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RESUMO

GARCIA, Odair Scatolin Rossafa Garcia. Utilizacdo de marcadores moleculares na analise
da caracteristica de qualidade da carne em caprino (Capra hircus) 2017. 72p Tese
(Doutorado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Departamento de Genética, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

A carne caprina apresenta teores de gordura abaixo dos encontrados em outros tipos de carne
como a de bovino, suino, ovino e veado. Entretanto, a falta de critério de selecéo para o abate,
estocagem e comercializacdo da carne, acaba por gerar um baixo nivel de consumo, devido a
falta de padronizacdo do produto apresentando caracteristicas sensoriais desagradaveis.
Estudo de polimorfismo, variacdo na expressao génica e associacdo destas variacdes com o
fenotipo desejado permite ampliar a compreensdo sobre os processos fisiologicos, além de
auxiliar programas de melhoramento genético animal para a selecdo de animais com fendtipos
superiores para a caracteristica de interesse. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
associacdo de polimorfismos e expressao génica com a caracteristica peso ao abate e verificar
se ha relacdo entre a diferenca de peso e a maciez da carne. Para este propoésito foram
identificados inicialmente os genotipos de cabritos das racas Saanen e Alpina para 0S
seguintes genes: hormonio do crescimento (GH), diacilglicerol aciltransferase 1 (DGAT1),
miostatina (MSTN), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1), proteina
transportadora de é&cidos graxos (FATP1), fator nuclear 1 (NF1), receptor ativado por
proliferadores de peroxissomas gama (PPARy). Apds a analise de associacdo dos diferentes
gendtipos com o peso ao abate (PA), peso da carcaca (PC) e maciez da carne expressa em
forca de cisalhamento (FC), foram selecionados alguns genes para a analises de expressao e
associacdo com as mesmas variaveis. Os genes GH, NF1 e PPAR ndo foram avaliados quanto
a expressdo, o primeiro por ndo ter apresentado um bom resultado para as analise de
eficiéncia dos primers os outros dois devido a problemas no genoma referéncia para a
confeccdo dos primers. Para o teste de maciez foi utilizado o masculo longissimus lumborum.
Para a genotipagem foi utilizada a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e
posteriormente, para alguns genes, digestdo dos fragmentos amplificados por enzimas de
restricdo (PCR-RFLP). A expressdo génica foi conduzida utilizando a técnica de PCR em
Tempo Real (QPCR) e o fenétipo de maciez da carne foi analisado em texturémetro. Os dados
foram analisados estatisticamente utilizando o procedimento GLM do SAS. O procedimento
UNIVARIATE foi utilizado para verificar a normalidade dos residuos da expressao dos genes
em estudo (expressos com 24" e dados de maciez. As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey e as correlacdes de Pearson testadas pelo teste de t. O polimorfismo ja descrito no
GH foi também detectado na populacdo estudada no presente trabalho, o gendtipo
heterozigoto AB apresentou média 2,78kg a mais de peso ao abate do que os individuos AA,
para a MSTN os individuos com gendtipo heterozigoto M1M2 apresentaram maiores escores
para peso ao abate, enquanto para o gene IGF1 os animais heterozigotos AB apresentam carne
menos macia. O grupo com menor peso ao abate apresentou maior expressdo dos genes
DGATL1 e FATP, o que pode refletir maior deposi¢cdo de gordura de gordura na carcaca e
maior maciez, em comparagado com o grupo de maior peso.

PALAVRAS-CHAVE: Cabra, Desenvolvimento muscular, Marcador molecular, PCR em
tempo real.
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ABSTRACT

GARCIA, Odair Scatolin Rossafa Garcia. Use of molecular markers in the analysis of the
meat quality characteristic in goats (Capra hircus) 2017. 65 p. Thesis (PhD in Animal
Science). Institute of Animal Science, Department of Genetics, Federal Rural University of
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Goat meat has lower levels of fat than those found in other types of meat such as beef, pork,
sheep and deer, but the lack of selection criteria for slaughter, storage and commercialization
of meat leads to a low level because of the lack of standardization of the product presenting
unpleasant sensory characteristics. A study of polymorphism, variation in gene expression
and the association of these variations with the desired phenotype allows to broaden the
understanding of the physiological processes, which helps in the strategies aimed at
improving the characteristic of interest, resulting in the expected final phenotype. The
objective of the present study was to evaluate polymorphisms and gene expression among
some of the most promising genotypes of pleiotropic genes, comparing the polymorphism and
expression among groups of animals with greater and lesser weight at slaughter to verify if
there is any relation with the weight difference Or softness of the flesh. For this purpose,
genotypes of 40 goats from the Saanen and Alpina breeds for the growth hormone (GH) gene,
diacylglycerol acyltransferase 1 gene (DGAT1), myostatin gene (MSTN), growth factor gene
Similar to insulin 1 (IGF1), fatty acid carrier protein (FATP1) gene, nuclear factor 1 (NF1)
gene, gamma peroxisome proliferator activated receptor (PPARY) gene. After analyzing the
association of the different genotypes with the slaughter weight (AP), carcass weight (PC) and
meat softness expressed in shear force (FC), some genes were selected for the analysis of
expression and association with them Variables. The GH, NF1 and PPAR genes were not
evaluated for expression, the first for not having presented a good result for the efficiency
analysis of the other two primers due to the lack of substantial data for the preparation of the
primers. For the softness test, previously performed in another study by the same team, the
longissimus lumborum muscle was used. Polymerase chain reaction (PCR) technique was
used for the genotyping and later, for some genes, the digestion of the fragments amplified by
restriction enzymes, a technique known as PCR-RFLP. Gene expression was conducted using
the Real Time PCR technique (qQPCR) and the meat tenderness phenotype was analyzed in a
texturometer. The data were statistically related using the SAS GLM procedure. The
UNIVARIATE procedure was used to verify the normality of residues of expression of the
genes under study (expressed as 2-ACt) and softness data. The averages were compared by
the Tukey test and the Pearson correlations tested by the t test. The polymorphism already
described in the GH was also detected in the population studied in the present study, the
genotype heterozygous AB presented a mean 2.78kg at slaughter weight more than the AA
individuals, for the MSTN the individuals with heterozygous M1M2 genotype presented
higher scores for weight at slaughter, while for the IGF1 gene the heterozygous AB animals
present less tender meat. The group with lower weight at slaughter showed higher expression
of the DGAT1 and FATP genes, which may reflect a higher deposition of fat in the carcass
and greater softness, in comparison with the group of higher weight.

KEYWORDS: Goat, Muscle development, Molecular marker, Real-time PCR.
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1 INTRODUCAO

Os programas de melhoramento tradicionais priorizaram a selecdo de animais com
maior ganho de peso, eficiéncia alimentar e para algumas espécies outras caracteristicas
como: fémeas com maior numero de prole ou maior producéo de leite. Entretanto, enquanto
algumas caracteristicas de producdo ou de reproducdo atingem o seu melhor patamar, outras
podem estar sofrendo uma selecdo inversa, um exemplo é com relacdo a producdo e
caracteristicas de qualidade da carne em suinos. Segundo Sellier (1994), enquanto algumas
caracteristicas de producdo estavam em foco, a carne de suino tornou-se mais clara, menos
macia, menos suculenta, com um menor teor de marmoreio e maior perda de agua, resultando
numa menor aceita¢do pelo mercado consumidor.

A genética molecular é atualmente utilizada como uma ferramenta do melhoramento
genético animal tradicional, sendo empregada para auxiliar a sele¢do dos animais. Com isso, a
aplicacdo da genética molecular para 0 melhoramento animal depende da capacidade de
genotipar individuos para loci genéticos especificos. Para estes propositos, trés tipos de loci
genéticos polimorficos observaveis podem ser distinguidos, por exemplo, os marcadores
diretos (loci que codificam a mutacdo funcional), marcadores de LD (loci que estdo em
desequilibrio de ligacdo populacional com a mutacdo funcional) e marcadores LE (loci que
estdo em equilibrio de ligacdo populacional com a mutacdo funcional) (DEKKERS, 2004).
Segundo o0 mesmo autor, os marcadores diretos sdo preferidos para a implementacédo efetiva
da selecdo assistida por marcadores (MAS) devido a facilidade de aplicacdo, seguido por
marcadores em desequilibrio de ligacdo e marcadores em equilibrio de ligacéo.

Assim, neste trabalho foram avaliados marcadores diretos, mas que ndo sdo
necessariamente utilizados como marcadores para ganho de peso ou maciez da carne. Alguns
genes, tradicionalmente utilizados como marcadores no programa de melhoramento leiteiro,
como o gene que codifica a diacilglicerol aciltransferase 1 (DGATL1), fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF1), proteina transportadora de acidos graxos (FATP), fator
nuclear 1 C2 (NF1-C2) e receptor ativado por proliferadores de peroxissomas gama (PPARy),
podem ter alguma correlacdo genética negativa para outra caracteristica ligada a producao de
carne. De maneira inversa, € importante verificar se genes candidatos a serem utilizados como
marcadores moleculares em programas de melhoramento de animais para corte, como 0
horménio do crescimento (GH) e a miostatina (MSTN), podem ter alguma associacdo com a
producdo de leite, com a reproducdo ou mesmo com a resisténcia a doengas. Uma avaliacao
mais ampla da associacdo dos genes com as caracteristicas é necessaria, devido a acédo
pleiotropica dos genes, 0s quais estdo envolvidos em vérias vias metabdlicas, como 0s genes
avaliados neste trabalho.

Outra consideracdo importante, é que no Brasil, a maioria dos criatérios de caprino
comercializam o leite e a carne do mesmo rebanho. Desta maneira, 0s marcadores
moleculares precisam de avaliagfes mais amplas para poder extrair o melhor de cada rebanho
sem prejudicar outras caracteristicas interessantes. Em bovino, algumas ragas também sdo
consideradas de dupla aptidéo.

Deste modo, nesta busca por marcadores moleculares, é interessante entender quais
variacdes com base no DNA influenciam a expressdo génica. Para este entendimento é
necessario, além dos estudos de polimorfismo, estudos de expressdo génica nesta busca, cujo
interesse principal € disponibilizar marcadores com base no DNA, pois a deteccdo de
polimorfismo baseado em DNA é uma técnica de uso mais comum e pode ser disponibilizado



aos produtores que praticam a selecdo de maneira mais sistematizada a um custo menor,
possibilitando a genotipagem de um grande nimero de animais.

Objetivos Gerais

Buscar marcadores moleculares que possam auxiliar a selecdo de animais para maior
ganho de peso, sem prejudicar a maciez da carne.

Obijetivos Especificos

Identificar o genotipo de cabritos para os genes: horménio do crescimento (GH),
diacilglicerol aciltransferase 1 (DGAT1), miostatina (MSTN), fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF1) e proteina transportadora de &cidos graxos (FATP), fator nuclear 1 C2
(NF1-C2) e receptor ativado por proliferadores de peroxissomas gama (PPARy).

Avaliar se animais com maior e menor peso ao abate apresentam gendtipos
“preferenciais” para os genes mencionados anteriormente € se apresentam alguma associagao
com a maciez da carne.

Quantificar a expressdao génica quando houver diferenca significativa entre 0s
gendtipos e 0 peso ao abate ou com a maciez.

Investigar as correlacdes entre peso ao abate e as demais variaveis em analise.

Buscar por um gene de referéncia para estudos de expressdo génica em masculo de
caprinos em fase crescimento.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Qualidade de Carne

A industria da carne vem sofrendo varios avangos no processo de producdo em busca
de melhorias que atendam ao mercado consumidor. Dentre essas melhorias, as mais citadas
sdo as caracteristicas qualitativas da carne como sabor, maciez, suculéncia, cor e odor da
carne. Existem testes para avaliar as caracteristicas qualitativas da carne, esses podem ser
subjetivos, através de painéis de provadores, e objetivos, através de instrumentos de preciséo.
O primeiro método é criticado por alguns autores devido a dificuldade de replicacdo dos
dados e o segundo é considerado como mais preciso e de facil replicacdo, porém nédo ha até o
momento instrumentos capazes de analisar os pardmetros como sabor e odor caracteristico,
sendo necessario a analise sensorial.

A maciez é considerada o fator mais importante no momento do consumo da carne
sendo destacada como a caracteristica de qualidade da carne mais importante seguida do sabor
e suculéncia (SAVELL e SHANCKELFOD 1992). Segundo Koohmaraie et al. (2004) os
precos dos cortes carneos estdo intimamente relacionados com a maciez que 0 mesmo
apresenta. Wheeler et al. (1997), concluiram que a forca de cisalhamento exercida pelo
equipamento Warner-Bratzler para cortar amostras de carne € o método direto, para predizer a
maciez da carne, considerado mais preciso quando comparados com outros métodos indiretos
como painel de provadores.

Em relacdo ao teor de gordura Killinger et al. (2004) relata que a maioria dos
consumidores, tem preferéncia por comprar carnes com menor teor de gordura e optam por
cortes com menor grau de marmorizacdo, em especial as mulheres. Belew et al. (2003)
afirmam que a variacdo da marmorizacdo, gordura entremeada as fibras musculares, contribui
para variagdo da maciez.

A andlise de perda por coccdo e capacidade de retencdo de agua podem ser avaliadas
através de testes sensoriais em que é feita a analise de suculéncia, e instrumentais com a
utilizacdo de balanca de precisdo. Para avaliacdo instrumental, segundo Safiudo e Campos
(2008), é feita a pesagem da carne crua e entdo a carne é cozida em grill a aproximadamente
200 °C ate alcancar a temperatura interna de 70 °C, apds o cozimento foi realizada novamente
a pesagem da carne cozida e subtraido o valor do peso da carne crua e a diferenca equivale a
perda por cocgdo. Por isso, € de suma importancia conhecer os fatores que estdo envolvidos
no processo de marmorizacdo da carne em buscar de atender as diferentes demandas do
mercado consumidor.

Em todas as metodologias anteriormente citadas para analise da caracteristica de
qualidade da carne, como maciez e suculéncia, ha a necessidade de realizar o abate do animal,
perdendo assim a oportunidade de preservar 0s animais com a caracteristica desejada, 0s quais
poderiam ser utilizados como reprodutores. A genética molecular é uma ferramenta que
permite predizer o potencial genético do animal para as caracteristicas de interesse comercial,
através da selecdo assistida por marcadores ou genes candidatos. A implementacdo bem
sucedida de um programa de selecdo assistida por marcadores (MAS), requer uma abordagem
integrada e abrangente que esta estreitamente alinhada com o0s objetivos do mercado
consumidor (Dekkers, 2004).



2.2 ldade ao Abate

A idade ao abate € um importante parametro a ser levado em consideracdo na hora da
escolha dos animais a serem comercializados. Segundo Silveira et al. (2000) a escolha de
animais jovens com adequada cobertura de gordura é um fator fundamental na determinacao
da qualidade final da carne. A natureza e a extensdo das ligacfes entre as moléculas de
colageno aumentam com a idade prejudicando a maciez da carne (BAILEY, 1985). Dhanda et
al. (2003) em trabalho realizado com caprino, relatam que com o aumento da idade e do peso
corporal aumenta-se também o ndmero de ligacbes quimicas termorresistentes entre as
moléculas do colageno e consequentemente ocorre a diminuicdo na maciez da carne.

Silveira (2000), analisando bovinos, afirma que animais mais jovens tendem a ter uma
carne mais macia, e a maciez tende a diminuir com aumento da idade e consequentemente o
aumento e a manutencdo de tecido conjuntivo. O mesmo autor afirma que a suculéncia e o
sabor da carne tende a aumentar com 0 avanc¢o da idade devido ao aumento da insercdo de
gordura intramuscular ou marmorizacdo, que também estd associada com o grau de
terminacao e principalmente com o gendtipo do animal.

A maior parte da constituicdo da gordura em caprinos estd depositada na cavidade
abdominal, essa constitui o principal dep6sito de gordura, sendo que de 50 a 60% da gordura
total desaparece da carcaca quando ocorre o processo de evisceracdo. Foi observado por
Simela et al. (1999) que o aumento da maturidade dos animais resulta no aumento da
proporcdo de gordura. Madruga et al. (2002) avaliaram oito caracteristicas sensoriais de
qualidade da carne em caprinos como aparéncia, aroma de "caprino”, aroma de carne assada,
sabor, suculéncia, maciez, textura e qualidade total, em animais com incremento de idade 45
entre cada lote abatido (de 175, 220, 265 e 310 dias), os atributos aparéncia, suculéncia,
maciez e qualidade total do produto receberam maior pontuacdo nos animais jovens, com
subsequente diminuicdo em relagdo ao aumento da idade.

2.3 Gene Candidato

Nas ultimas décadas muitos estudos foram conduzidos com a finalidade de encontrar
genes individuais ou genes com substancial efeito sobre as caracteristicas de importancia
econbmica. A estratégia do uso de genes candidatos foi proposta para dirigir a busca por loci
de caracteristica quantitativa (QTL). Um gene candidato é um gene cujo efeito sabe-se que
esteja relacionado ao sistema biologico ao qual pode afetar a caracteristica bioldgica de
interesse. Segundo Supakorn (2009), os genes candidatos podem ser separados em 6
categorias econémicas, como caracteristicas de crescimento, reprodutivo, carne, leite, 1a e
resisténcia a doencas.

Genes candidatos podem ter fungdes estruturais ou regulatérias e podem ter um efeito
diretamente sobre expressdo de determinada caracteristica de interesse. A eleicdo do gene
candidato € feita baseada na hipdtese de que o gene analisado seja responsavel pela maior
porcdo da variancia do QTL, conhecido como gene de efeito maior (SOLLER, 1998). E
importante frisar que a maioria das caracteristicas de interesse zootécnico apresentam padréao
de heranca poligénicos, em que varios genes sdo responsaveis pelo somatorio da
caracteristica, e sofrem forte influéncia do ambiente (COUTINHO e ROSARIO, 2010).
Segundo Mackay, (2001) além dos efeitos do meio ambiente, os QTLs também podem sofrer
influéncia do sexo, de pleiotropia (um gene exerce efeito em varias caracteristicas fenotipicas)
e epistasia (um alelo de um gene inibe a acdo dos alelos de outro gene).



As vantagens da utilizacdo da metodologia de genes candidatos segundo Rothschild e
Soller (1999), se da devido ao baixo custo, simplicidade operacional, ampla aplicabilidade,
alto poder estatistico e conveniente aplicacdo a selecdo assistida por marcadores (MAS). Os
marcadores moleculares segundo Regitano e Coutinho (2001), séo ferramentas genéticas que
permite identificar o potencial genético de um animal antes do mesmo expressar o fenétipo.

Curi (2004) relata que os marcadores moleculares podem ser classificados como
marcadores diretos e marcadores indiretos. No primeiro tipo polimorfismos no gene candidato
influéncia diretamente a caracteristica de interesse, seja pela funcdo da prépria proteina ou
pela sua atuacdo como intermediario, no segundo tipo os polimorfismos analisados estéo
apenas relacionados com os QTLs, como por exemplo os marcadores de microssateélites.

O mecanismo global que estabelece a diferenciacdo da qualidade da carne entre
diferentes racas e mesmo entre individuos da mesma raca, ainda ndo foi compreendida.
Entretanto, com o rdpido avan¢o da bioquimica e da biologia molecular, alguns mecanismos
comecam a ser desvendados. Neste sentido, com a presente proposta serdo investigados
alguns genes candidatos, cuja relacdo de cada um deles com a caracteristica de interesse no
que se refere aos caprinos, serd brevemente discutida a seguir:

2.4 Hormonio do Crescimento (GH)

O horménio do crescimento (GH) € um peptideo hormonal de 22 kDa, de cadeia
simples com aproximadamente 190 aminoacidos produzido na pituitaria anterior e estimula o
crescimento de vertebrados, necessario para o crescimento pds-natal e metabolismo em
vertebrados (STROBL e THOMAS, 1994). O gene do hormdnio do crescimento (GH) de
caprino consiste de cinco exons e quatro introns (KIOKA et al., 1989). A regido promotora do
gene apresenta homologia de 98% com a de bovino e 90% com a de suino.

O GH pode ter funcBes anabdlicas (controle no direcionamento dos nutrientes nos
processos de crescimento e lactacdo) e catabdlicas (lipoliticas e diabetogénicas), atuando
também no metabolismo de minerais e aumentando a regeneracdo tecidual (GLUCKMAN;
BREIER e DAVIS, 1987). A funcdo catabolica e anabolica do GH tém efeitos sobre
carboidratos, proteinas e lipideos. Com respeito ao efeito anabolico das proteinas, o GH
estimula diretamente a incorporacdo de aminoacidos ao muasculo esquelético em crescimento.

Muitas publicacdes tém relatado que polimorfismo neste gene tem sido identificado
em regiBes regulatdrias, regifes ndo traduzidas e regides de exon. Entretanto, poucos destes
sitios polimorficos foram precisamente caracterizados quanto a mudancas de nucleotideos ou
mudangas no aminodcido (KIOKA et al., 1989; MISSOHOU et al., 2006). Sitios polimorficos
do GH em caprinos foram relatados nos éxons e podem estar associados com peso ao
nascimento e peso a desmama (MISSOHOU et al., 2006). Os autores verificaram que 5
substituicdes de nucleotideos no GH influenciaram o peso ao nascer e peso a desmama.

Hua et al. (2009) avaliaram a regido do éxon 2 e 3 do GH em caprinos com aptiddo
para producdo de carne e constatou que animais heterozigotos AB apresentaram 2 quilos ao
desmame e cerca 1,4 cm a mais de altura no perimetro toracico ao nascimento que 0s animais
homozigotos AA (P<0,05), o genotipo homozigoto BB ndo foi encontrado no rebanho
analisado. Com base no trabalho destes autores, testamos a hipétese de que este polimorfismo
no GH esta associado a diferencas de peso ao abate dentro da espécie caprina em animais
sobre a mesma idade e 0 mesmo tipo de tratamento, 0 que poderia auxiliar na selecdo de
animais precoces que atenda &s exigéncias de qualidade da carcaca, pois nenhuma literatura
com estes propositos foi encontrada.



2.5 O Gene da Diacilglicerol aciltransferase-1 (DGAT1)

A acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasel (DGAT1), é uma das enzimas
microssémicas que desempenha um papel central na biossintese de triacilglicerdis celulares,
utilizando diacilglicerol (DAG) e gordura acil-CoAs como seus substratos. Em humanos, o
gene DGAT1 compreende 17 éxons e estd localizada no cromossomo 8. Esta enzima é
formada por 489 aminoacidos e se expressa em muitos tecidos, com os mais altos niveis de
expressao no intestino, testiculo, tecido adiposo, glandulas mamarias e tecido epitelial
(CASES et al.,, 1998). Nos adipocitos, foi verificado que esta enzima regula a taxa de
triglicerideos produzidos (COLEMAN e BELL, 1976) e estd associada a homeostase
energética (HAVEL, 2001).

Em bovinos, estudos de associacdo indicam o DGAT1 como candidato a marcador
para caracteristicas ligadas a deposicdo de gordura no leite (KUHN et al., 2004) e na carne
(THALLER et al., 2003). Winter et al. (2002), apresentaram evidéncias de que o aumento do
teor de gordura do leite em diferentes racas esta fortemente associado a uma lisina na posi¢édo
232 da proteina codificada pelo DGAT1 em bovinos e conclui que uma alanina nesta posicao
estd associada com um teor reduzido de gordura de leite. Bennewitz et al. (2004) avaliaram a
0 mesmo polimorfirmo e relacionaram este com a producdo quantitativa de leite em bovinos
em que a variante lisina foi associada ao aumento do rendimento de gordura, percentagem de
gordura e proteina no leite, e a variante alanina foi relacionada ao aumento no rendimento de
proteina e producdo de leite bovino. Thaller et al. (2003) avaliaram os efeitos de um
polimorfismo no DGAT1 sobre o teor de gordura no musculo semitendinosus € no musculo
longissimus dorsi em bovinos e concluiram que o efeitos de aumento da gordura
intramuscular parece estar associado com 0 gendtipo recessivo para 0s polimorfismo
analisados.

Winter et al. (2002), encontraram dois polimorfismos na regido promotora 5° deste
gene, sendo um deles representado por polimorfismo no ndmero de repeticdes em tanden
(VNTR) na posicdo 1465 do gene em bovino. O polimorfismo de VNTR apresenta efeitos
sobre a producdo de leite, contetdo protéico, conteldo energético e contagem de células
somaticas. Por ser uma regido rica em CCCGCC, se torna um local de alto potencial de
ligacdo do fator de transcricdo Spl, que pode estar envolvido na regulacdo da expressdo do
gene. Kuhn et al. (2004) afirma que variagdo do nimero de repeticdes em tandem da
sequéncia de 18 nucleotideos na regido promotora pode ser causal para a variabilidade no
nivel de transcrigdo do gene DGAT1. Furbass et al. (2006), encontraram cinco alelos, variando
de trés a sete repeticbes nucleotidicas, o mesmo afirmou que os alelos VNTR podem
estimular a expressdo de genes, contudo, a analise in vitro ndo revelou diferenca significativa
entre os alelos na estimulacdo da expressdo génica. Segundo Kuhn et al. (2007) o alelo VNTR
5, com sete repeti¢fes, mostrou um efeito significativamente superior no teor de gordura do
leite e no teor de proteina do leite, enquanto que a producéo de leite diminuiu em comparagéo
com todos os outros alelos VNTR do promotor.

Embora o DGATL1 seja avaliado quase que exclusivamente em gado leiteiro, alguns
estudos também foram conduzidos para investigar a relacdo dos polimorfismos neste gene
sobre a gordura intramuscular em ovinos (XU et al., 2009). Casas et al., (2005) afirmam que a
mutacdo DGAT1 K232A néo influéncia somente caracteristicas envolvidas na producdo de
leite, alguns estudos apresentaram efeitos positivos da variante Lisina na qualidade da carne
(caracteristica ligada ao conteudo de gordura muscular) em racas de corte.



Em estudos anteriores Melo (2012), observou um polimorfismo do tipo VNTR na
regido promotora do gene DGAT1 em caprinos das racas Saanen e Alpina, sugerindo que este
gene também pode ser utilizado como marcador molecular em caprinos, tanto para producao
de leite quanto de carne. Com base no apresentado acima, podemos supor que polimorfismo
encontrado no DGAT1 pode estar relacionado com a taxa de gordura intramuscular e
resultando em diferentes fenotipos de peso e maciez.

2.6 Fator de Crescimento Semelhante a Insulina Tipo 1 (IGFI)

O IGF1 é um fator de crescimento essencial que participa de processos como
embriogénese, diferenciagdo celular, desenvolvimento fetal, crescimento, regulacdo do
metabolismo e reproducéo, além de estimular processos anabdlicos, tal como a proliferacéo
de células, o crescimento do désseo e a sintese de proteinas (BAXTER, 1985; FROESCH et
al., 1985). O eixo somatotrdfico, também conhecido como eixo GH-IGF, governa o processo
de crescimento pds-natal e metabolismo em mamiferos, s&o diretamente responsaveis pelo
crescimento, sobretudo 6sseo e muscular (SELLIER, 2000).

O IGF esta intimamente relacionado com o ciclo celular, pois juntamente com EGF
(fator de crescimento epidérmico) sdo exigidos para a célula passar da fase G1 (pré-sintese)
para a fase S (sintese de DNA) (STEWART e ROTWEIN, 1996). Esse polipeptidio possui
peso molecular de 7,5 kDa e é constituido por 70 aminoacidos (DAUGHADAY e
ROTWEIN, 1989). O gene que codifica o fator de crescimento semelhante & insulina (IGF) é
altamente conservado em vertebrados, embora 0 comprimento e estrutura génica entre as
espécies seja variavel, apresentando em seres humanos, porcos, cabras, ratos e galinhas, a
sequéncia de nucleotideos variando de 70-90 kb (KAJIMOTO e ROTWEIN, 1991; REYNA
et al., 2010). Em mamiferos, o IGF é codificado por 6 éxons sendo que apenas parte do éxon
3 e 4 sdo responsaveis por codificar o peptideo maduro (LUND, 1994).

Zhou et al. (2005) identificaram um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) na
regido promotora do IGF1, através da técnica PCR-RFLP (do inglés, PCR - Restriction
Fragment Length Polymorphism), que consiste em submeter os fragmento previamente
amplificados por PCR a digestdo com uma (ou mais) endonuclease de restricdo, capaz de
reconhecer regides especificas na fita de DNA clivando-a. Os autores avaliaram sua
correlagdo com as caracteristicas de crescimento, composi¢cdo corporal, integridade 6ssea e
fatores hormonais e metabdlicos em frangos. O IGF1-SNP1 apresentou associacdes
significativas com a maioria das caracteristicas avaliadas, exceto tracos metabdlicos. Varios
efeitos benéficos como aumento do crescimento, aumento do peso muscular do peito,
diminuicdo da gordura abdominal e aumento da integridade 6ssea foram associado ao alelo 1
em frangos.

Faria et al. (2009) investigaram a associacdo entre 0 marcador de microssatélites IGF1
em uma populacdo (N = 459) gerada pelo acasalamento de javalis nativos com porcas
comerciais brasileiras com desempenho, corte de carcaca e caracteristicas de qualidade da
carne. Com o resultado, os autores afirmam que o polimorfismo avaliado apresentou
associacdo significativa com caracteristicas quantitativas podendo ser utilizados como um
gene candidato em programas de melhoramento em suinos.

Zhang et al. (2014) avaliaram um polimorfismo na regido promotora do IGF em
bovinos, o polimorfismo do tipo transversédo de uma adenina por uma citosina foi detectado
pelos autores através da técnica PCR-RFLP. Os autores concluiram que os individuos com



alelo C apresentaram um desempenho significativamente mais elevado nas caracteristicas de
producéo avaliadas.

Zhang et al. (2008) identificaram um SNP localizado no intron 4 (C por G) do gene
IGF1 em 592 animais e investigaram sua associa¢do com caracteristicas de crescimento em
caprinos da raca Nanjiang Huang. Foram avaliadas as caracteristicas de peso ao nascer, peso
corporal aos 6 e 12 meses, perimetro tordcico aos 2 e 12 meses, comprimento do corpo aos 6
meses, altura aos 6 e 12 meses. Para estas caracteristicas, 0os autores observaram uma
associacdo significativa com o genétipo (p <0,05). Os autores concluiram que o geno6tipo CC
pode ser mais vantajoso para caracteristicas de crescimento em caprinos Nanjiang Huang
indicando que esse polimorfismo pode ser um potencial marcador molecular para as
caracteristicas de crescimento na racga avaliada.

Liu et al. (2010) avaliaram um polimorfismo do tipo SNP através da técnica de PCR-
RFLP a procura de efeitos do polimorfismo no IGF1 nas caracteristicas de producdo de
caxemira em uma populacdo de cabras Xinjiang, e Caxemira Nanjiang. No entanto, as
caracteristicas relacionadas a producdo de cashmere ndo foram significativas (p>0,05). O
IGF1 é considerado um gene candidato devido a sua importancia no crescimento e na
composicao corporal de animais, 0 que nos incentivou a avaliar se o polimorfismo neste gene
pode afetar as caracteristicas de crescimento em cabrito oriundo de ragas leiteiras.

2.7 Proteina Transportadora de Acidos Graxos (FATP1)

A gordura intramuscular ou marmoreio, no tecido do musculo longissimus dorsi em
bovino é um importante indicador da qualidade da carne que influencia a maciez, suculéncia e
0 sabor da carne (HOVENIER et al., 1993). Para serem absorvidos pelos tecidos muscular e
adiposo, os triacilglicerdis sdo hidrolisados pela enzima lipoproteina-lipase (LPL) em &cidos
graxos livres. Embora sejam moléculas lipofilicas, os acidos graxos requerem transportadores
para otimizar sua passagem pela membrana citoplasmatica em tecidos com alta atividade
metabolica ou de armazenamento (ANDRADE; RIBEIRO; CARMO, 2006). A proteina de
transporte de acidos graxos 1 (FATP1), é uma proteina integral de membrana que facilita o
fluxo de acidos graxos de cadeia longa, sdo expressas em todos os tecidos e tipos celulares
que utilizam &cidos graxos, exceto nos tecidos que apresentam concentra¢fes muito baixa da
entrada de gordura na célula (ZHAO et al., 2015). O gene que codifica esta proteina, o
FATP1, j& foi mapeado em humanos e esté localizado no brago curto do cromossomo 19, em
ratos no bra¢o curto do cromossomo 16, em bovinos e ovinos no braco longo do cromossomo
7, e em caprinos no braco longo do cromossomo 15 (ORDOVAS et al., 2006).

Um motivo funcional de FATP1 € essencial para a funcdo de transporte e as mutagdes
neste motivo resultam na diminuicdo do transporte de acidos graxos de cadeia longa
(STUHLSATZ-KROUPER et al., 1998). Foi encontrado polimorfismo na regido de intron,
em humanos, e, nesse caso, foi associado ao aumento de triglicerideos plasmaticos
(MEIRHAEGHE et al., 2000).

Zhao et al. (2015) avaliaram regides génicas do FATP1, incluindo os éxons 3, 4 e parte
do éxon 5 e os introns 3 e 4 em gado da raca Qinchuan e identificaram quatro SNPs nomeados
de acordo com a sua posi¢cdo na sequéncia do gene FATP1. O polimorfismo ¢.28381 G> A
estava no intron 3, e os polimorfismos g.28265 G> C, ¢.28470 T> C e g. 28672 G> A eram
mutacdes silenciosas encontradas nos éxon 3, 4 e 5, respectivamente. Apesar de serem
mutac0es silenciosas os autores sugerem que o alelo C no locus g.28470 T> C e o alelo A no



locus G> A de ¢.28672 podem estar associados a melhorias nas caracteristicas de qualidade
da carne (P <0,05).

Wang et al. (2011) avaliaram o gene FAT1 em frango e detectaram 5 SNPs
(0.49360G> A, g.48195G> A, 0.46847A> G, g.46818A> G, e ¢.46555A> G). Os autores
relatam que houveram associa¢Oes significativas com as caracteristicas da carcaca como peso
Vivo, peso da carcaca e peso da carcaga semi-eviscerada (P <0,05) e concluiram que 0s SNPs
neste gene podem ser utilizados como marcadores potenciais para a selecdo assistida por
marcadores (MAS) em frangos de corte.

N&o foi encontrado na literatura analisada trabalhos que relacione polimorfismo ou
expressdo do gene FATP1 em caprinos com caracteristicas de qualidade da carne. Devido as
importantes funcBes sobre a captacdo de acidos graxos e 0 metabolismo de triglicerideos em
adipdcitos e masculo esquelético, torna-se interessante a avaliagdo desta regido génica em
caprino.

2.8 Receptor Nuclear Ativado por Proliferadores de Peroxissomos Gama (PPARY)

PPARs sdo membros da superfamilia de receptores nucleares, 0s quais sdo fatores de
transcricdo que se ligam ao DNA nas regides regulatorias dos genes alvos. Os trés isotipos de
receptores dos proliferadores peroxissomais, PPARa, PPARB/6 ¢ PPARy, atuam como
sensores capazes de adaptar a expressdao génica de modo a promover acdes adaptativas
relacionadas a homeostase lipidica e energética para integrar os sinais lipidicos com genes
envolvidos na regulacdo do metabolismo energético, adipogénese, sensibilidade a insulina e
resposta imune, atuando especialmente na oxidacdo de acidos graxos, diferenciacdo de
adipdcitos e sensibilidade a insulina (FEIGE et al., 2006).

Os trés subtipos de receptores estdo presentes na maioria dos tecidos, embora
apresentem padrbes de expressdo tecidual especifica, sendo assim, expressos de forma
desigual entre os diferentes Orgdos e tecidos (CUZZOCREA, 2006). O PPARy foi
originalmente descrito como tendo uma funcéo primaria na diferenciacdo de adipdcitos, sendo
ainda hoje considerado como um elemento essencial nesse processo. Posteriormente, com 0
avanco nos estudos a respeito de suas funcBes bioldgicas, foram atribuidas outras acdes
importantes, tais como em processos inflamatérios, na sensibilizacdo a insulina, no
metabolismo lipidico, aterosclerose, controle de ciclo celular, apoptose e proliferacdo celular
(COHEN, 2006).

Em humanos, o PPARY esta localizado no cromossomo 3, na posicdo 3p25, a analises
filogenéticas revelam que sua estrutura € bastante preservada entre humanos e camundongos,
apresentando 99% de similaridade e 95% de identidade (FAJAS et al., 1997)

O PPARy atua na producdo de adipocinas, aumentando a producdo de adiponectina,
qgue promove maior captacdo de acidos graxos, maior captacdo e utilizacdo da glicose no
tecido adiposo e muscular e a menor producdo hepéatica de glicose, promovendo, assim,
melhor controle dos niveis séricos de glicose, de acidos graxos livres e de triacilglicerdis
(FEIGE et al., 2006).

Cole et al. (2000) testaram a hipdtese de que a variante Prol2Ala do PPARy2 estava
associada a obesidade em humanos e a caracteristicas relacionadas ao diabetes tipo 2 em 921
individuos. Os mesmos confirmaram que os individuos que apresentaram pelo menos um
alelo Ala tiveram um indice de massa corporal significativamente mais elevado, assim como,
a circunferéncia da cintura, e niveis elevados de leptina sérica (P <0,05 ). Hiroshi et al.
(2004), utilizando camundongos com 50% de reducdo na expressdao do PPARy (PPARYy +/-,
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haplodeficientes) observaram que os animais com genétipo PPARy +/- apresentaram maiores
densidades d6ssea do que os animais selvagens independentes da idade, isso se deve ao no fato
de que o envelhecimento esta associado a uma diminui¢do reciproca da osteogénese e a um
aumento da adipogénese e que 0s osteoblastos e adipocitos compartilham um precursor
comum.

Com base nos dados divulgados na literatura sobre a acdo do PPAR e devido a falta de
informacdo sobre a relagdo de polimorfismos neste gene com caracteristicas de crescimento
ou qualidade da carcaca em animais de producdo, nos levou a realizar essa investigacao
pioneira na producéo de caprinos.

2.9 O Fator de Transcricao Nuclear 1 (NF1)

A nomenclatura do fator NF1 surgiu do fato de ser semelhante ao fator de transcricao
de ligacdo CCAAT, uma proteina envolvida na expressdao de diversos genes. Dessa
semelhanca surgiu o sindnimo de fator de transcricdo/CCAAT, entretanto por se ligarem a
apenas um pequeno grupo dessas sequéncias e devido aos primeiros cDNA terem sidos
clonados de genes NF1-C, a familia pode ser chamada de NF1/CTF e os fatores de transcricédo
e proteinas NF1-C (DORN et al., 1987). Essa familia de proteinas representa um grupo
especifico de sequéncias de ligacdo ao DNA que reconhecem sequéncias de consenso 5'-
TTGGC(Ns)GCCAA-3'. Diversas classes de cDNA que codificam o NF1 foram isoladas de
humanos, rato, hamster e porco, demonstradas serem necessarias para a correta expressao de
varios genes (GOYAL et al., 1990).

Esses sitios de ligacdo para proteinas NF1 estdo presentes em genes expressos em
maultiplos tecidos e em genes expressos exclusivamente em cérebro, masculo, figado, glandula
mamaria e outros tipos de células diferenciadas (CHAUDHRY et al., 1998). Quando
embalados como cromatina, muitos promotores sdo reprimidos por transcricdo, reduzindo
assim o acesso dos fatores de transcri¢do aos seus locais de ligacdo. No entanto, os receptores
nucleares € um grupo de fatores de transcricdo que tém a capacidade de acessar aos seus
locais de ligacdo nesta estrutura de cromatina repressiva. Os receptores nucleares séo capazes
de se ligar aos seus locais e recrutar proteinas de remodelacdo da cromatina, tais como
complexos de remodelagdo da cromatina dependentes de ATP e enzimas modificadoras de
histonas, resultando em ativacdo transicional (HEBBAR e ARCHER, 2003)

Wang et al., (2007) definem NFI como um regulador chave do desenvolvimento pos-
mitotico de células cerebrais, em particular da formacdo de axonios, dendritogénese e
comportamento migratorio. Além disso, eles revelam como uma Unica familia de fatores de
transcricdo pode controlar e integrar varios aspectos da diferenciacdo neuronal através da
regulacao de moleculas de adesdo celular.

Grunder et al., (2002) avaliaram uma mutacdo em rato cujo a expressao do NF1 era
nula (NF1n), animais que apresentam essa mutagdo em homozigose morrem precocemente e
exibem hipoplasia pulmonar grave. Quando em heterozigose o animal sobrevive porém
exibem diferenciacdo pulmonar retardada. A expressao do fator de crescimento transformante
beta 1 (TGF-B1) ndo é regulada para baixo no epitélio pulmonar mutante nos estadios tardios
da morfogénese, o que pode resultar em maturagdo pulmonar incompleta. Os mesmos autores
concluiram que NF1 é essencial para o desenvolvimento pulmonar normal e sugerem que ele
poderia estar envolvido na patogénese das sindromes de dificuldade respiratéria em humanos.

Pérez-Casellas et al. (2009) verificaram que a transcricdo da proteina de ligacdo ao
fator de crescimento semelhante a insulina 5 (IGFBP-5) é modulada diferencialmente em
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células osteoblasticas humanas por membros da familia de fatores de transcricdo NF1 através
da ligacdo ao elemento consenso na regido promotora, 0 que sugere que estas proteinas tém
um potencial papel na regulacdo da proliferacéo e diferenciacdo de osteoblastos.

PIT-1 \ GHF-1 é um fator de transcricdo especifico da pituitaria que se liga e trans-
ativa o promotor dos genes para 0 GH, prolactina e hormonio estimulador da tireoide. Rajas et
al., 1998 analisaram a atividade transcricional do promotor PIT1 / GHF1 em humano, e
identificaram trés locais de ligacdo de PIT-1/ GHF-1 e dois locais de ligacdo ao fator nuclear
1 (NF-1). A andlise de delecdo indicou que o NF-1 participam na regulacdo negativa da
expressao do gene PIT1 / GHF1 em humano. A ativacdo diferencial de um promotor
dependente de NFI, juntamente com os padrdes de expressdo observados para 0s quatro
genes, indicam que as proteinas NFI podem desempenhar um papel importante na regulacao
da expressdo de genes especificos de tecido durante a embriogénese de mamiferos
(CHAUDHRY et al. 1997).

Murtagh et al. (2003) sugerem que a familia do gene NFI tem mudltiplas funcdes
importantes durante o desenvolvimento da glandula mamaria. Wang et al. (2011)
identificaram um polimorfismo de PCR-RFLP EcoRIl no gene NF1-C2 em cabras de trés
racas chinesas, e avaliaram a associacdo deste polimorfismo com a producdo de leite em
diferentes estagios da lactacdo para uma delas, a raca Xinong Saanen. Apesar de ndo ser
constatada associacdo significativa com a producdo de leite (P>0,05), foi observado que na
terceira lactagdo o gendtipo GG tendeu a uma associagdo com maior producdo de leite, em
comparacado ao genotipo AA (P =0,07).

A partir destas informacBes e com o0 aumento do nimero de pesquisas correlacionando
o NF1 com caracteristica de interesse zootécnico, principalmente com relacdo a producédo de
leite, decidimos avaliar se a mutacdo descrita em Wang et al. (2011) esta associada com
alguma das caracteristicas de qualidade avaliadas no presente estudo peso ao abate (PA), peso
da carcaca (PC) e forca de cisalhamento (FC).

2.10 Miostatina (MSTN)

O gene da miostatina em vertebrados consiste de 3 éxons e 2 introns, que codificam
uma proteina composta por 376 aminoéacidos, relacionada com a producdo de tecido do
musculo esquelético em adultos (MCPHERRON et al., 1997, BELLINGE et al., 2005). Sua
funcéo bioldgica esta relacionada com a inibigdo do desenvolvimento muscular que se traduz
numa regulacdo negativa, sendo expressa de forma mais acentuada nos estados embrionarios e
fetais e de forma reduzida no tecido muscular adulto (Thomas et al., 2000).

A miostatina foi incluida na superfamilia de fatores de crescimento transformante beta
(TGF-B), por contribuir para a manutengdo da homeostasia dos tecidos nos animais
vertebrados adultos, denominada inicialmente de fator de crescimento diferencial — 8 (GDF-8)
(MCPHERRON e LEE, 1997). No animal adulto é expressa em diversos musculos do corpo,
mais recentemente foi identificada também no tecido adiposo (LEE, 2004).

Grobet et al. (1997) descreveram uma mutagcdo em animais da raca Belgian Blue, que
resulta na musculatura dupla e uma hipertrofia muscular. A mutacdo denominada nt821
(del1l), origem é uma delecdo de 11 pb no éxon 3 e ocorre em uma regido altamente
conservada nos membros da familia TGF-f, denominada zona bioativa do carboxil terminal
(C-terminal). Essa mutacdo resulta em uma proteina truncada com o aparecimento de um
cédon de terminagdo prematuro.
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Uma mutacéo do tipo SNP no éxons 3, foi descrita nas racas Piemontés e Gasconne
por Grobet et al., (1998), resulta na substituicdo de uma guanina por uma adenina causando a
troca do aminoacido cistina por uma tirosina na regido conservada do gene. Essa mutagédo
denominada C313Y provocando uma alteracdo na estrutura e no funcionamento da proteina
resultando em um fenétipo de musculatura hipertréfica, similares aos bovinos com
musculatura dupla em aparéncia.

Em ovinos foi descrito uma mutagdo que resulta na hipertrofia muscular denominado
fendtipo callipyge (clpg), porém os autores caracterizaram por padrdo de heranca nao
mendeliana, referida como sobredominancia polar, que parece ser beneficiado por imprinting
maternal. Ou seja, somente os individuos heterozigotos, que tenham herdado o alelo clpg do
pai expressam o fendtipo (COCKETT et al. 1994). Segundo Jackson e Green, (1993) quando
comparados aos cordeiros com fenotipos normais, os individuos callipyge tém melhor
eficiéncia alimentar e composicéo de carcaca 30% superior.

Com base nos trabalhos supracitados e no resultado fenotipico causado por mutacdes
no gene que codifica a miostatina, optamos por realizar uma analise inicial no intron 1 da
miostatina e verificar se existe alguma mutacdo em caprinos e se ha correlacdo com as
caracteristicas de peso ao abate, peso da carcaca e forca de cisalhamento, avaliadas neste
estudo.

12



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Composicao da Amostra

Foram utilizados 40 caprinos (Capra hircus), machos jovens, mesticos, resultantes de
cruzamentos entre animais das racas Saanen e Alpina, com idade aproximada de 150 dias,
alojados no setor de caprinocultura da Universidade Federal de Vigosa-MG. Os animais foram
mantidos em sistema de confinamento total (free stalls) e alimentados inicialmente com leite
em po reconstituido e posteriormente com silagem de milho e mistura concentrada para
atender as necessidades nutricionais e ainda, com fornecimento de agua a vontade.

Todos os procedimentos envolvendo o uso destes animais foram aprovados pela
Comisséo de Etica na Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro/COMEP,
documento n° 279/2012, referente ao caso n° 23083.008044/2012-52. Neste aspecto, foram
seguidos os principios estabelecidos nas Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e a Utilizacdo
de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica (DBCA), que foram criadas
segundo o que estabelece a Lei n° 11.794 de oito de outubro de 2008, onde se prevé a reducao
no nimero de animais para a execucdo de um projeto para produzir um resultado conclusivo,
poupando-se, a0 maximo, a vida dos animais. Dentro deste principio, a equipe optou por
utilizar as mesmas amostras de tecido muscular dos animais ja abatidos em outro estudo e as
metodologias de pesagem, abate e coleta de tecido para o estudo de forca de cisalhamento
podem ser encontradas em Garcia (2012).

3.2 Avaliacéo de Polimorfismo de DNA

3.2.1. Amplificacdo dos Fragmentos de Interesse

Para andlise genética através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (do
inglés: Polymerase Chain Reaction) e PCR-RFLP (do inglés PCR- Restriction Fragment
Length Polymorphism) foram coletados aproximadamente 25 mL de sangue em tubos de
vacuntainer estéreis contendo EDTA 8% (&cido etilenodiamino tetra-acético), posteriormente
procedeu-se a extracdo do DNA a partir das células brancas utilizando o reagente brometo de
cetil trimetil aménio (CTAB) conforme descrito em Soares et al. (2009). Para a amplificacdo
das regides génicas em caprinos, correspondentes aos genes GH, IGF1, MSTN, DGAT, FATP,
PPARy e NF1 foi utilizado um par de primer para cada fragmento génico (Tabela 1).

Para a amplificacdo dos fragmentos foram feitas reacdes de PCR com o kit Gotag
DNA Polymerase (PROMEGA) de acordo com as recomendac6es do fabricante. Cada tubo de
reacdo continha os seguintes reagentes: 0,5 pmoles de cada primers, 1,5 mM MgCl> contido
no tampdo 5x Green or Colorless Go Tag, 500 nM de cada desoxirribonucleotideo, uma
unidade de Go Taq DNA polimerase, aproximadamente 100 ng de amostras de DNA em
volume final de 20 pL

As reacdes foram conduzidas em termociclador da marca (Life Technologies Thermo
Fisher Scientific — modelo 4484073 PROFLEX) e consistiu de um passo inicial
correspondendo a etapa de desnaturacdo das pontes de hidrogénio resultando na abertura das
fitas moldes que ocorre a 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos com 3 etapas, uma etapa
de desnaturacdo e abertura da fita molde que ocorre a aproximadamente 94°C, seguido da
segunda etapa, conhecida como etapa de anelamento onde os primers nas sequencias alvos,
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com temperaturas que variaram para cada par de primer (tabela 1) e, a terceira etapa,
denominada etapa de extensdo que ocorre a 72 °C, temperatura 6tima de atividade da Taq
DNA polimerase. Por fim, um passo de extensdo que ocorre a 72 °C por aproximadamente 5
minutos para as finalizag6es dos fragmentos incompletos pela Taq DNA polimerase.

Apos a amplificacdo, o produto da PCR foi submetido a eletroforese a 160V (volts)
por uma hora em gel de poliacrilamida 5% e corado com nitrato de prata possibilitando a
visualizacdo dos fragmentos de DNA. Os fragmentos devidamente amplificados, referente as
regides especificas de cada gene de interesse podem ser encontradas na tabela 1. Alguns
fragmentos foram submetidos a técnica de PCR-RFLP.

Os amplicons dos genes DGAT1, MSTN, PPARy e FATP1 foram submetidos a
corridas longas de eletroforese em gel de poliacrilamida 15% a 160V (volts) por 16 horas. Os
amplicons referente os genes GH, IGF1 e NF1 foram submetidos a restricdes com as enzimas
Haelll (Promega), BstNI (BioLabs) e Haelll (Promega), respectivamente, conforme as
recomendacdes dos fabricantes. Apds a digestdo, os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) a 12% e corado com nitrato de prata, para
interpretar os diferentes genotipos dos animais.

Tabela 1. Oligonucleotideos: hormonio do crescimento (GH), diacilglicerol aciltransferase 1
(DGAT1), miostatina (MSTN), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1), fator
nuclear 1 C2 (NFI), receptor nuclear ativado por proliferadores de peroxissomos gama
(PPARY) e proteina transportadora de acidos graxos (FATP);

Rediio Tamanho Tipo de
Genes PrimeR (5°- 3”) 9! do Autor polimorfis
Génica M
fragmento mo
PF:CTCTGCCTGCCCTGGACT Hua et al
GH PR:GGAGAAGCAGAAGGCAACC Exons2e 3 422pb 60 2009 SNP
PF:GCCTAGCCTTGTCTCCACAG Regido Melo et al
DGAT PR:AGTAGCCACTGACGAGTGAAG Promotora 777pb 64 2012 VNTR
PF:GTTCTGCTAGTGCAGAGCAAC Equine Tamanho
MSTN PR:GATGGCTGCTACTATCTCCC Intron1  380pb 62 auip
Proponente de
fragmento
PF:CACAGCGTATTATCCCAC Exon4 e Liu et al
IGF1 PR:GACACTATGAGCCAGAAG intron 4 363pb 55 2010 SNP
PF:CCCTACCTTAACCCTAACCA Wang et al
NFlI  PR:GTCCCGGACTGTGATTTGC Intron 4 233pb 53 2011 SNP
ppar PFACGGTTTGCGTCCTTATTC Regido 57000 Equipe Ta”;i”ho
PR:CTCTGTGTCAACCATGGTAAT Promotora P Proponente
fragmento
EATP PF.GTGAGGCAGTGCTTAGTTATTTC Regido 8500b 61 Bagatoli Tamanho
PR:CGGTCGGGGAGTTCATTCAT Promotora P 2015 de
fragmento

TM = temperatura de anelamento. SNP = polimorfismo de nucleotideo Unico, VNTR = ndmero variavel de
repeti¢des em tandem, pb = pares de bases.
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3.3 Estudo de expressdo Génica

Todas as analises de expressdo génica foram realizadas baseando-se nas diferencas de
peso dos animais. Assim, foram separados dois grupos, um com cinco animais com maior
peso ao abate (PA) e outros cinco animais com menor peso. A expressdo de todos os genes foi
avaliada entre estes dois grupos de animais. Para andlise de expressao foram escolhidos os 10
animais para cada caracteristica analisadas, 5 com maior e menor peso ao abate, 5 com maior
e menor peso da carcaga e 5 com maior e menor valores de forga de cisalhamento, indicando a
maciez da carne.

3.3.1 Extracdo de RNA

Para o isolamento de amostras de RNA, logo apos o abate, foi coletada uma pequena
quantidade, entorno de 0,1 grama, do tecido muscular longissimus lumborum, localizado
acima da décima segunda costela, transferido para tubos de polipropileno de 2,0 mL, estéreis
e livres de RNAse, contendo o reagente RNA-Holder (BioAgency), seguindo os valores de
quantidades indicados pelo fabricante. As amostras foram armazenadas em freezer -20° C.

O RNA total foi extraido das amostras de tecido muscular (<100 mg) de cada cabrito,
com uso do PureLink® RNA Mini Kit (Catalog number: 12183018A), seguindo as
recomendacdes do fabricante (Invitrogen, Carlsbad CA, USA).

Os fragmentos dos musculos foram cortados com o auxilio de uma lamina de corte
devidamente esterilizada e pesado em uma balancga de precisédo da marca BEL Engineering —
modelo M214A. Posteriormente foi realizada a maceracdo do tecido por meio de pipetagem,
até sua completa dissociacdo em um tampao de lise preparado com B-mercaptoetanol. Logo
apos o material foi centrifugado por 2 minutos a 12.000g, em temperatura ambiente, coletada
a fase liquida e transferindo-a para tubo limpo onde foi adicionado o mesmo volume de etanol
70%. O material foi homogeneizado e transferido para a coluna em microtubo de 2.0 mL e
posteriormente centrifugado em temperatura ambiente por 1 minuto a 12.000 g. O material
que passou pela coluna foi descartado e a coluna reinserida no tubo de coleta, repetindo este
passo até que todo o lisado fosse transferido. Nesta fase foi incluido o tratamento das
amostras com a RQ1 RNase-Free DNase (Catalog number: M6101) para eliminar
contaminantes de DNA, conforme as recomendacdes do fabricante (Promega Corporation,
USA). As amostras foram lavadas com 350 pL do tampdo de lavagem 1 (Wash Buffer 1) e
entdo centrifugadas por 1 minuto a 12.000g, o efluxo foi descartado e entdo adicionado 0 Mix
com DNAse em cada amostra. As amostras foram incubadas por 15 minutos em temperatura
ambiente até que fosse adicionado o tampé&o de parada da DNAse (stop buffer). Novamente
foram adicionados 350 pL do tampdo de lavagem I e centrifugado por 1 minuto a 12.000 g.
Neste momento, a coluna foi reinserida em um novo tubo de coleta, lavando-a em 500 uL do
tampé&o de lavagem Il (Wash buffer 1) por duas vezes, com centrifugagdo a 12.000 g por 1
minuto. Por ultimo, uma etapa de centrifugacdo adicional foi realizada para que a membrana
com 0 RNA secasse e entdo fossem adicionados 30 pL de agua livre de RNAses. O material
foi incubado por 1 minuto a 37°C e centrifugado por 1 minuto a 12.000g. As amostras foram
armazenadas imediatamente em freezer -20°C para posteriormente serem sintetizadas e
transformadas em cDNA. A integridade das amostras de RNA foi avaliada em gel de agarose
0,5%, corado com brometo de etideo, a concentracdo de RNA foi mensurada com o auxilio do
equipamento NanoDrop ND-2000C.

15



3.3.2 Sintese de cDNA

Para sintese do DNA complementar (cDNA) foi utilizado o kit SuperScrippt™ I1I
First-Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Em tubos estéreis livres de RNA foram adicionados 6 pL de
RNA total, 1 pL de oligo (dT) (50uM oligo(dT)20 € 1 pL de tampdo de anelamento
(Annealing buffer). As reac0es foram incubadas por 5 minutos a 65°C e entdo colocadas sobre
0 gelo por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados 10 pL de solucdo 2x First-Strand
Reaction Mix e 2 pL de solucéo contendo a enzima transcriptase reversa (SuperScript Il -
Invitrogen) e inibidor de RNAse. A solucdo foi incubada por 50 minutos a 50°C para a
sintese do cDNA. A reagdo foi entdo incubada por 5 minutos a 85°C e imediatamente
colocada sob o gelo. As amostras foram armazenadas a -20°C até 0 momento do uso.

3.3.3 Confeccdo dos primers para analise de expressao génica

Para analise de expressdo e com a utilizacdo do programa PrimerQuest Tool (acesso:
https://www.idtdna.com/primerquest/Home/Index) foram desenhados 2 pares de primers para
cada gene: IGF1, DGAT1 e MSTN. A obtencdo das sequencias dos primers foram baseados
nas sequéncias dos mRNAs JX570672 (IGF1), XM018058728 (DGAT1) e HM462261
(MSTN). Para verificar a especificidade dos primers, as sequéncias foram analisadas com o
auxilio do software Primer BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). A sequéncia do primer
para amplificacdo do fragmento FATP foi obtida do trabalho de Bagatoli (2015) e os controles
enddgenos EEF1, GAPDH e HMBS foram obtidos do trabalho de Zhang et al. 2013, todos os
primers foram sintetizados pela empresa Sintese Biotecnologia LTDA.
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Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para amplificar fragmentos do gene diacilglicerol
aciltransferase 1 (DGAT1), gene da miostatina (MSTN), gene do fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF1), gene da proteina transportadora de &cidos graxos (FATP);
gene do gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), gene do hidroximetilbilano sintase
(HMBS).

Genes Primers (5°-37) Tfa manho do Tm Referéncia
ragmento

F:CCCTTCAAGGACATGGACTAC

DGAT(1)* R: GTGGAAGAGCCAGTAGAAGAAG 102pb 60 Este Trabalho
F:GCTGCTTTGGCAGGTAAGA

DGAT (2) R:GGGCGAAGAGGAAGTAGTAGA 103pb 60 Este Trabalho
F:GATGCTGTCGTTACCCTCTAAC

MSTN (1)* R:CCGGAGCAGTAATTGGACTTAT 94pb 60 Este Trabalho
F:CCTGGAAACAGCTCCTAACAT

MSTN (2) R:TCATCTCTCTGGACATCGTACT 105pb 62 Este Trabalho
F:AGCAGTCTTCCAACCCAATTA

IGF-1 (1)* R:ACAGGGCCAGATAGAAGAGA 103pb 60 Este Trabalho

IGF-1 (2) F:CCTCCTCGCATCTCTTCTATCT
R:CTGTCTCCACACACGAACTG 124pb 60 Este Trabalho
F:GGATTGGAGACACTTTCAGGTGG Bagatoli

FATP1* R:CAACCACACCATAGACATTTGCTTC 113pb 60 (2%15)
F:GCAAGTTCCACGGCACAGTC Zhang et al

GAPDH* R:CCCACTTGATGTTGGCAGGA - 60 (2313) '
F:AGCATGCCTTGGAGAGGAATG Zhang et al

HMBS* R:CGCTTGCAGACAGCTCCAAT - 60 (2313) '

EEE1* F:CGACTGGCCACCTCATCTACA ) 60 Zhang et al.
R:CCAGGCATACTTGAAGGAGCC (2013)

(1) = Primeira opgéo; (2) = segunda opcdo; * = primer selecionado; TM = temperatura de
anelamento; pb = pares de bases.

3.3.4 gPCR

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas no laboratorio de expressao génica
localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgica e da Saude (ICBS) da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), conduzidas no equipamento LineGene 9640 - BIOER. Em
cada reacéo foi utilizado o composto fluorescente SYBR GREEN (Fast SYBR ®Green Master
Mix, Applied Biosystems), fluoroforo capaz de ser detectado pelo sistema Optico do
termociclador com o passar dos ciclos e 0 aumento da formagéo dos amplicons 0 mesmo tem
seu acumulo em regides especificas na dupla hélice.
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3.3.5 Teste de eficiéncia

Foi realizado o teste de eficiéncia para cada primer seguindo 0s seguintes passos:
primeiramente foi preparado um mix contendo 10 pl amostra de cDNA de cada animal
analisado, formando um pool de cDNA, posteriormente este pool foi diluido em trés
concentracdes 45 ng, 15 ng e 5 ng (proporcdo 9:3:1) e trés concentracdes de primer 500 nM,
250 nM e 125 nM (proporcdo 4:2:1). De acordo com o teste de eficiéncia e com as curvas de
amplificacdo optou-se por utilizar as concentracdes de 45 ng de cDNA e 500 nM de primer
para todas as reacdes realizadas no experimento, as mesmas foram realizadas em triplicatas.

As condicbes experimentais da PCR foram as seguintes: um passo inicial de 95°C por
10 minutos que consiste na fase de abertura das fitas, seguido por 40 ciclos que consistiram
em 95°C por 15 segundos para a abertura das fitas e 60°C por 30 segundos para o0 anelamento
dos primers e extensdo das fitas. Um passo adicional com aumento gradual de temperatura foi
acrescentado, com temperatura de 60°C até 95°C, para a obtencdo da curva de dissociacao e
confirmacédo da especificidade dos fragmentos amplificados. Apos esta etapa, os valores dos
Cts das triplicatas foram avaliados e os que apresentaram grande disparidade foram refeitos.
Ap0s, todos os valores foram exportados para Excel para demais analises.

3.3.6 Estabilidade de expresséo dos genes de referéncia

Com os dados exportados para o Excel foi possivel avaliar a estabilidade da expressao
dos genes de referéncia (EEF1, HMBS e GAPDH) através do programa RefFinder (disponivel
no site http://fulxie.Ofees.us/?type=reference). O mesmo realiza as analises dos dados através
dos métodos ACt (SILVER et al., 2006), Bestkeeper (PFAFFL et al., 2004), GeNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002), NormFinder (ANDERSEN et al., 2004). Esta ferramenta
analisa separadamente cada algoritmo utilizado e fornece também uma classificacdo geral do
melhor gene de referéncia para a condicdo experimental testada, obtida através da combinacédo
dos resultados dos quatro algoritmos

3.4 Analise Estatistica

Analise da influéncia do efeito dos genotipos sobre as varidveis produtivas (PA, PC E
FC).
Modelo: Yij = p + Gi + eij
Onde:
Yij = varidveis dependentes (FC, PA, PC)
p = média geral das observacgdes Yij
Gi = efeito das classes de cada gene (AA e AB para GH; 11, 12 e 22 para
DGAT1;M1M1, M1M2 e M2M2 para MSTN; AA, AB e BB para IGF; AB, AC, AD,
BB, BC e BD para FATP; GG, AG e AA para NF1 e AA, AB e BB para PPAR)
eij = erro aleatorio associado a cada observacao

Analise da influéncia do efeito dos gendtipos combinados sobre as variaveis
produtivas (PA, PC e FC).
Modelo: Yijk = p + GGij + eijk
Onde:
Yijk = variaveis dependentes (FC, PA, PC)
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p = média geral das observagdes Yij

GGij = efeito das classes dos gendtipos combinado (AAAA, AAAB, ABAA, ABAB
para MSTN/PPAR, AAAA, AAAB, AABB, ABAA, ABAB, ABBB, para GH/NF, AAAA,
AAAB, ABAA, ABAB, BBAA, BBAB para, GH/DGAT, AAAA, AAAB, AABB, ABAA,
ABAB para DGAT/PPAR, AAAA, AAAB, AABB, ABAA, ABAB para GH/MSTN.)
eijk = erro aleatorio associado a cada observagédo

Analise de expressao.

Os dados foram analisados utilizando-se o procedimento GLM do SAS. O
procedimento UNIVARIATE foi utilizado para verificar a normalidade dos residuos da
expressdo dos genes em estudo (expressos com 24¢Y) e dados de producdo. Foi utilizado
ANOVA para cada classe de genotipos em um delineamento inteiramente casualizado. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey e as correlagdes de Pearson testadas pelo teste
de t (P <0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de polimorfismo

4.1.1 Gene do hormoénio do crescimento (GH)

Com a utilizacdo dos primers publicado por Hua et al., (2009), foi possivel obter
fragmentos especificos com o tamanho de 422 pb, correspondentes a regido do exon 2 do GH
pela técnica de PCR e avaliados por eletroforese. Foi necessario ainda a utilizacdo da técnica
de PCR-RFLP para identificar o gen6tipo dos 40 animais avaliados no experimento.

O polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) identificado no exon 2 refere-se a
substituicdo de uma base adenina (A) por uma base guanina (G) no DNA (A781G), causando
a substituicdo de um aminoéacido por outro na proteina (serina por glicina), essa mutacédo cria
um sitio que é reconhecido pela enzima Haelll (GG/CC), sendo possivel assim reconhecer 0s
diferentes alelos como pode ser observado na figura 1. Destacamos que o alelo B recebeu a
mesma denominacgdo de Hua et al. (2009), mas refere-se a presenca do nucleotideo Guanina,
representando na verdade o alelo G.

AB AB AA AA AB

Figura 1.Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 5% de produtos de digestdo pela
enzima Haelll do gGH. Canaleta 1 = marcador de 50 pb (Amresco®). Canaleta 2 = fragmento
de 422 pb, produto de PCR sem digestdo, canaletas 3, 4 e 7 = genotipos heterozigotos AB
(fragmentos de 422, 366 e 56 pb), canaleta 5 e 6 = gendtipo homozigoto AA (fragmentos de
366 e 56 pb).

Do total de 40 animais avaliados, 23 foram identificados como homozigotos AA
(frequéncia de 0,575) e 17 foram identificados como heterozigotos AB (frequéncia 0,425), no
presente trabalho ndo foram encontrados animais homozigotos para o alelo B. As frequéncias
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alélicas foram de 0,79 e 0,21 para os alelos A e B respectivamente. A ndo ocorréncia de
animais com genotipo BB entre os 40 cabritos pode ser explicada pela baixa frequéncia
esperada de animais com este genotipo e a auséncia destes na amostra pode ter ocorrido pela
casualidade ou pelo efeito do macho. Segundo o principio de Hardy-Weinberg (H-W)
demonstrado, por Hardy e Weinberg, em 1908, espera-se que este genotipo seja encontrado na
populagdo com a frequéncia de 0,04 (4 cabritos em 100). Entretanto, ao se calcular o
equilibrio de H-W, e através do teste de Qui-quadrado com o grau de liberdade igual a um e
coeficiente igual a 5%, verifica-se que a populagdo esta em equilibrio. Melo (2012) analisou 0
mesmo polimorfismo em uma populacdo de 184 cabras de racas leiteira, oriunda da mesma
populacdo avaliada no presente trabalho, e obteve as frequéncias genotipicas de 0,352 cabras
homozigotas AA, 0,583 heterozigotas AB e 0,065 homozigotas BB. Analisando os resultados
das frequéncias através do teste de Qui-quadrado é possivel observar que essa populacdo de
cabras leiteiras estd em equilibrio de Hardy-Weinberg para a regido génica analisada, o que
corrobora com os dados obtidos no presente trabalho. O autor acima citado ndo encontrou
associacdo do polimorfismo com as caracteristicas de producdo de leite, isto pode refletir a
falta de selegdo neste rebanho sobre os diferentes gendtipos.

Mesmo o gendtipo AB apresentando valores superiores em se tratando de
caracteristica de carcaca, a frequéncia alélica para o alelo B (0.4188) encontrado por Hua et
al. (2009) foi mais baixa que a frequéncia do alelo A (0.5812) em uma populacdo de 154
animais analisados. E importante relatar também que ndo foi encontrado pelo autor citado
acima nenhum animal com o genétipo BB assim como neste estudo, mas isto reflete os
sistemas de cruzamentos dos criatérios dentro de uma geracao, pois com esta alta frequéncia
do alelo B espera-se a ocorréncia de genotipos BB, caso os cruzamentos fossem aleatérios.
Se essa populagdo estivesse em equilibrio de Hardy-Weimberg o genotipo BB seria
encontrado em uma frequéncia de 0,17 (17 animais em 100).

4.1.2 Gene diacilglicerol aciltransferase 1 (DGAT1)

O polimorfismo do Tipo VNTR (variagbes no numero de repeticbes em tandem),
localizado na regido promotora do gene DGAT1 foi encontrado primeiramente em bovino e
posteriormente descrito em caprino por Melo (2012). A amplificacdo por intermédio da
técnica de PCR possibilitou amplificar os fragmentos com aproximadamente 750pb e com o
auxilio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%, possibilitou a identificacédo
dos alelos 1 (Baixo) e 2 (Alto) como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 15%, produtos de corrida longa por
16 horas a 160 volts referente aos amplicons do gene DGAT1 com 777pb. Canaleta 1 =
marcador de 100 pb (New England Biolabs). Canaleta 2 = fragmentos baixo correspondente
ao genotipo homozigoto 1/1, canaletas 3 e 5 = fragmento alto correspondente ao gendtipo
homozigoto 2/2, canaleta 4 = gen06tipo heterozigotos contendo os fragmentos alto e baixo 1/2.

Do total de 40 animais avaliados no experimento, 7 foram identificados como
homozigotos 1/1 (0,175), 13 foram identificados como heterozigotos 1/2 (0,325) e 20 foram
identificados como homozigotos 2/2 (0,5), com as frequéncias do alelo 1 igual a 0,34 e do
alelo 2 igual a 0,66. Segundo os principios de H-W, verifica-se que as frequéncias estdo em
equilibrio.

Dados que corroboram com essa identificagdo foram as frequéncias obtidas por Melo
(2012) com fémeas leiteiras do mesmo rebanho. Os animais com genétipo homozigoto 1/1
estava presente na populacdo em uma frequéncia de 0,30, os animais heterozigotos 1/2
frequéncia de 0,22 e os animais homozigotos 2/2 frequéncia de 0,48. As frequéncias alélicas
foram de 0,4 para o alelo 1 e 0,6 para o alelo 2. Os autores ainda concluem que o
polimorfismo do tipo VNTR identificado gene DGAT1 de caprinos tém influéncia na duracéo
da lactacdo, sendo que o alelo 2 apresenta uma associacdo positiva com esta caracteristica.
Isso pode explicar o fato do alelo 2 apresentar maior frequéncia em populagGes com aptidao
para a producdo de leite, ndo foi encontrado correlacdo dos gendtipos com as outras
caracteristicas como producéo de leite.

Em bovinos, foi encontrada uma sequéncia de 18 nucleotideos
(AGGCCCCGCCCTCCCCGQG), correspondendo a um VNTR localizado na regido promotora
do gene, ocasionando alteracdo de grande influéncia na concentracdo de gordura no leite
(Thaller et al. 2003, Kuhn et al., 2004 e Winter et al., 2002).

Kuhn et al. (2004) encontraram cinco alelos em seu trabalho, mas ndo forneceu o
namero de repeticdes dos fragmentos encontrados. Furbass et al. (2006), encontraram cinco
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alelos, variando de trés a sete repeti¢ces nucleotidicas. Gautier et al. (2007) identificaram sete
alelos com repeticdes de duas a oito sequéncias nucleotidicas no gado holandés.

O VNTR contendo 18 nucleotideos compreende um motivo CCCGCC, o qual é um
potencial sitio de ligacdo para o fator de transcricdo SP1. Assim, a variabilidade no nimero de
sitios de ligacdo, que é gerado pelo polimorfismo VNTR na regido promotora do DGAT],
pode ser responsavel pela variacdo na expressdo e na atividade deste gene (KUHN et al.,
2004).

Mioranza (2006) sequenciou uma regido de exon do DGAT1 em caprinos, de ragas
leiteiras. Ao comparar os resultados com a sequéncia génica de bovinos, disponivel em banco
de dados, observou-se seis transicOes e seis transversdes, sendo que cinco situavam-se na
regido codificadora do gene, porém eram mutacdes silenciosas, ndo houve alteracdo no
aminocido traduzido.

4.1.3 Gene da Miostatina (MSTN)

Por intermédio da técnica de PCR foi possivel amplificar um fragmento com tamanho
aproximado de 380pb referente a parte do intron 1 do gene da miostatina em caprino. Com o
auxilio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida em uma concentracdo de 15% foi
possivel a identificacdo de dois fragmentos de tamanhos distintos denominados neste trabalho
de alelos M1 (Baixo) e M2 (Alto) como pode ser observado na figura 3.

Em caprino ainda s&o poucas as informagdes sobre a regido génica que codifica a
miostatina e possiveis alteraces no gene que podem levar a alteragbes no fendtipo do
individuo.

Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida'.:(PE) 15%, a 160 volts por 16 horas
referente aos amplicons do gene MSTN com aproximadamente 380pb. Canaleta 1 = marcador
de 50 pb (Ludwig Biotecnologia). Canaleta 2, 6, 8 e 10 = fragmento baixo, gendtipo
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homozigoto M1M1, canaletas 4 e 11 = fragmento alto, genétipo homozigoto M2M2,
canaletas 3, 5, 7, e 9 = gendtipo heterozigotos, fragmentos alto e baixo (M1M2).

Foi possivel genotipar 39 dos 40 animais analisados para 0 gene da miostatina dos
quais 18 animais apresentaram o genétipo homozigoto M1M1, com frequéncia de 0,46, 4
animais apresentaram o genétipo homozigoto M2M2, com frequéncia de 0,10 e 17 animais
apresentaram genotipo heterozigotos M1M2, com frequéncia de 0,44. As frequéncias alélicas,
obtidas por contagem direta, resultou na frequéncia de 0,68 para o alelo M1 e 0,32 para 0
alelo M2. Através do teste de qui-quadrado foi possivel constatar que essa populacdo
encontra-se em equilibrio para o polimorfismo analisado. O tipo de polimorfismo encontrado
pela equipe pode ser uma delecdo ou insercdo de poucos nucleotideos, sendo necessario
realizar o sequenciamento dos fragmentos para caracterizar o polimorfismo.

Em bovinos, a perda de atividade funcional da miostatina estd associada com a
musculatura dupla (GROBET et al., 1997). No gado Belgian Blue, uma delecdo de 11 bp do
gene da miostatina resulta numa proteina truncada, pois a transcri¢cdo termina 14 cdédons a
jusante do local de mutacdo, resultando em um fenotipo de musculatura dupla e carcagas de
maior interesse para a industria da carne (MCPHERRON e LEE, 1997). Foi identificado um
polimorfismo de microssatélite no primeiro intron do gene da miostatina bovina, este
polimorfismo é caracterizado por uma repeticdo de nimero varidvel de uma base, cujas
variantes presentam de 12 a 21 repeti¢Ges dentro e entre algumas racas bovinas (XOCHITL et
al., 2006). Farhadian et al. (2011) avaliaram polimorfismo no gene da miostatina em ovelha
Makoei através da técnica de SSCP no intron 1, e encontrou 5 alelos distintos, porém, o
mesmo autor ndo sequenciou a regido e ndo fez associagdo dos mesmo com caracteristicas
produtivas. No presente trabalho também foi encontrado a mutacdo no intron 1 sendo
necessario o sequenciamento para identificar se o polimorfismo corresponde a um dos
polimorfismos identificados por algum dos autores citados acima.

A populacédo avaliada encontra-se me equilibrio Hardy-Weimberg, provavelmente pela
auséncia de pressdo de selecdo para genes relacionados com musculatura, visto que o rebanho
é considerado com aptiddo para leite.

4.1.4 Gene do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1)

Os fragmentos obtidos por PCR apresentaram 363pb como esperado, de acordo com
os dados divulgados por Liu et al. (2010) os quais analisaram a regido do éxon 4 e regido
parcial do intron 4 em cabras de racas chinesas. Os autores encontraram um SNP
(polimorfismo de nucleotideo unico) referente a transicdo G>C na posi¢do 5752, localizado
no intron 4. Esse SNP resulta na formagdo de um sitio de corte GG/CC pela enzima Hae IlI.
Como resultado da técnica de PCR-RFLP os fragmentos amplificados com 363pb foram
digeridos e os fragmentos que ficaram intactos com 363pb foram denominados de alelo A, ja
os fragmentos que apresentaram um sitio de corte foram denominados de alelo B, por gerar
dois fragmentos, um com 264pb e outro com 99pb devido a acdo da enzima de restricdo. Os
individuos com gendtipo heterozigoto AB apresentaram as 3 bandas: a de 363 pb, a de 264 e a
de 99pb, conforme pode ser visualizado na Figura 4.
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Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 10%, produto de digestdo pela
enzima Haelll dos fragmentos amplificados com o primer IGF-1. Canaleta 1 = Marcador de
50 pb (Ludwig Biotecnologia), canaleta 2 = produto da PCR sem digestao apresentando (SD)
363pb; canaletas 3, 5, 6, 7, 8, 10 e 11 = animais homozigoto BB apresentando os fragmentos
de 264 e 99 pb, frutos da digestdo pela enzima Haelll, canaletas 4 e 9 = animais
heterozigotos apresentando o fragmento de 363 pb referente ao alelo A e os fragmentos de
264 e 99 pb referente ao alelo B;

Com a utilizacdo da técnica descrita por Liu et al., (2010) foi possivel detectar o
polimorfismo nesta populacdo experimental porém, a frequéncia do alelo A foi baixa (0,05),
estando presente em apenas 2 animais em heterozigose (auséncia de animais homozigotos
AA). Neste estudo dos 40 animais genotipados, 38 eram homozigotos para o alelo B
(frequéncia alélica de 0,95). Estas frequéncias foram bem diferentes do que foi encontrado por
Liu et al, (2010) na racas chinesas, nas quais as frequéncias para o alelo A e alelo B foram de
0,395 e 0,605 para a raca Xinjiang e de 0,606 e 0,394 para a raca Nanjiang Cashemere,
respectivamente. Foi proposto pelos autores a associacdo com outras caracteristicas,
relacionadas a producdo de cashmere, mas que ndo foram significativas (p>0,05).
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Rangel (2015) avaliou o mesmo polimorfismo em fémeas da mesma populacdo
analisada neste trabalho e encontrou uma frequéncia alélica de 0,11 para o alelo A e 0,89 para
o alelo B. Quanto ao genotipo a autora encontrou a frequéncia de 0,04 para os animais
homozigotos AA, 0,14 para o geno6tipo heterozigoto AB e 0,82 para o gendtipo homozigoto
para o alelo BB, esta populacdo ndo se encontra em equilibrio. Os resultados obtidos pelo
autor citado acima mostram uma presséo de selecdo em relacdo ao alelo B o que nédo foi
explicado pelas correlacBes avaliadas no estudo, pois ndo apresentou associacao significativa
com as caracteristicas estudadas de producéo total de leite, extrato seco, gordura, lactose,
proteina, duracdo da lactacéo e contagem de celulas somaticas.

Deng et al., (2010) avaliaram polimorfismos no IGF1 em 708 cabras chinesas de racas
leiteiras (Guanzhong e Xinong Saanen). Entre os polimorfismos descritos o autor avaliou o
polimorfismo 9.5752 G>C D26119.2, mesmo polimorfismo avaliado no presente trabalho. O
autor identificou os alelos de acordo com o nucleotideo presente na mutacdo, em que o alelo
G apresenta 0 nucleotideo guanina na posicdo 5752 e o alelo C apresenta o nucleotideo
citosina na posicdo 5752, denominado por Liu et al, (2010) como alelo A e B respectivamente
e por convengdo mantivemos a mesma denominagdo deste ultimo autor. Ainda 0s mesmos
autores, as cabras leiteiras Xinong Saanen com o gendtipo CG apresentaram corpos mais
longos e a circunferéncia toréacica foi maior em comparacdo com cabras Guanzhong com o
gendtipo GG (p <0,05). Nas cabras leiteiras de Xinong Saanen com o genotipo CC, as
producdes de leite foram significativamente maiores durante a primeira e segunda lactagéo (p
<0,05).

4.1.5 Gene do fator nuclear 1 C2 (NF1-C2)

Como resultado da amplificacdo pela técnica de PCR utilizando os primers divulgados
por Wang et al. (2011) foi possivel amplificar um fragmento contendo 233pb, referente ao
intron 4. O NF1-C2 em caprinos esta localiza-se no cromossomo 7, 0 mesmo é composto por
10 éxons. Os fragmentos devidamente amplificados foram submetidos a técnica de RFLP
utilizando a enzima BstNI que reconhece e corta a sequéncia CC/GG presente no alelo G
resultando em dois fragmentos um com 186pb e outro com 47pb, j& para o alelo A a transicao
G>A faz com que altere o sitio de reconhecimento pela enzima mantendo intacto o fragmento
contendo 233pb, como pode ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 10%, produtos de digestdo pela
enzima BstNI do fragmento amplificado com o primer NF1-C2. Canaleta 1 = marcador de
peso molecular de 50 pb (Ludwig Biotecnologia), canaleta 2: produto da PCR sem digestdo
(SD); Canaletas 3,7 e 8 = amostras de animais homozigotos AA apresentando banda de
233pb, canaleta 6 = amostra de animal homozigoto GG apresentando 2 fragmentos: 186 e
47pb; Canaletas 4, 5, 9 e 10 = amostras de animais heterozigotos (AG) apresentando os trés
fragmentos.

Na populacdo avaliada foi possivel detectar o gendtipo de 39 dos 40 animais através
da técnica de PCR-RFLP, obtendo uma frequéncia genotipica de 0,18 animais com genotipo
homozigoto AA, 0,51 animais com genétipo heterozigotos AG e 0,31 animais com o gendtipo
homozigotos GG, o que resultou em uma frequéncia alélica de 0,436 para o alelo A e 0,564
pro alelo G. Através do teste de Qui-quadrado com o grau de liberdade igual a 2 e 0 numero
significancia (Alfa) igual a 5% foi possivel constatar que a populacdo avaliada encontra-se em
equilibrio de Hardy-Weimberg, o que nos leva a crer que nessa populagdo ndo ha uma selecao
direcionada para as caracteristicas de interesse econémico na producdo de leite

Apesar de poucos trabalhos avaliarem a influéncia de polimorfismo nos fatores de
transcricdo da familia de proteinas do fator nuclear 1 (NF1) em caracteristicas de carne e
carcaca, sabe-se da importancia desse gene na regulacdo da transcri¢do génica.

O NF1-C2 foi avaliado por Wang et al. (2011) em trés ragas chinesas Xinong Saanen,
Guanzhong e Xinjiang cashmere e correlacionado com caracteristicas de producéo de leite. As
frequéncias alélicas encontradas no presente trabalho foram semelhantes a frequéncia obtida
por pelos autores citados acima com a raga Xinong Saanen que apresentou a frequéncia de

27



0,450 para o alelo A e 0,550 para o alelo G e ainda com a raca chinesa Guanzhong que
apresentou a frequéncia de 0,505 para o alelo A e 0,495 pro alelo G, porém bem distinto da
frequéncia encontrada na raca Xinjiang cashmere que apresentou a frequéncia de 0,176 para o
alelo A e 0,824 para o alelo G.

O fato da proximidade dos valores das frequéncias alélicas da populacdo analisada
com as populagdes chinesa pode estar ligado com a aptidao leiteira dos animais e a diferenca
com a raca Xinjiang cashmere pode ser explicada por serem animais com aptiddo distinta
onde o alelo G que apresenta maior frequéncia na populacdo pode estar relacionado com
alguma caracteristica de interesse econdémico para producédo I& e pode ter sofrido algum tipo
de selecdo. Com base nesta observacdo torna-se interessante avaliar esse polimorfismo em
individuos de racas com aptidao para corte.

4.1.6 Proteina transportadora de acidos graxos (FATP);

Utilizando o primer descrito por Bagatoli (2015) foi possivel amplificar um fragmento
com aproximadamente 850pb correspondente a regido promotora do gene FATP por
intermédio da técnica de PCR. Assim como descritos pelos autores, foram observados 4
tamanhos diferentes de fragmentos, denominados de alelo A, B, C e D, como pode ser
observado na Figura 6.

Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 15%, a 160 volts por 16 horas,
referente aos amplicons do gene FATP com aproximadamente 850pb que variaram em
tamanho, com 4 variantes A, B, C e D. Canaleta 1 = marcador de 100 pb (New England
Biolabs). Cana Canaleta 2 e 4 = gen6tipo BB, canaletas 3, 6, 8 e 9 = gendtipo AC, canaleta 5
= gendtipo BC e canaleta 7 = gendtipo AD.

Foi possivel identificar o genotipo de 38 animais dos 40 animais avaliados no
trabalho (Tabela 3). O genétipo mais frequente foi o BB seguido do BC e 0s menos
frequentes foram os gendtipos CC e CD. Através do teste de Qui-quadrado (¥?) com o grau de
liberdade igual a 7 e em valores criticos de 5%, foi observado que esta populacdo nao esta em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Bagatoli (2012) analisou fémeas da mesma populacdo encontrou a frequéncia alélica
de 0,25 para o alelo A, 0,26 para o alelo B, 0,24 para o alelo C e 0,25 para o alelo D, néo
estando essa populacdo em equilibrio para a regido génica avaliada, tendo encontrado como
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gendtipo mais abundante o gendtipo BC e os menos abundantes os gendtipos AB e CC.
Segundo o mesmo autor possivelmente alguma forca de selecdo esteja atuando sobre esta
caracteristica, considerando que estes animais sdo de alta producdo e possivelmente tenham
sido selecionados para as caracteristicas de producdo leiteira. Os homozigotos BB e AA
apresentaram efeito positivo maior em relacdo ao homozigoto CC e o heterozigoto AC, que
parecem ter efeitos negativos sobre as porcentagens de lactose. Nas porcentagens de proteina
do leite, o gendtipo CC teve a maior porcentagem, enquanto o gendtipo CD, para esta
caracteristica, apresentou menor valor médio (P<0,05).

Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas do FATP.

Genotipo N Frequéncia Genotipica Alelo Frequéncia Alélica
AB 7 0,184 A 0,185
AC 4 0,105 B 0,510
AD 3 0,079 C 0,200
BB 10 0,263 D 0,105
BC 8 0,211
BD 4 0,105
CC 1 0,026
CD 1 0,026
TOTAL 38 1 1

4.1.7 Receptor ativado por proliferadores de peroxissomas gama (PPARY).

Como resultado da técnica de PCR foi possivel amplificar um fragmento com
aproximadamente 550 pb referente ao amplicon da regido promotora do gene PPARY.
Constatou-se  um polimorfismo de tamanho de fragmento com uma diferenca de
aproximadamente 20 pb. O fragmento de maior tamanho foi denominado no presente trabalho
de alelo A e o fragmento de menor tamanho de alelo B (Figura 7). H& a necessidade de
realizar o sequenciamento para identificar a real diferenca entre esses alelos.

Dos 40 animais avaliados foi possivel identificar o genotipo de 38 animais, sendo que
0 genotipo heterozigoto AB foi 0 mais frequente na populacdo avaliada apresentando uma
frequéncia de 0,526, seguido do genotipo homozigoto AA apresentou a frequéncia de 0,421
enguanto o gendtipo homozigoto BB foi 0 menos frequente apresentou uma frequéncia de
0,053. A frequéncia alélica foi obtida por contagem direta apresentando o alelo A uma
frequéncia de 0,684 e o alelo B uma frequéncia de 0,316.

Com base nas frequéncias aléelicas foram calculadas as frequéncias esperada para cada
genotipo nesta populacédo e atraves do teste de Qui-quadrado e foi possivel constatar que essa
populacédo se encontra em equilibrio H-W, o que indica que esta populacdo ndo esta sofrendo
selecdo sobre essa regido génica.
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Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 15%, 160 volts por 16 horas,
referente aos amplicons do gene PPARy. Canaleta 1 = marcador de 50 pb (Ludwig
Biotecnologia). Canaletas 2, 4, 6 e 7 = gen6tipo homozigoto AA, canaletas 3 e 8 = gen6tipos
heterozigotos AB, canaleta 5 = genétipo homozigoto BB.

Wu et al. (2006) investigaram um polimorfismo do tipo SNP no gene PPARYy,
resultando na troca de uma G para A na posi¢cdo 646 do exon 5 em galinha, causando uma
substituicdo de aminoacidos Asp por Asn na posicdo 216. No estudo foram utilizados 856
animais sendo 2 linhagens de poedeiras, 1 linhagem de corte e 3 linhagens chinesas sem
dados de aptidao. As frequéncias de alelos e genotipicas foram significativamente diferentes
entre 6 racgas de frango (P <0,01). O peso da gordura abdominal as 12 semanas de idade para
aves com genotipo GG foi 34,26 e 28,71% maior do que aqueles com genotipos AA e AG,
respectivamente (P <0,01), indicando que o polimorfismo poderia ser usado como marcador
molecular potencial para a selecdo da caracteristica gordura abdominal sem interferir na taxa
de crescimento de galinhas. N&o encontramos na literatura nenhum trabalho correlacionando
polimorfismo nesse gene com qualidade da carne e caracteristica de peso em caprino.

4.2 Associacdo dos Genotipos com as Caracteristicas de Peso ao Abate (PA), Peso da
Carcaca (PC) e Forca de Cisalhamento (FC)

Todos os polimorfismos encontrados foram testados para verificar se os diferentes
gendtipos apresentam associa¢fes com as caracteristicas sob analise. Assim, os valores de
peso ao abate (PA), peso da carcaca (PC) e Maciez (expresso em forca de cisalhamento FC)
foram avaliados em cada genotipo dos genes GH, DGAT1, MSTN, IGF1, PPARy, FATP e
NF1-C2. Os resultados das analises estdo descritos na Tabela 4.

Com relacdo especificamente ao polimorfismo do GH, a caracteristica de peso ao
abate apresentou diferenca significativa entre os grupos com genétipo AA e AB, constatado
pelas analises de variancias, testes de Tukey e pelos contrastes estimados (P >0,05), de forma
que o grupo com genotipo AB apresentou maior média de peso ao abate (30,64 Kg) quando
comparado com o0s animais do grupo AA (27,86 Kg), ainda foi possivel observar que o
gendtipo AB também apresenta uma diferenca considerada sugestiva para peso da carcaga em
relacdo ao gendétipo AA (P=0,0636) o que corrobora com os dados obtido em Garcia (2012)
em que os dados de correlagdo mostraram um valor alto e positivo entre o peso ao abate (PA)
e peso da carcaga (PC), o que seria esperado, visto que quanto maior o peso do animal ao
abate, maior também seré o peso da carcaca (P<0,05).
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Hua et al., (2009) constataram que cabras da raca Boer (com aptiddo para carne) com
genotipo heterozigoto AB pesaram cerca de 2 kg a mais em relagdo aqueles com gendtipo AA
ao desmame, e mediram cerca de 1,4 cm a mais no perimetro toracico ao nascimento do que
aquelas com gendtipo AA (P <0,05). E possivel observar uma pressio de selegio para o
gendtipo AB na populacdo com aptiddo para carne avaliada por Hua et al., (2009) o que pode
estar intimamente ligada ao fato desses animais apresentarem escores superiores para
caracteristicas de crescimento e qualidade de carcaca, 0 mesmo ndo acontece com as
populagdes de racas leiteira avaliadas por Melo (2012) e pela nossa equipe, cujas populacdo
encontram-se em equilibrio. A autoraconstatou que o polimorfismo analisado ndo estava
relacionado a nenhuma das caracteristicas de producdo e qualidade do leite avaliadas no
estudo, como a producdo de leite até os 270 dias de lactacdo, duracdo da lactacdo, escore de
células somaéticas, porcentagens de gordura, proteina, lactose e extrato seco total no leite.

O genotipo heterozigoto AB apresentou os melhores escores para peso ao abate
(P<0,05) e apesar de ndo ter sido significativo 0 mesmo apresentou maior média de peso da
carcaca e menor valor forca de cisalhamento que ficaram proximo o limite, resultando em
uma carne mais macia, podendo o polimorfismo ser utilizado em rebanhos leiteiro,
melhorando assim as caracteristicas de crescimento, qualidade da carne e da carcaca sem
afetar as caracteristicas de qualidade e producéo de leite.

Ainda com relacdo ao peso ao abate, o polimorfismo no intron 1 do gene da miostatina
também apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os genétipos homozigotos M2M2 e
heterozigoto M1M2 para esta caracteristica, em que individuos com genotipo M2M2 (32.87
Kg) apresentou maior média de peso ao abate do que os individuos com genétipo M1M2
(27.82Kg), enquanto os individuos com genotipo M1M1 (29.27 Kg), nao diferiu
significativamente dos demais (Tabela 4). A mesma diferenca foi observada entre os
gendtipos para peso da carcaca. Apesar ndo ser significativa, isso se deve a correlacdo alta e
significativa entre PA e PC. Outros autores descrevem polimorfismo no gene da miostatina
influenciando nas caracteristicas de carcaca de animais como em roedores (MCPHERRON et
al., 1997) e bovino (GROBET et al., 1997).

McPherron et al. (1997), inativaram o0 gene que codifica essa proteina em ratos,
levando a perda da funcdo do gene. Como resultado, obtiveram animais transgénicos que
produziam miostatina ndo funcional. Os descendentes destes animais eram homozigotos para
0 gene alterado, homozigotos para o gene normal ou heterozigotos. A principal diferenca nos
fendtipos destes individuos era a massa muscular. O animal mutante homozigoto foi duas a
trés vezes maiores que seus irmdos heterozigotos ou normais, machos e fémeas sdo afetados
igual e proporcionalmente.

A sequéncia da miostatina da raca bovina Belgian Blue apresenta delecdo de 11 pb no
exon 3, inativando toda a molécula da miostatina, e causando a hipertrofia muscular em
animais da raca Belgian Blue (GROBET et al., 1997). O fato de este polimorfismo apresentar
uma diferenca significativa em relacdo ao peso ao abate em caprinos de origem leiteira torna-
0 interessante para ser analisados em caprinos com aptidao para a carne, visto que ndo foram
encontrados trabalhos de identificacdo de polimorfismo no gene da miostatina em caprino.

Com relacdo a maciez da carne, mensurada por intermédio da forca de cisalhamento,
houve diferenca significativa entre os dois grupos de gendtipos obtidos para o gene do IGF-1,
em que o gendtipo heterozigoto AB apresentou maior forga de cisalhamento, o que resulta em
uma carne menos macia, quando comparado aos animais com genotipo BB, ainda os animais
com gendtipo BB apresentaram diferenca quanto a media de peso da carcaca, que foi de 13,80
Kg em relagdo aos animais com gendétipo AB que foi de 11,24 Kg bem proximo do limite de
significancia (P=0,0769). No trabalho de Liu et al. (2010) o mesmo polimorfismo descrito em
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duas racas de cabras chinesas, Xinjiang e Nanjiang cashmere, no entanto, foi proposta
associacdo com outras caracteristicas, relacionadas a producdo de cashmere, mas que nao
foram significativas (p>0,05).

Zhang et al. (2008) identificaram um SNP no gene IGF-1 e avaliaram sua associagao
com caracteristicas de crescimento em caprinos da raca Nanjiang Huang. O polimorfismo,
uma transversdo de G para C no intron 4 foi verificado em 592 animais. As maiores medidas
corporais e de peso dos animais estavam associadas significativamente com o gendtipo
homozigoto CC. Assim, segundo 0s mesmos autores, a selecdo do gen6tipo CC pode ser mais
vantajosa para caracteristicas de crescimento em caprinos Nanjiang Huang indicando que esse
polimorfismo no gene IGF-1 pode ser um potencial marcador molecular para as
caracteristicas de crescimento nesta raca. Este polimorfismo ndo é o mesmo relatado no
presente trabalho, mas também se refere a um polimorfismo de no intron 4.

Né&o foi encontrado na literatura analisada nenhum trabalho em caprino em que foi
associado polimorfismo no IGF-1 com a caracteristica de maciez da carne, pelo fato do gene
estar relacionado com mobilidade de gordura, torna interessante essa analise mais detalhada
em caprinos de corte visto que os valores foram significativos no presente trabalho.

Nenhum efeito dos gendtipos dos genes DGAT1, NF1, FATP1 e PPARy sobre
caracteristicas de peso ao abate, peso da carcaca e maciez foi observado pelas analises de
variancias, testes de Tukey e pelos contrastes estimados (P>0,05), de forma que o0s
polimorfismos avaliados neste estudo ndo séo indicados como marcador para selecdo dos
animais com melhor desempenho para as caracteristicas avaliadas. Entretanto, estes mesmos
genes podem apresentar polimorfismos em outras regides que podem estar associados com as
caracteristicas de interesse zootécnico. Para tanto, outros estudos devem ser conduzidos para
verificar esta possibilidade.
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Tabela 4. Associacdo das caracteristicas avaliadas de peso ao abate (PA), peso da carcaca
(PC) e forca de cisalhamento (FC) em funcdo dos gendétipos dos genes GH, IGF-1, DGAT,

MSTN, FATP, NF1 e PPAR.

Gene Genotipo N PA PC FC
Média DP Média DP Média DP
GH AA 23 | 27.86" 3.81 13.17 1.95 3.02 0.52
AB 17 | 30.64° 3.92 14.35 1.90 2.814 0.39
IGF-1 AB 2 26.10 0.20 11.24 1.24 3.692 0.57
BB 38 | 29.20 4.10 13.80 1.96 2.89° 0.45
DGAT AA 7 27.90 2.70 13.18 1.25 2.80 0.46
AB 13 | 29.21 4.06 14.00 1.99 2.81 0.23
BB 20 | 29.33 4.52 13.63 2.24 3.06 0.58
MSTN M1iM1 18 | 29.28% 3.80 13.77 2.09 2.91 0.46
M1M2 17 | 27.82° 3.86 13.14 2.00 3.00 0.49
M2M2 04 | 32.872 3.97 15.84 131 3.23 0.66
FATP AB 7 27.44 4,59 12.52 2.21 2.95 0.67
AC 4 30.88 4,73 14.82 1.77 2.68 0.42
AD 3 28.83 6.71 14.56 3.69 3.59 0.65
BB 10 | 28.14 3.89 13.30 1.76 2.90 0.43
BC 8 29.50 4.47 13.47 2.01 2.76 0.30
BD 4 29.63 2.06 14.00 0.83 3.00 0.12
NF1 GG 12 | 28.87 4.33 13.47 1.95 2.93 0.37
AG 20 | 29.70 4.26 14.05 2.04 3.02 0.56
AA 7 27.80 3.26 13.08 2.16 2.63 0.31
PPAR AA 16 | 29.06 4,74 13.61 1.89 2.79 0.42
AB 20 | 28.48 3.37 13.52 2.03 3.01 0.52
BB 2 34.50 2.12 16.38 0.53 2.97 0.21

3 b Valores de medias dentro da coluna com letras sobrescritas foram significativamente diferentes (P<0.05),

N=numero de individuos, DP=desvio padréo.

Visto que nas analises iniciais observou-se que tanto o polimorfismo do GH quanto do

MSTN tiveram diferencas para o PA, foram realizadas anélises de as associagdes de alguns
gendtipos combinados, como MSTN/PPARy, GH/NF1, DGAT1/PPARy, GH/DGATI,
GH/PPARy e GH/MSTN com as caracteristicas de peso ao abate, peso da carcaga e forca de

cisalhamento como apresentado na Tabela 5.
A combinacdo dos genoétipos dos genes avaliados ndo apresentou diferenca estatistica

entre 0s genotipos para nenhuma das caracteristicas de analisadas. Para essas analises foram
deixados de fora os genes FATP1 e IGF1, o primeiro por ser altamente polimorfico e o
segundo devido ao baixo numero de individuos encontrados em uma das classes genotipicas,

0 que impossibilitou encontrar nimero suficiente de animais em cada tipo de combinacao.
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Tabela 5. Associacdo das caracteristicas avaliadas de peso ao abate (PA), peso da carcacga
(PC) e forca de cisalhamento (FC) em funcdo dos genétipos combinados dos genes

MSTN/PPARy, GH/NF1, DGAT1/PPARy, GH/DGAT1, GH/PPARy e GH/MSTN.

Combinacdo Gendtipos
génica Combinados N PA PC FC

Média DP Média DP Média DP

MSTN/PPARy M1M1AA 4 | 30.50 4.65 14.20 1.61 2.79 0.23
M1M1AB 12 | 28.83 3.66 13.67 2.19 2.96 0.55

M1M2AA 10 | 26.85 2.98 12.78 1.47 2.72 0.38

M1M2AB 5 |27.30 3.49 12.94 2.28 2.93 0.61

GH/NF1 AAAA 6 | 26.11 2.44 12.46 1.12 2.84 0.38
AAAB 13 | 29.07 4.37 13.77 2.27 3.16 0.60

AABB 3 | 26.50 2.78 12.09 1.45 2.71 0.18

ABAA 6 | 3161 4.13 14.47 2.15 3.02 0.37

ABAB 7 | 30.85 4.09 14.55 1.54 2.77 0.35

ABBB 4 | 28.77 3.62 13.81 2.49 2.57 0.39

DGAT1/PPARy AAAA 4 26.70 2.22 12.62 1.23 2.66 0.46
AAAB 3 |29.50 2.78 13.92 0.98 2.97 0.48

ABAA 4 | 29.92 5.20 13.74 2.06 2.77 0.19

ABAB 8 | 28.00 2.84 13.78 1.95 2.79 0.23

BBAA 8 |29.81 5.49 14.03 2.08 2.86 0.49

BBAB 9 28.55 4.15 13.16 2.43 3.21 0.66

GH/DGAT1 AAAA 2 | 28.60 0.56 13.58 0.11 2.77 0.05
AAAB 6 | 27.25 3.18 13.49 1.67 2.79 0.28

AABB 14 | 28.10 4.49 12.99 2.29 3.13 0.61

ABAA 4 | 27.90 3.67 13.08 1.71 2.70 0.59

ABAB 7 |30.88 4.16 14.43 2.26 2.83 0.18

GH/PPARy AAAA 9 | 28.18 4.39 13.25 1.65 2.89 0.42
AAAB 14 | 28.07 3.69 13.36 2.12 3.07 0.60

ABAA 7 30.18 5.27 14.06 2.19 2.65 0.39

ABAB 6 29.41 2.45 13.90 191 2.86 0.23

GH/MSTN AAM1IM1 10 | 28.55 3.78 13.52 2.23 3.03 0.57
AAM1M2 10 | 26.17 2.87 12.43 1.56 2.87 0.48

AAM2M?2 3 | 3116 5.03 14.43 1.66 3.47 0.28

ABM1M1 8 |30.18 3.87 14.08 2.00 2.75 0.20

ABM1M?2 7 |30.18 3.72 14.26 1.91 2.85 0.54

4 b Valores de medias dentro da coluna com letras sobrescritas diferentes foram significativamente diferentes
(P<0.05).

Foram realizadas correlacbes das caracteristicas de peso ao abate (PA) x peso da
carcaca (PC), peso ao abate (PA) x forca de cisalhamento (FC) e peso da carcaga (PC) x forca
de cisalhamento (FC) em relagdo aos genotipos para os genes PPAR)y, NF1, MSTN, GH e
DGAT1 os resultados estdo presentes na tabela 6.

Quando analisados os dados em conjunto é possivel observar que a correlagdo entre
peso ao abate e peso da carcaca é alta, 0 mesmo foi encontrado em Garcia (2012) com um
total de 40 machos, em que dados de correlagdo para essas caracteristicas mostram um valor
alto e positivo entre o peso ao abate (PA) e peso da carcaca (PC) que foi de 0,85 (P<0,01).
Quando avaliado a correlacdo dessas caracteristicas dentro dos diferentes genotipos ocorrem
pouca diferenca entre as correlagdes. Para os genes NF1 e DGATL é possivel observar que a
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correlacdo entre as duas caracteristicas € mais alta dentro dos grupos homozigotos do que no
grupo heterozigoto, j& para gene do GH o grupo dos individuos com genétipo heterozigoto
foram os que apresentaram maior correlacdo entre as duas caracteristicas quando comparado
com o gendtipo homozigoto AA inversamente ao que acontece com o gene PPARy em que o
grupo que apresenta a maior correlacéo € o do genétipo homozigoto.

As outras correlacbes analisadas em conjunto como peso ao abate e forca de
cisalhamento e peso da carcaca e forca de cisalhamento os resultados ndo foram
estatisticamente significativos dentro dos grupos de genotipos.
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Tabela 6. Correlagdo entre as caracteristicas de peso ao abate (PA) x peso da carcaca (PC), peso ao abate (PA) x forca de cisalhamento (FC) e

peso da carcaga (PC) x forca de cisalhamento (FC) em relacdo aos gendtipos para os genes PPAR, NF1, MSTN, GH e DGAT.

CORRELACAO ENTRE AS CARACTERISTICAS

PA_PC PA_FC PC_FC
AA/M1IM1 AB/AG/M1M2 BB/GG/M2M2 AA/M1IM1 AB/AG/M1M2  BB/GG/M2M2 AA/M1IM1 AB/AG/M1M2 BB/GG/M2M2
PPAR | 0,9739 0,7709 - 0,1920 -0,0070 - 0,2202 0,1538 -
(P<0,0001)  (P<0,0001) - (P=0,4762)  (P=0,9766) - (P=0,4125)  (P=0,5173) -
NFL | 09697 0,7934 0,9637 0,1926 -0,0164 0,3932 0,2447 -0,2013 0,44475
(P<0,0001)  (P<0,0001)  (P=0,0005) | (P=0,5457) (P=0,9455)  (P=0,3828) | (P=0,4434) (P=0,3948)  (P=0,3140)
MSTN |  0,7552 0,9658 0,9947 0,0690 0,0734 -0,2476 -0,0084 -0,0173 -0,3116
(P=0,0003)  (P<0,0001) (P=0,0530) | (P=0,7855) (P=0,7797)  (P=0,752) | (P=0,9737) (P=0,9475)  (P=0,6884)
GH 0,7957 0,9397 - 0,2149 0,1768 - 0,02393 0,2472 -
(P<0.0001)  (P<0,0001) - (P=0,3247)  (P=0,4971) - (P=0,9137)  (P=0,3387) -
DGAT | 0,9383 0,7149 0,9445 0,0795 -0,0676 0,1363 0,3999 0,3643 -0,0143
(P=0,0018)  (P=0,0060)  (P<0,0001) | (P=0,8654) (P=0,8262) (P=0,5665) | (P=0,3740) (P=0,9060)  (P=0,9523)
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4.3 Expressao génica

4.3.1 Qualidade do RNA

O RNA foi avaliado quanto a sua integridade através de eletroforese em gel de agarose
0,5% corado com brometo de etideo, como apresentado na figura 8.

28S

Figura 8. Andlise de RNA por eletroforese em gel de agarose 0,5%. Canaletas 1-8 amostras
de musculo de diferentes animais. 28S, 18S e 5S = subunidades ribossomais.

Como resultado da extracdo do RNA foi possivel obter as bandas 28S, 18S e 5S
referente aos RNAs Ribossomais permitindo aferir a qualidade inicial do material extraido.
Apos a quantificacdo do RNA com o auxilio do equipamento NanoDrop ND-2000C foi feita
uma amplificacdo teste com primer especifico para DNA, o que ndo resultou na amplificacdo
de nenhum fragmento como ja era esperado, indicando que ndo havia contaminacdo das
amostras analisadas.

4.3.2 Teste de eficiéncia dos primers

Para as andlises de expressdo génica, foram desenhadas duas opcGes de pares primers
para alguns genes que foram selecionados conforme os testes de eficiéncia destes. Para esta
avaliacdo, foi utilizado o software do proprio termociclador que permite verificar a eficiéncia
de acordo com a inclinacdo da reta da equacdo de regressdo e quanto ao coeficiente de
correlacéo (R?). Para alcancar o maximo de eficiéncia de amplificacéo o ideal € que o valor da
inclinacdo seja 0 mais proximo de -3,32 e o coeficiente seja de 1, ou 100%.

Dos dois primers desenhados para 0 DGAT1, o que apresentou melhores resultados
para os testes de eficiéncia foi o primer DGAT1(1), como é possivel visualizar na Figura 9.
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Figura 9. Imagem da curva de eficiéncia do primer DGAT1(1).

E possivel observar que o resultado da analise de eficiéncia para 0 DGAT1, esta dentro
dos padrdes considerados bons para uma curva de eficiéncia. O valor da inclinagdo foi -3,11,
o coeficiente de regresséo foi igual a -0,99 e a eficiéncia da curva ficou em 109,81% proximo
ao limite considerado 6timo que pode variar de 90 a 110%, segundo Kavanagh et al. (2011).

Os dois primers desenhados para as analises de expressao do gene da miostatina
apresentaram bons resultados de eficiéncia entdo, optou-se pelo primer 1 que apresentou
melhores escores como pode ser observado na Figura 10.

38



Concentration

Assay:Targetl — SYBR Intercept:26.95 Slope:—3.28 Error:0.003 Correlation:—0.998 Efficiency:101.78

Figura 10. Curva de eficiéncia do gene da miostatina amplificado com o primer MSTN(1).

Os dados obtidos do teste de eficiéncia para o primer MSTN(1) ficaram muito
préximos ao que é considerado excelente para as analises de expressdo génica, a curva
apresentou um slope de -3,28, o coeficiente de regressdo 0,99 e a eficiéncia ficou situada
muito proximo de 100%.

O gene IGF1 também apresentou uma boa eficiéncia para os dois pares de primers
analisados e optou-se por utilizar o primer IGF1(1), uma vez que 0 mesmo apresentou 0s
melhores resultados. A curva de eficiéncia para o gene IGF1 apresentou uma eficiéncia de
97,98%, um slope de -3,37 e valor de coeficiente de regressdo de 0,995, como pode ser
observado na Figura 11.
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Figura 11. Curva de eficiéncia do gene que codifica o IGF1 amplificado com o primer

IGF1(1).

Os valores de eficiéncia, slope e coeficiente de regressao obtidos no presente trabalho
para os controles endégenos EEF1, HMBS e GAPDH encontram-se muito préximo ao obtido
por Zhang et al., (2013), que obtiveram para o gene EEF1 a eficiéncia de 101.78%, slope de -
3,29 e coeficiente de regressdo igual a 0,997. Para o gene HMBS 0s mesmos autores
obtiveram a eficiéncia de 97,63%, slope de -3,39 e coeficiente de regressao igual a 0,998, e
por ultimo para o gene GAPDH foi obtido a eficiéncia de 96,84%, slope -3,40 coeficiente de
regressao igual a 0,998. Bagatoli (2015) avaliou a expressdo do gene FATP1 e obteve indices
de eficiéncia semelhante ao obtido com o0 mesmo primer com o slope na faixa de -3,29 e 0
coeficiente de regressdo de 0,997 (Tabela 7). Esses resultados mostram a facilidade de

replicacdo dos experimentos e dos resultados de expressao obtidos pelos outros autores.

Tabela 7.Valores obtidos através dos testes de eficiéncia para os genes EEF1, HMBS,
GAPDH e FATP1.

Trabalho atual

QOutros autores

Gene Eficiéncia (%) Slope (R2) Eficiéncia (%) Slope (R2)
EEF1* 99,28 -3,34 0,990 101.78 -3,29 0,997
HMBS* 97,24 -3,39 0,996 97,63 -3,39 0,998
GAPDH* 96,96 -3,40 0,996 96,84 -3,40 0,998
FATP1 102,51 -3,26 0,996 +100,00 -3,29 0,997

*= Controles enddgenos, R?>= Coeficiente de regressio




Além de se obter a melhor eficiéncia nas reacGes de PCR, foi preciso determinar a
especificidade dos produtos da amplificacdo, através de uma curva de dissociagdo ou melting,
realizada apos a reacdo de RT-PCR, avaliando a dissociacdo do primer de sua sequéncia-alvo,
conforme ocorre 0 aumento da temperatura. As reagcbes ndo devem apresentar curvas de
dissociacdo com picos de temperatura menores que o produto de PCR especifico (formacéo de
dimeros de primer) ou com mais de um pico (formacdo de produtos ndo especificos) como
pode ser visualizado na Figura 12.
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Figura 12. Curvas de dissociacdo (melting) obtida ap6s a reacdo de qPCR, referente ao
controle endogeno EEF1 e referente a dissociacdo do gene alvo MSTN.

E possivel observar através da curva de dissociacdo que os genes avaliados
apresentaram amplificacdes especificas e que o gene utilizado como controle enddgeno
apresentou picos mais constantes o que é esperado de um bom gene enddgeno.

4.3.3 Curva de Melting do DGAT

Quando avaliado as curvas de melting do DGAT, foi possivel observar 3 padrdes
distintos de picos, trés animais apresentaram o padrdo de pico denominado de C1, dois
animais apresentaram o padréo de pico denominado de C2 e cinco animais apresentaram o
padrdo de pico denominado de C3 (figura 13 A). Apos essa observacdo foi realizado
novamente a reagdo de PCR em tempo real e as curvas continuaram mantendo 0s mesmos
padrdes. Para confirmar que ndo houve amplificacdo inespecifica foi feita uma eletroforese
em gel de poliacrilamida a 10% (figura 13 B).
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Figura 13. A = curvas de dissociacdo observadas apds a reacdo de RT-PCR. C1, C2 e C3
apresentam 3 curvas diferentes. B = eletroforese em gel de poliacrilamida 10% resultado da
amplificacdo do fragmento com 102 pb do DGAT.

Na caneleta 2 do gel (figura 12 B), é possivel observar a banda referente ao produto de
amplificacdo do fragmento que corresponde a curva de dissociacdo C1 em verde no grafico
(figura 12 A), nas canaletas 4, 5 e 6 bandas referentes aos produtos de amplificagdo dos
fragmentos correspondentes as curvas de dissociacdo C3, em preto no grafico. Por Gltimo, na
canaleta 3 observamos o padréo de banda referente ao produto de amplificacdo do fragmento
correspondente a curva de dissociacdo C2, em cor rosa no grafico. Como resultado da
eletroforese foi possivel identificar bandas Unicas com 102 pb como era esperado, porém é
possivel observar uma intensidade maior do fragmento presente na canaleta 3 referente a
curva do tipo C2. Esta intensidade maior pode ter ocorrido por maior quantidade de fragmento
nesta canaleta ou ainda pela ligeira separacdo de dois fragmentos que variam em um par de
base, dando um aspecto de banda mais grossa, quando na verdade seriam duas bandas
proximas. Entretanto, o sequenciamento de bases sera necessario para verificar esta
possibilidade. Em caso afirmativo, teremos detectado um novo polimorfismo no DGATL.
Embora nédo tenha sido esta uma das estratégias planejados no presente estudo, vislumbra-se a
possibilidade de se utilizar o PCR em tempo real para as analises de polimorfismo.

Anadlise de dissociacdo do DNA em alta resolucdo (High-resolution melting analysis,
HRM) ja é utilizada para a deteccdo de polimorfismos e tem por objetivo discriminar produtos
especificos do PCR através da temperatura de dissociacdo da fita dupla. O HRM usa o PCR
em tempo real e faz andlise da curva de dissociacdo. Sequéncias distintas apresentam
dominios genéticos distintos e requerem temperaturas diferenciadas para a sua dissociacao
(VOSSEN et al., 2009). Quando ocorre a desnaturagdo do DNA a fluorescéncia desaparece
originando a curva de melting. As diferencas da composicdo de bases do DNA podem ser
detectadas e comparadas atraves da curva e temperatura de melting o que possibilita
diferenciar produtos da PCR especificos dos inespecificos e com a possibilidade de
caracterizar polimorfismos de insercdo, delecdo e SNPs (Wittwer et al., 2003). Segundo o
mesmo autor o corante mais indicado para a técnica de HRM é o LCGreen® Plus exibe uma
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elevada sensibilidade para produtos da PCR, porém, é possivel detectar mutacdes utilizando o
corante SYBR Green.

4.3.4 Genes de referéncia

A ferramenta RefFinder (disponivel no site http://fulxie.Ofees.us/?type=reference)
forneceu uma classificacdo com base em quatro métodos (Delta Ct, BestKeeper, NormFinder
e GeNorm), comumente utilizados para esse fim; e para cada método e gene, uma
classificacdo foi indicada. A ferramenta online, disponivel gratuitamente, também fornece
uma classificacdo média para os genes de acordo com a estabilidade de todos os programas
testados como pode ser visualizado na Tabela 8.

Tabela 8. Resultado das analises obtidas por intermédio do software Delta Ct, BestKeeper,
NormFinder, GeNorm e ao final Ranking gerado pelo programa RefFinder com base na
correlagdo dos 4 algoritmos.

Ranking Order (Better--Good--Average)

Iethod 1 2 3
DeltaCT EEF HMBS GAPDH
BestKeeper GAPDH HMBS EEF
Normfinder EEF HMBS GAPDH
Genorm EEF | HMBS GAPDH
Recommended comprehensive ranking EEF HMB S GAPDH

1,2 e 3 =ranking

O algoritmo de Delta Ct (A Ct) permite avaliar os genes de referéncia mais estaveis
por meio da comparacao da expressao relativa de pares de genes dentro de cada amostra. De
modo que quando o valor de A Ct entre os pares de genes permanece constante para todas as
amostras testadas, significa que esses genes de referéncia sdo expressos de forma estavel entre
as amostras (SILVER et al., 2006)

Pfaffl et al. (2004) desenvolveram um software chamado Bestkeeper, que possibilita
analisar a estabilidade da expresséo por meio da determinacgédo os padroes mais adequados dos
genes candidatos a serem utilizados como gene de referéncia e da combinacdo destes que, por
sua vez, pode ser comparado com o0s genes alvo, a fim de decidir se os genes de referéncia
testados sdo expressos diferencialmente sob um tratamento aplicado. O calculo da variacédo
dos genes de referéncia é baseado na média geométrica do valor dos Cts.

NormFinder e um algoritmo baseado em um modelo estatistico desenvolvido por
Andersen et al. (2004), cujos autores propuseram avaliar a estabilidade dentro de grupos e
entre grupos de genes. A determinacdo final da estabilidade do gene combina os dois valores
de estabilidade, adicionando as duas fontes de variagGes ocorrentes, 0 que representa uma
medida pratica de erro sistematico que sera introduzida quando se utiliza o gene investigado.

GeNorm e um software desenvolvido por Vandesompele et al. (2002), capaz de
identificar, dentro de um conjunto de amostras, 0 gene de referéncia mais expresso de forma
mais estavel. Para a analise da estabilidade, o algoritmo GeNorm avalia a variacdo de pares
(de um gene enddgeno em particular com todos os genes controles testados), onde se obtém
um desvio padrdo para cada par de genes controles. O gene testado na combinagdo que
apresentar menor média é considerado como 0 mais estavel sendo que esse valor deve situar-
se abaixo de 1,5 para que o gene seja considerado estavel.
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Com base na estabilidade da expressdo para 0s genes enddgenos foi escolhido como
gene controle para as analises de expressdo o EEF1 que foi classificado por trés algoritmos
NormFinder, GeNorm e método ACt como o melhor gene enddgeno entre os trés analisados.
Somente o BestKeeper avaliou 0 GAPDH como o melhor gene enddgeno entre os genes
avaliados e por dltimo o que influenciou a escolha pelo EEF1 foi o ranking gerado pelo
programa com base nos quatros algoritmos. O programa ainda possibilita exportar os dados
separadamente em forma de tabelas (Tabela 8) ou de graficos, como mostrado na Figura 14.

Apos a escolha do EEF1 como gene referéncia, foi verificado ainda se a expresséo
deste gene varia em relacdo aos dois grupos de animais a serem avaliados para a expressao
dos diferentes genes. O primeiro grupo consta de cinco animais com maior peso ao abate e 0
outro grupo ¢é formado por cinco animais com menor peso. Nao houve diferenca na expressao
génica entre 0s grupos.

Delta CT Bestkeeper
1,23 ‘ 1,422 1,564
0,92 0,99 | 1,147
EEF  HMBS GAPDH GAPDH  HMBS  EEF
NormFinder Genorm
1,138 1,047
0,632 : 0,676
0,239
<== Most stable genes Least stable genes ==> <== Most stable genes Least stoble genes ==>
EEF HMBS GAPDH EEF - HMBS GAPDH

Figura 14. Rankings dos genes de referéncia analisados pelo algoritmo Delta Ct, BestKeeper,
NormFinder e GeNorm para os genes EEF1, HMBS e GAPDH.

Zhang et al., (2013) utilizaram o algoritmo GeNorm para classificar 0s genes
enddgenos para varios tecidos. Segundo a classificacdo dos autores, o melhor gene para ser
utilizado como enddgeno em tecido muscular de caprino é o0 GAPDH seguido do EEF1 em
segundo lugar e 0 HMBS em terceiro lugar.

Para ser utilizado como controle endogeno, o gene ndo pode apresentar diferencas de
expressao entre os tratamentos do experimento. Neste sentido, 0 gene EEF1 pode ser utilizado
como controle enddgeno para a expressdo génica em masculo de animais em fase de
crescimento.

4.3.5 Composicao das analises de expressédo

A expressdo dos genes MSTN, DGAT1, IGF1 e FATP foram avaliados nos dois grupos
de animais, separados com base em suas diferencas de peso ao abate, como mencionado
anteriormente. Houve diferenca significativa entre 0s grupos de maior e menor peso ao abate,
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para as caracteristicas de PA e PC (p<0,05), o que era esperado, pois a correlacdo entre as
duas medidas € alta e significativa como ja discutido anteriormente, j& a caracteristica de forca
de cisalhamento néo diferiu significativamente entre os dois grupos analisados.

Tabela 9. Médias, desvio padréo e P valor para as caracteristicas de peso ao abate (PA), peso
da carcaca (PC) e forca de cisalhamento da carne (FC) dentro nos dois grupos com maior e
menor peso.

Maior n=5 Menor n=5 P valor
PA 31,10+3,68? 23,82+1,96° 0,004
PC 14,19+2,232 11,00+1,02° 0,019
FC 3,26+0,83 2,65+0,69 0,246

*Letras minasculas diferentes na mesma linha apresenta diferenca significativa estatisticamente (a,b).

As medidas de carcaca servem para caracterizar o produto e apresentam alta
correlagcdo com seu peso, podendo ser utilizadas como indicador de caracteristicas de carcaga
(BUENO et al., 1998). Segundo Stanford et al. (1995) o rendimento da carcaca € um
pardmetro importante na comercializacdo da carne, é um indicador da disponibilidade de
carne ao consumidor. Para calcular o rendimento da carcaca utiliza-se a férmula
R=PC/PAx100, em que R é o rendimento, PC é o peso da carcaca e PA é o peso ao abate. Foi
encontrado um rendimento de carcaca de 46% e 45% para 0 grupo de menor e maior peso,
respectivamente. Silva Sobrinho (2006) observou o efeito do peso ao abate nas diferentes
caracteristicas de carcaca de caprinos abatidos nas faixas de 20, 25 e 30kg. O autor concluiu
que o rendimento e a conformacdo da carcaca de caprinos aumentam a medida que aumenta o
peso de abate dos animais até os 25kg. O mesmo resultado foi obtido por Oliveira et al.
(2008) com animais mesticos Anglo-Nubiano, Boer e SRD.

Bueno et al. (1997) analisaram cabritos mesticos Moxot6 e Canindé e observaram que
0 aumento do peso vivo de 18,82kg para 25,17kg resultou no aumento do rendimento da
carcaca de 46,0 para 48,1%. Pereira Filho et al. (2005), trabalhando com cabritos mesticos
Boer x Saanen com peso ao abate de 25 kg, encontraram a variacdo de 45,7 a 46,1% para
rendimento de carcaca.

Com base nessas informacdes é possivel observar que o resultado encontrado no nosso
trabalho esta bem préximo dos resultados encontrados por outros autores, mostrando que 0s
animais tiveram desenvolvimento dentro do esperado nos dois grupos de maior e menor peso
ao abate.

O perfil de expresséo dos genes da MSTN, DGAT1, IGF1 e FATP1 e o desvio padrao
dentro dos grupos de maior e menor peso esta apresentada na Tabela 10. Tanto a expressao do
DGATL1 quanto a expressao do FATP1 foram significativamente maiores no grupo de animais
que apresentaram o menor peso ao abate (P<0,05).
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Tabela 10. Médias, desvio padréo e P valor para a expressao dos genes dentro de dois grupos
cOm maior e menor peso.

Maior Peso n=5 Menor Peso n=5 P valor
MSTN 0,0265+0,0147 0,0210+0,0155 0,58
DGAT1 0,0028+0,0003" 0,0052+0,0023? 0,05
IGF 0,0138+0,0038 0,0140+0,0036 0,91
FATP1 0,0003+0,0002° 0,0017+0,00072 0,01

*Letras minasculas diferentes na mesma linha apresenta diferenca significativa estatisticamente (a,b).

Estes valores podem ser entendidos se considerarmos alguns resultados encontrados
em outros trabalhos em que, o porte do animal influencia suas caracteristicas produtivas, uma
vez que aqueles de maior porte apresentam maiores pesos de terminacdo (DI MARCO, 1998),
maiores carcacas e menor quantidade de gordura intramuscular (CAMFIELD et al., 1997;
MAY et al.,, 1992). Animais de maior porte tém maior potencial de ganho de peso e
maturidade mais tardia, além de menor deposi¢do de gordura na carcaga, maior consumo por
unidade de peso e capacidade de retencdo de proteina em relacdo a gordura (DI MARCO,
1998). Nesta linha de pensamento, e extraindo alguns dados encontrados na revisdo realizada
por Yen et al. (2008), onde os autores se baseiam em grande parte em estudos com ratos, 0s
autores mostram que o aumento da expressdao do DGAT1 no musculo pode levar ao acumulo
intracelular de triacilglicerois e ainda, na diferenciacdo dos fibroblastos em adipdcitos os
niveis de mMRNA do DGAT1 esta aumentado.

Associado ao fato de que o FATP é uma proteina integral da membrana que tem como

funcdo fazer o transporte de acidos graxos para o interior da célula e sdo expressas em todos
os tecidos e tipos celulares que utilizam &cidos graxos (STAHL et al., 2001), a atuacdo das
duas enzimas pode favorecer esta deposicdo de gordura. A enzima DGAT1 catalisa a reacdo
final da sintese de triacilglicerideos nos adipdcitos, 0s quais sdo 0s principais componentes do
depdsito de gordura (KUHN et al., 2004). Assim, pode ser imaginado que o aumento no
transporte dos acidos graxos para o interior da célula fornece substrato para a atuacdo da
enzima DGAT]1, favorecendo a deposicao de gordura.
Com o avancar da idade e, consequentemente, aumento do peso, a quantidade de gordura
eleva-se nas diferentes partes da carcaca, 0s quais constaram aumento do nimero de células
adiposas, tomando-se por base a fase de crescimento compreendida entre 28 e 45 kg de peso
vivo (KOLB, 1976; HOOD e THORNTON, 1979). O primeiro tecido a ser depositado e que
cessa O seu crescimento antes € o tecido nervoso, na sequéncia vém o tecido dsseo, 0
muscular e por ultimo o tecido adiposo. Portanto, o teor de gordura na carcaca aumenta com o
avancar da idade do animal e se torna mais ativo devido o processo de lipogénese (ALMEIDA
et al 2001).

Foram realizadas as correlagcdes de Pearson entre as caracteristicas de peso ao abate
(PA), peso da carcaga (PC) e forca de cisalhamento (FC) com a expressdo dos genes FATP1,
MSTN, DGAT1 e IGF1 (tabela 11).
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Tabela 11. Correlacdo de Pearson entre as caracteristicas de peso ao abate (PA), peso da
carcaca (PC) e forca de cisalhamento (FC) com a expressdo dos genes FATP, MSTN, DGAT e
IGF.

Caracteristicas Correlacoes P valor
PA-PC* 0.950 <0.0001
PA-FC 0.066 0.85
PC-FC -0,112 0.76
FATP-PA -0,578 0,08
FATP-PC -0,515 0,12
FATP-FC* -0.631 0.05
MSTN-PA 0.058 0.37
MSTN-PC 0.016 0.09
MSTN-FC 0.591 0.07
DGAT-PA* -0.700 0.02
DGAT-PC* -0.721 0.02
DGAT-FC 0.266 0.45
IGF-PA 0.233 0.51
IGF-PC 0.190 0.60
IGF-FC 0.062 0.86

*= correlagfes com P valor significativos a=0,05

A expressdo do FATP1 e a forca de cisalhamento apresentaram uma correlagédo
negativa e significativa (p<0,05), portanto quando a expressdo do FATP esta alta espera-se
que diminua a forca de cisalhamento resultando em uma carne mais macia, 0 que parece
coerente, pois observa-se que aumento do teor de gordura na carne esta associado com o
aumento da maciez. A menor maciez da carne dos zebuinos, entre outros fatores, € justificada
pela menor deposicdo de gordura na carcaca e pouca gordura intramuscular (marmorizacgéo), o
que favorece o resfriamento mais rapido das massas musculares, provocava o encurtamento
dos sarcémeros (unidades contracteis dos musculos) e, consequentemente, o endurecimento
da carne. Wheeler et al. (1990), atribuiram 15% da variabilidade na maciez da carne bovina as
diferencas em marmoreio e colageno, o0 mesmo valor foi encontrado no trabalho de
Koohmaraie (1992).

De acordo com Smith (2001), as carcacas de animais bem acabados, com cobertura de
gordura adequada e com bom grau de marmorizagéo, tendem a apresentar carne mais macia
guando avaliadas por técnicas laboratoriais ou painéis degustativos. Jones e Tatum (1994)
relataram que o marmoreio explicaria 9% da variacdo da forca de cisalhamento medida pelo
texturométro e 5,1% da variacdo da maciez miofibrilar, analisada por painel sensorial para
caracterizacdo de carcacgas macias.

Visto que a maciez da carne € uma caracteristica multifatorial, determinada por muitos
genes e influenciada por varios fatores como idade, estresse pré-abate, atuacdo de diferentes
complexos enzimaticos e manipulacdo pds-abate, todos estes fatores influenciam na qualidade
final. Embora haja uma variedade de fatores influenciando a maciez, alguns trabalhos
avaliados (WHIPPLE et al.,1990; KOOHMARAIE, 1992) os autores relatam que a gordura
intramuscular é responsavel por cerca de 15% do valor final da maciez. Assim, é importante
analisar polimorfismo e expressédo de outros genes envolvidos na deposicdo de gordura e
desenvolvimento muscular.
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A expressdo do DGAT apresentou uma correlacdo alta e negativa com o peso da carcaca
(P=0,02), portanto é esperado que com o aumento do peso corporal dos animais diminua a
expressao do DGAT no musculo e aumente a expressdo nos tecidos adiposo.

Com base nos resultados de polimorfismo no gene que codifica a miostatina, onde
verificamos que houve diferenca significativa para peso ao abate entre dois dos trés genotipos,
optamos por avaliar a expressdo do gene para cada classe genotipica homozigoto M1M1,
heterozigoto M1M2 e homozigoto M2M2. Foram avaliados quatro animais por classe
genotipica porém, nenhuma diferenga de expressdo foi detectada (Tabela 12). Assim, é
possivel que este polimorfismo esteja em desequilibrio de ligacdo com outro polimorfismo
relacionado ao maior peso ao abate.

Tabela 12. Médias, desvio padrdo e P valor para a expressao do gene MSTN dentro grupos de
genotipos M1M1, M1M2 e M2M2.

Genotipo N Média D.P
M1M1 4 0.01955950 0.00456935
M1M2 4 0.02254617 0.00672904
M2M2 4 0.02233231 0.00636041

48



5 CONCLUSOES

De todos os polimorfismos génicos avaliados, apenas trés estdo associados com as
caracteristicas avaliadas no presente trabalho, sendo o polimorfismo nos loci GH e MSTN
estdo associados significativamente com 0 peso ao abate e locus IGF1 associado com a
maciez da carne. Entretanto, estes polimorfismos ndo estdo associados com variacdo na
expressdo destes genes, 0 que significa que os polimorfismos podem estar marcando um
haplotipo, cujos polimorfismos em outros genes possam refletir a variacdo no peso.

A maior expressdo dos genes DGAT1 e FATP nos animais com menor peso pode
refletir maior deposicéo de gordura no musculo destes animais, assim como a maior expressao
do FATP, por causa desta maior deposicao de gordura, pode refletir também maior maciez na
carne.

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho ressalta-se a importéncia da
realizacdo de estudo de expressdo em diferentes tecidos (adiposo, muscular e figado) de
animais em fase de crescimento até atingirem a puberdade, com o intuito de explicar a
influéncia das alteracdes hormonais sobre o controle da expressao génica em caprinos.
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