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RESUMO

Na pecuaria bovina, o Brasil é atualmente o pais com maior producdo embrionaria
mundial. Com a progressao do segmento comercial da producdo in vitro de
embrides, também tornaram-se evidentes algumas lacunas académicas
relacionadas com a variabilidade nos resultados dos diferentes trabalhos referentes
aos indices de producéo oocitaria e taxas de prenhez, que sao evidentes quando
se comparam resultados de producgéo in vitro de embrides de diferentes vacas
doadoras de odcitos. O objetivo do presente estudo foi avaliar um gene candidato
relacionado com o desenvolvimento embrionario e fertilidade em vacas da raca Gir,
participantes de programas de producdo de embrides pela técnica de aspiracao
folicular e fertilizagéo in vitro (OPU-PIVE). O SNP rs109778173 do gene Bone
morphogenetic protein 4 (BMP4) foi avaliado. O DNA foi extraido de 50 vacas Gir
doadoras de od0citos do foliculo piloso e 212 sessbes de OPU-PIVE foram
analisadas. A genotipagem foi feita pela técnica PCR- RFLP, utilizando a enzima de
restricdo Hinfl. Estudo de associacao entre caracteristicas da OPU- PIVE e mutacao
no gene de interesse foi feito. Correlacdes fenotipicas entre caracteristicas de OPU-
PIVE e taxas de prenhez foram estabelecidas. Mutacdo no SNP avaliado foi
relacionada com baixo numero de od0citos viaveis, baixa porcentagem de odcitos
viaveis e baixas taxas de prenhez ao dia 30. Correlacbes entre caracteristicas
numéricas da OPU-PIVE foram de moderada e moderadamente alta magnitude
(Numero de odcitos vidveis com numero de embries clivados ao dia 4 de cultivo,
namero de embriBes clivados no dia 4, com nimero de embrides transferiveis ao dia
7). A caracteristica Numero de odcitos viaveis mostrou repetibilidade de 0,66 além
de apresentar correlacdo moderada e moderadamente alta com caracteristicas
ligadas a taxas de prenhez. Mutagdo G > T mostrou-se afetando significativamente
caracteristicas da OPU-PIVE e taxas de prenhez, sugerindo participacdo de
componente génico nestas. E possivel aperfeicoar o processo OPU-PIVE através do

uso das correlagdes fenotipicas na selecédo da doadora.

Palavras chave: OPU-PIVE, Mutagdo sinGnima, , caracteristicas fenotipicas,
doadoras de odcitos, SNP.



RESUMEN

En produccién Bovina, Brasil es actualmente el pais con mayor produccion
embrionaria mundial. Con el crecimiento del segmento comercial de la produccion in
vitro de embriones, también se tornaron evidentes algunas lagunas académicas
relacionadas con la variabilidad en los resultados de los diferentes trabajos
referentes a los indices de produccion oocitéria y tasas de prefiez, que son
evidentes cuando se comparan resultados de produccion in vitro de embriones de
diferentes vacas donadoras de odcitos. El objetivo del presente estudio fue evaluar
un gen candidato relacionado con desarrollo folicular y fertilidad en vacas de la raza
Gir participantes de programas de produccién de embriones por la técnica de
aspiracion folicular y fertilizacion in vitro (OPU-PIVE). EI SNP rs109778173 del gen
Bone morphogenetic protein 4 (BMP4) fue evaluado. ADN fue extraido del foliculo
piloso de 50 vacas Gir donadoras de odcitos. 212 sesiones de OPU-PIVE fueron
analizadas. El genotipaje fue hecho con la técnica de PCR-RFLP, utilizando la
enzima de restriccion Hinfl. Estudio de asociacion entre las caracteristicas de OPU-
PIVE y la mutacion en el gen de interés fue realizado. Correlaciones fenotipicas
entre las caracteristicas de la OPU-PIVE y tasas de prefiez fueron establecidas. La
mutacion en el SNP evaluado fue relacionada con bajo niumero de odcitos viables,
bajo porcentaje de odcitos viables y bajas tasas de prefiez al dia 30. Correlaciones
fenotipicas entre las caracteristicas numéricas de la OPU-PIVE fueron de moderada
y moderadamente alta magnitud (nimero de od0citos viables con numero de
embriones clivados al dia 4 de cultivo, nUmero de embriones clivados al dia 4 de
cultivo, con numero de embriones transferibles al dia 7). La caracteristica nimero de
oocitos viables mostro repetibilidade de 0.66, ademas de presentar correlacion
moderada y moderadamente alta con caracteristicas ligadas a las tasas de prefiez.
La mutacion G > T afecto significativamente caracteristicas de OPU-PIVE y tasas de
prefiez, lo que sugiere participacion del componente genético en estas. Es posible
optimizar el proceso de OPU-PIVE a través del uso de las correlaciones fenotipicas

en la seleccion de la donadora.

Palabras clave: OPU-PIVE, Mutacion sindénima, caracteristicas fenotipicas,

donadoras de odcitos, SNP.
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CAPITULO 1. CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Na pecudria bovina, o Brasil é atualmente o pais com maior producao
embrionaria mundial. Ap6s amplo e consolidado conhecimento obtido com 0 método
de superovulacdo e de transferéncia de embrides (Multiple ovulation and embryo
transfer- MOET), o pais também passou a dominar a aspiracao folicular (Ovum pick

up - OPU) e a producéo in vitro de embrides (PIVE).

Com a progressdao do segmento comercial da producdo in vitro de
embribes, também se tornaram evidentes algumas lacunas académicas,
relacionadas principalmente com a variabilidade nos resultados dos diferentes
trabalhos referentes aos indices de producdo oocitaria, taxas de prenhez e tipo de
raca, entre outras, constata-se tais resultados de PIVE quando estes sao
comparados entre diferentes vacas doadoras de o6citos (PONTES, 2009).

Na ultima década, tem-se observado um incremento no interesse de
cientistas no uso da informacdo genémica como ferramenta adicional nos sistemas
de producéo bovina (SONSTEGARD et al., 2001; VEERKAMP e BEERDA, 2007).

Quando determina-se a associag¢ao entre o polimorfismo de DNA e uma
caracteristica, o polimorfismo para esse gene pode ser considerado um marcador
genético, candidato em programas de selecdo assistida por marcadores (MAS)
(CHANG et al., 2012).

Os polimorfismos que afetam caracteristicas de producdo sdo de grande
importancia, como exemplo, producao de leite ou qualidade de carcaca. No entanto,
a selecdo genética assistida pode ser ainda mais importante para o melhoramento
genético de caracteristicas reprodutivas, pois estas sdo de baixa herdabilidade e
muitas vezes dificeis de fixar; logo o uso de métodos convencionais torna-se mais
trabalhoso e nao téao eficaz (OIKONOMOU et al., 2011;VERLAG, 2012).
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Com a evolugdo das novas ferramentas genOomicas visando o
desenvolvimento das técnicas de producéo in vitro de embrides, diversos estudos
tém sido delineados na tentativa de compreender os diferentes fendmenos
relacionados a fisiologia reprodutiva bovina em cada uma de suas etapas (KHATIB,
2008; HAYASHI, 2010; KOMMADATH, 2010; LA ROSA, 2011; KIM, 2012; Li, 2012).
No entanto, os resultados referentes ao isolamento de genes precisam ser validados
nas diferentes populacfes animais, com o intuito de utiliza-los nos programas de

melhoramento genético de cada raca.

Muitos trabalhos com bovinos vém identificando e avaliando
polimorfismos para um amplo nimero de genes, ligados a caracteristicas de
interesse econdmico (qualidade de carcaca, resisténcia a parasitas, producao e
qualidade do leite) e, obtendo resultados positivos em matéria de ganho genético
para tais caracteristicas (NEVAREZ, 2011; OIKONOMOU et al., 2011; KOMISAREK
et al., 2011; CHANG et al., 2012).

O gene Proteina morfogénica do osso (BMP4) encontra-se associado a
diversas fun¢cdes em mamiferos; assim, estudos recentes (La Rosa, et al., 2011, Li et
al 2012) mostram sua importancia nos processos de desenvolvimento embrionario e

fertilizacdo in vitro em bovinos.

A falta de informacdo genbmica para novas caracteristicas de interesse
econdbmico, que possam ser utilizadas nos diferentes programas de melhoramento
genético bovino no Brasil, e em particular, naqueles dedicados a multiplicacdo de
alelos através de biotecnologias reprodutivas como OPU-PIVE. A proposta do
presente trabalho tem como objetivo avaliar o polimorfismo rs109778173 (G>T) no
gene BMP4 bovino e sua associacdo com dados de producéo in vitro de embrides

em vacas da raca Gir.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o polimorfismo rs109778173 (G>T) no gene BMP4 bovino e sua
associagdo com dados de producéo in vitro de embrides em vacas Gir

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a presenga de marcadores moleculares, para o gene candidato
BMP4 assim como determinar os genétipos na populacao e a sua frequéncia
alélica.

e Verificar o grau de associacao existente entre o marcador molecular proposto
e a eficiéncia na producéo in vitro de embrides em vacas doadoras de
oocitos.

e Estimar as correlagdes fenotipicas entre as caracteristicas ligadas a OPU —

PIVE e taxas de prenhez.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES NO BRASIL

Desde o final da década de 1980, com o desenvolvimento da aspiracao
folicular guiada por ultrassom (Ovum pick up — OPU), a producdo in vitro de
embrides (PIVE) tornou-se uma técnica bem conhecida e desenvolvida tanto na
pesquisa quanto na producdo comercial de embrides bovinos (THIBIER, 2007). No
ano de 2011, o numero total de embrides transferiveis produzidos foi de 453.471. O
Brasil aparece como lider mundial na PIVE de bovinos (IETS, 2012) ,por ter
produzido 85% destes embrides (318.119). De 2006 a 2011, houve um crescimento
de 28% no numero de embrides FIV produzidos e uma diminuicdo de 73% na

producao de embrides por TE (Fig. 1).

Produgdo embrides - FIV e TE
=+=Total embrides produzidos =fl=FIV TE

59,553 274713 275631 276.094
EE‘iS_Si 254.924 e " "

L _.________—--——"7 = x717
251.296

B— 21.0 937 224289
200.241 )

69.312

43.987 50424

24.335 18917

2006 2007 2008 2009 2010

Figura 1 Producdo de embrides FIV e TE 2006 — 2010 (Fonte . THIBIET. IETS, 2011)

Em muitos paises, quando a recuperacao pela lavagem uterina é inviavel
a producdo in vitro de embrides bovinos (PIVE) é proposta como alternativa. Ja no
Brasil, hoje a PIVE constitui-se na primeira op¢ao para a multiplicacdo de animais de
interesse zootécnico e/ou comercial. Isto provavelmente tem relacdo com o
predominio da raca Nelore no plantel nacional. Para fémeas Nelore, pode-se admitir
uma quantidade maior de embrides por procedimento com a PIVE, quando
comparada a coleta e transferéncia de embrides (NONATO JR. et al., 2003). Além
da situacdo referente a raca Nelore, o cenario da PIVE nacional pode ser
compreendido por algumas outras particularidades, como a grande quantidade de

laboratérios privados com dominio da técnica e, os altos pregos, por vezes
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especulativos, alcancados por animais da raca Nelore. Embora nos ultimos anos a
situacdo de mercado tenha se estabilizado, tais aspectos em muito contribuiram

para a consolidacéo da técnica no Brasil (PONTES, 2009).

3.2 VARIABILIDADE NA PRODUCAO DE EMBRIOES

PONTES et al., (2011) coletaram dados durante um periodo de 5 anos
numa central comercial de producédo in vitro de embrides no Brasil, mostrando
diferencas na producdo de embrides e taxas de prenhez entre doadoras Nelore. O
grupo de vacas consideradas como de alta producdo embrionaria obteve 82,6% em
producéo de odcitos viaveis, 42,3% em taxa de embrides viaveis e 43,6% de taxa de
prenhez aos 30 dias, enquanto que o grupo base obteve 81,6%, 33,8% e 33,4 %

respectivamente.

Apesar da producdo in vitro de embrides (PIVE) ser uma das mais
importantes biotecnologias na reproducao de bovinos, tem sua eficiéncia ainda baixa
com apenas 30-40% de odcitos com desenvolvimento até blastocistos. Isso ocorre
provavelmente devido ao fato do ambiente in vitro ndo reproduzir as condi¢cdes do
ambiente in vivo, resultando em embrides com morfologia e expressdo génica
alterada (CAMARGO et al, 2006). A principal desvantagem da técnica OPU-FIV é a
sua grande variacdo que ocorre devido aos fatores bioldgicos, independente da
metodologia utilizada na producédo de embribes. As variacdes correspondem a
fatores individuais, tanto do macho quanto da fémea assim como da interacdo de
fatores mistos (PALMA, 2001).

Estudos prévios desenvolvidos com a técnica de superovulacdo e coleta
de embribes mostraram grande variabilidade de resultados entre animais. MONIAUX
et al.(1983) e BURNS et al. (2005). Estudando a presenca de variagbes no numero
de foliculos em crescimento por onda (com base em estudos ultrassonograficos),
observaram uma alta variacdo destas estruturas ovarianas individuais; possuindo
ainda grandes diferencas no numero de foliculos ndo ovulatorios por ciclo estral.
Estas observagbes foram evidenciadas por IRELAND et al.(2007) que verificaram a

relacdo entre o numero de foliculos antrais por onda de crescimento, com a resposta
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a superovulacao. Estes estudos mostraram que vacas com alto niumero de foliculos,
comparadas com aquelas com numero baixo durante as ondas de crescimento
folicular, respondem melhor a superovulacéo e produzem mais embrides capazes de

se desenvolver até blastocistos.

ROOVER et al. (2005) relataram que da mesma forma que vacas que
produzem um maior ou reduzido nimero de o4citos repetem esse comportamento
nas puncdes subsequentes. Também afirma que, em relacdo a qualidade dos
odcitos e a capacidade de se desenvolverem até blastocistos apds o processo de
fertilizacdo in vitro, as vacas classificadas como de alta producdo de foliculos

apresentaram, também, uma maior taxa de blastocistos transferiveis.

CAMARGO et al. (2006) resumiram os fatores que afetam o
desenvolvimento embrionéario in vitro em fatores: maternos (ativacdo gendmica,
ovocitarios, foliculares), paternos, raciais, ambientais, de idade, de variacdo
individual, assim como relacionados com o ambiente de cultivo in vitro propriamente
dito.

Segundo SCHULTZ (2002) em relacao aos fatores maternos, o o6cito € o
gameta que contribui com praticamente todo o citoplasma para o zigoto, fornecendo
0s transcritos e as proteinas necessarias para o desenvolvimento embrionario inicial.
Este ambiente citoplasméatico oferece as condi¢cbes adequadas, de modo que o
genoma embrionario pode ser ativado, e o embrido continue o seu desenvolvimento.
Por isso, a qualidade do odcito é essencial, antes e depois da ativacdo do genoma
embrionério, pois este evento é chave fundamental no desenvolvimento
subsequente do embrido. Neste contexto, o efeito individual da doadora na
competéncia e desenvolvimento do odcito, deve ser considerado nos programas de
producao in vitro de embrides (CAMARGO et al. 2006).

TAMASSIA et al. (2003) observaram grande variagcdo entre o numero de
oocitos recuperados e a taxa de blastocistos produzidos; o que significa que, um
namero elevado de odcitos ndo necessariamente resultard em uma maior taxa de

blastocistos.
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3.3 AS AVALIACOES GENETICAS

O melhoramento animal vem sendo realizado de maneira empirica ou
cientifica desde que o homem comecou a domesticar os animais e percebeu que
poderia modificar a produtividade e aptiddo dos mesmos ao longo das geracfes
(FERRAZ, 2012).

Segundo FERRAZ et al. (2012) e DE OLIVIEIRA, (2012), n&o é possivel
conhecer com precisdo o valor genético dos animais. O desempenho destes,
também denominado fenoétipo, € resultado da constituicdo génica que o animal
possui, chamado gendtipo, e ainda os efeitos do meio ambiente. O desempenho dos
animais, seja qual for a caracteristica estudada, estara sempre influenciado pelo
gendtipo, o meio ambiente e pela interacdo genoétipo-ambiente; portanto o fenotipo
medido ndo reflete diretamente sua qualidade ou potencialidade genética. O
genatipo por sua vez, é influenciado por trés componentes: o valor aditivo dos genes
(A), os efeitos de dominancia (D) e a interacdo entre genes de loci diferentes (I)
localizados em outras partes do cromossomo ou até mesmo em outros

Cromossomaos.

No caso do componente A, no processo evolutivo, devido as mutacgdes,
0S genes passaram a apresentar pequenas variagbes em diferentes formas,
chamados de alelos ou polimorfismos. Dependendo da maneira como essas
diferentes formas dos genes (alelos) interagem, pode ocorrer um desvio da acao
aditiva, chamado efeito de dominancia (D); também a interacéo (l) pode interferir na

7

expressdo de um gene especifico. Quando é estimado o valor de A através da
estatistica e este valor é utilizado para a escolha dos animais que deixardo mais
descendentes com as caracteristicas genéticas desejaveis, € possivel obter o ganho
maximo que a selecédo pode oferecer (FERRAZ et al, 2012; DE OLIVIEIRA, D.AA,;
2012). Estes autores afirmam que avaliar a qualidade genética de um animal nada
mais € do que estimar o seu valor genético aditivo (A). O valor genético aditivo
esperado (Expected Breeding Value ou EBV) é o valor que o animal teria como
reprodutor, ou seja, como transmissor de genes que condicionam um determinado

fendtipo e, mostra o quanto da média os filhos de um animal seria desviada em



18

relacdo a média de todos os filhos dos reprodutores em utilizacdo, isto €, o quanto

produziriam a mais ou a menos.

Os conceitos usados para estimar o ganho genético variam dependendo
do tipo de exploracdo; assim, os pecuaristas de corte usam DEPs (Diferencas
Estimadas de Progénie) que sdo por definicdo, a fracdo de uma superioridade de
progénie atribuidas aos efeitos dos genes do reprodutor e correspondem a metade
de seu valor genético aditivo. Os criadores de gado de leite utilizam os termos PTA
(Predicted Transmiting Ability ou Habilidade prevista de transmissdo) TA
(Transmiting Ability ou habilidade de transmissédo) ou ainda, PD (Predicted
Diference) ou SC (Sire Comparison ou Comparagao entre Reprodutores). (FERRAZ
et al. (2012)

A acuracia nas estimativas das DEPs é relevante na busca de ganho
genético numa populacdo de animais. Esta por sua vez, € determinada por fatores
préprios da analise, como numero de filhos do reprodutor e nimero de parentes
deste, onde sdo medidas as caracteristicas de interesse; assim altas acuracias sao
obtidas a partir de muitas informac6es do reprodutor. Isso significa também maior
tempo entre o nascimento desse reprodutor e seu uso no rebanho, aumentando-se o
intervalo de geracdes e o ganho genético por ano. A selecdo gendmica junto com as
DEPs aumenta a acuracia e, portanto, aumenta o ganho genético numa populacéo
(FERRAZ et al. (2012).

Segundo BIDANEL, (2011) o uso das ferramentas de selecdo genbmica
resultard em programas de melhoramento genético mais eficientes, assim, estas
novas ferramentas, baseadas na tecnologia do DNA, irdo possibilitar entender a

funcdo dos genes envolvidos nas caracteristicas de interesse.

O interesse na aplicacdo de marcadores genéticos tem se concentrado na
acuracia da predicdo do mérito genético de animais para caracteristicas que sao
dificeis ou custosas de serem medidas, como as de eficiéncia reprodutiva, carcaca e
resisténcia a doencas (THALLMAN, 2004). Para essas caracteristicas € dificil e
oneroso determinar as DEPs, o que dificulta o melhoramento com estes métodos
convencionais (CASAS, 2005).
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3.4 PRINCIPIOS DA SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES
MOLECULARES (SAM)

Novas ferramentas da gendmicas tém proporcionado um olhar sem
precedentes no funcionamento inteiro do genoma bovino; a relacéo entre a variacao
de sequéncias de DNA e diferencas na conformacdo, saude, desempenho
reprodutivo e produtivo dos bovinos. A sele¢cdo genética envolve a selecao
gendmica; e termos como polimorfismos de nucleotideos simples (SNPs) e
haplétipos tornaram-se parte do vocabulario cotidiano (DEEKKERS et al. 2007,
WEIGEL, 2011).

Existem trés fases no desenvolvimento de programas de selecdo com
auxilio de marcadores. Na fase de deteccao, os polimorfismos do DNA sdo usados
como marcadores para detectar QTLs (Quantitative Trait Loci) que estejam
segregando em determinadas populacdes com frequéncias alélicas especificas. Um
ou mais alelos associados com QTLs séao identificados. O efeito do alelo do QTL
determinado e a sua posicdo no genoma € estimada. Na fase de avaliacdo, os
marcadores sao testados em populagdes alvo ou em familias para determinar se o
QTL esta segregando nestas populacbes. Na fase de implementacdo, os
marcadores sdo utilizados dentro e entre familias para gerarem um banco de dados
de gendtipos. Estes dados serdo entdo combinados com as informacdes fenotipicas
e de pedigree; entdo, a avaliacdo € realizada dentro de uma populacdo de acordo
com o mérito genético dos individuos (MARTINEZ et al., 2002).

Sob esse novo enfoque, os estudos foram divididos em dois passos: a
deteccdo de marcadores associados a caracteristicas quantitativas (QTLS), e seu
uso na selecdo assistida por marcadores (SAM) (MISZTAL, 2011). Para que os
marcadores possam ser utilizados, eles devem ser marcadores genéticos, ou seja,
segregar segundo as leis de Mendel, e fazer parte ou estarem préximos (ligados) a
uma regido que codifique caracteristicas fenotipicas relevantes para a pecuaria (DE
OLIVEIRA, 2012). Para que um determinado marcador molecular possa ser utilizado
na identificacdo de QTL, a populagéo a ser avaliada deve encontrar-se em situacao

de desequilibrio de ligagéo, avaliada através do célculo da frequéncia génica.
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Na producdo animal, as decisbes sobre as caracteristicas a serem
selecionadas podem ser baseadas nos aspectos econdmicos, para que o produto
genético possa ser usado comercialmente e, assim, o procedimento de selecdo sera
uma combinacdo de selecdo assistida por marcadores, envolvendo diferentes QTLs
que possam afetar uma determinada caracteristica produtiva (SPHELMAN e
BOVENHUIS , 1998).

3.5 POLIMORFISMO DE UM UNICO NUCLEOTIDEO (SNPs)

Os diversos tipos de marcadores biolégicos sdo: marcadores morfolégicos
(baseados no fenotipo), bioquimicos (tipo isoenzimas) e moleculares, que
correspondem a segmentos de DNA polimérficos (DE OLIVEIRA, 2012).

Os marcadores moleculares sdo segmentos identificaveis de sequéncias
de nucleotideos que diferem entre individuos. Dentre os diversos marcadores, dois
tipos tém tido ampla difusdo: os SNPs (polimorfismos de um Unico nucleotideo) e os
microssatélites, também chamados de STRs (repeti¢cdes curtas em tandem). Ambos
criam padrbes unicos e identificAveis de DNA que podem ser utilizados para
monitorar a transmissdo de regides cromossémicas especificas dos parentes para
sua progénie (MURILLO, 2010).

Para FERREIRA e GRATTAPAGLIA (2009), o tipo de polimorfismo mais
comum entre alelos é a substituicdo de uma base nucleotidica por outra. Neste
polimorfismo, incluem-se também pequenas insercdes ou delecdes que diferenciam
os alelos, determinando importantes e abundantes fontes de diversidade intra e
interespecifica na sequéncia de DNA. Em uma populacdo, uma variacdo de
sequéncia de DNA é considerada polimorfica se é observada em pelo menos 1%

dos individuos analisados.

Durante o processo de sequenciamento do genoma humano, observou-se
gue 90% do polimorfismo encontrado no genoma eram SNPs (Single Nucleotide
Polymorfisms), resultantes da alteragdo de uma Unica base (mutagBes pontuais)
(CAIXETA et al. 2009). Os SNPs sédo mais abundantes que os marcadores tipo
microssatélites, ocorrendo com uma frequéncia de cerca de um SNP por 500 pares



21

de bases em bovinos (HEATON et al. 2001), o que permitiria 0 mapeamento fino de
loci de carateres quantitativos (QTL, Quatitative trait loci), (VAN TASSELL et al.
2007). SNPs dentro dos genes podem ser também as mutacdes responsaveis pelas

variacdes nos fenotipos.

A descoberta de SNPs é geralmente centrada no re-sequenciamento de
produtos de PCR (amplicons) em DNA extraido de uma amostra diversa e
representativa da espécie estudada. Este re-sequenciamento € um processo util e
objetivo, sendo baseado no uso de primers que amplificam via PCR segmentos de
300 a 800 pares de bases do gene candidato ou, quando possivel, gene inteiro,
além de regides vizinhas (FERREIRA, e GRATTAPAGLIA, 2009). Segundo estes
autores, identificar SNPs é um desafio que pode permitir a detec¢cdo em abundancia
de marcadores moleculares para estudos de ligacdo, bem como de potenciais
variacdes de sequéncia em regides codantes ou reguladoras, passiveis de analise
em estudos de associacdo com variacao fenotipica de caracteristicas complexas. A
situacdo mais comum para descoberta de SNPs € o re-sequenciamento de
linhagens com base em analise de distancia genética para maximizar a potencial
deteccdo de polimorfismo. A regido gendmica a ser re-sequenciada é definida, e
apos o desenho de primers o re-sequenciamento € efetuado via PCR. Os amplicons
de diferentes linhagens s&o alinhados para identificacdo de SNPs e pequenas

insergdes / delecdes.

Atualmente os SNPs presentes nos painéis comercialmente disponiveis,
sdo utilizados para prever os valores genéticos dos animais, neste caso chamado
valor gendmico. Assim ndo € necessario o0 mapeamento de QTLs. Os animais de
uma populacéo referéncia com dados fenotipicos conhecidos sdo genotipados com
o painel de SNPs e, o efeito de cada um dos SNPs sobre cada uma das
caracteristicas é estimado. Depois, animais candidatos & selecdo sdo genotipados
com este mesmo painel de SNP e, o valor genémico é entédo predito. Em bovinos
leiteiros este método de selecao esta sendo aplicado desde 2010 para selecéo de
touros (DE OLIVEIRA, 2012).
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3.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE - POLIMORFISMO NO TAMANHO DO
FRAGMENTO DE RESTRICAO (PCR-RFLP)

A PCR-FRLP (Polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism) é uma popular técnica de genotipagem, utili na pesquisa de
caracteristicas complexas associadas a SNPs. Esta técnica tem sido bastante
utilizada em trabalhos que visam encontrar diversidade gendmica (JESUS et al.,
2008).

O primeiro passo na analise de PCR-RFLP €& a amplificacdo do
fragmento que contém a variagdo e, em seguida o tratamento do fragmento
amplificado com uma enzima de restricdo especifica (RASMUSSEN, 2012). Essas
modificacbes podem ocasionalmente alterar a sequéncia ou substituir bases
nitrogenadas em um ou mais sitios de reconhecimento de uma determinada enzima
(CAIXETA et al. 2009). As enzimas de restricdo clivam o DNA em locais especificos,
denominados sitios de restricdo, ao longo da molécula de DNA e geram
polimorfismos de tamanho (SCOTT et al., 2000).

Uma vez que diferentes individuos apresentam diferencas no genoma,
esta técnica pode identifica-las, pois determinadas varia¢cdes podem alterar sitios de
clivagem para enzimas de restricao utilizadas. Desta forma, a comparacao dos perfis
resultantes pode detectar pequenas alteracdes (polimorfismos) que diferenciem os
gendtipos (SCHINCARIOL, L.P 2011).

3.7 GENES CANDIDATOS

Uma das abordagens utilizadas para detectar associagcdes entre
marcadores e caracteristicas de interesse econémico é denominada gene candidato
(VEERKAMP e BEERDA, 2007), que se baseia no estudo da variagdo fenotipica
para uma caracteristica, em relacdo ao nivel de polimorfismo de DNA na sequéncia
de genes previamente conhecidos por estarem envolvidos na fisiologia e
desenvolvimento desta caracteristica. Para detectar associa¢cdes entre o gene

candidato e a caracteristica de interesse, € necessario encontrar formas alternativas
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do gene, resultantes de mutacdes de ponto na sequéncia do gene. Também pode-se
sequenciar um grupo de individuos de uma populacdo segregante para encontrar 0s
polimorfismos na sequéncia do gene, denominados haplétipos (MARTINEZ et al.
2002).

Segundo DE OLIVEIRA (2012), a grande variagdio no numero
cromossémico das espécies de mamiferos, assim como os padrdes de bandas
cromossOmicas distintos que apresentam, indicam que a homologia entre seus
genomas € proveniente de rearranjos cromossémicos que ocorreram durante a sua
evolucdo. O mapeamento comparativo dos genomas das diferentes espécies,
baseado na premissa que cada uma delas compartilha um ancestral comum,
converteu-se no procedimento para identificar os chamados genes candidatos.
Genes candidatos, segundo LEDUR e SCHMIDT, (2000), sédo genes sequenciados,
de acado biolégica conhecida, que estdo envolvidos com o desenvolvimento ou
fisiologia da caracteristica que se deseja estudar em espécies ricas em informacoes

fenotipicas, como humanos e camundongos.

Para FERREIRA e GRATTAPAGLIA (2009), h4 varias maneiras de
selecionar genes candidatos para experimentos de associa¢do. No entanto, sugere-
se uma estratégia combinada utilizando dados de mapeamento de QTLs e de
sequenciamento de genes candidatos (candidate gene approach) na regiédo
gendmica que engloba o QTL. Isso pode ser adequado para maximizar o potencial
de identificar e isolar polimorfismos associados ao controle de uma caracteristica de

interesse.

Estudos de genes candidatos em humanos tém gerado controvérsia por
serem identificados no controle de uma caracteristica em estudos e ndo confirmados
em estudos subsequentes. Isso, no entanto, pode ocorrer quando o gene
selecionado possui um pequeno efeito na variagdo fenotipica ou, quando ocorrem
mudancas nas condi¢cdes experimentais. Cada populacdo estudada pode possuir
uma composicado genética que favoreca ou ndo, a deteccdo de genes de pequeno
efeito, inclusive por possiveis variagbes na composicdo alélica nos locos de
interesse, ou de padrdo de desequilibrio de ligagdo ao longo do genoma. Outros
fatores, como interacdo genotipo ambiente, podem também interferir no poder de

deteccdo de associacdo (BELO et al. 2008).
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Os diversos resultados das biotecnologias reprodutivas tais como a
transferéncia de embrides e fertilizacdo in vitro, que mostram variabilidade entre
vacas e entre ragas gera inquietude no meio cientifico (AGUIAR, 2008). A procura
do entendimento da fisiologia de cada um dos eventos que ocorrem antes, durante e
depois da fertilizacdo do embrido e até sua implantacdo, leva a descoberta de genes
com caracteristicas pleitrépicas, que sao convertidos em genes candidatos
(WILLIAMS, 2009, KHATIB, 2009 e HUANG, 2010). Portanto, estes genes estao
sujeitos a serem avaliados através dos polimorfismos; em seguida validados e

implementados nos diferentes programas de SAM.

O Centro Nacional de Informacdo Biotecnolégica dos Estados Unidos,
NCBI, (National Center for Biotechnology Information), que armazena uma cole¢éo
ndo redundante de sequéncias, incluindo DNA gendémico, transcritos e proteinas,
tem, entre outras funcbes, fornecer informacdo biomédica para a comunidade
cientifica mundial. A classificacdo ou estado de cada um dos genes e produtos
gerados é registrada nas bases de dados internacionais. Isto varia desde anotacao
gendbmica simples (genome anotation) até validada (validated), passando por
estados intermedidrios como: inferéncia (Inferred), modelo (Model), predito
(Predicted) , provisional (Provisional) e revisado (Reviewed), segundo o grau de
conhecimento  que se tenha sobre o0 produto em questao
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/RefSeqg/key.html#status).

3.8GENES CANDIDATOS ATUANDO NOS PROCESSOS REPRODUTIVOS DAS
VACAS

O cruzamento de informacfes de mapeamento genético de Vvarios
experimentos para caracteristicas ligadas a fisiologia reprodutiva dos bovinos, gera
evidéncias que podem correlacionar tais genes (genes candidatos, Tabela No.1)
com caracteristicas fenotipicas, caso particular, as taxas de producdo e qualidade
ovocitaria, assim como a taxas de fertilizacdo embrionéria e de prenhez das vacas

doadoras participantes em programas de fertilizagéo in vitro de embrides.
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Tabela 1. Genes candidatos atuando nos processos reprodutivos das vacas

GENE NOME (NCBI) TIPO PRODUTO SEQUENC CROMOSSOMO
Bone

BMP4 morphogenetic Proteina PROVISIONAL 10

protein 4 [ Bos codificante
taurus ]
Inhibitor of DNA
binding 3,
D3 dor_nlnant_ Pr(_)'gelna PROVISIONAL 2

negative helix- codificante

loop-helix protein
[ Bos taurus |

Fonte: NCBI, 2014

3.8.1 Proteinas Morfogenéticas do osso (BMPs) no desenvolvimento folicular e
embrionério

Um dos principais fatores que afetam a fertilidade em bovinos se
relaciona com o desenvolvimento do periodo pré-implantacdo do embrido; o qual é
um complexo processo regulado por varias vias ou sinais de transducdo. O sistema
de sinalizacdo do fator transformante — B (TGF-B) é responsavel por muitos
processos bioldgicos incluindo proliferacéo, diferenciacédo celular e apoptose, assim

como, no desenvolvimento embrionario precoce. (LI, et al. 2012).

As Proteinas morfogenéticas do osso (BMPs) séo fatores de crescimento
multi-funcionais, que pertencem a superfamilia do fator de crescimento
transformante-B (TGFB), (CHEN, et al.,, 2004). Uma vez que as BMPs foram
descobertas por Urist na década do 1960 (URIST, 1965) , até a data ,cerca de 20
membros da familia de BMP , foram identificados e caracterizados (XIAO, et al.,
2007).

Moléculas que se ligam as proteinas morfogenéticas do osso (BMPSs) , no
espaco extracelular, podem regular o nivel posicionamento e o tempo de agéo para

0os sinais de BMP e, desse modo, os eventos padrdo de desenvolvimento. Na
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maioria dos casos, as proteinas BMP de ligacdo extracelular atuardo como
inibidores da sinalizacdo por sequestrar BMPs dos seus receptores ou, através da
reducdo da circulacdo de BMP de uma célula para outra. (UMULIS, et al.,2009).
Estudos dos sinais de transducéo tém revelado que Smad 1, 5 e 8 sdo as moléculas
intimamente unidas aos receptores de BMP e desempenham um papel central na
transducéo do sinal de BMP. (CHEN, et al., 2004). Ver Figura 2.
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Figura 2: Receptores de BPM mediam a sinalizacdo de BPMs através da ativagdo de Samd
(Fonte:XIAO, et al., 2007).

BOBE et al.; (2004) sugeriram pela primeira vez que, membros
superfamilia TGFB estavam envolvidos na regulagdo da competéncia da maturacao
oocitaria (OMC) ou reinicio da meiose em truta. Constata-se a retomada da meiose
depois de demonstrar mudancas no numero de transcritos nos foliculos in vivo
durante aquisicdo da OMC , mostrando forte aumento para BMP4 e inhibina-A

guando a maturacao se aproximava.

Véarias BMPs foram implicadas como reguladores autocrinos / paracrinos
do desenvolvimento folicular do ovario demostrado pela expressdo de BMP4 e
BMP7 em células da teca em camundongos (SHIMASAKI et al., 1999). Novas
evidéncias surgiram apoiando a teoria de que BMP4 e BMP7 originados da teca ou
do estroma celular promovem a transicao inicial de foliculos primordiais melhorando
a sobrevivéncia do foliculo (PHIL & CLAIRE, 2006).

A exposicao in vitro de ovarios de ratos neonatais a BMP4 aumentou a
proporcao de desenvolvimento de foliculos primarios e reduziu o numero de foliculos

primordiais em repouso. Por outro lado, a exposicdo de um anticorpo neutralizante
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para BMP4 resultou em ovarios menores acompanhado por uma perda progressiva
de odcitos e foliculos primordiais, e um aumento da apoptose celular (NILSSON et.
al., 2003).

As BPMs, além do desenvolvimento folicular, ttm um papel importante
dentro do desenvolvimento precoce na formacdo do padrdo embrionario e as
estruturas esqueléticas. A ruptura na sinalizacdo de BPM pode afetar o plano do
desenvolvimento corporal do embrido. BMP4 e seus inibidores participam no
desenvolvimento da placa neural. (WILSON, et. al., 2001, PATTHEY & GUNHAGA,
2014).

Atingir o destino neural por células ectodérmicas embrionarias € um
passo fundamental na formacdo do sistema nervoso vertebrado. A Inducdo neural
parece envolver a sinalizacao por factores de crescimento de fibroblastos (FGF) e a
atenuacdo da actividade das BPMs (WILSON, et al.,, 2000). No entanto, sinais
adicionais sdo necessarias para o estabelecimenbto do destino epidermal e neural ;
as proteinas Wnt bloqueiam a resposta das células do epiblasto para os sinais dos
FGF, permitindo a expressdo e a sinalizacdo de BMP para dirigir o destino
epidérmico. (WILSON,et. al., 2001) (Figura 3).
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Figura 3. (A) Fluxograma que mostra a especificagdo de um tipo de células progenitoras
ectodérmicas no embrido vertebrado, em funcéo do tempo através dos estagios blastula, gastrula e
néurula e as vias de sinalizacdo ativas em cada etapa. (B) Representacdo esqueméatica de um
embrido de galinha em etapas de blastula inicial, blastula tardia, gastrula e néurula tardia,
descrevendo a regides de progenitores com a cor codificada em (A).(Fonte: PATTHEY & GUNHAGA,
2014)
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Para determinar os papéis de ligantes de BMP, receptores e proteinas de
sinalizacdo no desenvolvimento embriondrio e na vida pés-natal, muta¢ges nulas de
ligantes, receptores de BMP e genes Smad foram criados, e altera¢gBes fenotipicas
nestes animais tém sido extensivamente estudadas. (CHEN, et al.,2004). Embribes
mutantes homozigotos para BMP4 morrem entre os dias 6.5 e 9.5 mostrando pouca

ou nehuma diferenciacdo mesodermal (WINNIER et. al., 1995)

Um estudo conduzido por Li et al. (2012) formulado para testar a hipotese
de que a expressao alterada de genes do TGF-B no periodo da pré-implantacao de
embrides bovinos, esta associado com anormalidades morfolégicas destes
embrides. Esse estudo testou a expressao de 25 genes deste sistema em embribes
produzidos in vitro que foram classificados no estado de blastocisto em embrides
degenerados ou normalmente desenvolvidos. Dez genes mostraram diferencas
estatisticas nos padrées de expressado dos grupos de embrifes avaliados. Uma vez
feita a andlise de associacdo génica, demostrou-se que os genes da via TGF-j3,
especialmente BMP4 e ID3 tém vital funcdo na regulacdo do periodo de pré-
implantacdo embrionaria; tanto a nivel materno quanto embrionario. Assim, estes
genes podem ser utilizados como marcadores genéticos para desenvolvimento do

embrido e fertilidade de bovinos.
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CAPITULO 2. CORRELACOES FENOTIPICAS ENTRE CARACTERISTICAS DE
PRODUGCAO IN VITRO DE EMBRIOES E TAXAS DE PRENHEZ EM DOADORAS
GIR

Resumo:

O crescimento da ragca Gir no Brasil em termos de ganho genético para o leite,
juntamente com as condigbes do mercado, levou ao uso da producao in vitro de
embrides, utilizando a aspiracdo folicular transvaginal guiada pela ultrassonografia
(OPU-PIVE) como biotecnologia lider para a multiplicagdo de material genético. O
objetivo deste trabalho foi estudar as correlagcbes fenotipicas entre caracteristicas da
OPU-PIVE e as taxas de prenhez registradas em um programa de transferéncia de
embrides, utilizando vacas da raca vacas Gir como doadoras de odécitos. Foram
analisados dados provenientes de 211 sessOes de OPU e 298 transferéncias de
embrides durante os anos de 2012 e 2013. Andlise estatistica foi desenvolvida
utilizando SAS 2009. Estimativas das correlagdes simples de Pearson foram obtidas.
As correlacbes foram realizadas para: NVcoc e PVcoc , niumero e proporcédo de
complexos cumulus -odcitos viaveis ; Ncleavd4 e Pcleavd4 , nimero e propor¢cao de
embrides clivados no dia 4 de cultura ; Ntembd7 e Ptembd7 , nimero e proporcéo de
embrides transferiveis no dia 7 de cultura ; NPrD30 e PPrD30 ,nimero e proporcao
de prenhezes 30 dias apds a transferéncia, e NPrD60 e PPrD60 , numero e
proporcdo de prenhezes no dia 60 apdés a transferéncia. Moderadas a
moderadamente altas correla¢cdes foram encontradas para todas as caracteristicas
numericas, sugerindo estes como 0s parametros mais adequados para a selecéo de
doadoras de odcitos Gir em programas de PIVE. Para o caso NVcoc € proposto
como caracteristica de selecdo, devido a correlacdes positivas com outras
caracteristicas numeéricas, como taxa de prenhez no dia 30 e a sua repetibilidade
(0.66).

Palavras chave: OPU-PIVE, Vacas Gir, repetibilidade.
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1. INTRODUCAO

Desde o final dos anos 1980, o desenvolvimento da aspiracao folicular
guiada por ultrassonografia (Ovum pick up - OPU) para producédo in vitro de
embrides (PIVE), tornou-se uma técnica bem conhecida e desenvolvida na pesquisa
e na producdo comercial de embrides bovinos (Thibier , 2008). Em 2011, o numero
total de embrides viaveis produzidos no mundo foi de 453.471, cerca de 85 por cento
destes (318.119), foram produzidos no Brasil, colocando o pais como lider
guantitativo mundial em PIVE bovina (IETS, 2012). Nos ultimos anos, observou-se
um crescimento progressivo da producdo de embrides no Brasil em racas leiteiras,
diretamente relacionada com producao in vitro. O uso de OPU-PIVE em vacas Gir,

por exemplo, aumentou mais de 600% nesse periodo (Viana et al., 2010b).

Independentemente do grande progresso ao longo das ultimas décadas, a
PIVE ainda é uma técnica caracterizada por baixa eficiéncia relativa (Siqueira et al.,
2012). Diferentes estudos tém relatado a eficiéncia de 10 a 40% na producao de
embribes (considerando os estagios de maturacdo, fertilizacdo e cultura até o
estagio de blastocisto) (Lonergan & Fair 2008;. Rizos, et al, 2008) e, as taxas de
prenhez entre 30 e 40% (Peterson & Lee, 2003).

A correlacdo entre as caracteristicas fenotipicas s6 pode ser conhecida
guando se mede diretamente; isto promove a descoberta de componentes cruciais
no processo de producado que podem ser modificados para aumentar a produtividade

das caracteristicas de interesse (Coimbra, et al, 2004.).

Quando duas caracteristicas economicamente importantes mostram
correlacdo genética positiva, a selecdo pode ser direcionada para uma dessas, e,
geralmente, a que € mais facilmente medida é eleita, porque no final as duas

alternativas serdo melhoradas (Pereira, 2012).

Merton et al, (2009) em vacas da raca Holandesa (Bos taurus taurus)
encontraram correlacdo genética moderada e positiva para alguns das
caracteristicas PIVE (numero de embrides totais e transferiveis no dia 7 de cultura);
embora para outras, a correlacdo foi zero. Os comportamentos das correlacdes

fenotipicas observadas foram em consonancia com correla¢des genéticas.
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O resultado final do processo de OPU-PIVE é medido pelo nimero e
percentagem de prenhezes por embrido transferido. Portanto, a determinagédo de
correlagcbes fenotipicas entre caracteristicas relacionadas na OPU-PIVE, pode
contribuir para a compreensao das complexas associacfes que esse processo

pressupde.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Doadoras de o6citos

Os dados de OPU-PIVE utilizados neste estudo foram coletados de 50
doadoras Gir; vacas adultas com mais de 4 anos de idade. Todas as vacas estavam
ciclando e com escore corporal entre trés e quatro (em uma escala de um a cinco;
Edmonson et al.,, 1989) e foram mantidos somente em pastagens com sombra.
Foram estudadas um total de 211 sessdes de OPU e 298 transferéncias de
embrides. Nenhuma das fémeas foi submetida a tratamento hormonal antes da OPU

- PIVE. Os animais encontravam-se no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

2.2. Recuperacdao e classificacao oocitaria

Complexos cumulus-o6citos (CCOs) foram colhidos por puncéo folicular.
Imagem dos ovarios foi realizada utilizando um dispositivo de ultrassom portatil com
uma sonda de setor de 7,5 MHz equipado com um guia intravaginal de agulha
(scanner 100S, Pie Medical, Maastricht, Holanda), e foliculos entre 2 de 8 milimetros
foram perfurados com o uso de agulhas hipodérmicas descartaveis calibre 19G e,
uma bomba vacuo para aspiracado de 60-80mmHg. Complexos cumulus odcito foram
classificados de acordo com o citoplasma e numero de camadas de células do
cumulus, em: |. Viaveis (Gl: mais de 3 camadas e citoplasma homogéneo/ GlI: mais
de 3 camadas e citoplasma com granulac¢des; ou menos de 3 camadas e citoplasma
homogéneo/ Glll: menos de 3 camadas e citoplasma com granulacdes; ou

parcialmente desnudos e citoplasma homogéneo ou com leves granulacdes) e Il.
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Nao viaveis (GIV: parcialmente desnudos e citoplasma com granula¢gdes; ou
desnudos, ou expandidos ou degenerados).

2.3. Maturacéo in vitro, fertilizacéo e cultivo dos embrides.

Os odcitos viaveis foram maturados in vitro (MIV) em meio TCM 199,
suplementado com 10% SFB e 1,0ug/mL FSH (Pluset®, Calier), 50ug/mL hCG
(Profasi®, Serono), 1,0pg/mL estradiol (Sigma E-2758), 0,2mM piruvato de sédio e
83,4ug/mL amicacina. Apos a MIV, espermatozoides viaveis de palhetas congeladas
de sémen sexado foram separados por gradiente de Percoll descontinuo ea
fertilizagdo in vitro (FIV) foi realizada em meio TALP-FIV, com 0,2mM piruvato,
83,4ug/mL amicacina e suplementado com 6mg/mL de BSA. O cultivo in vitro (CIV)
foi realizado em meio SOF suplementado com 2,5% SFB por 7 dias. Todas as
etapas da PIVE foram realizadas em estufa incubadora a 38,5°C, atmosfera de 5%
CO2 com ar atmosférico e alta umidade relativa. A taxa de clivagem foi avaliada 96h
apos a FIV e a taxa de blastocisto no dia 7.

2.4 Transferéncia dos embrides produzidos in vitro

As prenhezes foram produzidas por transferéncia de blastocisto grau I.
Os embrides foram transferidos ndo cirurgicamente em novilhas receptoras mesticas
B. indicus x B. Taurus (sincronizadas previamente com um protocolo hormonal a
base de progesterona e benzoato de estradiol e ciprionato e cloprostenol) para o
corno uterino ipsilateral ao corpo lateo. A gravidez foi diagnosticada por exame de

ultrassom no dia 30 e 60 ap0s a transferéncia de embrides.

2.5. Correlagdes fenotipicas

A correlagéo fenotipica (Ip), € definida como a relagéo entre os fendétipos

da caracteristica P1 e a caracteristica P2. As correlacbes foram classificadas
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segundo a sua magnitude como: baixa (<0,2), moderada (0,2 a 0,49),
moderadamente alta (0,5 a 0,8) ou alta (> 0,8).

2.6. Definicdo das caracteristicas da OPU-PIVE tratadas

As caracteristicas fenotipicas foram avaliadas da seguinte forma: 1.
Numero e proporcéo de complexos cumulus-odcitos viaveis (Nvcoc e Pvcoc) classe
[, 1l e lll, que foram maturados com sucesso, fertilizados e cultivados in vitro, 2.
Numero e proporcdo de embrides clivados no dia 4 de cultura (Ncleavd4 e
Pcleavd4), 3. Numero e propor¢cdo de embrides transferiveis no dia 7 de cultura
(Ntembd7 e Ptembd7) como propor¢cdo do Nvcoc, segundo a classificacdo IETS
como estagio 4 (moérula), grau 1 (excelente ou bom), e estagios 5 - 7 (blastocisto
inicial, blastocisto e blastocisto expandido), grau 1 e 2 (excelente e regular). NUmero
e proporgdo de prenhezes no dia 30 apés a transferéncia (NPrD30 e PPrD30) e 5.
Numero e proporcdo de prenhezes no dia 60 apés a transferéncia (NPrD60 e
PPrD60). As taxas de gravidez foram calculadas com base no nimero de embrides
transferidos e este parametro foi dependente do niumero de receptoras disponiveis

no programa.

Muitas empresas que se dedicam a producéo in vitro de embrides bovinos
costumam medir seus resultados em termos de percentagens ou proporgoes, e
assim, avaliar o desempenho real do processo limitando efeito numérico 6bvio em
muitas caracteristicas. Vacas com alta taxa de producdo de odQcitos, geralmente
produzem mais embrides no final do processo, no entanto, iSSO nem sempre se
traduzem em bons indices de clivagem, de embribes e de prenhez. Obtencdo de
taxas elevadas nas caracteristicas acima anotadas poderia melhorar
consideravelmente a baixa eficiéncia do processo de OPU-PIV relatada na literatura

cientifica. (Camargo, et al., 2006).

As vacas foram classificadas de acordo com o grau de eficiéncia nas
caracteristicas de interesse acima mencionados em grupos de alta, média e baixa
eficiéncia. Para classificar as vacas em processo de OPU-PIV, os valores meédios

relatados na literatura cientifica (vacas Gir) para cada uma das variaveis (Camargo
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et al., 2007, Pontes, et al., 2010, Grazia, et. al., 2012, Silva et al., 2012, Oliveira, et
al, 2013) foram considerados, comparando estes resultados com os obtidos pelas
instituicbes onde foram coletados os dados. Para esta classificacdo, apenas as

proporcdes para todas as caracteristicas foram consideradas (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo das doadoras Gir de acordo a sua eficiéncia nas caracteristicas da OPU-PIVE

. Classe alta Classe média Classe baixa
CARACTERISTICA

(%) (%) (%)
PVcoc >80 50-79 <50
PcleavD4 =80 60 —79 <60
PTembD7 =30 20-29 <20
PPrD30 240 30-39 <30
PPrD60 =35 25-34 <25

2.7. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SAS 9.0 (2009).
Médias e desvio padréo foram calculados com PROC-MEANS, estimativas para 0s
coeficientes de correlacéo de Pearson entre as caracteristicas foram calculadas pelo
PROC-CORR. Repetibilidade de algumas caracteristicas foi obtida a partir das

estimativas das variancias pelo método REML, procedimento Varcomp.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 OPU-PIVE e taxas de prenhez

Um total de 2.758 odcitos foram coletados, 2068 (75,25% + 20,5) foram
considerados viaveis (gerando uma média de 9,77 + 6,79 o0citos viaveis por
procedimento). Percentuais de odcitos clivados, embrides por odcito clivado, e taxa
de prenhez por sessdo OPU-PIVE aos 30 e 60 dias apds a transferéncia sao

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 . Médias e desvio-padrao, valores minimos, maximos de caracteristicas da OPU — PIVE em
vacas doadoras da raca Gir (b. Indicus) no estado de Rio de Janeiro, Brasil

F*Caracteristica Média + Desvio padréo* Minimo Méaximo
NVcoc 9.77 £6.79 0 44
PVcoc (%) 75,25 + 20.5 16.7 100
NcleavD4 6.44 £4.89 0 30
PcleavD4 (%) 66.79 £33.70 3.8 100
NTembD7 2.61 +2.68 0 12
PTembD7 (%) 35,47 +34.62 0 100
NPrD30 0.65+1.10 0 7
PPrD30 (%) 28.91 + 39.59 0 100
NPrD60 0,61+ 1.06 0 7
PPrD60 (%) 25.73 +37.85 0 100

* Estatistica descritiva de dados n&o transformados das caracteristicas da OPU-PIVE.

** NVcoc e PVcoc, nimero e proporcdo dos complexos cumulus-odcitos viaveis; Ncleavd4 e
Pcleavd4, o numero e proporcado de embrides clivados no dia 4 de cultura; Ntembd7 e Ptembd7, o
namero e proporgdo de embrides transferiveis no dia 7 de cultura; NPrD30 e PPrD30 numero e
proporcao de prenhezes no dia 30 apds a transferéncia e NPrD60 e PPrD60, nimero e proporcéo de
prenhezes no dia 60 ap0s a transferéncia.

Dos 298 embrides transferidos, 139 (28.91%) e 129 (25.73%) levaram a
prenhezes apos o dia 30 e 60 de transferéncia de embrides, respectivamente. O
namero total de embrides clivados no dia 4 variou de 0 a 30 e a percentagem de
embrides clivados desde 3.8% a 100%.

As vacas avaliadas no presente trabalho foram classificadas dentro da
classe média em relacdo a caracteristicas porcentuais como PVcoc e PcleavD4,
(75.25 e 66.79%, respectivamente). As vacas se encontraram na classe alta na
caracteristica PTembD7 com 35,47% do total dos embrides com desenvolvimento
até blastocisto no dia 7 de cultivo.

Resultados semelhantes para PVcoc e PcleavD4 também séo
apresentados nos estudos de Camargo, et al.,, (2007), Pontes et, al., (2009) e
Oliveira et al., (2013). A Tabela 3 mostra a variabilidade desta caracteristica em

outros estudos.
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No entanto, o valor de Nccov obtido neste estudo (9.77 + 6.79) foi
diferente dos obtidos por Pontes et al., (2010) e Viana et al., (2010) com valores de

meédios de 12.1 + 3.9 e 7.0 £ 1.0, respectivamente.

Tabela 3. Resultados para caracteristicas da OPU-PIVE em vacas Gir brasileiras

Caracteristica

PVcoc PcleavD4 PTembD7 PPrD30 PPrD60  OPU-IVP
------------------ NVcoc

Referéncia (%) (%) (%) (%) (%) sessions
Camargo,2007 - - 66.7 294 44 - 33
Pontes,2010 12.1 70,7 68 45 40 - 3778

(£3.9)
Silva, 2012 - 58,5 59,6 26,8 - - 250
Gréazia, 2012 16 61,5 86,6 61,3 - - 68
(*1,0)
Oliveira,2013 8,94 74,73 80,97 45,19 47,18 42,95 178
(+0,69)
Este estudo, 9.77 75,25 66,79 35,47 28,9 25,73 211
2014 (£6.79) (£20.5) (£33.7) (£34.6) (£39.5) (£37.8)

Variabilidade entre doadoras da mesma raca tem sido relatada em varios
estudos (Pontes et al, 2010, Machado, et al.,, 2006). O efeito de técnico, do
laboratorio e do numero e intervalo entre sessfes de OPU também foram citados
como fontes de variacdo (Abdoon, et al., 2001, Camargo, et al., 2006, Pontes, et al.,
2011).

As taxas de gestacdo obtidos no presente estudo 30 e 60 dias apos
transferéncia de embrides foram 28.9 (= 39.5) e 25.73 (= 37.8). Este resultado pode
ser considerado baixo para o primeiro caso (30 dias) e meio para o dia 60. Os
resultados de Pontes et al., (2010) e Oliveira et al., (2013) mostram valores mais
elevados (> 40%) no dia 30.

O fato de o programa ter incluido doadoras sem sessdes prévias de OPU-
PIVE (41% das vacas), pode ter influenciado no resultado final de taxas de prenhez.
Este resultado seria concordante com os achados de Vega et, al.,, (2013), que
mostrou o efeito do nimero de sessdes de OPU - PIVE sobre as taxas de prenhez
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(média de 6.9% para o grupo de 1 a 5 sessdes e 30.9% para o grupo de doadoras

de odcitos com 6 até 13 sessbes em vacas B. indicus ).

Varios estudos mostram a influéncia do meio de cultura in vitro sobre o
desenvolvimento embrionéario (Farin, et al, 2001; Khosla, et al, 2001; Malekshah &
Moghaddam, 2005; Camargo, et al, 2006) e sobre a taxa de prenhez (Hasler , 2000).
Fatores genéticos foram determinados influindo nesta situagdo. A correlacdo nula
entre a fertilidade e NTembD7 encontrado por Merton et al., (2009), pode indicar que
a capacidade para o desenvolvimento dos complexos cumulus-o6cito € maior
quando a maturacdo, fertilizacdo e o desenvolvimento ocorre in vivo, em
comparacao com in vitro. Abdoon et al. (2001) sugerem que os fatores relacionados
com o ambiente de cultura estdo relacionados com a capacidade dos complexos

cummulus —odcito de desenvolver até blastocistos.

PVcoc, PcleavD4 e PTembD7 sado caracteristicas de proporcdo em
relacdo ao numero de complexos cumulus-oécitos viaveis obtidos em sessfes de
OPU. A grande variabilidade relatada nos estudos apresentados na Tabela 3 para
estas caracteristicas sugere participacdo multifatorial (doadora, técnico, e de
laboratério, entre outros), e justifica a avaliagdo de correlacbes fenotipicas entre

essas caracteristicas para selecéo individual.

Camargo et al, (2006) relataram baixa eficiéncia da técnica OPU-PIVE,
com apenas 30-40% dos odcitos com desenvolvimento até blastocistos. Analise dos
resultados de 4518 sessdes OPU-PIV apresentados na Tabela 3 mostram o
desempenho para esta varidvel (PTembD7) nas doadoras Gir de 43,6%, um
resultado que ilustra o aperfeicoamento da técnica, no periodo de tempo avaliado.

3.2. Correlagdes fenotipicas

O objetivo final da técnica de OPU-PIVE é aumentar o numero de
prenhezes para cada transferéncia de embrido; assim, as correlacdes entre as taxas
de prenhez com outras caracteristicas sdo importantes como estratégia de
melhoramento genético. Por exemplo, a sele¢éo direta para PPrD30 ou PPrD60, ou

selecdo indireta através de outras caracteristicas.

Bosselmann, et al. (2005) sugeriu, no caso de transferéncia de embrides

produzidos por ovulacdo multipla, a selecdo direta no numero de embrides
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transferiveis (TE) ou através de selecdo indireta sobre numero de estruturas

recuperadas apos lavado ou Ova Flushing (FO).

As correlacdes fenotipicas entre NPrD30, PPrD30, NPrD60 e PPrD60 com
caracteristicas de OPU-PIV sédo apresentados na Tabela 4. As magnitudes das
correlagbes fenotipicas entre as caracteristicas foram favoraveis e moderadas e
moderadamente altas. Em geral, as correlagbes fenotipicas entre caracteristicas

numeéricas mostraram-se de moderada a moderadamente alta magnitude.

As correlagbes observadas entre NVcoc com NcleavD4 e com NTembrD7
(0.71 e 0.42 respectivamente), indicam que, em um lote de embrides o animal com
maior producdo de odcitos viaveis tem 71% mais chances de alcancar um elevado
namero de ovocitos clivados ao dia 4, e 42% de chance de conseguir uma maior

quantidade de embries transferiveis no dia 7 de cultivo.

Por outro lado, néo foi encontrada correlacédo fenotipica significativa entre
as caracteristicas de propor¢cdo como PcleavD4, PTembD7, PPrD30 e PPrD60 e
NVcoc. Isso indica que as taxas citadas sdo independentes de NVcoc, sugerindo

outros componentes com 0 maior impacto no seu desempenho.

Tabela 4. Correlag8es fenotipicas entre caracteristicas de producéo in vitro de embriées usando OPU
e numero e proporcao de prenhezes em vacas Gir.

NVcoc PVcoc NcleavD4 PcleavD4 NTembD7 PTembD7 NPrD30 NPrD60 PPrD30

NVcoc - - - - - - - - B
PVcoc 0,24** - - - - - - N _
NcleavD4 0,71** 0,25** - - - - - N _

PcleavD4 0,058 0,17* 0,46** - - - - - -
NTembD7 0,42 0,09 0,65** 0,45** - - - - -
PTembD7 0,014 0,04 0,19** 0,50** 0,71* - - - -
NPrD30 0,14* 0,12 0,34** 0,32** 0,57** 0,49** - - -
NPrb60 0,13 0,12 0,32** 0,31** 0,57** 0,51* 0,98** - -
PPrD30 -0,035 0,15* 0,16* 0,39** 0,30** 0,43** 0,67 0,64** -
PPrb60 -0,015 0,17 0,15* 0,35** 0,33** 0,47 0,65** 0,70** 0,91**

*Correlagfes significativas ao nivel de 0.05. ** Correlacao significativa ao nivel 0.001

&+ NVcoc e PVcoc, nimero e proporcao dos complexos cumulus-o0citos viaveis; Ncleavd4 e
Pcleavd4, o nimero e proporgéo de embrides clivados no dia 4 de cultura; Ntembd7 e Ptembd7, o
namero e propor¢cdo de embrides transferiveis no dia 7 de cultura; NPrD30 e PPrD30 numero e
proporcao de prenhezes no dia 30 apés a transferéncia e NPrD60 e PPrD60, nimero e propor¢céo de
prenhezes no dia 60 apés a transferéncia.
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Ha poucos estudos que descrevem as correlagdes fenotipicas e genéticas
em caracteristicas OPU-PIV em vacas. No entanto Merton et al, 2009 (em vacas da
raca Holandesa) encontraram correlacdes fenotipicas entre NVcoc com NcleavD4 e
com NTembrD7 (0.85 e 0.52, respectivamente, ), semelhante aos resultados
encontrados neste estudo. Os mesmos autores encontraram baixa herdabilidade
para NVcoc, NcleavD4, PcleavD4 e PTembD7, (0.25, 0.19, 0.07 e 0.10
respectivamente), correlagbes genéticas foram em linha com as correlacbes
fenotipicas. Eles concluem que a correlacdo de ambiente foi a principal contribuicéo

para a correlacéo fenotipica.

Percentagens de correlacdo fenotipica significativos entre as
caracteristicas numéricas e de propor¢ao dentro da mesma fase do desenvolvimento
embrionario ou fetal, apresentando correlacdo moderadamente alta e alta, por
exemplo, PcleavD4 com PTembrD7 foi de 0.50. No estudo conduzido por Merton et

al. (2009) esta correlacéo fenotipica apresentou valor de 0.86.

A obtencdo de altas taxas de clivagem no dia 4 de cultivo também esta

relacionada com altas taxas de embrido no dia 7.

Por outro lado, correlacdo moderada entre as caracteristicas NVcoc e
NTembD7 (0.42) e, moderadamente alta para NTembrD7 e PTembD7 (0.71),
sugerem que vacas com alta taxa de odcitos viaveis também terdo altas taxas de

embrides com desenvolvimento até blastocisto no dia 7 de cultivo.

Repetibilidade para alguns das caracteristicas foi calculada. A
repetibilidade € utilizada em melhoramento genético como o limite superior da
herdabilidade. Isso é explicado por variacdes dadas pelo gendtipo e as alteracbes
permanentes causadas pelo ambiente (Cruz, et ai.,, 2004), e é definida como a
correlacdo de registros diferentes para um carater particular, ou de expressao do
mesmo carater em diferentes momentos na vida de um mesmo individuo. (Ossa,
2003)

Neste estudo, a repetibilidade foi zero ou negativa na maioria dos casos
(Tabela 5), exceto para NVcoc (0.66). Isso mostrou que as vacas doadoras
analisadas tém a probabilidade média de repetir o valor obtido na variavel NVcoc

guando submetido a outras sessb6es de OPU-PIV.
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Tabela 5. Valores médios da repetibilidade para caracteristicas de OPU-PIVE em vacas Gir doadoras
de odcitos

Caracteristica Repetibilidade
NVcoc 0.66
PVcoc (%) -0.03
NcleavD4 0.044
PcleavD4 (%) 0.07
NTembD7 0.025
PTembD7 (%) 0.019
NPrD30 0.03

Caracteristicas de PTembD7 e NPrD30 apresentaram baixa ou nenhuma
repetibilidade (0.025 e 0.03) e correlacdo fenotipica moderada (0.47). Isto sugere
que a correlacdo ambiental € a principal fonte para a contribuicdo fenotipica.
Portanto, acfGes voltadas a melhoria do ambiente para o desenvolvimento do
embrido até estagio de blastocisto seria traduzido em um aumento na taxa de

prenhez destes embrides.

Situacdo semelhante foi mostrado nos programas de Transferéncia de
Embrides por Ovulagdo Multipla (MOET) (Ireland, et al., 2007), onde, em geral, um
maior niamero de embrides por lavado, também resultou em um maior nimero de
embrides transferiveis, o que corrobora com a correlacgdo moderada encontrada

neste estudo entre caracteristicas numéricas.

O presente estudo mostrou que as caracteristicas OPU-PIVE podem ser
aplicadas para a selecao pelo fen6tipo com o intuito de melhorar a produgéo in vitro

de embribes por doadora.

Em concluséo, é plausivel a otimizar o processo de OPU-PIVE atraves do
uso das correlagcbes fenotipicas que mostram significAncia moderada,
moderadamente alta e alta na selecdo de doadoras de odcitos. A caracteristica
namero de complexos cumulus-oocito (NVcoc) mostrou uma alta repetibilidade
(0,66) e correlacdo moderada e moderadamente alta com caracteristicas de

proporcao diretamente relacionadas com as taxas de prenhez neste programa.
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CAPITULO 3. ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMO NO GENE BMP4 E
CARACTERISTICAS DE OPU-PIVE EM VACAS GIR

RESUMO

Numerosos genes candidatos e seus polimorfismos tém sido avaliados
em relacdo as caracteristicas de interesse econdmico, mostrando resultados
animadores para o melhoramento genético de caracteristicas complexas. A Proteina
Morfogénica do Osso 4 (BMP4) é um membro do fator de crescimento
transformante beta (TGFB); superfamilia que controla inUmeros eventos do
desenvolvimento embrionario, fetal e até mesmo de adultos em todos os
vertebrados. O objetivo deste estudo foi avaliar o grau de associacdo entre um
polimorfismo no gene BMP4 e caracteristicas relacionadas a producédo de embribes
in vitro, bem como a prenhez apoés transferéncia. O DNA foi extraido do foliculo
piloso de 50 vacas Gir doadoras de odcitos, a genotipagem foi realizada por PCR-
RFLP. Foram coletados dados de 212 sessbGes de OPU-IPV. As caracteristicas da
OPU-PIVE associadas ao marcador SNP foram: niUmero e propor¢do dos complexos
cumulus-odcitos viaveis, nuamero e propor¢do de embrides clivados no dia 4 de
cultura, nimero e proporcdo de embrides transferiveis no dia 7 de cultura, nimero e
proporcao de prenhezes no dia 30 ap0s a transferéncia e, nimero e proporcao de
prenhezes no dia 60 apds a transferéncia. O polimorfismo foi significativamente
associado (P<0,01) com numero e propor¢cdo dos complexos cumulus-o6citos
viaveis e proporcao de prenhezes aos 30 dias. O genoétipo GT afetou negativamente
caracteristicas como numero e propor¢do dos complexos cumulus-odcitos viaveis e
proporcao de prenhezes aos 30 dias. Este resultado € uma possivel indicacdo do

efeito genético destas caracteristicas.

Palavras chave: SNP , mutag&o sinonima, OPU-PIVE.
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1. INTRODUCAO

Uma ampla variedade de fatores epigenéticos, incluindo ions, substratos
de energia, aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento, citocinas e horménios
desempenham um papel importante no desenvolvimento embrionario precoce
(Abdoon et al., 2001). A Proteina Morfogénica do Osso 4 (BMP4) € um membro do
fator de crescimento transformante beta (TGF-B); superfamilia que controla
numerosos eventos de desenvolvimento embrionario, fetal e mesmo em adultos em

todos os vertebrados (Chen, et al., 2004).

Varios BMPs tém sido implicados nos niveis autdcrino / paracrino do
desenvolvimento folicular ovariano, como demonstrado pela expressdo de BMP4 e
BMP7 nas células da teca em camundongos (Shimasaki et al., 1999). Tém surgido
novas evidéncias apoiando a teoria de que BMP4 e BMP7 originados das células da
teca e do estroma, promovem a transi¢cdo inicial de foliculos primordiais para
melhorar a sobrevivéncia do foliculo (Phil & Claire, 2006). Além disso, em fases
posteriores de desenvolvimento, BMP4 induz a formagdao de mesoderma
embrionario e extra embrionario adicionalmente (Degrelle, et al., 2011). Esta
também relacionado com a vasculogénese (Astorga & Carlsson, 2007) no embrido e
na placenta em desenvolvimento. Como resultado; BPMs tem grande importancia
para o0 sucesso da prenhez (La Rosa, et al, 2011.). Estes autores também
concluiram que BMP4 esta implicado na maturacdo de odcitos bovinos com efeitos

sobre as taxas de clivagem e estado pluripotente da célula embrionéria.

O gene BMP4 é expresso primeiro nas células do estroma e depois no,
desenvolvimento folicular, nas células da teca. Seus receptores encontram-se nas
células da granulosa, assim como, no proprio odcito (Glister, et al., 2004; Fatehi, et
al., 2005). E responséavel pela transicdo do foliculo primordial para foliculo primério,
estimula a proliferacdo das células da granulosa, o crescimento folicular pré-antral,
sobrevivéncia folicular e regula esteroideogenésis nas células da granulosa (Knight
& Glister de 2006).

Estudos anteriores relataram associacéo entre Polimorfismo de um Unico
Nucleotideo (SNP) no gene BMP4 e taxa de blastocistos em vacas da raga
Holandesa avaliadas por modelo in vitro (Li et al., 2012).
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As diferencas genéticas entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus séo
confirmadas nos estudos de associacdo genémica para diferentes caracteristicas de
interesse econdmico, quando SNPs associados com locus de caracteristicas
quantitativas (QTLs) no grupo taurino, ndo sao significativos no grupo indicus.
(Fortes, et al., 2010, Canavez, et al., 2012, Hoglund, et al., 2012).

N&o existe nenhuma pesquisa envolvendo polimorfismo no gene BMP4 e
caracteristicas de producao in vitro de embrides (OPU -PIVE) em vacas da raca Gir

brasileira, o que é o objetivo do presente estudo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de DNA e coleta de dados

O DNA foi extraido a partir de foliculos capilares por método alcalino de
acordo com o procedimento padrédo (adaptado a partir de Coelho, 2001). As
concentraces de DNA foram medidas utilizando um espectrofotometro NanoDrop ™
2000 (Thermo Science). Foram coletados dados de 212 OPU-IPVE sessdes de 50
doadoras de odcitos Gir durante os anos de 2012 e 2013 no estado do Rio de
Janeiro, Brasil. Os procedimentos de OPU-PIVE foram realizados por duas

empresas com ampla experiéncia na area de producao in vitro de embrides.

As caracteristicas da OPU-PIVE associadas ao marcador SNP foram:
Numero e proporcao de complexos cumulus-odcitos viaveis (Nvcoc e Pvcoc) classe
[, 1l e lll, que foram maturados com sucesso, fertilizados e cultivados in vitro, 2.
Numero e proporgdo de embrides clivados no dia 4 de cultura (Ncleavd4 e
Pcleavd4), 3. Numero e proporgdo de embrides transferiveis no dia 7 de cultura
(Ntembd7 e Ptembd7) como propor¢cdo do Nvcoc, segundo a classificacdo IETS
como estagio 4 (moérula), grau 1 (excelente ou bom), e estagios 5 - 7 (blastocisto
inicial, blastocisto e blastocisto expandido), grau 1 e 2 (excelente e regular). NUmero
e proporcdo de prenhezes no dia 30 apoés a transferéncia (NPrD30 e PPrD30) e 5.

Numero e proporcdo de prenhezes no dia 60 apos a transferéncia (NPrD60 e
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PPrD60). Todas as caracteristicas sdo dadas por sessdo de OPU-IPVE. Os dados
de todas as caracteristicas foram registrados e cedidos para fins de pesquisa.

2.2. Andlise do polimorfismo de um Unico nucleotideo

A deteccéo de polimorfismo no gene BMP4 foi realizado de acordo com Li
et al. (2012). Um segmento do gene BMP4 (exon 2, SNP rs109778173) foi
amplificado por PCR com primers especificos (Tabela 1). A reacdo de PCR foi
realizada em um volume final de 20 ul, utilizando tampao 1x PCR [10 mM Tris-HCI
(incluindo Mg *?)], 0,5 mM de dNTP mix Promega ®, 1U de Taq DNA polimerase
Promega ®, 0,5 mM de cada primer - Invitrogen ®, e agua deionizada, obtida a partir
de 50 ng de extracdo de DNA. Para cada réplica de reacdo de PCR foi feito um

controle negativo.

Tabela 1. Condi¢des do primer utilizado na amplificagdo do SNP rs109778173 no gene BMP4

Temperatura Tamanho
Gene Sequéncia do primer 5°-3’ anelamento produto Referéncia
(°C) PCR(pb)

F 5" TAGAACATCTGGAGAACATC
BMP4 55 190 Li. 2012
R 5"GGCTTCATAACCTCATAAATG ’

As condicdes de ciclo consistiram de um estagio inicial de 95 °C durante 1
minuto, seguido por 40 ciclos de amplificacdo com desnaturacéo a 95 °C durante 30
segundos, anelamento dos primers a 55 °C durante 1 minuto e extensdo a 72 °C
durante 1 minuto. Apoés o ultimo ciclo, as reagdes foram sujeitas a um passo final de
7 minutos a 72 °C para a extensao final das fitas. Para confirmar a amplificagédo, o

produto foi separado por gel de poliacrilamida (8%) corado com nitrato de prata.

Reacdo em cadeia da polimerase de polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) foi utilizada para a genotipagem de amostras
amplificadas. Hinfl (newengland BioLabs ®). Foi usada a enzima de restricdo que

reconhece e cliva a sequéncia 5 'G”ANTC 3' (Tabela 2) foi usada. Esta enzima
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reconhece apenas um local de clivagem no fragmento amplificado, sendo os
produtos da reagao dois fragmentos com tamanhos de 80pb e 110bp. O resultado
esperado foi a clivagem das amostras que ndo apresentam a mutacdo G > T. A
reacao de clivagem com enzimas de restricdo foi efetuada num volume final de 20
ul, sendo usado 1x de tampao especifico para a enzima de restricdo, 5U da enzima
de restricao, 4pl do produto de PCR e agua deionizada.

Tabela 2. SNP no gene BMP4 e informacéo da endonuclease de restricdo

nimero SNP Enzimade Tm —-RFLP

GENE no NCBI Sequéncia do SNP restricao (°C)
GGGCCCTGGTCCACCTGCT
BMP4  rs109778173 CCCGGAA[G/TJAGTCGAAGC Hinfl 37
TCGGCAGACGAGATCA

Tm = Temperatura de fusdo

Para confirmar a reacdo de digestédo, o produto foi separado em gel de
poliacrilamida (8%) e corado com nitrato de prata. Apos esta visualizacdo, as
amostras foram submetidas a eletroforese capilar, usando o equipamento Fragment
Analyzer™ (Advanced Analytical) para a discriminacdo alélica por tamanho e

identificagdo do polimorfismo.

2.3. Andlise Estatistica

Frequéncia genotipica, frequéncia alélica , probabilidade do equilibrio
Hardy-Weinberg (P-HW), heterozigosidade observada (Ho) , heterozigosidade
esperada (He) , numero efetivo de alelos (Ne) e contetdo de informacgéo polimérfica
(PIC), foram analisados estatisticamente de acordo com as abordagens de Nei e
Roychoudhury (1974) e Nei e Li (1979). Estas andlises foram feitas no sofware
PowerMarker v.3.25.
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A associagao entre o marcador de DNA, e caracteristicas da OPU-PIVE e
taxas de prenhez foi determinada pela analise de variancia de dados repetidos

usando o seguinte modelo:
Yij=M+Ei+gj

onde Yj € a observagédo para as caracteristicas de OPU-PIVE; U € a

média para cada caracteristica; E; € o efeito do gendtipo e €;; € o erro aleatério. Este
modelo foi considerado utilizando o procedimento PROC GLIMMIX do SAS 9.2.

3. RESULTADOS

O dominio da proteina codificante do gene BMP4 esta localizado no exon
2. N6s amplificamos um fragmento da sequéncia de DNA no exon 2, onde
previamente uma mutacdo o SNP numero rs109778173 foi identificado em vacas da
raca Holandesa por Li, et. al., (2012). Procuramos a mutagcdo G > T em vacas da
raca Gir, utilizando PCR-RFLP e métodos de eletroforese capilar. Trés genotipos
foram identificados (GG, TT e GT) com frequéncias genotipicas de 0.64, 0.32 e 0.04,
respectivamente; frequéncias alélicas e probabilidade de equilibrio Hardy-Weinberg
na Tabela 3.

Tabela 3. Frequéncias genotipica e alélica no gene BMP4 para o SNP utilizado no teste de
associa¢do em bovinos da raga Gir

_ o P-HW*
Frequéncia genotipica

Polimorfismo Frequéncia alélica

(nimero) (Qui-quadrado)
i GG 0,64 (32 0,8+0,03 G
rES"loogggl'\?'Z TT 032  (16) 02+ 0,047 0,53205
GT 0,04 (2)

*A probabilidade de equilibrio Hardy—Weinberg foi testada ao 5% (Valores de Qui- quadrado > 0,05
significam que o SNP esta em desequilibrio).

O resultado na Tabela 4 mostra heterozigosidade, contetdo de
informacéo polimérfica e numero efetivo de alelos com valores médios, mostrando

gue os niveis de polimorfismo e variagdo genética foram médios; isto de acordo com
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a classificacado do PIC (baixo polimorfismo se o valor PIC <0,25, polimorfismo médio
se o valor encontra-se entre 0.25 e 0.5, e alto polimorfismo se o valor PIC > 0.5). O
teste qui-quadrado mostrou que as distribuicdes genotipicas na populacéo estudada

concordaram com o principio de Hardy-Weinberg (P> 0,05).

Valores médios de polimorfismo SNP para as caracteristicas acima
mencionadas indicam sua possivel utilizagdo como um marcador molecular. (Fu, et
al., 2013).

Tabela 4. indices genéticos da populacéo na regi&o do exon 2 do gene BMP4 (187 pb)

NUumero Conteudo de
_ Heterozigosidade Heterozigosidade efetivo de Informacgéo
Posicao observada (Ho) esperada (He) alelos Polimaérfica
(Ne) (PIC)
rs109778173 0.3016 0.36 1.562 0.266

Gel de eletroforese capilar e eletroferograma da mutacdo G>T no gene
BMP4 sdo mostrados na Figura 1. Os alelos de 75pb e 105bp foram obtidos ap6s
clivagem com a enzima de restricdo Hinfl; o alelo mutante néo foi clivado porque o
local de reconhecimento estava ausente e o tamanho do alelo foi 187bp, portanto,

conclue-se que a mutacao foi apresentada em heterozigose.

10

L”M«—.,WM\_,*\ etdln ]

Size (bp

Figura 1. Gel de eletroforese capilar (A) e eletroferograma (B) de PCR-RFLP com Hinfl. O gendtipo
GT mostra dois fragmentos para o alelo clivado (75pb e 105pb) e um no alelo ndo clivado 187pb.
(Mutac&o em heterozigose).
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A andlise de variancia do Polimorfismo para as caracteristicas de OPU-
PIVE e as taxas de prenhez no l6cus rs109778173 — exon 2 do gene BMP4 (187pb)
mostrou efeito significativo para o gendtipo (GT) nas caracteristicas numero e
proporcado de complexos cumulus-odcitos viaveis (Nvcoc e Pvcoc) e, proporcao de
prenhezes aos 30 dias (PPrD30). Médias para o gendtipo GT apresentaram
desempenho inferior nas caracteristicas acima anotadas no nivel de probabilidade

de 1%, (Tabela 5). O gendtipo GT pode ser um genaotipo desfavoravel.

Os valores médios para as demais caracteristicas avaliadas ndo mostraram
efeito significativo do gendtipo, embora todos eles foram numericamente inferiores
no gendtipo mutante quando comparado com outros genaétipos (GT vs GG e TT). Os
gendtipos GG e TT ndo mostraram efeito significativo sobre as caracteristicas OPU-
PIVE e as taxas de prenhez.

Tabela 5. Associacao entre o SNP (rs109778173) gendtipo do gene BMP4 e caracteristicas de OPU-
PIVE em vacas da raca Gir

Caracteristica*
Genétipos (niimero/OPU-PIVE sessdes)
/(média £ EP)

GG (32/157) TT(16/44) GT(2/11)
NVcoc 10.01 + 6.95° 9.25 + 6.03° 5.72+4.51°
PVcoc 75.82 + 20.46° 76.73 +18.26° 60.50 + 28.69"
NcleavD4 6.25 +4.72 7.2+524 427 +4.73
PcleavD4 64.59 + 34.68 74.13 £30.12 67.17 £37.27
NTembD7 2.56+2.78 2.90 + 3.65 1.45 +2.38
PTembD7 36.91 + 35.40 32.84 +33.26 26.90 + 35.27
NPrD30 0.68+1.17 0.59 + 0.87 0.18 + 0.60
PPrD30 29.27 +39.15° 32.65 + 43.25° 6.09 + 64.20°
NPrD60 0.64+1.12 0.50 + 0.82 0.18 + 0.60
PPrD60 27.07+37.97 25.45 + 39.61 6.09 + 20.20

a Médias entre os gendtipos para o SNP com letras diferentes sobrescritas sé@o significativamente
diferentes (P <0,01).

* NVcoc e PVcoc, nimero e proporcdo dos complexos cumulus-oécitos viaveis; Ncleavd4 e
Pcleavd4, o numero e propor¢cdo de embrides clivados no dia 4 de cultura; Ntembd7 e Ptembd7, o
namero e proporgdo de embrides transferiveis no dia 7 de cultura; NPrD30 e PPrD30 numero e
proporcao de prenhezes no dia 30 apo6s a transferéncia e NPrD60 e PPrD60, nimero e proporcao de
prenhezes no dia 60 apoés a transferéncia
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4. DISCUSSAO

O gene BMP4 esta localizado no cromossomo 10, € conservado em
humano, chimpanzé, macaco rhesus, céo, rato, e peixe-zebra. Bos taurus € um das

65 espécies ortélogas para o0 gene BMP4 humano (Waterhouse et al, 2011).

A participacdo das proteinas morfogénicas do 0sso nos processos de
desenvolvimento dos tecidos embrionarios tem sido documentada desde o processo
de gastrulacdo. A gastrulagdo € um processo altamente dindmico, mas conservado,
gue permite dois grandes eventos de desenvolvimento inicial dos vertebrados: I) o
estabelecimento de morfologicamente visivel antero-posterior (ou de cabeca-cauda)
e do eixo da medula dorso-ventral (ou boca-espinhal), que o esboco futuro do corpo;
e Il) a especificacdo e padronizagdo precoce das camadas germinativas,

especialmente da mesoderma. (Downs e Davies, 1993).

Os mutantes para o processo de gastrulacéo revelaram recentemente que
a especificacdo eixo do embrido propriamente dito € uma sequéncia de interacdes
reciprocas entre tecidos embrionarios e extraembrionarios, de modo que os genes
envolvidos nestas interacbes pode agora contribuir para o desenvolvimento

morfogénico no embrido. (Pfister, et al, 2007;. Tam & Loebel, 2007).

A mutacdo G > T no gene BMP4 encontrada neste estudo mostra menos
eles 4.29 odcitos viaveis em comparacdo com o genoétipo GG, 16.23% menor
proporcao de odcitos viaveis que o genotipo TT, e os embrides transferidos de vacas
com genoétipo GT tiveram 26.5% menor taxa de prenhez aos 30 dias, em
comparacao com o genotipo TT.

Li, et al.,, (2012), utilizando modelo in vitro em vacas Holandesas
mostraram resultados similares para a mutacdo G>T no gene BMP4. Eles
concluiram que os embrides produzidos a partir de vacas genoétipo TT apresentaram
10.5 e 16.1% taxas de blastocisto mais altas do que as vacas GG e GT,
respectivamente. Os mesmos autores mostraram que a taxa de blastocistos foi
significativamente associada com SNP rs109778173 de BMP4 (P = 0,006), enquanto
gue a associacao com a taxa de fertilizacdo nao foi estatisticamente significativa (P =
0.095).
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La Rosa et al (2011) mostraram que BMP4 diminui o desenvolvimento
apenas para embrides fertilizados in vitro, e concluiu que ele esta implicado na
maturacdo de odocitos bovinos com efeitos sobre as taxas de clivagem e estado
pluripotente de células embrionérias, o que sugere que um equilibrio na sinalizacao
das BMPs é necessario para o desenvolvimento adequado e pré-implantacdo de

embrides bovinos.

As frequéncias genotipicas na populacdo de vacas Gir estudados
apresentaram valores de 0.64, 0.32 e 0.04 para os genotipos GG, TT e GT
respectivamente, concluindo que a presenca do genoétipo GT é baixa, em contraste
com as frequéncias genotipicas observadas na populacdo estudada por Li et al ,
onde para 0s mesmos gendtipos e na mesma ordem apresentaram valores de 0.56,
0.05 e 0.37 (calculado a partir da informacdo fornecida pelo autor no artigo),
indicando, assim, uma maior propor¢cdo de animais com o gendétipo GT do gene
BMP4 em vacas da raca Holandesa em comparagcdo com vacas da raca Gir

estudadas neste trabalho.

Os valores de probabilidade para o equilibrio de Hardy-Weinberg (P> 0.05)
nas duas populacdes mostram desequilibrio com o SNP avaliado, e, portanto,

possuem capacidade de segregar. (Ardlie et ai., 2002).

Nossa hipétese € que a diferenca entre as frequéncias genotipicas para
GT nas duas populacbes pode estar associada ao processo de selecdo para as
caracteristicas de producdao em bovinos leiteiros. No entanto, 0os estudos em ambas
as populacdes (Holandesa e Gir) envolvendo SNPs relacionados com a producéo de
leite e fertilidade devem ser realizados para testar a hipotese de segregacao

conjunta.

O uso generalizado da inseminacdo artificial em bovinos Red nordicos
resultou em aumento da intensidade de sele¢édo, o que levou ao aumento da
produtividade. No entanto, a fertilidade da vaca tem diminuido severamente
concomitantemente. Kadri, et al., (2014) identificaram uma delecdo de 660 kb
abrangendo quatro genes como a causa de variagao. Eles mostraram que a delecéo
€ uma mutacdo recessiva letal embrionariamente. Este estudo demonstra que as

mutacOes embrionarias letais representam uma fracdo ndo desprezivel do declinio
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da fertilidade em gado doméstico, e que os efeitos positivos associados a producéo
de leite podem ser responséaveis de parte da correlacdo genética negativa.

A mutacdo G>T no SNP rs109778173 é classificada como sinbnima ou
silenciosa, dado que a substituicdo de uma guanina por uma timina em codons de
nucleotideos (CTG por CTT) néo altera a sequéncia de aminoacidos da proteina (no
caso da proteina codificante do gene BMP4 ¢ leucina). Isto € muitas vezes referido

como redundéancia do codigo genético.

Apesar da redundancia do cédigo genético, codons sinbnimos ndo séo
usados com igual frequéncia, um fenémeno conhecido como codon bias. (lkemura,
1981). Se o codon bias € o resultado da selecao natural, uma alteragédo de um codon
preferido, para um ndo preferido pode conduzir a uma reducdo nos niveis de
expressao de proteinas, causada por uma diminuicdo da eficécia, ou a fidelidade da
traducdo, ou uma combinagdo de ambos (Bulmer, 1991). Adoligbe, et al., (2012)
mostraram efeito significativo para a mutacdo sindbnima no gene GDF10 com

caracteristicas de comprimento do corpo em bovinos crioulos chineses.

Quando uma mutacao sinbnima ou silenciosa ocorre, a mudanca € muitas
vezes assumida como neutra, o que significa que ela ndo afeta a aptiddo do
individuo portador de um novo gene para sobreviver e se reproduzir. Alteracfes
sinbnimas ndo podem ser neutras, porque certos codons sdo mais eficientemente
traduzidos (mais rapida e/ou com mais precisdo) do que outros. (Carlini & Stephan,
2003).

5. CONCLUSAO

A associacdo entre o polimorfismo do gene BMP4 e caracteristicas de
OPU-PIVE em bovinos da raca Gir estudados, confirma a influéncia deste gene no
desenvolvimento do embrido e taxas de fertilizacdo apds a transferéncia de
embrides. O gendtipo GT afeta negativamente as caracteristicas como o namero e

proporcao de complexos cumulus-o0citos viaveis, e propor¢cao de prenhezes no dia
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30 apos a transferéncia. Este achado poderia ser uma indicagdo de um efeito

genético nessas caracteristicas.

A mutacdo sinénima G>T no gene BMP4 deve ser estudada para elucidar
0S mecanismos envolvidos na alteracdo dos indices de desenvolvimento

embrionario e de prenhez em vacas da raca Gir doadoras de odcitos.

Estudos envolvendo outros SNPs associados as caracteristicas de
reproducdo e producdo sdo necessarios para estudar as interacbes genéticas com
caracteristicas da OPU-PIVE.
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