que
também encontraram QTL para L* a 81,3 cM em Duroc X suinos chineses Erhualian.

Outra tentativa para melhorar a qualidade de carne seria a selecdo dentro de
populacdes comerciais, de animais com genes favordveis para qualidade da carne,
tornando o QTL para pH45 encontrado no presente estudo, associado aos alelos da
linhagem comercial na regido distal do SSC2 (F=7,76; h2q= 9,41; a=-0,116; P.<0,01),
um candidato a maiores estudos (Figura 1). O pH45 dos animais F2 foi, em média, de
6,53, variando de 5,2 a 7,0 (Benevenuto Junior, 2001).

Segundo Jennen et al. (2007), CAST (calpastatina ), CKMT2 (creatina quinase,
mitocondrial 2), IGF2, LDHA (lactato dehidrogenase A), MYODI1, PYGM (fosforilase,
glicogénio, musculo), TTID (miotilina) sdo genes candidatos localizados no SSC2 a
influenciar caracteristicas pH e perda por gotejamento na carne suina e estdo
representados na Figura 1. Wimmers et al. (2007) encontraram, apds andlises de
expressdao (Microarranjo, RT-qPCR) e de polimorfismo, o gene EPOR ( recceptor de
eritropoietina) como candidato a influenciar pH 24 horas post mortem (P<0,003) e
perda por cozimento em Longissumus dorsi em suinos cruzados Duroc e Pietrain. Lee et

al. (2003) encontraram QTL para pH 24 na regido distal do SSC2 (73 cM).
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Conclusoes

QTLs associados a importantes caracteristicas econdmicas, com efeitos aditivos

significativos e hé expressivas foram encontrados na populacdo F2 gerada pelo

cruzamento entre suinos machos da raga naturalizada Piau e fémeas comerciais.

As informacdes dos QTL significativos detectados neste estudo serdo uteis para
estudos de mapeamento fino e identificacdo de genes/polimorfismos para aumentar a
eficiéncia na selecdo e melhor entendimento das carcateriscticas produtivas em suinos.
Encontrando-se nas ragas naturalizadas um campo de variabilidade a ser explorado nos

programas de melhoramento.
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CAPITULO 11

Deteccao de Locos de Caracteristicas Quantitativas nos cromossomos 1, 2, 3, 12,

14, 15 e X de Suinos: caracteristicas de desempenho

RESUMO - Objetivou-se com o presente estudo, mapear QTL (Quantitative
Trait Loci) associados a caracteristicas de desempenho nos cromossomos 1, 2, 3, 12, 14,
15 e X de suinos pertencentes a uma populacdo F2 formada a partir do cruzamento entre
dois machos da raca naturalizada brasileira Piau e 18 fémeas comerciais (Landrace x
Large White x Pietrain). O mapa genético de ligacao da populagado foi construido apos a
genotipagem dos animais para 35 marcadores microssatélites. As estimativas do
contetido de informagdo polimoérfica (PIC) indicaram que os marcadores microssatélites
foram adequados para as anédlises de QTL. Os dados foram analisados pelo mapeamento
por intervalo usando o programa GridQTL. Um total de seis QTL foi encontrado, sendo
que o QTL para idade ao abate atingiu o nivel de significancia gendmico de 5% de
probabilidade. As informagdes dos QTL detectados neste estudo serdo uteis para a
identificacdo de genes que poderdao ser usados em conjunto com os métodos
convencionais de selecdo; aumento a acurdcia destes, além de prover uma melhor
compreensdo dos fendtipos produtivos de suinos. As informacdes dos QTL detectados
neste estudo serdo utéis para estudos de mapeamento fino e a identificacdo de genes que
poderdo ser usadas em conjunto com os métodos convencionais de selecio em
programas de melhoramento ou mesmo para uma melhor compreensao dos fenétipos de
produtivos de suinos.

Palavras-chaves: marcador molecular, nivel gendmico, ragca Piau
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Detection of quantitative trait loci on chromosomes 1, 2, 3, 12, 14 ,15 and X in pigs:

performance characteristics

ABSTRACT - The accomplishment of the present study had as objective to map
Quantitative Trait Loci (QTL) related to performance traits in a F2 pig population
developed by mating two Brazilian Piau breed sires with 18 dams from a commercial
line (Landrace x Large White x Pietrain). The linkage map for this population was
constructed after genotyping the animals for 35 microsatellite markers. Estimates of
polymorphic information content (PIC) indicated that the microsatellite markers were
appropriate for QTL analyses. The genotypes were analyzed by interval mapping using
the GridQTL program. A total of 6 QTL were found, from these, the QTL for slaughter
age (days) was significant at the 5% genome-wise level. The information of the
significant QTL detected in this study is useful for future fine-mapping studies for
identification of genes. Such information can be used together with traditional methods
in breeding programs or even to a better understanding of the phenotypes of swine
production.

Key words: marker molecular, genome-wise, Piau breed
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Introducao

As caracteristicas de crescimento, consumo e conversdo alimentar t€ém grande
importancia para a induistria de suinos, uma vez que 70% dos custos de producio dos
animais sdo devido a alimentacdo; contudo, a arquitetura genética associada a essas
caracteristicas € ainda pouco conhecida.

Selecionar reprodutores para formar um sistema eficiente de produgdo na
suinocultura € um dos objetivos dos programas de melhoramento. Nesse sentido, a
identificacdo de locos e/ou genes que influenciam caracteristicas economicamente
importantes pode resultar em uma maior resposta a selecdo e consequentemente em
maiores ganhos econdmicos na suinocultura.

A varredura gendmica € um método que tem demonstrado ser bastante efetivo na
localizacdo de regides envolvidas na expressdo de caracteristicas de interesse
econdmico nos animais domésticos. Em suinos, um grande nimero de QTL, ou seja,
associacOes estatisticas significativas entre os valores genotipicos e a variabilidade
fenotipica na progénie segregante, t€ém sido identificados usando intercruzamento entre
populagdes divergentes (Andersson et al. 1994; Knott et al. 1998; De Koning et al.,
1999; Pérez-Enciso et al., 2000; Bidanel et al., 2001; Malek et al. 2001; Geldermann et
al., 2003; Pires et al., 2005; Silva et al., 2008; Paixdo et al., 2008a,b, Duthie et al., 2008;
Ding et al., 2009; Gilberts et al., 2010).

A raga naturalizada brasileira Piau cujo nome significa “pintado” na lingua
indigena de onde € derivada (Torres, 1968), foi originada a partir dos primeiros suinos,
pertencentes ds racas da peninsula ibérica, trazidos pelos colonizadores portugueses.
Segundo Guimaraes & Lopes (2001), as caracteristicas principais destes animais sdo a

rusticidade, a adaptabilidade as condicdes precarias de manejo e alimentagdo e a grande
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resisténcia a doengas. Além disso, a raga € caracterizada por baixa producdo, tamanho
pequeno da leitegada e grande acimulo de gordura subcutanea.

O presente trabalho foi realizado com objetivo de detectar QTL para
caracteristicas de crescimento, conversio alimentar € nimero de tetas nos cromossomos
1, 2,3, 12, 14,15 e X de uma populacio F, de suinos formada a partir do cruzamento
entre machos da raca Piau e fémeas pertencentes a uma linhagem comercial e concluir
desta forma o mapeamento dos 18 cromossomos autossdmicos € do cromossomo sexual

X nessa populagao.

Material e Métodos

Uma populagdo experimental composta por trés geracdes foi desenvolvida na
Granja de Melhoramento de Suinos do Departamento de Zootecnia da UFV, em Vigosa,
MG, Brasil, no periodo de novembro de 1998 a julho de 2001.

Os animais F2 foram originados a partir do cruzamento entre dois varrdes da ragca
naturalizada brasileira Piau e 18 fémeas de uma linhagem comercial (Landrace x Large
White x Pietrain) selecionada para caracteristicas de desempenho. Na geracdo FI1, 11
machos e 54 fémeas, ndo aparentados, foram acasalados ao acaso.

Os animais foram pesados ao nascimento e desmamados aos 21 dias de idade.
Apds o desmame, todos os animais receberam ragao comercial ad libitum . Dos 77 aos
105 dias de idade, os animais foram mantidos em baias individuais € o consumo de
racdo (CR), conversdo alimentar (CA) e o ganho de peso didrio (GPD) foram medidos.

Os animais foram abatidos no momento em que atingiram aproximadamente 65
kg (64,9 £ 6,0), aos 148,2 + 10,5 dias de idade. Foram avaliadas 12 caracteristicas de

desempenho, cuja estatistica descritiva (SAS, 2000) € apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas de desempenho avaliadas, descri¢do das caracteristicas
(unidade), nimero de observagdes (N), média, desvio padrao (DP) e
covariavel utilizada no modelo estatistico

Caracteristica Descri¢d@o (unidade) N Média DP Covaridvel'
PN Peso ao nascer (kg) 415 1,20 0,27 TLN
P21 Peso aos 21 dias de idade (kg) 412 4,91 1,06 TLD
P42 Peso aos 42 dias (kg) 413 8,32 1,85 TLD
P63 Peso aos 63 dias (kg) 422 16,24 3,40 TLD
P77 Peso aos 77 dias (kg) 427 21,38 4,33 TLD

P105 Peso aos 105 dias (kg) 420 36,23 6,59 TLD
PA Peso ao abate (kg) 417 64,91 6,04 TLD
IDA Idade ao abate (dia) 424 148,20 10,5 TLD
CR Consumo de racio (Kg) 425 40,16 8,35 P77

GPD Ganho de peso didrio (kg/dia) 415 0,53 0,13 P77
CA Conversdo alimentar (Kg/Kg) 408 2,76 0,58 P77
NT Numero de tetas 426 13,10 1,27

"TLN = tamanho da leitegada ao nascimento; TLD = tamanho da leitegada ao desmame; P77= peso aos

77 dias

O DNA dos 20 animais parentais, 64 F1 e 400 F2, foi extraido do sangue coletado
imediatamente apds o abate, utilizando-se o método de extracdo por precipitacdo com
sal (Miller et al., 1988). As solucdes de DNA para uso foram diluidas na concentragcdao
de 25 ng /uL, em solu¢do de Tris_EDTA (Tris-HCL 10 mM- pH 8,0 e EDTA 1 mM-
pH 8,0 ), e mantidas em geladeira a 4°C. A subsequente andlise do DNA gendmico foi
feita no Laboratorio de Genética Animal (LGA) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia-DF.

Os primers de microssatelites foram doados pelo coordenador do US Pig Genome
(supported by the USDA-Cooperative State Research, Education, and Extension Service
through National Research Support). O conjunto inicial dos marcadores microssételites
foi testado em relacdo a sua amplificagdo e informatividade, sendo selecionados35
marcadores para mapear o genoma dos animais.

As amplificacOes de 484 animais foram feitas em termocicladores MJ Research
PTC 100-96, utilizando QTAGEN Multiplex PCR kit (Qiagen, Valencia, C.A., EUA). O

escoreamento dos fragmentos amplificados foi feito utilizando-se o software GenScan
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(Applied Biosystems, Foster City, C.A., EUA) por meio de sequenciador automatico
ABI PRISM 3700.

A determinagdo da informagdo contida em cada loco, bem como o grau de
polimorfismo dos mesmos (PIC) foi computada por meio do software CERVUS versao
3.0 (Kalinowski et al., 2007). Para construcdo do mapa de ligacdo dos seis
cromossomos autossomicos e o cromossomo sexual X utilizou-se o software CRIMAP
versao 2.4 (Green et al., 1990).

Os dados de gendtipos, fendtipos e o mapa de ligacdo gerados foram submetidos
ao software GridQTL (Seaton et al., 2006) para deteccao de QTL. No modelo estatistico
utilizado, assumiu-se que o QTL ¢ dialélico e com alelos alternativos fixados em cada
raca parental. A probabilidade de cada individuo F2 apresentar cada um dos trés
genotipos do QTL € calculada conforme o gendtipo dos marcadores, a intervalos de 1
cM ao longo do cromossomo. Essas probabilidades sao usadas para se fazer a regressao
das caracteristicas nos coeficientes aditivos e de dominancia do QTL em estudo, para
cada animal, como descrito por Haley et al. (1994).

A determinacdo dos limiares de significancia cromossdmica (Pc<0,05 e Pc<0,01)
foi feita no software GRIQTL, com 10.000 permutagdes (Churchill & Doerge, 1994).
Os limiares gendmicos foram obtidos por meio da correcao de Bonferroni (Knott et al.,

1998). O intervalo de confianga a 95% (1C95%) para a localizagdo do QTL foi obtido

2
usando a aproximacgdo de Qui-quadrado (/1/ ). A fracdo aditiva da variancia fenotipica
(hzq) explicada por determinado QTL foi calculada conforme descrito por Pérez-Enciso

et al. (2000).
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O seguinte modelo estatistico foi ajustado aos dados:

Vi :Si +Lj +Hk +(Cijkl —6)b+caa+cdd+eijkly

Em que Yik g o fenétipo do suino I do sexo icom genotipo k pertencente ao

lote de nascimento 7 ; Sié o efeito fixo de sexol, I =1 (macho castrado), 2 (fémea);
L., . . i j H, . . . L.
7€ o efeito fixo de lote =1, 2, 3,4,5, "ké o efeito fixo do gendtipo do

halotano K , k=1 (NN), 2 (Nn, portador); (Cyy —C)P ¢ ajustamento para as covaridveis

- N(O’ 0-2) ¢é o residuo.

e..
(TLN, TLD e P77); "
Os valores c, € cq sdo as covaridveis associadas aos efeitos aditivos (a) e de

dominancia (d), sendo tais efeitos uma funcdo das probabilidades condicionais do QTL,

dado o gendtipo dos marcadores, sendo calculados da seguinte forma:

c.= P(QQIMi) - P(qq/Mi)

cq= P(QqIMi)

Em que: P(QQIMi)= probabilidade condicional dos alelos para o QTL serem
homozigotos e origindrios da raca naturalizada Piau; P(qqlMi)= probabilidade
condicional dos alelos para o QTL serem homozigotos e origindrios da linhagem
comercial e P(QqIMi)= probabilidade condicional dos alelos para o QTL serem
heterozigotos. Valores positivos dos efeitos aditivos indicam que os alelos da raca Piau
causam aumento na caracteristica avaliada.

O gendtipo para o gene Halotano foi incluido como efeito fixo, uma vez que Band
et al. (2005a,b) observaram ndo apenas a presenca da mutacdo Hall843 nesta
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populacdo, mas também seus efeitos (P<0,05) sobre caracteristicas de desempenho,
carcaca e qualidade de carne.

A representacdo gafica do cromossomo 1, onde se encontrou mais de um QTL, foi
feita no programa MAPCHAT (http://mapchat.ca/), a partir dos mapas de ligacdo
construidos pelo programa CRIMAP e do banco de dados on line Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html). Nessa representacdo, os genes candidatos foram

selecionados com base em sua funcdo em relacio ao desenvolvimento muscular e
metabolismo e / ou sua associacdo com caracteristicas de importancia econdmica em

suinos (Ensembl, Gene Ontology (GO) - http://www.geneontology.org e Literatura

pesquisada). Varios desses genes estdo atualmente sob investigacao.

Resultados e Discussao

Os 35 marcadores utilizados na varredura cromossdémica foram classificados
como moderadamente polimérficos (0,25>PIC>0,5) ou altamente polimoérficos (PIC>
0,5) (Botstein et al., 1980), sendo considerados eficientes para estudos de
caracteristicas quantitativas na populagdo em estudo, uma vez que a aplicabilidade dos
marcadores, em varreduras cromossomicas/gendmicas, possui relacdo direta com o seu

grau de polimorfismo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Posi¢do dos marcadores no cromossomo, nimero de alelos segregando para
cada marcador (Alelos) e conteido de informacao polimorfica (PIC) para
cada marcador.

Marcador Chr' Pos® Alelos PIC Marcador Chr! Pos® Alelos PIC
SW781 1 55 3 0,44 SW1962 12 91 4 0,60
SW2035 1 71 4 0,60 S0106 12 113 7 0,81
S0113 1 80 3 0,54 SW857 14 0 7 0,78
SWR982 1 84 3 0,56 SW210 14 45 6 0,56
S0112 1 120 4 0,63 SW761 14 86 4 0,44
SW2423 2 0 6 0,79 SW2515 14 125 5 0,48
SW240 2 48 7 0,70 S0355 15 0 4 0,43
SW395 2 70 5 0,66 S0004 15 29 3 0,39
SW1883 2 98 3 0,35 SW1989 15 64 6 0,69
S0036 2 150 4 0,67 SW1316 15 88 5 0,71
SW2021 3 0 6 0,75 SW936 15 100 5 0,74
S0206 3 39 5 0,59 SW1262 15 130 3 0,51
SW902 3 65 4 0,57 SW949 X 0 6 0,63
S0002 3 112 7 0,79 SW980 X 15 4 0,48
SW717 3 134 4 0,63 SW2126 X 38 3 0,52
SW2494 12 0 3 0,45 SW1943 X 90 3 0,49
SWO57 12 24 6 0,64 S0218 X 120 3 0,38
SW168 12 61 4 0,68

T
SSC —sus scrofa chromosome

2. .
Posi¢ao dos marcadores no cromossomo em cM.

A distancia média entre os marcadores em algumas regides dos cromossomos
avaliados foi ampla, devido a dificuldade de se identificar marcadores polimorficos
nestas regides na populacdo de estudo. Na maioria dos cromossomos os mapas de
ligacdo estavam de acordo com o tamanho do mapa do USDA-ARS, considerado como

referéncia (http://www.marc.usda.gov/genome/swine/swine.html).

Os limiares de significancia para testar o modelo com efeito aditivo e de
dominancia, obtidos via teste de permutacdo em nivel gendomico, foram de 8,30 a 10,06,
respectivamente a 5% e 1% para os cromossomos autossomicos e de 13 e 16,35 para o
cromossomo sexual.

Foram identificados seis QTL associados a diferentes caracteristicas de
desempenho; sendo o QTL para idade ao abate no SSC3 significativo em nivel

gendmico (Tabela 3).
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Tabela 3 - Estimativa da posi¢ao (POS), valores de F significativos (F), efeito aditivo
(a) de dominanica (d), desvio padrao (DP), variincia aditiva e intervalo de
confianca (IC) para cada QTL significativo.

SSC !Caracteristicas F ’POS a (DP) d (DP) 3hq2 2 ‘IC
1 CR 6,21* 102 1,89 (0,94) -7,48(2,35) 3,70 95-120
1 GPD 5,57* 93 0,04 (0,01) -0,07 (0,03) 6,40 85-100
1 IDA 5,08* 68 -0,39(0,89) 4,62(1,44) 0,08 60-75
3 IDA 8, 3HHk 10 3,74(1,00) -193(2,04) 7,32 0-26
15 CR 5,45% 64 -0,30(0,54) 2,52(0,77) 0,10 50-73
X NT 7,28* 77 0,32(0,15) 0,80(0,31) 3,24 68-98

* kx FkEgignificativo a 5% (P.<0,05) e 1% (P.<0,01) ao nivel cromossdmico, € 5% nivel ao nivel
gendmico (P<0,05), respectivamente, 'CR — consumo de ragdo dos 77 aos 105 dias de idade (kg); GPD —
ganho de peso didrio (kg); IDA — idade ao abate (dias) e NT — nimero de tetos.; > posi¢do em cM; > A
frag@o aditiva da variancia fenotipica (cyz) explicada pelo QTL (h2q =a’/2 Gyz), * intervalo de confianga
em cM.

A deposicdo de gordura requer mais energia e nutrientes do que a deposicao de
proteina, assim, alelos associados a um maior consumo de alimentos podem estar
diretamente relacionadas a uma maior deposi¢cio de gordura. No presente estudo,
encontrou-se QTL para CR (a=1,89; Pc<0,05) e GPD (a=0,04; Pc<0,05) na regido distal
do SSC1, cujo os alelos da raca Piau, raca caracterizada por grande acimulo de gordura
subcutanea, estariam envolvidos com o aumento dessas carcateristicas (Figura 1). Ainda
no SSCI1 encontrou-se um QTL para IDA associado aos alelos vindos da linhagem
comercial (a=-0,39), o que ndo era esperado uma vez que os animais de linhagem
comercial, tipo carne, atingem o peso de abate antes dos animais Piau, tipo banha,

contudo, tal QTL explicou muito puco da variacdo fenotipica dessa caracteristica

(h’*q=0,08%).
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Figura 1 — Representacao grafica dos QTL IDA- Idade ao abate, CR- Consumo alimentar e GPD- ganho

de peso didrio (barra vertical escura) encontrados no SSCI1, seus intervalos de confianga
(linha vertical pontilhada) e os marcadores que os delimitam em centiMorgan - cM que s@o
interligados com suas respectivas posi¢des no mapa em pares de base — PB (linhas
perpendiculares). Genes candidatos a influenciar caracateristicas de importancia econdmica
em suinos, também estdo representados: COL9AI (coldgeno, tipo IX, alfa 1), COL10A1
(coldgeno, tipo X, alfa 1), ME1 (enzima médlica 1), ATPSA1 (ATP sintase, H + transporte,
complexo mitocondrial F1, subunidade alfa-1), TPM1 (tropomiosina 1), FGF7 (fibroblasto
fator de crescimento 7), CAPN3 (calpaina 3), IGF1R (receptor de crescimento semelhante a
insulina), MC4R (receptor de melanocortina4), RLN (precusor de prorelaxina), TPM2

(tropoiyosina 2) e AK1 (adenilato quiinase 1).

O melhoramento genético baseia- se na variabilidade existente entre os animais.

Segundo Cheng et al. (2000), estudos sobre polimorfismos de nucleotideos (SNP) tém

grande potencial para melhorar as caracteristicas de desempenho como massa muscular,

conversdo alimentar e ganho de peso didrio. No presente trabalho, na regido proxima

aos QTL associados a CR e GPD no SSC1 (Figura 1), encontra-se o Receptor 4 da

Melanocortina (MC4R), sendo este um gene candidato a regulagdo do balango enérgico

em suinos. De acordo com os resultados de Kim et al. (2000), o MC4R exerce
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influéncia nas caracteristicas de desempenho em suinos, particularmente na taxa de
crescimento € no consumo alimentar. Ja, Paszek et al. (1999), encontraram QTL para
GDP na regido do gene IGF1R em Meishan x Yorkshire.

Os QTL para CR e GPD, localizados na posi¢ao distal do SSCI1, entre os
marcadores SWR942 e S0112, explicaram, respectivamente, 3,7 e 6,4 % da variancia
fenotipica da caracteristica. Assim como no presente trabalho, Sanchez et al. (2006)
encontraram QTL para GPD na posicao distal do SSC1, ao estudar uma populagdo
Meishan X Large White. Beeckmann et al. (2003) encontraram QTL para CR a 117,2
cMe 74,3 cM e para GPD a 59,7 cM, no SSC1 de suinos selvagem europeu X Pietrain,
sendo que tais QTL explicaram, respectivamente, 6,1 %, 4,3% e 6,4 % da variancia
fenotipica. Liu et al. (2007) encontraram QTL para GPD, entre os marcadores SW 1824
e SW1301, a 88,9 cM no SSCI, segregando em uma populagdo Duroc X Pietrain. .

A variacdo na localizacdo do QTL para a mesma caracteristica ou a auséncia do
QTL em diferentes populagdes, se deve ao fato de que os estudos de mapeamento sao
feitos em populagdes com distintas composi¢des genéticas e/ou diferentes marcadores.
Assim, o alelo associado a um determinado QTL pode ndo estar em desequilibrio de
ligacdo com os marcadores avaliados nos diferentes estudos. Dessa forma, é necessario
proceder a validacdo dos QTL detectados em populagdes experimentais, antes de tais
informacdes serem utilizadas em programas de selecdo.

Na regido proximal do SSC3 (10 cM) econtrou-se QTL significativo em nivel
genOmico de 5% de probabilidade para IDA, sendo que tal QTL explica 7,32% da
varia¢do fenotipica da caracteristica (Figura 2) e esta associado aos alelos da raca Piau.
Tal resultado era esperado, pois o ganho de peso de animais tipo banha, como € o caso

da raca Piau, é mais lento. Segundo Benevenudo Junior (2001), ao estudar a presente
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populacdo, os suinos Piau atingiram peso ao abate ap6s 7 meses de idade, enquanto os
suinos da linhagem comercial atingiram o peso ao abate entre 4 e 5 meses.
Contrastando com o resultado encontrado no atual estudo, varios autores
encontraram QTL para peso ao nascimento no SSC3: Liu et al (2007) encontrou QTL
para peso ao nascimento na regido proximal do SSC3 (entre os marcadores SW72 e
S0164, a 0 cM, segregando em uma populacdo Duroc X Pietrain; Quintanilla et al.
(2002) detectaram QTL para a referida caracteristica a 23 cM e 29 cM, a partir de uma
populacdo Meishan x Large White; Malek et al. (2001), a partir de uma populagdo

Berkshire x Yorkshire, detectaram QTL a 19 cM no SSC3.
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Figura 2 - Estimativas dos valores de F para idade ao abate (IDA) no SSC 3. As linhas horizontais
indicam os nivéis de significancia ao longo do cromossomo: 5% em nivel cromossdmico (—
), 1% em nivel cromossdmico (——), 5% em nivel gendmico (- - -) e 1% em nivel genémico (-

. .-). A posi¢cdo dos marcadores € indicada por setas.

Na regiao central do SSCI15 (64 cM), entre os marcadores SW1989 e SW1119,
encontrou-se um QTL ao nivel gendmico de 5% de probabilidade para CR. Tal QTL

estd associado aos alelos da linhagem comercial e explica apenas 0,10% da variagcao
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fenotipica. Resultado semelhante foi encontrado por Liu et al. (2007), que detectaram
um QTL para consumo de ragdo no SSCI15 (IC = 88,5 - 119,9), segregando em uma
populagdo Duroc X Pietrain, entre os marcadores SW936-SW1119, explicando 1,97%
da variagdo fenotipica. Houston et al. (2005) encontraram QTL para consumo de ragcao
dos 35 aos 55 Kg a 94, 4 cM e QTL para CR dos 35 aos80 Kg a 83,1 cM, segregando
em uma populacdo Meishan X Large White.

Identificou-se QTL para NT, a 5% ao nivel cromossémico, no cromossomo sexual
X (Figura 3). Tal QTL explica 3,24% da variacao fenotipica da caracteristica e esta
associado aos alelos da raca Piau. O numero total de tetas € uma caracteristica
importante, pois influencia o desempenho dos leitdes durante a fase de pré-desmama.

Faria et al. (2006) encontraram, na presente populacdo, associacdo significativa
entre nimero de tetas € um polimorfismo detectado no gene do hormoénio do
crescimento (G316A), sendo tal gene localizado no SSC12. Virios estudos, empregando
distintas populacoes, relatam a presenca de QTL para nimero de tetas em diferentes
cromossomos: Ding et al. (2009) detectaram, a partir de uma populacdo Duroc X
Erhualian, QTL para nimero de testas nos cromossomos suinos 1, 3,4, 5, 6,7, 8 e 12;
Sato et al. (2006), a partir de uma populagdo Meishan x Duroc, detectaram QTL para a
referida caracteristica, no SSC7 e Beeckmann et al. (2003) detectaram QTL no SSC8

segregando em uma populacdo de porco selvagem x Meishan.
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Figura 3 - Estimativas dos valores de F para nimero de tetas (NT) no SSC X. As linhas horizontais
indicam os nivéis de significancia ao longo do cromossomo: 5% em nivel cromossémico (—
), 1% em nivel cromossdmico (- —), 5% em nivel genémico (- - -) e 1% em nivel gendmico (-

. .-). A posi¢do dos marcadores € indicada por setas.

Conclusao

Foram detectados QTL significativos para caracteristicas de desempenho nos
cromossomos 1, 3, 15 e X de suinos pertencentes a uma populacdo derivada do
cruzamento entre a raca Piau e uma linhagem comercial. O mapeamento fino dessas
regides serd necessdrio para o melhor entendimento do efeito de cada QTL e a possivel

deteccao de genes candidatos.
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CAPITULO III

Avaliacao da expressao de genes selecionados in silico em regioes sob QTL

associados a caracteristicas de interesse econdmico em suinos

RESUMO - A realizagdo do presente estudo teve como objetivo investigar e
comparar o nivel de expressdo dos genes: CAPN3 (calpaina 3), COL9A1 (coldgeno,
tipo IX, al), COL10 (coldgeno, tipo X, al), EPOR (receptor eritropoetina), IGF2 (fator
de crescimento semelhante a insulina tipo 2), MyoD1 (diferenciacdo miogénica), Myo6
(miosina VI) e TNC (Tenascina C) mapeados in silico sob QTL de importancia
econdmica em suinos mapeados in silico sob QTL de importancia econdmica em
suinos. Foram utilizados 36 machos castrados de trés grupos genéticos, raca
naturalizada brasileira Piau, linha comercial e cruzados. A eficiéncia de amplificacdo de
cada gene foi calculada por meio da constru¢do de curva de diluicdo em série de cDNA
nas concentragdes de 10, 100, 200 e 400 ng e nas concentragdes de primer de 100, 200 e
400 ng por reagdo. Os dados de RT-qPCR foram analisados utilizando o modelo misto e
o efeito da gordura intramuscular (GIM) foi usado como covaridvel. Observou-se
variacdo no nivel de expressdao dos genes CAPN3, COL12A1, COL15A1, EPOR, MYOD1 e
IGF2 e dada a evidéncia experimental que associa estes genes com caracteristicas de
grande importincia econdmica na producdo de suinos, maiores estudos devem ser
realizados com esses genes, a fim de seqiiéncia-los, pesquisar e validar mutacdes
causais associadas com essas caracteristicas.

Palavra chave: Piau, RT-qPCR, mRNA, Sus scrofa
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Evaluation of the expression of genes selected in silico on regions of QTL related to

characteristics of economic interest in pigs

ABSTRACT - The accomplishment of the present study had as objective evaluate
the level of expression of genes: CAPN3 (calpain 3), COL9AI1 (collagen, type ix, alpha
1), COL10A1 (collagen, type x, alpha 1), EPOR (erythropoietin receptor), IGF2
(insulin-like growth factor), MYOD1 (myogenic differentiation 1), MYOG6 (miosin vi) e
TNC (tenascinc) mapped in silico to qtl of economic importance in pigs. Thirtysix pigs
of three genetic groups (brazilian piau breed, commercial line and crossbred) were used.
The amplification efficiency of each gene was calculated through the construction of
curve of dilution in series of cdna in the concentrations of 10, 100, 200 and 400 ng and
in the concentration of primer of 100, 200 and 400 ng by reaction. Data from rt-qpcr
were analyzed using mixed model and the effect of intramuscular fat content (IMF) was
used as covariate. it was observed variation on the level of expression of the genes
CAPN3, COLLI2A1, COLI5A1, EPOR, MYODI1 and IGF2 and given the
experimental evidence linking these genes with characteristics of great economic
importance in swine production, therefore, larger studies must be performed with such
genes in order to sequence for causal mutation search and validate causal mutations
associated with these characteristics.

keywords: Piau, RT-qPCR, mRNA, Sus scrofa
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Introducao

Virias caracteristicas economicamente importantes na producdo de suinos sio
expressas pela acdo de muitos genes; influenciados pelo meio ambiente e suas
interacoes; e a identificacdo da regido no genoma onde se encontram esses genes, pode
ser feita por meio da detec¢do de QTL (Quantitative Traits Loci).

Cinco mil novecentos e oitenta e seis QTL associados a diferentes carcateristiccas
de interesse econdmico em suinos foram mapeados em diferentes intercruzamentos em

suinos (http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb, USDA, 04/12/2010). Contudo,

pouco desses QTL foram reduzidos a genes; uma vez que ha grande variabilidade nas
estimativas dos seus efeitos e o fato dos QTL se localizarem em intervalos amplos, em
torno de 20 a 30 cM.

Liu et al. (2007), encontraram QTL para pH e cor da carne na regido do gene
MCA4R (receptor 4 de melacortina) no cromossomo 1 (SSC1). Segundo, Jennen et al.
(2007), os genes AKI1 (adenilato quiinase 1), ATPSA1 (ATP sintase, H + transporte,
complexo F1 mitocondrial, subunidade alfa-1), CAPN3 (calpaina 3), IGFIR (receptor
do fator de crescimento semelhante a insulina), TPM1 (tropomiosina 1), TPM2
(tropomiosina 2), CAST (calpastatina), CKMT2 (creatina quinase, mitocondrial 2),
IGF2 (fator de crescimento semelhante a insulina 2), LDHA (lactato dehidrogenase A),
MyoDl1 (diferenciacdo miogénica 1), PYGM (posporilase, glicogeno, muscular), TTID
(miotilina) diferencialmente expressos e mapeados sob QTL para caracteristicas de
qualidade de carne nos SSC1 e SSC2 seriam potenciais genes candidatos a influenciar
essas carcateristicas em suinos. Vidal et al. (2006) encontraram associagdo do gene
MEI (enzima malica 1) com espessura de toucinho e pH muscular em suinos no SSCI.
Lee et al. (2003), encontraram QTL para carcateriticas de carcaca associado ao
marcador micorssételite SW240 e gene MYOD (IC=42-57,4 cM) no SSC2. Serdo et al.
(2010) encontraram correlacdo dos genes LDLR (receptor de lipoproteina de baixa
densidade) localizado no SSC2 e do TRDN (triadina) localizado no SSC1 com gordura
intramuscular utizando os mesmos grupos genéticos do presente trabalho. Sollero
(2010) observaram expressao diferenciada do gene tenascina (TNC) mapeada no SSC1
entre animais Piau e cruzados Yorkshire x Landrace em fetos com 40 dias de gestacao
em relacdo a fetos de 70 dias de gestacdo, sugerindo um papel importante para TNC

durante a formacdo das fibras musculares primarias.
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Recentemente, com o mapeamento completo do genoma de suinos e de vdrias
outras espécies, a busca in silico por genes posicionados em regides sob QTL,
utilizando sistema automatizado de fornecimento de anotagao e classificacao de genoma

como o projeto Ensembl (http://www.ensembl.org/Sus_scrofa) e Gene Ontology (GO)

database (http://www.geneontology.org) torna-se uma realidade. Esta metodologia,
encontra no PCR quantitavo em tempo real (RT-qPCR) um método eficiente para a
quantificacdo dos niveis de transcritos de mRNA desses genes posicionais, podendo
assim, avaliar a influéncia desses, nos QTL associados as caracteristicas quantitativas
de impotancia econdmica em suinos.

Objetivou-se com este estudo realizar a comparacdo do nivel de expressdo dos
genes CAPN3 (calpaina 3), COL9A1 (coldgeno, tipo IX, al), COL10 (coldgeno, tipo X,
al), EPOR (receptor eritropoetina), IGF2 (fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 2), MyoD1 (diferenciacdo miogénica), Myo6 (miosina VI) e TNC (Tenascina C)
em suino Piau, comercial e cruzados, localizados sob QTL no SSC1 e SSC2, com o
intuito de selecionar os mais promissores para posterior andlise e associacdo com

fenétipos de importancia econdmica em suinos.

Material e Métodos

Animais, coleta e extragio do mRNA

Foram utilizados 36 animais machos castrados da Granja de Melhoramento de
Suinos do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em
Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Sendo 12 animais da linha comercial desenvolvida na
UFV (Landrace X Large White X Pietrain), 12 da raga naturalizada Piau e 12 cruzados
(produzidos a partir do acasalamento de machos Piau e fémeas da linha comercial), em
quatro pesos de abate, 30, 60, 90 e 120 Kg.

Imediatamente apds o abate, foram retiradas amostras do musculo Longissimus
dorsi, as quais foram imersas no reagente RNA holder (BioAgency, Sao Paulo, SP,
Brasil) para conservar o padriao de expressdao do tecido. Paralelamente, foram coletadas
amostras destes mesmos musculos para andlise quantitativa da gordura intramuscular
(GIM), pelo método do extrato etéreo (AOAC, 1990), expresso em porcentagem de
GIM na carne fresca. Maiores detalhes sobre os animais foram descritos por Serdo et al.

(2010).
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No Laboratério de Biotecnologia Animal (LABTEC) do departamento de
Zootecnia da UFV, o RNA total foi isolado do Longissimus dorsi com RNeasy® Mini
Kit (QIAGEN, Valencia, CA, EUA). A concentracdo total do RNA foi estimada no
espectrofotometro NanoVue Plus ™ (GE Healtchare, Munique, Alemanha) e a
qualidade em Agilent 2100 Bioanalyzer © Agilent Technologies, Palo Alto, Calif.). As
amostras foram mantidas a -70° C até as rea¢des de sintese de cDNA. A sintese de
cDNA foi realizada utilizando ProtoScript® M-MuLV First-Strand cDNA Synthesis Kit
(New England Biolabs Inc.,Beverly, MA) e sua concentracdo foi estimada por
espectrofotometria. Posteriormente, as amostras de DNA foram mantidas a -20° C, até a

realizacdo das reacdes de PCR em tempo real.

Andlise in silico

A selecdo dos genes para realizacdo do RT-qPCR foi feita in silico, baseada na
funcdo e classificacio dos genes em relacio ao desenvolvimento muscular e
metabolismo e a associagdo com caracteristicas de importancia econdmica em suinos

(Ensembl (http://www.ensembl.org/Sus_scrofa), Gene Ontology (GO)-

http://www.geneontology.org e literatura pesquisada), juntamente com sua localizacdo
sob ou proximos a QTL associados a caracteristicas de qualidade de carne e
desempenho no SSCI1 (Figura 1) e caracteristicas de corte de carcaca e qualidade de
carne no SSC2 (Figura 2); mapeados previamente em uma populacdo F2 formada a
partir do cruzamento de machos Piau e fémeas da linha comercial (Landrace X Large
White X Pietrain). As figuras 1 e 2 sdo a representacdo gafica dos cromossomos 1 e 2

respectivamente, feitas no programa MAPCHAT (http://mapchat.ca/) a partir dos mapas

de ligacdo construidos pelo programa CRIMAP em cM para populacdo F2 e os genes
mapeados in  silico com a localizacgdo em pares de base (pb)
(http://www.ensembl.org/Sus_scrofa). Maiores detalhes sobre a populacio F2 foram
descritos por Band et al. (2005), Faria et al. (2006), Paixao et al. (2008 a, b), Silva et al.
(2008).

No presente estudo, a comparacdo do nivel de expressdo foi feita nos genes
calpaina 3 (CAPN3), coldgeno tipo IX alfa 1 (COL9A), coldgeno tipo XII alfa 1
(COL10A1), receptor eritropoetina (EPOR), fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 2 (IGF2), diferenciacdo miogénica (MYOD1) , miosina VI (MYO6) e

Tenascina C (TNC), uma vez que os demais genes apresentados nas Figuras 1 e 2, ja
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foram

investigacdo no LABTEC.
cM pb

55,0 SW781

60,0 IC4nf(IDA)

62,0 IC-inf(PTOT)

65.0 IC4inf(PCOZ) A

68.0 IDA 410 TADN

710 SW2035 PTOT 52,0 COL9A1

: PCOZ

75,0 IC-sup(PTOT-PCOZ-IDA) 750 ——— sw781

80,0 0113 85,0 ~_|~ COL10AT

84,0 SWR982 87.0 — T~ ME1

85.0 IC-inf(GPD) 940 -1 MYOs

93,0 GPD 1000 ATP5AT

95,0 ICnf(CR) 1120 =~ TPMt

102,0 CR '

105,0 IC-sup(GPD) 128,0 FGF7

120,0 IC-sup(CR) S0112 135,0 CAPN3
145,0 IGF1R
167,0 MC4R
185,0 —— S0113
227,0 ——— RLN
231,0 —|" T~ SWR982
2470 TPM2
268,0 ——— TNC
275.0 ——— S0112
282,0 —— AK1

estudados (Serdo et al.,, 2010; Sollero, 2010) ou estdo atualmente sob

Figura 1 — Representacao gréfica dos QTL (barra vertical escura) para PTOT (perda total de peso na

carne), PCOZ (perda de peso por cozimento), IDA (idade ao abate), CR (consumo de ragdo),

GPD (ganho de peso didrio) mapeados no SSC1; seus intervalos de confianca (linha vertical

pontilhada) e os marcadores que os delimitam em centiMorgan - cM que sdo interligados

com suas respectivas posicdes no mapa em pares de base - pb(linhas perpendiculares). Genes

candidatos a influenciar caracteristicas de importancia econdmica em suinos, também estdo

representados: COL9A1 (coldageno, tipo IX, alfa 1), COL10A1 (coldgeno, tipo X, alfa 1),

MEI (enzima madlica 1), ATP5A1 (ATP sintase, transportador de H+, complexo

mitocondrial F1, subunidade alfa 1, musculo cardiaco), TPM1 (tropomiosina 1), FGF7

(fibroblasto fator de crescimento 7), CAPN3 (calpaina 3), IGF1R (receptor de crescimento

semelhante a insulina), MC4R (receptor de melanocortina 4), RLN (precusor de prorelaxina),

TPM2 (tropomiosina beta 2) e AK1 (adenilatoquinase 1).
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120,0 IC-sup(pH45) TTID
S0036

150,0 ——— S0036

Figura 2 — Representagao gréafica dos QTL (barra vertical escura) para PL (peso de lombo), AOL (4drea de
olho de lombo), PROFLOMB (profundidade de olho de lombo) e pH 45 (pH45 minutos post
mortem) mapeados no SSC2; seus intervalos de confianga (linha vertical pontilhada) e os
marcadores que os delimitam em centiMorgan - cM que sdo interligados com suas
respectivas posi¢des (linhas perpendiculares) no mapa em pares de base - pb. Genes
candidatos a influenciar caracateristicas de importincia econdmica em suinos, também estao
representados: PYGM (fosforila e glicogénio muscular), IGF2 (fator de crescimento
semelhante a insulina 2), CAPNI (calpaina 1), RTN3 (reticulona 3), LDHA (lactato
desidrogenase A) MYODI (diferenciagdo miogénica 1), ADM (adrenomedulina), EPOR
(receptor de eritropoietina), LDLR (receptor de lipoproteina de baixa densidade), CKMT2

(creatina quinase mitocondrial 2), CAST (calpastatina) e TTID (miotilina).

Os primers utilizados para amplificacdo dos genes foram desenhados por meio do

programa  PrimerQuest  (http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/primerQuest)

fornecido pela Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville, IA) a partir de sequéncias
de nucleotideos obtidas do banco de dados do GeneBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os primers utilizados estao apresentados na tabela 1.
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Tabela 1- Sequéncia de nucleotideos dos primers (5°- 3”) para Sus scrofa, nimero de
acesso no GeneBank

GENES' SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS” ACESSO
ACTB F: CAACTTTGCAACAGCGGAC AY550071
R: GAGTGTTCCTCGGGCTTTAG
CAPN3 F: AGTACGTCATTGTGCCCTCCACTT NM_214171
R: TGGCCGATCCACGGAGATTGTATT
COL9A1 F:AGCCAGTGGAGAAGAAACCTGGAA NM_001927036.2
R: TTCTTCCCACACTCCAAGAGCCAT
COLI10A1 F:ACTGTTGTCCACCTACCGAGCATT R: NM_001009193.1
AGTACTTGGCCCTTGAGGTTCACT
EPOR F: ACCCTTATGAGAACAGCCTTG NM_214292.1
R: CTGGATAAATGTTGGGCTTGG
IGF2 F: TCCCCATGTCAGGCTAGTC NM_213883.2
R: GGAGATACAGACCAAGCCAAT
MYODI1 F: CAACTTTGCAACAGCGGAC NM_001002824.1
R: GAGTGTTCCTCGGGCTTTAG
MYO 6 F:AAGGAGGAGGAATCCCAACAGCAA NM_214021.1
R: ATCACTGATGAGCTCGGCTTCACT
TNC F-TGAGGGCCAGTTTGACACCTTCAT NM_214230.1

R: GCCATACCGCTTCTTGTTCGCAAT

IACTB-B-actina, CAPN3-calpaina 3, ,COL12A1-coldgeno tipo XII a 1, , COL15A1-colageno tipo XV
al,, EPOR- receptor eritropoetina, , IGF2- fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2, MyoD]1-
diferenciacio miogénica , Myo 6 — miosina VI e TNC — Tenascina C*F=Forward e R:Reverse

Teste de eficiéncia e RT-qPCR
A eficiéncia de amplificac@o de cada gene foi calculada por meio da construcdo de

curva de diluicdo em série de cDNA nas concentragdes de 10, 100, 200 e 400 ng e de
primer de 100, 200 e 400 ng por reacdo. A partir dos dados obtidos, um grafico de Ct
(threshold cycle) versus o logjy da quantidade de cDNA utilizada na reacdo foi
construido e a regressdo linear para determinagcdo do coeficiente angular da reta para
determinar a eficiéncia de amplificacdo seguiu a equacdo desenvolvida por Pfaffl

(2001):

-1
E = (1|:|z'nc!ingrzo da ?"Eltﬂ:] —1

As reacOes de RT-qPCR foram efetuadas em termociclador ABI Prism 7300
Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando
GoTaq® qPCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, EUA) e as condi¢des de
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amplificagdo para todos os sistemas foram: 95°C durante 2 minutos; 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos; e extensdo a 60°C durante 60 segundos. Nos
testes de eficiéncia ao final dos 40 ciclos de amplificacdo, um passo adicional com
elevacdo gradual de temperatura de 60°C a 95°C foi utilizado para obtencdo da curva de
dissociagdo.

A amplificacdo dos genes alvo e da referéncia (B-actina) foi realizada em
diferentes posi¢oes e em duplicatas técnica na mesma placa de reagdo. A quantidade do
gene alvo, normalizada para a B-actina, foi calculada pela férmula pAct (Pfaffl, 2001;

Livak & Schimittgen, 2001).

Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3
(raga) x 4 (peso de abate), com trés repeti¢des por tratamento (peso ao ababte).

Os dados de RT-qgPCR foram analisados utilizando modelo misto. O efeito da
gordura intramuscular (GIM) foi usado como covaridvel, uma vez que niveis superiores
de GIM (P<0,05) foram observados para suinos da raca Piau e Cruzados aos 120 kg de
peso ao abate (Serdo et al., 2010). Caso o efeito da covaridvel ndo fosse significativo, a

mesma era retirada do modelo para as andlises subsequentes.

Vijr = PRG + Ay T D T+ by [Ei;': - E_) + b, (_E:'_;u'! - E_): T e

Em que: ¥, ; € o nivel de expressdo mensurado no gene k no animal 1 da raga j no
peso i, PRG;; € o efeito da interag@o entre o peso i, raga j € gene k; Ag;;7,€ o efeito
aleatorio do animal 1 dentro da interagdo entre o peso i e araga j, Ag; an N(O,GZA); D
€ o efeito aleatorio amostra-especifico (comum aos dois genes), D, ;. ~ N(O,cszD); Gy €
o contetddo de gordura intramuscular do animal 1 da raga j no peso i, sendo & o contetido
de gordura intramuscular médio e b; e by, respectivamente, os coeficientes de regressao
linear e quadratico; ejj € o termo de erro aleatdrio, &, ez ~ N(O, 02e ). A significancia
das estimativas dos contrastes, grupo genético versus peso de abate foi avaliada
mediante o teste t de Student.

As andlises estatisticas foram realizada utilizando a macro QPCR_MIXED

desenvolvido em SAS (v. 9.2), elaborada para gerar comandos do SAS PROC MIXED
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proprios para analisar dados de RT-qPCR, assumindo efeitos aleatdrios independentes

para gene referéncia e genes alvos (Steibel et al., 2009) .

Resultados

Com excecdo dos genes: TNC que ndo amplificou e o MYO6 que apresentou
eficiéncia negativa para todas as concentragdes de primer e cDNA testadas, nas demais
reacoes, a eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e do gene referéncia foram
aproximadamente iguais, com tolerancia de 10% de variagdo em relagdo ao controle
enddgeno, tal como descrito por Livak & Schmittgen (2001). As concentragdes de
oligonucleotideos iniciadores e de cDNA utilizados nas reacdes de amplificagdo sao

apresentadas na tabela 3.

Tabela 3-Concentracdo de primer, cDNA e eficiéncia da reacdo (E) para os genes

analisados.

Gene Primer (nM) c¢DNA (ng/reacio) E (%)
ACTB 200 100 100,00
CAPN3 200 10 91,14
COL12A1 200 100 100,00
COLI15A1 200 100 96,26
EPOR 200 100 100,00
IGF2 100 100 89.98
MYODI1 200 100 89,94

" ACTB-B-actina, CAPN3-calpaina 3, COL9A1-coldgeno tipo IX a 1, COLI10Al-coldgeno tipo X al,
EPOR- receptor eritropoetina, IGF2- fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2, MyoDI1-
diferenciagdo miogénica.

Foi observada entre os grupos genéticos variacdo no nivel de expressdao dos genes
CAPN3, COL12A1 e COL15A1 selecionados sob ou proximos aos QTL previamente
descrito para PTOT (perda total de peso na carne), PCOZ (perda de peso por
cozimento), IDA (idade ao abate), CR (conversdao alimentar) e GPD (ganho de peso
didrio) no SSC1, e para os genes EPOR, MYOD1 e IGF2 selecionados sob ou préximos
aos QTL para PL (peso de lombo), AOL (4area de olho de lombo), PROFLOMB
(profundidade de olho de lombo) e pH 45 (pH45 minutos post mortem) no SSC2.

A expressdao do gene calpaina 3 (CAPN3) no presente estudo foi 2,99 (P<0,01)
vezes maior nos animais comerciais aos 30 Kg de peso ao abate do que nos animais

cruzados. J4 nos animais Piau também aos 30 Kg de peso ao abate, a expressdo do gene
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CAPN3 foi 4,69 (P<0,001) vezes maior nestes animais do que nos animais cruzados

(Figura 3).
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Figura 3- Comparagdo da expressdo relativa do gene CAPN3 (calpaina 3) entre os grupos genéticos
comercial-cruzados; comercial-Piau e cruzados-Piau nas diferentes idades de abates (30, 60, 90
e 120 Kg). O * indica o grupo que apresentou diferenga significativa ao nivel de 5% de

probabilidade.

No presente trabalho, o gene coldgeno tipo IX a-1 (COL9A1) foi 5,07 (P<0,01),
3,41 (P<0,05) e 5,43 (P<0,01) vezes mais expresso nos animais Piau do que nos animais
comerciais nos pesos de abate 30, 60 e 90 Kg, respectivamente. Sendo também mais
expresso em Piau, no contraste cruzados-Piau, com valores de 5,97 (P<0,01) e 7,22
(P<0,01) vezes nos pesos 30, 90 Kg, respectivamente. J4 no peso de abate de 120 Kg
observou-se a maior expressao do COL9AI nos animais cruzados do que em animais

Piau 4,77 (P<0,01) vezes (Figura 4).
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Figura 4- Comparacdo da expressdo relativa do gene COL9AI1 (coldgeno tipo IX a-1) entre o grupo
genético comercial-cruzados; comercial-Piau e cruzados-Piau nas diferentes idades de abates
(30, 60,90 e 120 Kg). O * indica o grupo que apresentou diferenca significativa ao nivel de 5%
de probabilidade.

A expressio do COL10A1 (coldgeno tipo X a-1) que foi maior nos animais
cruzados do que nos animais comerciais (7,88 vezes no peso de abate de 30Kg e 6 vezes
no peso de abate de 60 Kg) (Figura 5). Nos animais Piau a expressdo foi 7,88 vezes
(P<0,01) e 5,79 (P<0,05) vezes maior do que nos animais comerciais nos pesos de abate

de 30Kg e 90 Kg, respectivamente.
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Figura 5- Comparagdo da expressdo relativa do gene COL10A1 (coldgeno tipo X a-1)entre o grupo
genético comercial-cruzados; comercial-Piau e cruzados-Piau nas diferentes idades de abates
(30,60, 90 e 120 Kg). O * indica o grupo que apresentou diferenca significativa ao nivel de 5%
de probabilidade.

A expressdao do gene receptor eritropoetina (EPOR) foi trés vezes (P<0,01) maior
nos animais cruzados do que em animais comerciais no peso de abate de 120 Kg. Foi
3,92 (P<0,01) e 5,89 (P<0,001) vezes mais expresso em cruzados do que em animais
Piau nos pesos de abate de 60 e 120 Kg, respectivamente. E nos animais comerciais
expressaram 2,79 (P<0,01) e 2,66 (P<0,05) vezes mais do que os animais Piau nos

pesos de abate 30 Kg e 60 Kg, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6- Comparacdo da expressdo relativa do gene EPOR (receptor de eritropoetina) entre o grupo
genético comercial-cruzados; comercial-Piau e cruzados-Piau nas diferentes idades de abates
(30 60, 90 e 120 Kg). O * indica o grupo que apresentou diferenca significativa ao nivel de 5%
de probabilidade.
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No contraste animais comerciais versus cruzados, a expressao do MyoDI foi
25,55 (P<0,001), 7,05 (P<0,01) e 13,54 (P<0,01) vezes maior nos animais cruzados do
que nos animais comerciais nos pesos de abate de 30, 60 e 120 Kg, respectivamente.
Apresentou-se 15,04 (P<0,01) vezes mais expresso em Piau do que nos animais
comerciais no peso de abate de 30 Kg. E a expressdo do gene MyoDI1nos animais
cruzados no peso de abate de 120 Kg foi 12,19 (P<0,01) vezes maior do que em animais

Piau. (Figura 7).
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Figura 7- Comparacdo da expressdo relativa do gene MyoD1 (diferenciacio miogénica) entre o grupo
genético comercial-cruzados; comercial-Piau e cruzados-Piau nas diferentes idades de abates
(30, 60, 90 e 120 Kg). O * indica o grupo que apresentou diferenca significativa ao nivel de
5% de probabilidade.

Observou-se a expressdo do gene do IGF2 6,44 (P<0,05) maior nos animais
comerciais do que nos animais Piau no peso de abate de 60 Kg (Figura 8). Para o gene
IGF2 também se observou no presente trabalho, o efeito quadrético significativo da co-
varidvel gordura intramuscular (P< 0,001) e de acordo com as estimativas dos
coeficientes de regressdo, b;=-6,6239 (P=0,0115) e b,=2,3723 (P=0,0023), nota-se que a
expressao do IGF2 é minima para o valores de gordura intramuscular em torno de

1,3960% na carne fresca.
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Figura 8- Comparagdo da expressdo relativa do gene IGF2 (fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 2) entre o grupo genético comercial-cruzados; comercial-Piau e cruzados-Piau nas
diferentes idades de abates (30, 60, 90 e 120 Kg). O * indica o grupo que apresentou diferenca

significativa ao nivel de 5% de probabilidade.

Discussao

A estratégia de utilizacdo de grupos genéticos divergentes pode ser usada para
estudos de genes candidatos, uma vez que aumenta a chance de se encontrar variacao
alélica do gene entre os grupos. Suinos Piau, tipo banha e suinos da linha comercial,
tipo carne utilizados no presente trabalho mostram-se divergentes em relacdo a
deposi¢ao de tecido adiposo na carcaga.

No SSC1 encontra-se o gene calpaina 3 expresso quase que exclusivamente nos
musculos esqueléticos (Sorimachi et al. 1989). As calpainas sdo uma familia de enzimas
proteoliticas neutras (calpaina 1, m-calpaina e p94, também conhecidas como calpaina 1,
2 e 3, respectivamente), que se caracteriza pela sua atividade proteolitica sendo
dependente da concentracdo de Ca** (Dayton, 1982). Sendo uma enzima proteolitica, a
CAPN3 tem papel importante na integridade das células musculares e na retencdo da
dgua na carne uma vez que esta se liga a proteinas, assim apesar da degradacdo de
proteinas ser um processo natural que acontece na carne post mortem, maiores
expressoes do gene CAPN3 poderiam amentar e acelerar essa degradacdo das proteinas,
0 que resultaria em maior perda de 4gua na carne e consequentemente também maior
maciez da carne. As enzimas proteoliticas provocam algumas alteracdes no tecido
muscular que causam uma diminui¢do da rigidez e aumento gradativo da maciez da

carne, importante carateristica do ponto de vista econdmico; existindo evidéncias de que
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as calapinas sdo responsaveis por 90% ou mais do processo de tenderizagaoda carne no
post mortem (Goll et al., 2003)

Segundo, Huff-Lonergan & Lonergan (2005) menores niveis de calpaina post
mortem por meio do aumento da expressio do gene da calpastatina reduzem a
degradacao de proteina e com isso reduz a formacgdo de canais de gotejamento na carne.
Melody et al. (2004); Zhang et al. (2006); Scheffler & Gerrard (2007) t€ém demonstrado
que a degradacao protéica tem papel importante na perda de 4gua na carne post mortem.
Segundo Amstrong (1990), aumento nas concentracdes de Ca** nas fibras musculares
post mortem é uma fonte de ativacdo de proteases cédlcio dependentes, de fosfatases e de
fosfolipases, como o sistema calpaina que influencia a perda de dgua por gotejamento
na carne. Lobiois et al. (2008) encontraram a expressao diferencial do gene CAPN3 em
suinos provenientes do cruzamento de animais de linha comercial pela técnica de
microarranjo.

No presente estudo um alto nivel de expressdo de calpaina foi encontrado na ragca
Piau, contudo os QTL previamente identificados para a perda total (efeito
aditivo=0,812) e perda de cozimento (efeito aditivo=0,723) foram associados aos alelos
vindos da linha comercial. Contudo, a contribuicdo da atividade das calpainas na
determinac¢do da capacidade de retencao de dgua no processo de conversao do musculo
para carne é complexa e dinamica (McBryan et al., 2010) e maiores estudos nos genes
da familia das calpainas sdo necessarios.

Sob os QTL para perda total e perda por cozimento no SSCI, estdo os genes
codificadores de coldgeno, de acordo com os dados do GO, o coldgeno é um
componente da matriz extracelular que tem como funcdo a adesdo celular; assim
maiores ou menores adesdes entre as células ou entre as células e a matriz extracelular
poderiam estar associadas com perda de 4gua na carne, corroborando com essa
suposicdo McBryan et al. (2010) correlacionaram o aumento da expressdo do gene
COL1A1 (coldgeno tipo 1 a-1) e o decréscimo da expressdo do gene calpastatina com
aumento de perdas por gotejamento na carne em suinos Large White. Ponsuksili et al.
(2008) encontraram correlacdo positiva da expressao do gene COL1A1 (coldgeno tipo 1
a-1) com perda por gotejamento em uma populacido formada por animais F2 Pietrain e
Duroc. No presente trabalho, os genes COL9A1 e COL10A1 foram diferentemente
expressos nos animais cruzados e Piau, sendo que os animais Piau apresentaram perda
de peso total na carne (perda por cozimento + perda por gotejamento) 10,8% menor que

os animais da linha comercial (Benevenudo Junior et al. 2001).
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Virios estudos demonstrarem que as propriedades do coldgeno como: tamanho
da fibra, tipo genético, conteudo total e solubilidade estdo intimamente relacionados
com a textura da carne (Bailey, 1985). Segundo, Lawrie (2005), grande parte da
varia¢do no contetudo de tecido conectivo se deve ao efeito genético; assim, a diferenca
de expressdao de genes codificadores de coldgeno na raga Piau e cruzados; assim como
da CAPN3 poderiam continuar sendo avaliadas em estudos futuros, com o propdsito de
investigar e melhor entender a correlacdo da expressao de desses genes com maciez da
carne e perda de dgua na carne.

De acordo com os dados do GO, o gene EPOR é um membro da familia de
receptores de citocina, que sdo proteinas que regulam as fungdes celulares. Apds a
vinculagdo com eritropoetina, o receptor de eritropoietina ativa a tirosina quinase Jak2
que ativa diferentes vias intracelulares, como por exemplo, fatores de transcricao
(STATSA) in vivo; essas informagdes ndo poderiam explicar diretamente a influéncia
do gene EPOR nos QTL para pH45 ou nos QTL para corte de carcaga, ambos
associados aos alelos da linha comercial, mapeados no SSC2. Contudo, Wimmers et al.
(2007) encontraram apOs andlises de expressdao (Microarranjo, RT-qPCR) e de
polimorfismo, o gene EPOR como candidato a influenciar pH 24 horas post mortem
(P<0,003) e perda por cozimento em Longissumus dorsi em suinos cruzados Duroc e
Pietrain. Assim maiores estudos nesse gene, diferencialmente expresso em animais
comerciais e cruzados, poderdo ser feitos nos grupos genéticos do presente trabalho,
com intuito de encontrar variantes alélicas associadas a pH post mortem; uma vez que
essa caracteristica € de suma importancia para qualidade da carne suina, pois animais
que tem grau de acidez menor t€ém menor desnaturacdo protéica, consequentemente
menor perda de dgua na carne.

Alguns genes ja foram identificados como responsaveis pela diferenciacdo e pelo
nimero das fibras musculares: MyoD1, myf-5 e miogenina, e outros, no processo de
hipertrofia, como GH (hormonio de crescimento), IGF, myf-6, Calpaina e Calpastatina
(Lodish et al., 1995; te PAS et al., 1999a). QTL para PL, AOL e PROLOMB associados
aos alelos da linha comercial foram encontrados na regido dos genes IGF2 e MyoD1 no
SSC2.

O IGF2 estd envolvido em processos de proliferacdo e diferenciacao de células
satélites (Florini et al., 1991; Oksbjerg et al., 2004); células responsaveis pelo
crescimento muscular pds-natal. Segundo, Van Laere et al. (2003), a mutacdo causada

por uma substituicdo no intron 3 neste gene (IGF2-intron3-G3072A) estaria associada a
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maiores desenvolvimento muscular em suinos e teve sua frequéncia aumentada
acidentalmente na selecdo de animais para desempenho e producdo de carne magra,
estando ausente nas populacdes de Meishan e suinos selvagens. Gardan et al. (2008)
também observaram em musculo esquelético o aumento na expressiao do gene IGF2
(P<0,01) em suinos que possuiam essa mutacdo em relacdo aos animais que ndo a
possuiam. Observou-se no presente trabalho a expressdo significativa do gene 1GF2
somente nos animais comerciais no peso de abate de 60 Kg; animais selecionados para
desempenho.

Os genes da familia MyoD (myo-DI, myf-5, miogenina e myf-6 ou mfr-4)
também, estdo envolvidos no desenvolvimento muscular dos mamiferos, possuindo
estrutura semelhante e parecem ser capazes de se substituirem com um certo grau de
eficiéncia. Contudo, no presente trabalho maiores nivel de expressdo do gene MyoD1
foram encontrados nos animais cruzados em diferentes pesos de abate e em animais
Piau, com menor desenvolvimento muscular que animais comercial, na idade de abate
de 30 Kg. Verne et al. (2007) encontraram diferentes influéncias entre polimorfismos
no gene do MyoD1 com gordura intramuscular, no gene da miogenina com espessura de
toucinho, no gene Myf5 com gordura intramuscular e conteido de carne magra.

Wyszyiiska-Koko et al. (2006), encontraram SNP no myf-6 associados a maiores
peso de lombo e pernil em linha comercial de siunos. Hui-Liang et al. (2006)
encontraram polimorfismos no gene da miogenina asociados com peso ao nascimento e
espesura de toucinho. Schierholt (2005) ndo encontraram polimorfismo no gene
miogenina entre suinos Piau e fémeas comerciais (Landrace X Large white X Pietrain)
associados com carcateristicas de interesse econdomico. Carmo et al. (2005) encontrou
variantes alélicas do gene myf-5 (P<0,05) na populacdo F2 (Piau X linha comercial)
onde foram mapeados os QTL apresentados no presente trabalho, associada a perda por
gotejamento, perda por cozimento e perda total. Knoll et al. (1997), estudando suinos
das racas Landrace, Large White, Duroc e Pietran, descreveram polimorfismos de
restri¢ao para a enzima Ddel no gene MyoDI correlacionados com producao da carne.
Assim, para se ter uma real dimensdo dos efeitos dos genes que atuam sobre o
desenvolvimento muscular, devem ser estudadas também as interacdes entre suas
variantes alélicas.

A identificagdo de genes com variagdo no nivel de expressdao associado a QTL
nao necessariamente irdo identificar os genes que controlam a caracteristica, mas

provem maiores informacdes a cerca da gendmica envolvida no desenvolvimento de
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caracteristicas quantitativas, que envolve a maioria das caracteristicas de importancia
econOmica na producdo animal, gerando informagdo adicional aos programas de
melhoramento, aumentando sua acuracia, seu direcionamento e sua velocidade de

implementacao.

Conclusao

Diante das evidéncias experimentais associando os genes CAPN3, COL12Al,
COL15A1, MyoDl1, IGF2 e EPOR diferentemente expressos entre os grupos genéticos
Piau, comercial e cruzados, com caracteristicas de suma importancia econdmica na
producdo de suinos; todos esses genes podem ser considerados promissores para
futuras anélise, com o intuito de seqiiencia-los e procurar por mutacdo causal associada
a essas caracteristicas. Encontrando-se nas ragas naturalizadas um campo de

variabilidade a ser explorado.
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CAPITULO IV

Avaliacao de marcadores microssatélites para testes de paternidade e

rastreabilidade em suinos

RESUMO - Nos tltimos anos, com a busca por uma maior eficiéncia e qualidade
na producdo animal, tem crescido o interesse pelo uso de marcadores moleculares tanto
na selecdo de reprodutores, como no auxilio para identificacdo de paternidade e
rastreabilidade animal. Objetivou-se com este trabalho avaliar um painel de marcadores
microssételites eficiente para ser empregado em testes de paternidade e rastreabilidade
em suinos. Para tanto, uma populacdo composta por uma progénie de 130 animais
gerados a partir do cruzamento de 32 animais parentais de diferentes racas foi
genotipada para 28 marcadores microssatélites e foram estimados o conteido de
informagdo polimorfica (PIC), a probabilidade de dois animais ndo aparentados
apresentarem o mesmo genétipo (PI) e as probabilidades de exclusdo de paternidade
combinada para as situagdes em que somente o gendtipo de um dos pais era conhecido
(Py) e para a situagdo em que os gendtipos da mae e do pai estavam disponiveis (P»).
Para formar um painel com o menor nimero de marcadores eficientes para serem
empregados em testes de paternidade e rastreabilidade em suinos, os marcadores que
apresentaram individualmente as maiores P; foram sendo adicionados ao painel até que
em conjunto atingissem uma P;>99,99%. O conjunto de 28 marcadores microssatélites
avaliados apresentaram P; e P, superiores a 99,99% e PI igual a 0,74 e 4,25 x 10, 0
painel com o menor nimero de marcadores atingiu P;>99,99%, PI de 3,67 x 10" e foi
composto por 15 microssatélites. Os resultados apresentados no presente trabalho
sugerem que o painel formado por 15 marcadores microssatelites foi altamente
informativo e pode ser considerado adequado para andlises de paternidade e de
rastreabilidade em suinos.

Palavras—chave: exclusao de paternidade, Piau, identificagdo animal
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Evaluation of microsatellites markers for paternity and traceability analyses in

pigs

ABSTRATC - In recent years, due the search for greater efficiency and higher
quality in animal production, it has been observed a growing interest in the use of
molecular markers in animal selection and as well for paternity identification and
animal traceability. The goal of the current study was to form an efficient panel of
microsssetellites to be employed in paternity testing and traceability in pigs. In order to
reach the objective, a population composed of 130 offspring generated crossing 32
parental animals of different breed were genotyped with 28 microsatellite markers and
were estimated the polymorphic information content (PIC), the probability of two
unrelated animals presented the same genotype for all markers (PI) and combined
exclusion probability of paternity for the situations where only the genotype of one
parent was known (P1) and when the genotypes of both parents were available (P2). To
form a panel with the lowest number of effective markers to be used in paternity testing
and traceability in pigs, the markers that showed the greatest individual P1 were added
to the panel till they reach together a P1>99.99%. The set composed of all 28
microsatellite evaluated showed P1 and P2 higher than 99.99% and PI equal 4.25 x 10-
30. The panel with the smallest number of markers that reached P1>99.99%, PI of 3.67
x 10-19 and was composed of 15 microsatellites. The results presented in this study
suggest that the panel of 15 microsatellites was highly informative and can be
considered suitable for paternity analysis and traceability in pigs.

Keywords: paternity exclusion, Piau, animal identification.
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Introducao

Os testes de parternidade t€ém como objetivo estudar a existéncia de relagdo entre
os animais avaliados, pois a metade do material genético de um individuo € transmitida
aos seus descendentes. Com o rapido desenvolvimento de técnicas moleculares e com a
busca por maior eficiéncia e qualidade na produ¢do animal, tem crescido o interesse
pelo uso de marcadores moleculares tanto na selecdo de reprodutores, como no auxilio
para identificacdo de paternidade e na rastreabilidade animal.

Por meio dos testes de DNA € possivel eliminar erros nos registros de pedigree,
aumentando a acuricia na predi¢cao do valor genético de um individuo, assegurando o
sucesso dos programas de melhoramento, uma vez que inimeros estudos tém mostrado
que os erros de pedigree reduzem o ganho genético (Van vleck, 1970; Ron et al., 1996;
Carneiro et al., 1999; Israel & Weller, 2000; Banos et al., 2001; Sanders et al., 2006) e
consequentemente diminuem os ganhos econdomicos.

Além disso, por meio de marcadores genéticos € possivel rastrear a origem de um
animal ou produto animal nas vdrias etapas da cadeia produtiva, desde a granja até o
produto final. A falta de confianga dos consumidores, em particular em relacdo aos
alimentos de origem animal, deve-se a vérias razdes, incluindo a segurancga alimentar e
alteracdes socio-econdmicas (Dalvit et al., 2007). Sem divida, a rastreabilidade
correspondera a exigéncia dos consumidores em relacio a alimentos seguros e com alta
qualidade.

Diferentes tipos de marcadores estdo disponiveis para andlises de identificacdo
animal e verificacdo de dados de pedigree. Os marcadores microssatelites t€ém sido um
dos marcadores mais utilizados nessas andlises, pois sdo marcadores co-dominantes,

abundantes no genoma e altamente polimoérficos. Além disso, os primers flanqueadores
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dos locos de microssatélites podem ser obtidos através da consulta a banco de dados on

line (http://www.animalgenome.org/ e www.isag.org), o que confere simplicidade na

escolha dos locos a serem utilizados para verificagdao de paternidade.
O principal propésito da realizacdo do presente trabalho foi formar um painel de
marcadores microssatelites eficiente para ser empregado em testes de paternidade e

rastreabilidade em suinos.

Material e Métodos

Uma populacdo composta por 176 animais foi genotipada para 28 marcadores
microssatélites. Tal populagao foi composta: por uma progénie de 62 animais gerados a
partir do cruzamento de 2 machos da raca Piau com 18 fémeas cruzadas (LandraceX
Large WhiteX Pietrain), uma progénie de 24 animais gerados a partir do cruzamento de
4 machos com 6 fémeas da raca Piau, uma progénie de 25 animais gerados a partir do
cruzamento de 3 machos e 5 fémeas de linha comercial da TOPIGS, uma progénie de
14 animais gerados a partir do cruzamento de 3 machos e 3 fémeas cruzadas
(LandraceX Large WhiteX Pietrain) e uma progénie de 5 animais gerados a partir do
cruzamento animais DUROC. A extra¢do, manipulacdo e subsequente andlise do DNA
genomico foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia animal (LABTEC) do
Departamento de Zootecnia da UFV. O DNA gendmico foi extraido de amostras de
sangue coletado imediatamente apds o abate utilizando-se o método de extracdo por
precipitacdo com sal (Miller et al., 1988), ou por meio de amostras de pélo ou tecido da
cauda (no caso de leitdes) utilizando tampao de extragdo contendo: Tris HCL pH 8.0 1
M, EDTA 0,5 M, NACL 5 M, SDS 1% e RNAse A (10 pg/uL).

A escolha dos primers de microssatélites a serem avaliados foi baseada na

disponibilidade e informatividade dos marcadores, doados pelo coordenador do U.S. Pig
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Genome (USDA-Cooperative State Research, Education, and Extension Service
through National Research Support) e usados previamente em estudos de mapeamento
genomico concluidos no LABTEC. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando
termocicladores MJ Research PTC 100-96°com Master Mix Gotaq® Green Master
(Promega Corporation, Madison, EUA) e cada 12 uL de reagdo possuiu 25ng de DNA
genodmico.

Os seguintes microssatélites foram usados: SW2035, S0112, SW2443, SW240,
SW395, S0036, S0002, SW58, SJ024, SW1987, SW1057, S0003, S0228, S0064,
S0212, S0017, SW21, SW830, S0071, S0106, SW344, SW857, SW936, SW2517,
SW2427, S0120, SW980 e S0218. As sequéncias dos primers desses marcadores podem
ser acessadas em USDA MARC Map

(http://www.marc.usda.gov/genome/swine/swine.html).

Os fragmentos amplificados foram analisados em eletroforese capilar no ABI
3100 Genetic Analyzer da Applied Biosystem'" , utilizando o software Genescan® e
GeneMapper (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) no Laboratério de
Gendmica, Bioagro-UFV. A probabilidade de exclusao de paternidade de cada
microssatélite e posteriormente, as probabilidades de exclusdo combinada de todos os
marcadoress: Pj(somente o gendétipo de um dos pais € conhecido) e P, (o genétipo do
pai e da mae sdo conhecidos); a PI (probabilidade de dois individuos nao aparentados
apresentarem o mesmo genétipo) e o conteido de informacdo polimérfica (PIC) usado
para quantificar a informatividade dos marcadores (Bolstein et al., 1980) foram
estimadas baseado nas freqiiéncias alélicas obtidas por meio do Programa CERVUS
(Kalinowski et al., 2007).

Para formar um painel com o menor nimero de marcadores eficientes para serem

empregados em testes de paternidade e rastreabilidade em suinos, os marcadores que
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apresentaram individualmente as maiores P; foram sendo adicionados ao painel até que

em conjunto atingissem uma P;>99,99%.

Resultados e Discussao

O grau de informatividade de um marcador pode ser relacionado com o valor de
PIC, P;, P, e PI que sdo diretamente influenciados pelo nimero de alelos e suas
respectivas freqiiéncias na populagdo alvo. Os 28 marcadores avaliados neste estudo
(Tabela 1) apresentaram em média 7 alelos por loco, variando de trés (S0218) a 11
(SW1987, SW2517 e S0212). A P; individual variou de 0,25 (SW2427) a 0,62
(SW1987) e a P, variou de 0,30 (S0218) a 0,77 (SW1987). Conforme mostrado por
Jamieson & Taylor (1997), o aumento no niimero de alelos de um marcador tende a
aumentar a probabilidade de exclusdo de paternidade. Essa caracteristica € um dos
grandes diferenciais dos microssatélites em comparacdo aos marcadores SNPs que sdao
em geral bialélicos. Dependendo do numero de alelos do microssatélite serdo
necessdarios varios marcadores SNPs para se obter a mesma probabilidade de exclusdo

de um unico microssatélite.
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Tabela 1 - Nudmero de animais genotipados e de alelos por locos; conteido de
informagdo polimorfica (PIC); probabilidade de exclusdo de paternidade
para os casos em que o gendétipo de apenas um dos pais € conhecido (P,);
probabilidade de exclusdo de paternidade quando o genétipo de ambos os
pais € conhecido (P;) e probabilidade de dois indiviuos ndo aparentados
apresentarem o mesmo genotipo (PI)

Marcadores Animais Alelos PIC P1 P2 PI
*SW1987 175 11 0,87 0,62 0,77 0,02
*SW980 120 5 0,74 0,55 0,55 0,22
*SW2517 179 11 0,83 0,54 0,70 0,04
*S0106 172 7 0,83 0,50 0,69 0,04
*SW344 171 9 0,82 0,50 0,68 0,05
#$0212 186 11 0,81 0,50 0,67 0,05
*S0064 167 9 0.81 0,49 0,67 0,05
*SW1057 167 7 0,80 0,48 0,65 0,05
*S0002 178 7 0,79 0,46 0,64 0,06
*SW2443 178 6 0,79 0,46 0,63 0,06
*S0112 179 6 0,76 0,42 0,60 0,07
*SW240 173 7 0,76 0,42 0,60 0,07
*S0017 167 8 0,75 0,41 0,60 0,07
*SW2035 170 6 0,76 0,41 0,59 0,08
*SW395 178 7 0,76 0,41 0,59 0,08
S0003 172 6 0,74 0,39 0,57 0,08
S0228 171 5 0,74 0,38 0,56 0,09
SW857 60 5 0,74 0,38 0,56 0,09
S0218 137 3 0,44 0,36 0,30 0,31
SW936 170 5 0,71 0,35 0,53 0,10
SW58 164 6 0,70 0,34 0,53 0,10
SW21 173 6 0,71 0,34 0,52 0,11
SW830 171 5 0,70 0,33 0,51 0,11
S0036 170 4 0,68 0,30 0,48 0,12
S1024 170 6 0,66 0,29 0,48 0,13
S0071 170 6 0,65 0,29 0,47 0,13
S0120 170 9 0,63 0,28 0,45 0.15
SW2427 172 5 0,61 0,25 0,41 0,17
Probabilidade conjunta 0,9999  0,9999 425x 107

*Microssatélites que formam o painel com o menor nimero de marcadores que em conjunto apresentam
P1>99,99%.

O PIC médio observado foi de 0,73 ressaltando a informatividade destes
marcadores, ja que segundo Bolstein et al.(1980), um PIC maior que 0,5 caracteriza o

marcador como altamente polimérfico. Avaliando a probabilidade de exclusao destes
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marcadores foram observadas P, e P, superiores a 99,99%. Isso indica que o conjunto de
28 marcadores avaliados € eficiente para a verificagao ou identificacdo de paternidade.
Porém, um dos maiores limitantes do uso dos testes de paternidade por meio da anélise
de DNA nos programas de melhoramento € o custo da genotipagem. Portanto, a escolha
de marcadores mais informativos faz com que menos marcadores sejam necessarios, e
com isso, reduz o custo do teste.

Diante disto foi avaliado um painel com um nimero reduzido de marcadores
agrupando aqueles com as maiores P;. Observou-se que dos 28 marcadores do presente
estudo, foi possivel formar um painel reduzido com 15 marcadores, com P; e P,
superiores a 99,99%, esses resultados sugerem com um alto grau de confianca a
exclusdo de paternidade para qualquer cruzamento entre as ragas de suinos estudadas.

Para estes 15 marcadores foi observado uma média de 8 alelos por loco, variando
de cinco (SW980) a 11 (SW1987, SW2517 e S0212). A P, individual variou de 0,41
(SW2035, SW395 e S0017) a 0,62 (SW1987), a P, variou de 0,57 (S0017) a 0,77
(SW1987) e o PIC médio observado foi de 0,78. Excluindo o marcador com menor P;
dentre esses 15 marcadores, ainda sim € observado altos valores de exclusdo de
paternidade (P;= 99,98 % e P,=99, 99%).

Para formar o painel com o nimero reduzido de marcadores foram escolhidos os
marcadores que apresentaram maior P;, probabilidade de exclusdo quando somente o
gendtipo de um dos pais é conhecido. Isso se deve ao fato de que nos programas de
melhoramento atual, na maior parte das vezes somente o pai da progénie é genotipado.
Portanto, o alto valor observado para P; dos 15 marcadores do painel reduzido é
bastante interessante, uma vez, que este conjunto de marcadores tem se mostrado eficaz
na exclusdo da paternidade, além de possibilitar uma redu¢c@o com os gatos das anélises

moleculares por meio do uso de menos marcadores e por dispensar os custos adicionais
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com as genotipagens das maes, tornando os testes de paternidade mais atrativos para a
industria.

Valores altos de probabilidade de exclusdo em suinos também foram evidenciados
por Rohrer et al. (2007), que encontraram para um painel formado por 10 marcadores
(SW21, SW818, SW1370, SW1824, SWR1829, SW1891, SW1904, SW2156, SW2519
e SW2527 ), média de alelos de 10,6 por loco, painel variando de seis alelos (SW21) a
13 alelos (SW2156), PI1 de: 99,81% e P2 de 99,99% em populacio de suinos
comerciais (Duroc, Hampshire, Landrace e Yorkshire). Para o painel formado por 10
marcadores neste estudo (SW1987, SW980, SW2517, S0106, SW344, S0212, S0064,
S1057, S0002 e SW2443) encontrou-se P; 99,85%, e¢ P2 de 99, 99%. Schwarz et al.
(2005) recomendaram para teste de paternidade em uma linha comercial de suinos
Landrace o uso dos marcadores: S0097, S0105, S0106, S0230, SW129, SW344,
SW1808, SW2441, SW2517 e SWR1101 por possuirem alto nimero de alelos com
freqiiéncias iguais; os marcadores S0106, SW344 e SW2517 também foram usados no
presente estudo para formar o painel com 15 marcadores.

Nechtelberger et al. (2001) com um conjunto de 15 microssatélites (S0005;
S0090; S0101; SO0155; S0355; S0386; SW24; SW240; SW857; SW951;SW72; SW936;
SWO11; S0228; S0227) observaram probabilidade de exclusdo de paternidade em
suinos nas racas Landrace de P1=99,87% e P2=96,69%, Piétrain de P1=99,92% e
P2=98,35% e de Large White de P1=99,98% e P2=99,09%. O marcador SW240
recomentados pelo ISAG (International Society for Animal Genetics), 6rgdo que
regulamenta os laboratdrios credenciados para fazer teste de paternidade, também foi
usado no presente estudo para formar o painel reduzido com 15 marcadores.

A procura de marcadores genéticos que sdao capazes de discriminar cada animal

véem se tornando cada vez mais uma realidade. Debate-se sobre como o sistema de
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rastreamento deve funcionar e varios autores vém comparando, em suas publicagdes, a
eficacia de diferentes métodos de rastreabilidade (Meuwissen, et al., 2003; Marchant,
2002; Barcos, 2001).

A PI combinada do painel formado por 15 marcadores microssatelites neste
trabalho foi igual a 3,67 x 10™"°. Isso significa que a chance de dois animais ndo
aparentados terem os mesmos genétipos para todos os 15 microssatélites € de um em
2,72 x 10"™. Estes resultados sugerem que os marcadores avaliados poderiam ser
eficientes para a identificagio de suinos sendo empregados em andlises de
rastreabilidade, uma vez que, a populacdo mundial de suinos € de aproximadamente um
bilhdo de animais (FAO, 2008). Rohrer et al. (2007), encontraram PI de 5.4 x 107,
utilizando 10 marcadores microssatelites em linhas comerciais de suinos.

O mercado consumidor interno e principalmente externo, atualmente, exige um
controle rigoroso na seguranga dos produtos animais e o painel de marcadores avaliados

nesse estudo pode ser usado para esse propdsito.

Conclusoes

Os resultados apresentados no presente trabalho sugerem que o painel de
marcadores composto por 15 marcadores microssatélites formado a partir de 28
marcadores microssatelites seria suficiente para um poder de exclusdo de paternidade
superior a 99,99% e assim, uma importante ferramenta para auxiliar nos programas de
melhoramento de suinos.

Além do mais, os marcadores avaliados sdo eficientes para a identificacdo animal,
podendo ser empregados em andlises de rastreabilidade, que é uma exigéncia de suma

importancia econdmica nos mercados consumidores atuais.
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CONCLUSAO GERAL

As informagdes dos QTL significativos encontrados, serviram € servirdo como
base para estudos futuros, quando o mapeamento fino auxiliard na identificacdo de
genes e no melhor entendimento dos fenétipos produtivos de suinos.

Encontrou-se nas regides dos QTL associadas a caracteristicas de interesse
econdmico em suino no cromossomo 1 e no cromossomo 2, seis genes (CAPN3,
COLI12A1, COL15A1, EPOR, IGF2 e MyoD1 ) diferentemente expressos, candidatos a
influenciar essas caracteristicas.

As ragas naturalizadas Piau representam um campo de variabilidade a ser
explorado nos programas de melhoramento.

O conjunto dos 28 marcadores microssatélites avaliados mostraram-se altamente
informativos e adequados para formar um painel de marcadores para andlises de
paternidade e rastreabilidade em suinos.

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho e apresentados nos diferentes
capitulos foram relevantes e contribuiram com maiores informacdes a cerca da
genOmica envolvida no desenvolvimento das caracteristicas quantitativas de
importancia econdmica avaliadas na produc¢do de suinos, como também mostraram a

efetividade de testes de identificacdo indiviual de suinos.
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