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RESUMO

A diversidade genética de seis repeticoes pequenas em tandem (STRs —
BM4325, BMS3004, ILSTS002, IDVGA51, HEL5, AFZ1) e dois polimorfismos de
um unico nucleotideo (SNPs — LepSau3A1 A-B, LepSau3A1 1-2), proximos a
genes envolvidos com a funcao reprodutiva, foram avaliados em fémeas de dois
rebanhos bovinos; foram também analisadas as associagcdes com a performance
reprodutiva. O primeiro, gado geral (GG), foi um rebanho hibrido, resultante do
cruzamento de machos Braford com fémeas Brangus ou Hereford, Aberdeen
Angus, Normand, Limousin, Pardo Suica e seus sintéticos. A amostra consta de
vacas multiparas (n=81) submetidas a duas estacdes reprodutivas, uma principal
de 15 de Novembro a 15 de Janeiro e uma complementar, para as vacas que
permaneceram ndo prenhes, de 1 de Abril a 15 de Maio; ap6és estas duas
estacdes de entoure as vacas foram classificadas em dois grupos (férteis e
subférteis), com base na ocorréncia ou nao de prenhez. O segundo, foi um
rebanho puro de origem Aberdeen Angus (AA), as fémeas (n=100) foram
controladas diariamente para a deteccédo de estro, entre 15 de Novembro e 15 de
Dezembro, e submetidas a inseminacéao artificial (IA); as vacas que apresentaram
um segundo estro foram submetidas a uma segunda |IA e as que nao
apresentaram sinais de estro sofreram indugéao de estro com o horménio PGF2a e
entdo foram inseminadas. Os animais que nao ficaram prenhes apds esse
periodo, foram submetidos a monta natural, por 15 dias e as que néao
emprenharam apés o processo foram descartadas do rebanho.

A diversidade genética foi maior para GG do que para AA: o numero de
alelos variou de 2 a 13 GG e de 1 a 12 no AA, o conteudo de informacgéao
polimoérfica variou de 0,23 a 0,87 em GG, e de 0 a 0,85 em AA, e a
heterozigosidade esperada variou de 27 a 89% (valor médio= 62%) em GG, e de 0
a 87% (média= 50%) em AA. Os alelos BM4325*103, BMS3004%129,
ILSTS002*137, LepSau3A1*A, LepSau3A1*1 foram mais freqlientes em ambas as
amostras, enquanto ILSTS002*135, IDVGA51*177, HEL5%149, AFZ1%119 foi mais
comum em GG e IDVGA51*175, HEL5*151, AFZ1*125 mais freqlente em AA.



Alguns alelos ocorreram em somente um rebanho BM4325*107, BM4325*109
ILSTS002*133, HEL05*147, AFZ1*129 e LepSau3A1*2 em GG e IDVGA51*185
em AA. Nao foi verificada associacao significativa entre os marcadores BM4325,
BMS3004, HEL5, AFZ1 e LepSau3A1 e a performance reprodutiva em ambos 0s
rebanhos. Entretanto, os STRs IDVGA51 e ILSTS002, pr6ximos aos genes Lep e
LHPB, respectivamente, foram associados com a performance reprodutiva em GG,
mas ndo em AA. Essas diferencas entre os rebanhos sdo provavelmente devidas
ao fato de que as vacas AA resultaram de uma longa histéria de selecao para a
melhor performance reprodutiva. Os resultados obtidos em GG confirmam a
importancia desses marcadores para a selecao assistida por marcadores, porém
os alelos envolvidos na associacdo sao diferentes dos previamente descritos.
Estes achados sugerem a possivel ocorréncia de desequilibrio de ligacao (DL)
entre os STRs e os genes Lep e LHP, sendo o alelo envolvido no DL diferente
entre populagdes. O presente estudo sugere a aplicacdo dos STRs IDVGA51 e
ILSTS002 para se obter fémeas reprodutivamente melhores, porém somente para
rebanhos ndo submetidos a selecao prévia para a reprodugcao. Em relacdo ao
IDVGA51, o uso de alelos classificados de acordo com o tamanho, demonstra ser
melhor do que o uso de um alelo especifico para realizar a selecdo de animais

com melhor performance reprodutiva.



ABSTRACT

The genetic diversity of six short tandem repeats (STRs - BM4325,
BMS3004, ILSTS002, IDVGA51, HEL5, AFZ1) and two single nucleotide
polymorphisms (SNPs - LepSau3A1 A-B, LepSau3A1 1-2) linked to genes involved
in reproductive function was evaluated in cows from two herds; association
analysis with reproductive performance was also performed. The first herd was a
crossbred beef (CB) herd (including the purebreds Hereford, Aberdeen Angus,
Normand, Limousin and Brown Swiss and their synthetics and Brangus, in different
proportions, mated with Braford bulls); the animals were multiparous cows (n= 81)
submitted to two annual mating seasons, one major from November 15™ to
January 15", and a complementary one for the cows which remain non-pregnant
from April 1% to May 15"; after these two mating seasons the cows were then
classified in two groups (fertile and sub fertile cows) on the basis of occurrence of
pregnancy or non-pregnancy. The second herd was a pure breeding Aberdeen
Angus (AA) herd (n=100); between November 15" and December 15™ the animals
were daily controlled to detect the onset of estrus and submitted to artificial
insemination (Al); cows presenting a second estrus were submitted to a second Al
and those not showing estrus signs were submitted to estrus induction with PGF2a
hormone and then inseminated. Animals not conceiving after this period were
submitted to natural breeding for 15 days; those not conceiving after these
processes were discarded from the herd.

Genetic diversity was higher for CB than for AA: the number of alleles ranged from
2 to 13 CB and from 1 to 12 in AA; polymorphic information content ranged from
0.23 to 0.87 in CB, and from 0 to 0.85 in AA; and expected heterozygosity ranged
from 27 to 89% (mean value = 62%) in CB, and from 0 to 87% (mean = 50%) in
AA. The alleles BM4325*103, BMS3004*129, ILSTS002*137, LepSau3A17A,
LepSau3A1*1 were the more frequent in both samples, while ILSTS002%135,
IDVGA51*177, HEL5%149, AFZ1*119 were more common in CB and
IDVGA51*175, HEL5*151, AFZ1*125 more frequent in AA. Some alleles occurred
in only one herd, BM4325*107, BM4325*109 ILSTS002*133, HEL05*147,



AFZ1*129 e LepSau3A1*2 in CB, and IDVGA51*185 in AA. No association
between BM4325, BMS3004, HEL5, AFZ1, and LepSau3A1 markers and
reproductive performance was detected in both herds. However, IDVGA51 and
ILSTS002 STRs linked to Lep and LHB genes, respectively, were associated to
reproductive performance in CB, but not in AA. These differences among herds are
probably due to the fact that AA cows result from a long history of intense selection
for better reproductive performance. The results obtained in CB confirm the
importance of these markers for marker-assisted selection, but the alleles involved
in the association were different from those previously described. These findings
suggest the possible occurrence of linkage disequilibrium (LD) between these
STRs and Lep or LHP genes, being the alleles involved in LD different between
populations. The present study suggests the usefulness of IDVGA51 and
ILSTS002 STRs to obtain females reproductively better, but only for herds
submitted to previous selection for reproduction. In relation to IDVGA51, the use of
alleles classified according to their size seem to be better than a specific allele to

perform selection of animals with better reproductive performance.
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1. INTRODUCAO

1.1 Bovinucultura

As domesticacoes, tanto de plantas como de animais séo, justificadamente,
consideradas as maiores inovagdes culturais humanas, pois estao relacionadas
com a construcado de ferramentas, a conquista do fogo e o desenvolvimento da
linguagem (MacHugh, 1996). Os bovinos ancestrais foram muito importantes na
evolucao do homem, o qual os mantém sob domesticacdo ha nada menos que
10.000 anos, pois incrementaram sua qualidade de vida, gerando produtos para
alimentacao, vestimenta e trabalho como animal de tragdo (Fries e Ruvinsky,
1999).

As subespécies Bos primigenius indicus e Bos primigenius taurus, sao as
mais amplamente usadas, e possuem um antepassado comum, Bos primigenius o
qual habitava o norte da Africa e Eurasia, encontrando-se extinto, na Europa,
desde 1627. No Brasil, a introdugdo dos bovinos, ocorreu concomitantemente com
a chegada dos primeiros colonizadores, que trouxeram racas de origem européia,
adaptadas ao clima temperado (Bos primigenius taurus), as quais tiveram que se
estabelecer no clima tropical. Isto acabou gerando uma perda significativa das
caracteristicas produtivas e reprodutivas destes animais que foram, entao,
abandonados nos campos e sujeitados aos rigores dos trépicos, submetidos a
selecao natural. Atualmente, podemos encontrar a heranga desses rebanhos nas
ragas tipicas ou nativas, como Curraleiro, Malabar (Giannoni e Giannoni, 1987) e
Franqueiro (Steingleder et al., 2004). Esse cenario comegou a mudar, durante o
Brasil império, com a chegada dos primeiros zebuinos (Bos primigenius indicus),
de origem indiana. Por se tratar de uma raga rustica e de forte adaptacao climatica
em ambientes tropicais, o zebu, como é conhecido, levou ao desaparecimento
diversas racas nativas, principalmente por competicdo por espaco (Giannoni e
Giannoni, 1987).
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No Rio Grande do Sul, a origem dos bovinos é bastante controvertida, pois,
nao se sabe, realmente, qual povoado iniciou a criagdo. Inicialmente, os animais
eram utilizados somente para o abate, objetivando a obtengcédo de couro e sebo,
sendo a carne utilizada, localmente, e o restante desprezado. Mais tarde, a carne
passou a ter maior valor quando comecou ser salgada e transportada na forma de
charque. O resultado foi uma explosdo comercial, com um decréscimo repentino
no tamanho das populacées animais, € a necessidade de criacdo de novos
rebanhos.

A pecuaria bovina exerce um importante papel na economia do Brasil, que
€ considerado possuidor do maior rebanho comercial de carne bovina do mundo,
com uma fatia de 28% do mercado externo (USDA, 2005). O IBGE, em 2004,
estimou que o rebanho de bovinos de corte do Brasil era composto por 205
milhdes de cabecas. O Brasil apresenta ainda o menor custo de producao de
carne bovina, em torno US$ 0,90/Kg (USDA, 2005) o que, em conjunto com as
grandes extensbes de terra, facilita o desenvolvimento desta atividade. O Rio
Grande do Sul ocupa a sexta posicao dentro do Brasil (IBGE, 2004) com um
efetivo de 13,5 milhdes de cabecas de gado (Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Rio Grande do Sul, 2007) distribuidos por cerca de 11 milhdes
de hectares (aproximadamente 40% da éarea total do estado) e criados,
principalmente, em campos nativos (Governo do Estado do Rio Grande do Sul;
2007; Carne do Pampa Gaucho, 2007).

Apesar de a pecuaria de corte, no Rio Grande do Sul, ser uma das
principais fontes econémicas, com 2,6 milhdes de toneladas de carne bovina
abatidas por ano (ANUALPEC, 2006), apresenta dificuldades decorrentes de
baixos indices de produtividade.

O principal fator limitante da rentabilidade da atividade pecuaria é a baixa
eficiéncia reprodutiva das vacas de cria (Bastos et al., 2003). O gasto energético
da fémea, no inicio da gestacdo e na manutencao da cria, ndo possibilita que a
mesma entre em cio rapidamente o que diminui 0 nimero de crias por vaca.

Assim, o prolongado periodo de anestro pés-parto (intervalo de tempo entre o
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parto e o primeiro cio fértil), € modulado principalmente pela amamentacéo,
nutricao e condi¢ao corporal.

As caracteristicas mais comumente utilizadas para descrever a fertilidade
de fémeas sdo: a idade a puberdade, o numero de servicos por concepgao, 0O
periodo de gestacado, a idade ao primeiro parto e o intervalo entre partos, exigem
observacbes rigorosas e registros precisos de datas, o que nem sempre é
possivel, em sistemas extensivos. O intervalo entre partos (IEP) representa uma
forma simples e eficaz de medir a eficiéncia reprodutiva em bovinos, ao combinar
num Unico valor, o periodo entre o parto e o préximo cio, 0 numero e duragao dos
varios ciclos estrais até a concepcéao, e o tempo de gestacdao. O maior ou menor
valor do intervalo médio entre partos de um rebanho é determinante para o maior
ou menor numero total de bezerros desmamados e consequentemente vendidos.
De acordo com Cachapuz (1991) e Lobato (1985) somente 20 a 25% das vacas
adultas e 6 a 15% das novilhas de primeira cria conceberdo na préxima temporada
reprodutiva. Assim, a maioria das fémeas bovinas produziria apenas um bezerro a
cada dois anos, com um intervalo médio parto-concepcao em torno de 300 dias
(Moraes, 1999; Neves et al., 1999). Outro fator limitante € que, na maioria das
vezes, o produtor realiza apenas um periodo de inseminacao (natural ou artificial)
por ano, cerca de trés meses apos o parto; as fémeas que nao apresentarem cio
fértil neste momento, permanecem nao gestantes no periodo e s6 terdo
oportunidade de conceber na préxima temporada reprodutiva, um ano depois,
quando nao sao descartadas do rebanho.

Outros fatores também limitam a produgdo de carne no Brasil, como a
mortalidade de bezerros, a manifestacéo tardia de puberdade e primeiro parto das
fémeas, o abate tardio dos animais (Marson, 2005) a idade de desmame e o
controle de ecto e endoparasitas (Lobato, 1985).

A eficiéncia reprodutiva dos rebanhos ndo depende apenas do sucesso
fisiol6gico do sistema reprodutivo, mas também de outras rotas metabdlicas. Um
mecanismo eficiente de conversdo alimentar é necessario para que 0s animais
possam chegar as condicdes corporais adequadas, o que gera matéria prima para
a producdo de hormbnios e consequentemente retorno da atividade ciclica
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ovariana, estabelecimento e manutencdo da gestacdo. Fisiologicamente, o
metabolismo basal, o crescimento e a manutencao das reservas corporais tém
prioridade sobre a reproducdo. Embora a suplementacdo alimentar seja uma
maneira adequada de se melhorar a taxa de concepcdo em bovinos de corte
(Yavas e Walton, 2000), outras estratégias que visem o incremento da fertilidade,
em bovinos, podem proporcionar ganhos expressivos em termos de aumento da

lucratividade do sistema de producéo.

1.2 Fisiologia da Reproducao

O controle hormonal do ciclo estral, em mamiferos, é baseado em um eixo

central hipotalamo-hipéfise anterior-ovario (Figura 1).

Hipotalamo
Progesterona

()

Estradiol (-, +)
l GnRH

| Hipofise |«
LH, FSH Inibina | (-)

=~ LH |LH,FSH _] Estradiol
< CL >

Foliculo

Ovario

Figura 1: Interacdo hormonal entre os sistemas nervoso central e
reprodutivo (embasado em Hafez,1988).

O ciclo estral dos mamiferos € constituido por diferentes horménios: o
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) produzido pelo hipotalamo, age
sobre a hipdfise anterior estimulando a liberagdo dos horménios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH).
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O crescimento de foliculos ovulatérios, em bovinos, é caracterizado por
ondas foliculares, compreendidas pelos processos de recrutamento, selecao,
dominéancia, divergéncia e, culminando, com atresia ou ovulagdo (Martin et al.,
1988; Ginther et al., 1989). O foliculo dominante se desenvolve por acdo do FSH
que atua, principalmente, estimulando o crescimento folicular. O LH é produzido
em pulsos e em conjunto com o FSH induz a maturagéo dos foliculos. A medida
que o foliculo se desenvolve ocorre a secrecao de estrogenos, pelo foliculo, sendo
a ruptura do foliculo e ovulagdo decorrentes de uma onda pré-ovulatéria de LH.
(Hafez, 1988). As ondas de LH ocorrem concomitante com pulsos de GnRH, esse
ultimo controlado pela secrecdo de estrédgeno e progesterona e suas interacoes
com neuro-horménios (Cupp et al., 1995; Schams e Berisha, 2002).

Além do FSH e LH, a selecao da dominancia folicular é regulada também
pela inibina, que atua diretamente nas células da teca e granulosa, modulando o
desenvolvimento folicular e a esteroidogénese (Gongalves, 2004).

No inicio do periodo p6s-parto, o eixo hipotalamo-hipéfise anterior responde
a um “feedback” negativo causado pelo efeito da placenta e de esterdides
ovarianos, levando & supressao da liberacdao de FSH, ao acumulo deste horménio
na hipéfise anterior e reduzindo os estoques de LH (revisado por Yavas e Walton,
2000). No periodo pés-parto precoce (10-20 dias), as ondas foliculares
recomegcam, mas os foliculos dominantes falham em ovular devido a baixa
frequéncia de pulsos de LH, em decorréncia da diminuicao dos estoques desse
horménio na hipéfise anterior, que se restabelecem entre 15 e 30 dias pds-parto. A
presenca da cria com a vaca contribui para o aumento do periodo de anestro pés-
parto devido ao seu efeito negativo da amamentacao sobre a liberacdo de LH
(Williams et al., 1996). O aumento da frequéncia de pulsos de LH é fundamental
para o desenvolvimento folicular final, e o processo de ovulagéo.

Outros horménios também parecem estar envolvidos no retorno ao cio,
entre eles a leptina. Esta proteina € um horménio que atua no controle da ingesta
alimentar, pois é produzida pelos adipdcitos e detectada por receptores especiais
no cérebro, levando o hipotdlamo a sinalizar a saciedade e aumentar o

metabolismo de gordura (Auwerx e Staels, 1998; Barsh et al, 2000). Este
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horménio é o produto do gene obese, que foi inicialmente descoberto no genoma
de camundongos (Zhang et al, 1994); em bovinos apresenta 3 exons e 2 introns, e
traduz uma proteina funcional, de 16 kDa e 167 aminoacidos (He et al, 1995; De la
Brousse et al, 1996). Estudos demonstram que além de contribuir na regulacédo do
metabolismo energético e comportamento alimentar, atua na reproducdo, em
varias espécies (Gongalves, 2004). Conforme Diskin et al. (2003) a leptina atua no
hipotalamo e interfere na producdo de LH e FSH, estando o decréscimo de
expressdao de leptina diretamente relacionado a menores niveis de fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e LH circulantes. O IGF-I € um
polipeptidio com a estrutura molecular semelhante a da insulina, que desenvolve
um importante papel no crescimento e pode ter efeitos anabdlicos nos adultos.
Sua producdo € estimulada pelo horménio do crescimento (GH) e pode ser
retardada por baixa nutricdo, ma sinalizacdo do GH ou falha na cascata de
sinalizagcdo de sua expresséo.

O estado nutricional e a amamentacdo s&do também importantes, na
retomada da atividade ciclica ovariana. A nutricdo pode ser considerada como
fundamental, pois a disponibilidade energética afeta a secrecdo do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e das gonadotrofinas FSH e o LH, tendo
possivelmente como mediadores fator de crescimento similar a insulina-(IGF-I) e a
insulina, (Freitas e Gonzalez, 2002).

Segundo Montiel e Ahuja (2005), o balanco energético e a sucgao do leite
estdo relacionados com o tempo de anestro, sendo que animais com balancgo
energético negativo levam mais tempo para retornar ao estro, e que o0 ato da
succao interfere na liberacdo de GnRH pelo hipotalamo e, conseqlientemente,
diminui o pulso de LH fundamental para o recrutamento do oécito e retorno ao
estro. Entretanto ndo s6 a amamentacao, mas o reconhecimento da cria pela mae
através de estimulos olfatérios e visuais é também fator negativo de retorno ao
estro.

Vacas de corte com baixa condicao corporal (CC) ao parto tém um intervalo
mais longo entre o parto e a primeira ovulacdo que vacas com CC alta. O escore
de CC é um método de classificacao visual das condicdes nutricionais, em uma
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escala que vai de 1 - muito magra até 5 — obesa (Cachapuz, 1991). Na paricao, o
CC é correlacionado positivamente com o desenvolvimento folicular precoce no
pds-parto (Ryan et al., 1994), com o conteudo pituitario de LH aos 30 dias pés-
parto (Connor et al., 1990), com concentracées de IGF-I circulantes e freqiiéncias
de pulsos de LH (Bishop et al., 1994), com a freqiiéncia de pulsos de LH e com o
desenvolvimento de foliculos estrogénio-ativos (Pinto-Andrade et al., 1995).

1.3 Marcadores Moleculares

Nos ultimos quarenta anos, testes moleculares tém sido realizados, com o
intuito de decifrar a estrutura genética e histéria evolutiva de diversos organismos
biolégicos. O gado domesticado, por exemplo, tem sido sujeito de numerosos
estudos visando inventariar a variacado genética intra e interpopulacional, o que
tém esclarecido relagbes bioquimicas, citolégicas e moleculares das diferentes
racas (MacHugh, 1996).

A partir dos anos 80, o esforco somado de varios pesquisadores na busca
do sequenciamento de diferentes genomas, tem gerado subsidios cientificos para
a formacédo de mapas genéticos complexos; com base neles, € possivel localizar
genes especificos ou regides préximas a genes que permitam monitorar
caracteristicas de interesse econémico, e assim desenvolver metodologias que
permitem a identificacdo de genes candidatos e busca de locos para
caracteristicas quantitativas, QTLs.

Em bovinos, desde 1993, diversos estudos tém gerado mapas genéticos,
culminando com a publicagdo do rascunho do genoma bovino em 2004. A partir do
advento de mapas genéticos saturados, os marcadores genéticos tém sido muito
utilizados, na identificacdo de parentesco e no monitoramento da introgressao
génica.

Os avancgos na descoberta de marcadores genéticos aplicaveis a selecao e
melhoramento em animais possibiltou a descoberta, em bovinos, de

polimorfismos e variantes moleculares nos genes de diversos horménios e
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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; Weimer et al. 2007) e em enzimas relacionadas a
importantes vias metabdlicas, como por exemplo, as da calpaina e a calpastatina
relacionadas a maciez da carne (Barendse, 1997; Page et al., 2002; Grisart et al.,
2004, Casas et al., 2005).

Varios tipos de marcadores moleculares podem ser empregados na selecéao
animal. Neste trabalho, serdo discutidos apenas aqueles aqui utilizados: os
microssatélites ou repeticdes curtas em tandem (STR, short tandem repeats) e os
polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP, single nucleotide polymorphisms).

1.3.1 Microssatélites

Os microssatélites sdo caracterizados por repeticobes de seqiéncias
nucleotidicas, de 2-6 pares de bases, em tandem, que podem estar flanqueando
genes ou dentro dos mesmos e sao ideais para estudos genéticos, pois sao
altamente polimérficos e se distribuem por todo o genoma (Schroth et al, 1992;
Tautz, 1993; Li et al, 2004). Cada bloco de repeticoes é geralmente menor do que
100 pares de nucleotideos (Tautz, 1989). Do mesmo modo que outras regides
repetitivas do genoma, a variacdo do numero de repeticoes em cada loco é
provavelmente resultante de erros no deslocamento da DNA polimerase
“Slippage” durante a replicacao do DNA (Regitano e Coutinho, 2001).

Comings (1998) propbs que microssatélites exercam efeito sobre a
expressdo dos genes aos quais eles estdo associados, sendo esta agao
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 condicoes
fisioldgicas. Como ha uma tendéncia para as sequéncias de DNA-Z nao se
distribuirem ao acaso, e sim, se concentrarem nas regides de iniciacdo da

transcricdo, os microssatélites por se localizarem também nestas regides, teriam

17



um papel potencial na regulacado génica. Para Schroth et al. (1992) a formacao de
DNA-Z pode influenciar a expresséao do gene por facilitar o contato com fatores de
transcricdo, pois esta conformacéo expde as bases da molécula.

Segundo Li et al. (2004) as regides de microssatélites podem ocorrer em
regides codificadoras de proteinas, em regides 3’ ou 5 nado traduzidas (UTRs-
Untranslated Regions) e em introns, exercendo forte influéncia sobre a expresséo
génica, nao importando se a localizados a 5" ou a 3" dos genes ou dentro dos
mesmos, em introns ou exons. Esses autores mostraram que os microssatélites
podem influenciar a expressdo do gene por levar a perda ou ganho de funcao
génica, por afetar a transcricdo ou a traducado, se localizados a 5 do gene, por
levar a ocorréncia de “slippage” na duplicacdo do DNA, por afetar o “splicing” do
pré mRNA e o transporte para o citoplasma (se localizados em introns) ou por
interferir na formacao de heterocromatina.

Os microssatélites podem ser empregados para a identificacdo de regides
cromossémicas onde se localizam QTLs. A identificacdo de microssatélites por
técnica de PCR pode ser feita com o uso de iniciadores (primers) complementares
as sequéncias que flanqueiam o microssatélite, permitindo gerar padrdes alélicos
que se associados a dados fenotipicos de interesse, possibilitardo a selecao
precoce de seus portadores. A maior dificuldade técnica esta relacionada a
identificagdo dos gendtipos, principalmente nos locos microssatélites constituidos
por repeticoes de um a dois nucleotideos, nos quais dois alelos adjacentes
diferem entre si por apenas um ou dois pares de bases, respectivamente
(Regitano e Coutinho, 2001).

1.3.2 Polimorfismos de um unico nucleotideo - SNPs

Os recentes avancos dos sistemas de sequienciamento automatizado tém

possibilitado a identificacdo de variagdes individuais, resultantes, por exemplo, de

mutacoes de ponto, substituicoes, delecbes e adicdes de um nucleotideo que,

uma vez caracterizadas, constituem os marcadores SNPs. Conhecendo-se a
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mutacao, pode-se, apds a amplificacdo do DNA, genotipar o SNP com o uso de
endonucleases especificas. Os SNPs sdao marcadores atraentes por se
localizarem em qualquer parte do genoma podendo ter implicagdes diretas nas
funcbes da proteina correspondente (Regitano e Coutinho, 2001). A maioria dos
marcadores SNPs sao dialélicos, resultando em pouca informacao por loco. Para
mapeamento, cinco marcadores SNPs fornecem aproximadamente a mesma
informacdo que um loco microssatélite, de tal forma que os mapas de SNPs

devem ter densidade maior do que de microssatélite (Beuzen et al., 2000)

1.4 Melhoramento Genético

Ha muitos anos o homem vem realizando selecdo animal, usando como
base marcadores fenotipicos, direcionando a selecao para as melhores interacoes
gendtipo ambiente. Porém, o sistema depende da avaliagdo das caracteristicas
fenotipicas, havendo a desvantagem de esperar o desenvolvimento natural do
animal a ser avaliado, para a realizagdo das mensuracdes. Essa metodologia
possui um forte componente de subjetividade uma vez que esta sujeita a erros
humanos e estatisticos, apesar de ser uma técnica amplamente usada para o
melhoramento até o presente e ter obtido grande sucesso até entdo (Garcia,
2006).

Uma possibilidade de ampliar o processo seletivo é aliar as vantagens da
selecdo classica com o uso de marcadores moleculares, que podem indicar
precocemente animais que poderao, potencialmente, acrescentar mais ganhos ao
rebanho em termos da caracteristica de interesse. A principal vantagem da
utilizacdo de ferramentas moleculares é a precocidade de avaliacdo dos animais
para as caracteristicas especificas, uma vez que esta tecnologia permite analises
dos individuos imediatamente apds o nascimento, ou até mesmo durante as fases
embrionarias, podendo inclusive ser incorporada a programas de producéao in vitro
e transferéncia de embrides, agilizando e otimizando os sistemas de selegcéao

genética e producao animal (Garcia, 2001; Garcia e Porto-Neto, 2006).
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A maior parte das caracteristicas de interesse econdmico apresenta padrao
de manifestagdo quantitativo, sendo conseqlientemente controlado por varios
genes, cujos efeitos se somam para construir o fenétipo final. Entretanto alguns
genes apresentem papel majoritario na expressdao 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 selecao sdo 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 identificacdo de marcadores
moleculares combinados a l6cus para caracteristicas quantitativas, possibilita a
identificagédo, pelo gendtipo do marcador molecular, do fenétipo da caracteristica
produtiva (Davis e 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 selecao assistida por marcadores (MAS).

Segundo Dekkers et al. (2001) a MAS, dentro de ragas, é mais eficaz
quando esta baseada em marcadores que estejam em desequilibrio de ligacao
com o QTL. Isto inclui tanto marcadores dentro do QTL, quanto aqueles com forte
ligacdo ao QTL, pois, desta forma, as associacdes encontradas entre os genétipos
dos marcadores moleculares e a caracteristica de interesse, estardo segregando
para as geragdes seguintes como se fossem uma Unica unidade molecular e ndo

ao acaso como o esperado para duas unidades separadas.
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Estes programas consistem de trés fases, a primeira, de detecgao, procura
detectar marcadores moleculares associados a um gene candidato ou a um lécus
quantitativo, e os efeitos dos alelos do marcador na caracteristica desejada sao
mensurados; a segunda, de validacdo, os marcadores previamente detectados
sdo re-avaliados em outras populacdes; e a terceira, de implementacdo, o0s
marcadores identificados como associados a caracteristica de interesse séo
utilizados para predizer o mérito de individuos, na populacdo (Davis e DeNise
1998).

1.5 Justificativas e Objetivos

No melhoramento de bovinos a diferenca de desempenho reprodutivo entre
animais, mantidos em um mesmo plano nutricional, indica a existéncia de
variabilidade genética (Oliveira et al., 2002). Essa melhor eficiéncia reprodutiva, no
entanto, ocorre muitas vezes as expensas do sacrificio de outras caracteristicas
de interesse, tais como habilidade materna (Hetzel et al., 1989).

Segundo Garcia (2006) faz-se necessaria a validacao do efeito desses
marcadores nas distintas populacées de bovinos (rebanhos) existentes no Brasil,
objetivando a melhor compreensao dos mecanismos fisioldgicos envolvidos com
essas manifestacées, que ainda estdo longe de serem simples e diretamente
explicados.

Em estudos anteriores, o grupo coordenado pela professora T. A. Weimer,
verificou, na fase de deteccdo da MAS, a associacdo de varios marcadores
moleculares com a eficiéncia reprodutiva, em um rebanho sintético Brangus-lbagé
(5/8 Abeerdeen x 3/8 Nelore). Para tanto foram analisados microssatélites e/ou
SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms) ligados aos genes LHB (BM3004,
ILSTS002, TGLA227), FSHB (ILSTS027, BM4325, MBO22) , ESTR (MM12,
ETH225) IGF1R (HEL5, TGLA122, AFZ1), Inibina oo (BMS1824), GABA R (UW53),
NPYR (URB002), GH (HEL10), Leptina (LepSau3A1A/B, LepSau3A11/2,
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LepKpn2l, LepBsaAl, LepHphl, LepT945M, BM1500, IDVGA-51, RM088, BM1074,
BM6315, BMS3013) e LEPR (BM7225, BMS694, BM2145).

Para o gene LHPB, Weimer et al. (2007) detectaram associagao positiva
entre os marcadores ILSTS002 e BMS3004 com o intervalo entre partos (IEP).
Animais portadores de um alelo ILSTS002*135 apresentaram um |IEP de 39 dias
maior, em relacdo aos outros animais e os heterozigotos no loco BMS3004
apresentaram um |IEP em torno de 35 dias menor. Em relacdo ao gene FSH,
Duarte et al. (2005), demonstraram que animais portadores do alelo BM4325%*101
apresentavam IEP mais curto. Para o gene IGF1R Oliveira et al. (2002)
observaram maior IEP nos homozigotos para alelos longos no l6cus 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 LepSau3A1*2
aumentaram o IEP. Para que essas associacbes possam, posteriormente, ser
utilizadas, em um esquema seletivo, faz-se necesséario a execucao da segunda

fase da MAS, ou seja, a validacao das mesmas em outras populacoes.

Dentro deste contexto, este trabalho tem como:

Objetivo geral:

Validacdo das associacdes previamente detectadas entre marcadores
moleculares e desempenho reprodutivo, em dois rebanhos bovinos com diferentes
graus de fertilidade .

Objetivos especificos:

1) Avaliagdo das freqUéncias alélicas e genotipicas dos marcadores
moleculares BMS3004 e ILSTS002 (em sintenia com o gene LHp), BM4325 (em
sintenia com o gene do FSHp), HEL5 e AFZ1 (em sintenia com o gene IGF1R) ,
IDVGAS51 e LepSau3A1 (em sintenia com o gene da leptina), em dois rebanhos

bovinos do Rio Grande do Sul;
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2) Andlise da ocorréncia de associagbes entre esses marcadores e 0
desempenho reprodutivo.
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MATERIAIS E METODOS
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Rebanhos investigados

2.1.1 Gado geral

O gado geral é composto por diferentes racas, adaptadas ao local de
criacdo e em geral resulta dos cruzamentos entre individuos puros-sangues dando
origem a animais hibridos. Segundo Oliveira et al. (2002) nenhuma raca é
perfeitamente adequada a todos os ambientes de producdo, sendo o cruzamento
entre racas uma forma simples e rapida de utilizar atributos desejaveis, através da
heterose e gerar uma combinacao ideal de determinadas caracteristicas com um
dado ambiente; isso que sera mais pronunciado quanto mais geneticamente
diferentes forem as racgas ou linhagens envolvidas no cruzamento e mais adversas
forem as condicbes de manejo, o que provavelmente tenha reflexo na sua maior
plasticidade em respostas aos fatores ambientais.

O grau de mistura nestes animais é muito variado de regido para regiao,
pois depende muito da vontade do criador e de suas preferéncias em utilizar uma
raca ou outra como principal formadora do rebanho. Normalmente, estes animais
ndo passam por grandes programas de melhoramento, pois, em geral séo
rapidamente direcionados ao abate.

O rebanho gado geral, aqui investigado, é formado por animais
provenientes da regido da fronteira sul, do municipio de Bagé, resultantes de
cruzamentos de touros Bradford com vacas de diferentes racas (Hereford,
Aberdeen Angus, Normanda, Limousin, Pardo Suica e seus sintéticos e Brangus).
A amostra (n=80) é composta por vacas multiparas (com idades que variam de 4 a
6 anos), com CC modal, aos 60-81 dias do pds-parto, de 3 em uma escala que
varia de 1 - muito magra a 5 - obesa (Cachapuz, 1991). Os animais foram criados
em condicoes extensivas, com uma densidade populacional de 0,5 - 0,7

25



animal/hectare, em campo nativo, composto principalmente por Paspalum sp e
Axonopus sp. Os animais foram submetidos a uma estagdo anual de
entouramento de 15 de Novembro a 15 de Janeiro e as vacas que permaneceram
vazias foram submetidas a uma segunda estacao de entoure de 1° de Abril a 15
de Maio. No final das duas estacdes reprodutivas as vacas foram classificadas em
dois grupos quanto a ocorréncia de gestacao (férteis e subférteis).

2.1.2 Aberdeen Angus

A raca Aberdeen Angus € oriunda da Escocia e seu nome foi tomado dos
condados onde comecou o seu desenvolvimento: Aberdeen e Angus. A historia
registra a existéncia dos "mochos pretos"”, cuja origem é tdo remota que nao é
possivel precisar como e quando apareceram. Tornaram-se famosos pela
excelente qualidade de carne, rapidez de engorde e singular rusticidade. No inicio
de 1800 teve inicio a expansao da raga com a seleg¢édo para o aperfeicoamento de
caracteristicas produtivas, tendo como critérios primordiais de selecdo a
precocidade e a producdo de carne, segundo a Associacao Brasileira de Angus
(ABA, 2007).

O Aberdeen Angus moderno caracteriza-se por sua fertilidade, longevidade,
precocidade, rusticidade e facilidade de parto, além da étima qualidade de carne.
Devido a grande pressdo de selecao € esperado que populagées como a do
Aberdeen Angus apresentem uma heterozigosidade baixa, pois tratam-se de
animais que vém sendo submetidos a programas de melhoramento muito
rigorosos ha mais de duas centenas de anos. Possui seus principais centros
criatorios estabelecidos nos Estados Unidos da América, Canada, Argentina,
Australia, Inglaterra e Nova Zelandia, estando, porém, espalhada por todo o
mundo (ABA, 2007).

O primeiro reprodutor Aberdeen Angus a entrar no Brasil foi importado do
Uruguai para Bagé, em 1906, (ABA, 2007).
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O rebanho Puro de origem (PO) Aberdeen Angus, analisado neste trabalho
(n=100), é composto por animais de elite criados em condi¢do intensiva, e que
sofreram selecdo em busca da melhor performance reprodutiva. As vacas sao
multiparas (com idades que variam de 14 meses a 12 anos), com uma CC modal,
no pés-parto de 4 na escala descrita por Cachapuz (1991). Os exemplares foram
todos criados em pastagens cultivadas de inverno e verao com Cynodon dactylon
e Lolium multiflorum, padronizando, assim, o efeito de fatores ambientais. As
maes foram mantidas em piquetes separados de acordo com o sexo da cria; 0s
produtos de sexo masculino receberam suplementacdo alimentar (“creep
feeding”), diminuindo, assim, o desgaste materno. Essa pratica de manejo
consiste no fornecimento de racdo, em cochos onde somente os terneiros tenham
acesso. O objetivo dessa pratica é de reduzir a freqiiéncia do consumo de leite
pelo terneiro, permitindo o incremento da condicao corporal da vaca, sem prejuizo
do crescimento e desenvolvimento do lactente (Gottschall, 2002). No periodo de
reproducao, de aproximadamente 60 dias (15 de Novembro a 15 de Janeiro), as
fémeas foram controladas diariamente para a deteccdo de manifestacao de estro
e entdo inseminadas; os animais que retornaram ao estro foram re-inseminadas.
Aquelas que ndo mostraram sinal de estro, ap6s 7 dias do inicio da avaliagao,
foram submetidas a sincronizacao de estro, com o0 uso do horménio PGF2a. As
fémeas que retornaram ao estro novamente foram destinadas a monta natural
com touros comprovadamente férteis. Todas as fémeas que apds a temporada
reprodutiva de 60 dias ndo se encontravam prenhes foram descartadas da

propriedade.
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2.2 Marcadores Moleculares Investigados

Neste trabalho foram investigados seis STRs (BM4325, BMS3004,
ILSTS002, IDVGA-51, HEL5 E AFZ1) e dois SNPs, ambos no gene obese e
identificados pela mesma endonuclease (Lep Sau3A1 1/2 e Lep Sau3A1 A/B).

BM4325 localiza-se na posicao 59.9 cM do cromossomo BTA15 (Kappes et
al., 1997; Stone et al.,, 1997), é um dinucleotideo (CA)n, encontrando-se a uma
distancia de 26.1 cM a 3" do gene FSH, localizado na posi¢cao 37.8 cM do mesmo
cromossomo. BMS3004 esta localizado na posicdo 1.7 cM do cromossomo
BTA18 (Stone et al., 1996; Kappes et al., 1997), € um trinucleotideo (CCA)n que
se encontra a uma distancia de 46.5cM a 5 do gene LH, localizado na posi¢céao
48.2 cM do mesmo cromossomo. ILSTS002 esta localizado na posi¢éao 55.9 cM
do cromossomo BTA18 (Kemp et al., 1992), € um dinucleotideo (CA)n que se
encontra a uma distancia de 7.7 cM a 3 do gene LH. IDVGA-51 & um
dinucleotideo (CT)n que se encontra na posicdo 84 cM do cromossomo BTA4
(Kappes et al., 1997), a uma distancia de 3 cM a 5° do gene obese, localizado na
posicao 87 cM do mesmo cromossomo. HEL5 estd mapeado na posicao 13 cM do
cromossomo BTA21 (Bishop et al., 1994), € um dinucleotideo (CA)n que se
encontra na mesma posi¢cao do gene IGF1R. E o STR AFZ1 esta localizado na
posicdo 68 cM do cromossomo BTA21 (Jorgensen et al., 1996), é um
dinucleotideo (CA)n que se encontra a uma distancia de 49 cM a 3’ do gene
IGF1R.

Os dois SNPs Lep Sau3AT7 estdo localizados no segundo intron do gene
obese, no cromossomo BTA4 (Pomp et al., 1997; Wilkins e Davey., 1997); podem
ser identificados pelas enzimas de restricao Sau 3A1 ou Mbo I.
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2.3. Métodos Laboratoriais

2.3.1 Coleta de amostras e Extracao de DNA

O sangue foi obtido a partir das veias caudal ou jugular com anti-
coagulante, refrigerado e transportado para o Laboratério de Biotecnologia do
Hospital Veterinario da ULBRA. As amostras foram armazenadas até o momento
da extragao do DNA que foi realizada conforme método de Miller et al. (1988).

2.3.2 Determinacao dos Genotipos

Todos os microssatélites foram investigados através da amplificagdo do
DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction), com
técnica padrao e com “primers” e temperaturas de anelamento especificas (Tabela
1). As reagOes tiveram um volume final de 25ul e continham 50ng de DNA.

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

Para a andlise dos SNPs o produto de amplificacdo que apresenta dois
fragmentos (400 e de 690 pb) foi clivado com a endonuclease Sau3A1 (Promega),
conforme o protocolo do fabricante. A endonuclease cliva os dois fragmentos
permitindo a identificacdo de dois polimorfismos: no fragmento de 400 bp a
auséncia do sitio de restricdo 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. Os produtos de clivagem foram
analisados em gel vertical de poliacrilamida 10,5 %, ndo desnaturante, com
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tampdo de TBE (Tris, Acido Bérico e EDTA) pH 8,3, 300 V, 10 mA por
aproximadamente 24 hs (Lahiri et al., 1997).
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Tabela 1: Marcadores analisados, identificacdo do cromossomo onde estdo mapeados, gene alvo, seqliéncias dos
primers, tamanhos esperados dos produtos de amplificacao, temperatura de anelamento (TA) e referéncias.

. ) Produtos .
Marcadores Cromossomo. Gene Alvo Sequéncia do Primers (ob) TA Referéncias
p
F- 5AGA GTC AGACAG GACTGAGCG 3 97-101 64- Kappes et al., 1997
BM4325 15 FSHpB a
R- 5CTG TAACTT GCA AAT GCAAAT GTC TCG 3 103-117  54°c® Stone et al., 1997
F-5TCT ATACAC ATGTGC TGT GC 3
ILSTS002 18 LHB 123-137 54°c  Kemp et al., 1992
R- 5CTT AGG GGT GAAGTG ACACG 3
F- 5’GGA CAG AGG AGCCTGGTTG 3 Stone et al., 1996
BMS3004 18 LHB 129-138  56%
R- 5AGT TGC GTT GTT CAT CAT TCC 3’ Kappes et al., 1997
. F- 5GTC ACC AGG ATC AAT GAC AT 3’ A/B :400 Pomp et al., 1997
Lep Sau3A1 4 Leptina 54°c
R- 5AGC CCAGGAATG AAGTCCAAZ 1/2: 690 Wilkins e Davey., 1997
. F-5ATG GCA ATATTTTGTTCTTTITTC 3
IDVGA5T 4 Leptina 175-183  50°c Kappes et al., 1997
R-5ATT CCT TGATGG TCT AATGGT TA 3
F-5GCAGGATCACTTGTTAGGGA 3 147-157
HEL5 21 IGF-IR 58°  Bishop et al., 1994
R- 5AGA CGT TAGTGT ACATTAAC 3 159-169
F-5TTG GAC GAC AAAACT CACGG 3 151-121
AFZA1 21 IGF-IR 50% Jorgensen et al., 1996
R-5GTG GCTGGACTGGTCTGGTT 3 123-129

2PCR com “touchdown”.
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2.3 Analises Estatisticas

As frequéncias alélicas e genotipicas foram computadas por contagem
direta. A heterozigosidade esperada (H) e o conteudo de infomacao polimérfica
(PIC) foram estimados de acordo com Nei (1978) e Botstein et al. (1980).

As andlises de associacao foram realizadas por comparacao entre as
freqUéncias genotipicas ou alélicas, e o parametro reprodutivo.

No gado geral os animais férteis e subférteis foram comparados entre os
genotipos ou alelos, utilizando o teste exato de Fisher.

No Aberdeen Angus as comparacdes foram feitas entre os gendétipos ou
alelos e a média do intervalo entre partos (IEP). Como esta varidvel nao
apresentou distribuicado normal utilizou-se a analise de varidncia nao paramétrica
de Kruskal-Wallis.

Nas duas amostras, as analises foram realizadas em duas etapas:
inicialmente, realizando as comparacdes previamente descritas (Tabela 2; Aimeida
et al., 2003; Duarte et al., 2005; Oliveira et al., 2005; Weimer et al., 2007). Em um
segundo momento, 0os gendtipos ou alelos foram comparados, ao acaso, com o
grupo de fertilidade (gado geral) ou IEP (A. Angus). Nos dois casos, quando uma
associacao positiva foi detectada, o genétipo ou alelo desviante foi comparado
com os demais, usando os mesmos testes estatisticos. Quando havia mais de um
alelo envolvido nas associacdes, os mesmos foram agrupados em classes pelo
tamanho, em alelos curtos ou longos. Esta metodologia foi utilizada para dois
marcadores, IDVGA51 (alelos curtos: 173-177 pb; alelos longos: 179-183 pb) e
ILSTS002 (alelos curtos: 127-137 pb; alelos longos: 139-143 pb).

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
SPSS® para Windows™ (SPSS Inc, Chicago - lllinois, USA), versdo 10.0.5.

QL



Tabela 2: Comparacoes realizadas entre o grupo de fertilidade (fértil, subfértil,
gado geral) ou IEP (A. Angus) conforme previamente descrito.

Marcador Comparacoes realizadas Referéncia

STR

BM4325 Presenca do alelo *7101 e auséncia do alelo *707 Duarte et al. (2005)

ILSTS002 Presenga do alelo *135 e auséncia do alelo *135 Weimer et al. (2007)

BMS3004 Heterozigotos e Homozigotos Weimer et al. (2007)

IDVGA51 Presenca do alelo *7187 e auséncia do alelo *787  Almeida et al. (2003)

HELS5 @ Homozigotos para alelos longos e outros Oliveira et al. (2005)
genotipos

AFZ1P° Homozigotos para alelos curtos e outros Oliveira et al. (2005)
genotipos

SNP

LepSau3A1 1/2  Homozigotos 11 e outros gendtipos Almeida et al. (2003)

& Alelos curtos: 147-157; alelos longos: 159-169; ® Alelos curtos: 115-121; alelos
longos: 123-129.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diversidade Genética

As frequiéncias alélicas dos STRs e SNPs analisados nas amostras de gado
geral e Aberdeen Angus, estdo apresentadas na Tabela 3. Devido a problemas de
amplificacdo em algumas amostras o numero de individuos analisados variou
entre os sistemas.

O numero de alelos detectados variou de 2 a 13 no gado geral e de 1 a 12
no A. Angus, sendo BM4325*103, BMS3004*129, ILSTS002*137, LepSaU3A1*A e
LepSau3A1*1 os mais freqlientes nas duas amostras e [LSTS002*135
apresentando alta freqiiéncia também no gado geral. Nos demais sistemas, os
alelos mais comuns variaram entre as populacoes: IDVGA51*177, HEL5*149 e
AFZ1*119 foram mais freqlentes no gado geral e IDVGA51*175, HEL5*151 e
AFZ1*125 no Aberdeen Angus. Adicionalmente, alguns alelos foram exclusivos de
uma das amostras: BM4325*107, BM4325*109 ILSTS002*133, HEL5*147,
AFZ1*129 e LepSau3A172, no gado geral e IDVGA51*185, em A. Angus.

Analisando-se os parametros de diversidade genética (Tabela 3) verifica-se
que o conteudo de informacéao polimérfica e a heterozigosidade foram maiores no
gado geral (PIC vai 0,23 a 0,87, H oscila entre 27% e 89% com média de 62%)
que em A. Angus (PIC =0 a 0,85, H = 0 — 87%, com média de 0,50).

Essas diferengas, tanto na ocorréncia de alelos exclusivos quanto nos
valores de PIC e H refletem, provavelmente, por um lado, o grau de mistura
existente no rebanho gado geral, pois, esse rebanho é resultante do cruzamento
de diversas racas e, por outro, na intensa selecdo aplicada sobre o rebanho
Aberdeen Angus, uma raga pura, submetida a tal processo desde 1800.

Quando se comparam os dados do presente trabalho com os de outras
populacdes brasileiras investigadas para os mesmos marcadores (Tabela 4)
verifica-se que os alelos BM4325*109, AFZ1*129, IDVGA*185 e HEL5*171 néo

haviam sido observados em outros rebanhos.
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Tabela 3: Frequiéncias alélicas dos marcadores moleculares nas diferentes amostras de gado de corte

Marcadores Alelos H PIC
Amostras (n)

STRs

BM4325 *97 *99 101 *103 *105 *107 *109 *111

Gado geral (76) 0,01 0,03 0,43 05 0,25 0,04 0,03 0,01 0,67 0,62
A. Angus (125) 0,01 0,08 03 05 0,04 0,01 0,00 0,00 0,61 0,54
BMS3004 *129  *132  *138

Gado geral (81) 0,66 0,29 0,05 0,48 0,40
A. Angus (125) 1

ILSTS002 127  *129 *131  *1833 *135 *137 *139 *141 *143 *145

Gado geral (79) 0,01 0,01 0,04 0,11 027 028 0,06 0,18 0,03 0,01 0,80 0,76
A. Angus (120) 0,03 0,05 0,06 000 022 04 0,09 0,14 0,01 0,00 0,76 0,72
IDVGA51 173  *175 *177  *179 *181 *183 *185

Gado geral (81) 0,09 027 030 0,09 0,09 0,14 0,02 0,79 0,76
A. Angus (121) 0.03 064 0.17 0.03 0.01 0.10 0.02 0,54 0,50
HEL5 *147  *149 *151  *163 *155 *157 *159 *161 *163 *165 *167 *169 *171

Gado geral (72) 0,06 0,18 0,15 0,10 0,03 0,02 0,02 0,04 0,09 0,12 0,10 0,06 0,03 0,89 0,87
A. Angus (113) 0,00 0,08 023 0,07 004 003 003 002 0,11 0,19 0,13 0,05 0,02 0,87 0,85
AFZA1 111 *113  *115  *117  *119 *121 *123 *125 *127 *129

Gado geral (51) 0,01 005 0,18 0,06 021 0,13 0,16 0,14 0,05 0,01 0,85 0,83
A. Angus (52) 0,00 0,01 028 0,07 0,05 0,06 0,0 0,30 0,13 0,00 0,79 0,76
SNPs

LepSau3A1 (A/B) A *B

Gado geral (76) 0,78 0,22 0,34 0,28
A. Angus (78) 0,62 0,38 0,47 0,35
LepSau3Ai (1/2) 1 *2

Gado geral (76) 0,84 0,16 0,27 0,23
A. Angus (78) 1

(n) tamanho amostral
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Tabela 4: FreqUéncias alélicas em diferentes rebanhos de gado criados no Rio

Grande do Sul
STRs Alelos H Referéncias
Rebanhos(n)
BM4325 *97  *99 *101 *103 *105 *107 *109 *111
B. Ibagé (106) 0,01 0,04 042 041 0,06 0,06 0,00 0,00 0,65 Duarte et al., 2005
Gado geral (76) 0,01 0,03 0,13 05 0,25 0,04 0,03 0,01 0,67 Presente trabalho
A. Angus (125) 0,01 0,08 035 05 0,04 0,01 0,01 0,00 0,61 Presente trabalho
BMS3004 *129 *132 *138 *141
B. Ibagé (163) 0,64 0,31 0,05 0,00 0,49  Weimer et al., 2007
Crioulo (73) 0,59 0,16 0,13 0,12 0,59 Steingleder et al., 2004
Gado geral (81) 0,66 0,29 0,05 0,00 0,48 Presente trabalho
A. Angus (125) 1 Presente trabalho
ILSTS002 *121 *128 *125 *127 *129 *131 *133 *135 *137 *139 *141 *143 *145
B. Ibagé (158) 0,01 0,01 0,08 0,02 0,04 0,15 025 0,25 0,11 0,06 0,02 0,00 0,00 0,83 Weimeretal, 2007
Crioulo (72) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,10 0,28 0,31 0,08 017 0,03 0,00 0,00 0,78  Steingleder et al., 2004
Gado geral (79) 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,04 0,11 027 0,28 0,06 0,18 0,03 0,01 0,80 Presente trabalho
A. Angus (120) 0,00 0,00 0,00 0,038 0,05 0,06 0,00 0,22 04 009 0,14 0,01 0,00 0,76 Presente trabalho
IDVGA51 171 *173 *175 *177 *179 *181 *183 *185
B. Ibagé (160) 0,04 0,13 024 025 0,13 0,10 0,11 0,00 0,82  Almeida et al., 2003
Crioulo (73) 0,02 0,40 0,18 0,01 0,14 0,23 0,02 0,00 0,74  Steingleder et al., 2004
A. Angus (98) 0,00 0,00 040 0,10 0,09 0,16 0,25 0,00 0,73  Almeida et al., 2007
Gado geral (81) 0,00 0,09 0,27 030 0,09 0,09 0,14 0,02 0,79 Presente trabalho
A. Angus (121) 0,00 0,03 0,64 0,17 0,038 0,01 0,1 0,02 0,54 Presente trabalho
HEL5 *147 *149 *151 *153 *155 *157 *159 *161 *163 *165 *167 *169 *171
B. Ibagé (101) 0,00 0,12 0,12 0,08 0,03 0,00 0,01 0,06 0,18 020 0,09 0,02 0,00 0,87 Oliveiraetal., 2005
Gado geral (72) 0,06 0,18 0,15 0,10 0,02 0,02 0,02 0,03 0,09 011 0,10 0,05 0,02 0,89 Presente trabalho
A. Angus (113) 0,00 0,08 0,21 0,07 0,03 0,03 0,02 0,02 0,11 019 0,12 0,04 0,02 0,87 Presente trabalho
AFZ1 111 *113 *115  *117 *119 *121 *123 *125 *127 *129
B. Ibagé (103) 0,00 0,00 000 0,22 0,12 025 0,19 0,14 0,05 0,00 0,81 Oliveira et al., 2005
Gado geral (51) 0,01 0,05 0,18 0,06 0,21 0,13 0,16 0,14 0,05 0,01 0,85 Presente trabalho
A. Angus (52) 0,00 0,01 0,28 0,07 0,05 006 0,10 030 0,13 0,00 0,79 Presente trabalho
LepSau3A1 (A/B) A B
B. Ibagé (96) 0,63 0,37 0,47  Almeida et al., 2003
A. Angus (98) 0,87 0,13 0,22 Almeida et al., 2007
Gado geral (76) 0,78 0,22 0,34 Presente trabalho
A. Angus (78) 0,62 0,38 0,47 Presente trabalho
LepSau3A1 (1/2) “1 2
B. Ibagé (149) 0,94 0,06 0,12  Almeida et al., 2003
A. Angus (98) 0,97 0,03 0,05 Almeida et al., 2007
Gado geral (76) 0,84 0,16 0,27 Presente trabalho

A. Angus (78)

Presente trabalho




38



Comparando-se a heterozigosidade entre as populacées, verifica-se que os
maiores valores foram observados no gado geral, com excecado de dois sistemas,
em que a raga B. Ibagé apresentou niveis mais altos de H; é importante salientar
que esta é uma raca hibrida entre A.Angus e Nelore, o que explica sua alta
diversidade.

Em dois sistemas, a amostra A. Angus mostrou-se monomérfica, enquanto
todas as demais apresentaram variagao. Para o sistema BM3004 ocorre a fixagao
do alelo BMS3004*129, podendo-se supor uma origem taurina para 0 mesmo.
Esta hip6tese € embasada por uma analise de 60 animais da raca Nelore (dados
do autor, ainda ndo publicados), nos quais ndo se observou o alelo BMS3004*129,
mas apenas BMS3004*132 e BMS3004*138. Adicionalmente, Weimer et al. (2007)
encontraram, em um rebanho sintético da raca Brangus-lbagé (5/8 Aberdeen
Angus X 3/8 Nelore), a frequéncia de 0,65 para este alelo; este valor € similar ao
que seria o0 esperado (5/8) admitindo-se que a populacdo A. Angus que originou
essa raca hibrida fosse também monomorfica para tal alelo. Saliente-se, também,
que a outra populacdo (bovinos Crioulo) que apresenta este alelo (Tabela 4)
possui origem taurina.

A Tabela 4 apresenta, em trés sistemas, resultados de uma outra amostra
de A. Angus estudada por Almeida et al. (2007) e a analise comparativa indica que
os alelos mais comuns sdo os mesmos nas duas populagbes (IDVGA51*175,
LepSau3A1*1 e LepSau3A1*A), porém sao evidentes algumas diferencas nas
frequéncias de outros alelos, o que provavelmente seja reflexo da selecédo
diferenciada aplicada aos dois rebanhos; o estudado por Almeida et al. (2007) nao
havia sido alvo de selecdo, enquanto, o estudado nesta dissertacdo resulta de um
longo periodo de intensa selecdo ancorada na busca da melhor performance
reprodutiva.
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3.2 Analises de Associacao

3.2.1 Gado geral

Na amostra de gado geral foram analisadas possiveis associacdes entre os
marcadores e os grupos de fertilidade (férteis e subférteis), tendo-se encontrado
duas associacoes positivas, envolvendo os microssatélites IDVGA51 e ILSTS002.

Os animais possuidores de um alelo IDVGA51*181 (Tabela 5) (Grafico 1 e
Gréfico 2) (foram mais freqlentes no grupo de vacas subférteis (p=0,05). Estes
achados estdo de acordo com os resultados obtidos por Almeida et al. (2003) que
verificou que vacas com o alelo IDVGA51*181 apresentavam piores performances
reprodutivas e com os dados de Passos et al. (2007) que observou maiores niveis
de expressao do gene da leptina, em gordura subcutanea, em vacas possuidoras
do alelo IDVGA51*181.

Adicionalmente, neste trabalho verificou-se que animais possuidores dos
alelos IDVGA51*173 e IDVGA51*177 foram mais freqlientes no grupo de vacas
férteis (p=0,01 e p=0,02, respectivamente). Devido a essas associacoes
envolverem mais de um alelo, os mesmos foram agrupados em dois grupos
[alelos curtos (173-177 pb) e alelos longos (179-183 pb)] e as comparacdes
indicaram maior freqiéncia das repeticoes alélicas curtas nas vacas férteis
(p=0,04).

Este STR esta mapeado a 2 cM do gene Lep (Kappes et al., 1997),
podendo, estar envolvido em uma seqléncia “enhancer” para a transcricao do
gene (seqUéncias que ativam a transcricdo e que podem estar localizadas
milhares de pares de bases “upstream” ou “downstream” o gene que controlam; Li
et al.,2004). A associacao envolvendo um grupo de alelos, classificados pelo
tamanho da repeticdo, concorda com a sugestdao de Comings (1998) de que o
efeito de microssatélites sobre caracteristicas quantitativas ndo seria dependente
de um alelo especifico, mas que o tamanho da seqUéncia repetida € que
influenciaria a expressao génica, facilitando a formagcado do DNA-Z e o acesso de
fatores de transcrigao.
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Tabela 5: Analises de associacédo entre o microssatélite IDVGAS51 e os grupos de
fertilidade

Vacas férteis Vacas subférteis ¥ P

N’ % N’ %
IDVGA51*173 x 12 14 3 4 5,82 0,01
Qutros alelos 72 86 75 96
IDVGA51*177 x 32 38 17 22 5,34 0,02
Qutros alelos 52 62 61 78
IDVGA51*181 x 4 5 10 13 3,67 0,05
Qutros alelos 80 95 68 87
Alelos longos (179-185bp) 22 26 32 41 40 0,04
Alelos curtos (173-177 bp) 62 74 46 59

" nimero de alelos

Grafico 1: Representacao grafica das associagdes entre os alelos do IDVGA51 e
grupos de fertilidade.

Associacao entre alelos e grupos de fertilidade
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3_ p<0,01; °= p<0,02; °= p<0,05
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Gréafico 2: Representacao gréafica das associacées entre os alelos classificados

quanto ao tamanho e grupos do IDVGA51 e grupos de fertilidade.
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2= 0<0,04

Como ja referido na introducao, a leptina coordena o estado reprodutivo por

meio de uma interacédo entre a reproducao e a nutricdo e por estimular a liberacao

de LH e FSH, pela pituitaria (Chehab et al., 2002), sendo que 0 excesso ou

deficiéncia de leptina podem estar associados com anormalidades da funcao

reprodutiva (Moschos et al., 2002). Portanto, pode-se supor a associagao entre

vacas com diferentes classes de alelos (longos ou curtos) e performances

reprodutivas decorram de diferencas na expressao do gene Lep.

A segunda associagao verificada envolveu o marcador ILSTS002 (Tabela 6)

(Grafico 3), os animais possuidores de pelo menos um alelo /LSTS002*137 foram

significantemente mais freqlentes (cerca de 20%), no grupo de vacas subférteis

(p=0,03).
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Tabela 6: Analises de associacdo entre o marcador ILSTS002 e os grupos de

fertilidade
Vacas ferteis Vacas subférteis > p
N’ % N’ %
ILSTS002%137 x 14 17 30 38 4,61 0,03
Outros alelos 66 83 48 62
ILSTS002%135 x 26 32 17 22 1,56 0,21
Outros alelos 54 68 61 78
Alelos longos(139-145 bp) 23 29 21 27 0,66 0,79
Alelos curtos(127-137 bp) 57 71 57 73

1

analisadas neste marcador foi de 40.

namero de alelos; devido a problemas de amplificacdo, o total de vacas férteis

Gréfico 3: Representacao grafica das associacdes entre os alelos do ILSTS002 e

grupos de fertilidade.
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Weimer at al. (2007) detectaram um maior IEP médio, estimado ao longo da

vida reprodutiva do animal, em individuos possuidores de pelo menos um alelo

ILSTS002*135. Esta associacdo estd na mesma direcdo da encontrada no
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presente trabalho, porém envolvendo um alelo distinto. Pode-se pensar em varias
razbes para as diferencas observadas: a primeira, € a possibilidade de erro de
genotipagem, porém todas as analise genotipicas foram realizadas utilizando-se
amostras controles fornecidas por Weimer et al. (2007), o que exclui esta
hip6tese. A segunda, é que o efeito seria dependente do tamanho da repeticéo e
nao de alelos especificos (Comings, 1998); porém, a analise agrupando os alelos
em classes [alelos curtos (127-137 pb) e alelos longos (139-145 pb)], ndo detectou
associagao significativa. A terceira e mais provavel explicacdo é a ocorréncia de
desequilibrio de ligacao (DL) entre 0 marcador ILSTS002 e uma mutacao no gene
LHB que modificaria sua expressdo, sendo o alelo envolvido no DL variavel entre
as diferentes populagées. 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
LHB. Assim, ndo se pode afastar a hipotese de que este marcador esteja
envolvido na regulagdo génica, modificando a estrutura secundéria ou terciéria da
molécula de DNA, facilitando o acesso de fatores de transcricdo ou traducéo, ou
simplesmente afetando a edicdo da molécula de RNA (Li et al., 2004).

Nao foram verificadas associacdes neste trabalho entre os grupos de
fertilidade e os marcadores BMS3004, BM4325, HEL5, AFZ1 e LepSau3Afi,
previamente descritos como associados com caracteristicas reprodutivas (Almeida
et al., 2003; Duarte et al., 2005; Oliveira et al., 2005; Weimer et al., 2007). No
entanto, essas associacoes foram verificadas utilizando-se, para comparacao, a
média de |IEP da vida reprodutiva das vacas; assim, ou essas associagdes sao
restritas aquelas amostras ou os dados de uma unica estacao reprodutiva, como
foi o caso da amostra de gado geral, ndo possua poder suficiente para detectar
esses efeitos.

3.2.2 Aberdeen Angus
Nesta amostra, as andlises de associacao foram realizadas comparando os

genotipos ou alelos com a média de intervalo entre partos, considerando a histéria

reprodutiva dos animais, mas nenhuma associacao positiva foi verificada. Que
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fatores genéticos ou ambientais poderiam explicar a auséncia de associacao
verificada para esta amostra?

O principal fator para a nado deteccdo das associagbes previamente
descritas, provavelmente, é que o rebanho analisado resulta de longo periodo de
forte selecdo em busca de uma excelente performance reprodutiva. Conforme
descrito nos materiais e métodos, as fémeas foram submetidas a um periodo
reprodutivo de cerca de 60 dias, uma vez ao ano e aquelas que nao
emprenharam, neste periodo, foram descartados da propriedade, havendo uma
enorme pressdo de selegdo para reducado do intervalo entre partos. Assim, a
amostra apresenta uma grande homogeneidade na caracteristica analisada (o IEP
variou de 315 a 537, com média de 382 e nao apresentou distribuicdo normal),
mascarando a possibilidade de detec¢do de associacao. Se este raciocinio esta
correto, esperar-se-ia que os alelos anteriormente descritos como associados a
maior intervalo entre partos apresentasse baixa freqiéncia nesta amostra, o que
de fato ocorre. Os alelos ILSTS002%135, IDVGA51*181 e LepSau3A172,
apresentam as freqiiéncias mais baixas ja descritas no Rio Grande do Sul (ver
Tabela 4).

Outros fatores a considerar sdo o estado nutricional e 0 manejo no pés-
parto das vacas desta amostra. Segundo Diskin et al. (2003) o estado nutricional,
avaliado pelo escore de condi¢cdao corporal (CC), durante a gravidez, € muito
importante para a determinacao do periodo de duracao do pés-parto. Para Sinclair
et al. (2002) além da CC, a quantidade de matéria ingerida no pés-parto é
determinante para o crescimento do foliculo ovariano e sua maturacdo. Estes
animais apresentaram altos escores de condicdo corporal e excelente manejo
durante o pés-parto, que incluiu cuidados visando o menor desgaste possivel das
fémeas, durante a amamentacdo. Desta forma, as excelentes condicbes
ambientais podem estar mascarando as relagdes entre o efeito dos STRs e a
performance reprodutiva.

Esses resultados sugerem que a selecao assistida por marcadores nao
seria aplicavel a rebanhos que ja estivessem préximo ao nivel ideal de produgéo,
como € o caso da amostra aqui analisada. No entanto, € valido lembrar que a

excelente performance reprodutiva apresentada por este rebanho resulta de um
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longo periodo selecdo fenotipica e que o principal inconveniente desta
metodologia € o tempo de espera necessario para a expressao da caracteristica
de interesse.

Portanto, o ideal seria aliar as duas metodologias de maneira que uma
complemente as falhas da outra; porém, para que isso possa ser aplicado de
maneira mais ampla, sdo necessarios estudos em diferentes populagdes,
comerciais e nao comercias, de maneira que esta tecnologia possa ser aplicada
por diferentes tipos de criadores.
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Anexo 1: Genetic diversity and Marked Assisted Selection in a beef cattle
herd: validation of previous association of molecular markers and
reproductive performance
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Abstract

Genetic diversity of six short tandem repeats, STRs (BM4325, BMS3004,
ILSTS002, IDVGAS1, HELS, AFZ1) and three single nucleotide polymorphisms, SNPs
(LepSau3Al A-B, LepSau3Al 1-2, and FSHRAIlul) linked to genes involved in
reproductive function and their possible effect on reproductive performance were analyzed
in 81 crossbred beef cows (including the purebreds Hereford, Aberdeen Angus, Normand,
Limousin and Brown Swiss and their synthetics and Brangus herds, in different
proportions) mated with Braford bulls. The animals were multiparous cows (ages varying
from 4 to 6 years), with a modal body condition score at 60-81 days postpartum of 3 in a
classification ranging from 1- very thin to 5- obese . They were kept at a stocking rate of
0.5 - 0.7 animal units/hectare on native pastures mainly composed of Paspalum sp and
Axonopus sp on a private farm in Bagé, Rio Grande do Sul, Brazil. The annual mating
season includes one major, from 15™ November to 15™ January, and a complementary for
the cows which remain non-pregnant from 1* April to 15" 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 season. High genetic diversity level was
observed: polymorphic content information ranged from 0.23 to 0.87, and expected
heterozygosity ranged from 27 to 89%, with an average value of 62%. The more frequent
alleles were BM4325%103, BMS3004*129, ILSTS002*137, IDVGA51*177, LEPSau3A1%*A,
LEPSau3Al*1, HEL5*149, AFZ1*119 and FSHRAIul*C. IDVGASI and ILSTS002 STRs,
linked to Lep and LHf} genes, respectively, were associated to reproductive performance.

These data confirm previous finding, although the alleles involved were not the same,
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suggesting the use of IDVGAS1 and ILSTS002 STRs in the implementation phase of
marker-assisted selection, to obtain animals with greater reproductive performance.
Additionally, the present study suggests the use of IDVGASI1 size allele, instead of a

specific allele, to perform selection of better reproductive animals.

Key words: marked-assisted selection, reproductive performance, short tandem repeats,

single nucleotide polymorphisms, beef cattle, genetic diversity.
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1. Introduction

Reproductive efficiency is a major factor affecting livestock production. Several
genes are involved in reproduction and in the re-establishments of postpartum ovarian
activity, among them, the follicle stimulating hormone (FSH), the luteinizing hormone,
(LH), the insulin like growth factor receptor (IGF-1R), and the leptin (Lep) genes. At the
end of pregnancy, the hypothalamic-pituitary axis responds to a negative feedback effect of
placental and ovarian steroids by suppressing FSH releasing and accumulating this
hormone in the anterior pituitary and depleting LH stores (reviewed by Yavas and Walton,
2000). After the re-establishment of LH stores in the anterior pituitary, between 15™ and
30™ days postpartum (Yavas and Walton, 2000), maternal-offspring bond increases
postpartum anestrous due to the negative effect on LH release (Williams et al., 1996),
which, in turn, affect the final maturation and ovulation of the dominant follicle. After LH
stores are re-established, 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 (B¢ 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). 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).
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Genetic markers or polymorphisms inside or linked to these genes could influence
DNA conformation and gene expression and therefore, affect the postpartum anoestrus
duration; they could be used for increase the selection response in a methodology named
marker-assisted selection (MAS). According to Davis and DeNise (1998) these programs
are 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 for
predicting the genetic merit of individuals within the population.

Several authors described associations between reproductive performance and
molecular markers, in the first MAS phase: Weimer et al. (2007) detected a positive
association of lifetime calving interval (three or more calving intervals; CI) with BMS3004
and ILSTS002 short tandem repeats (STR) both mapped at BTA 18 near LHf} chain gene;
Duarte et al. (2005) verified positive association between CI and BM4325 STR mapped
close to FSHf3 gene at BTA 15; Oliveira et al. (2005) found positive association between CI
and HELO5 and AFZ1 STRs mapped at BTA 21 near IGF-1 receptor gene; Almeida et al.
(2003) verified positive association between CI and markers mapped at BTA 4, linked to
Lep gene (the single nucleotide polymorphism (SNP) LEPSau3AlI at the Lep intron 2, and
the IDVGAS1 STR in the same chromosome). Campagnari (2002) described an Alul SNP
in the FSHR gene and Ferreira et al. (2002) detected differences in FSHR mRNA
expression between ovary cells in different stages of oestrus cycle.

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.
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This paper analyzed the genetic diversity of the six STR and the three SNP above

described and their effect on reproductive performance in crossbreeding beef cows.

2. Materials and Methods

The sampled animal were crossbred cows (including the purebreds Hereford,
Aberdeen Angus, Normand, Limousin and Brown Swiss and their synthetics, and Brangus)
in different proportions mated with Braford bulls. The animals were multiparous cows
(ages varying from 4 to 6 years), with a modal body condition score at 60-81 days
postpartum of 3 in a classification ranging from 1- very thin to 5- obese (Cachapuz, 1991).
The animals were kept at a stocking rate of 0.5 - 0.7 animal units/hectare on native pastures
mainly composed of Paspalum sp and Axonopus sp on a private farm in Bagé, Rio Grande
do Sul. The annual mating season includes one major from 15™ November to 15" J anuary,
and a complementary for the cows which remain non-pregnant from 1% April to 15" 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 season.

Blood samples were obtained from the tail vein or artery, using EDTA as
anticoagulant following the Principles of Veterinarian Medical Ethics and the International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals. From a total of 81 cows 42
were classified as fertile, once they became pregnant in the spring season as suckling cows,
having a calving interval inferior than 365 days; and 39 cows were classified as sub fertile

as they do not became pregnant after the two mating season, as non suckled cows.
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DNA was extracted from leukocyte cells of peripheral blood by the method of
Miller et al. (1988). STRs and SNPs 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; Campagnari, 2002). STR amplification products and SNP amplicons (submitted
to Sau3Al or Alul endonucleases cleavages) were analyzed by vertical electrophoresis in
non-denaturing polyacrylamide gel (Labhiri et al., 1997).

Genotype and allele frequencies were estimated by direct counting. Expected
heterozygosity (H) and content of polymorphic information (PIC) were estimated according
to Nei (1978) and Botstein et al. (1980). Association analyses between alleles or genotypes
and pregnancy state were performed by Fisher exact test in two approaches: a. following
the previous described associations (Table 1); b. comparing all alleles or genotypes
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 IDVGASI (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® for

Windows™ software (SPSS Inc, Chicago - Illinois, USA), version 10.0.5.

3. Results

3.1 Genotype and allele frequencies

65



Allele frequencies for STR and SNP markers are presented in Table 2. The number
of alleles in STR markers varied from three in BMS3004 to thirteen in HELS, and the more
frequent were BM4325%103, BMS3004*129, ILSTS002*135 and ILSTS002*137, IDVGA-
51*%177, HEL5*149 and AFZI1*119. Concerning to SNPs, LEP Sau3A1*A, LEP Sau3Al*1,
and FSHR Alul*C alleles were the more commons. Polymorphic content information
ranged from 0.23 to 0.87 while expected heterozygosity ranged from 27 to 89%, with an
average of 62%.

3.2 Association Analyses

Significant association was verified between IDVGAS1 and ILSTS002 and fertility
groups. Carriers of at least one IDVGAS51*181 allele (Table 3) were more frequent in the
sub fertile cows group (p=0.05), while carriers of IDVGAS51*173 and IDVGA51*177 alleles
were more frequent in the fertile cows group (p=0.01 and p=0.02, respectively). Due to
these results these alleles were grouped in classes and the short alleles were significantly
more common in fertile cows (p=0.04).

For ILSTS002 STR (Table 4) only one association was verified: carriers of at least
one ILSTS002*137 allele were about 20% more frequent in the sub fertile cows group
(p=0.03).

No relation was verified between the fertility status and genotypes or allele classes

for BM4325, BMS3004, HELS, AFZ1, LEPSau3A1 and FSHrA/ul markers.

4. Discussion
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Among the previous described associations only two (involving IDVGAS1 and
ILSTS002 STRs) were verified in the present paper. Almeida et al. (2003) analyzing cows
lifetime calving interval observed that IDVGAS51*181 allele was associated to lower
reproductive performance. The present paper found two new associations, besides that
previously described: IDVGA51*173 and IDVGAS51*177 alleles were advantageous in
relation the reproductive state. When the alleles were grouped according to their size (in
base pairs), animals with short alleles (173-177 bp) presented better reproductive
performance (Table 3). This STR is mapped at 87 cM from the beginning of BTA4
chromosome and at 2 cM downstream the Lep gene (Kappes et al., 1997), and therefore,
could be in an enhancer transcription region (sequences which activate transcription, and
can be located thousands base pairs upstream or downstream the gene they control), and
influence gene expression (Li et al., 2004), the effect being dependent on the repeat size
(Comings, 1998). According to Passos et al. (2007) carrier cows of IDVGA51*181 allele
presented higher levels of Lep gene expression in the subcutaneous tissue. Leptin
coordinate the reproductive status acting as a cross-linking 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.

The other association detected was a high frequency of ILSTS002*137 in cows with
lower reproductive performance. In a previous study, Weimer et al. (2007) detected lower
lifetime calving interval in animals carrying at least one ILSTS002*135 allele. Several

reasons could be thought to explain the difference between the involved allele: the first one
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is error in genotyping, but this could be discarded because all genotype analyses were
performed using a control sample supplied by Weimer et al. (2007). The second one is that
the effect would be not allele specific but depending on allele size; the possibility was
tested, grouping the alleles in short (127-137 bp) and long (139-145 bp) alleles, but no
significant difference was detected. The third and more probable explanation is the
occurrence of linkage disequilibrium (LD) between ILTS002 STR and a mutation at Lep
gene which modify its expression, the allele involved in LD varying between populations.
ILSTS002 is mapped at 59.9 cM from the beginning of BTA18 chromosome (Kemp et al.,
1992) 6 cM distant from LHP gene. It could play a role on gene regulation, even being
distant from the LHP gene. According to Li et al. (2004) STRs downstream or upstream
gene sequences (even located at thousand cM from the target gene) could regulate gene
expression by altering the primary, secondary or tertiary structure of DNA, by binding to
transcription or translation factors, or by affecting RNA edition.

No association was verified in the present paper between reproductive performance
and BMS3004, BM4325, HELOS, AFZ1, LEP Sau3/Al, and FSHR Alul markers
previously described (Ferreira et al., 2002; Almeida et al., 2003; Duarte et al., 2005;
Oliveira et al., 2005; Weimer et al., 2007). Therefore, these associations seem to be specific
of the previous samples and could not be applied for MAS for other cattle breeds. It is
important to note that the studies involving BMS3004, BM4325, HELOS, AFZ1, and LEP
Sau3/A1 were made considering cows lifetime calving interval. It is possible that the
analysis of a single calving interval like the performed in this paper could not be enough

strong to detect these associations.

5. Conclusions
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Association studies performed between nine molecular markers linked to genes
involved in reproductive function and reproductive efficiency in a beef cattle breed,
indicated that two STR (IDVGASland ILSTS002) linked to Lep and LHP genes,
respectively, are associated to reproductive performance. These data suggest the use of
IDVGASI and ILSTS002 STRs in the implementation phase of Marker-Assisted Selection,
to obtain animals with greater reproductive performance. However, this study suggests the
use of IDVGASI size allele, instead of an specific allele, to perform selection of better

reproductive animals.
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Table 1

Comparisons performed between fertility status and allele markers according to previous

described associations

Marker Comparison of fertile and sub fertile cows with: According to:

STR

BM4325 Presence *101 allele and absence */0/ allele Duarte et al. (2005)
ILSTS002 Presence *135 allele and absence */35 allele Weimer et al. (2007)
BMS3004 Heterozygous and homozygous Weimer et al. (2007)
IDVGA-51 Presence *181 allele and absence *181 allele Almeida et al. (2003)
HELS * Homozygous for long allele and other genotypes | Oliveira et al. (2005)
AFZ1° Homozygous for short allele and other genotypes | Oliveira et al. (2005)
SNP

LEP Sau3A1* | Homozygous 11 and 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 of six STRs and three SNPs in a beef cattle breed

Markers Alleles
SRTs
BM4325 *Q7 *99 *J101 | *103 | *105 | *107 | *109
0.01 0.03 |10.13 |05 0.25 |10.03 |0.02
BMS3004 *]129 *]32 | *¥138
0.66 0.29 |0.05
ILSTS002 *]127 *]29 | *¥[3] | *¥133 | *135 | *137 | *I139 | *14] | *143
0.01 0.01 |10.03 |0.1 0.27 1027 |0.06 |0.18 |0.02
IDVGA-51 *]71 *]73 | *]75 | *]77 | *179 | *I81 | *183 | *I85
0.00 0.09 1027 030 |0.08 [0.08 [0.14 |0.00
HELS *147 *]49 | *[5] | *¥153 | *155 | *157 | *159 | *161 | *163 | *165 | *167 | *169 | *171
0.06 0.18 |0.15 |0.10 [0.02 [0.02 [0.02 |003 |0.09 |0.11 |0.10 [0.05 |0.02
AFZ1 *113 *[15 | X117 | ¥119 | *121 | *123 | *]25 | *]27 | *¥129
0.04 0.18 |0.05 |021 |0.13 |[0.16 |0.13 |0.04 |0.01
SNPs
LEPSau3Al1 | *A *B
(A/B)
0.77 0.22
LEPSau3A1? | *1 *2
0.83 0.16
FSHRAIul *G *C
0.44 0.55

*LEPSau3A1*1: absence of restriction site; LEPSau3A1%*2: presence of restriction site.
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Table 3
Association analysis performed between IDVGAS]1 alleles or allele groups (short or long)

and fertility status

Comparisons Fertile cows Sub fertile cows x> p
N % N' %

IDVGA*173 x 12 14 3 4 5.82 | 0.01

others alleles 72 86 75 96

IDVGA*177 x 32 38 17 22 5.34 |0.02

others alleles 52 62 61 78

IDVGA*181 x 4 5 10 13 3.67 |0.05

others alleles 80 95 68 87

Long alleles (179-185 bp) 22 26 32 41 4.0 |0.04

Short alleles (173-177 bp) 62 74 46 59

! number of alleles
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Table 4

Association analysis performed between ILSTS002 alleles or allele groups (short or long)

and fertility status

Comparisons Fertile cows Sub fertile cows > p

N' % N' %

ILSTS002*137 x 14 17 30 38 4.61 0.03

others alleles 66 83 48 62

ILSTS002%135 x 26 32 17 22 1.56 0.21

others alleles 54 68 61 78

Longalleles (139-145 bp) 23 29 21 27 0.66 0.79

Short alleles (127-137 bp) 57 71 57 73

! number of alleles; due to amplification problems the total of fertile cows analyzed for this

marker was 40.
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