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RESUMO

Embora a Transferéncia de embrides venha sendo empregada ha mais
de 30 anos e inuUmeras pesquisas atuais realizadas, a variabilidade da resposta
a superovulagado (SOV) continua sendo o principal fator que limita o emprego
mais amplo desta tecnologia, existindo a necessidade de procedimentos ou um
melhor conhecimento dos fatores que interferem na resposta a SOV e desta
forma possibilitar um aumento no numero médio de embrides viaveis por
coleta. A investigacao de marcadores moleculares pode ser uma ferramenta util
para identificar precocemente algumas caracteristicas reprodutivas que
somente irdo se expressar quando o individuo atingir a maturidade sexual ou
ainda apdés o primeiro parto. Para tanto, foram investigados, através de reacgéo
em cadeia da polimerase (PCR), marcadores moleculares (repeticbes curtas
em tandem e polimorfismos de um unico nucleotideo), localizados nos mesmos
cromossomos e proximos aos genes envolvidos com o recrutamento e
crescimento folicular, a saber: LHB, FSHf, IGF-IR e Leptina, que em estudos
anteriores, mostraram estar associados a um melhor desempenho reprodutivo.
Adicionalmente, foi investigado o gene do receptor do FSH. Foram estudados
60 fémeas da raca Nelore (N) e 59 da Aberdeen Angus (AA), sendo divididas
em dois grupos, conforme a sua produgdo de embrides viaveis, em trés coletas
consecutivas, de baixa produgéo (30 N e 29 AA), com até 6 embrides e de alta,
acima de seis (30 N e 30 AA).

A variagao observada do numero de alelos detectados nas ragas Nelore e
Angus foi de 2 a 8 e 1 a 10, respectivamente. As duas ragas ndo apresentaram
freqUéncias alélicas semelhantes em nenhum dos sistemas estudados e alguns

alelos foram observados somente em uma das ragas, como para a raga Angus



BMS3004*129, HEL5*161, e para o Nelore BMS3004*132, *138, HEL5*149 e
AFZ*111.

Foram encontradas algumas associagbes, para a raga Nelore; no
sistema BMS4325, a presencga do alelo *97 nao foi favoravel a producédo de
embrides, ao contrario do alelo *105. Para o sistema IDVGAS51 o alelo *175
permitiu que as doadoras carreadoras deste alelo produzissem mais embrides,
enquanto que o alelo *181 foi desvantajoso. No marcador ILSTS002 a
presenca do alelo *135, nas doadoras, levou-as a serem incluidas na classe de
baixa produgao embrionaria. Ja para o sistema AFZ1 as vacas possuidoras do
alelo *119 produziram acima de 6 embrides. Os alelos *151 e *153 do sistema
HELS5 permitiram que suas carreadoras produzissem um menor € um maior
numero de embrides viaveis, respectivamente. Os animais homozigotos da
raca A. Angus para o sistema LEPSau3A1(A/B) produziram mais embrides
quando comparado aos heterozigotos. Em conclusédo, € possivel sugerir a
utilizacado de alguns dos sistemas estudados para selecionar, previamente, a
producdo de embrides em doadoras, principalmente em ragcas em evolugao,
como a Nelore, mas esta tecnologia nao seria apropriada para rebanhos

seletivamente estaveis, como o A. Angus, aqui investigado.



ABSTRACT

The embryo transfer in cattle have been used for over thirty years and
several studies have been undertaken in this period. The variability in the
superovulatory (SOV) response of donor cows remains the major constraint for
a more widespread use of this technique.

The development of new procedures and/or better knowledge of the
factors interfering in SOV methodologies was needed, to increase the number
of viable embryos obtained per superovulated cow. The Study of molecular
markers could be useful to identify early in life the cows with better responses to
SOV procedures. Studies were made to accomplish this objective employing
molecular markers (tandem repeated sequences and single nucleotide
polymorphism) located on the same chromosomes and near to genes involved
with follicular development an selection, such as: LHB, FSHpB, IGF-IR and
Leptin, which were found associated with increased reproductive traits in
previous studies. Additionally, the gene of FSH receptor was investigated. Sixty
Nellore (N) cows and fifty nine Aberdeen Angus (AA) cows were stratified in two
groups in accordance their production of viable embryos after at least three
SOV procedures. The low production group includes 30 N and 29 AA cows with
a embryo recovery rate up to six embryos and the high production group with
embryo recover rate higher than six.

The observed variation in the total number of alleles was 2-8 in Nellore
and 1-10 in Aberdeen Angus cows. Both breeds did not present similarity in the

allele frequencies of the studied systems, and some alleles were restricted to



only in one breed, such as BMS3004*129, HEL5*161, only found in Angus and
BMS3004*132,138, HEL5*149 e AFZ*111 in Nellore.

For the Nellore breed some associations were found: on system
BMS4325, when the presence of the allele *97 did not favor embryo production,
contrasting with the allele *105; on system IDVGA51, the allele *175 favored
embryo production, contrasting with the allele *181; on system ILSTS002, in
which the presence of the allele *135 was only found in the cows in the low
production group; on the system AFZ1, the presence of the allele *119 agrees
with the inclusion of the cows in high production group; on system HELS5, the
alleles *151 e *153 agrees with the classification of the cows respectively in the
groups of low and higher number of embryo recovery. In Aberdeen Angus breed
homozygous cows for system LEPSau3A1(A/B) produces more embryos than
heterozygous ones.

In conclusion, it is possible to suggest that employing the studiea
systems would to contribute to early selection of donor cows of the Nellore

breed, but it should not be useful for more stable breeds such as A. Angus.
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1. INTRODUCAO

Em 2005, o rebanho bovino brasileiro atingiu 207,2 milhdes de animais,
0 que representou um aumento de 1,3% em relagdo a 2004 (IBGE, 2008). O
resultado confirma a desaceleracdo do crescimento verificado entre os anos
2000 e 2003. A migracado da pecuaria para outras atividades agricolas, como
cana-de-agucar e soja, € uma das razbes para esta taxa. Mesmo assim, o
Brasil manteve sua posi¢do de maior rebanho de bovinos do mundo, seguido
por india e China, segundo a Food and Agriculture Organization (FAO, 2006), a
qual estima que a populagdo mundial de bovinos esteja em torno de em 1,4
bilhdes. Os bovinos representam um dos maiores componentes da economia
pastoril mundial e sua evolucdo tem sofrido a influéncia humana por muitas
geragbes, com selecao de diversas caracteristicas, conforme a necessidade e
a importancia econémica (GIANNONI e GIANNONI, 1987).

Os principais tipos de bovinos criados em todo o mundo sao os zebuinos
(Bos primigenius indicus) e os taurinos (Bos primigenius taurus;
INTERNATIONAL COMMISSION ON ZOOLOGICAL NOMENCLATURE,
2003), os primeiros de origem indiana e os outros procedentes da Europa, e
devido a sua completa interfertilidade, devem ser considerados como variagdes
geograficas de uma mesma espécie (EPSTEIN, 1971; EPSTEIN e MASON,
1984; PAYNE, 1991; LOFTUS et al., 1994).

Estudos das analises de polimorfismos nas regides microssatélites e de

sequéncias do DNA mitocondrial revelaram que os ancestrais dos zebuinos e
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taurinos divergiram algumas centenas de milhares de anos atras e, que
resultam de eventos independentes de domesticacdo (LOFTUS et al., 1994;
MACHUGH et al., 1997).

Taurinos e zebuinos possuem diferengas morfoldgicas e fisioldgicas que
refletem ndo s6 as mudangas ambientais onde estes animais se adaptaram,
como diferentes selegdes genéticas aplicadas ao longo do tempo. Os animais
foram submetidos, historicamente, a selegcdo para a producédo de leite e/ou
carne, e em seguida, para auséncia de aspas, e cor de pelagem, resisténcia a
doencas, docilidade e fertilidade.

Na pecuaria brasileira, varias técnicas tém sido introduzidas visando
aumentar a eficiéncia da producédo de animais puros, na tentativa de atender a
grande demanda de seus descendentes, e, principalmente, permitir uma
expansao do mercado consumidor avido por um produto de melhor qualidade a
um menor custo. Entre estas técnicas, destaca-se a transferéncia de embrides
(TE), que tem mostrado ndo somente ser um instrumento capaz de melhorar a
performance produtiva, mas também possuir grande importancia no campo de
investigacao cientifica. De acordo com Land e Hill (1975) o emprego da
Multipla Ovulacdo e Transferéncia de Embrides (MOET) aumenta em quase
duas vezes a taxa de ganho genético obtida em comparagdo com as
estratégias de programas de reproducgao tradicionais.

A TE torna-se uma importante ferramenta de trabalho com o objetivo de
acelerar e auxiliar no processo seletivo dos animais de melhor performance de
certas caracteristicas em determinadas condigdes ambientais. Para tanto é
importante salientar que a TE esteja acoplada a um programa de selegéo e
melhoramento genético. Betteridge (2006) indicou que no ano de 2000, no
Canada, dos 1754 touros jovens selecionados para programas de
melhoramento genético 80% eram oriundos de TE e Hasler (2001) indicou que
aproximadamente 5% dos animais registrados nos anos 90 na Associagao
Americana do Gado Holandés, sao provenientes da técnica de transferéncia de
embrides. Esta técnica pode ser usada para aumentar a intensidade e a
precisdo da selegcdo, e também permite que os embrides sejam examinados
para a presenga de alelos especificos desejaveis antes da transferéncia
(HANSEN e BLOCK, 2004).
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O objetivo da transferéncia de embrides é obter, a partir dos genitores,
de alto valor genético, maior numero de descendentes, utilizando o utero de
receptoras de menor valor econémico para levar a gestagdo a termo. Anderson
(1983) divide a historia dessa técnica em duas etapas. A primeira como sendo
a elaboragédo da metodologia, realizada em um ambiente ligado a pesquisa, € a
segunda, a de aplicacdo e comercializagdo. Esta ultima teve seu inicio,
segundo Coelho (1988), quando os processos ainda eram imperfeitos e os
resultados bastante variados.

A primeira TE, com sucesso, foi relatada por Heape (1890), citado por
Willett et al. (1951), que trabalhou com embrides de coelhos. Na espécie
bovina, a primeira descrigao foi feita por Willett et al. (1951) sendo a colheita
realizada apdés o abate da doadora e o soro sanguineo homodlogo utilizado
como meio de lavagem dos cornos uterinos. No Brasil, o primeiro nascimento
de um bovino, pela TE, foi datada de 1980.

No ano de 2005 foram produzidos no mundo, por MOET, 789.972
embrides bovinos viaveis e 330.647 pela técnica da fertilizagcdo in vitro (FIV)
(VIANA, 2006). A participacdo do Brasil neste levantamento é de suma
importancia pelo fato de ter transferido no mesmo periodo 107.217 embrides,
tornando-se o lider no Continente Sul Americano e no ranking dos paises fora
do eixo Estados Unidos Canada. Viana (2006) comenta ainda que esta
estatistica esteja subestimada em virtude da falta de comunicagao das coletas
e transferéncias embrionarias por alguns paises, podendo entdo, o numero real
de embrides produzidos no ano de 2005 chegar a proximo de um milh&o.

Para alcangar o objetivo de multiplicagdo do material genético de uma
fémea, € necessario, em primeira instancia, contar com um numero elevado de
embrides transferiveis. Por tanto, deve-se provocar na fémea doadora, uma
estimulacdo ovarica — tratamento superovulatério (PS) — mediante a
administragcdo de gonodatrofinas. Isto deve completar-se com um 6timo regime
de inseminacao artificial e com sémen de boa qualidade.

A industria da reprodugcdo animal movimenta, no mundo, valores em
torno de 5 bilhdes de dodlares. Dentro deste contexto a transferéncia de
embrides e a fertilizacdo in vitro sdo instrumentos que possibilitam aumentar o

potencial reprodutivo de fémeas consideradas zootecnicamente superiores,
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principalmente com o objetivo de acelerar o processo de melhoramento
genético e de programas de selegcdo animal (RODRIGUES, 2001).

Apesar de serem implementadas outras técnicas de producdo de
embrides, segundo Reinchenbach (2003), a transferéncia de embrides continua
sendo um dos métodos mais econOmicos e praticos para a obtencdo do
aumento nas taxas de reproducgao de fémeas com alto valor genético, tanto em
rebanhos de leite como de corte.

Embora a MOET venha sendo empregada ha mais de 30 anos e
inimeras pesquisas atuais realizadas, a variabilidade da resposta a
superovulacao continua sendo o principal fator que limita o emprego mais
amplo desta tecnologia, havendo a necessidade de procedimentos ou um
melhor conhecimento dos fatores que interferem na resposta a superovulagao
(SOV), e desta forma, possibilitar um aumento no numero médio de embrides
viaveis por coleta. Mesmo conhecendo-se algumas das variaveis envolvidas no
processo de TE, a média de 6,2 embrides por doadora, contabilizada por
Looney (1986) pouco evoluiu até os dias de hoje. Entretanto, estas limitacdes
impostas pela repetibilidade da TE, associadas a resposta irregular aos
tratamentos de SOV, com alta variagdo no numero de estruturas viaveis pos-
colheita, aliada ainda a crescente demanda e necessidade de embrides para
fins de pesquisa, contribuiram para a investigacéo de outros caminhos voltados
a producado de embrides em larga escala. Estes percentuais, com algumas
variagoes, se repetem cada vez que se analisa a produg¢ao de embrides de um
numero significativo de doadoras superovuladas, o que afeta, logicamente, o
custo da TE.

A variabilidade da resposta a SOV ja foi relacionada a diferentes
protocolos como, tipos de gonodatrofinas (MAPLETOFT e PIERSON, 1993),
dosagem das gonodatrofinas (GONZALEZ et al., 1990, BARUSELLI et al.,
2003), local e forma de aplicacdo das gonodatrofinas (BO et al., 1994;
ALVARES et al., 2006), duracdo dos tratamentos superovulatérios (GARCIA et
al. 1982), adicao de outros horménios no protocolo (SAVAGE et al., 1987);
meétodos de sincronizagado da onda de crescimento folicular e o momento do
ciclo estral sdo fatores que mais podem alterar a SOV (CHUPIN et al., 1985;
LINDSELL et al., 1986; BO et al. 2003; BARUSELLI et al., 2003, NASSER,
2006).
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A maior limitagdo em um programa de TE é a resposta desuniforme de
cada vaca doadora aos tratamentos hormonais para a superovulagio.
Mapletoft et al. (2002) comentam que a variabilidade da resposta a
superovulagdo continua sendo o problema mais frustrante em relagcdo a
transferéncia de embrides de bovinos limitando, desta forma, a aplicagao
comercial mais ampla da TE (BOLAND, et al. 1991; MAPLETOFT et al. 2002,
KANITZ et al. 2002; HASLER, 2003; SINGH et al.2004; BURNS et al. 2005;
BETTERIDGE, 2006, IRELAND et al. 2007, BO et al. 2008). A auséncia de
resposta a SOV pode ocorrer, geralmente, em 20-30% dos animais, enquanto
outros 20-30% respondem apenas modestamente e com baixas taxas de
fertilizagdo (RIECHENBACH, 2003). Uma resposta aceitavel de, no minimo, 6
embrides viaveis, por coleta, tem sido obtida de apenas um tergco das
doadoras, na dependéncia de uma série de fatores, dentre eles, destacam-se
aqueles relacionados ao embrido, ao meio ambiente (nutricdo, estabulacao,
eficiéncia e exatiddo da observacdo de estros, manejo dentre outros), ao
organismo materno, e a sua predisposi¢ao individual (idade, sensibilidade ao
estresse, niveis de producgao leiteira, genética) bem como a interagao destes
fatores (LUCY, 2001). Outros fatores como o tipo e o grau de pureza da
gonadotrofina utilizada, o protocolo e a dose utilizada, o status fisiolégico no
momento do inicio da SOV (presencga de foliculo dominante) e a nutricdo das
doadoras também podem alterar, grandemente, a resposta aos tratamentos
(BOLAND et al, 1991; BOLAND et al, 2001). Ainda, Chenoweth (2007) comenta
a influéncia do macho na qualidade dos embrides, implantacdo e
desenvolvimento embrionario, e, possivelmente, comprometendo a
sobrevivéncia fetal.

O entendimento da fisiologia da dindmica folicular permitiu que técnicas,
como a TE, pudessem ser utilizadas e implementadas. O crescimento e o
desenvolvimento folicular sdo processos que adquirem um numero sequencial
de caracteristicas essenciais para a ovulagcado, sendo espécie especifico. No
entanto, muitos mecanismos, durante o seu processo de desenvolvimento,
ainda ndo estdo completamente esclarecidos, onde se podem incluir fatores
que regulam o inicio do crescimento do foliculo primordial, o controle da

formacdo do antro, mecanismos que controlam o recrutamento folicular,
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selecdo e dominancia e ainda o processo de atresia folicular (BURATINI Jr.,
2007).

A incorporacdo de técnicas para controle da dindmica das ondas
foliculares, como ablagdo do foliculo dominante, uso de progestagenos, pré-
recrutamento de foliculos pré antrais, com uso do hormdnio liberador de
gonodatrofinas (GnRH) ou 17f estradiol, com o objetivo de diminuir a
variabilidade das respostas de vacas tratadas com horménios superovulatorios
em diferentes estagios de desenvolvimento folicular, ndo proporcionaram o
meio de minimizar adequadamente a variabilidade na resposta ovariana a
superestimulacdo (MAPLETOFT et al., 2002; BO et al., 2003; BO et al., 2004;
BARUSELLI et al., 2006; LIMA et al. 2007).

Apesar dos esforgos para diminuir a variabilidade nas respostas
superovulatérias entre as vacas e, consequentemente, aumentar as médias de
estruturas colhidas por doadora, permanece sendo um sério impedimento para
0 sucesso desta biotécnica.

Abordagens mais especificas que permitam o conhecimento de
parametros genéticos relativos a caracteristicas da variabilidade das respostas
das vacas doadoras de embrides aos programas de superovulagdo sao
necessidades inerentes a aplicabilidade desta biotécnica.

Com o aumento do conhecimento sobre o genoma animal e,
consequentemente, da posicao e efeito de locos principais para caracteristicas
quantitativas, tornou-se possivel, utilizando-se marcadores moleculares,
modificar-se as técnicas tradicionais de selegcao, baseadas exclusivamente no
aspecto fenotipico (DENTINE,1999).

Para Garcia e Porto-Neto (2006) os marcadores moleculares, além de
serem empregados para caracterizarem geneticamente populagdes, ragas,
espécies, para estudos de genealogias e controle de paternidade, podem
ajudar a eliminar os inconvenientes da sele¢cao baseada em analises exclusivas
de fendtipo.

As primeiras aplicacdes de marcadores moleculares na produg¢ao animal
envolveram a identificacdo de caracteristicas condicionadas por um loco
principal. Estas, devido ao padrdao de heranga mais simples, sao mais faceis de
detectar, e por isso, ja existem muitos exemplos de marcadores empregados

para identificar, corretamente, animais portadores de caracteristicas
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monogénicas. Para caracteristicas quantitativas, quando marcadores
moleculares sdao mapeados e ligados a genes de interesse, podem ser
utilizados em programas de melhoramento animal, como ferramentas auxiliares
de selecdo em uma metodologia conhecida como Selegdo Assistida por
Marcadores (MAS).

Davis e DeNise (1998) comentam que os marcadores moleculares
podem auxiliar técnicas reprodutivas avangadas como ovulagdes multiplas,
transferéncia de embrides, cultura de células primordiais, maturacdo e
fertilizacdo in vitro, pois permitem a identificagdo de genes especificos
introduzidos no rebanho ou ragas de interesse.

Pesquisas anteriores identificaram marcadores associados aos genes
Leptina, LHB, FSHB, FSHR e IGF-IR que podem permitir selecionar animais
com maior potencial para ganho de peso ou para um melhor desempenho
reprodutivo. O estudo de marcadores moleculares pode fornecer apoio para a
deteccdo de genes candidatos cujos produtos desempenham efeitos sobre a
eficacia produtiva e consequentemente, obter um beneficio, como identificar as
melhores vacas doadoras de embrides. Um importante aspecto para este tipo
de estudo é o conhecimento prévio da variabilidade genética das populagdes
alvo, permitindo compreender as diferentes respostas aos estimulos
endogenos e exogenos. Adicionalmente, a utilizagdo de marcadores
moleculares como auxiliares da selegcdo classica pode trazer uma grande
contribuicdo a pecuaria ja que possibilita a identificagdo precoce dos bons
produtores e é facilitada pela utilizagdo de marcadores ja identificados que
estejam associados a locos de caracteristicas quantitativas, assim com
procurar entender a variabilidade da resposta a superovulagdo ndo somente

nos aspectos fenotipicos, como ja identificado por diversos autores.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar a segunda fase da MAS, através da validacdo dos achados
prévios de associagao entre os marcadores BM4325, BM3004, ILSTS002,
IDVGA51, LepSau3A1+/-, LepSau3A1A/B, HEL5 e AZF1 sobre o desempenho

reprodutivo, visando assim identificar precocemente, por técnicas moleculares,

vacas potencialmente doadoras de embrides e colaborando com as técnicas

seletivas

2.2 Especificos:

1.

Organizar um banco de dados de respostas a superovulagéo de
vacas das racas britanicas e zebuinas, principalmente, com
concentragdo nas ragas Aberdeen Angus e Nelore, incluindo
aspectos relacionados a resposta aos tratamentos superovulatérios,
para determinagao dos critérios de classificacdo dos animais.

Confirmar a associacao previamente verificada entre os marcadores
moleculares BM4325, BM3004, ILSTS002, IDVGA51, LepSau3A1+/-,
LepSau3A1A/B, HELS5 e AZF1 e eficiéncia na producao de estruturas

embrionarias viaveis em vacas doadoras.
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3. Realizar a primeira fase da MAS em relagao ao marcador FSHRAIu1
mapeado proximo ao gene do receptor do horménio foliculo
estimulante (FSHR)

4. Uma vez confirmado os achados de associagao entre marcadores e
reproducdo, repassa-los aos técnicos, o que permitira a

implementacgao da terceira fase da MAS.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Processo de Selecédo dos Rebanhos Aberdeen Angus e Nelore

3.1.1 Origem e selegéo do gado Nelore

A origem do gado Nelore esta nas tribos arianas que invadiram a india,
desde 5.000 a.C., deixando muitas ragas diferentes de gado por onde
passavam. No roteiro das migragbes daquelas tribos, encontram-se diversas
ragas branco-cinza do norte indiano que foram surgindo no correr dos milénios,
tais como a Nagon, a Rath, a Gaolao e a raca-mae: a Hariana. A india chegou
a ter mais de 500 "reinos", comandados por marajas e eles apreciavam
diferenciar até o gado que possuiam daquele dos vizinhos. O livro "Nelore: a
vitoria brasileira" (1994) mostra que o Nelore moderno é fruto da influéncia de
14 outras ragas.

As primeiras de importacdes de animais da raca Nelore datam de 1874,
adquiridos de um zooldgico de Londres. Com uma importagdo maior no ano de
1930, o Nelore ganhou um impulso, chegando a caracterizagao racial que seria
homologada pelo Registro Genealdogico em 1938. Também nesse tempo, o
Nelore brasileiro consolidava uma fisionomia um pouco diferente do original.
Atualmente existem 3.100 associados praticando o registro genealdgico. Desde

1939 ja foram registrados 6.556.703 animais, sendo do total dos zebuinos
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registrados 74,82% €& para o Nelore padréo e 7,52% Nelore mocho (ABZC,
2008).

3.1.2 Origem e selecao do gado Aberdeen Angus

A origem do gado Angus tem praticamente trés séculos de
melhoramento genético, sendo que a selecéo teve inicio em torno de 1800.
Surgida na Escécia a sua denominagdo vem dos condados onde se
desenvolveu que ja eram famosos pela qualidade da carne, rapidez na
engorda, rusticidade e habilidade materna. Em 1862 foi criado o primeiro "Herd
Book of Angus". O Aberdeen Angus chegou aos Estados Unidos em 1873 e a
produtividade e a qualidade de sua carne foi tdo surpreendente que a raca logo
se espalhou por todo o pais. Em 1879 animais Aberdeen Angus puros
registrados no "Herd Book" inglés foram importados pela Argentina,
ingressando pela primeira vez na América Latina.

Em 1906, chega o primeiro reprodutor Aberdeen Angus no Brasil,
oriundo do Uruguai. Em 1914, ocorreu a importagdo de cinco matrizes da
Inglaterra, registrando o primeiro produto nacional. Com influéncia do
desenvolvimento atingido nos paises do Prata, a raga Angus se expandiu
rapidamente no Rio Grande do Sul, como demonstram os registros puros de

origem (PO) e puros por cruza (PPC).

3.2 Variabilidade na Resposta a Superovulagcéo

A MOET tem sido amplamente utilizada em varios continentes, tanto em
centrais de reproducdo quanto em propriedades adaptadas para este fim.
Segundo os dados da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrides
(SBTE), desde 1995 houve um aumento de 20% e 60% respectivamente para
os numeros de transferéncias e embrides congelados. Os programas de
superovulagdo sao realizados em diversas partes do mundo, tendo, cada
regido, a sua peculariedade, sendo necessario observar fatores de influéncia
na resposta a superovulagdo. Lerner et al. (1986); Kanitz et al., (2002);
Mapletoft et al., (2002); Hasler, (2003) citam que as distintas respostas aos

programas de superovulagdo sdo em decorréncia de fatores intrinsecos e
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extrinsecos as doadoras. Estes fatores podem ser em decorréncia da idade
das doadoras, sendo que as jovens possuem melhor poder de responder aos
protocolos de SOV. Em adigao, os resultados de SOV podem ser influenciados
por efeitos da fase do ciclo estral, condicbes ovarianas, periodo de lactagao,
perfil hormonal, tratamento superovulatorio, método de colheita, ano e estacao
do ano no tratamento, condigbes nutricionais, numero de SOV consecutivas,
intervalo entre as consecutivas SOV, e a saude da doadora durante o
programa. Bastidas e Randel (1987) indicaram uma redugdo no numero de
embrides viaveis no periodo de inverno, na raca Nelore, enquanto Callesen et.
al. (1995); Hansen et al. (2002); Chebel (2008), observaram esta mesma
reducao no periodo de verdo, na raca Holandesa.

As racas Nelore (Indiana) e Aberdeen Angus (Européia) sdo, segundo a
Associagao Brasileira de Criadores de Zebu e Associagdao Nacional de
Criadores — Herd Book Collares, respectivamente, as ragas com maior niumero
de registros nestas associagdes. Segundo estas mesmas associagdes foram
coletados no ano de 2006, no Nelore padrdao PO, 53.016 embrides, transferidos
48.542 e congelados 4474, e para o Nelore mocho foram coletados 2237,
transferidos 1980 e congelados 257. Ainda foram realizadas 474 coletas de
embrides, 453 transferéncias e 21 embrides congelados de fémeas puras por
cruza. A Associagao Nacional de Criadores - ANC (2008) informou que, na raga
Aberdeen Angus, de janeiro a dezembro do ano de 2005, foram coletados
4.674 embrides, sendo 3.492 viaveis e 2.357 implantados e, ainda nesse ano,
foram congelados 1.036 embrides. No ano de 2006 ocorreu uma pequena
queda nos numeros, sendo 3.811 coletados, 2.830 viaveis, 1.830 implantados e
996 congelados.

A regulagao do desenvolvimento folicular € complexa e envolvem fatores
endocrinos, paracrinos e autdcrinos, que séo orquestrados de maneira estagio-
especifica a fim de controlar varios processos incluindo proliferacdo e
diferenciacdo de células foliculares, esteroidogénese, angiogénese/
vascularizagdo, remodelagem da membrana basal e matriz extracelular e
atresia/apoptose (SILVA e PRICE et. al., 2002; WEBB et al., 2003; FORTUNE
et. al.,2004).
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Fortune (1994); Ginther et al. (1996) citam que o padrao de onda de
desenvolvimento folicular se refere ao periodo do crescimento sincronizado de
um grupo de foliculos antrais.

O padrao de ondas de desenvolvimento folicular tem sido demonstrado
em todas as espécies e ragas nas quais tem sido examinado (GINTHER et al.,
1989; RHODES et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997; VIANA et al., 2000). No
bovino, a emergéncia de uma onda folicular &€ caracterizada por um repentino
crescimento (dentro de 1 a 2 dias) de mais de 20 pequenos foliculos que s&o
inicialmente detectados, por ultra-sonografia, com didmetros de 3 a 4mm
(SAVIO et al., 1988; GINTHER et al., 1989; CARVALHO et al., 2007). Por cerca
de 2 dias, a taxa de crescimento é similar entre os foliculos da onda. Em
espécies monovulatérias como a bovina, um foliculo € selecionado do grupo de
recrutados e adquire a capacidade ovulatéria, enquanto os foliculos
subordinados entram em atresia. O foliculo selecionado é conhecido como
foliculo dominante e desempenha um papel ativo na supressao do crescimento
dos subordinados pela secrecédo de estradiol e inibina (FORTUNE, 1994;
GINTHER et al. 1996). Uma elevagao nas concentragdes plasmaticas de FSH
estimula o recrutamento folicular e a emergéncia da onda folicular
(MAPLETOFT et al. 2002). Em bovinos, os foliculos podem atingir o diametro
de 8mm, independentemente do suporte de LH, mas o crescimento além de
9mm requer LH enddgeno ou FSH exdgeno (GONG et al.,, 1996). Baseado
nestas informagdes, Fortune et.al. (2001); Ginther et al. (2001), consideraram
que os foliculos sdo dependentes de FSH até a ocorréncia da dominancia e
apos se tornam dependentes do hormdnio luteinizante.

Os foliculos podem crescer de tamanho na auséncia de gonadotrofinas
ou na presenga de muito pouca concentracdo (CAMPBELL e WEBB; 1995;
WEBB e ARMSTRONG, 1998). Entretanto, estudos do crescimento folicular
utilizando ultra-sonografia ttm demonstrado que pequenos foliculos de 2,0 mm
exibem ondas de crescimento, sugerindo que estes sao sensiveis a resposta
as gonodatrofinas (GINTHER et. al. 1996). Estas observagbes foram
confirmadas por Singh et al. (2004) ao verificarem que a resposta a
superovulacao foi duas vezes mais alta nas vacas que apresentavam um maior

numero total de foliculos 2 2.0 mm.
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Em ciclos estrais de duas ou trés ondas, a emergéncia da primeira onda
folicular ocorre consistentemente no dia da ovulagao (dia 0). A emergéncia da
segunda onda ocorre no dia 9 ou 10 para ciclos de duas ondas, e no dia 8 ou 9
para ciclos de trés ondas (ou seja, 1 ou 2 dias mais cedo). Em ciclos de trés
ondas, uma terceira emerge no dia 15 ou 16. Sucessivas ondas foliculares
permanecerao anovulatérias até que a lutedlise ocorra (BERGFELT et al.,
1991). O foliculo dominante presente no inicio da lutedlise se tornara o foliculo
ovulatorio, e a emergéncia da proxima onda é atrasada até o dia da ovulagéo
subsequente. O corpo luteo comega a regredir mais cedo nos ciclos de duas
ondas (dia 16) que nos ciclos de trés ondas (dia 19) resultando
consequentemente num ciclo estral mais curto (20 dias vs 23 dias
respectivamente). Portanto, para Mapletoft et. al. (2000), a duragdo do ciclo
estral pode fornecer uma idéia do numero de ondas foliculares que uma
determinada vaca tem, dentro de cada ciclo.

Monniaux et al. (1983); Burns et al. (2005) estudando a evidéncia de
variagdes no numero de foliculos em crescimento, por onda, observaram uma
alta variacao na reserva destas estruturas ovarianas individuais, possuindo
ainda grandes diferencas no numero de foliculos nao ovulatérios, por ciclo
estral. Estas observagdes foram evidenciadas por Ireland et al. (2007), que
verificaram a correlacdo entre o numero de foliculos antrais por onda de
crescimento com a resposta a superovulacdo. Os estudos destes
pesquisadores mostraram que vacas com alto numero de foliculos durante as
ondas de crescimento folicular respondem melhor a superovulagédo e produzem
mais embrides capazes de se desenvolverem até blastocistos, comparados
aqueles com relativo numero baixo de foliculos.

Assim, o comego do processo de tratamento superovulatério deve ser
coincidente com o inicio do crescimento da segunda onda folicular a qual
ocorre entre 0 8° e 12° dia apds o estro (BO et.al., 2004).

Anteriormente, Singh et al. (2004) observaram pelo uso da ultra-
sonografia diferengas entre animais no numero de foliculos por onda de
crescimento. Encontraram, também, assim como confirmado por Ireland et al.
(2007), uma repetibilidade deste comportamento nas ondas subsequentes.
Singh et al. (2004) também correlacionaram o numero de foliculos com a

capacidade de responder a SOV.
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A superovulagao esta diretamente relacionada a capacidade dos ovarios
responderem aos estimulos exdgenos do Horménio Foliculo Estimulante
(FSH). Para tanto, segundo Monniaux et al. (1983); Cushman et al. (1999);
Roover et al. (2005); Burns et al. (2005); Ireland et al. (2007) a resposta ao
estimulo hormonal esta diretamente ligada ao numero de foliculos primarios e
terciarios. Segundo estes autores as vacas podem ser classificadas em baixa,
media e alta, conforme a capacidade de estimular o crescimento de foliculos.

Os ovarios de bovinos contém um grande conjunto de foliculos
primordiais ao nascer, porém, menos de 0,1% destes foliculos amadurecem
durante a vida reprodutiva da vaca (ERICKSON et al., 1976), em conseqliéncia
de muitos destes foliculos, que entram conjuntamente em crescimento, séo
destinados ao processo de atresia. Com o tratamento com gonodatropinas, em
um curto periodo, podem-se estimular os foliculos antrais a crescer, a atingir o
tamanho ovulatério e a ovular. Neste caso, ocorre uma variabilidade
significativa em termos de resposta ao tratamento superovulatorio. Rouillier et
al.(1996) observaram taxas de ovulagcado em foliculos entre 0 e 40 apds 4 ou 5
dias de SOV. Monniaux et al. (1983) sugeriram que o numero de foliculos
responsivos ao tratamento superovulatério com FSH fica em torno de 70% do
conjunto que iniciou a fase de recrutamento e selegéo. Esta resposta € similar
em ambos os ovarios, segundo Cushman et al. (1999). Monniaux et al. (1983)
observaram, por cortes histolégicos nos ovarios, uma grande diferenca no
numero de células germinativas entre os individuos, sugerindo que a
capacidade reprodutiva e a resposta a superovulacdo podem ser explicadas
por estes achados.

Roover et al. (2005) caracterizaram vacas conforme a populagao de
foliculos pré-antrais em, baixa, média e alta, prévio a estimulagdo com FSH
exdgeno, com o objetivo de fazer uma associagdo a resposta provocada por
este horménio e a puncao folicular. Concluiram que vacas que produziram um
maior numero de odcitos repetiram este fato nas pungdes subsequentes, da
mesma forma vacas que tiveram insucesso. Das 23 vacas classificadas como
de baixa eficiéncia, ou seja, produzindo cinco ou menos foliculos por puncéo,
21 foram incluidas, ja na primeira puncéo e todas as 23 apds a segunda. Da
mesma forma, em relacdo a qualidade dos odcitos e a capacidade de se

desenvolverem até blastocistos, apds o processo da fertilizagao in vitro, as
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vacas classificadas como de alta produgao de foliculos apresentaram, também,
uma maior taxa de blastocistos transferiveis.

Fato interessante observado por estes e outros autores foi a
repetibilidade do numero de foliculos durante as ondas de crescimento folicular,
dentro do ciclo e nos ciclos subsequientes, permanecendo como caracteristicas
individuais por pelo menos um ano. Adicionalmente, Katska e Somorag (1984)
acreditam que o crescimento de foliculos pré-antrais e antrais permanece
constante até a idade de 7 a 9 anos.

Para Peixoto (2004), ha um importante efeito genético sobre as
variagdes das respostas superovulatérias em doadoras Nelore e, para
confirmar esta hipotese, Peixoto et al. (2006) analisaram o efeito de repeti¢cdes
de coletas embrionarias, em zebuinos, sobre o numero de estruturas
recolhidas. Observaram que a média das estruturas, na segunda e terceira
superovulagdes, nao foi diferente daquelas obtidas na primeira estimulagao
ovariana.

O papel do FSH nos foliculos pré-antrais € no inicio do crescimento do
foliculo antral ndo estdo claramente definidos, mas parecem dependentes de
receptores do hormoénio foliculo estimulante (FSHR) que estdo localizados,
especificamente, nas células da granulosa e seu RNA mensageiro pode ser
detectado dentro do foliculo, com somente uma ou duas camadas de células
da granulosa (XU et al. 1995). No entanto, gonodatrofinas nao tém sido
observadas no requerimento para a ativacdo dos foliculos primordiais, em
bovinos, durante a cultura de cortes ovarianos (WANDJI et al. 1992). Em
contraste, foliculos pré antrais apresentaram em cultura, aumento de
crescimento em resposta ao FSH (RALPH et al. 1995). Gutierrez et al. (2000);
Webb et. al. (2003), em seus estudos, desenvolveram técnicas que puderam
sustentar os foliculos pré-antrais por longo periodo em cultura, assim como o
desenvolvimento do antro. Estes sistemas foliculares foram responsivos aos
efeitos dos estimulos do FSH e a um numero de fatores de crescimento,
incluindo o IGF-I. Estudos realizados por Fortune et al.(2004) demonstraram a
importancia do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-lI) no
mecanismo de dominancia. Durante o desenvolvimento folicular, parte das

acdes do IGF-lI esta envolvida na estimulagdo da célula da granulosa, na
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proliferacdo da teca e na esteroidogénese, responsavel pela biodisponibilidade
de receptores de FSH.

Os receptores de LH (LHR) das células da granulosa parecem estar
relacionados a dominéncia folicular. A comparagdo dos padrbes génicos
observados por hibridizacdo in situ em foliculos antrais bovinos recrutados e
selecionados indicou que a selegcdo esta associada ao inicio da expressao do
gene LHR em células da granulosa (BAO e GARVERICH, 1998). O RNAm do
LHR foi detectado por RT-PCR em células da granulosa de foliculos com
didmetros entre 7 e 8mm por Beg et. al. (2002) e nas mesmas células de
foliculos menores de 5mm por Robert et al. (2003), porém Xu et al. (1995) nao
detectou LHR antes dos 9mm de diédmetro, pela técnica de hibridizagao in situ.
Nogueira et. al. (2006) observaram a expressdo do LHR em células da
granulosa de foliculos antrais maiores ou iguais a 8mm na raga Nelore. Os
autores consideraram que a expressao do LHR ocorreu depois da sele¢cdo do
foliculo dominante que, nesta raga, ocorre apés 6mm de diametro.

Fortune et al. (2004) sugeriram que ha fortes evidéncias de que o sistema
IGF desempenha um papel critico na selecdo dos foliculos. Os IGFs sao
sinérgicos ao FSH na promogao de crescimento folicular e producédo de
estradiol. Spicer (2004) observou que os IGF | e Il ativam os receptores de IGF
tipo | e Il, ambos presentes em células da granulosa e da teca. Verificou
também que os niveis de IGF total ndo foram diferentes no fluido folicular de
foliculos dominantes em relagao a foliculos subordinados, mas os niveis de
IGF-I livre foram maiores no fluido folicular do maior foliculo comparado ao
segundo maior da mesma onda, antes mesmo da observagao de diferengas na
concentragao de estradiol ou do didmetro (BEG et al. 2002).

Fetni et al. (2002) buscando entender o processo de crescimento e
regressdes foliculares compararam a expressdo génica das células da
granulosa de foliculos de diferentes tamanhos (foliculos menores que 4 mm,
foliculos dominantes e foliculos pré-ovulatérios) e observaram que os cDNAs
identificados nos diferentes foliculos correspondem a proteinas distintas. Os
autores concluiram que a dominancia folicular e a ovulagdo envolvem a
expressao diferencial de genes especificos.

Xu et al. (1995) e Bao et al. (1997) sugeriram, em bovinos, a ocorréncia

de iniciagdo simultanea de expressdo dos genes P450ssc e P450arom nas
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células da granulosa em foliculos com mais de 4-6mm de didmetro esta
associada com o recrutamento folicular em bovinos. Posteriormente os foliculos
com 6-9mm de didmetro expressam estes genes nas ceélulas da granulosa,
enquanto que alguns foliculos de 4-6mm, aparentemente recrutados, mas nao
expressaram o0s genes P450ssc e P450arom. O numero de foliculos que
expressam estes genes durante os estagios iniciais de recrutamento € similar
ao numero de foliculos que continuam o crescimento em estagios mais

avancgados.

3.3 Diferencas na Fisiologia da Reproducéo em Bos indicus e Bos taurus

O numero de ondas, por ciclo, o crescimento folicular e a dominancia sao
semelhantes entre as fémeas Bos indicus e B. taurus (BO et al. 1993; BARROS
et al. 1995; FIGUEREDO et al. 1997; BARROS e NOGUEIRA, 2001;
BARUSELLI et al. 2007). No entanto, Randel (1989) sugeriu a ocorréncia de
diferengcas morfolégicas e endocrinas mesmo que o padrdo de crescimento
folicular seja semelhante. Didametros maximos para o foliculo dominante de 10
a 12 mm foram encontrados em fémeas Bos indicus e para o corpo luteo 17 a
21 mm, valores menores aos observados nas fémeas Bos taurus. Para estes,
foram relatados diametros de 14 a 20 mm e 20 a 30 mm, respectivamente, para
os foliculos dominantes e corpo luteo (GINTHER et al. 1989, BO et al., 1993;
FIGUEREDO et al. 1997). Randel (1989) indicou que o menor tamanho do
corpo luteo observado nas vacas Bos indicus seria em detrimento da menor
resposta ao estrogeno, menor pico pré-ovulatorio de LH, e diferengas
enddcrinas relacionadas aos eventos que induzem a ovulagdo. Concentragoes
de insulina ovariana e do fator de crescimento semelhante a insulina foram
detectados em niveis diferentes nas duas subespécies. Buratini Jr. et al. (2000)
induziram o aumento de concentragcdo de IGF-I no plasma e o numero de
pequenos foliculos menores que 5 mm, apds o tratamento com somatotrofina
bovina (bST) em novilhas Bos indicus. Estes achados correspondem aos
observados por Gong et al. (1991) em animais Bos taurus. Segerson et al.

(1994) sugeriram que a populagdo folicular na subespécie Bos indicus
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apresenta-se com maior numero de foliculos menores de 5 mm emergindo no
inicio da onda de crescimento folicular em relagao aos animais Bos taurus.

Alvarez et al. (2000) concluiram que o elevado nivel de IGF-I, associado a
baixa concentracdo de FSH, permite a formacao de foliculo dominante menos
persistente, levando a uma maior quantidade de ondas foliculares entre os
ciclos estrais. Simpson et al. (1994) observaram uma maior concentragcao
plasmatica de IGF-I e menor concentracdo de FSH em vacas da raga Brahman
do que em fémeas da raga A. Angus. Neste caso, segundo estes autores,
poderia ser explicado porque animais Bos indicus s&do mais sensiveis ao FSH
exoégeno, podendo-se utilizar 50% da dose recomendada para Bos taurus
(BARUSELLI et al. 2006).

3.4 Selecao Animal por Marcadores Moleculares

3.4.1 Marcadores moleculares

Os programas de selegdo animal comumente s&o baseados no fendtipo
individual, sendo na maioria dos casos, uma indicagdo nao precisa do gendétipo.
Na maioria dos programas de avaliagdo genética, os critérios de selecdo que
sao estabelecidos estdo relacionados as caracteristicas de desempenho
ponderal, em detrimento as de natureza reprodutiva, mesmo sendo a eficiéncia
reprodutiva um indice de peso na avaliagdo do sistema produtivo, segundo
Fries (1999). Isto se deve ao fato de que a variagdo genética depende da
variagao alélica em um grande numero de locos e a expressao génica destes
locos é altamente afetada por fatores do meio ambiente. Neste caso, a
variagdo da caracteristica ou a variagao genética é de natureza quantitativa,
sendo os locos individuais que afetam a expressao, denominados QTLs (locos
para caracteristica quantitativa) (GELDERMANN, 1975).

Baixas herdabilidades para a maioria das caracteristicas de fertilidade,
como taxa de paricao (0,19); dificuldade ao parto (0,18); idade ao primeiro
parto (0,19) e duragdo da gestacdo (0,26) foram verificadas por Splan et al.
(1998) e Pereira et al. (2002).
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Os marcadores moleculares podem fornecer subsidios para a deteccao
de genes candidatos, cujos produtos tenham efeito sobre a eficiéncia produtiva
e reprodutiva, desta forma permitr a selegcdo precoce, momentos
imediatamente apds o nascimento, ou até mesmo durante a fase embrionaria
pré-implatagdo, podendo ser inclusive incorporada em programas de produg¢ao
in vitro e transferéncia de embrides, agilizando e otimizando os sistemas de
selecéo genética e produgéo animal (GARCIA, 2001).

Estes marcadores segregam de modo mendeliano e estdo relacionados
a caracteristicas monogénicas ou apresentam distribuicdo compativel com as
esperadas em caracteristicas poligénicas, como as ligadas a reprodugéo,
podendo ser protéicos (antigenos e isoenzimas) ou sequéncias de DNA de
genes conhecidos ou de fragmentos de sequéncia com fungdo desconhecida
(FERREIRA e GRATTAPALIA, 1998; DAVIS e DeNISE, 1998).

Os marcadores de DNA apresentam maiores niveis de polimorfismos
que os protéicos, pois permitem a obtengdo de dados de regides né&o
transcritas e a identificacdo de mutagdes silenciosas (AITTOMAKI et al., 1995).
Contam ainda, com a facilidade de manipulacdo e a maior estabilidade do
DNA, transformando-os em material de eleigdo para comparacgdes bioldgicas e
como marcadores para caracteres de producdo. A utilizacdo dos marcadores
moleculares no melhoramento animal diminui os inconvenientes da selecao
baseada em analises exclusivas de fendtipo, permite a identificacdo e
caracterizagao genética de populacgdes, ragas e espécies, e possibilita estudos
de genealogias e controle de filiagcdo (MACHUGH, 1996).

A utilizagdo da Selecdo Assistida por Marcadores (MAS) permite a
eliminagao de gendtipos desfavoraveis em uma unica geragao, reduzindo os
custos dos testes de progénie, facilitando os esquemas de acasalamento,
maximizando os efeitos heterdticos e possibilitando a identificacdo de efeitos
transgressivos em ragas sintéticas. A MAS é particularmente util para a selegao
de caracteristicas de baixa herdabilidade e de dificil mensuracado, na selecéo
de individuos, cujo sexo nao permite a expressdo da caracteristica, ou para
aquelas expressas tardiamente na vida do animal (WEIMER, 2003).

A maior parte das caracteristicas de interesse econdmico apresenta
padrao de manifestacdo quantitativo, sendo consequentemente controlado por

varios genes, cujos efeitos se somam para construir o fenétipo final. Entretanto,
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alguns genes apresentam papel majoritario na expressao dessas
caracteristicas por serem responsaveis por grande parte da manifestacdo do
fendtipo, sendo denominados assim, como genes principais (MONTALDO e
MEZA-HERRERA, 1998).

As duas principais metodologias utilizadas para a identificacdo de
marcadores relacionados a manifestacdo da caracteristica de interesse em
programas de selecédo s&o a abordagem do gene principal (ou gene candidato)
e a identificacdo de QTL através do mapeamento genético (GARCIA, 2006).
Essas metodologias apresentam como desvantagem a necessidade de
conhecimento cientifico prévio acerca do gene de interesse, pois sem isso
torna-se um trabalho oneroso e demorado.

Os estudos baseados em genes candidatos buscam identificar
polimorfismos diretamente nas regides codificantes de um dado gene alvo ou
em elementos regulatérios flanqueadores a estas regides (FITZSIMMONS et
al., 1998; LIEFERS et al., 2002; ALMEIDA, 2003). A técnica de identificagdo de
marcadores moleculares, combinados a locos para caracteristicas
quantitativas, possibilita a identificagdo, pelo genétipo do marcador molecular,
do fendtipo da caracteristica produtiva (Davis € DeNise, 1998). Por se tratar de
uma ferramenta mais especifica, a abordagem do gene candidato, quando
possivel de ser realizada, pode fornecer resultados mais satisfatérios do que o
uso de QTLs. Em ambos os casos, os resultados obtidos, na abordagem do
gene candidato e no uso de QTLs, podem ser utilizados na selegao assistida
por marcadores (MAS).

Segundo Dekkers et al. (2001) a MAS é mais eficaz quando esta
baseada em marcadores que estejam em desequilibrio de ligagédo com o QTL.
Isto inclui tanto marcadores dentro do QTL, quanto aqueles com forte ligagcao
ao QTL, pois, desta forma, as associa¢gdes encontradas entre os gendtipos dos
marcadores moleculares e a caracteristica de interesse, estardo segregando
para as geragdes seguintes como se fosse uma unica unidade molecular e nao
ao acaso como o esperado para duas unidades separadas.

Estes programas consistem de trés fases, a primeira, de detecgéo,
procura detectar marcadores moleculares associados a um gene candidato ou
a um loco quantitativo, e os efeitos dos alelos do marcador na caracteristica

desejada sdo mensurados; a segunda, de validagdo, os marcadores
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previamente detectados sao re-avaliados em outras populagdes; e a terceira,
de implementacdo, os marcadores identificados como associados a
caracteristica de interesse sao utilizados para predizer o mérito de individuos,
na populacao (DAVIS e DENISE 1998).

Na producdo animal, as decisbes sobre as caracteristicas a serem
selecionadas devem ser baseadas nos aspectos econdmicos, para que o
produto genético possa ser usado comercialmente e, assim, o procedimento de
selecdo, certamente sera uma combinacdo da selecdo assistida por
marcadores envolvendo diferentes QTLs que possam afetar uma mesma
caracteristica (SPELMAN e BOVENHUIS, 1998).

Dentre os diversos marcadores de DNA, dois tipos tém tido ampla
utilizacdo, os SNPs (polimorfismos de um Uunico nucleotideo) e os
microssatélites, ou STRs (repeticdes curtas em "tandem"). Os primeiros s&o
variagdes de sequéncias de DNA que ocorrem quando um nucleotideo é
alterado na sequéncia gendmica. Existem em grande quantidade e,
normalmente, consistem de dois alelos que se diferenciam por um par de
bases. Essa diferenca pode ser detectada através de amplificagdo por PCR e o
uso de uma enzima de restricdo especifica, no caso da mutagao criar ou
eliminar um sitio para esta enzima, ou pela introdugdo de um sitio de restricao
forgado, através do seqienciamento e pela técnica de micro-arranjos.

Os STRs sao pequenas sequéncias nio codificadoras, de 1 a 6 pares de
bases, repetidas em “tandem” e cujo polimorfismo resulta do numero variavel
de elementos repetitivos, normalmente inferiores a 100 repeticbes (TAUTZ,
1993). Por apresentarem alto polimorfismo, co-dominancia, facilidade de
deteccdo e de identificagdo dos gendtipos e alelos, por PCR, e por ocorrerem
com grande freqliéncia ao longo do genoma da maioria dos organismos
eucaridticos, tem sido usado extensivamente para caracterizacdo de ragas,
estudos de evolugéo e filogenias, mapeamento genético, e no auxilio de
programas de melhoramento.

Os STRs podem localizar-se em diferentes regides genémicas (exons,
introns, 5’ UTR, 3’ UTR) atuando na organizagdo da cromatina, na regulagao
da atividade génica, no mecanismo de recombinagado, na replicagdo do DNA,
no controle do ciclo celular e no reparo de bases mal pareadas (LI et al., 2004)

e de acordo com Comings (1998), aqueles em regides promotoras favorecem a



34

conformagao DNA-Z, possibilitando o acesso de fatores de transcrigdo. Este
autor propds que microssatélites exercam efeito sobre a expressdo dos genes
aos quais eles estdo associados, sendo esta agcao dependente do tamanho da
repeticdo. Isso se baseia na observacao de que sequéncias ricas em purinas e
pirimidinas alternadas, (CA)n, como o0s microssatélites, apresentam a
capacidade de formar o DNA-Z em condigdes fisiolégicas. Para Schroth et al.
(1992) a formagéo de DNA-Z pode influenciar a expressao do gene por facilitar
o contato com fatores de transcri¢cdo, pois esta conformacao expde as bases da
molécula. Como ha uma tendéncia para as sequéncias de DNA-Z ndo se
distribuirem ao acaso, e sim, se concentrarem nas regides de iniciagcdo da
transcricdo, os microssatélites por se localizarem também nestas regides,
teriam um papel potencial na regulagéo génica.

Marcadores genéticos aplicaveis a selecdo e melhoramento, em
bovinos, foram descritos em genes de diversos hormbnios e receptores
hormonais (PRINGLE et al., 1997; CAMPAGNARI, 2002; LIEFERS et al., 2002;
OLIVEIRA et al. 2002; ALMEIDA, 2003; LI et al., 2004; CURI et al., 2005; DI
STASIO et al.,, 2005; DUARTE et al. 2005; MARSON, 2005; WEIMER et al.
2007) e em enzimas relacionadas a importantes vias metabdlicas, como
calpaina e calpastatina relacionadas a maciez da carne (BARENDSE, 1997;
PAGE et al., 2002; GRISART et al., 2004, CASAS et al., 2005).

A validagao dos efeitos desses marcadores, nas distintas populagdes de
bovinos e/ou nos rebanhos existentes no Brasil, faz-se necessaria, objetivando
a melhor compreensdo dos mecanismos fisiolégicos envolvidos com essas
manifestagbes, que ainda estdo longe de serem simples e diretamente
explicados. Entretanto as pesquisas destinadas ao estudo dos genes em
animais domésticos, viabilizada por diferentes técnicas de biologia molecular,
vem permitindo avaliar, através de diferentes marcadores moleculares, as
propriedades genéticas de populagdes e identificar genes importantes na
determinagdo das caracteristicas de interesse, agregando informagdes aos
processos tradicionais de selecdo animal e desta forma incrementando o ganho
genético das proximas geragdes (GARCIA, 2006).

Trabalhos anteriores, coordenado pela Professora Dra Weimer,
verificaram, na fase de detecgcao da MAS, a associacdo de varios marcadores

moleculares com a eficiéncia reprodutiva, em rebanhos do Rio Grande do Sul.
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Para tanto foram analisados microssatélites e/ou SNPs (Single Nucleotide
Polimorphisms) ligados aos genes LHB (BM3004, ILSTS002, TGLA227), FSHp
(ILSTS027, BM4325, MBO22), ESTR (MM12, ETH225) IGF1R (HELS5,
TGLA122, AFZ1), Inibina o (BMS1824), GABA R (UW53), NPYR (URB002),
GH (HEL10), Leptina (LepSau3A1A/B, LepSau3A11/2, LepKpn2l, LepBsaAl,
LepHphl, LepT945M, BM1500, IDVGA-51, RM088, BM1074, BM6315,
BMS3013) e LEPR (BM7225, BMS694, BM2145). O resumo das associa¢des

observadas encontra-se na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1: Resumo das associag¢des observadas em bovinos do Rio Grande do Sul.

Gene
IGF1R
IGF 1R
LHB
LHB
FSH B
Leptina
Leptina
Leptina
Leptina

LHB

Raca

. Ibagé
. Ibagé
. Ibagé
. Ibagé
. Ibagé
. Ibagé

oo ve i ov i ov B ve A vo I o v}

. Ibagé
B. Ibagé
G Geral

G Geral

Marcador
Homozigoto alelos longos HELS5 > IEP
Homozigoto alelos curtos AFZ1 > IEP
ILSTS002*135 > IEP
Heterozigotos BMS3004 < IEP
BM4325*101 < IEP
IDVGA-51*181 >IEP
LEPSau3Al*+ > IEP
LEPSau3AI +/- heterozigotos > Peso ao 1° parto
IDVGA-51*181 + freq vacas sub-férteis
IDVGA51*173 ¢ IDVGAS1*177 + freq vacas férteis
Alelos curtos (173-177 pb) + freq em vacas férteis
ILSTS002*137 + freq vacas sub-férteis

Referéncia
OLIVEIRA et al., 2005
OLIVEIRA et al., 2005
WEIMER et al., 2007
WEIMER et al., 2007
DUARTE et al., 2005
ALMEIDA et al., 2003
ALMEIDA et al., 2003
ALMEIDA et al., 2003
SILVEIRA, 2007

SILVEIRA, 2007
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Assim, Weimer et al. (2007) para o gene LHp, detectaram associagao
positiva entre os marcadores ILSTS002 e BMS3004 e o intervalo entre partos
(IEP). Animais portadores de um alelo ILSTS002*135 apresentaram um IEP de
39 dias maior, em relagdo aos outros animais. Os heterozigotos, no loco
BMS3004, apresentaram um IEP em torno de 35 dias menor, observagdes
semelhantes as de Machado (1999). Em relagdo ao gene FSHf, Duarte et al.
(2005), demonstraram que animais portadores do alelo BM4325*101
apresentavam |IEP mais curto. No caso do gene IGF1R, Oliveira et al. (2002),
observaram maior IEP nos homozigotos para alelos longos, no loco HELS e
menor |IEP nos homozigotos para alelos curtos no AFZ1. No gene da Leptina,
Almeida et al. (2003) verificaram que os alelos IDVGA51*181 e LepSau3Al1*2
aumentaram o |EP.

Silveira (2007) executou a segunda fase da MAS, ou seja, realizou a
validagcdo das mesmas em outras populagdes. Para tanto trabalhou com uma
populacdo hibrida e outra Aberdeen Angus PO em um rebanho altamente
selecionado para a fertilidade. Este autor ndo encontrou associagao para o |IEP
nos sistemas estudados para o rebanho Aberdeen Angus, sendo, segundo o
autor, devido ao alto processo seletivo sofrido por este rebanho, retirando desta
forma os alelos deletérios. Ja para o rebanho hibrido, houve associagdes,
porém em alguns alelos distintos encontrados por outros autores.

Passos et al. (2007) avaliando, na raca Brangus- Ibagé, a expressao do
gene LEP na gordura do tecido subcutaneo, em animais previamente descritos
como tendo genotipos favoraveis ou desfavoraveis em diferentes marcadores,
verificaram que os portadores do alelo IDVGA51*181 apresentaram um alto
nivel de LEP mRNA e um maior IEP. Chehab et al., (2002) e Moschos et al.,
(2002) também concluiram que a leptina esta associada com os eventos
reprodutivos.

As pesquisas vém buscando o entendimento da dindmica e dominancia
folicular, e fatores bioquimicos envolvidos nestes importantes processos
reprodutivos. O estudo de genes, vinculados a reprodugdo, vem agregar
conhecimentos e procurar responder alguns dos porqués das diferengas
individuais na fertilidade e nas respostas aos tratamentos hormonais para a

inducdo da ovulacao e superovulagao.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram analisadas as respostas a superovulagdo de 59 doadoras de
embrido da raga Aberdeen Angus e 60 da raga Nelore, sendo todos estes
animais puros de origem e registrados nas suas respectivas associagdes. A
selecdo das doadoras foi baseada nas suas caracteristicas morfoldgicas e por
genealogia. Foram utilizados animais que participaram em, pelo menos, trés
programas de coleta de embrides, tendo-se obtido a média das estruturas
viaveis recolhidas. Os animais foram divididos em dois grupos, conforme o
numero meédio de estruturas colhidas, sendo denominados: “Grupo Alta
Resposta”, constituido por 30 fémeas doadoras, de cada raca, que tiveram
estruturas recolhidas acima da média mundial (6,0 estruturas viaveis por
coleta), conforme os dados estatisticos da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS, 2005); e “Grupo Baixa Resposta”, formado
por 30 animais da raca Nelore e 29 da raga Angus que tiveram as suas médias
de estruturas viaveis recolhidas iguais ou inferiores a média mundial. Os dados
obtidos das médias das estruturas recolhidas foram adquiridos junto a
profissionais da area e que possuiam pelo menos 10 anos de experiéncia em
programas de transferéncia de embrides, dando-se preferéncia para que os
dados de coleta de embrides fossem oriundos do mesmo técnico ou do mesmo

grupo de trabalho. As decisbes em relagdo a sincronizagdo da onda de
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crescimento folicular, protocolos de superovulagao, dose hormonal, tipo de
horménios utilizados, foram de critério do Veterinario, o qual indicou o
tratamento para aquele momento, podendo ou nao ter sido repetido nas coletas
subsequentes. Havendo resposta ao tratamento, o protocolo era mantido, caso
contrario, 0 mesmo era modificado. Vacas com repostas muito diferentes de
uma coleta para outra nao foram incluidas no trabalho.

Os animais da raca Nelore foram obtidos de uma unica central de
transferéncia de embrides, localizada no Estado do Mato Grosso do Sul,
enquanto que as amostras de Aberdeen Angus foram oriundas de 05 diferentes

propriedades localizadas no Estado do Rio Grande do Sul.

4.2 Coleta de Amostras e Extracdo de DNA

Os DNAs foram preparados a partir de células sanglineas; as amostras
de sangue foram recolhidas em tubos contendo anticoagulande a base de
Etileno Diamino Tetra Acético (EDTA), refrigeradas a temperatura de -5°C e
remetidas ao Laboratério de Biotecnologia da Faculdade de Veterinaria da
ULBRA, localizada no municipio de Canoas/RS, regido metropolitana de Porto
Alegre. Ao chegar no laboratério, foram processadas as extragoes dos DNAs,
utilizando-se a técnica descrita por Miller et al. (1992) como metodologia
padrao.

Foram investigados, através de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR),
marcadores moleculares microssatélites e/ou polimorfismos de um unico
nucleotideo (single nucleotide polymorphisms, SNPs), localizados nos mesmos
cromossomos e proximos aos genes envolvidos com o recrutamento e
crescimento folicular, a saber: LHB, FSHf, IGF-IR e Leptina, que em estudos
anteriores, mostraram estar associados a um melhor desempenho em vacas da
raca Brangus ou ainda em outras britanicas, no Estado do Rio Grande do Sul
(STEIGLEDER et al. 2004; BASTOS et al. 2003; DUARTE et al. 2005;
OLIVEIRA et al. 2005; ALMEIDA et al., 2003; WEIMER et al.,2007).

Adicionalmente investigou-se o gene FSHR, relatado como associado a

melhor performance produtiva em animais da ragca (MARSON, 2005).
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4.3 Determinacédo dos Gendétipos

Os microssatélites estudados foram investigados através da amplificagao
do DNA por reagdo em cadeia de polimerase (PCR), com técnica padrdo e com
“‘primers” e temperaturas de anelamento especificas (Tabela 2). As reagdes
tiveram um volume final de 25ul e contiveram 50ng de DNA.

Os produtos da amplificagdo da PCR foram analisados em gel vertical
de poliacrilamida 10,5 %, nao desnaturante, com tampéao de TBE (Tris, Acido
Borico e EDTA) pH 8,3, 300 V, 10 mA por aproximadamente 24 hs (Lahiri et al.,
1997). Os fragmentos foram analisados, apds a coloragdo com nitrato de prata,
usando para comparagao o marcador de peso molecular de 25 pb (Promega).

Para a analise do SNP LepSau3A1 o produto de amplificacdo, que
apresenta dois fragmentos (400 e de 690 pares de bases, pb) foi clivado com a
endonuclease Sau3A1 (Promega), conforme o protocolo do fabricante. A
endonuclease cliva os dois fragmentos permitindo a identificagdo de dois
polimorfismos: no fragmento de 400 bp, a auséncia do sitio de restricao
corresponde ao alelo A, enquanto no alelo B, a Sau3A1 gera dois produtos, de
310 e 90pb. O fragmento de 690 pb é clivado nos portadores do alelo 2,
produzindo produtos de 470 e 220 bp, sendo o alelo 1 correspondente a
auséncia de sitio de restricdo. Para o estudo do SNP FSHR o amplicon de 306
pb foi clivado com a enzima Alu | (New England), conforme protocolo do
fabricante, gerando fragmentos de 243 e 63 pb nos portadores do alelo C e de
193, 63 e 50 pb naqueles do alelo G.

Os produtos de clivagem foram analisados em gel vertical de
poliacrilamida 10,5 %, ndo desnaturante, com tampéo de TBE (Tris, Acido
Borico e EDTA) pH 8,3, 300 V, 10 mA por aproximadamente 24 hs (LAHIRI et
al., 1997).
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Tabela 2: Marcadores analisados, identificagdo do cromossomo onde estdo mapeados, gene alvo, sequéncias dos
primers, tamanhos esperados dos produtos de amplificagdo em pares de bases (pb), temperatura de
anelamento (TA) e referéncias.

Marcadores Cromossomo. Gene Alvo  Sequéncia do Primers Produtos (pb) TA Referéncias
F- 5’AGA GTC AGA CAG GACTGAGCG ¥ KAPPES et al., 1997
BM4325 15 FSHpB 97-117 64-54°C*
R- 5°CTG TAA CTT GCA AAT GCA AAT GTC TCG 3’ STONE et al., 1997
F-5TCT ATACAC ATG TGC TGT GC 3
ILSTS002 18 LHB 123-137 54°C KEMP et al., 1992
R-5CTT AGG GGT GAAGTG ACACG 3
F- 5GGA CAGAGG AGCCTGGTT G ¥ STONE et al., 1996
BMS3004 18 LHB 129-138 56°C
R- 5AGT TGC GTT GTT CAT CATTCC ¥ KAPPES et al., 1997
F- 5GTC ACC AGG ATC AAT GAC AT & A/B :400 POMP et al., 1997
LepSau3Al 4 Leptina 54°C
R- 5’AGC CCA GGA ATGAAG TCCAA 3 1/2: 690 WILKINS e DAVEY., 1997
F- 5ATG GCA ATATTTTGTTCTTTTTC 3’
IDVGA51 4 Leptina 175-183 50°C KAPPES et al., 1997
R- 5ATT CCT TGATGG TCT AATGGTTA ¥
F-5GCAGGATCACTTGTTAGGGA 3
HEL5 21 IGF-IR 147-169 58°C BISHOP et al., 1994
R- 5’AGA CGT TAG TGT ACATTAAC 3
F- 5TTG GAC GAC AAAACTCACGG ¥
AFZ1 21 IGF-IR 151-129 50°C JORGENSEN et al., 1996
R-5GTG GCT GGACTG GTCTGG TT ¥
F- 5 CTGCCTCCCTCAAGGTGCCCCTC 3
FSHR 11 FSHR 306 58°C HOUDE et al., 1994

R- 5 AGTTCTTGGCTAAATGTCTTAGGGGG 3’

#PCR com “touchdown”.
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4.4 Métodos Estatisticos

A analise de associagcdo entre o numero de estruturas e os genotipos de
cada marcador foi realizada por analise univariada do modelo linear geral (General

Linear model), de acordo com o desenho:

A=pu+ B+ C+BC sendo:
A= numero de estruturas
M= média de estruturas da populagao
B=raca
C= gendtipo

BC= interagao raga x genotipo

Posteriormente as racas foram testadas separadamente para verificar o
efeito dos gendtipos agrupados em longos e curtos, conforme o tamanho (Tabela
3). Para este caso utilizou-se o0 método estatistico de analise de variancia simples

(one-way ANOVA) segundo o modelo:

A = p+ B sendo:
A= numero de estruturas
M= média de estruturas da populagao

B= gendtipo agrupado

Adicionalmente, animais classificados nos grupo de alta e baixa resposta em
relacdo a média de estruturas viaveis recolhidas, foram comparados pelo teste
classico do qui-quadrado, realizando-se a analise de residuos. Caso o residuo
apresentasse resultado estatistico significante (p<0,05) o alelo correspondente era

comparado com todos os demais.

Todas as anadlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
SPSS® para Windows™ (SPSS Inc, Chicago — lllinois, USA), versao 10.0.



Tabela 3: Classificagao dos alelos de cada sistema, conforme o tamanho.

Sistema

Tamanho em pb

Curtos

Longos

BM4325

<103

> 103

ILSTS002

*

*

BMS3004

*

*

LepSau3Al

*

*

IDVGA51

<177

2179

HELS

<151

> 151

AFZ1

FSHR

* nao realizada

43



5. RESULTADOS

As frequéncias alélicas dos STRs e SNPs analisados nas amostras de
doadoras de embrido das ragas Nelore e Aberdeen Angus, estdo apresentadas
nas Tabelas de 1 a 6. As caselas vazias indicam que a freqliéncia deste alelo foi
zero.

A variagao observada do numero de alelos detectados nas racas Nelore e
Angus foi de 2 a 8 e 1 a 10, respectivamente. As duas ragas n&o apresentaram
frequéncias alélicas semelhantes em nenhum dos sistemas estudados e alguns
alelos foram observados somente em uma das ragas, como, para a raga Angus,
BMS3004*129; HEL5*161, e para a Nelore, BMS3004*132 e *138; HEL5*149;
AFZ*111.

Na Tabela 4 verifica-se que as doadoras de embrides da ragca Aberdeen
Angus, quando comparadas com as Nelores, apresentaram uma maior frequiéncia
dos alelos *103 e *105 para o STR BM4325, sendo os mesmos observados em
freqUéncias semelhantes nas vacas de baixa e alta producdo de embrides. Da
mesma forma, para o rebanho de doadoras da raga Nelore, os dados da Tabela
mostram uma maior frequéncia para o alelo *101, tendo uma distribuicdo

semelhante para as vacas de alta e baixa produg¢ao de embrides.
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Tabela 4: Frequéncias alélicas do BM4325 nas ragas Aberdeen Angus e Nelore.

ABERDEEN ANGUS NELORE
ALELO TOTAL  BAIXA ALTA TOTAL BAIXA ALTA
97 0,01 0,02 0,08 0,13 0,03
99 0,04 0,05 0,03 0,16 0,20 0,11
101 0,12 0,10 0,13 0,45 0,48 0,42
103 0,33 0,35 0,30 0,20 0,15 0,26
105 0,41 0,38 0,46 0,10 0,04 0,16
107 0,09 0,10 0,08 0,01 0,02

A Tabela 5 indica, para o sistema BMS3004, que a amostra de Aberdeen
Angus mostrou-se monomorfica, para um alelo distinto dos observados em Nelore.
Para a raga Nelore o alelo *132 foi mais frequente, porém, apresentando uma

proporcionalidade entre as vacas de alta e baixa producdo de embrides.

Tabela 5: Frequéncias alélicas do BMS3004 nas ragas Aberdeen Angus e Nelore.

ABERDEEN ANGUS NELORE
ALELO TOTAL BAIXA ALTA TOTAL BAIXA ALTA
129 1,0 1,0 1,0
132 0,76 0,78 0,75
138 0,24 0,22 0,25

A Tabela 6 exibe que os alelos *133 e *135 foram os mais incidentes para a
raga Aberdeen Angus, no marcador molecular ILSTS002 mantendo-se em uma
freqUéncia semelhante entre as classes de produgdo de embrides. No entanto,
para a raga Nelore as maiores frequéncias ficaram com os alelos *135 e *137,
que, adicionalmente tiveram um percentual maior nas fémeas que produziram

baixo numero de estruturas viaveis. Apesar de se observar também uma



46

proporcionalidade diferente em alguns outros alelos, a frequéncia total dos

mesmos, dentro da raga, foi muito baixa.

Tabela 6: Frequéncias alélicas do ILSTS002 nas ragas Aberdeen Angus e Nelore.

ABERDEEN ANGUS NELORE

ALELO TOTAL BAIXA ALTA TOTAL BAIXA ALTA
127 0,11 0,12 0,14 0,03 0,05

129 0,01 0,02 0,05 0,02 0,08
131 0,07 0,11 0,05 0,10 0,05 0,15
133 0,30 0,29 0,31 0,17 0,11 0,21

135 0,30 0,32 0,26 0,19 0,27 0,12

137 0,13 0,16 0,12 0,41 0,47 0,37

139 0,06 0,07 0,08 0,04 0,02 0,07

141 0,02 0,05 0,02 0,01 0,01

As frequéncias alélicas do sistema IDVGAS51 observadas na Tabela 7
indicam que para a raga Aberdeen Angus o alelo *175 foi altamente incidente
seguido pelo *183, mantendo-se para estes dois alelos uma frequéncia
semelhante quando observados nas classes alta e baixa produtoras de embrides.
O marcador molecular IDVGA-51 para a ragca Nelore comportou-se de forma
adversa quando comparado a raga Aberdeen Angus. Podemos observar que o
alelo *177 foi o mais frequente, seguido de *175 e *181. Estes dois ultimos alelos
apresentaram frequéncia distinta entre os grupos de produgado de embrides. Para
o alelo *175 observamos uma frequéncia maior nas vacas de alta producao de
embrides e enquanto o alelo *181 comportou-se de maneira inversa tendo uma

maior freqUéncia nas vacas de baixa produgao de embrides.
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Tabela 7: Frequéncias alélicas do IDVGA51 nas ragas Aberdeen Angus e Nelore.

ABERDEEN ANGUS NELORE
ALELO TOTAL BAIXA ALTA TOTAL BAIXA ALTA
173 0,01 0,04 0,01 0,03
175 0,58 0,56 0,60 0,20 0,14 0,28
177 0,11 0,12 0,10 0,49 0,48 0,51
179 0,04 0,02 0,07 0,10 0,11 0,06
181 0,07 0,09 0,07 0,15 0,22 0,07
183 0,17 0,17 0,16 0,05 0,05 0,05

Problemas na amplificagdo de algumas amostras da raga Nelore, para o

marcador HELS, provocaram uma variagdo no numero de individuos analisados

neste sistema, sendo o total estudado foi de 52 doadoras com 26 animais para

cada classe. A Tabela 8 mostra na raga Aberdeen Angus uma frequéncia maior

para os alelos *153,*165 e *167. A distribuicdo destes alelos para vacas de alta e

baixa producdo embrionaria foi semelhante. Na raga Nelore houve uma alta

freqiéncia do alelo *151 seguido do alelo *153. Neste caso as vacas de alta

producdo embrionaria tiveram uma freqliéncia menor para o alelo *151 e em

contrapartida maior para o alelo *153. O alelo 149 nao foi observado na raga A.

Angus, enquanto que o mesmo ocorreu para o alelo *161 nas vacas Nelore.
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Tabela 8: Frequéncias alélicas do HELS5 nas ragas Aberdeen Angus e Nelore.

ABERDEEN ANGUS NELORE

ALELO TOTAL BAIXA ALTA TOTAL BAIXA ALTA
149 0,02 0,02 0,02
151 0,05 0,05 0,05 0,50 0,60 0,40
153 0,19 0,17 0,21 0,20 0,10 0,30
155 0,10 0,07 0,13 0,15 0,14 0,16
157 0,06 0,05 0,07 0,07 0,10 0,04
159 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02
161 0,04 0,07 0,02

163 0,12 0,12 0,12 0,01 0,02
165 0,20 0,22 0,16 0,01 0,02
167 0,15 0,16 0,15 0,02 0,02 0,02
169 0,07 0,07 0,07 0,01 0,02

A Tabela 9 apresenta os valores observados para as frequéncias alélicas do
marcador AFZ-1. As vacas Aberdeen Angus tiveram um percentual maior para o
alelo *123, seguido dos alelos *117 e *125. Novamente nesta ragca a proporgao
destes alelos foi semelhante entre as doadoras de alta ou baixa produgédo de
embrides. Na raca Nelore o destaque deu-se para o alelo *121, sendo que os
alelos *113 e *123 também foram frequentes, embora com um menor percentual.
Nesta raca para estes alelos mais frequentes as propor¢cdes dos mesmos foram

semelhantes entre as classes de doadoras.
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Tabela 9: Frequéncias alélicas do AFZ1 nas ragas Aberdeen Angus e Nelore.

ABERDEEN ANGUS NELORE
ALELO TOTAL BAIXA ALTA TOTAL BAIXA ALTA
111 0,04 0,01 0,07
113 0,10 0,12 0,08 0,21 0,22 0,20
115 0,03 0,05 0,02 0,02 0,05
117 0,15 0,20 0,10 0,01 0,02
119 0,07 0,03 0,10 0,06 0,12
121 0,10 0,11 0,10 0,43 0,42 0,45
123 0,40 0,33 0,45 0,22 0,27 0,16
125 0,15 0,16 0,15 0,01 0,01

No marcador FSHR, conforme indica a Tabela 10, para a raga Aberdeen
Angus ocorreu uma homogeneidade para os alelos C e G. Enquanto que na raca
Nelore ao alelo G foi superior em freqiéncia em relacdo ao alelo C. Saliente-se
que o alelo G teve maior freqliéncia nos animais de baixa e o alelo C nos de alta

producédo de embrides.

Tabela 10: Frequéncias alélicas do FSHR nas ragas Aberdeen Angus e Nelore.

ABERDEEN ANGUS NELORE
ALELO TOTAL BAIXA ALTA TOTAL BAIXA ALTA
C 0,50 0,50 0,50 0,25 0,15 0,36
G 0,50 0,50 0,50 0,75 0,85 0,64

As Tabelas 11 e 12 apresentam as frequéncias alélicas para os sistemas
LEPsau3A1(A/B) e LEPsau3A1(1/2) para as ragas Aberdeen Angus e Nelore.

Observamos que o comportamento dos percentuais dos alelos destes sistemas foi
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semelhante, tanto entre as ragcas como nas classes alta e baixa produtoras de

embrides.

Tabela 11: Frequéncias alélicas do LEPsau3A1(A/B) nas ragas Aberdeen Angus e

Nelore.
ABERDEEN ANGUS NELORE
ALELO TOTAL BAIXA ALTA TOTAL BAIXA ALTA
A 0,72 0,65 0,78 0,90 0,91 0,88
B 0,28 0,35 0,22 0,10 0,09 0,12

Tabela 12: Frequéncias alélicas do LEPsau3A1(1/2) nas ragas Aberdeen Angus e

Nelore.
ABERDEEN ANGUS NELORE
ALELO TOTAL BAIXA ALTA TOTAL BAIXA ALTA
1 0,81 0,89 0,74 0,99 0,96 1,0
2 0,19 0,11 0,26 0,01 0,04

O modelo ANOVA, utilizado na analise da interacao entre os fatores ragas e
classe para a variavel média de numero de estruturas, foi idéntico para todos os
sistemas. Foram constados, como mostra a Figura 1, valores médios diferentes
entre as classes baixa e alta de embrides recolhidos em ambas racas, sendo
observada uma média de 2,5 e 12,05, respectivamente. No entanto, a interacéo foi
significativa, tendo sido observadas médias distintas entre as racas somente para
a classe alta (p<0,05), como mostra a figura 1. O poder de observagao da analise
para todas as interacdes foi de 1,0 indicando, assim, que o modelo aplicado nos
experimentos é confiavel.

Posteriormente, todos os sistemas foram analisados individualmente para

cada raga, devido as diferengas alélicas entre ragas, anteriormente apresentadas.
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Figura 1: Médias e valores médios dos embrides viaveis recolhidos das doadoras
da raga A. Angus e Nelore separados nas classes baixa e alta.

Na raca Aberdeen Angus foi observada uma unica associagdo positiva
entre os marcadores moleculares e a média de estruturas embrionarias viaveis
(Tabela 11). No sistema LEPSau3A1 (A/B) verificou-se que animais homozigotos
(AA e BB) apresentaram média de embrides viaveis estatisticamente superior em
relacado aos heterozigotos AB (p=0,02). Esta associag&o nao foi observada na racga
Nelore.

Para a ragca Nelore foram observadas diferengas significativas para os
marcadores BM4325, IDVGA51 e FSHR. Estas associagdes envolveram mais de
um alelo, que foram assim reunidos em dois grupos: alelos curtos e alelos longos,
conforme o tamanho, em pares de bases, ou ainda Heterozigotos e Homozigotos,
como apresentado a seguir e na Tabela 13 e Figura 2 que mostram os resultados
das analises estatisticas das médias das estruturas embrionarias viaveis

observadas quando consideramos os alelos curtos e longos, heterozigotos ou
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homozigotos dentro dos diferentes sistemas que apresentaram diferencas
significativas no teste de ANOVA.

Para o marcador BM4325 alelos curtos foram aqueles gendtipos que
possuiam tamanho inferior a 103 pb, enquanto que os longos foram considerados
aqueles que possuiam tamanho igual ou maior que 103 pb. Neste caso houve
uma associagao indicando que aquelas fémeas da raga Nelore homozigotas para
alelos longos produziram uma média de estruturas embrionarias viaveis,
estatisticamente superior, em comparacao as fémeas possuidoras do alelo curto,
para um p=0,01.

Adicionalmente, ainda neste sistema, as fémeas Nelores que apresentaram
o alelo *105 no gendtipo, obtiveram uma média de estruturas embrionarias viaveis
recolhidas de 11,7 contra 6,8 para os demais alelos, sendo observada uma
diferenca estatistica para um p=0,01.

De forma oposta, em relagao aos alelos curtos e longos, pode-se observar
para o STR IDVGA51, que os animais portadores de alelos curtos, ou seja, um
alelo menor ou igual a 177 pb, apresentaram uma média de produgédo de embrides
significativamente superior (p=0,02) comparadas aquelas doadoras com alelos
longos, maiores ou iguais a 179 pb. Ainda neste sistema verificamos que os
animais portadores do alelo *181 no seu gendtipo tiveram uma média de
estruturas viaveis inferior estatisticamente (p=0,02) em relagdo aquelas doadoras
livres deste alelo, onde obtiveram, respectivamente, para gendtipos com e sem
este alelo uma média de 4,9 e 8,7 estruturas viaveis.

Para o marcador FHSR, verificou-se que doadoras da raca Nelore
heterozigotas (CG) obtiveram uma média de embrides viaveis superior em relagéo

as homozigotas (p <0,01).
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Tabela 13: Tamanho dos gendtipos, numeros de animais, médias de estruturas
embrionarias viaveis obtidas e valores estatisticos para os distintos
sistemas que apresentaram diferencas estatisticas.

Sistemas
LEPsau3A1 A/B BM4325 IDVGA51 FSHR
(A. Angus) (Nelore) (Nelore) (Nelore)
Tamanho ou tipo HT  HM <103 2103 <177 2179 HT  HM
de gendtipos
Nr. de animais 22 37 47 12 33 27 31 29
Média de embrides 49 8,2 6,6 11,6 9,2 5,8 9,7 57
Valor de F 5,3 4,0 53 8,8
Valor de p 0,02 0,02 0,02 <0,01
HT= Heterozigotos; HM= Homozigotos
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HT HM C L C L HT HM
LEPsau3A1 A/B BM 4325 IDVGA51 FSHR
A. Angus Nelore Nelore Nelore
Legenda:

HT = Heterozigoto
HM= Homozigoto
C= curto para BM4325 < *103 e IDVGA51 < *177
L=Longo para BM4325 = *103 e IDVGA51 = *179

Figura 2: Médias de estruturas embrionarias viaveis em fungao dos sistemas que
apresentaram diferenca estatistica para a ANOVA na raga Aberdeen
Angus e Nelore.
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Outra abordagem estatistica efetuada foi comparar os animais divididos em
classes baixa e alta produgdo de embrides, pelo teste de qui-quadrado, com o
objetivo de verificar a influéncia dos alelos nesta classificagédo fenotipica, a qual foi
baseada na média mundial de obtencédo de seis estruturas embrionarias viaveis
apo6s a SOV. Simultaneamente ao teste do qui-quadrado, foi realizada a analise de
residuos e o alelo cujo residuo apresentou resultado significante foi comparado
com todos os demais reunidos. Os alelos que apresentaram diferencas
estatisticas entre individuos de baixa ou alta producdo de embrides, dentro dos
sistemas, estao representados na Tabela 14 e Figura 4.

As analises foram feitas para cada sistema investigado e por cada raga. Para
a raga Aberdeen Angus nao foram encontradas diferencas estatisticas entre alelos
e grupo de doadora, em nenhum dos sistemas analisados.

No caso da raca Nelore foram encontradas diferencas estatisticas
significantes nas freqléncias alélicas de alguns marcadores que parecem, assim,
influir na resposta a superovulagdo. Analisando o marcador BM4325 observou-se
haver uma diferenga significativa entre os alelos para um p=0,02. Dois alelos
destacaram-se entre os demais apresentando um residuo estatisticamente
significante, sendo estes alelos 0 *97 e *105. Ao confrontarmos cada alelo com os
demais, como mostra a Tabela 14, foi constatado que o alelo *97 apresentou-se
em maior frequéncia nos animais classificados como de baixa produgao
embrionaria, sendo estatisticamente diferente dos demais para um p=0,04. Ao
contrario deste alelo, o *105 mostrou-se favoravel aparecendo em maior
freqliéncia nas vacas classificadas como de alta produ¢do embrionaria para um
p=0,01.

O sistema IDVGA-51, na raca Nelore, ao serem analisados todos os alelos
conjuntamente, apresentou no teste estatistico uma diferencga significativa para um
p=0,05. Destacaram-se na analise de residuos dois alelos: *175 e *181. Para o
alelo *175 foi verificada uma maior frequéncia nas doadoras classificadas com
numero de estruturas acima da média mundial para um p=0,04. De forma contraria

o alelo *181 teve uma maior participagdo nas vacas classificadas como de baixa
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produgdo de estruturas viaveis recolhidas para um p= 0,02, como indicado na
Tabela 14.

A analise geral do sistema ILSTS002 demonstrou uma diferenga estatistica
entre os alelos estudados para um p=0,01, tendo o alelo *135 apresentado um
residuo estatisticamente significante. Ao comparar este alelo com os demais foi
observado que o0s animais possuidores do mesmo tiveram uma média de
estruturas viaveis recolhidas menor do que aqueles sem a presenca deste alelo
para um p=0,04, estando estes animais incluidos na classe de baixa produgéo,
estas observagodes estdo demonstradas na Tabela 14.

Para o HEL5 a analise total do sistema ndo apresentou diferenca estatistica
tendo um p=0,12, porém, em dois alelos, o *151 e *153, foram observados
residuos estatisticamente significantes. A Tabela 14 informa a analise individual do
alelo *151 o qual apresentou-se altamente incidente nas vacas de baixa producao
de embrides para um p=0,02. Ja para os animais portadores do alelo *153
apresentaram uma média de estrutura embrionaria viavel que as incluiram na
classe de alta produtoras de embrides para um p=0,01.

O sistema AFZ1 indicou uma diferenca estatistica para p=0,03 na analise
geral. O alelo *119 foi o unico que apresentou residuo significante. Ao
observarmos a Tabela 14, na comparagdo deste alelo com os demais, este
apresentou-se favoravel a produgcdo de embrides incluindo os animais, portadores

deste alelo, no grupo de alta produgao de embrides, para um p=0,01.
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Tabela 14: Analises de associacdo dos microssatélites e as classes de doadoras
da raca Nelore.

Classes Doadoras

Valores estatisticos

Baixa Alta
N N x2 p

BM4325*97 x 8 2 3,92 0,05
outros alelos 52 58
BM4325*105 x 2 10 5,92 0,01
outros alelos 58 50
IDVGA51*175 x 8 17 4,09 0,04
outros alelos 52 43
IDVGA51*181 x 13 4 5,55 0,02
outros alelos 47 56
ILSTS002*135 x 16 7 4. 35 0,04
outros alelos 44 53
HEL5*151 x 32 20 5,53 0,02
outros alelos 20 32
HEL5*153 x 5 16 7,22 0,01
outros alelos 47 36
AFZ*119 x 0 7 7,43 0,01
outros alelos 60 53




357
301
2517

Numero de animais

Figura 3:

57

20

151

107

O BAIXA
EALTA
*97 *105  *175 *181 *135 *151 *153 *119
BM4325 IDVGA51 ILSTS002 HEL5 AFZ1
Numero de doadoras agrupadas em baixa e alta produgcdo de embrides

viaveis em funcdo dos alelos onde foram detectadas diferencas
estatisticas nos seus respectivos sistemas para a raga Nelore.



6. DISCUSSAO

As baixas estimativas de herdabilidade encontradas para a maioria das
caracteristicas reprodutivas tém sido observadas por diversos autores. Estas
constatacbes indicam que o progresso genético para a fertilidade é pequeno,
acumulando-se lentamente na populacdo, de geragao a geragéo, sendo altamente
influenciado pelo meio ambiente (GIANNONI e GIANNONI, 1987). A heterozigose
em uma populagcdo bovina pode fornecer informagdes importantes no que se
refere a forma como determinada caracteristica se expressa em seus
descendentes. A identificagdo de genes que se manifestam em homozigose ou
heterozigose e a correlagdo destas informagbes com aquelas de natureza
fenotipica de interesse, resultaria em uma maior acuracia.

Os marcadores moleculares selecionados para desenvolver este estudo
estdo ligados a genes envolvidos no sistema hormonal da reprodugdo. A
puberdade, peso ao primeiro parto e intervalo entre partos sdo fatores que podem
servir de avaliagdo para identificar a fertilidade individual ou de um rebanho. A
associagcao destes marcadores com a eficiéncia reprodutiva, observada, em
trabalhos anteriores, foi realizada, em sua maioria, em um rebanho bovino hibrido
(Brangus—Ibagé), obtido a partir de cruzamentos entre taurinos e zebuinos,
atingindo as fragcbes de 5/8 e 3/8 respectivamente. Neste estudo as frequéncias

alélicas diferem entre as subespécies investigadas, dentro de cada sistema, e, por
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consequéncia, distinguem-se daquelas observadas por outros autores para a raga
hibrida. Essas diferengas eram de fato esperadas, ja4 que estruturas de
cruzamentos distintas e formas de manejo e selegdo especificas interferem nas
distribuicdes genotipicas e alélicas das populagdes.

As diferencas fenotipicas das respostas superovulatérias entre as classes
baixa e alta foi altamente significativa, indicando que o modelo desenhado, para a
execucao deste experimento, € confiavel. O poder de observacdo da analise
estatistica, para todas as interagdes foi de 1,0, como ja mencionado, indicando,
desta forma, que a hipétese do numero de estruturas embrionarias viaveis por
doadora esta relacionada a raga e ao gendtipo dos animais. Nao houve diferengas
na producado embrionaria entre as ragas na classe baixa, no entanto, entre os
animais selecionados para comporem a classe alta foi observada uma diferenca
significativa em favor das doadoras da raga Nelore. Este fato pode ser em
decorréncia de termos tido uma maior opcao de escolha das doadoras de alta
producado de embrides, utilizando-se aquelas 30 de melhor resposta dentro de um
universo de mais de 200 doadoras, além de estarem todas locadas em uma
central de transferéncia de embrides. Ja, para a raca A. Angus, as amostras
vieram de diferentes propriedades, cujo manejo pode ter influenciado nas
respostas superovulatorias, proporcionando uma menor produgcdo de embrides
viaveis para as vacas consideradas de alta produgdo, em relagdo ao grupo de
vacas Nelore.

A amostra A. Angus apresentou variagdo em quase todos sistemas, mas
mostrou-se monomorfica no BM3004, ligado ao gene LH3, com a fixagdo do alelo
BMS3004*129, sendo a mesma observagcdo obtida por Silveira (2007),
trabalhando com animais puros de origem, da mesma raga, mas de rebanhos
distintos deste, podendo-se supor uma origem taurina para este alelo. Esta
hipotese pode ser confirmada ao ndo ser observado este alelo nos 60 animais da
raca Nelore estudados, nos quais foram constatados, apenas os alelos
BMS3004*132 e BMS3004*138. Adicionalmente, Steigleder et al. (2004), Silveira
(2007) e Weimer et al. (2007) encontraram, em rebanhos de origem taurina,

freqiéncias de 0,59, 0,66 e 0,64 respectivamente, para este alelo, este ultimo
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valor é similar ao que seria esperado em animais com um componente 5/8
Aberdeen Angus (Brangus-lbagé) admitindo-se que a populacdo A. Angus que
originou a raga fosse também monomorfica para tal alelo. Machado (1999) e
Weimer et al. (2007) encontraram associacao entre este marcador e a eficiéncia
reprodutiva nos animais heterozigotos, observaram nestes animais um menor
intervalo entre partos. Bastos et al. (2003) analisando a resposta da inducgéao
hormonal do estro e ovulagdo no pés-desmame, em vacas Charolesas e cruzadas
com Nelore, observaram que os animais heterozigotos responderam com maior
taxa de prenhez do que os homozigotos. No entanto, Silveira (2007) estudando
este mesmo sistema, ndo observou associacado para intervalo entre partos, tanto
para animais A. Angus como para um rebanho hibrido de varias ragas (Gado
Geral). No que se refere a resposta a superovulagédo néao foi verificada associagao
entre o marcador BMS3004 e os grupos de alta e baixa produgdo de embrides,
assim como em relagdo as médias de produgao de embrides por gendtipo, na raga
Nelore, ja que devido ao monomorfismo a analise ndo pode ser realizada nos A.
Angus. Machado (1999) e Weimer et al. (2007) atribuiram os resultados
observados a possibilidade do microssatélite BMS3004 atuar interferindo na
regulacdo génica do LHM, de tal modo que os animais heterozigotos poderiam
produzir maior quantidade de cadeia B e, consequentemente, niveis mais elevados
desse hormoénio.

O microssatélite ILSTS002, também ligado ao gene do LHp, foi referido nas
avaliagdes de Weimer et al. (2007) e Silveira (2007) como associado a eficiéncia
reprodutiva. As frequéncias mais observadas nas vacas Brangus-lbagé e Gado
Geral foram para os alelos *133 e *135; *135 e *137 (Weimer et al., 2007 e
Silveira, 2007) e na raga A. Angus, para o alelo *135 (Silveira, 2007). No presente
trabalho, verificamos frequéncias idénticas para os alelos *133 e *135, na raga A.
Angus, e, na raca Nelore, o *137 apresentou-se mais alto. Os valores dos alelos
*133, *135 e *137 observados por Weimer et al. (2007) para o rebanho Brangus-
Ibagé manteve a proporcionalidade referente a participacdo de cada subespécie

na formacao da raca hibrida.



61

Silveira (2007) observou associagao envolvendo o marcador ILSTS002
onde animais, do rebanho Gado Geral, portadores de pelo menos um alelo *137
foram significantemente mais frequentes (cerca de 20%), no grupo de vacas
consideradas subférteis (p=0,03), ou seja, vacas que ndo conceberam em anos
subsequentes. Weimer et al. (2007) detectaram, em vacas da raga Brangus-lbagé,
um maior intervalo médio entre partos, estimado ao longo da vida reprodutiva do
animal, em individuos possuidores de pelo menos um alelo *135. Na avaliacédo do
sistema ILSTS002, em relacdo a influéncia deste marcador na producdo de
embrides, nao foi observada diferengca estatistica entre as composi¢des
genotipicas, mesmo quando se utilizou a analise de agrupamento em classes de
alelos curtos e longos. Porém, a presencga do alelo *135 na composi¢cao destes
genotipos, levou as doadoras da ragca Nelore a apresentarem uma média de
estruturas viaveis recolhidas, inferior aquelas sem a presenca deste alelo,
classificando-as como de baixa producdo embrionaria. Estes achados vao ao
encontro das observagdes de Weimer et al. (2007) e Silveira (2007) indicando que
os alelos *135 ou *137 aumentam o IEP, e neste trabalho, quanto a pobre
resposta a superovulagao, indicando que a presenca deste ou destes alelos torna-
se desvantajoso para a reprodugdo ou ainda a aplicagcédo de biotécnicas de
reproducdo. Apesar de serem alelos distintos envolvidos nas associag¢des, de
acordo com Comings (1998) o efeito de um microssatélite no gene a ele ligado,
seria dependente do tamanho da repeticido e ndo de alelos especificos. Outra
sugestao, para explicar o envolvimento de alelos distintos, seria a ocorréncia de
desequilibrio de ligagéo (DL) entre o marcador ILSTS002 e uma mutagado no gene
LHB que modificaria sua expresséo, sendo o alelo envolvido no DL variavel entre
as diferentes populagdes. O marcador ILSTS002 esta mapeado a 59,9 cM do
inicio do cromossomo BTA18 (Kemp et al.,, 1992) a 6 cM de distancia do gene
LHpB. Desta forma, a hipdtese de que este marcador esteja envolvido na regulagao
génica, modificando a estrutura secundaria ou terciaria da molécula de DNA,
facilitando o acesso de fatores de transcricdo ou traducdo, ou simplesmente

afetando a edicdo da molécula de RNA (Li et al., 2004), ndo pode ser desprezada.
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A respeito dos marcadores moleculares ligados a leptina, Silveira (2007)
verificou que os animais possuidores de um alelo IDVGA51*181 foram mais
freqUentes no grupo de vacas subférteis (p=0,05). Estes achados estdo de acordo
com os resultados obtidos por Almeida et al. (2003) que verificaram que vacas
com o alelo IDVGA51*181 apresentavam piores performances reprodutivas.
Passos et al. (2007) observaram maiores niveis de expressao do gene da leptina,
em gordura subcutdanea, em vacas possuidoras deste alelo, sugerindo que,
provavelmente, ganhariam menos peso, em mesmas condi¢des nutricionais e
teriam um retorno ao estro mais tardio. Neste trabalho, nos animais da raca A.
Angus ocorreu uma alta frequéncia do alelo *175, igualmente distribuido nos
grupos de alta e baixa produgdo de embrides, desta forma, ndo apresentando
diferencas estatisticas. Note-se que o alelo *181 apresentou, nesta amostra, uma
das mais baixas freqliéncias até entdo descritas. Na raca Nelore, nos alelos *175
e *181, foi verificado um desequilibrio na distribuicdo dos animais nas classes
baixa e alta, com um maior percentual de doadoras possuidoras do alelo *175, na
classe de alta producdo embrionaria e, de forma oposta, um maior niumero de
animais carreadores do alelo *181, nas doadoras de baixa produ¢cao embrionaria.
A observacédo, entdo, destas frequéncias alélicas, favoraveis e desfavoraveis, &
permitido indicar que o processo seletivo, para a fertilidade, esta na diregcao
correta, aumentando a frequéncia do alelo desejavel (*175) e diminuindo o
indesejavel,*181. Este achado é particularmente importante na populagdo bovina
A. Angus, aqui estudada e selecionada para desempenho reprodutivo. Em uma
amostra ndo selecionada para performance reprodutiva, na raca A. Angus,
Almeida et al. (2007) verificaram a frequéncia de 0,16 para o alelo *181,
semelhante a encontrada, nesta investigagdo para a raga Nelore, e superior a
observada no A.Angus (0,06).

Paralelamente a estas analises foram realizados agrupamentos dos
gendtipos conforme o tamanho dos alelos, segundo as indicagdes de Comings
(1998). Silveira (2007) verificou que animais possuidores de alelos curtos
(menores ou iguais a 177 pb) foram mais frequentes no grupo de vacas férteis

(p=0,04). Usando a mesma abordagem, 33 doadoras da raga Nelore foram
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incluidas no grupo de alelos curtos, tendo como média de 9,2 embrides viaveis,
superior estatisticamente ao grupo de alelos longos.

A associagao envolvendo um grupo de alelos, classificados pelo tamanho
da repeticdo, concorda com a sugestao de Comings (1998) de que o efeito de
microssatélites sobre caracteristicas quantitativas ndo seria dependente de um
alelo especifico, mas que o tamanho da sequiéncia repetida é que influenciaria a
expressao génica, facilitando a formagdo do DNA-Z e o acesso de fatores de
transcrigao.

Os marcadores moleculares do tipo SNPs [LEPSau3A1(+/-) e
LEPSau3A1(A/B)], também localizados no gene da leptina, em posi¢des distintas
e decorrem de substituicdes em um unico nucleotideo. De acordo com Almeida et
al. (2003) o alelo LepSau3Al*(-) aumenta o |EP. Estes marcadores nao
mostraram relacdo com a resposta a superovulagdo, para ambas as ragas
estudadas. No entanto, quando comparamos os animais homozigotos AA e BB
contra os heterozigotos AB, para a raga A. Angus, foi observado que as doadoras
homozigotas tiveram uma média de produgdo de embrides estatisticamente
superior as heterozigotas, porém nas fémeas Nelore ndo foi verificada esta
associacao. Esta relagdo nao havia ainda sido descrita para nenhum indice
reprodutivo. As frequéncias alélicas encontradas na raga A. Angus, neste trabalho,
foram semelhantes as observadas por Almeida et al. (2007) e Silveira (2007).

A leptina coordena o estado reprodutivo por meio de uma interagao entre a
reproducdo e a nutricdo e por estimular a liberagcdo de LH e FSH, pela pituitaria
(Chehab et al., 2002), sendo que o excesso ou a deficiéncia de leptina pode estar
associado com anormalidades da fungédo reprodutiva (Moschos et al., 2002).
Portanto, a associacado entre vacas de diferentes classes de alelos (longos ou
curtos), homo ou heterozigotas, com a presenca ou nao do alelo IDVGA51*181,
com a producdo de embrides, aqui analisada, pode ser em decorréncia de
diferencas na expressao do gene Lep, como sugerido por Passos et al.(2007).

Um marcador ligado ao gene do FSHP foi estudado com o objetivo de
verificar a associacado deste hormdnio com a resposta a superovulacao. Para tanto

foi utilizado o BMS4325 que havia sido estudado por Duarte et al. (2005) em um
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rebanho Brangus-Ibagé (5/8 Angus e 3/8 Nelore) e Silveira (2007) em um rebanho
geral e em A. Angus PO. Silveira (2007) encontrou uma maior frequéncia nos
alelos *103 e *105 no rebanho geral e *101 e *103 no rebanho A. Angus, dado
este similar ao descrito por Duarte et al. (2005) para o rebanho Brangus-lbageé.
Embora Silveira (2007) nao tenha encontrado associagao, Duarte et al. (2005)
observaram que os animais portadores do alelo *101 tiveram um intervalo médio
entre partos de 54 dias menor, sendo portanto considerado pela a autora, um alelo
favoravel a performance reprodutiva de bovinos. No presente estudo, as doadoras
da ragca A. Angus tiveram uma maior incidéncia dos alelos *103 e *105 e houve
uma distribuicdo parecida entre as classes baixa e alta produtoras de embrides,
desta forma, ndo havendo diferengas estatisticas. Ja no rebanho Nelore as
frequéncias maiores foram dos alelos *101 e *103, porém mantiveram-se bem
distribuidos nas classes nado permitindo verificar diferencas estatisticas. Embora
as frequéncias dos alelos *97 e *105 observadas no rebanho Nelore fossem
baixas, ocorreu um desequilibrio na distribuicdo entre as classes. Assim, para o
*97, ocorreu a presenca de um maior numero de doadoras portadoras deste alelo
enquadradas como baixa produtoras de embrides. As doadoras, portadoras do
alelo *105, foram encontradas no grupo das fémeas com melhor performance
produtiva. Assim, o presente trabalho indica um alelo diferente (*105), daquele
apontado (*101) por Duarte et al. (2005), como favoravel para o marcador
molecular BMS4325 na associagao ao desempenho reprodutivo de bovinos.
Utilizando-se das premissas de Comings (1998), com relagdo ao
agrupamento dos alelos, o sistema BMS4325 foi dividido em dois grupos na raga
Nelore, conforme o seu tamanho de pares de base. Com esta estratégia, foram
observados 47 animais possuidores dos alelos curtos (<103pb), com uma média
de producao de embrides de 6,6, ao passo aqueles de alelos longos, em numero
de 12 animais, obtiveram uma média de 11,6 embrides, sendo estd média superior
estatisticamente. A justificativa para a melhor performance na producédo de
embrides, para aquelas doadoras da raga Nelore possuidoras dos alelos longos,
seria a mesma descrita para o sistema IDVGA51, facilitando a formagao do DNA-Z

permitindo melhor acesso dos fatores de transcri¢ao.
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O estudo dos marcadores moleculares ligados ao gene do receptor de IGF,
selecionados a partir do papel do IGF-I onde realiza controle sobre a
foliculogénese, foi previamente realizado por Oliveira et al. (2005). Estes autores
observaram uma associag¢ao positiva com a eficiéncia reprodutiva. O trabalho foi
conduzido com animais da raga Brangus-lbagé (5/8 Angus x 3/8 Nelore),
verificaram a associagcao dos marcadores moleculares HEL5 e AFZ1 com o peso
na concepgao, peso ao primeiro parto e peso ao segundo parto, assim como o
intervalo entre partos. Estes autores encontraram, apds agrupar os alelos em
longos e curtos, uma associagao no sistema HEL5 para o intervalo entre partos
favoravel para os alelos curtos, enquanto que para o sistema AFZ1, o mesmo foi
observado para os alelos longos. Silveira (2007) ndo observou associagdo para
estes marcadores nos seus estudos com Gado Geral e A. Angus. No presente
estudo ndo houve associacao para estes sistemas no que diz respeito a alelos
longos e curtos, tanto para a raga A. Angus como para a Nelore. Somente houve
diferencgas significativas quando verificamos a presenga dos alelos HEL5*151 ou
*153 na composi¢cao dos gendtipos da raga Nelore, com uma frequéncia destes
alelos de 0,50 e 0,20, respectivamente. Analisando estas frequéncias foi verificado
que as doadoras carreadoras do alelo *151 foram incluidas na classe de baixa
produtoras de embrides, enquanto que as portadoras do alelo *153, foram
classificadas como de alta produgdo. Para o sistema AFZ1, houve uma
associagao para as vacas Nelore, onde a presenca do alelo *119 permitiu as
portadoras deste alelo ingressassem no grupo das doadoras classificadas como
de alta producdo. O sistema IGF tem sido apresentado como um importante
componente que coordena a funcao folicular em diferentes espécies, incluindo a
bovina (BURATINI Jr. et al. 2006). Alteragdes na concentragdo e no padrdo de
expressao dos componentes do sistema IGF e a sua interferéncia no crescimento
e no mecanismo da dominancia folicular, podem sugestionar uma relevante
influéncia deste sistema no recrutamento dos foliculos primordiais, os quais sdo de
fundamental importancia em té-los em maior nimero no inicio do tratamento
superovulatorio (ROOVE et al. 2005; IRELAND et al 2007).
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Existem diferencas na dindmica folicular entre Bos taurus e Bos indicus. Uma
particularidade observada entre zebuinos e taurinos diz respeito ao numero de
ondas de crescimento folicular por ciclo estral. Estudos realizados em animais da
raca Holandesa demonstraram predominancia de duas e trés ondas de
crescimento folicular por ciclo estral (SAVIO et al., 1988; GINTHER et al., 1989).
Contudo, em zebuinos existem relatos que descrevem maior incidéncia de 3
ondas, sendo notificada a presenca de até 4 ondas de crescimento folicular por
ciclo estral (Brahman — RHODES et al., 1995; Nelore — FIGUEIREDO et al., 1997,
Gir — VIANA et al.,, 2000). Além da diferenga no numero de ondas, existem
trabalhos que descrevem que fémeas Bos indicus recrutam maior numero de
foliculos por onda de crescimento folicular que fémeas Bos taurus (33,4 = 3,2 vs
25,4 £ 2,5; CARVALHO et al., 2007). Essa caracteristica tem influéncia direta na
eficiéncia da técnica de transferéncia de embrides e de puncéo folicular, indicando
vantagem de fémeas zebuinas sobre taurinas, neste quesito. Existem relatos de
que o numero de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular apresenta
diferencas entre individuos, e essa caracteristica possui alta repetibilidade durante
a vida reprodutiva da fémea (BONI et al., 1997, CUSHMANN et al.1999, ROOVER
et al. 2005, IRELAND et al. 2007). Esse aumento do numero de foliculos
presentes nos ovarios pode estar relacionado ao sistema IGF. Existem evidéncias
de que o sistema IGF difere entre esses grupos genéticos. Estudos realizados
com vacas Brahman foram sugestivos de que esses animais apresentam maiores
concentragdes plasmaticas de IGF-I (SIMPSON et al., 1994, ALVAREZ et al.,
2000) e menores concentragdes de FSH quando comparadas com vacas Angus
(ALVAREZ et al., 2000). Alguns autores levantaram a hipétese de que o maior
numero de foliculos presentes no ovario de Bos indicus pode ser devido a elevada
concentracdo de IGF-I, mesmo na presenca de baixos niveis de FSH (BO et al.,
2003), confirmado por Roover et al. (2005) e Ireland et al. (2007) que
correlacionaram o baixo nivel de concentracdo de FSH e a melhor resposta a
superovulacdo. Essa diferenca nas concentragcdes de FSH e de IGF-lI pode

explicar a maior sensibilidade ao tratamento superovulatério em doadoras Bos
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indicus, sendo possivel empregar doses inferiores as usualmente utilizadas para
Bos taurus. (BARROS e NOGUEIRA, 2001; BARUSELLI et al., 2003).

O marcador molecular, para o receptor de FSH (FSHR), foi analisado na
sua frequéncia genotipica. Na raga Nelore foram observados os gendétipos CG e
GG em uma freqiéncia de 51,6 e 48,4, respectivamente. Estes resultados sao
semelhantes aos encontrados por Campagnari (2002), onde estudou este
marcador em rebanhos Nelore. Esta autora ndo encontrou associagao para a
precocidade sexual nas fémeas Nelore, assim como Marson (2005) analisando
este mesmo marcador em populagcdo composta Europeu-Zebu. Neste caso,
Marson (2005) ndo indicou este marcador para programas de melhoramento
genético, com vistas a precocidade sexual. Contrariamente a estas autoras, foi
encontrada no presente trabalho, uma associagao positiva para este marcador. As
doadoras da raga Nelore classificadas como heterozigotas (CG) apresentaram
uma média de producdo de embrides superior estatisticamente daquelas
genotipadas como homozigotas. A acdo dos hormoénios gonadotréficos €
dependente da ligacdo aos seus receptores especificos, presentes na superficie
da membrana plasmatica das células alvo nas génadas (FORTUNE et al. 1994),
porém, de acordo com Aittomaki et al. (1995), delegcbes ou mutagdes nos genes
de receptores podem alterar a interagdo hormonio/receptor, mudando a
transmissdo do sinal endocrinoldgico, podendo interferir na resposta esperada.
Desta forma, o SNP FSHR poderia estar interferindo na regulagdo génica do
receptor de FSH das doadoras heterozigotas que poderiam facilitar a relagéo
horménio/receptor, ou ainda, produzir maior quantidade de receptores e,
consequentemente, uma melhor resposta ao FSH exdgeno.

Cushmann et al.(1999) indicaram claramente, nos seus experimentos, que
vacas que tiveram uma baixa resposta a superovulagao, estimuladas com FSH-p,
tinham poucos foliculos primordiais e terciarios. Estas observagbes foram
confirmadas por Singh et al. (2004) utilizando-se da ultrassonografia. Os
tratamentos superovulatérios tém sido usados para aumentar o numero de
foliculos em crescimento até o tamanho ovulatério, utilizando-se uma da janela

entre 8° e 12° dia do ciclo ou sincronizando a onda folicular com o auxilio de
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implantes de progesterona associado ao estrégeno. Embora, segundo Erickson
(1966), o numero de foliculos primordiais ja esteja estabelecido desde o
nascimento, ha a possibilidade de aumentar a taxa de ativagao destes foliculos e
subsequente incrementar o numero de foliculos que sobrevivem até o estagio de
terciario, assim respondendo ao tratamento superovulatério. Desta maneira,
segundo Cushmann et al. (1999) uma vaca que normalmente responde de forma
pobre a superovulacdo pode se converter em uma de média a alta, desde que os
foliculos primordiais sejam hormonalmente estimulados previamente ao processo
superovulatoério. Adicionalmente a producédo de foliculos primordiais e terciarios,
Ireland et al. (2007) observaram que os animais ao responderem melhor, em
termos de numeros de foliculos primordiais, produziam uma menor qualidade de
embrides viaveis, porém, segundo Roove et al (2005) esta diferengca nao estaria
na qualidade dos odcitos e sim na influéncia do tratamento hormonal. Singh et al.
(2004); Roove et al. (2005); Ireland et al. (2007); citam, nos seus trabalhos, que a
classificacdo fenotipica baseada na variagcdo do numero de foliculos, durante as
ondas de crescimento folicular, podem servir no processo de selecdo de doadoras.
Importante salientar que nestes estudos houve uma repeticdo das respostas nas
ondas de crescimento subseqlentes, semelhantes as anteriores, como também
citado por Boni et al., (1997), permitindo assim uma melhor resposta na producao
de embrides. Peixoto et al. (2004) encontraram uma forte correlacdo das
respostas as superovulagdes subsequentes, a partir da primeira coleta de
embrides, com altos valores de herdabilidade. Estas observacdées corroboram com
os achados no presente trabalho, onde observamos que a producdo de embrides
estd ligada a presenga ou auséncia de certos alelos nos genes ligados a
reproducao, principalmente nas amostras estudadas da ragca Nelore. O processo
seletivo desenvolvido com fins de eficiéncia reprodutiva, seja por puberdade, idade
ao primeiro parto e intervalo entre partos, pode ter selecionado os alelos
favoraveis e diminuido os desfavoraveis, na populagédo, principalmente, no
rebanho de doadoras da raga A.Angus.

Assim, em termos de genética e evolugdo pode ser considerado que cada

individuo nascido em uma geragéo deixa uma propor¢ao diferente de filhos para a
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geracgao seguinte. Se existirem genes associados a adaptabilidade dos individuos,
ou seja, alelos que determinem aos seus portadores maior chance de deixar mais
filhos para a geracdo seguinte, estes alelos deverdo passar para a geragao
seguinte em uma frequéncia maior que seus pares. Assim, o efeito da selecao
natural € mudar as frequéncias dos genes na populagéo.

A selecao artificial busca associar maior adaptabilidade aos individuos
portadores de alelos cuja frequéncia se deseja aumentar. Embora naturalmente
tais alelos possam nao conferir maior adaptabilidade aos individuos, o homem
interfere no processo e garante aos portadores dos alelos desejaveis a
possibilidade de deixar mais descendentes para a geragdo seguinte. Assim, o
efeito esperado da selegao artificial € aumentar a frequéncia dos alelos desejaveis
na populagéo, que no caso dos animais domeésticos é o rebanho sob sele¢ao.

A raga A. Angus, historicamente, vem sendo selecionada ha mais tempo do
que a raga Nelore e, também, apresenta uma populacdo bastante reduzida
quando comparada a raga Nelore, reduzindo, de tal modo, a variabilidade genética
e com maior facilidade de promover a pressdo de selegdo sobre os caracteres
desejaveis. Conforme Gianoni e Gianoni (1997) rebanhos estaveis apresentam
valores de herdabilidade para caracteristicas reprodutivas menores em relacéo
aqueles em evolugdo genética. A herdabilidade de determinada caracteristica é
fundamental em programas de melhoramento genético, pois caracteristicas de
baixa herdabilidade, exceto quando a intensidade de selecdao é alta, néao
apresentam respostas satisfatérias ao trabalho de sele¢cdo dos animais. Como os
fatores genéticos ligados a reprodugdo possuem uma herdabilidade baixa, o
tempo e a pressao de selecao sao fatores de fundamental importancia para fixar
0s genes desejaveis em uma populagdo. Estas constatagbes possuem respaldo
nos trabalhos conduzidos por Silveira (2007), onde ndo se observou nenhuma
associagao com marcadores moleculares ligados a reprodugcdo em um rebanho A.
Angus, altamente selecionado para a fertilidade, enquanto que varias outras foram
observadas no rebanho de gado geral ou mesmo em rebanhos hibridos realizados

por diversos autores.



CONCLUSOES

Os resultados verificados no presente trabalho indicaram que alguns
dos sistemas estudados, previamente, para outras avaliagbes de
performance reprodutivas, podem ser utilizados como critério de
selecdo de doadoras de embrides, principalmente em rebanhos em
evolucéo.

Com a avaliagdo dos gendtipos foi possivel organizar um banco de
dados de respostas a superovulacdo de vacas das racas Aberdeen
Angus e Nelore, compreendendo aspectos relacionados a resposta
aos tratamentos superovulatorios.

A produgédo de embrides em programas de SOV foi associada aos
marcadores moleculares BM4325, ILSTS002, IDVGA51, HELS5 e
AZF1, em Nelore e LepSau3A1A/B, em A. Angus. Estes resultados
confirmam os dados previamente verificados com outros parametros
reprodutivos.

Foi possivel realizar a primeira fase da MAS em relagdo ao marcador
FSHRAIu1, mapeado proximo ao gene do receptor do hormdnio
foliculo estimulante (FSHR), indicando uma associagdo para a

producédo de embrides na raga Nelore.
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E possivel realizar a terceira fase da MAS, a partir de certos
marcadores moleculares estudados (sua utilizagdo para selegdo em
rebanhos comerciais), em rebanhos que encontram-se em evolugao,
mas essa metodologia ndo seria vantajosa para rebanhos

seletivamente estaveis, nas ragas aqui estudadas.
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Foi analisada a diversidade genética, em doadoras de embrido puras de origem
das ragas Nelore e Aberdeen Angus, através de marcadores moleculares (6
repeticdes curtas em tandem e 3 polimorfismos de um nucleotideo) ligados a
reproducdo. A variagdo observada do nimero de alelos detectados nas ragas
Nelore e Angus foi de 2 a 8 e 1 a 10, respectivamente. As duas ragas nao
apresentaram freqliéncias alélicas semelhantes em nenhum dos sistemas
estudados e alguns alelos foram observados somente em uma das ragas, como
para A. Angus BMS3004 129, HELS 161, e, para Nelore BMS3004 132, 138,
HELS5 149 e AFZ 111. Os valores de heterozigose esperada, nos diversos
sistemas, em A. Angus variou de 0 a 87%, enquanto que, em Nelore, oscilou
entre 0,03 e 0,75, sendo as médias de 56 e 50%, respectivamente. Conclui-se
que as praticas seletivas aplicadas a estes rebanhos ndo afetaram grandemente a
variabilidade genética dos mesmos. A diversidade entre rebanhos foi bastante
alta, refletindo-se em baixa probabilidade (6x10™) de encontrar dois individuos
geneticamente identicos, um de cada rebanho.

Palavras-Chave: Doadoras de embrido, diversidade genética, marcadores moleculares

ABSTRACT

This paper analyzed the genetic diversity of embryos donors from Nellore and
Aberdeen Angus pure of origin breeds, through molecular markers (6 short
tandem repeats and 3 single nucleotide polymorphisms) linked to reproduction.
The variation observed in the number of alleles in Nellore and A. Angus breeds
was 2 to 8 and 1 to 10, respectively. No similarity in allele frequencies was
observed in both breeds in all investigated systems, and some alleles were
exclusive of one of the herds, such as BMS3004 129, HELS 161, in A. Angus,
and BMS3004 132, 138, HEL5 149 ¢ AFZ 111, in Nellore. The expected
heterozygosis varied from 0 to 87% in A. Angus, and from 0.03 to 0.75 in
Nellore, the average values being of 56 e 50%, respectively. Therefore the
selective practices applied to the breeds seem have not affected their genetic
variability. The diversity between breeds were very high and resulted in a very
low probability (6x10™) to find two identical animals, one from each breed.

Key words: Embryos donors, genetic diversity, molecular markers
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INTRODUCAO

Os principais tipos de bovinos criados em todo o mundo sdo os zebuinos (Bos
primigenius indicus) e os taurinos (Bos primigenius taurus; INTERNATIONAL
COMMISSION ON ZOOLOGICAL NOMENCLATURE, 2003), os primeiros
de origem indiana e os outros procedentes da Europa, e, devido a sua completa
interfertilidade, devem ser considerados como variagdes geograficas de uma
mesma espécie (EPSTEIN, 1971; EPSTEIN e MASON, 1984; PAYNE, 1991;
LOFTUS et al, 1994). Segundo a Associagdo Nacional de Criadores de
Zebuinos, a raga Nelore apresenta o maior numero de criadores e animais
registrados nesta entidade, enquanto que a Associagdo Nacional de Criadores -
Herd Book Collares- indica a raga Aberdeen Angus como a lider em registros,
nas de origem Européia.

Andlises de polimorfismos curtos em tandem e de seqiiéncias do DNA
mitocondrial revelaram que os ancestrais dos zebuinos e taurinos divergiram
algumas centenas de milhares de anos atrds e, que resultaram de eventos
independentes de domesticagdo (LOFTUS et al.,, 1994; MACHUGH et al.,
1997).

Taurinos e zebuinos possuem diferengas morfologicas e fisiologicas que
refletem ndo s6 as mudangas ambientais onde estes animais se adaptaram, como
diferentes selecdes genéticas aplicadas ao longo do tempo. Os animais foram
submetidos, historicamente, a sele¢do para a producgdo de leite e/ou carne, e em
seguida, para auséncia de aspas, e cor de pelagem, resisténcia a doencas,
docilidade e fertilidade.

Na pecuaria brasileira, varias técnicas tém sido introduzidas visando aumentar a
eficiéncia da producdo de animais puros, na tentativa de atender a grande
demanda de seus descendentes, e, principalmente, permitir uma expansao do
mercado consumidor, avido por um produto de melhor qualidade a um menor
custo. Entre estas técnicas, destaca-se a transferéncia de embrides (TE), que tem
mostrado ndo somente ser um instrumento capaz de melhorar a performance
produtiva, mas também possuir grande importancia no campo de investigagao
cientifica. De acordo com Land e Hill (1975) o emprego da Multipla Ovulagao
e Transferéncia de Embrides (MOET) aumenta em quase duas vezes a taxa de
ganho genético obtida em comparagdo com as estratégias de programas de
reproducao tradicionais.

Abordagens mais especificas que permitam o conhecimento de parametros
genéticos relativos a caracteristicas da variabilidade das respostas das vacas
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doadoras de embrides aos programas de superovulagdo sdo uma necessidade
inerente a aplicabilidade desta biotécnica. Com o aumento do conhecimento
sobre o genoma animal e, conseqiientemente, da posi¢ao e efeito de locos
principais para caracteristicas quantitativas, tornou-se possivel, utilizando-se
marcadores moleculares, modificar-se as técnicas tradicionais de selecdo,
baseadas exclusivamente no aspecto fenotipico (DENTINE,1999). Para Weimer
et al. (2003) e Garcia e Porto-Neto (2006) os marcadores moleculares, além de
serem empregados para caracterizarem geneticamente populacdes, ragas,
espécies, para estudos de genealogias e controle de paternidade, podem ajudar a
eliminar os inconvenientes da selegdo baseada em analises exclusivas de
fendtipo. As primeiras aplicagdes de marcadores moleculares na produgdo
animal envolveram a identificagdo de caracteristicas condicionadas por um loco
principal. Estas, devido ao padrdo de heranga mais simples, sdo mais faceis de
detectar, e por isso, ja existem muitos exemplos de marcadores empregados
para identificar, corretamente, animais portadores de caracteristicas
monogénicas. Davis e DeNise (1998) comentam que os marcadores
moleculares podem auxiliar técnicas reprodutivas avangadas como ovulagdes
multiplas, transferéncia de embrides, cultura de células primordiais, maturagao
e fertilizagdo in vitro, pois permitem a identificagdo de genes especificos
introduzidos no rebanho ou ragas de interesse.

A primeira estratégia para a aplicagdo de marcadores moleculares na selecao
animal €, no entanto, o conhecimento da variabilidade genética dos rebanhos-
alvo. Assim, este trabalho avaliou a diversidade genética, em nove marcadores
moleculares (seis polimorfismos curtos em tandem, STRs e trés polimorfismos
de um tnico nucleotideo, SNPs), em dois rebanhos bovinos selecionados para a
transferéncia de embrides.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 59 doadoras de embrido da raca Aberdeen Angus e 60 da raca
Nelore, sendo todos os animais puros de origem e registrados nas suas
respectivas associagdes. Os animais da raca Nelore foram obtidos de uma unica
central de transferéncia de embrides, localizada no Estado do Mato Grosso do
Sul, incluindo vacas de diferentes origens, enquanto que as amostras de
Aberdeen Angus foram oriundas de 5 diferentes propriedades localizadas no
Estado do Rio Grande do Sul.

Os DNAs foram preparados a partir de células sangiiineas, de amostras
recolhidas em tubos contendo anticoagulante a base do sal de sodio acido
Etileno Diamino Tetra Acético (EDTA), congeladas e remetidas ao Laboratério
de Biotecnologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da ULBRA, localizada
no municipio de Canoas/RS, regido metropolitana de Porto Alegre. Ao chegar
ao laboratorio, foram processadas as extracoes dos DNAs, utilizando-se a
técnica descrita por Miller et al. (1988).
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Os STRs foram investigados através da amplificagdo do DNA por PCR, com
técnica padrao e “primers” e temperaturas de anelamento especificas (Tabela 1),
com um volume final de 25ul e contendo 50ng de DNA.

Os produtos da amplificagdo da PCR foram analisados em gel vertical de
poliacrilamida ndo desnaturante (LAHIRI et al., 1997). Os fragmentos foram
analisados, ap6s a coloragdo com nitrato de prata, usando para comparacao, o
marcador de peso molecular de 25 pb (Promega).

Para a analise dos SNPs LepSau3A1 e FSHR, os produtos de amplificacao
foram clivados com as endonucleases Sau3Al (Promega) e Alu I (New
England), respectivamente, conforme o protocolo dos fabricantes. Os produtos
de clivagem foram analisados em gel vertical de poliacrilamida (SAMBROOK
e RUSSELL, 2001).

As freqiiéncias alélicas e genotipicas foram computadas por contagem direta. A
heterozigosidade esperada (H) e a probabilidade de identidade foram estimadas
de acordo com Nei (1978) e Van Zeveren et al., 1990.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As freqiiéncias alélicas dos STRs e SNPs analisados em doadoras de embrido
das racas Nelore e Aberdeen Angus, estdo apresentadas na Tabela 2. A variagao
observada, no nimero de alelos detectados nas ragas Nelore ¢ Angus foi de 2 a
10 e 1 a 10, respectivamente. As duas racas ndo apresentaram freqiiéncias
alélicas semelhantes em nenhum dos sistemas estudados e alguns alelos foram
observados somente em uma das ragas, como BMS3004 129, HELS 161, em A.
Angus e BMS3004 132, 138, HELS 149 e AFZ 111, em Nelore.

Na Tabela 2 verifica-se, também, que animais da raca A. Angus, quando
comparados com os Nelores, apresentaram uma maior freqiiéncia dos alelos
103 e 105 para o STR BM4325, enquanto, na raga Nelore, houve maior
freqiiéncia do alelo 101. Estes foram também os alelos mais prevalentes em
rebanhos das racas Aberdeen Angus e Gado Geral, previamente analisados
(SILVEIRA, 2007).

Para o sistema BMS3004, a amostra de Aberdeen Angus mostrou-se
monomorfica, para um alelo distinto dos observados em Nelore, sendo que
nesta raga, o alelo 132 foi o mais freqiiente. O monomorfismo observado em
BM3004, na raga A Angus, havia sido descrito por Silveira (2007), trabalhando
com animais puros de origem, da mesma raga, mas de rebanho distinto deste,
podendo-se supor uma origem taurina para o mesmo. Esta hipotese pode ser
confirmada ao ndo ser observado este alelo nos 60 animais da raca Nelore
estudados, nos quais foram constatados, apenas os alelos BMS3004 132 ¢ 138.
Adicionalmente, Steigleder et al. (2004), Silveira (2007) e Weimer et al. (2007)
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encontraram, em rebanhos de origem taurina, freqiiéncias de 0,59, 0,66 ¢ 0,64
respectivamente, para este alelo, sendo este ultimo valor similar ao que seria
esperado em animais com um componente 5/8 Aberdeen Angus (Brangus-
Ibagé) admitindo-se que a populagdo A. Angus que originou a raga fosse
também monomorfica para tal alelo.

No marcador molecular ILSTS002 foi observado que os alelos 133 e 135 foram
os mais incidentes para a raga Aberdeen Angus, enquanto, para a raga Nelore as
maiores freqiiéncias ficaram com os alelos 137 e 135. As freqiiéncias mais
observadas nas vacas Brangus-Ibagé e Gado Geral foram para os alelos 133,
135 e 135, 137, respectivamente, (Weimer et al., 2007 e Silveira, 2007) ¢ na
raca A. Angus, para o alelo 135 (Silveira, 2007). Os valores dos alelos 133, 135
e 137 observados por Weimer et al. (2007), para o rebanho Brangus-Ibagé,
manteve a proporcionalidade referente a participagdo de cada subespécie na
formacdo da raca hibrida.

As freqiliéncias alélicas do sistema IDVGASTI indicam que, para a raca Aberdeen
Angus, o alelo 175 foi altamente incidente seguido pelo 183; ja em Nelore, este
marcador comportou-se de forma adversa, sendo constatado que o alelo 177 foi
o mais freqiiente, seguido de 175 e 181. Em pesquisas anteriores o alelo 175 tem
sido observado como o mais freqiiente, na maioria das populagdes (Almeida et
al., 2003, 2007, Steigleder et al., 2004, Silveira 2007).

Problemas na amplificacdo de algumas amostras da raga Nelore, para o
marcador HELS, provocaram uma varia¢ao no nimero de individuos analisados
neste sistema, sendo o total estudado foi de 52 doadoras. A Tabela 2 mostra, na
raca Aberdeen Angus, uma freqiiéncia maior para os alelos 165, 153 e 167 e, na
Nelore, houve uma alta freqiiéncia do alelo 151 seguido do 153. Silveira (2007)
descreve os alelos 151 e 165 como os mais freqiientes, em A. Angus, enquanto
Oliveira et al (2005) verificaram valores mais altos para 163 e 165, em um
rebanho Brangus-Ibagé.

Os valores observados para as freqiiéncias alélicas no marcador AFZ-1, nas
vacas Aberdeen Angus, foram maiores para o alelo 123, seguido de 117 e 125.
Na raga Nelore, o destaque deu-se para o alelo 121, sendo que os alelos 113 e
123 também foram freqiientes, embora com um menor percentual. Estes alelos
também apresentaram altas freqiiéncias em outros rebanhos bovinos
previamente investigados (Oliveira et al, 2005, Silveira, 2007)

No marcador FSHR, para a raga Aberdeen Angus ocorreu uma homogeneidade
para os alelos C e G, enquanto na raga Nelore, o alelo G foi superior em
freqiiéncia em relagdo ao alelo C. Freqiiéncias mais elevadas do alelo G foram
também relatadas por Marson et al. (2004) em animais hibridos
taurinos/zebuinos.

Nos sistemas LEPSau3A1(A/B) e LEPSau3A1(1/2), os alelos A e 1 foram os
mais freqiientes, em ambas as racas, similar ao previamente observado em
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animais das ragas Aberdeen Angus, Brangus-Ibagé e Gado Geral (Almeida et
al 2003, 2007; Silveira 2007).

Variagdes nas freqliéncias alélicas entre racas e, principalmente, entre rebanhos
de uma mesma raga refletem, provavelmente, diferencas nas estruturas de
cruzamentos utilizadas, no manejo aplicado aos varios plantéis e/ou nas praticas
seletivas, que em geral visam objetivos distintos. Este tltimo fator, pode, muitas
vezes resultar em perda da variabilidade genética do rebanho.

A Tabela 2 apresenta, também, os valores de heterozigose esperada (H), nos
diversos sistemas; em A. Angus, H varia de 0 a 87%, sendo a media entre
sistemas, de 0,56, enquanto em Nelore tal parametro oscilou entre 0,03 e 0,75,
com média de 0,50. Esses resultados de valores razoavelmente altos de
diversidade genética sdo similares ao previamente descrito em outros rebanhos
bovinos e sugerem que as praticas seletivas aplicadas a estes rebanhos nao
interferiram, grandemente, na variabilidade genética dos mesmos.

A diversidade entre os rebanhos foi bastante alta, refletindo-se em baixos
valores de probabilidade de identidade entre as ragas estudadas (PI), que oscilou
entre zero € 6 % nos STRs e de 35 a 64%, nos SNPs (Tabela 2). Nestes ultimos
marcadores os valores sdo em geral mais altos, por se tratarem de sistemas
dialélicos. O uso simultdneo dos nove sistemas investigados indica a grande
variabilidade inter-populacional, ja que a chance de dois individuos, um de cada
rebanho, apresentarem o mesmo genétipo, ¢ de 6x10”, ou praticamente nula,
principalmente considerando os tamanhos populacionais.

CONCLUSOES

A andlise da diversidade genética de fémeas doadoras de embrides, realizada
através de nove marcadores moleculares, em duas racas bovinas (Nelore e
Aberdeen Angus) indicou considerdvel variabilidade intra-populacional,
sugerindo que as praticas seletivas aplicadas aos rebanhos nao interferiu em seus
niveis de diversidade. A variabilidade inter-populacional foi bastante elevada,
de modo que a probabilidade de encontrar dois individuos, geneticamente
identicos, retirados aleatoriamente cada um de um rebanho ¢ proximo de zero.
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Tabela 1: Marcadores analisados, seqiiéncias dos primers, tamanhos esperados dos produtos de amplificagdo em pares de bases (pb),
temperatura de anelamento (TA) e referéncias.

Marcadores  Seqiiéncia do Primers Produtos (pb) TA Referéncias
F- 5’AGA GTC AGA CAG GAC TGA GCG 3’ KAPPES et al., 1997
BM4325 97-117 64-54°C*
R-5’CTG TAA CTT GCA AAT GCA AAT GTC TCG 3’ STONE et al., 1997
F- 5’TCT ATA CAC ATG TGC TGT GC 3’
ILSTS002 123-137 54°C KEMP et al., 1992
R- 5°CTT AGG GGT GAA GTG ACA CG 3’
F- 5GGA CAG AGG AGC CTGGTTG ¥ STONE et al., 1996
BMS3004 129-138 56°C
R- 5’AGT TGC GTT GTT CAT CAT TCC 3’ KAPPES et al., 1997
F- 5°GTC ACC AGG ATC AAT GAC AT 3’ A/B :400 POMP et al., 1997
LepSau3Al 54°C
R- 5’AGC CCA GGA ATG AAGTCC AA ¥ 1/2: 690 WILKINS e DAVEY., 1997
F- 5’ATG GCA ATATTT TGT TCT TTT TC 3°
IDVGAS1 175-183 50°C KAPPES et al., 1997
R- 5’ATT CCT TGA TGG TCT AAT GGT TA 3’
F- 5’GCA GGA TCA CTT GTT AGG GA 3’
HELS 147-169 58°C BISHOP et al., 1994
R- 5’AGA CGT TAG TGT ACA TTA AC 3’
F- 5°TTG GAC GAC AAA ACT CACGG 3’
AFZ1 151-129 50°C JORGENSEN et al., 1996
R- 5°GTG GCT GGA CTG GTC TGG TT 3’
F- 5 CTGCCTCCCTCAAGGTGCCCCTC 3’
FSHR 306 58°C HOUDE et al., 1994

R- 5> AGTTCTTGGCTAAATGTCTTAGGGGG 3°

*PCR com “touchdown”.



Tabela 2: Freqiiéncias alélicas dos marcadores moleculares nas diferentes amostras de Nelore e A. Angus.

Marcadores

Amostras ALELOS H PI
STRs

BM4325 97 99 101 103 105 107

Nelore 0,08 0,16 0,45 0,20 0,10 0,01 0,72

A. Angus 0,01 0,04 0,12 0,33 0,41 0,09 0,71 0,05
BMS3004 129 132 138

Nelore 0,76 0,24 0,36

A. Angus 1,0 0,00 0,00
ILSTS002 127 129 131 133 135 137 139 141

Nelore 0,03 0,05 0,10 0,17 0,19 0,41 0,04 0,01 0,75

A. Angus 0,11 0,01 0,07 0,30 0,30 0,13 0,06 0,02 0,79 0,05
IDVGAS1 173 175 177 179 181 183

Nelore 0,01 0,20 0,49 0,10 0,15 0,05 0,69

A. Angus 0,01 0,58 0,11 0,04 0,07 0,17 0,62 0,06
HELS5 149 151 153 155 157 159 161 163 165 167 169

Nelore 0,02 0,50 0,20 0,15 0,07 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,69

A. Angus 0,05 0,19 0,10 0,06 0,02 0,04 0,12 0,20 0,15 0,07 0,87 0,01
AFZ1 111 113 115 117 119 121 123 125

Nelore 0,04 0,21 0,02 0,01 0,06 0,43 0,22 0,01 0,72

A. Angus 0,10 0,03 0,15 0,07 0,10 0,40 0,15 0,78 0,04
FSHR C G

Nelore 0,25 0,75 0,39

A. Angus 0,50 0,50 0,50 0,35
LepSau3Al (A/B) A B

Nelore 0,90 0,10 0,18

A. Angus 0,72 0,28 0,41 0,48
LepSau3Al (1/2) 1 2

Nelore 0,99 0,01 0,03

A. Angus 0,81 0,19 0,32 0,64

H: heterozigose esperada; PI: probabilidade de identidade entre rebanhos
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Abstract

Association studies were performed between reproductive efficiency and eight
molecular markers [six short tandem repeats, STRs (BM4325, BMS3004, ILSTS002,
IDVGAS1, HELS, AFZ1) and two single nucleotide polymorphisms, SNPs (LepSau3Al A-
B, and LepSau3Al 1-2)] linked to genes involved in the reproductive function in two beef
cattle herds, a pure breed Aberdeen Angus sample (AA) that had been submitted to strong
selection pressure for better reproductive performance, and a crossbreeding herd (CB) not
suffering selection for reproduction improvement. No significant association between CI
and genotype or alleles was detected in AA animals, but significant associations were
verified between in CB cows: carriers of at least one IDVGASI 181 allele were more

frequent in the sub-fertile group (P=0.05), while carriers of IDVGAS1 173 and IDVGAS1

177 alleles were more frequent in fertile cows (P=0.01 and P=0.02, respectively), and
animals with short IDVGAS1 alleles were 15% more common in fertile cows (P=0.04);
also, carriers of at least one ILSTS002 137 allele were about 20% more frequent in the sub-
fertile cows group (P=0.03). These data suggest the use of IDVGASI1 and ILSTS002 for
MAS in animals not previously submitted to selection, but this methodology may not be

effective in herds resulting from strong selection for many generations.

Key words

Beef cattle, reproductive performance, Marked-Assisted Selection, Short Tandem Repeats,
Single Nucleotide Polymorphisms
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Al

BI
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FSH
HELS
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IGF-1
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Aberdeen Angus breed
STR at BTA at BTA 21
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STR at BTA 15
STR at BTA 18
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STR at BTA 18
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LepSau3A1 A-B SNP 1 at Lep gene
LepSau3Al 1-2 SNP 2 at Lep gene
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PGF2a
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SNPs
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Luteinizing Hormone
Marker-Assisted Selection
Polymerase Chain Reaction
Prostaglandin F 2 alfa

Pure Origin

Single Nucleotide Polymorphisms
Short Tandem Repeats
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Introduction

Reproductive efficiency is a major factor affecting livestock production. Several
genes are involved in reproduction and in the reestablishment of postpartum ovarian
activity, among which are the follicle stimulating hormone (FSH), the luteinizing hormone
(LH), the insulin-like growth factor (IGF-1), the leptin (Lep), and their receptors genes. At
the end of pregnancy, the hypothalamic-pituitary axis responds to a negative feedback
effect of placental and ovarian steroids by suppressing FSH release and by accumulating
this hormone in the anterior pituitary, depleting LH stores (review in Yavas and Walton
2000). After the reestablishment of LH stores in the anterior pituitary, between the 15" and
30™ postpartum days, maternal-offspring bond increases postpartum anestrous due to the
negative effect on LH release (Williams et al. 1996), which, in turn, affects the final
maturation and ovulation of the dominant follicle. After LH stores are reestablished,
nutritional status and suckling may be the most important factors that inhibit postpartum
ovulation in beef cows. According to Rasby et al. (1992), nutrition restriction has a
negative influence on LH release, and poor nutrition is a recognized cause of reduced
fertility in cattle grazing in subtropical/tropical areas (B0 et al. 2003). IGF-1 is an important
mediator of the effects of dietary intake and/or energy balance on cow fertility. Increased
concentrations of IGF-1 could directly stimulate proliferation or steroidogenic capacity of
thecal and/or granulose cells (review in Diskin et al. 2003). The Lep gene codifies leptin
protein, an adipocyte-secreted hormone that regulates energy homeostasis, plays a role in
signalizing nutritional status to the central reproductive axis, and seems also to stimulate
LH and FSH release by the pituitary (Moschos et al. 2002; Zieba et al. 2005).

Genetic markers or polymorphisms inside or linked to these genes could influence
their expression by modifying DNA conformation and therefore affecting the postpartum
anoestrus duration. Genetic markers could then be used to increase the selection response in
a methodology named marker-assisted selection (MAS). According to Davis and DeNise
(1998), MAS is based on three phases: the detection phase, in which quantitative trait loci
are identified and their effects on the phenotype are measured; the evaluation phase, in
which the markers are evaluated in commercial populations; and the implementation phase,
in which markers are combined with phenotypic and pedigree information in genetic

evaluation to predict the genetic merit of individuals within the population.
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Several authors described associations between reproductive performance and
molecular markers, in the first MAS phase. Weimer et al. (2007) detected a positive
association between BMS3004 and ILSTS002 short tandem repeats (STR), both mapped at
BTA 18, near LHP} chain gene, and lifetime calving interval (three or more calving
intervals, CI); Duarte et al. (2005) verified a positive association between CI and BM4325
STR mapped close to FSHP gene at BTA 15; Oliveira et al. (2005) found a positive
association between CI and HELS and AFZ1 STRs, both mapped at BTA 21 near IGF-1
receptor gene; Almeida et al. (2003) verified positive associations between CI and markers
mapped at BTA 4, linked to the Lep gene [the single nucleotide polymorphism (SNP)
LepSau3Al at the Lep intron 2, and the IDVGAS1 STR in the same chromosome].

These associations need to be evaluated in commercial populations, following the
second MAS phase (Davis and DeNise 1998) in order to be used in selective programs.

This paper analyzed the effect of the six STRs and two SNPs above described on

reproductive performance, in two commercial beef cattle herds.

Materials and Methods

The first sample is composed of pure origin (PO) Aberdeen Angus cows (AA,
n=119), raised on a private farm in South Brazil. These animals had been selected for
around 10 years for improvement of calving interval (CI), weight at birth, and maternal
ability. Cow ages varied from 2 to 10 years, with an average of 4 years, modal body score
condition was of 4.0 [in a classification range from I-very thin to 5-obese (Cachapuz
1991)], and average CI was of 378 + 30 days; the animals have been managed at a stocking
rate of 1.2 animal units per hectare (au ha-") on cultured pastures, with very high amount of
dry matter per hectare. Reproductive seasons were performed annually during spring,
extending from the 15™ of October to the 1% of December; during the first week the cows
were controlled daily to detect the onset of estrus and to perform artificial insemination
(AD), 12 hours later. Animals not showing estrus signals were submitted to estrus induction
with PGF2a hormone and then inseminated. Cows which presented estrus return were
submitted to a second Al. Animals not conceiving after this period were submitted to
natural breeding for 15 days with confirmed bulls, which had been previously evaluated

through expected progeny difference.
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The second sample was composed of crossbreeding cows (CB, n=81) resulting from
purebreds Hereford, Aberdeen Angus, Normand, Limousin and Brown Swiss and their
synthetics, in different proportions, and Brangus-Ibagé (5/8 Aberdeen Angus x 3/8 Nelore)
mated with Braford bulls. The animals were multiparous cows (ages varying from 4 to 6
years), with a modal body condition score of 3. The animals were kept at a stocking rate of
0.5-0.7 au ha-', on native pastures on a private farm in South Brazil, and had not been
submitted to selection to improve reproduction. The annual mating season includes one
major in spring-summer, from the 15" of November to the 15" of January, and a
complementary one for the cows which remain non-pregnant in fall, from the 1* of April to
the 15™ of May. The animals were then classified in two groups (fertile and sub-fertile
cows) on the basis of occurrence of pregnancy or non-pregnancy, after the two mating
seasons: 42 CB cows were classified as fertile, once they became pregnant in the second
spring season as suckling cows, having a calving interval inferior to 365 days; and 39 CB
cows were classified as sub-fertile as they do not became pregnant after the two mating
season, as non-suckled cows.

Blood samples were obtained from the tail vein or artery, using EDTA as
anticoagulant, and following the Brazilian Principles of Veterinarian Medical Ethics (2001)
and the International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals
(1985)

DNA was extracted from leukocyte cells of peripheral blood by the method of
Miller et al. (1988). The regions covering STRs and SNPs markers were amplified by the
polymerase chain reaction (PCR) as previously described (Kemp et al. 1992; Bishop et al.
1994; Houde et al. 1994; Jorgensen et al. 1996; Stone et al. 1996; Kappes et al. 1997; Pomp
et al. 1997; Stone et al. 1997). STR amplification products and SNP amplicons, submitted
to Sau3Al endonuclease cleavages, were analyzed by vertical electrophoresis in non-
denaturing polyacrylamide gel (Lahiri et al. 1997).

For CB cows, the association analyses between alleles or genotypes and pregnancy
state were performed by the Fisher exact test, and for AA, the comparisons were performed
between alleles or genotypes and CI through the Kruskal-Wallis non-parametric analysis of
variance. For both samples, two approaches were employed: a) following previously

described associations, as indicated in Table 1; and b) comparing all alleles or genotypes
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randomly; in this case, when a positive association was detected the significant class was
compared with the others by a Chi-Square test. When the associations involved more than
one allele, they were grouped in classes of short and long alleles. This approach was used
for IDVGAS]1 (short alleles: 173-177 bp; long alleles: 179-183 bp) and ILSTS002 (short:
127-137 bp; long: 139-143 bp) markers. All statistical analyses were made using SPSS
(1999).

Results

Allele frequencies for six STRs and two SNPs markers are presented in Table 2. The
main differences among samples were the occurrence, in AA of monomorphism for
BMS3004 and LepSau3Al 1-2, and higher frequencies of the alleles BM4325 101,
IDVGASI1 175, HELS 151, AFZ1 115, and AFZ1 125, while in CB cows the alleles
BM4325 105, IDVGAS1 177, HELS 149, and AFZ1 119 were more frequents and some
alleles (ILSTS002 133, and HELS 147) were exclusive to this breed.

No significant association between CI and genotype or alleles was detected in AA
animals, but significant associations were verified between IDVGAS1 and ILSTS002
markers and fertility groups, in CB cows: carriers of at least one IDVGAS1 181 allele
(Table 3) were more frequent in the sub-fertile cows group (P=0.05), while carriers of
IDVGASI1 173 and IDVGAS1 177 alleles were more frequent in the fertile cows group
(P=0.01 and P=0.02, respectively). The analysis grouping the alleles in classes indicated
that carriers of short alleles were significantly more common in fertile cows (P=0.04).

For ILSTS002 STR (Table 4) carriers of at least one ILSTS002 137 allele were
about 20% more frequent in the sub-fertile cows group (P=0.03), but no difference was
observed between carriers and non-carriers of 135 allele, as previously described (Weimer

et al 2007), neither between carriers of short or long alleles.

Discussion

The present work analyzed the effect of STRs and SNPs markers on reproductive

performance in two different cattle livestock, a pure breed Aberdeen Angus sample (AA),
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which had been submitted to strong selection pressure for better reproductive performance,
and crossbreeding herd (CB) not suffering selection for reproduction improvement.

Only two associations were detected in CB cows, involving IDVGAS1 and
ILSTS002 STRs. In relation to IDVGAS1 among the verified associations, one had been
previously described: Almeida et al. (2003), analyzing cows lifetime calving interval in a
Brangus-Ibagé (5/8 Aberdeen Angus x 3/8 Nelore) sample (BI) observed that the
IDVGASI 181 allele was associated to lower CI, while Passos et al. (2007), testing leptin
gene expression in the subcutaneous tissue in BI herd verified that IDVGAS1 181 carrier
cows presented higher Lep mRNA levels. Besides confirming the disadvantageous effect of
this allele, the present paper detected the advantageous effect of IDVGASI 173 and
IDVGAS1 177 alleles. The analysis grouping alleles according to their base pairs size
indicated a positive effect on reproduction of short alleles. This STR is mapped at 87 cM
from the beginning of the BTA4 chromosome and at 2 ¢cM downstream the Lep gene
(Kappes et al. 1997), and therefore, could be in an enhancer transcription region and
influence gene expression (Li et al. 2004), the effect being dependent on the repeat size
(Comings 1998). Leptin coordinates the reproductive status by acting as a cross-link
between reproduction and nutrition (Chehab et al. 2002); its expression is regulated by
several hormones and proteins, and stimulates LH and FSH release by the pituitary.
Additionally, leptin excess, deficiency, or resistance can be associated with abnormal
reproductive function (review in Moschos et al. 2002). It is possible, then, that the
differences in reproductive performance between cows with long or short alleles could be
due to difference in Lep gene expression.

Concerning ILTST002, we verified the negative effect of the ILSTS002 137 allele.
In a previous study, Weimer et al. (2007) detected higher lifetime CI in BI animals carrying
at least one ILSTS002 135 allele. Although both alleles are associated to worst reproductive
performance, the alleles involved differ between herds. Several reasons could be thought to
explain these differences: the first one is error in genotyping, but this factor could be
discarded, because in order to verify this effect, genotype analyses were performed using a
control sample supplied by Weimer et al. (2007). The second one is that the effect would be
not dependent on a specific allele, but on allele size (Comings 1998); this possibility was

tested, grouping the alleles in short (127-137 bp) and long (139-145 bp) sequences, but no
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significant difference was detected. The third is the occurrence of linkage disequilibrium
(LD) between ILTS002 STR and a mutation at the Lep gene which modifies its expression,
the allele involved in LD varying between populations; however, the sample size analyzed
in both investigations did not permit to confirm this last hypothesis. ILSTS002 is mapped at
59.9 ¢cM from the beginning of the BTA18 chromosome (Kemp et al. 1992) 6 cM distant
from the LHP gene, and could play a role in gene regulation, even being distant from the
LHP gene by altering the primary, secondary or tertiary structure of DNA, by binding to
transcription or translation factors, or by affecting RNA edition (Li et al. 2004).

Although positive associations have been previously described between
reproductive performance and BMS3004, BM4325, HELS, AFZ1, LepSau3A1l markers
(Almeida et al. 2003; Duarte et al. 2005; Oliveira et al. 2005; Weimer et al. 2007), no
association was verified in the present paper. Therefore, these associations seem to be
specific to the previous samples and not valid for MAS for other cattle breeds. It is
important to note that the studies involving BMS3004, BM4325, HELS, AFZI1, and
LepSau3A1 were made considering cows lifetime calving interval. It is possible that the
analysis of a single calving interval like the one performed in this paper may not have been
strong enough to detect these associations.

No positive association was verified for the AA sample. These animals had a long
history of strong selection pressure for reproductive performance and were in very good
nutritional condition. As heritability for reproductive characters are usually small
(Veerkamp and Beerda 2007) genetic markers effect would be even small in animals with
good nutritional conditions and high reproductive performance.

These data suggest the use of IDVGAS1 and ILSTS002 STRs for MAS, to improve
selective procedures and to obtain animals with greater reproductive performance, in a
shorter time interval, and in fewer generations, but only in animals not previously
submitted to selection. However, this methodology may not be effective in herds resulting

from strong selection for many generations.
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Table 1 Comparisons performed between fertility status or CI and allele markers according
to previous described associations

Markers/ STRs Comparisons According to:
BM4325 Presence or absence of 101 allele Duarte et al. (2005)
ILSTS002 Presence or absence of 135 allele Weimer et al. (2007)
BMS3004 Heterozygous or homozygous Weimer et al. (2007)
IDVGA-51 Presence or absence of 181 allele Almeida et al. (2003)
HELS5 * Homozygous for long allele or other genotypes  Oliveira et al. (2005)
AFZ1° Homozygous for short allele or other genotypes  Oliveira et al. (2005)
Marker/ SNP

LepSau3Al® Homozygous 11 or other genotypes Almeida et al. (2003)

* Short alleles: 147-157; long alleles: 159-169; ® Short alleles: 115-121; long alleles: 123-129.
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Table 2 Allele frequencies observed in 6 STR and 2 SNP for two cattle samples

Markers /Samples (n) Alelles

STRs

BM4325 97 99 101 103 105 107 109 111

CB (76) 0.01 0.03 0.13 050 025 0.04 0.03 0.01

AA (125) 0.01 0.08 035 0.50 0.04 0.01 0.01  0.00

BMS3004 129 132 138

CB (81) 0.66 0.29  0.05

AA (125) 1.00

ILSTS002 127 129 131 133 135 137 139 141 143 145

CB (79) 0.01 0.01 0.04 0.11 0.27 0.28 0.06 0.18 0.03 0.01

AA (120) 0.03 0.05 0.06 0.00 022 040 0.09 0.14 0.01 0.00

IDVGAS1 173 175 177 179 181 183 185

CB (81) 0.09 0.27 030 0.09 0.09 0.14 0.02

AA (121) 0.02 0.64 0.17 0.04 0.02 0.10 0.01

HELS5 147 149 151 153 155 157 159 161 163 165 167 169 171
CB (72) 0.06 0.18 0.15 0.10 0.03 0.02 002 004 009 0.12 0.10 0.06 0.03
AA (113) 0.00 0.08 023 0.07 0.04 0.03 0.03 0.02 0.11 019 0.13 005 0.02
AFZ1 111 113 115 117 119 121 123 125 127 129

CB (51) 0.01 0.05 0.18 0.06 0.21 0.13 0.16 0.14 0.05 0.01

AA (52) 0.00 0.01 028 0.07 0.05 006 0.10 030 0.13 0.00

SNPs

LepSau3Al (A/B) A B

CB (76) 0.78 0.22

AA (78) 0.62 0.38

LepSau3Al (1/2) 1 2

CB (76) 0.84 0.16

AA (78) 1.00

(n) number of animals; CB, crossbreding cows; AA, Aberdeen Angus cows
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Table 3 Association analysis performed between IDVGASI1 alleles or allele groups
(short or long) and fertility status

Associations Crossbreeding Cows Statistics
Fertile Cows  Sub-fertile Cows v’ P
NI % N1 %
IDVGAS1 173 12 14 3 4 582  0.01
Other alleles 72 86 75 96
IDVGAS1 177 32 38 17 22 534  0.02
Other alleles 52 62 61 78
IDVGAST 181 4 5 10 13 3.67  0.05
Other alleles 80 95 68 87
Long Alleles (179-185 pb) 22 26 32 41 4.00 0.04

Short Alleles (173-177pb) 62 74 46 59
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Table 4 Association analysis performed between ILSTS002 alleles or allele groups

(short or long) and fertility status

Associations Crossbreeding Cows Statistics
Fertile Cows  Sub-fertile Cows x’ P
N1 % N1 %
ILSTS002 137 14 17 30 38 4.61 0.03
Other alleles 66 83 48 62
ILSTS002 135 26 32 17 22 1.56 0.21
Other alleles 54 68 61 78
Long Alleles (139-143 bp) 23 29 21 27 0.66 0.79
Short Alleles (127-137 bp) 57 71 57 73




