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RESUMO - Uma populagdo F2 de suinos obtida a partir do intercruzamento da geragdo F1, proveniente do acasalamento
divergente de dois machos da raga naturalizada brasileira Piau com 18 fémeas comerciais (Landrace x Large White x Piétrain)
e genotipada para cinco marcadores tipo microssatélite foi utilizada com o objetivo de mapear locos de caracteristicas
quantitativas associados a caracteristicas de desempenho no cromossomo 4. As caracteristicas avaliadas foram: nimero de tetas,
peso ao nascimento, peso aos 21, 42, 63, 77 e 105 dias de idade, peso ao abate, consumo de ragdo, conversdo alimentar e ganho
de peso médio diario dos 77 aos 105 dias de idade e idade ao abate. Utilizou-se o método de regressdo por intervalo de
mapeamento com analises realizadas por meio do programa QTL EXPRESS. Verificou-se a presenga de apenas um QTL
significativo (para peso aos 77 dias). A utilizacdo deste QTL na Selecdo Assistida por Marcadores deve ser feita depois que
a posicdo desse QTL for refinada, com possivel identificagdo da mutacdo causal e estimacdo de seus efeitos.
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Mapping of quantitative trait loci for performance on chromosome 4 in pigs

ABSTRACT - The objective of this work was to map QTL on porcine chromosome 4 and associate them to
performance traits. For this, a F2 pig population was established from a cross from the F1 generation, produced by crossing
two naturalized Brazilian Piau sires and 18 commercial dams (Landrace x Large White x Piétrain). The population was
genotyped for five microsatellite markers. The performance of traits evaluated in the population were: teat number,
birth weight, weight at 21, 42, 63, 77 and 105 days of age, slaughter age, feed intake, feed gain ratio, average daily gain
from 77 to 105 days of age, and slaughter age. Data were analyzed through multiple regressions developed for analysis
of interval mapping using QTL EXPRESS software. Significant evidence for QTL was verified for weight at 77 days of
age. The use of this information for marker assisted selection can be done after fine mapping, identification of the
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causative mutation and estimation of its effects.
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Introducéo

Ao contrario da pressuposicdo de que as caracteristicas
quantitativas eram controladas por muitos genes de pequeno
efeito, Lande (1981) sugeriu que poucos genes poderiam
ser responsaveis por grande proporcdo da variacdo
fenotipica das caracteristicas quantitativas. Esses locos
foram denominados locos de caracteristicas quantitativas
ou QTL (Geldermann, 1975) e podem ser identificados por
meio de cruzamentos entre ragas divergentes utilizando
marcadores genéticos espalhados ao longo do genoma.
As primeiras evidéncias de QTL em suinos foram
identificadas por Andersson etal. (1994) no cromossomo 4,
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no qual foi encontrado QTL controlando taxa de cresci-
mento e espessura de toucinho, responsaveis, respectiva-
mente, por 12 e 17% da variabilidade fenotipica. Apos
estesachados, varios programas de mapeamento genético
em suinos utilizando racgas exoticas tém permitido a
identificacdo de QTL controlando caracteristicas de cresci-
mento, reprodutivas e de qualidade de carne (Bidanel &
Rothschild, 2002).

Segundo Pereira (2001), a medida mais eficiente para
avaliar o crescimento é 0 peso ou 0 ganho de peso em
determinada fase da vida do animal. Desta forma, tém sido
incluidas nas metas de selecdo caracteristicas de cresci-
mento em certas idades; e as informacdes de genes e QTL
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encontrados podem ser utilizadas em conjunto aos métodos
tradicionais de selecéo, por meio da Sele¢do Assistida por
Marcadores (MAS), para melhorar a eficiéncia de selecéo.
Em comparacdo aos métodos tradicionais de selecdo, um
ganho genético adicional de 64% pode ser obtido utilizan-
do-seas informag6es moleculares juntamente com os métodos
tradicionais (Henshall & Goddard, 1997). Apesar de as carac-
teristicas de crescimento apresentarem herdabilidades de
moderadaaalta (Paszeketal., 1999), algumas limitacdes da
selecdo baseada no fendtipo poderiam ser parcialmente
eliminadas com o uso da informacdo molecular, o que
possibilitaria a selecdo diretamente pelo genétipo (DNA),
resultando em selecdo mais acurada, precoce e de baixo
custo (Dekkers & Hospital, 2002). Paraaimplementagédo da
MAS, os QTL devem ser identificados e seus efeitos esti-
mados. O objetivo ao realizar este trabalho foi mapear QTL
associados as caracteristicas de desempenho no cromossomo
4 de suinos a partir de uma populagdo F2 obtida de um
cruzamento divergente.

Material e Métodos

A formacdo da populacdo e a obtencdo dos dados
fenotipicos foram realizadas na Granja de Melhoramento
de Suinos do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa (UFV),em Vicosa, MG, Brasil, no periodo
de novembro de 1998 a julho de 2001. Para obtencéo do
desequilibrio da fase de ligacdo entre os marcadores e 0s
QTL, foi utilizado o delineamento F2. Para formacédo da
geracdo F1, 18 fémeasde linhacomercial (Landrace x Large
White x Piétrain) desenvolvida na UFV e selecionada para
caracteristicas de desempenho foram inseminadas com
sémen de dois varrdes da raca naturalizada brasileira Piau.
Entre osanimais F1, foram selecionados ao acaso 11 machos
e 54 fémeas, provenientes de diversas leitegadas, que foram
intercruzados por monta natural para obtencdo da geracéo
F2. Os animais F2 foram pesados ao nascimento e desma-
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mados aos 21 dias de idade. Apés o desmame, todos 0s
animais receberam ragdo comercial a vontade e, aos 10 dias
de idade, os machos foram castrados. Dos 77 aos 105 dias
deidade, os animais foram mantidos em baias individuais
e o consumo de ragdo foi medido diariamente para célculo
da conversdo alimentar. Os animais submetidos ao teste
foram pesados no inicio e ao final do teste para calculo do
ganho de peso diario. Apds o teste, os animais foram
alojados em baias e abatidos assim que atingiam 65 kg
(64,7 +5,6), aproximadamente 147,9 + 10,6 dias de idade.

A andlise genotipica foi conduzida no Laboratério de
Biotecnologia Animal (LABTEC) do Departamento de
Zootecniada UFV. O DNA dos animais parentais, F1 e F2,
foi extraido de sangue coletado imediatamente ap6s o abate
utilizando-se o método de extracao por precipitagdo com
sal (Milleretal., 1988), mantendo-as solu¢bes (na concen-
tracdo aproximada de 25 ng/uL) a 4°C. Os animais foram
previamente genotipados para o gene Halotano, uma vez
que as caracteristicas de desempenho sdo influenciadas
pela acdo deste gene (Band et al., 2005).

Os animais foram genotipados utilizando-se cinco
marcadores tipo microssatélite (SW489, S0301, S0001,
S0217 e SW58). Para as amplificacdes, utilizaram-se
termocicladores MJ Reseach, Inc. modelo PTC-100/96. As
reacOes constituiam-se de Taq polimerase 1 U, dNTPs
0,2mM, primers 0,2 mM cada, Tris-HCI pH 8,3 20 mM,
KCI 50 mM. As concentragdes de magnésio (Mg2*) varia-
ram de 2a4 mM, em decorréncia do padrao de amplificacdo
dos primers. Foram utilizados 25 ng de DNA gendmico
por reacdo, em umvolume final de 20 uL. AsamplificacGes
dos fragmentos dos marcadores foram observadas em
gel de poliacrilamida a 5% e coradas com nitrato de prata,
com aplicacdo de 5 uL de cada reacdo. Informagdes adicio-
nais sobre a descri¢cdo dos marcadores utilizados e suas
especificacbes (Tabela 2) podem ser obtidas no endereco
eletronico: http://www.marc.usda.gov/genome/swine/
swine.html. Os produtos da reacdo em cadeia da polimerase

Tabela 1 - NUmero de observacdes, média, desvio-padrdo e valores minimos e maximos para as caracteristicas estudadas

Caracteristica Observacdes Média Desvio-padrao? Minimo Méximo
NUmero de tetas 800 13,17 1,28 9,00 17,00
Peso ao nascer (kg) 800 1,20 0,28 0,43 2,13
Peso aos 21 dias (kg) 665 4,87 1,18 1,15 8,69
Peso aos 42 dias (kg) 665 8,25 1,99 1,95 17,86
Peso aos 63 dias (kg) 656 16,21 3,43 3,72 26,53
Peso aos 77 dias (kg) 602 21,42 4,38 6,05 34,50
Peso aos 105 dias (kg) 595 36,26 6,74 11,25 55,00
Consumo de racdo (kg) 598 39,81 8,36 13,54 59,07
Ganho de peso médio (kg/dia) 591 0,53 0,14 0,01 0,97
Conversdo alimentar (75 aos 105 dias) 591 2,80 0,65 1,99 4,88
Peso ao abate (kg) 510 64,75 5,63 39,10 79,50
Idade ao abate (dias) 510 147,94 10,62 116,00 192,00
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Tabela 2 - Marcadores utilizados na varredura do cromossomo 4

Marcador Posicdol Fluoréforo T (°C)?
SW498 0,0 HEX 55
S0301 33,0 FAN 58
S0001 59,2 HEX 50
S0217 112,0 FAN 62
SW58 152,3 TET 58

1 posigdo em cM para 0 mapa médio obtido com o programa CRIMAP (v.2.4) para
esta populagéo.
2 Temperatura de anelamento em °C.

(PCR) foram submetidos a analise de fragmentos por meio
de seqlienciador automatico ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems) utilizando-se o programa GENESCAN (Applied
Biosystems) para a classificagdo dos fragmentos amplifi-
cados. O célculo do Contetdo de Informacédo Polimérfica
(PIC) para cada marcador, a heterozigosidade esperada
(He) e a heterozigosidade observada (Ho) foram obtidos
por meio do programa CERVUSv.3.0 (Marshall etal., 1998)
(Tabela 3). O mapade ligacao foi constituido utilizando-se
oprograma CRIMAP, versdo 2.4 (Greenetal.,1990), coma
opcdo “build”.

O mapeamento de QTL foi realizado por meio do programa
QTL EXPRESS para populacdo F2 (Seaton et al., 2002)
(http://www.qtl.cap.ed.ac.uk) foi construido utilizando-se
as distancias do mapa médio entre os sexos (Tabela 2).
Segundo Haley etal. (1994), assume-se que 0 QTL e dialélico,
com alelos alternativos fixados em cada raca parental.
Considerou-se 0 genétipo QQ para o gendtipo homozigoto
daracanaturalizada brasileira Piau com efeito a, qq para o
genotipo homozigoto da raca Comercial com efeito—a e Qq
para o heterozigoto com efeito d. A probabilidade de cada
individuo F2 apresentar cada um dos trés gen6tiposdo QTL
foi calculada conforme os marcadores a intervalos de 1cM
ao longo do cromossomo. Essas probabilidades foram
utilizadas para a regressao das caracteristicas nos coefici-
entes aditivos e de dominanciado QTL em estudo para cada
animal. No calculo dafracdo da varianciaaditivaexplicada
pelo QTL, utilizou-se aequagéo hj = a*/ 207 (Perez-Enciso

Tabela 3 - Marcadores microssatélites utilizados na varredura do
cromossomo 4

Marcador  Posicdol PIC2 HExp.3 HObs.4 N° de alelos
SW489 0,0 0,32 0,58 0,68 3
S0301 33,0 0,50 0,52 0,56 3
S0001 59,2 0,50 0,60 0,60 3
S0217 112,0 0,41 0,57 0,73 3
SW58 152,3 0,42 0,56 0,69 4

1 posigdo em cM para o mapa médio para esta populagio.
2 Contetdo de Informagéo Polimérfica.

3 Heterozigosidade esperada.

4 Hererozigosidade observada.

etal., 2000), em que a representa o efeito aditivo do QTL
e o, 0 desvio-padréo fenotipico.

Os efeitos aditivos e de dominancia do QTL foram
estimados pelo seguinte modelo estatistico:

Yiji = Sit Lj+ H+ (Cijg — C)b +ca+cyd + ey

em que:Yijkl =fenotipo; S; = efeito fixo do sexoi,i=1,2;
LJ- =efeito fixodolote ,j=1, 2, 3, 4, 5; H = efeito fixo do
gendtipo do gene Halotano k, k=1 (NN), 2 (Nn); CijkI -C)b=
ajustamento para as co-variaveis tamanho de leitegada ao
nascimento para peso ao nascimento; tamanho de leitegada
aodesmame paraP21,P42,P63,P77,P105ePA; pesoaos 77
dias para consumo de racdo, ganho de peso e converséo
alimentar; €ijk1 = residuo.

Os valores C, e C, sdo fungdes das probabilidades
condicionais do QTL, dado o gendtipo dos marcadores, €
sdo calculados da seguinte forma:

¢, =P(QQIM;)-P(qq|M;)
cy=P(QqM))

em que: P(QQ|M;) = probabilidade condicional de os alelos
do QTL serem homozigotos de origem daraca naturalizada
brasileira Piau; P(qq|M;)= probabilidade condicional de
os alelos do QTL serem homozigotos de origem da raca
comercial; P(Qq|M;)= probabilidade condicional de os
alelos do QTL serem heterozigotos.

O modelo anterior foi utilizado para estimar aregressao
do fendtipo nos coeficientes C, e C, variando a posicao do
QTL a cada cM usando o0 mapa médio entre 0s dois sexos.
Para cada posic¢éo, era calculada uma razdo de verossimi-
Ihanca (F), comparando-se o modelo que considera a pre-
sen¢a do QTL (modelo completo) ao modelo sem o QTL
(modelo reduzido). A curva dos valores da razdo de veros-
similhanca (F) ao longo do cromossomo foi projetadaemum
gréafico, de modo que o0 ponto maisalto representaa provavel
posicdodo QTL. Os niveisde significancia («=0,050u 0,01)
“cromossome-wide” foram obtidos pelo teste de permuta-
¢do (Churchill & Doerge, 1994) para um total de 10.000
permutacBes para cada caracteristica.

Resultados e Discussao

A distancia média entre os marcadores foi de 38 cM
cobrindo um intervalo de 152 ¢cM no cromossomo 4 de
suinos. O tamanho do mapa esta de acordo com a literatura
evarioude 130,1cM (USDA-MARC.2; Rohreretal., 1996)
a 165,0 cM (PiGMaP.1; Archibald et al., 1995). N&o se
observou mudanca na ordem dos marcadores, 0 que esta
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de acordo comoutros estudos (Walling etal., 1998; Gerbens
etal., 2000) (Tabela 3).

O conteudo de informacao polimdrfica (PIC) quantifica
ainformacao disponivel paraobtencdo do gen6tipodo QTL
em certa posi¢cdo do cromossomo. Os baixos valores para o
PIC para os marcadores pode estar relacionado ao baixo
numero de alelos segregando nesta populagéo, o que pode
ter sido provocado pelo pequeno nimero de animais funda-
dores (dois machos e 18 fémeas). No entanto, de acordo com
Botsteinetal. (1980), os marcadorescomPIC de 0,25a0,5
sdo classificados como moderadamente polimorficos e,
portanto, estdo aptos para utilizagdo como marcadores em
projetos de mapeamento genémico.

Os niveis de significancia cromossémicoa5e a 1%
para os valores de F foram, respectivamente, 4,86 e 6,60
(Tabela4).

Ao contrario de outros trabalhos em que foram encon-
trados varios QTL para as caracteristicas de crescimento
no cromossomo 4 de suinos (Bidanel et al., 2001; Knott
etal.,2002; Geldermannetal., 2003), neste trabalho iden-
tificou-se apenasum QTL na populagdo de estudo. O QTL
identificado esta envolvido no controle da caracteristica
P77 (P<0,01, a nivel cromossémico) e esta proximo ao
marcador S0217 (Tabela4; Figural). Este QTL foi identi-
ficado em umaregido do cromossomo 4 na qual Andersson
etal. (1994) encontraram um QTL parataxa de crescimento
e espessura de toucinho em uma populacdo obtida do
cruzamento do porco selvagem Europeu e suinos da raca
Large White.

Marklund et al. (1999) confirmaram a presenca deste
QTL para taxa de crescimento e deposi¢do de gordura
quando utilizaram animais F2 do cruzamento realizado por
Andersson et al. (1994) e os retrocruzaram com animais
Large White. Esta regido foi designada por esses autores
como regido FAT1. De acordo com Kim et al.(2006), os

marcadores associados a maior crescimento também estéo
associados a menor deposigdo de gordura. Provavelmente
existe um gene com efeito pleitropico para essas duas
caracteristicas nesta regido ou dois ou mais genes ligados
estdo se expressando.

Deacordo com o modelo utilizado, os valores negativos
para as estimativas dos efeitos aditivos indicam que o alelo
herdado daraca naturalizada brasileira Piau foi responsavel
pela diminui¢cdo do peso aos 77 dias de idade. Esse resul-
tado esta de acordo com a maioria dos obtidos em outros
trabalhos com cruzamentos de racas ndo melhoradas,
principalmente araca chinesa Meishan e o porco selvagem
Europeu, em que os alelos herdados destas racas eram
responsaveis pelo atraso no crescimento (Andersson etal.,
1994: Bidanel etal., 2001). A raca naturalizada brasileira
Piau se caracteriza por baixo desempenho, pequeno tamanho
de leitegada e principalmente pelo grande acimulo de
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Figura 1l - Estimativas dos valores de F para as caracteristicas
peso aos 21 dias (P21), peso aos 77 dias (P77), peso
ao abate (PA) e idade ao abate (IDA). As linhas
horizontais indicam os niveis de significanciaao longo
do cromossomo para QTL significativo (5%= linha
continua e a 1% = linha tracejada).

Tabela 4 - Verossimilhangas (F) maximas, suas posi¢des (cM) nos QTL e respectivas estimativas dos efeitos aditivos e de dominancia

Caracteristica Posicdol (intervalo de confianca) Fmax Aditivo (+ erro-padrdo) Dominéncia (+ erro-padrdo)
NUmero de tetas 152 2,21 0,14+ 0,11 0,30 £ 0,17
Peso ao nascer (kg) 0 2,55 -0,04 + 0,02 -0,08 + 0,04
Peso aos 21 dias (kg) 152 3,48 -0,15+ 0,14 0,47 £ 0,20
Peso aos 42 dias (kg) 85 2,61 -0,54 + 0,32 1,37 £ 0,84
Peso aos 63 dias (kg) 119 3,22 -1,03+ 0,47 1,08 + 1,16
Peso aos 77 dias (kg) 119(76-139)** 7,44 -1,91+ 0,52 0,70 = 1,27
Peso aos 105 dias (kg) 87 4,80 -3,01+ 1,03 -2,54 + 2,77
Consumo de racdo (kg) 9 2,20 -2,16 + 1,15 -2,52 + 2,43
Ganho de peso (kg/dia) 17 3,90 -0,08 + 0,02 0,11 + 0,05
Conversdo alimentar (75 aos 105 dias) 0 4,74 -1,13+ 0,63 2,83+ 1,21
Peso ao abate (kg) 22 4,77 -0,27+ 0,1 0,32 + 0,20
Idade ao abate (dias) 124 2,00 2,40 £ 1,25 -0,68 + 2,90

Provavel posigdo do QTL.
** Significativo a 1% ao nivel cromossdmico.
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gordurasubcutanea (Guimardes & Lopes, 2001). O efeito
aditivo do alelo herdado da raca naturalizada brasileira
Piaufoide-1,91+0,52, responsavel por 9% da variabilidade
fenotipica da caracteristica. Desta forma, animais
homozigotos para o alelo herdado da raca naturalizada
Piau podem pesar aproximadamente 4 kg a menos aos 77
dias de idade em comparacdo aos homozigotos para 0s
alelos herdados da raga comercial. Outros cromossomos
desta mesma populacéo continuam a ser estudados, assim
como diferentes marcadores estdo sendo incluidos no
cromossomo 4, ndo apenas para melhorar a precisdo de
mapeamento, mas para confirmar a presenca deste QTL
para a caracteristica de desempenho e crescimento.

O QTL encontrado para P77 confirma os resultados
obtidos em outros trabalhos em que foi encontrado QTL
associado ao crescimento em uma regido similar do
cromossomo 4 (Andersson et al., 1994; Wang et al., 1998;
Paszeketal., 1999; Walling etal., 2000). Rohrer (2000), no
entanto, ndo identificou nenhum QTL no cromossomo 4
para as caracteristicas de crescimento quando utilizou
animais oriundos do cruzamento entre Meishan e um com-
posto de racas comerciais. Possivelmente os alelos deste
gene responsaveis pelo controle destas caracteristicas ndo
estavam segregando na populacéo.

Muréni et al. (2006), ao estudarem o polimorfismo no
gene do hormdnio que estimulaa producédo de Corticotropina
(Corticotropin-releasing hormone — CRH), localizado no
SSC4, na regiéo 4q13, identificaram a presenca de uma
troca nucleotidica (G>A) entre animais comerciais e uma
populacdo de suinos miniaturada Alemanha (DUMI). Esses
autores observaram que os animais da populacdo comercial
tinham o alelo G fixado, enquanto 0s suinos miniaturaeram
heterozigotos e homozigotos para o alelo A. Segundo os
autores, o alelo A foi responsavel pelo retardamento no
crescimento dos animais. A troca nucleotidica, no entanto,
ndo estava associada a maior ou menor deposicdo de
gordura (Muranietal., 2006).

O horménio corticotropina esta envolvido no controle
do balanco energético e controla o crescimento e a forma-
cdo corporal; estalocalizado no braco longo do SSC4, assim
como o marcador S0217; é candidato posicional parao QTL
mapeado para caracteristica de crescimento neste trabalho,
e emoutros jarealizados (Knottetal., 1998; Bidanel etal.,
2001; Varonaetal., 2002). Uma vez que foi verificado QTL
para crescimento em diferentes populac@es, seus efeitos
devem ser investigados em popula¢Bes comerciais como
locos em potencial no uso da selecdo assistida por
marcadores (MAS). A confirmacdo do gene CRH como
candidato em outras populacdes e a estimacdo de seus

efeitos nas caracteristicas de crescimento poderiam trazer
beneficios para a indlstria suinicola pela selecdo de
animais diretamente pelo genétipo.

Conclusdes

Um QTL significativo foi evidenciado a nivel
cromossdmico para a caracteristica peso aos 77 dias (P77).
Contudo, o intervalo de confianca onde se encontrao QTL
ainda é muito grande e tem a presenca de muitos genes. A
utilizagdo deste QTL na Selecdo Assistida por Marcadores
podera ser feita apds a confirmagdo em outras populacdes,
o refino no mapeamento e a possivel identificacdo da
mutac&o causal e estimacgéo de seus efeitos. Uma vez obtidas,
estas informacgdes gendmicas serdo de grande interesse
paraaindustria, pois possiblitardo a fixacdo ou a eliminacéo
de alelos de genes responsaveis pelo controle de diversas
caracteristicas.
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