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RESUMO

POLIMORFISMOS DE DNA NOS GENES DOS RECEPTORES DE ESROGENIO E FSHR
E ASSOCIACAO COM RESPOSTA SUPEROVULATORIA EM BOVINO S

Ana Claudia de Melo ValeriahoMauricio Machaim Franéo

'Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, EEBVIBRAPA Recursos Genético e
Biotecnologia.

Estudos baseados em genes candidatos buscamiodentidlimorfismos e a
prospeccdo de genes candidatos que estdo envolvidoprocesso de ovulagdo sao
ferramentas de importantes quando se pretendemeatar a eficiéncia reprodutiva de
rebanhos e melhorar as respostas das biotécnicasuldiplicacdo animalSendo assim, o
objetivo deste estudo foi sequenciar e detectampolismos em parte do “exon” 10 do gene
do receptor do hormodnio foliculo estimulante (FSH§Bnotipar doadoras de embrides para
um SNP nos genes receptor de estrégeno (ER) e F&hilisar se esses genes podem ser

usados como marcadores moleculares para a respp&ivulatoria em bovinos.

Palavras-chave: Receptor de FSH, receptor de ésimgolimorfismo, gene, bovinos.
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ABSTRACT

DNA POLYMORPHIMS IN RECEPTORS ESTROGEN AND FSHR GENE AND
ASSOCIATION TO SUPEROVULATORY RESPONSE IN BOVINE.

Ana Claudia de Melo ValeriahoMauricio Machaim Franéo

'Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, EEBVIBRAPA Recursos Genético e
Biotecnologia

Candidate gene based studies intend to identifynpaiphisms and to prospect
candidate genes evolved in ovulation process amgorntant tools to increase the cattle
reproduction efficiency and to improve animal babteology response. Thus, the aim of this
study was to sequence and to detect polymorphisrasept in exon 10 from follicle
stimulation hormone receptor (FSHR) gene; to ggmotystrogen receptor gene (ER1) and
FSHR SNPs in embryo donors; and to verify the fil#yi to use these genes as molecular
markers to assess the bovine ovullatory response.

Key-words: FSH receptor, estrogen receptor, polyiisms, gene, bovine.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O constante aumento populacional humano nos obrigamentar a producéo
de alimentos preservando o meio ambiente (Franddes, 2006). Com a necessidade de
preservacdo ambiental, é preciso explorar a praddegdalimentos de uma forma que se
aumente a produtividade em por area utilizada. racatarizacdo fenotipica dos animais, de
forma simplificada, € determinada pela interacé&oeegendtipo e o meio ambiente. Desde a
domesticacado dos bovinos e exploracdo destes anigpaio fonte de alimento e matéria
prima, o ser humano vem selecionando os melhordigidiios para caracteristicas de seu

interesse, concomitantemente a selecéo naturaldA\2006).

O objetivo do melhoramento genético animal € alteganeticamente
populacdes de animais, com intuito de aumentare@iéncia de genes (ou alelos) e de
genotipos desejaveis, com o consequente reflexardagl no mérito fenotipico médio de
caracteristicas destas populacdes que sejam impEstaconomicamente. A mais importante
estratégia que o melhorista possui para alteraulpofies geneticamente é a selegdo, que
significa decidir quais individuos serdo mantidasappais e, desta forma, contribuirdo com
genes para a proxima geracdo. O objetivo genéticeetecdo € aumentar a frequéncia de
alelos com efeitos desejaveis sobre caracterigjeasestejam sendo objeto de um programa
de melhoramento e a consequente diminuicdo da &netgi dos outros alelos menos
desejaveis (Pereira, J.C.C., 2004).

Trabalhos de selecdo por melhoramento classicgeg &®sociado as técnicas
de genética molecular, resultaram em animais nqidolutivo e lucrativo. As técnicas de

reprodugao animal como inseminacéao artificial, pgdain vitro e transferéncia de embrides,

1



clonagem e transgenia sdo ferramentas indiscutergenuteis & pecudria moderna, pois
auxiliam na identificacdo, selecdo e multiplicagd® animais geneticamente superiores
(Franco & Melo, 2006).

2. OBJETIVOS

2.1 - Geral
Verificar se FSHR e ER1 podem ser usados como uhames moleculares

para a resposta superovulatoria em bovinos.

2.2 - Especificos
1) Sequenciar parte do “exon” 10 do gene do recemdida@moénio Foliculo
Estimulante (FSHR);

2) Desenvolver um PCR-RFLP para deteccdo de polinmooSs no gene
FSHR;

3) Genotipar doadoras de embrides de sete racas dwbgara um SNP no

gene ER1 e um no gene FSHR;

4) Associar estes SNPs a resposta superovulatoria.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Consideracdes do ciclo estral da fémea bovina

Em espécies monovulatorias, apenas um foliculo Iécieeado dentre os
recrutados para continuar a crescer e difereneiars foliculo ovulatorio (Ginther et al.,
1996). O entendimento da fisiologia do ciclo esbravino possibilitou que 0 mesmo fosse
manipulado de forma a aumentar a eficiéncia reginclem operacdes pecuarias (Binelli et
al., 2006).

O estrogeno e o FSH atuam em sinergismo no ovaneatando o nimero de
receptores de FSH nas células da granulosa, nedaltam crescimento e maturacgéo folicular
(Ireland and Richards, 1978 apud C.Sundarrajah £999).



O principal estimulo da expressdo génica e dadatidd enzimética da
P450arom é o FSH como ja& demonstrado em rumingi@esiérrez et al. 1997). O
crescimento folicular ocorre em "ondas" em boviremsn o progresso da onda, um foliculo
dominante surge e os foliculos restantes regridenegressao destes foliculos subordinados
ocorre no final do FSH plasmatico transitério, @ dgevaram Silva et al (2006) a hipétese de
que a diminui¢cdo na concentracdo sérica FSH caasasia de foliculos subordinados e que
com o declinio da concentracdo de FSH, pequenasdemfoliculos contém menos estradiol

apos comparacao com foliculo dominante emergente.

Em bovinos, grupos de foliculos iniciam o desenwodnto sincronicamente e
esse fendbmeno é conhecido como ondas de crescinfefibmlar e os intervalos
interovulatorios apresentam 2 ou 3 ondas folicsléfégueiredo et al., 1997) e o aumento das
concentracdes plasmaticas de FSH constitui 0 elstimecessario para o recrutamento e
emergéncia da onda folicular (Adams et al., 19%&%ceptores de FSH (FSHR) foram
detectados em foliculos primarios bovinos e o adonea crescimento folicular pré-antral foi
observado apds adicdo de FSH ao meio de cultugariedo o papel de coadjuvante para o
FSH no controle do estagio pré-antral (Gutierrez abt 2000). A fase antral do
desenvolvimento folicular é dependente das gonafilvdis, que induzem o recrutamento e o
crescimento sincronizado de foliculos antrais emhasrfoliculares (Fortune et al., 2001). O
foliculo selecionado é conhecido como foliculo duenite e suprime ativamente o

crescimento dos subordinados pela secrecéao déiestanibina (Ginther et al., 1996).

A dinamica folicular pode ser dividida em trés ggig, sendo eles,
recrutamento, selecdo e dominancia folicular, predando quatro estadgios de acordo com a
atividade hormonal predominante: gonadotrofina peselente, FSH dependente, FSH-LH
dependente e LH dependente (Ginther et al.; 199&upressao seletiva de gonadotrofinas
endogenas com uso de agonista de GnRH constituilelmanteressante para avaliagdo dos
requerimentos de FSH e LH para o desenvolvimeritoufar antral de bovino. Foliculos
antrais bovinos cresceram até o diametro de 4maus@ncia de FSH e LH, indicando que as
fases pré-antral e antral inicial contam fundaniergate com o aporte de estimuladores
locais. Ja o crescimento entre 4 e 8mm mostrowgertlente do FSH e independente do LH,
enquanto que foliculos maiores que 9mm so forarerehdos na presenca de LH endogeno
ou FSH exégeno (Gong et al.,, 1996). Segundo Burdtinior (2007) os foliculos sao

considerados dependentes de FSH até a ocorrénd@rdaancia.



Protocolos hormonais que controlam o desenvolviméaiicular e a funcéo
ltea permitem inseminacdo artificial em moment@-geterminado, superestimulacao
ovariana e sincronizacdo de receptoras para trénsfa de embrido, potencializando a
eficiéncia reprodutiva (Buratini Janior, J., 200@)controle do crescimento folicular depende
de uma série de fatores de crescimento folicularajuam tanto em nivel ovariano quanto em

nivel hipofisario (Hsu et al., 1987).

Para a manipulacéo do ciclo estral bovino sao coenterutilizadas estratégias
farmacoldgicas. Tais estratégias consistem em qolie de tratamentos hormonais,
aplicados em uma seqiiéncia pré-definida, visandowmais efeitos especificos, como por
exemplo, controlar o recrutamento, a selecao, $aQ&a ou a atresia folicular (Binelli et al,
2006). Objetiva-se com o controle da selecéo flaicaumentar o nimero de foliculos a
continuar o crescimento e, potencialmente, a ovetaruma mesma onda. Para tanto, é
necessario que se supra o animal com algum compostoatividade foliculo-estimulante,
uma vez que as concentracdes endogenas de FSimhiseniamitantes entre o recrutamento e

a selecao de foliculos em uma determinada ondanid@ al., 1993).

Para o uso de farmacos e controle do ciclo estrad-de primeiro entender que
as gonadotrofinas chegam aos ovarios pela corsanguinea, especificamente aos foliculos,
onde principalmente o FSH estimula o desenvolvimetgsses foliculos. Com isto, os
foliculos iniciardo a producédo de estrégeno, edtindo os centros controladores da onda
pré-ovulatoria, além de um efeito positivo na sgioede gonadotrofinas na hipéfise. Com o
desenvolvimento dos foliculos ocorre 0 aumentomusis de estradiol na circulagcédo, o que
provoca a reducdo do FSH para niveis basais atdesdeedback negativo (Fortune et al.,
2004).

3.2 - Transferéncia de embrides

As tecnologias de transferéncia de embribes em nbevitém sido
desenvolvidas como um meio de acelerar a selegaétige. A transferéncia de embrides
pode ser usada para aumentar a intensidade eisdpréa selecao, e também permite que os
embrides sejam analisados para a presenca de aspmxificos desejaveis antes da

transferéncia (Hansen & Block, 2004).



Um dos principais aspectos negativos dos programamerciais de
transferéncia de embrides continua sendo a grasma@biidade de resposta das doadoras ao

tratamento superovulatorio com gonadotrofinas (Mescet al., 2008).

Jardina et al. (2007) avaliaram os resultados de ddetas de embrides
realizadas no ano de 2005, com o objetivo de avalidoadora e a estagdo do ano na
producdo de embrides em vacas holandesas. As estapdano foram divididas em: 1
(Janeiro, fevereiro e marco, n=56); 2 (abril, maigunho n=37); 3 (julho, agosto e setembro
n=50) e 4 (outubro, novembro e dezembro n=52)dEt@ctado efeito de doadora em todas as
variaveis (p<0,01), mostrando a importancia dacéelelas doadoras. O numero de embrides
viaveis coletados (1 : 3,7 £ 0,5; 2: 2,4 + 0,553 + 0,9; 4: 4,4 + 0,7; p=0,001).Quanto ao
namero de estruturas coletadas por doadora (lastaéi7 + 0,8 e ndo-lactantes: 4,4 + 0,5;
P<0,01). Estes dados mostram que o numero de ershbridveis teve influéncia da escolha

da doadora e influéncia da estagéao do ano.

Alvarez et al. (2006) fizeram um trabalho com 72asmCaracu e estas foram
divididas em dois grupos de 36 animais cada, squndm grupo | recebeu 400 Ul de Pluset e
o grupo Il 300 mg de Foltropin. Foi observado pedagores que 16 vacas (22%) nao
responderam a superovulagao, sendo 7 (19,4%) g dre 9 (25,0%) do grupo Il. Para os
demais animais ndo houve diferenga significativandmero de ovulagdo entre os dois

grupos.

Oliveira et al.(1994) utilizando FSH relataram atevigdo de 3,2 zigotos
transferiveis por vaca, enquanto Roberts et al4)jl@8tiveram 5,2 e Agarwal et al.(1993)

somente um embrido transferivel por vaca.

Estudos mostram também diferenca na resposta swupe@ia entreBos
taurus indicuse Bos taurus tauryssendo que Bos taurus indicupode requerer menos FSH
que oBos taurus taurupara a resposta a superovulacdo. Contudo, dosesreésede FSH
suino purificado (pFSH, Foltropin, Vetrepharm) caproximadamente 80% menos de LH
nao diminuiu a reposta superovulatéria de 15 nasiios taurusque produziram 9,37 e 9,60
embrides transferiveis, depois do uso de 200 e m@gO de pFSH, respectivamente.
Experimentos usando concentracdes decrescenteSHI€300, 200 e 100 mg, Foltropin) e
comparando simultaneamente a resposta de dod8osasurusversus doadoraBos indicus
sdo atualmente o melhor caminho para testar adspd@te que o gado Zebu é mais responsivo
ao tratamento com FSH do que gado Europeu. (Ba%rodogueira, 2001). Trabalho
previamente realizados por Kulick et al (1999) Buos taurus taurus concluiram que os

5



padrbes de FSH apresentaram declinio apds a diaagtlicular ao contrario do relatado
emBostaurusindicuspor Castilho et al. (2007) onde houve elevac¢éas nieeis do FSH.

Em experimento realizado por Santiago et al. (2@@2a verificar a resposta
superovulatéria de novilhas nelores em confinamdratadas com doses diferentes de FSH,
nao conseguiram observar diferenca significativeeens tratamentos. Indicando que o
tratamento com FSH (250 Ul ) que produziu em mddié embrides viaveis por doadora foi
tdo eficaz quanto o tratamento com FSH (500 Ul) progluziu 3,15 embrides viaveis por

doadora na média.

B6 et al. (2003) disseram que o crescimento doulols ovarianos e a
dominancia foi similar nos bovinoBos indicusversusBos taurus contudo, o diametro
maximo do foliculo dominante (10-12 mm) e do CL-fII7 mm) parece ser menor nos
bovinosBos indicusque nos bovinoBos taurus(14—-20 mm e 20-30 mm) respectivamente.
O contetudo de progesterona no CL foi inferior Bos indicusversusBos taurus talvez
devido a baixa resposta ao estrogénio, menor pcbHlpré-ovulatorio e outras diferencas
endocrinas (Randel, 1984). Estas diferencas podsrmilouir para as diferencas no numero
de foliculos e/ou maior sensibilidade dos boviBos indicusao tratamento de FSH usado

nos tratamentos de superovulacao (Barros e Nog€ied ).

3.3 — O gene FSHR (receptor do horménio foliculdiprulante)

O FSHR esta localizado no cromossomo 11 e é corktitde 2.375pb
(genbank NM_174061). O FSHR possui trés regifeslaainio, sendo elas: o dominio
extracelular, uma regido transmembrana e o donritracelular. Este receptor consiste de 10
exons e nove introns. Os exons de 1 a 9 codificamnuinio extracelular, enquanto a parte C-
terminal do dominio extracelular, o dominio da sraembrana e o dominio intracelular sdo

codificadas pelo exon 10 (Simoni et al, 2002).

A acdo FSH é dependente da ligacdo a receptorabzbmos na membrana
citoplasmatica que pertencem a familia dos receptacoplados a proteina de ligacdo ao
nucleotideo guanina (proteina G). Uma caractegisiimportante dos receptores das
gonadotrofinas € a presenca de uma extensa regracedular. Apos ligacdo com o agonista,
0S receptores das gonadotrofinas ativam a prot€ina qual, por sua vez, estimula a
adenilciclase, determinando um aumento do AMP adcl{AMPc) intracitoplasmatico
(Segaloff ,1993).



O FSH que se liga a receptores especificos pararmadmio localizados na
superficie da membrana plasmatica das célulasrasagbnadas (Thibault et al., 1993). De
acordo com Stabenfeldt & Edqvist (1996) a princiipaicdo do FSH na fémea € promover o

crescimento dos foliculos, atuando nas célulagalaugpsa.

O FSH desempenha um papel crucial no crescimehtulr (C.Sundarrajan
et al, 1999). O desenvolvimento folicular é depatelalas gonadotrofinas, que induzem o
recrutamento e o crescimento sincronizado de folcantrais em ondas foliculares. O
aumento das concentracdes plasmaticas de FSH toorstiestimulo necessario para o

recrutamento e emergéncia da onda folicular (Feratral., 2001; Buratini Jr, 2007).

Héa evidéncias em ovelhas, vacas e porcas que oqueneodifica o receptor
para FSH (FSH-R) ndo € expresso antes que o foliatihja os graus 2 e 3 de
desenvolvimento folicular (Tisdall et al., 199B)n ruminantes domésticos ha evidéncias que
foliculos dos graus 4 e 5 tém receptores funciopaia FSH e LH nas células da granulosa e
células da teca, espectivamente, e que em ovelises foliculos sdo capazes de sintetizar

progestagenos, andrégenos e estrogenos in vitran(¥ual., 1996).

Alguns trabalhos, em humanos, j& mostraram que dlim@fismos na
sequéncia do DNA do gene gque codifica para o recafsi hormdnio foliculo estimulante
(FSHR) e que estes podem estar relacionados a diguitipo importante (Simoni et al.,
1997). A interacéo entre o FSH e seu receptorijéstabelecida por cristalografia (Fan et al.,
2005), o que permitiu uma resolucdo das interadigeste-receptor ao nivel molecular.
Também foi demonstrado a importancia de certaesglo dominio extracelular da proteina
FSHR para ligacdo ao horménio e geracdo de cAMMdKet al., 2004). de Castro e
colaboradores (2004) estudando a eficacia do teateomcom FSH e polimorfismos em
alguns genes importantes envolvidos no mecanisnagdfe do horménio, concluiram que um
pequeno conjunto de genes controla a resposta ldeRFShumanos; e que um modelo com
poucos genes incluindo um padrdo de genétipos éispscdos genes FSHR, ESR1 e ESR2
pode parcialmente explicar uma pobre respostaatantento com FSH.

Segundo C.Sundarrajan (1999), mulheres que sé&o edgla®m a algum
protocolo de estimulacao folicular apresentam difea significativa entre elas. Em mulheres,
marcadores moleculares tém sido estudados e posppsra prognosticar o resultado de
controle de estimulagdo ovariana (de Castro et2@03). Apesar de varios trabalhos

mostrando as implicacdes de variantes alélicaseme go FSHR e em outros genes, para a



resposta a tratamentos com FSH em humanos, poucmbece sobre esses mecanismos em

bovinos.

3.4 — O gene ER1 (Receptor do Estrogeno 1)

O gene ER1 bovino possui uma sequéncia de 285&amBank AY340597).
Este gene é composto dos exons A, B, C (5’ — UT&®xon C do gene ER1 no bovino é
constituido por uma seqiéncia de 321bp (GenBank64A¥86). A transcricdo A/G esta na
posicdo 151 na regido promotora do exon C (Szedavierzchowski, 2004). A regiao C foi
conservada entre as espécies e € responsaveligadaol especifica junto ao estrogeno e

contribui ainda para a dimerizagéo e transativiGiieen & Chambon, 1987).

Duas isoformas da proteina receptora para o eswoffgam encontradas e
caracterizadas em varias espécies, (White et387)1o ER1 e o ER2, sendo que ambos os
genes sao expressos no ovario. Estudos estrumalSR demonstraram que o dominio
especifico do DNA do ER2 e do ER1 sdo extremamleatedlogos em aproximadamente
96% e o dominio especifico ligante demonstrou ap&® de homologia. O ER1 pode
formar heterodimero com o ER2 expressando juntdudacalvo, ambas isoformas (Ogawa et
al., 1998).

ER1 e o ER2 demonstraram que a sinalizagcédo ergaopgaando o estradiol
estava ativado. O estradiol ligados ao ER1 indazitansativacéo e, junto ao ER2, inibiu a
transativacdo. Conclui-se entéo que estas duasnsa$ sinalizam em diferentes caminhos,
dependendo do ligante e do elemento resposta, isdgeque os ER1 e ER2 podem ter

diferentes papéis na expressao genética (Paeth¥).

O estrégeno é um horménio esterdide que tem prokiedeitos no sistema
reprodutivo de ambos os sexos (Enmark et al., 1997@strogeno regula o metabolismo
celular em varios tecidos, desempenhando um pappbrtante no desenvolvimento,
crescimento e diferenciacdo das caracteristicasagegecundarias femininas, na reproducao
e no metabolismo celular (Korach, 1994). O ER1esdpminantemente expresso em tecidos
especificos, como a mama, Utero e vagina, estamdolv@o na regulacdo da reproducédo
(Enmark & Gustafsson, 1999). Estudos com camundoikgock-out para o gene ER1 em
foliculos e corpos hemorragicos ovarianos mostragam animais de ambos 0s sexos eram
inférteis, concluindo que o gene tem um papel ingme na fertilidade (Sundarrajan et al.,
1999). Wu et al. (2006) determinaram que o geneeERsuinos é um dos principais genes
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que afetam o tamanho da leitegada, sem qualqueslapiio negativa para o crescimento e a
caracteristica fenotipica da carcaga.

O estradiol é sintetizado em células da granulopartr de andrégenos das
células da teca, por reacdes de enzimas cataleadiiller, 1998). A androstenediona, nos
bovinos, é o substrato que € convertido em estatna@és da P450 aromatase (P450arom).
Estrona é entdo convertido em estradiol pela endiffihidroxiesterdide desidrogenase. A
concentracdo de estradiol em pequenos foliculosaiansdo modestas em relacdo a
concentracdo dos foliculos em crescimento (Sntitd.e1996). O pico da concentracédo de
estradiol folicular geralmente é obtido duranteasefde crescimento do foliculo dominante,
concentracdo de estradiol diminui consideravelmgo#ndo o foliculo atinge o seu maximo
de diametro (Price et al.,, 1995). A perda de caaaa de sintetizar estradiol € um dos

primeiros sinais de atresia folicular ou regregs@band e Roche., 1983).

O estrégeno, por ser um horménio esterdide, passeptor nuclear (ER1 e
ER2) e Glidewell-Kenney et al (2008) mostrou quERI se move para o nucleo, e induz a
transcricdo de genes alvo diretamente pelo elendmtoesposta do estrogénio em regides
reguladoras de DNA. Tornou-se cada vez mais recishh@ue o ER1 também manda sinais
através de caminhos independentes aos elementsplesta ao estrogeno. Estes incluem

interacdes proteina-proteina para modular a atieidie outros fatores de transcri¢ao.

O estrégeno tem uma fungdo importante no crescorent reproducao suina.
Um polimorfismo Pvu Il tem demonstrado ser uma irtgoie variagcdo genética no gene
receptor do estrogénio (Santana et al., 2006).ur@&trajan et al (1999) concluiram que o
polimorfismo Pvu Il poderia estar alterando a éficia dos receptores de estrogeno mediante
as funcbes do estrogeno, afetando o desenvolvinoentoescimento folicular. O tamanho do

foliculo dominante é influenciado pela concentrac&oulante de estradiol (Sartori et al.,
2004).

3.5 - Marcadores Moleculares

7

Marcador molecular € um polimorfismo molecular (DRFoteina) que
influencia diretamente uma determinada caractesistienotipica ou estd associado

fisicamente a regido que influencia a caractedgfcanco & Melo, 2006).

A selecdo de animais entrou em nova fase na qualabacdo fenotipica

passou a contar com o auxilio da avaliagdo genbédusanimais, pelo uso de ferramentas da
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genética molecular. O uso do auxilio de marcadgeegticos, sdo partes integrantes da atual
tecnologia que estd a disposicdo da selecdo an{@wlprincipais marcadores genéticos
descritos sdo: as insercoes e delecdes, os pabmod de base unica (SNP) e as regifes
repetitivas. Quando estdo localizados em regiddficantes dos genes, os polimorfismos
podem levar a alteracdo no aminoacido da sequ@neiéica, nesse caso sdo chamados de
polimorfismo “ndo sinbnimo”, o que pode determirdiferencas na funcdo protéica e

consequente variacao fenotipica (Curi, 2004).

Através dos marcadores genéticos, certas expregedem ser identificadas e
os individuos podem ser diferenciados. Um desgess tide marcadores genéticos é
representado pelo RFLP (Polimorfismo no comprimefds fragmentos de restricdo). Na
restricdo utilizando o PCR-RFLP apenas o segmentbMIA que abriga o sitio polimérfico
de restricdo é amplificado para posterior analid@no resultado, apos a clivagem com a
enzima de restricdo apropriada, um numero limideldragmentos sdo obtidos, que podem
ser facilmente discriminados de acordo com o tama@Ghprimeiro passo para a analise de
PCR-RFLP é a amplificacdo do segmento do genegiiéseia de DNA, em que se encontra
o sitio polimérfico de restricdo. A partir do pradua PCR, faz-se a digestdo com a enzima

de restricao e assim identificamos as diferencestestes (Regitano, 2001).

Em programas de selecéo animal, o uso de marcaduiesulares auxilia a
selecdo classica e a selecdo por observacdo. kagfib de marcadores moleculares
associado ao uso de selecdo classica do rebanh@aem vantagem a precocidade de
avaliacdo dos animais para caracteristicas espeEs;ijpois 0 uso de analise de DNA permite

analisar os animais apds o nascimento, agilizassionea sele¢do genética animal.

O uso dos marcadores permite a selecdo de repredué doadoras que
possuem as melhores caracteristicas. Marcadorescuferes vém sendo identificados e
usados auxiliando na selecdo do rebanho. EssesOhimsnestdo ligados a diversas vias
metabdlicas, como por exemplo, deposicado de goslureutanea e crescimento. A tabela 1
mostra alguns dos marcadores moleculares que ssté@lm estudados nas espécies bovina,

ovina e suina.
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Tabela 1 — Marcadores moleculares em bovinos, evenguinos

Espécie Autor Gene Funcao

Bovino Buchanan et al. (2002) LEP Associado a gardia carne

Ovino Melo et al. (2008) GDF-9  Associado a fertlitg

Suino Zhang et al. (2006) ER Tamanho da leitegada

Suino Franco et al. (2005) GHRH  Associado ao ganmédio diario e
esperado para espessura de gordura em
Landrace
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CAPITULO 2

POLIMORFISMOS DE DNA NOS GENES DOS RECEPTORES DE ESROGENIO E
FSHR E ASSOCIACAO COM RESPOSTA SUPEROVULATORIA EM BOVINOS

1.RESUMO

Ana Claudia de Melo ValeriahoMauricio Machaim Franéo

YFaculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, EEFRVIBRAPA Recursos Genético e
Biotecnologia.

Amostras de sangue de 453 doadoras de embridesagas/ (holandés, jersey,
nelore, senepol, sem raca definida e tabapud) fatdiradas para o estudo. Apos a extracao
de DNA as amostras foram avaliadas em gel de ag&,8%6, quantificadas e padronizadas
em 100ng/ml. Para prospeccdo de SNPs no gene FBHbaudeprimersespecificos foram
desenhados para amplificacdo de parte do éxon d@mpliconsde dez animais de quatro
racas (nelore, simental, holandés e Jersey), ddpamirificados com o kitenClean lI(Bio
101 Systemsforam sequenciados pelo métododieoxiem sequenciador automatico ABI
3130 x| @Applied Biosystein As sequéncias obtidas foram analisadas pelograras
Chromase DNAMAN verséao 4.0, tendo como referéncia a segi@édepositada nGenBank
(NM_174061). Onde foi encontrado o polimorfismo gquendo ha a troca de C/G gera um
aminoacido diferente (ACC — treonina e AGC serieajdo foi desenvolvido, com a enzima
Alu I, um PCR-RFLP para a genotipagem de todosnmas. Os produtos gerados pela
digestdo foram submetidos a eletroforese horizartalgel de agarose 2,0% e genotipados
como CC, CG e GG. Para a genotipagem do gene oeceptestrogeno 1 (ER1) foram
utilizados um par de primers descrito na literafpoa Szreder & Zwierzchowski (2004) e
enzima de restricdo usada para PCR-RFLP foi a Bgb$ produtos gerados pela digestao

foram submetidos a eletroforese horizontal em gedghrose 2,0% e entdo genotipados como
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AA, AG e GG conforme tamanho dos fragmentos. Padisar as frequéncias genotipicas
dos genes FSHR e ER1 foi usado o calculo do eqoiltte Hardy-WeinbergQuando foi
avaliada toda a populacdo encontrou-se diferengagddibrio (A=0,0049 e~=0,0001) para
os genes FSHR e ER1, respectivamente. Dentro das, nado foram encontradas diferencas
significativas para as frequéncias genotipicas gom®s FSHR e ER1. Quando foi feita a
comparacao entr®os taurus indicusx Bos taurus taurysencontrou-se uma diferenca
significativa para as freqtiéncias genotipicas pandos os genes FSHR (4,04e-07) e ER1
(4,31e-07). No entanto, ndo houve associacdo daosts a SOV aos polimorfismos

estudados.

Palavras-chave: Receptor de FSH, receptor de ésimgolimorfismo, genes, bovinos.

DNA POLYMORPHIMS IN RECEPTORS ESTROGEN AND FSHR GENE AND
ASSOCIATION TO SUPEROVULATORY RESPONSE IN BOVINE.

2. ABSTRACT

Ana Claudia de Melo ValeriahoMauricio Machaim Franéo

'Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, EEBVIBRAPA Recursos Genético e
Biotecnologia

Blood samples from 453 embryo donors belong to ekdbr(Dutch, Jersey, Nelore,
Senepol, no defined breed and Tabapud) were ustniksistudy. After DNA extraction, the
samples were assess on 0,8% agarose gel, quaatiftestandardize to 100ng/mL. A specific
primer pair was designed to FSHR SNPs prospecticexan 10. The amplicons from 10
animals of 4 breed (Nelore, Simental, Duch, andelgrwere purified by using GenCleanll
kit (Bio101 Systems) and sequenced at ABI 3130xiiad Biosystems). The gene sequence
was analyzed by using Chromas and DNAMAN 4.0 saiwand NM_174061 as reference
sequence. A C/G (ACC: threonine / AGC: serine) payphism was found and a genotyping
RFLP-Alu | method was developed. The Alu | digestiproducts were submitted to
horizontal electrophoresis on 2% agarose gel anmé wenotyped as CC, CG, and GG. To
ER1 genotyping were used primers described by 8rzr&dZwinerzchowsk (2004). The
amplicons were used to Bgl | -RFLP and the digespimducts were submitted to horizontal

electrophoresis on 2% gel and genotyped as AA, &@, GG. Hardy-Weinberg equilibrium
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was used to analyze FSHR and ER genotypic freqgegné equilibrium difference was
observed when all population was analyzed (P= ®094d P= 0,0001 to FSHR and ER1
respectively) . It was not observed FSHR and ERguencies significant differences among
individuals belong to same breeds. A FSHR and ERfotype frequency significant
difference was observed betweBos taurus indicux Bos taurus taurusHowever, the

polymorphisms studied was not associated to SOhbrese.

Palavras-chave: FSH receptor, estrogen receptlympgphism, gene, embryo donors.

3. INTRODUCAO

A prospeccéo e o estudo de genes candidatos dieeastolvidos no processo
de ovulacdo sao ferramentas de importantes quamdwetende incrementar a eficiéncia
reprodutiva de rebanhos e melhorar as respostasiatésnicas de multiplicacdo animéls
estudos baseados em genes candidatos buscamicdenpiblimorfismos diretamente nas
regides codificantes de um dado gene alvo ou nesexitos regulatérios flanqueadores
dessas regides (Almeida, 2003). Pereira, J.C.C5§2@@menta que o principal objetivo de
projetos de mapeamento genéticos em animais éalizlgdo de genes envolvidos com a
variacdo genética em fendtipos economicamente tapes, que possam ser diagnosticados

por meio de marcadores gendémicos.

Para o desenvolvimento do trabalho amostras deusadg doadoras de
embrides de 7 racas diferentes foram coletadagoAdoras sao de sete regides do Brasil, de
onde foram enviados dados de coleta de embridesepean feitas as analises, onde se associa

dados de coleta e polimorfismos dos genes FSHRle ER

A constituigcdo de um banco de DNA de doadoras d&iées permite a busca
por variantes génicas que possam levar a melhasare@spostas as técnicas de reproducéo
assistida, no caso deste trabalho, que melhor mdspo a superovulagdo (SOV). Com isso
pode-se almejar um incremento no numero de embri@exiuzidos por animal,
consequentemente otimizando o uso da fémea, itamglo a multiplicacdo de animais de

alto mérito genético e paralelamente otimizandous$os de producdo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 — Material biolégico

Amostras de sangue periférico de 453 doadoras tei@ s de 7 racas sendo
elas gir, holandés (HOL), jersey (JER), nelore (NE$tnepol (SEN), sem raca definida
(SRD), tabapua (TAB), que foram coletadas com agaltubos contendo anticoagulante. As
racas senepol e tabapua foram consideradas aparascalculos de frequéncia alélica e
genotipica, pois ndo foram fornecidos os dadosoti#acdessas doadoras. As amostras vieram
de 7 regibes do Brasil (Distrito Federal, GoiastdM@rosso, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio
Grande do Sul e Tocantins) conforme Tabela 2 exfdaanecidas por laboratérios que fazem
parte da Associacdo dos Laboratérios de Producaatim de Embrides (ANPIVE). As
coletas foram feitas por operadores de excelénoia, ampla experiéncia em protocolos de

transferéncia e coleta de embrides.

Nas Tabelas 15, 16 e 17 foram considerados os engue possuiam os dados

de genatipo e producédo de estruturas.

Tabela 2 - Origem dos animais por raca.

LOCALIDADE GIR HOL JER NER SEN SRD TAB
Brasilia 59 41
Goias 51 26
Mato Grosso 43 48
Minas Gerais 31
Séo Paulo 67 31 17
Rio Grande do Sul 3
Tocantins 28

4.2 — Extracdo do DNA
Apéds o recebimento das amostras de sangue, o DN&xfraido de acordo

com um protocolo de Salting Out descrito por Bietsal. (2002), conforme descrito a seguir:

4.2.1 - Lise celular:

800 microlitros () de solucéo de lise celular (10mM tris-HCI, 10 n@l, 10
mM MgCI2, 1,5% triton) foram colocados em microtul®m 2ml com 60Qul de sangue total.
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O microtubo foi invertido varias vezes para homaegescao da suspensao, e entdo incubando
em temperatura ambiente. Apds 5 minutos, a suspdos&entrifugada por 30 segundos a
13000 rpm, o sobrenadante foi descartado, e agppiesto foi acrescentado 1 ml da mesma
solucéo de lise celular. A suspenséao foi homogadeiatravés do uso de voértex por alguns
segundos e depois centrifugada por 30 segundoBCD ¥Pm. Repetiu-se o procedimento de
lavagem do precipitado até que o mesmo estivesgedid, aparentando coloragdo branca.

Apos as lavagens, o precipitado foi homogeneizade@tex por alguns segundos.

4.2.2 - Lise nuclear e precipitacdo das proteinas:

Para a lise nuclear, foram acrescentados |800e solucdo de lise nuclear
(50mM tris-HCI , 25 mM EDTA, 400mM NacCl, 1,0% SD&) pellet de nucleo e esta foi
incubada durante 1 hora em “banho-maria” a 60°GisAp incubacdo, os microtubos foram
retirados do “banho Maria” e, sobre a suspensdanfoadicionados 20Ql de Cloreto de
Sadio (NaCl) saturado (6M) (solucéo de precipitac@osuspensao foi homogeneizada em
vortex por 30 segundos e incubada em gelo por Jutosn Apds estes procedimentos a
suspensao foi centrifugada por 6 minutos e o salaerte transferido para um novo

microtubo.

4.2.3 - Precipitagdo do DNA:
600 ul de isopropanol gelado (-20°C) foram colocadoseabsobrenadante. A
suspensao foi invertida véarias vezes e ap0s midzivisualizacdo do DNA precipitando, os

microtubos foram colocados em freezer a -20°Crogbt.

4.2.4 — Rehidratagéo do DNA:

Apds a precipitacdo do DNA, os microtubos foramtiiigados por 16
minutos a 13000 rpm, o sobrenadante foi descagaal®NA precipitado foi lavado com 1
ml de etanol 70% através de centrifugacdo por futogna 13000 rpm. Apds o descarte do
etanol por inversdo, o precipitado seco de DNAré&uiratado com 20@l de TE (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA), homogeneizado em vortex eubados em banho-maria a 50°C, por

30 minutos.
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4.2.5 - Avaliacdo da qualidade do DNA

AplOs a extracdo, o DNA de cada amostra foi submeéideletroforese
horizontal em gel de agarose (0,8% em tampdo TBK)0,0 gel foi impregnado com
brometo de etideo (10mg/mL) para a avaliagdo dadquie (Figura 1). Apos a eletroforese, o
gel foi visualizado em luz ultravioleta e fotogrddaem sistema fotodocumentador Eagle eye
(Biorad).

1 2 3 4 5 6

DNA gendmico B

Figura 1 - Gel de agarose 0,8% com amostras de B&h®mico de 7 colunas com animais
da raca nelore, mostrando a boa qualidade do rala¢etraido.

4.2.6 - Quantificacdo do DNA
Apés a avaliacdo da qualidade, as amostras de RNf quantificadas por
espectrofotometro (NanoDropTM 1000 Spectrophotorpete

Apos a avaliacdo da qualidade e quantificacdo,st@aamostras de DNA

foram diluidas para a concentracao final dentfjoL e congeladas em freezer 280

4.3 - PCR para o gene FSHR e prospeccéo de SNPs

Um par de primers especificos foram desenhados aborhtério de
Reproducdo Animal da Embrapa Recursos GenéticosotcBologia para amplificar e
sequenciar parte do éxon 10 do gene FSHR que cadgiéfirte dos dominios transmembrana,
dominio C-terminal da proteina, além de parte déoe3’ UTR do gene. Para a otimizacdo
dos primers e prospeccédo de SNPs, foram usadasrasndes DNA de dez fémeas de 4 racas
(nelore, simental, holandés e jersey) que aprasentaistérico de alta e baixa respostas a

protocolos de superovulagao.
As sequéncias dos primers sao as seguintes:
Forward: 5’ ACTCACATCTACCTCACG 3
ReverseS'GTAAGTGGAAGTGCTCTC3

Esse par de primer amplifica um fragmento de 537pl® corresponde a
posicdo 796 do exon 10 e vai até o cédon TA@rider forward se alinha na posi¢cdo 796 e
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vai até a posicdo 813 do exon 10 eewversena posicado 1315 até 1332 do exon 10 do gene
FSHR.

A otimizacdo da PCR para o gene do receptor de FSBHR), foi
desenvolvida no mesmo laboratério onde foram desshos primers. As condicbes de

otimizagdo estéo descritas na tabela 3.

Tabela 3 — Condi¢cbes para a otimizacdo da ampjdicalo gene FSHR.

N° do DNA Taq MgCh dNTP primer Tampdo Agua V?ilnuarre
tubo U mM mM pmoles X ul ul
1 100 1 1 0,4 5 1 15,8 20
2 100 1 1,5 0,4 5 1 15,6 20
3 100 1 2,0 0,4 5 1 154 20
4 100 1 2,5 0,4 5 1 15,2 20
5 100 1 3,0 0,4 5 1 15,0 20

As condi¢cbes de reacdo que melhor amplificou enfousadas para a PCR
foram as seguintes: Tampéao da enzima 1X (InvitrtpgemM de MgCJ, 0,4 mM de dNTPs,
5 pmoles de cadarimer, 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 100 ng DOBIA
gendmico, em volume final de 20 As reac¢0es foram realizadas em termocicladoCRT0
MJ Research e consistiram de uma incubacao inicial de 94°C Pominutos para
desnaturacao inicial e 35 ciclos de: 94°C por 4usdos; 52°C por 45 segundos; 72°C por 1
minuto. Apos a ciclagem, o amplificado foi submetaduma etapa de extensao final de 72°C
por 10 minutos e incubado a 4°C.

Apés a amplificacdo, ommplicons dos 10 animais foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose (2% eild 05X) impregnado com brometo de
etidio (10mg/mL) para posterior purificacdo dogfmn@ntos com o kiGenCleanll (Bio 101
Systems Os produtos purificados foram submetidos ao eecjamento pelo método de
dideoxi em sequenciador automatico ABI 3130Agplied Biosystein Foram realizadas duas
reacdes de sequenciamento para cada amostra de WiNZgndo os mesmogrimers que
amplificaram os fragmentos. As sequéncias obtidaani analisadas pelos programas

Chromas e DNAMAN verséao 4.0, tendo como referéacseqiéncia abaixo depositada no
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GenBank (ACC). Em destaque o cdédon onde foi enadato polimorfismo que quando ha a
troca de C/G gera um aminoécido diferente (ACertina e AGC serina).

“actcacatctacctcacggtgaggaaccccaacatcacatccttgfatagcaagatagccaagegceat
ggccatgctcatcttcaccgacttcctetgcatggcaccceatctdgitctitctctgectccctcaaggtgeccctecatcactgtgte
caagtcaaagatcctcctggtcctgttctaccccatcaactcctglzgmraa:ctctatgcc‘a)éttcaccaagaacttccgcaggg
atttcttcattctgctgagcaagtttggctgctatgaagtgcaagccc&gaggtcacatccactgcccacaactttcat
ccaaggaacggccactgccccccagctcccagggttactaatggtémeaaicttatccccctaagacatttagccaagaactaa
aacacaatgtacaaatgtttctgagtgttgaatgacagataagttitigagtaatatgccatggaagagctgacagagcacttcca

cttac’.

B #vd (GenBank - CC
h el 1-C

4 1-CG
o 2-CC
o 1-CG
d 2-CC
¥ 1-CG
4 3-CG
g 3-GG
d 1-CG
d 2-CC
4 1-CG
o 2-CG
d 3-CG
o4 1-CG
o 1-CG
d 7-CC
d 3-CG

:agaaa cto: CONSENSO
Figura 2 - Alinhamento das sequéncias usando agameyDNAMAN. A primeira representa
uma sequéncia depositada no GenBank e as outrasesis que foram sequenciados e seus
respectivos genotipos (Simental — 1; Jersey — Ryre- 3)

Apods avaliar a qualidade, analisando o cromatognaeh@ programa Chromas
e o0 alinhamento das sequéncias no programa DNAMi#idando uma sequéncia referéncia
do GenBank(NM_174061) como mostra a Figura 2, foi desendavho laboratorio um

PCR-RFLP para a genotipagem de todos os animaisaanzima Alu |.

4.4 - Genotipagem para o FSHR (PCR-RFLP)
Para genotipagem do gene FSHR foi usada digestA@a@nzima de restricao
Alu I.

O sitio de restricdo da enzima Alu | é mostraddigara 3. Para a digestao

com a enzima Alu |, foi utilizado o tampéo Reaginvitrogen) 1X e 5 U da enzima foram
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adicionados ao produto final da PCR. O volume foalreacdo foi completado para @5

com agua Milli Q, e incubado em banho-maria a 33V€rnight

5 AGCT 3 Ayl 5 AGlCT 3
LU,

3. TCGA 5 3 TC TGA 5’

Figura 3 — Sitio de restricao da enzima Alu |

Os produtos gerados pela digestdo foram submedigistroforese horizontal
em gel de agarose 2,0% em tampao TBE 0,5X) comdimde etidio (10mg/mL de gel) para
a genotipagem. Apoés a eletroforese, o gel foi Vizado em luz ultravioleta e fotografado em
sistema fotodocumentad&agle eye Biorad) e entdo as amostras foram genotipadas como
CC (1), CG (2) e GG (3), conforme tamanho dos frexgpos descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Tamanho dos fragmentos esperados agesah com a enzima de restricao Alu 1.

1 (CC) 2 (CG) 3 (GG)
376 pb 376 pb ---

- -- 326 pb 326 pb
139 pb 139 pb 139 pb
--- 50 pb 50 pb
22 pb 22 pb 22 pb

4.5 — PCR para o gene do receptor de estrégenoR1{E
Para a otimizacdo da genotipagem do gene do reaptestrogeno (ER1), foi
utilizado um par de primers descrito por Szredetvéierzchowski (2004), com as seguintes

sequéncias:

Forward 5TTTGGTTAACGAGGTGGAG3’

Reverse5 TGTGACACAGGTGGTTTTTC3

Para a otimizacdo da PCR foram testadas as cosdigSeritas na Tabela 5:
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Tabela 5 — Condi¢cbes para a otimizacdo da ampjdicalo gene ER1

N° do DNA Taq MgCh dNTP primer tampdo Agua V?ilnuarre
tubo U mM mM pmoles X ul ul
1 100 1 1 0,2 5 1 15,8 20
2 100 1 15 0,2 5 1 15,6 20
3 100 1 2,0 0,2 5 1 15,4 20
4 100 1 2,5 0,2 5 1 15,2 20

O programa utilizado no termociclador (PTC-100 MRé&search para a
otimizacao foi:

1° passo: 94°C por 3 minutos (desnaturacao injcial)
2° passo: 94°C por 20 segundos (desnaturacao);
3° passo: 53°C por 30 segundos (anelamento);

4° passo: 72°C por 40 segundos (extensao);

5° passo: volta ao 2° passo por mais 34 vezes;

6° passo: 72°C por 10 minutos (etapa final de eée)
7° passo: 4° por tempo ilimitado.

Os produtos foram submetidos a eletroforese erdegafjarose 2%.

Para melhorar o resultado da PCR, o programatkriaalo passando de 35 para

37 ciclos de amplificacdo e com as condi¢des s&ggiin

Tampéao da enzima 1X, 1 mM de MgCl2, 0,4 mM de dN'BPA@moles de cada
primer, 1U de Tagq DNA polimerase, 100 ng de DNA em unur final de 2Qul.

Foi utilizado o programa no termociclador (PTC-100 Research com 0s

seguintes ciclos:

1° passo: 94°C por 3 minutos (desnaturacéo injcial)
2° passo: 94°C por 20 segundos (desnaturacao);
3° passo: 53°C por 30 segundos (anelamento);

4° passo: 72°C por 40 segundos (extenséao);

5° passo: volta ao 2° passo por mais 36 vezes;

6° passo: 72°C por 10 minutos (etapa final de eée))
7° passo: 4° por tempo ilimitado.
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4.6 - Genotipagem para o ER1 (PCR-RFLP)
A genotipagem do gene ER1 foi feita com a enzimeedgicdo Bgl | (Figura

4), usando as condic¢des a sequir:
Tampao React | 1X e 2 U da enzima foram adicionadogroduto final da

PCR O volume final da reacéo foi completado paral2Z®m agua Milli Q e entdo incubado

em banho-maria a 37°@sernight
v
5" GCCNNNNNGGC 3’
3 CGGI#NNNNCCG 5’

Figura 4 — Sitio de restricdo da enzima Bgl |

Os produtos gerados pela digestdo foram submedigistroforese horizontal
em gel de agarose 2,0% em tampédo TBE 0,5X) comdimde etidio (10mg/mL de gel) para
a genotipagem. Apoés a eletroforese, o gel foi Vizado em luz ultravioleta e fotografado em
sistema fotodocumentad&agle eye(Biorad) e entdo as amostras foram genotipada® com

AA (1), AG (2) e GG (3) conforme tamanho dos fragitos descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Tamanho dos fragmentos esperados agesah com a enzima de restricao Bgl I.

1 (AA) 2 (AG) 3 (GG)

242pb 242pb ---
--- 182pb 182pb
- 60pb 60pb

4.7 - Equilibrio de Hardy-Weinberg
Em uma populacéo na auséncia de selecao, mignacdacao e frequéncia de
fluxo génico o equilibrio é atingido apés uma gémagde acasalamento ao acaso.

Permanecendo inalterada por sucessivas geracoes.

O célculo do equilibrio dHardy-Weinberg(Frequéncia Esperada) € feito

como a Tabela 7:
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Tabela 7 — Célculo da frequéncia de Hardy-Weinberg.
Célculo da frequéncia genotipica

Espermatozéide Ovulo (probabilidade) Zigoto (genotipo)
A A 0,60 x 0,60 P2 AA
A G 0,60 x 0,40 Pg AG
G A 0,40 x 0,60 Pq AG
G G 0,40 x 0,40 g2 GG

Formula para o calculo da frequiéncia esperadal@rezia deHardy-Weinberj
P?+ 2Pq + f = 1,0onde B é AA, 2Pq AG e §GG.

4.8 - Andlises estatisticas

Para comparar a distribuicdo das frequéncias geoasi observadas entre as
subespéciedBBos taurus indicuse Bos taurus taurusfez-se uso dos Modelos Lineares
Generalizados (GLM). Essa técnica de modelagem ifgeraém da distribuicdo normal,
atribuir outras distribuicdes de probabilidade panraariavel resposta. Nesse trabalho, optou-

se pela atribuicdo da distribuicdo de Poissonugessa melhor se adequou aos dados.

Para comparacao das frequéncias genotipicas otasreaesperadas utilizou-
se o teste de aderéncgodness of fitQui-Quadrado.

Ambas as aplicacdes foram feitas no software lidee linguagem de
programacao estatistica R.

Os dados de producdo de embrides foram avaliadbe es tratamentos
experimentais pelo teste de Kruskal Wallis, utitida o programa Prophet, versdo 5.0 (BBN
Systems and Technologies, 1996).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a otimizacdo da PCR para o gene ERL1 foi wadifi que o magnésio € um
fator importante para se conseguir uma boa e dg@eamplificacdo, onde foi constatado que

a concentracdo de magnésio de 1 mM apresentoealepara a amplificacdo do gene (Figura
5).
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Bandas inespecificas

e
<«— 242 pb

Figura 5: Gel de agarose 2% com o produto de PERtamte da otimizacdo da amplificacao
do gene ER1. Onde PM indica o marcador de pesocuiatel kb PLUS DNA LADDER
(Invitrogen). As condicdes das reacdes de 1 adbaldscritas na tabela 4.

As condicdes de genotipagem para o gene FSHR apsaseam padrdo de

banda de boa qualidade para um diagnéstico cohfigmmo mostram as figura 6.

PM 1 2
376pb 326pb

Figura 6 - Gel de agarose 2,0% mostrando o padréitréls gendtipos FSHR. As bandas no
gel indicam que os animais 1 ao 4 séo GG o anineaC& e o animal 6 € CG.

As condicdes de genotipagem para o gene ER1 aprasem padréo de banda

de boa qualidade para um diagndstico confiavel occomstram as figura 7.
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Figura 7 - Gel de agarose 2,0% mostrando o padrsitrés genotipos ER1. As bandas no gel
indicam que os animais 1 ao 4 sao GG, os animai€ BG e os animais 7 e 8 sdo AA.

De Castro et al (2003) em estudos de frequéncli@zalém humanos no gene
FSHR encontraram 57% para a freqiéncia do alel®6@&re 43% para Ser680. Neste
trabalho foi encontrado uma diferenca na frequéalékca de 37% para o alelo C (Tre327) e
63% para o alelo G (Ser327) no gene FSHR. Parane B&1 foi encontrado 26% para o
alelo A e 74% para o alelo G como mostra a Tabela\#imero de estruturas coletadas por

raca.

Tabela 8 - Frequéncia alélica dos genes FSHR edaRbpulacédo pesquisada

Gene FSHR Gene ER1
Alelos Quantidade Alelos Quantidade
C 0,37 A 0,26
G 0,63 G 0,74
Total 1,0 Total 1,0

Na tabela 9 podemos verificar a variagao alelioa ps genes FSHR e gene
ER1, pode-se observar que a freqiéncia para o @léomaior que o alelo C nas racas de
origemBos taurus indicusio gene do FSH e a frequiéncia do alelo A é memeragdo alelo

G para todas as racas analisadas no gene ERL1.
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Tabela 9 - Frequéncia alélica para os genes FSERleem diferentes racas

Gene FSHR Gene ER1
Raca Alelos Alelos
Total Total
C G A G

GIR 0,16 0,84 1,00 0,08 0,92 1,00
HOL 0,70 0,30 1,00 0,05 0,95 1,00
JER 0,58 0,42 1,00 0,23 0,77 1,00
NER 0,24 0,76 1,00 0,48 0,52 1,00
SEN 0,49 0,51 1,00 0,07 0,93 1,00
SRD 0,43 0,57 1,00 0,19 0,81 1,00
TAB 0,27 0,73 1,00 0,15 0,85 1,00

Tabela 10 — Frequiéncia alélica do gene FSHR e EmDs taurusX Bos indicus

Gene FSHR Gene ER
Raca Alelos Alelos
Total Total
C G A G
Bos indicus| 0,23 0,77 1 0,36 0,64 1
Bos taurus| 0,60 0,40 1 0,10 0,90 1

Quando foi considerado somente a origem dos anirpais 0 gene FSHR a
frequéncia alelica par@os taurus indicug de C (23%) e G (77%)Bos taurus taurupara
os alelos C e G é 60% e 40% respectivamente. Pgen® ER1 a freqUiéncia do alelo A
(36%) e G (64%) nos animados taurus indicug paraBos taurus taurug 10% para alelo A
e 90%para o alelo G (Tabela 10).

De acordo com Aittomaki et al (1995) mutacbes neseg de receptores
podem alterar a interacdo hormaonio/receptor, muglantansducéo do sinal endocrinoldgico,
podendo interferir na resposta fisiolégica esperédaa o gene FSHR foram identificados
trés polimorfismos SNPs. Destes, dois sao mutagi@xiosas e um deles gera uma troca de
aminoacido na sequéncia da proteina (codon ACC A&@; treonina— serina), como
mostrado nas Figuras 8 e 9. Frequentemente, aac@ast génicas de ponto, ndo trazem
alteracdes na proteina a ser formada, quando tssteaessas alteragcdes sdo conhecidas como
mutacdes silenciosas. Quando ha mutagcdo com mudbne@aninoacido, essa mudanca €
chamada mutacdo de substituicdo (Pereira, J.CAD5)2 Como a mutacdo que troca a

treonina por uma serina se encontra em uma regidaaminio intracelular rica em
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aminoacidos serina e treonina (Figura 8) e essesaséptores classicos de fosforilagéo,
especula-se que este polimorfismo possa estarveédwaiom a integridade do sitio ativo da
transducdo de sinal desse receptor alterando a&stespos hormoénios de protocolos de
superovulacdo. A serina € o aminoacido mais comtenésforilado nas proteinas; a
treonina, o segundo. A taxa relativa de probaldidde fosforilacdo desses aminoécidos é de
aproximadamente 1000/100 para serina/treonina ctgamente (http://www.geocities.com/

bioquimicaplicada/aa7.htm).

“SSYMKVSICLPMDIDSPLSQLYVMSLLVLNVLAFVVICGCYTHIYLTVRN PNITSSSS

DTKIAKRMAMLIFTDFLCMAPISFFAISASLKVPLITVSKSKILLVLFYPI NSCANPFLYA

IFTKNFRRDFFILLSKFGCYEVQAQTYR@S’\HNFHPRNGHCPPAPRVTNGSNYT

LIPLRHLAKN?”

Figura 8 - Parte da sequéncia da proteina do FSHR.
http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/41386765

Segundo Berg et al (2004) fosforilagdo € um modaareficiente de controlar
a atividade de proteinas, por razdes estrutueisiodindmicas, cinéticas e de regulacdo. A
atividade de muitas enzimas, canais de membranarasoproteinas-alvo é regulada pela

fosforilacao.

LGALLAGCTC LGLALANCTC LGLAACCTC
Gendtipo GG Gendtipo CG Genétipo CC

Figura 9 — Sequéncia de DNA e cromatograma mosiraadrés genotipos para a mutacao no
gene FSHR.
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Baseado na funcdo da proteina FSHR e na caracieriist sequéncia dessa
regido, este polimorfismo seria um bom candidatonarcador para caracteristicas de
fertilidade em bovinos.

BEozs indicus

BEos taurus
Felizs catus
Homo sapiens
“atuls novergicus
Mu=s musculus
Fallu=s gallus
Consensus

Figura 10 — SeqUéncia de aminoacidos para difes@si@écies. A primeira sequéncia
representa um animal mutante encontrado nestdhoalaostrando uma serina substituindo
uma treonina, que aparece conservada nas sequéemagas especies.

A Tabela 11 mostra as freqUéncias genotipicas wvhdas e esperadas para 0s
genes FSHR e ER1.

Tabela 11 - Frequéncia genotipica para os geneRESER1 na populacdo estudada

cenaporsir (R TR o
CcC 77 59,82 0,0049
CG 173 203,73
GG 187 173,45
Total 437 437
cenoipoir  Solten e e
AA 51 29,61 0,0001
AG 123 168,54
GG 264 239,85
Total 438 438

Baseando-se nas frequéncias genotipicas, quaraitabsa os dados de toda a

populacdo estudada agrupada, independentementgaeverifica-se que a populacdo nao
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esta em equilibrio delardy-Weinberg(~=0,0049 e~=0,0001, para os genes FSHR e ER1,

respectivamente).

Pdde-se observar para o gene FSHR, uma diminugermbtipo heterozigoto
e aumento dos homozigotos. Essa diferenca podatsbuida a uma selecdo contra o
heterozigoto, supondo que este possa ter uma taspésrior para uma dada caracteristica
que esta sendo selecionada dentro desse grupooltrazhipotese € que ha um efeito de raca
gerando uma frequiéncia esperada maior para o higfete, uma vez que essa populacao é
constituida por animais de vérias racas agrupagessentando freqiéncias genotipicas
divergentes entre elas (Tabelas 12 e 13). Provaveémisto ocorre pois ndo houve fluxo

génico entre os individuos entre as racas.

Para o gene ER1 observa-se também que ha um désegdavorecendo a
populacdo de homozigotos e diminuindo a frequiédeiaeterozigotos. As mesmas hipéteses
discutidas para o gene FSHR podem ser usadas acmiopER1. Santana et al. (2006)
estudando uma populacdo de suinos da raca Large dmstataram que o polimorfismo no
gene ER (Pvu ll) receptores de estrogénio no gemdti associada significativamente (p
<0,05) com o tamanho, ganho de peso médio did@gpessura de gordura.

Tabela 12 - Frequéncias genotipicas para o gen®FBHraca estudada

Frequéncia observada Frequéncia esperada
Total de

Raca animais P

CC CG GG CC CG GG
GIR 1 14 36 51 1,31 13,71 35,98 0,9608
HOL 32 30 5 67 32,83 28,14 6,03 0,8521
JER 11 16 6 33 11,10 16,08 5,82 0,9965
NER 12 61 101 174 10,02 63,48 100,50 0,7823
SEN 12 22 13 47 11,28 23,50 12,22  0,9089
SRD 6 23 12 41 7,58 20,10 13,32 00,6444
TAB 3 7 14 24 1,75 9,46 12,79 0,4389

Como mostram as Tabelas 12 e 13, ndo foram endastraiferencas
significativas para as frequéncias genotipicasgeres FSHR e ER1, dentro de racas. Esse
resultado suporta a hipotese de que o desequillbedrequéncias dentro da populacao geral

(agrupando todas as racas) pode ser também devigieita de raca com populacdes
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diferentes e sem fluxo génico e ndo a efeito degdel para producdo de embrides. Apesar de
ndo poder descartar o efeito desses polimorfisnaosesposta a superovulacdo, ndo sendo
encontradas associacdes neste trabalho talvezta®ianho da populacdo e variacdo na
caracteristica. Acredita-se que uma mutacdo no &Rarmonio (estrogeno) pode nao se

ligar e comprometer assim toda a via do FSH (Big&oFortune, 1998).

Tabela 13 - Frequéncias genotipicas para o gengpBR®Aca estudada

Raca Frequéncia observada ;cr)]??r: ac:§ Frequiéncia esperada p
AA AG GG AA AG GG

GIR 1 6 44 51 0,32 7,51 43,17 0,4137

HOL 0 7 60 67 0,17 6,36 60,47  0,8878

JER 2 11 20 33 1,74 11,70 19,56 0,9555
NER 44 77 52 173 39,86 86,36 46,78 0,3629
SEN 0 7 41 48 0,23 6,25 41,52 0,8492
SRD 3 9 28 40 1,44 12,32 26,24 0,2589
TAB 1 6 19 26 0,59 6,63 18,78 0,8407

Quando faz-se a comparacdo erBi@s taurus indicux Bos taurus taurus
como mostra a Tabela 14, encontra-se uma difersigaficativa para as frequéncias
genotipicas para ambos os genes FSHR e ER1. ViEpBgs indicus indicugeve uma
selegcédo para producdo de carnBos indicus taurupara producéo leiteira, essa diferenca
pode ser atribuida a selecéo divergente de dopogrde animais com diferenca tanto quanto
sua origem genética quanto para aptiddo de prodigié® carne). Segundo Fries (1999), a
origem doBos taurus taurusem maior predominancia na Europa, norte da A3&ste da
Africa e Américas;Bos taurus indicusno entanto é mais préspero em climas aridos

(predominante na Africa e Asia).
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Tabela 14 - Frequéncias genotipicas para os g&ieR e ER1 enBos indicuse Bos taurus

Frequéncia observada % Frequéncia esperada %

FSHR CcC CG GG CC CG GG
Bos indicus 6,42 32,93 60,65 5,29 35,42 59,29 0,571
Bos taurus 37,42 46,26 16,32 36,00 48,00 16 0,9121
Bos indicus
VS 4.04e-07
Bos taurus
ER AA AG GG AA AG GG

Bos indicus 18,40 35,60 46,00 12,96 46,08 40,96 0,001348
Bos taurus 1,35 16,89 81,76 1,00 18,00 81,00 0,8633
Bos indicus

S 4,31e-07
Bos taurus

Pode-se observar na Tabela 15 para o gene FSHRdacgo média de
estruturas das doadoras por genétipo (CC, CG edef®tjo das racgas estudadas GIR, HOL,
JER, NER E SRD. Para as racas GIR, JER e o NERayem maior producdo de estruturas
para o genotipo CC onde para o GIR a producéao &@CE9,66%), CG 6 (17,04%) e GG 8,2
(23,30%)); JER (CC 8,97 (39,84%) , CG 8,43 (36,18%6G 10,90 (23,97%)); e NER (CC
13,68 (36,26%), CG 12,80 (33,92%) e GG 11,25 (28)32Para as racas HOL e SRD a
maior producdo de estruturas € do genoétipo GG ad@s, (CC 8,97 (31,66%), CG 8,43
(29,76%) e GG 10,90 (38,48%)) e SRD (CC 4 (13,7026, 11,65 (39,90%) e GG 13,55
(46,40%)).

Tabela 15 — Média de producao de estruturas pgem® FSHR por genotipo

Médiade  MEDIA DE PRODUCAO POR GENOTIPO
RACA producao

(N) CC (N) CG (N) GG (N)
GIR 35,2 (36) 21 (1) 6 (10) 8,2 (25)
HOL 28,33 (56) 8,97 (25) 8,43 (26) 10,90 (5)
JER 20,32 (28) 11,68 (10) 10,61 (14) 7,03 (4)
NER  37,73(143) 13,68 (89) 12,80 (43) 11,25 (11)
SRD 29,20 (30) 4 (2) 11,65 (17) 13,55 (11)
TOTAL 31,96 (293) 11,87 (127) 9,90 (110) 10,19 (56)
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Quando avalia-se o gene ER1 quanto a producdo nuédiestruturas das
doadoras por genétipo (CC, CG e GG) dentro das1@¢R, HOL, JER, NER E SRD, pode-
se observar na tabela 16 diferenca de média deigiodde estruturas. As racas GIR, HOL,
JER, NER e SRD a média de producao de estruturapda raca € GIR AA 0 (0,00%), AG
6,33 (43,36%) e GG 8,27 (56,64%); HOL AA 0 (0,00%); 5,88 (39,02%) e GG 9,19
(60,98%); JER AA 7 (24,25%) , AG 12,48 (43,25%)G ®,38 (32,50%)); NER AA 12,94
(32,73%), AG 12,54 (31,72%) e GG 14,05 (35,55%PRD AA 10,33 (30,04%), AG 12
(30,98%) e GG 12 (34,98%).

Tabelal6 — Média de producao de estruturas para o getigpRgendtipo

Produgdo  MEDIA DE PRODUGAO POR GENOTIPO
RACA média de

estruturas
(N) AA (N) AG (N) GG (N)

GIR 14,60 (36) .- 6,33 (6) 8,27 (30)

HOL 15,07 (56) .- 5,88 (5) 9,19 (51)

JER 28,86 (27) 7 (1) 12,48 (8) 9,38 (18)

NER 39,53 (143) 12,94 (36) 12,54 (60) 14,05 (47)

SRD 34,33 (30) 10,33 (3) 12 (7) 12 (20)
TOTAL 26,48 (292) 10,09 (40) 9,85 (86) 10,58 (166)

A Tabela 17 apresenta a producdo de estruturasrgpar associando aos
gendtipos dos genes FSHR e ER. No total de p&mddg estruturas os animais que
apresentam os genétipos CC/GG, GG/AA e GG/GG s@mepossuem uma maior producao

e 0S que apresentam os genotipo CC/AA apresentarormpeoducado de estruturas.
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Tabela 17 - Producao de estruturas por raca ceatiagsao dos genotipos FSHR/ER

(59) 68'TT (S¥) S0'6 (22) G2'2T (€9) 92'0T (0€) ¥S'0T (9T) 29'0T (2€) e'TT (TT) €26 (2) 'S 162 IVIOL
(9 ee’'st  (WSTT  (MTT (€T et (2 91 (2) o1 (T ¢ (1) 9 --- 0€ ads
(0g) T6'€T (9€) T6'2T (T2) S'vT (0T) 6'ST (6T)2E'2T (VTI) ¥2'TT (9) LT'€T (9) Gv'OT  --- ZvT  d3N
(¥) €0'2 --- ---  (oT) ov'e (€)zo'zT --- W stt (Qsset My 12 43
(€)s2'vT (2 €T'S ---  (e2)oL's (g)8e'9 ---  (s2)16'8  --- (1) £ 95 TOH
(c2) tr's  (€) L9'9 --- (2)9 (€)9 --- (1) 1 --- --- o¢g 19
99/99  9OV/9D  VYV/OD 99/90  9V/OD  VYV/OD  99/00 9V/OD  VYV/OD N vV

(43/9HS4) OdILONID ¥Od OYONA0Hd 3A VIAaN
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Tabela 18 — Comparacao entre racas para resp8€3&/ a

Raca vs Raca P
JER vs GIR 0.002
JER vs HOL 0.531
JER vs SRD 0.999
JER vs NER 0.999
NER vs GIR 0.001
NER vs HOL 0.105
NER vs SRD 0.999
SRD vs GIR 0.118
SRD vs HOL 0.999
HOL vs GIR 0.218

Tabela 19 — Numero de estruturas coletadas por raga

Raca N Média de estruturas coletadas Desvio padrao
GIR 36 6,35 6,32
HOL 56 8,69 6,00
SRD 30 9,01 5,65
JER 28 10,47 5,09
NER 145 11,73 8,09
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Numero de estruturas coletadas por raga
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Racgas
Figura 11 — Grafico com namero de estruturas ctéetae cinco racas (GIR, HOL, SRD,
JER, NEL).

N&o houve diferencas para respostas a SOV entéiges, mas quando fez-se
a comparacao das racas quanto ao numero de estratletadas, observa-se que JER vs GIR
(0,002) e NER vs GIR (0,001) apresentam diferecgaforme nos mostra a Tabela 18 e a
Figura 10 de acordo com a producéo de estruturdercoe Tabela 19.

O desenvolvimento de técnicas moleculares tem fidomd conhecimento de
como determinados genes atuam na determinacaoratderésticas de interesse econdmico.
A utilizacdo de técnicas moleculares combinadasekec&o tradicional, baseada no
desempenho fenotipico, e da selecéo assistida gmadores moleculares (MAS), aumentara
a eficiéncia dos programas de melhoramento genéBegundo Abdel-Azim & Freeman
(2002), o uso de MAS para pré-selecao de tourcangmvem esquemas de teste de progénie,
pode aumentar o ganho genético em 7,6%. O uso Gosadores permite melhorar a
eficiéncia nos processos de selecdo de animaigd@jores e matrizes, ainda na idade jovem

gue tém potencial para transmitir alelos favorapaia o melhoramento dos rebanhos.

Alguns trabalhos com genes candidatos associadasmracteristicas de
interesse econdmico tém sido desenvolviddssociacdo de polimorfismos no gene Pvu I
em suinos com diferenca e performance reprodutivauinos (Santana et al., 2006). Ribeiro
et al. (2000) estimaram a frequéncia do gene daiéletia de adesao de leucdcitos em gado

Gir e Holandés. Unanian et al. (2000) estudararssacacdo do polimorfismo do gene do
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hormonio de crescimento com ganho de peso em b®viaoraca Nelore. Também estdo
sendo estudados genes de resisténcia a carrapatases gastrointestinais e mastite em
bovinos das racas Zebuinas, pois a variacao garedtistente entre as racasRiestauruse

Bos indicuspermite a identificacdo de caracteristicas asdasia resisténcia a parasitas, ao

calor e a qualidade dos produtos (Martinez & Maoch2002).

6. CONCLUSAO

N&o houve associacdo da resposta a SOV aos pamod estudados, no
entanto o resultado desse trabalho fornece novd®sSMra estudos futuros, fazendo-se
necessarios mais estudos para associar os pokmodi encontrados com caracteristicas de
fertilidade.
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