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RESUMO

SILVA JUNIOR, M. B. Triagem e validacdo de SNPs para uso em selec¢&o assistida
por marcadores moleculares em ovinos Santa Inés. 2018. 64f. Dissertagao
(Mestrado em Genética e Melhoramento) - Universidade Federal do Piaui, Teresina,
Piaui, 2018.

No Brasil, a demanda por carne ovina € superior a sua producao, levando a
necessidade de importagdo desse produto. A auséncia de programas de
melhoramento definidos justifica o déficit na producdo e indica a necessidade de
esforcos em pesquisas que busquem o aumento da produtividade. Objetivou-se com
este trabalho identificar polimorfismos do tipo SNP em sequéncias de genes
candidatos para caracteristicas de medidas corporais e de desenvolvimento de
carcaca em ovinos. Foram coletadas informacdes de area, comprimento e
profundidade de olho de lombo, altura da garupa, comprimento corporal,
circunferéncia toracica, altura da cernelha, altura da pata, profundidade toracica e
comprimento da garupa em 293 animais de ambos os sexos. Onze genes candidatos
foram selecionados na literatura (RPL26, SLC2A4, DVL2, CHRNB1, TP53, POLR2A,
CTC1, PIK3R5, MYH10, NCAPG e LCORL), para a triagem de SNPs, visando sua
genotipagem com técnicas de PCR-RFLP. Os polimorfismos presentes foram
associados aos fenoétipos dos animais amostrados por meio de andlises de regresséao.
Dos genes avaliados, apenas o LCORL mostrou polimorfismo com sitio de restricdo
para a enzima Bsrl, a qual péde ser utilizada para genotipar as variaveis Adenina e
Guanina, na posicdo 149.731. Os resultados mostraram que esse SNP é uma
mutacdo ndo sinbnima que causa a substituicdo do aminoacido Serina, na posicéo
417, por uma Glicina no peptideo codificado. As andlises estatisticas apontaram que
as variaveis genotipicas estéo significativamente associadas a medidas de tamanho
corporal e de qualidade de carcaca em ovinos da raca Santa Inés. As medias de area,
comprimento e profundidade de olho de lombo, altura da garupa, comprimento
corporal e circunferéncia toracica apresentaram diferencas significativas para os
diferentes gendétipos. O gendtipo com menor frequéncia nos rebanhos estudados (fca)
= 0,018) apresentou maiores valores médias para todas essas caracteristicas.

Palavras-chave: LCORL, tamanho corporal, carcaca, PCR-RFLP



ABSTRACT

SILVA JUNIOR, M. B. Screening and validation of SNPs in use of assisted
selection by molecular markers in Santa Inés sheep. 2018. 64f. Dissertacéo
(Mestrado em Genética e Melhoramento) - Universidade Federal do Piaui, Teresina,
Piaui, 2018.

In Brazil, the demand for sheep meat is higher than its production, leading to the need
of importing this product. The absence of specific improvement programmes justifies
the production deficit and indicates the necessity of efforts in research that look into
increasing productivity. This work is aimed at identifying polymorphisms of the SNP
type in gene sequences candidates for features of body measurements and carcass
development in sheep. Information on area, length and depth of loin eye, croup height,
body length, thoracic circumference, height of the withers, paw height, chest depth and
croup length were collected in 276 animals from both sexes. Eleven candidate genes
were selected for the work (RPL26, SLC2A4, DVL2, CHRNB1, TP53, POLR2A, CTC1,
PIK3R5, MYH10, NCAPG and LCORL) for the screening of SNPs for genotyping with
PCR-RFLP techniques. The present polymorphisms were associated to the
phenotypes of the animals sampled by means of regression analysis. Out of the genes
evaluated, only LCORL showed restriction polymorphism for the Bsrl enzyme, which
could be used to genotype the Adenine and Guanine variables at position 149731. The
results showed that this SNP is a non-synonymous mutation that causes the
substitution of the amino acid Serine at position 417 by a Glycine in the encoded
peptide. Statistical analysis indicated that the genotypic variables are significantly
associated to the measures of body size and carcass quality in Santa Inés sheep. The
measures of the area, length and depth of loin eye, croup height, body length and
thoracic circumference presented meaningful differences for the different genotypes.
The genotype with lower frequency in the studied flocks (fce) = 0.018) showed higher
mean values for all these characteristics.

Key words: LCORL, body size, carcass, PCR-RFLP
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1. INTRODUGAO

Os ovinos estéo entre 0s primeiros animais a serem domesticados pelo homem
com a finalidade de geracdo de produtos alimenticios. Esses pequenos ruminantes,
hoje criados por todo o mundo, provavelmente foram domesticados na Asia e de |4 se
difundiram para outros continentes (MARIANTE; CAVALCANTE, 2000).

O rebanho mundial de ovinos atualmente é de cerca de 1,2 bilhdo de cabecas
(FAO, 2016). A Austrélia e Nova Zelandia ocupam posic¢des de destaque no mercado
mundial de carne e |1&, em virtude de suas cadeias produtivas altamente tecnificadas
e eficientes (VIANA, 2008). No Brasil, onde o rebanho é de aproximadamente 18,4
milhdes de cabecas, as regibes mais produtoras sdo Sul e Nordeste, esta ultima
representando mais de metade do total nacional. O Piaui é o sexto maior produtor de
ovinos, com um rebanho da ordem de 1,2 milhdo de cabecas (IBGE, 2017). Nesse
cenario, a demanda do mercado interno brasileiro ainda € bem maior que a oferta do
produto, havendo necessidade de importacdo, principalmente oriunda Uruguai
(VIANA; MORAES; DORNELES, 2015).

Entre as racas de ovinos presentes na pecuaria nacional, destaca-se a Santa
Inés, desenvolvida na Bahia por meio do cruzamento de racas de 14, deslanadas e
animais sem raca definida, dando origem a um ovino deslanado com grande
capacidade adaptativa as condi¢Bes climaticas da regido Nordeste (PAIVA et al.,
2005). Santa Inés tem sido buscada por produtores de todo o pais para aumentar seus
plantéis. Isso se deve a algumas caracteristicas que que a mesma pPossui como
rusticidade, grande porte e excelente habilidade materna. Porém, a raca tem passado
por um processo de melhoramento cujo foco principal é a estética dos animais,
deixando de lado caracteristicas produtivas e de interesse econémico (CARNEIRO et
al., 2006).

Em decorréncia do descompasso entre o oferta e demanda da carne ovina,
mesmo com o0 pais possuindo um rebanho de destague mundial, se tornam
importantes os esforcos para o melhoramento desses animais, com 0 objetivo de
aumentar sua produtividade. A carne ovina, em especial a de cordeiro, que é a de
maior aceitabilidade no mercado brasileiro (GARCIA et al., 2016), apresenta perfil
bioquimico de elevado padrdo de qualidade, com baixos teores de colesterol e acidos

graxos saturados e elevados niveis de gorduras poli-insaturadas (GOIS et al., 2016).
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Dentre as diferentes opgdes para se trabalhar o melhoramento, a busca por
informacdes genéticas associadas a caracteristicas fenotipicas mostra-se como uma
opcao viavel, promovendo o meétodo conhecido como selecdo assistida por
marcadores moleculares (SAM). Essa técnica pode fornecer informacgdes precoces
sobre 0s animais, pois estes podem ser selecionados logo apés o nascimento. Além
da precocidade da informacdo, a SAM traz a vantagem néo ser influenciada por
fatores ambientais (BOREM; CAIXETA, 2016). Em animais com genoma
sequenciado, como é o caso do Ovis aries, a SAM pode ser aplicada de forma ainda
mais efetiva e por meio de diferentes abordagens, como, por exemplo, o polimorfismo
de nucleotideo unico (SNP - Single Nucleotide Polymophism).

E possivel, portanto, identificar polimorfismos dentro da sequéncia de um gene
reportado como significativamente associado a uma caracteristica de interesse, tais
como tamanho do animal e qualidade da carcaca. No caso dos SNPs, os
polimorfismos podem estar em uma regiéo reguladora do gene ou podem estar dentro
uma sequéncia codificante. Nesse caso pode haver a substituicdo de aminoacidos na
cadeia proteica e, consequentemente, mudanca na estrutura espacial desta (INIESTA,;
GUINO; MORENO et al., 2005). Essa substituicio alélica pode estar relacionada ao
nivel de desenvolvimento de caracteres de interesse no animal (SILVA, 2015).

A viabilidade da SAM é ainda mais pronunciada quando técnicas simples de
deteccdo dos alelos sao utilizadas para genotipar os animais. Como exemplo, a
técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism), onde os genes sdo amplificados por PCR e os fragmentos gerados
sao tratados com enzimas de restricdo para identificacdo do polimorfismo, pode ser
empregada de modo rapido em com baixo custo para executar a genotipagem de
grande numero de animais.

Este trabalho teve como objetivos (I) realizar um levantamento de genes
previamente relacionados com caracteristicas de tamanho corporal e qualidade de
carcaga em ovinos; (l) identificar polimorfismos do tipo SNP nas sequéncias desses
genes; (Ill) fenotipar animais quanto a caracteristicas de desenvolvimento de carcaca
e tamanho corporal; (IV) genotipar os mesmos animais quanto aos SNPs selecionados
por meio da técnica de PCR-RFLP; (V) buscar associacdo entre as caracteristicas

obtidas nas analises fenotipicas e 0os genatipos identificados.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ovinocultura no Brasil e no Mundo

Os ovinos domesticados (Ovis aries L.) sdo pequenos ruminantes da familia
Bovidae, subfamilia Caprinae. Sua domesticacdo ocorreu na Asia, na regido do
Crescente Fértil, atual Ird, cerca 10 mil anos atras (ZEDER, 2008). De la foram levados
para a Africa e sul da Europa ja domesticados (MARIANTE; CAVALCANTE, 2000).

Esses animais foram uma das primeiras espécies de animais domesticadas
pelo homem, tendo sua criacao destinada a fornecer alimentos, como carne e leite, e
|& para producédo de vestimentas. Quase todas as racas sdo descendentes do muflao
selvagem asiatico (Ovis orientalis Gmelin, 1774) (MCMANUS; PAIVA; ARAUJO
(2010).

Em relacdo aos primeiros ovinos que chegaram ao Brasil quando da
colonizacdo europeia, ndo ha registros de sua entrada vindos diretamente da Europa,
mas sabe-se que esses animais foram introduzidos no pais pelo Paraguai e Argentina
na segunda metade do século XVI e que eram de racas de origem europeia e africana
(MCMANUS; PAIVA; ARAUJO, 2010; MARQUES et al., 2015).

Atualmente os ovinos séo criados pelo mundo inteiro. De acordo com a FAO
(2016) o rebanho mundial de ovinos era de mais de 1,2 bilhdes de cabecas em 2014,
apresentando um crescimento anual da ordem de 1,5% nos cinco anos antecessores,
enquanto o acréscimo na producédo de carne nao acompanhou 0 mesmo ritmo, ficando
em 0,6% no mesmo periodo. Nesse cenario, o Brasil detinha o 18° maior rebanho do
mundo. Segundo Viana (2008), os maiores produtores de ovinos s&o paises da Africa,
Asia e Oceania. China detém o maior rebanho, seguida por Austrélia, india, Ir&, Sud&o
e Nova Zelandia. Ainda de acordo com o mesmo autor, Australia e Nova Zelandia
dominam os mercados mundiais de carne e 1a, em virtude de seus sistemas de criacao
de alta produtividade.

O Brasil possuia um rebanho de mais de 18,4 milhdes de cabecgas de ovinos
em 2016 de acordo com a Pesquisa da Producdo da Pecuéaria Municipal, sendo a
regido Nordeste responsavel por 63,0% do efetivo nacional e o estado do Piaui, com
cerca de 1,2 milhdes de cabecas, é o sexto maior rebanho do pais (IBGE, 2017). No
Piaui, esse numero indica um discreto aumento ap0s sucessivas quedas registradas
desde 2011.
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O Brasil possui registradas na Associagédo de Criadores de Ovinos (ARCO),
credenciadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) 27
racas de ovinos, tanto produtoras de la quanto deslanadas (MCMANUS et al. (2013a).
As racas mais populares sdo Dorper e Santa Inés (MCMANUS; PAIVA; ARAUJO,
2010) e os maiores rebanhos estdo na Bahia e Rio Grande do Sul (IBGE, 2017).

A carne ovina, que ja& foi considerada um subproduto de consumo
principalmente rural, passou a ter posi¢cao importante no mercado de carne (PEREIRA
NETO, 2004). Martins et al. (2016) afirmam que o mercado interno brasileiro &
altamente consumidor de carne ovina, tendo em vista o volume de importacdo do
produto, ainda que o consumo anual per capta de cerca de 700 gramas estar bem
abaixo do de outras carnes (39 kg de carne bovina e 13 kg de carne suina)
(ANUALPEC, 2011). O mercado doméstico brasileiro para carne ovina apresenta forte
sazonalidade devido a questbes de cunho cultural e religioso, elevando o consumo
desse produto nos meses finais do ano, por causa das festas e o clima de
confraternizacdo, havendo assim um excesso de demanda interna, o que leva a
necessidade de importacdo de carne, vinda principalmente do Uruguai (VIANA,
MORAES; DORNELES, 2015).

A carne ovina, em especial a de animais produzidos em pasto, apresenta um
uma elevada concentracdo de acidos graxos poli-insaturados, superior aos valores
minimos recomendados, sendo benéfica para a saude humana (GOIS, et al., 2016).
A carne de cordeiros da raca Santa Inés foi avaliada quanto a sua qualidade em
animais alimentados com diferentes dietas, o resultado mostrou que aqueles animais
alimentados com capim apresentam baixas concentracées de colesterol e acidos
graxos saturados e um alto teor de acidos graxos monoinsaturados (MADRUGA et al.,
2005).

Em virtude da existéncia do crescente mercado consumidor e da demanda
significativamente superior a oferta de carne ovina no mercado brasileiro, se fazem
necessarios esforcos que atuem para maximizar sua producdo e, dentre esses,
podemos citar os trabalhos de melhoramento genético com selegcédo assistida por
marcadores moleculares (SAM), visando o melhoramento de carcacga do animal, o que
esta diretamente associado a maior producéo de carne. A associacao positiva entre
um marcador e uma caracteristica de interesse indica a regido no genoma que é

responsavel pela variacdo dessa caracteristica, o que ja € suficiente para utilizacao
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desse marcador na SAM (SIDER; ZAROS, 2008). As caracteristicas de carcaca, que
estdo associados a maior produtividade de carne, apresentam valores de
herdabilidade entre moderados e baixos. Roden et al. (2003) analisaram a
herdabilidade da profundidade e largura do musculo longissimus dorsi em ovinos
Scottish Blackface e obtiveram valores de 0,27 e 0,08, respectivamente. Isso justifica
a utilizacdo da SAM que permite a selecdo do gendtipo precoce logo apds o
nascimento (BENEVIDES et al., 2002).

A SAM também € reconhecidamente importante para a selecdo daqueles
caracteres em que a avaliacdo fenotipica apresenta elevado custo, ou exige
ambientes especificos, ou quando as avaliagBes sdo subjetivas, ou ainda, quando o
carater de interesse sO se manifesta em fases avancadas do desenvolvimento, nesses
casos a SAM pode ser realizada nos estagios iniciais, reduzindo significativamente o
tempo necessario para um ciclo de selecdo (TOPPA; JADOSKI, 2013).

Caracteristicas com valores de herdabilidade elevados e de facil avaliacdo

podem ser selecionadas por meio de selecao fenotipica (BORED et al., 1999).

2.2 Melhoramento Genético e a Raca Santa Inés

Hazel (1943) afirmou que a selecao artificial € um procedimento complicado e
incerto, flutuante e as vezes erréneo levando a obtencdo ganhos menores do que
poderiam ser alcancados, em virtude da ampla variancia genética de carcteres que se
busca melhorar e devido ao efeito multiplo da maioria, sendo de todos, 0s genes.

O sucesso do melhoramento genético animal depende, essencialmente, da
adocao de precisos métodos de selecdo, os quais demandam a predicao dos valores
genéticos dos animais candidatos a selecdo (RESENDE; PEREZ, 1997).

Modelos estatisticos, como o BLUP (melhor predicdo linear ndo viesada),
desenvolvido por HENDERSON em 1949, por exemplo, realizam a predicdo de
valores genéticos e também determina os efeitos ambientais sobre as observacdes
feitas em um animal (HENDERSON, 1984).

A partir da década de 90, com os avancos em estatistica computacional, que
permitem estimar melhor a herdabilidade de caracteristicas de interresse no
melhoramento genético animal, aliados ao desenvolvimento na area de biologia
molecular, a avaliacdo genética de caracteristas melhorou bastante (KADARMIDEEN;
ROHR; JANSS, 2006).
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No entanto, o processo de selecdo dos melhores animais ou mais produtivos,
continua sendo uma tarefa dificil, principalmente quando baseada apenas na
observacao de seu fenétipo em um dado momento. Os tracos de interesse econdémico,
como por exemplo, a producdo de carne, tem bases genéticas, mas também séao
fortemente influenciadas por condi¢cdes ambientais, sendo apenas as caracteristicas
genéticas transmitidas e, além do mais, nem todo o potencial genético € capaz de ser
transmitidos as geracdes seguintes (LOBO; VILELLA; FACO, 2005).

Assim o0 melhoramento assistido por marcadores traz algumas vantagens sobre
dados fenotipicos, podendo comparar genoétipos mesmo que sejam amostrados em
ambientes ou estagio de desenvolvimento diferentes (BOREM; CAIXETA, 2016). Os
marcadores moleculares permitiram acessar polimorfismos no DNA. Tém sido
utilizados em analises genéticas em varias situacbes, como por exemplo, na
caracterizacao de racas, identificacdo de clones, fluxo génico, taxa de cruzamento,
parentesco e construcdo de mapas genéticos. Os marcadores podem diferir em
caracteristicas importantes como abundancia gendmica, nivel de polimorfismo
detectavel e informacdo genética, especificidade dos loci e reprodutibilidade
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Além disso, é possivel a utilizacdo direta das
informacdes de DNA na selegdo, de forma a permitir alta eficiéncia seletiva e grande
rapidez na obtencdo de ganhos genéticos (BOREM; CAIXETA, 2016).

Como a carne é um dos produtos maior importancia na ovinocultura, os
programas de melhoramento genético desses animais, inclusive em paises onde essa
atividade é altamente produtiva e tecnificada, como a Nova Zelandia, se baseiam em
informacOes de caracteres relacionados ao crescimento e producdo de carne
(SANTOS et al. 2015).

Na regido Nordeste do Brasil, que abriga o maior rebanho de ovinos do pais,
0s animais deslanadas tem papel de destaque, em especial a raca Santa Inés. Sao
animais de grande porte, podendo os machos atingirem até 120 kg; a pele e a carne
sao de excelente qualidade, esta apresentando um baixo teor de gordura; sao
precoces e rusticos, se adaptando a qualquer sistema de criacdo; as fémeas séo
proliferas e com boa qualidade materna; e sdo considerados resistentes a parasitas
gastrointestinais (SOUSA; LOBO, MORAIS, 2003).

Santa Inés € uma raca de ovinos deslanados oriunda da Bahia, sendo a maior
entre as racas deslanadas (PAIVA, 2005). Foi originada do cruzamento entre ragas

produtoras de |a e deslanadas (PAIVA et al., 2005). Segundo Morais (2001), a raca
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Santa Inés teve origem do cruzamento das racas Bergamécia, Morada Nova e Crioula.
Porém Paiva (2005), defende a teria que esses animais seriam resultantes de
cruzamentos intercorrentes entre as racas Bergamacia, Morada Nova, Somalis e
ovinos sem raca definida (SRD) apOs periodos de selecdo natural e selecéo
genealdgica realizada por criadores e técnicos. Ovinos Santa Inés sdo encontrados
em todas as regides do Brasil, principalmente na regido Nordeste, pois apresentam
grande adaptabilidade as condicfes da regido devido a tolerancia aos ambientes de
temperaturas elevadas e também por apresentarem elevada rusticidade e menor
exigéncia nutricional (SOUSA; BENICIO; BENICIO, 2015). Ainda segundo 0s mesmos
autores, a crescente demanda por carne ovina no pais tem elevado o interesse por
essa raca.

Mesmo apresentando todas essas caracteristicas vantajosas a criagcdo e
manejo, o primeiro trabalho efetivo de melhoramento da raca Santa Inés teve inicio
em 1990 e foi coordenado pela Embrapa Caprinos (Ceara), projeto intitulado “Selecéo
de ovinos deslanados para o melhoramento genético dos rebanhos experimentais e
privados no Nordeste do Brasil” (LOBO; VILELLA; FACO, 2005).

No entanto, a raca Santa Inés ainda nao possui efetivos programas voltados
para o melhoramento de caracteres de produtividade de reproducdo que sejam
capazes de fazer dessa raca tdo competitiva quanto racas de ovinos exéticos que tém
sido melhoradas por varios anos (REGO NETO et al., 2018).

Rego Neto et al. (2014) chamam a atencdo para a diminuicdo na quantidade
de registros de ovinos Santa Inés junto a ARCO (Associacéo Brasileira de Criadores
de Ovinos), o0 que sugere uma diminuigcdo no tamanho efetivo de rebanho dessa raca
no estado. Isso se caracteriza como uma pratica comum na ovinocultura: ragas novas
surgem e sao intensamente criadas, no caso de Santa Inés em funcdo do porte e
velocidade de crescimento, porém sem avaliacdo genética adequada, posteriormente
deixam de ser utilizadas e passam a correr risco de extin¢cdo, havendo a necessidade
de programas de conservacgéo genética (CARNEIRO et al., 2006)

A secdo praticada nos ovinos Santa Inés preocupou-se apenas com a
padronizacdo da raca, baseando-se principalmente em caracteres morfolégicos,
levando bons animais no que diz respeito a aspectos produtivos a serem descartados.
Os animais comercializados em feiras, por exemplo, tém seu valor baseado

primordialmente em caracteres morfolégicos em detrimento das caracteristicas de
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producdo (CARNEIRO et al., 2006). Ojeda (1999) ja havia identificado em outras racas

de ovinos esse mesmo padrao de selecao visual e estética.

2.3 Marcadores SNPs e PCR-RFLP

Os polimorfismos de nucleotideo Unico, mais conhecidos como SNPs (Single
Nucleotide Polymophisms) séo alteragdes pontuais resultantes da substituicdo de uma
Unica base em um determinado loco no genoma. Em teoria, a troca poderia ser por
qualguer uma das demais bases nitrogenadas, porém os SNPs possuem natureza
bialélica, isto €, sdo encontradas apenas duas variantes em cada espécie. (BOREM;
CAIXETA, 2016). Comumente o SNP é uma mutacao do tipo transi¢céo, ou seja, uma
base purica € substituida por outra ou uma pirimidica por outa, mas também podem
haver, com menor frequéncia, transversées, quando uma purina é trocada por uma
pirimidina e vice-versa. Segundo Shaw (2013), os SNPs séo o tipo de variacao
genética mais comum em humanos e corre em média um a cada 300 pb. Esses
marcadores sao frequentes por se tratarem de pequenas mutagdes pontuais, como
substituicdo de uma base ou pequenos eventos de insercao ou delecdo (FALEIRO,
2007). Assim devido a essa ampla distribuicdo pelo genoma, os SNPs sao
marcadores moleculares com grande potencial em estudos de diversidade genética.

No genoma ovino, com cerca de 2,86 Gb (PEREIRA et al., 2013), os modernos
chips de SNPs (Infinium HD SNP BeadChip600K) sdo capazes genotipar SNPs
espacados em 5kb, aproximadamente.

A identificacdo de SNPs se da por meio de sequenciamento, o que pode
dificultar ou encarecer o uso desse marcador na pesquisa cientifica, porém para
aqueles animais com genoma sequenciado e disponivel em plataformas e bancos de
dados, como Ovis aries, o trabalho com SPNs se torna menos oneroso.

Em face a sua distribuicéo por todo o genoma, os SNPs podem estar presentes
inclusive em regides codificantes. A alteracdo de um unico nucleotideo em uma regiéo
codificante pode provocar uma troca de aminoacido da proteina resultante podendo
levar a alterac6es em sua funcdo (INIESTA; GUINO; MORENO, 2005).

Em funcéo da possibilidade de alteracdo de um Unico nucleotideo provocar uma
mudanca na estrutura e funcéo da proteina codificada, diversos trabalhos tém sido
desenvolvidos buscando genotipar populagdes domesticadas quanto a um SNP em
genes que tem sua contribuigdo comprovada em caracteristicas de interesse

econdbmico. Curi et al. (2008), estudando o polimorfismo de nucleotideo Unico em
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bovinos, genotiparam animais Bos indicus e Bos taurus x Bos indicus de cinco ragas
guanto a um SNP do gene CAST localizado no cromossomo 7, buscando identificar
associacdo entre o genotipo do SNP e a caracteristica de maciez da carne. O
resultado mostrou que nas ragas originadas a partir de B. taurus x B. indicus a
frequéncia do alelo que favorece a caracteristica analisada € consideravelmente maior
gue nas demais racas estudadas.

Um SNP na regidao 5’ que flanqueia o gene IGF-I (Oar2) de ovinos da raca
Coloured Polish Merino, mostrou-se significativamente associado a caracteristicas de
qualidade carcaca como a largura do muasculo longissimus dorsi e 0 padrdo de
distribuicdo de gordura dos animais, bem como a caracteres de avalicdo subjetiva
como cor e sabor da carne (GROCHOWSKA et al., 2017).

Setoguchi et al. (2011) analisando os efeitos da alteragcdo de um Unico
nucleotideo no gene NCAPG em bovinos adolescentes das racas Japonese Black e
German Holstein, identificaram associacdo entre as curvas de crescimento 0sseo e
um SNP desse gene em regido codificante, que provoca a substituicdo de um
aminoacido isoleucina por uma metionina no polipeptideo traduzido. Os alelos para
esse SNP nao apresentaram efeito de dominancia, sendo observado apenas efeito
aditivo do gendtipo que codifica 0 aminoacido metionina sobre o genoétipo codificante
de isoleucina. Outro trabalho analisou a relacdo desse mesmo SNP com carateristicas
como area e espessura de olho de lombo e marmoreio da carne em bovinos da raca
Japanese Black, mostrando que os trés genoétipos encontrados possuem efeito
significativamente diferente na média dessas caracteristicas (TONG et al., 2016).

Como os SNPs séo a substituicdo de um nucleotideo por outro, isso afeta
sequéncias que sao sitios de corte de enzimas de restricdo. Se um SNP se localiza
diretamente no sitio de uma enzima, esta pode ser usada para genotipar 0s
organismos quanto a base presente naquele SNP, jA que a sequéncia sera clivada
guando um nucleotideo estiver presente, mas ndo quando for outro ocupando a
posicdo. SNPs proximos em um mesmo cromossomo tendem a se manter juntos, pois
a chance de separacdo por recombinacdo € baixa (SHAW 2013). Assim, o
polimorfismo de comprimento de fragmentos gerados por enzimas de restricdo (RFLP)
pode ser utilizado para identificar padroes de SNPs que séo segregados juntos.

A técnica que se caracteriza pela amplificacdo de uma sequéncia contendo o
polimorfismo pela utilizagdo de primers especificos através da reagdo em cadeia da

polimerase, seguida pelo uso de enzimas de restricdo para clivagem desses
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fragmentos e posterior genotipagem do nucleotideo na regido polimorfica, devido a
formacgéo de bandas em comprimentos diferentes em gel de eletroforese, é conhecida
como PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism) (RASMUSSEN, 2012).

Um estudo com 82 ovelhas da raca Iraqi Awassi, utilizou PCR-RFLP para
identificar polimorfismo no gene BMPR-1B, buscando associa-lo a fertilidade em
ovinos. Os resultados gerados por diferenca no tamanho dos fragmentos tratados com
a enzima de restricdo Ava Il, mostraram que esse gene nao apresenta significativa
associacdo com a fertilidade em ovelhas dessa raca (NADA et al., 2014). Um outro
estudo com essa mesma enzima de restricdo, por meio de PCR-RFLP, estudando
duas racas de ovinos indianos, mostrou que polimorfismo no gene FecB, estédo
fortemente associados fertilidade nesses animais (PRAVEENA; RAMANA; PANKAJ,
2017).

Alguns trabalhos também tém sido desenvolvidos a procura de marcadores que
possam ser utilizados na selecédo para o melhormente de caracteristicas de medidas
corporais e de carcaga em diferentes espécies de mamiferos de interesse econdémico
para producao de carne. Polimorfismos do tipo SNP no gene NCAPG, identificados
através da técnica de PCR-RFLP, mostrou que esse gene esta fortemente associado
a caracteristicas de crescimento em bovinos de corte da raca Qinchuan e que esse
polimorfismo pode ser utilizado como marcador SAM para o tamanho corporal 6timo
nesses animais (LIU et al., 2015a).

Em ovinos, Gorlov et al. (2017) identificou polimorfismo no gene GH em animais
da raca Salsk através da técnica de PCR-RFLP utilizando a endonuclease Haelll e
conseguiu relaciona-lo a caracteristicas de tamanho corporal. Cordeiros com genétipo
heterozigoto parentaram melhores médias de peso de carcaca e ganho diario de peso
em idade de abate em comparacéo aos individuos homozigotos.

O gene LEP de Ovis aries foi estudado em animais da raga Sanjabi e mostrou-
se positivamente associado a carateristicas do tamanho corporal e da cauda. Um SNP
que causa uma mutacdo ndo sindbnima, responsavel pela substituicdo do aminoacido
arginina por glutamina na proteina codificada, foi identificado pela técnica de
polimorfismo do comprimento de fragmentos de PCR. As andlises das informagdes
fenotipicas e dos gendtipos dos animais para o SNP identificado mostraram
significativa associacao entre o SNP e caracteristicas de comprimento da cauda, bem

como altura e largura corporal do animal (BAKHTIAR et al., 2017).
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Devido a possiblidade de genotipar os organismos por meio da andlise da
eletroforese em géis de agarose, a técnica de PCR-RFLP apresenta resultados
rapidos, confiaveis e a um custo relativamente baixo, se comparada a outras formas

de genotipagem, como o sequenciamento direto das amostras, por exemplo.

2.4 Cromossomo 11 e Cromossomo 6 de Ovis aries

Como mencionado anteriormente, a espécie Ovis aries apresenta 27 pares de
cromossomos, sendo Oar6 e Oarll tém sido reportados como fortemente associados
a caracteristicas de tamanho corporal nesses animais. Trabalhos de associacao
gendmica ampla (GWAS), por meio da analise de desequilibrio de ligacdo entre SNPs
desses cromossomos conseguiram identificar diversos genes que estao
significativamente associados ao tamanho desses animais, assim como a
caracteristicas de crescimento e de qualidade de carcaca (AL-MAMUN et al., 2015;
BOLORMAA et al., 2016; KOMINAKIS et al., 2017).

O gene TP53 (tumor protein p53) tem sua fungcédo associado com a supressao
de tumores, interrompendo a sequéncia do ciclo celular normal e reduzindo o rico do
desenvolvimento de cancer. No entanto, pesquisas recentes tém mostrado que que
esse gene também influencia no tamanho corporal de mamiferos, tendo sido
reportado que o maior numero de cépias desse gene no genoma esté relacionado a
animais maiores em elefantes e baleias (SULAK et al., 2016).

Outro gene apontado como fortemente associado ao tamanho corporal de
ovinos € RPL26 (ribosomal protein L26). Através de anélise multibmica (transcriptoma,
proteoma e metaboloma) foi confirmado que, em ratos, esse gene esta relacionado
ao peso e ao indice de gordura corporal desses animais (LI et al., 2018).

Também no Oarll o gene MYH10 (myosin, heavy polypeptide 10, non-muscle)
foi apontado como associado significativamente ao tamanho de ovinos. Em outros
animais, esse gene ja tem seu papel descrito associando-o a qualidade de carcaca.
Em porcos recém-nascidos e em idade de desmame, o gene MYH10 mostrou um
papel relevante no desenvolvimento da musculatura (AYUSO et al., 2016).

POLR2A (RNA polymerase Il subunit A) € outro gene do cromossomo 11 de
ovinos que tem sido associado ao tamanho desses animais. Pesquisas recentes
apontaram esse gene como fortemente associado a caracteristica de estrutura
corporal em Bos taurus (RANDHAWA et al., 2015).
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O gene CHRNB1 no cromossomo 11 (holinergic receptor, nicotinic, beta
polypeptide 1) foi apontado por KOMINAKIS et al. (2017) como associado a
caracteristica de tamanho corporal de ovinos. Seu papel esta associado ao transporte
transmembrana e, em ratos, foi mostrado que alteracbes em sua estrutura séo
responsaveis por desordens musculares como perda ou diminuicdo do controle
voluntario desse tecido (BURNISTON et al., 2013).

Ainda em Oarll, SLC2A4 (solute carrier family 2 member 4) é outro gene que
foi relacionado como candidato para caracteristicas de medias corporais em Ovis
aries. Esse gene também foi associado a caracteristica de desenvolvimento de
carcaca em outras espécies de mamiferos. Através de técnicas de GWAS, RNA-seq
e associacdo network, SLC2A4 destacou-se como gene candidato associado ao
desenvolvimento do musculo longissimus dorsi em suinos (PUIG-OLIVERAS et al.,
2016).

Diversos trabalhos de associacdo gendmica ampla (GWAS) tém mostrado que
0os genes NCAPG (Non-SMC Condensin | Complex Subunit G) e LCORL (Ligand
Dependent Nuclear Receptor Corepressor Like) estdo associados a caracteristicas de
tamanho corporal em diferentes espécies de animais (AL-MAMUN et al., 2015;
BOLORMAA et al., 2016; LIU et. al., 2015b; MATIKA et al., 2016;)

Segundo informacdes do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
0 gene NCAPG esta relacionado com a condensacdo e estabilizacdo dos
cromossomos durante a mitose a e meiose, codificando uma subunidade do complexo
da condensina ativada por fosforilacdo. Em Ovis aries esse gene esta localizado no
cromossomo 6 (Oar6), possuindo uma sequéncia de 78.186 bp e 22 éxons. Devido a
splicing alternativo, sdo traduzidas trés variantes (isoformas) do polipeptidio,
possuindo 1.017, 1.021 e 1.030 aminoacidos.

Polimorfismos em regides proximas ou diretamente na sequéncia de NCAPG
tém sido estudadas por se mostraram associadas a caracteristicas de tamanho em
diferentes animais.

Estudos de GWAS por meio de analise de desequilibrio de ligacdo, mostraram
gue um SNP fortemente ligado ao gene NCAPG, é significativamente associado a
altura em cavalos puro sangue inglés, explicando quase 7% da variacao genética para
essa caracteristica na raca (BOYKO et al., 2014).

Em bovinos, diversos estudos tém comprovado que SNPs ligados a esse gene

ou mutacdes diretas na sua sequéncia estdo associados a tracos de tamanho.
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Setoguchi et al. (2009) realizando estudo de desequilibrio de ligagéo através de SNPs
e microssatélites, mostrou que polimorfismos em regides vizinhas e na propria
sequéncia do gene NCAPG estdo fortemente associados a caracteristicas de tamanho
em racas de gado japonés. Um SNP que causa uma mutacdo nado sinbnima
substituindo lle-442 por Met-442 em NCAPG foi significativamente associado ao peso
da carcaca em bovinos Japonese Black. Em racas americanas e europeias de gado
de corte também foram encontrados SNPs em desequilibrio de ligacdo com os genes
NCAPG-LCORL, sendo esses SNPs considerados significativamente associados a
caracteristicas de peso de carcaca (LINDHOLM-PERRY et al., 2011).

O gene LCORL, aparentemente esta relacionado com o processo de
espermatogénese, mas os polimorfismos em sua sequéncia tém mostrado estarem
associados com medidas de estruturas 0sseas e altura em mamiferos adultos. Esse
gene pode apresentar multiplas variantes em funcédo de splicing alternativo. Em
ovinos, esta localizado em Oar6 e sua sequéncia com 151.356 bp possui sete éxons,
gue codificam quatro isoformas do mesmo polipeptideo, que pode apresentar 1.781,
1.784, 1860 ou 1.862 aminodacidos na cadeia (NCBI).

Staiger et al. (2016), estudando cavalos na raca Tennessee Walking, investigou
a associacao entre polimorfismos do tipo SNP na regido reguladora upstream do gene
LCORL por meio de GWAS, empregando analise de desequilibrio e ligacéo, e o efeito
de mutacdes do tipo indel na cadeia desse gene utilizando primers especificos. Ambos
0s métodos de investigacdo mostraram que esses polimorfismos possuem
significativa associacdo com medidas corporais desses animais.

Estudos recentes com bovinos também apontam significativa associagcao entre
polimorfismos na cadeia de LCORL e em regibes préximas, em desequilibrio de
ligacdo, com crescimento e medidas de carcaca. Por meio de PCR-RFLP, duas
variantes em regifes de introns e quatro na regido promotora desse gene foram
identificadas, mostrando-se significativamente associadas ao peso dos animais e da
carcaca em bovinos Qinchuan em idade de abate (HAN et al., 2017).

O locus NCAPG-LCORL tem mostrados efeito pleiotropico. Estudos tem
mostrados que alelos desses genes estdo associados a altura, ganho de peso e
espessura reduzida da gordura subcutanea em diferentes espécies (HOSHIBA et al.,
2013; LINDHOLM-PERRY et al., 2011; SETOGUCHI et al., 2009; WEIKARD et al.,
2010).
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3. MATERIAL E METODOS

As amostras coletadas e utilizadas para realizacdo desse trabalho fazem parte
de projeto de pesquisa o qual ja foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFPI: “Analise de polimorfismos de nucleotideo unico para
infeccdo por endoparasitas em ovino da raga Santa Inés”, sob o numero 24/13; e
“Estudo genémico aplicado ao melhoramento genético de ovinos Santa Inés para

caracteristicas de carcaga”, numero 340/17.

3.1 Amostragem, coleta de dados fenotipicos e obtencdo do DNA

Animais da raca Santa Inés (n=293), pertencentes a seis criatérios localizados
nos estados do Piaui e Maranhdo e registrados junto a Associa¢cdo Brasileira dos
Criadores de Ovinos (ARCO), foram amostrados para a pesquisa. Estes tiveram
caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento de carcaca e tamanho mensuradas,
sendo elas: area de olho de lombo (AOL) comprimento de olho de lombo (COL)
profundidade de olho de lombo (POL), altura da garupa (AG), comprimento corporal
(CC), circunferéncia toracica (CT), altura da cernelha (AC), altura da pata (AP),
profundidade toracica (PT) e comprimento da garupa (CGA), as quais evidenciam de
maneira satisfatoria as dimensdes corporais do animal. As medidas de area,
comprimento e profundidade de olho de lombo, que mensuram o masculo longissimus
dorsi, foram obtidas in vivo por ultrassom.

Apbs a obtencdo das medidas, uma amostra de sangue foi obtida de cada
animal para realizacdo das analises moleculares. O sangue utilizado para extracdo de
DNA foi coletado da veia jugular apds a realizacdo da antissepsia do local (alcool
iodado), com auxilio de agulha acoplada diretamente em tubos a vacuo contendo
anticoagulante EDTA, sendo os tubos armazenados em caixa térmica com gelo e
posteriormente estocados em freezer -20°C, no Laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Piaui.

Amostras de DNA foram extraidas a partir do sangue usando Kit DNeasy Blood
& Tissue (QIAGEN, Hilden, Germany) segundo o protocolo estabelecido pelo
fabricante. A qualidade da extragéo foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose a 0,8% em tampéo TBE 0,5x por 60 minutos a 90V, corado em brometo de
etidio e registrado sob luz ultravioleta em fotodocumentador (L-PIX Loccus
Biotecnologia) (Figura 1) e o DNA quantificado em NanoDrop™ 2000 (Termo

Scientific) e estocado em freezer a -20°C.
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3.2 Teste de normalidade e avaliacdo inicial dos dados fenotipicos

Apés a obtencdo dos dados fenotipicos, as medidas foram plotadas em
planilha, onde foi verificada a normalidade dos dados com o auxilio do programa Excel
2013 utilizando-se a funcdo (=distnormp.n). Em seguida, foram avaliadas as

estimativas de variancia e desvio padrao de cada variavel envolvida nos estudos.

3.3 Genes avaliados e prospeccao de SNPs

Foi realizado um levantamento prévio em estudos de associagcdo gendmica
ampla (GWAS) que relacionaram genes com significativa associacdo com as
caracteristicas de interesse (AL-MAMUN et al., 2015; BOLORMAA et al., 2016;
KOMINAKIS et al., 2017), sendo selecionados onze genes candidatos (Tabela 1).

Em seguida, a sequéncia destes genes foi obtida no NCBI para a localizacao
de SNPs inseridos em suas sequéncias ou nas regides flanqueadoras aos mesmos.
A definicdo da posicdo dos SNPs foi realizada com base no repositorio de informacdes
de mapa disponivel no site da lllumina

(https://support.illumina.com/downloads/ovinesnp50-v1-0.html).

No caso dos SNPs localizados dentro de regides de éxons, foi verificada a
ocorréncia de substituicdo de aminoacidos no polipeptideo codificado. Para isto, a
sequéncia completa do RNA mensageiro da proteina foi obtida no NCBI e analisada
utilizando-se o programa MEGA 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).
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Tabela 1 — Genes candidatos associados a caracteristicas de tamanho corporal e
qualidade de carcaga em ovinos.

Cromossomo Gene Tamanho* Funcao Referéncias
Codifica uma proteina KOMINAKIS et al.,
RPL26 5425 pb ribossémica componente da 2017; Ll et al.,
subunidade 60S. 2018.
Codifica uma proteina facilitadora ~ KOMINAKIS et al.,
do transporte de glicose regulado  2017; PUIG-
SLC2A4 5637 pb pela insulina. OLIVERAS et al.,
2016.
E traduzido em uma proteina da
familia Dsh, importante na KOMINAKIS et al.,
DvL2 7922 pb determinacéo do tamanho de 2017.
embribes e adultos.
Codifica a subun_|da<_je beta do BURNISTON et
receptor da acetilcolina, que al. 2013:
CHRNB1 9275 pb promove a abertura de um canal : ’
~ : . KOMINAKIS et al.,
de conducéo de ions através da
e 2017
membrana plasmatica.
oar 11 e ™ KOMINAKS e,
TP53 12903 pb | esquep 2017; SULAK et
interrupg&o do ciclo celular,
al., 2016.
apoptose e reparo do DNA.
Codifica a subunidade maior da KOMINAKIS et al.,
RNA polimerase Il em eucariotos.  2017;
POLR2A 20546 pb RANDHAWA et al.
2015.
Codifica um componente do
CTC1 22918 pb complexo CST, que atua na 5(())1'\¢_INAKIS etal,
protecdo dos teldbmeros. '
Desempenha papéis importantes
PIK3R5 34215 pb no cresqmgnto, proliferacéo e KOM!NAKIS et al.,
diferenciagéo celular e no fluxo 2017,
intracelular.
Codifica um membro da AYUSO et al.,
MYH10 155053 pb  superfamilia da miosina. 2016; KOMINAKIS
etal., 2017
Codifica proteina, responsavel
NCAPG 78186 pb pela condensacéo e establll_zagao
de cromossomos durante mitose e
meiose. AL-MAMUN et al.,
o = 2015; BOLORMAA
Codifica um fator de transcricao )
h et al., 2016; LIU et.
Oar6 gue atua na espermatogénese. al. 2015b:
Os polimorfismos na sequéncia MATIKA e’t al
LCORL 151356 pb  deste gene estdo associados com 2016 v

medidas do tamanho da estrutura
esquelética e altura do adulto em
humanos.

* informagfes baseadas no GenBank — NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

3.4 Amplificacéo e genotipagem dos loci polimérficos via PCR-RFLP

Uma vez determinada a presenca dos SNPs, avaliou-se a ocorréncia de sitios

de restricdo na posicdo dos mesmos para posterior genotipagem. Na presenca dos

sitios de restricdo, foram desenhados primers flanqueando a regido dos SNPs,
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estabelecendo-se um limite de aproximadamente 500 pb para o amplicon gerado.
Estes procedimentos foram realizados com o auxilio do programa GeneRunner,

versao 6.3.0.3 (Hastings Software, Inc, N.Y. - http://www.generunner.com). Para o

desenho dos primers foram estabelecidos os seguintes parametros: Tm variando entre
47 e 65°C; diferenca de Tm entre os primers de no maximo 2°C; conteudo GC (%)
entre 38 a 60% e comprimento do primer de 18 a 22 bases.

As reacdes de amplificacdo (PCR) seguiram padrdes inicias descritos a segulir,
e foram, posteriormente, otimizados de acordo com os resultados obtidos. Foi utilizado
10 ng de DNA em reagbes com volume final de 20 pl. Foram também utilizados: 0,5
MM de cada primer, 1x de tampé&o QuatroG, 0,5 U de Taq DNA-Polimerase QuatroG,
200 uM de cada dNTP e 3 mM de MgCl2. As condi¢cdes da PCR seguiram o0s seguintes
parametros: 95°C por 7 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s, anelamento a temperatura
inicial de acordo com a Tm tedrica calculada, por 60 s, extensdo a 72°C por 60 s e
extensao final a 72°C por 7 min.

Os ensaios de restricdo seguiram as recomendacOes especificadas nas
enzimas utilizadas e foram realizados em duplicata. Para aqueles individuos com
genadtipo inconclusivo nas primeiras corridas eletroforéticas o procedimento foi
realizado em triplicata. Os resultados gerados foram verificados apds eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, em tampdo TBE 0,5x por 90 minutos a 90V, corado em
brometo de etidio e registrado sob luz ultravioleta em fotodocumentador (L-P1X Loccus

Biotecnologia).

3.5 Andlise estatistica

Considerando que o0s SNPs apresentam informacfGes bi-alélicas,
genericamente, os alelos A e B apresentardo frequéncias p e q na populacéo

amostrada, sendo que:
p =faa +0,5fas) € (1)
q = fes) + 0,5f(as) (2)

Onde faa) € a frequéncia observada do gendtipo AA, fae) € a frequéncia
observada do genétipo AB e fgg) é a frequéncia observada do genoétipo BB.
Com as informacgOes geradas, estimou-se se a populacdo amostrada

encontrava-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg, onde as frequéncias esperadas dos
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gendtipos foram calculadas com base em suas frequéncias alélicas, sendo as
frequéncias esperadas do gendtipos AA, AB e BB calculadas como segue:

fexp(an) = p? (3)
fexp(aB) = 2pQ 4)
fexp(eB) = 02 (5)

A ocorréncia do equilibrio de Hardy-Weinberg foi determinada apds a
realizacdo do teste de qui-quadrado, utilizando os numeros observados e esperados
de gendtipos. As probabilidades associadas ao qui-quadrado foram avaliadas com o
teste exato de Fisher, implementado na funcédo “fisher.test” do programa R (R
Development Core Team, 2018), sendo estabelecida a significancia em 0,05.

Para a associacdo dos resultados genotipicos com os fenotipicos foi
considerado um modelo estatistico que incluiu os efeitos de fazenda e do gendtipo do
SNP como covariavel (efeito linear) e o erro associado a cada observacdo como efeito
aleatério, utilizando-se o procedimento MIXED do programa SAS (Verséo 9.2, SAS

Institute Inc., Cary, NC, EUA). A equacao do modelo estabelecido segue abaixo:

Yij=u + Fi+ SNP; + €j (6)

Onde Yjjfoi a carateristica observada (AOL, COL, POL, AG, CC, CT, AC, AP,
PT e CGA); u foi a média dessa caracteristica; Fi foi o efeito de fazenda de criacdo do
animal; SNP; foi o efeito fixo do gendtipo do j-ésimo SNP (AA, AG ou GG, o qual foi
recodificado, na mesma ordem, para 2, 1 e 0); e ej foi o efeito aleatdrio associado

residuo com média zero e variancia ¢2. A significancia foi declarada a P<0,05.
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4. RESULTADOS

As amostras de DNA extraidas utilizando-se o Kit DNeasy Blood & Tissue

(QIAGEN, Hilden, Germany) apresentaram boa qualidade e quantidade suficiente

para a realizagao das reagdes de PCR (Figura 1).

 Fazenda S#o Joss, José de Feitas - P!

Figura 1. Amostras de DNA extraidas a partir de géngue utilizando-se Kit DNeasy Blood & Tissue.
Amostras numeradas de acordo com o nimero do animal no banco de dados do Departamento de
Zootecnia. (X) controle negativo.

Em Oarll, apenas o gene MYH10 possui SNP em sua sequéncia, enquanto 0s
dois genes localizados em Oar6, NCAPG e LCORL, apresentaram o polimorfismo de
nucleotideo Unico (Tabela 2). Para o gene MYH10 nao foi encontrada nenhuma
enzima descrita na literatura com sitio de restricdo na regido do polimorfismo. Em
Oar6, NCAPG apresentou dois SNPs em sua sequéncia, sendo a posicao
26.960_G>A identificada como sitio de restricdo da enzima Siml. Enquanto o gene
LCORL possui quatro polimorfismos de nucleotideo Unico, porém, estando apenas a
variavel 149.731_A>G em regido possivel de genotipagem em gel de agarose com

enzima de restrigcdo (Bsrl) (Figura 2).



Tabela 2 - Identificacdo da posicdo dos genes e SNPs selecionados no genoma de Ovis aries, evidenciando sua sequéncia e
respectivas enzimas/sitios de restricao.

Posicdo do Gene no Posi¢do do Posicéo do . Enzima de
Cromossomo Gene SNP SNP no Sequéncia flanqueadora e
Cromossomo c SNP no gene restricdo
romossomo
RPL26 - 27499965..27505389 - - - -
SLC2A4 - 26575379..26581015 - - - -
DVL2 - 26530589..26538510 - - - -
CHRNB1 . 26712856..26722130 - - - -
11 TP53 - 26894492..26907394 - - - -
POLR2A . 26742685..26763230 - - - -
CTC1 - 27368333..27391250 - - - -
PIK3R5 - 27880120..27914334 - - - -
MYH10 aA/G  27584808..27739860 27654920 70113 AGTGAGTTAAATTTTACCAAA -
NCAPG G/A 37179188, 37257373 37206147 26960 CATCTCTAGGGTCAAATACAT Siml (GGGTC)
C/D 37246412 67225 TCAGTGAACACATCTAGTCTT -
5 TV 37296229 21295 TGTGTATTGATTTTCAGTCAG -
LCORL G/H 37274935, 37426290 37329315 54381 AATATGATGAGAGTACGGTAG -
G/H 37386559 111625 GGTGAAACCAGTAGTGTGTCT Bsrl (GGTCA)*
AIG 37424665 149731 CCATCAAACCAGTTCCAATTC Bsrl (GGTCA)

Os simbolos D, H e V foram utilizados de acordo com a nomenclatura recomendada pela IUPAC para representar nucleotideos desconhecidos.
*sitios de restricAo da mesma enzima posicionados muito proximos, impossibilitando a genotipagem em gel de agarose.
** informacgdes baseadas no GenBank — NCBI (http://ncbi.nim.nih.gov/genbank/)
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A partir da informacéo de posicionamento dos éxons nas sequéncias génicas
obtidas no GenBank, foi possivel determinar se os SNPs analisados localizavam-se
em sequéncias codificantes ou ndo. No gene NCAPG, que possui 22 éxons em Ovis
aries, 0 SNP26.960_G>A situa-se no primeiro intron. Ja na sequéncia do gene LCORL
do mesmo organismo, h& sete éxons, estando o SNP_149.731A>G posicionado no

ultimo éxon.

Cromossomo 6 Ovis aries (Oar6) 37 274.935 - 37 .426.290

(

<@ |

/4 /4 /4
I m X ml <
Ex1 Ex2 Ex3 = Ex4 N Ex5 Ex6

Gene LCORL (151.356pb)

SNP149.731A>G
*+**CAA ACC éGT TCC AATu s

417

1] I |1.784
KKSSN

Polipeptideo transcrito de LCORL, isoforma 1 (X1) 1.784aa

Figura 2. Posi¢c8es do nucleotideo (A-149.731) e aminoéacido (Ser-417) mutados na sequéncia do
gene LCORL e do polipeptideo codificado em Ovis aries.

Devido ao SNP do gene LCORL posicionar-se em uma sequéncia de éxon,
realizou-se a comparacdo da sequéncia de aminoacidos traduzidos a partir desse
éxon com a sequéncia completa da proteina disponivel no NCBI utilizando o software
MEGA 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). Dessa forma foi possivel
determinar a posicdo e o aminoacido codificado pela trinca de nucleotideos
associados ao SNP em questéao.

Para cada um dos genes, foram geradas duas sequéncias de primer (Tabela
3). Os resultados que renderam as melhoras amplificacdes por PCR foram com 10 ng

de DNA em uma reagao com volume final de 20 pl. O par NF2/NR foi otimizado para
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reacdes contendo 0,5 uM de cada primer, 1x de tampé&o QuatroG, 0,5 U de Taq DNA-
Polimerase QuatroG, 200 uM de cada dNTP e 3 mM de MgClz. As condi¢cbes da PCR
seguiram 0s seguintes parametros: 95°C por 7 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s,
anelamento a 53°C por 60 s, extensdo a 72°C por 60 s e extenséo final a 72°C por 7
min. As reacdes para o par LF/LR1 foram realizadas utilizando-se 0,5 uM de cada
primer, 1x de tampé&o QuatroG, 0,5 U de Taqg DNA-Polimerase QuatroG, 200 uM de
cada dNTP e 1,5 mM de MgClz. PCR touchdown: 95°C por 7 min, 30 ciclos de 95°C
por 30 s, temperatura de anelamento comegando a 59°C, decrescendo 0,5°C a cada
ciclo durante 6 ciclos e 57°C nos 24 ciclos seguintes por 60 s, extensao a 72°C por 60

s e extensao final a 72°C por 7 min.

Tabela 3 — Caracteristicas dos primers para amplificacdo dos sitios polimorficos dos
genes LCORL e NCAPG e tamanho dos produtos amplificados.

Genes Primer Sequéncia 523’ Tm (°C) Amplicon (pb)
LF TTGATACTGCTTTGGGAACCAC 53
445
LR1 AACCCAGTAACCCTGCATTCC 54
LCORL
LF TTGATACTGCTTTGGGAACCAC 53
435
LR2 CCCTGCATTCCTTCACTCTTTC 54
NF1 ACAGATGGACTACAAGCATAGG 51
401
NR ATGTGCCATTGCTGAGAAC 51
NCAPG
NF2 CAAGCATAGGTTAAATTGCAG 48
389
NR ATGTGCCATTGCTGAGAAC 51

A genotipagem do SNP149.731_A>G do gene LCORL foi realizada utilizando-
se uma aliquota de 5 pl do produto de PCR para 0,1 yl da enzima Bsrl e 1 yl de tampao
1%, de modo a perfazer um volume total de 10 pl por amostra. As amostras foram
incubadas a 65°C por 10 min para digestdo dos fragmentos de DNA, seguido de
desnaturacdo enzimética a 80°C por 20 min em termociclador Applied Biosystems®,
de acordo com o protocolo do fabricante da enzima, New England Biolabs®. Através
desse método, os fragmentos de 445 pb amplificados por PCR, foram digeridos por
Bsrl em dois fragmentos contendo 328 e 117 pb nagueles animais com o alelo A, mas
Nao nos que possuiam o alelo G. Dessa forma, os homozigotos GG, os homozigotos
AA e os heterozigotos AG produziram, respectivamente, uma banda (445 pb), duas
bandas (328 e 117 pb) e trés bandas (445, 328 e 117 pb) (Figura 3).
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Figura 3. Digestdo do amplicom de 445 pb do gene LCORL de ovinos Santa Inés com a enzima Bsrl.
(M) marcador de tamanho molecular, (C) controle negativo. Gendtipos GG: banda com 445 pb; AG:
bandas com 445 pb, 328 pb e 117 pb; AA: bandas com 328 pb e 117 pb.

Os pares de primers NF1/NR e LF/LR2 ndo apresentaram amplicons com
definicdo satisfatéria para visualizacdo apds eletroforese. Considerando ainda a
indisponibilidade da enzima Siml no mercado nacional, apenas os amplicons gerados
pelo par de primers LF/LR1 foram analisados nesse trabalho.

Por meio da andlise das sequéncias de éxons e da sequéncia de aminoacidos
da isoforma X1 do polipeptideo traduzido do gene LCORL de Ovis aries, foi possivel
identificar a posicdo e o aminoacido mutado na cadeia proteica. De acordo com as
informacBes do posicionamento do nucleotideo, ficou constatado que o0 mesmo se
posicionou como primeira base do cédon. Portanto, o SNP149.731 A>G é uma
mutacao ndo sinbnima, que causa substituicdo de um aminodacido por outro. A serina
codificada pela trinca AGT na posicao 417 (Ser-417) da proteina é substituida por
uma glicina codificada por GGT (Gly-417).

Apbs a genotipagem de todos os animais, os resultados mostraram que essa
mutacao (variavel G) apresenta frequéncia baixa nos rebanhos analisados nesse
estudo. Enquanto o alelo A apresenta frequéncia de 0,911, o alelo G tem frequéncia
de 0,089, sendo os valores obtidos ap6s a analise das frequéncias genotipicas
observadas (Tabela 4). Foi ainda constatado que o0s numeros observados de
genadtipos encontram-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (P = 0,41), havendo pouca
variacdo quando os mesmos foram comparados aos valores esperados (Tabela 4).

Devido a baixa frequéncia do alelo G, o genétipo GG também apresentou-se como o
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menos frequente, sendo observado apenas 5 animais entre 0os 276 animais
genotipados.

Os genotipos obtidos foram, entdo, correlacionados com as informacdes
fenotipicas. Os valores de médias das medidas avaliadas mostram que o genétipo GG
apresenta melhor desempenho em caracteristicas de qualidade carcaca e de tamanho
corporal dos animais (Tabela 5).

Tabela 4 - Frequéncia observadas e esperadas para 0s genotipos do
SNP149.731_A>G no gene LCORL em ovinos Santa Inés de fazendas do Piaui e
Maranhao

Genétipo N° de animais Frequéncia obs. Frequénciaesp. N° e_sp._de
animais
AA 232 0,840 0,830 229,17
AG 39 0,141 0,162 44,65
GG 5 0,018 0,008 2,17

Tabela 5 - Médias das medidas corporais e de carcaca e efeito de substituicao alélica
(B) calculados para os ovinos Santa Inés amostrados seis propriedades localizadas
nos estados do Piaui e Maranh&o.

Genobtipos

Caracteristicas Pvalor A e 5 Beta(B)
AOL 0,0296* 8,801+2,847 10,021+2,941 10,512+2,015 -0,771
COL 0,0177* 4,420+0,663 4,709+0,672 4,944+0,373 -0,192
POL 0,0028* 2,408+0,451 2,750+1,117 2,644+0,413 -0,244
AG 0,0193* 75,362+3,082 76,923+3,765 76,600£2,702 -0,978
cC 0,0017* 72,733+4,949 73,923+6.702 74,600+6.066 -2,155
CT 0,0104* 90,099+7,714 93,26948,238 90,600+10,040 -2,448
AC 0,3027 74,647+3,819 76,513+4,520 74,800£2,280 -0,569
AP 0,0842 40,121+2,959 41,308+3,012 41,000+2,121 -0,755
PT 0,6857 34,526+3,257 35,205+3,684 33,800+£2,588 0,185
CGA 0,3038 20,739+3,392 21,987+3,463 22,800+2,387 -0,362

AOL, Area de olho de lombo (cm?); COL, Comprimento de olho de lombo (cm); POL, Profundidade
de olho de lombo (cm); AG, Altura da garupa (cm); CC, Comprimento corporal (cm); CT,
Circunferéncia toracica (cm); AC, Altura da cernelha (cm); AP, Altura da pata (cm); PT,
Profundidade toracica (cm); CGA, Comprimento da garupa (cm). (*) medidas com valores de média
significativamente diferentes para cada genétipo (P<0,05).
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Das dez medidas corporais e de carcaca analisadas neste trabalho, seis
mostraram significativa diferenca entre as médias de cada genotipo utilizando-se o
método de estimativa REML para P<0,05. As trés medidas de qualidade de carcaca
(AOL, COL e POL) e trés medidas de tamanho corporal (AG, CC e CT) tiveram efeito
significativo para substituicdo alélica, tendo o genétipo de frequéncia mais baixa, GG,
apresentado maiores médias para essas caracteristicas (Figura 4).

Todas as medidas analisadas apresentaram correlagdo positiva com a
substituicdo alélica, mostrando que o aumento na frequéncia alelo G nos rebanhos
ovinos Santa Inés traria ganhos na produtividade de carne.

Entre as medidas que ndo mostraram efeito significativamente associado a
substituicdo alélica (P>0,05), a altura da pata (AP), que esta diretamente relacionada
a altura total do animal, tem valor com sugestiva associagéo ao genotipo (P=0,0842).
Sendo observado 0 mesmo genoétipo o associado as maiores médias que nas demais

medidas com associagado mais significativa.
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Figura 4. Efeito significativo da substituicdo alélica (P<0,05) no SNP149.731_A>G do gene LCORL estimado por regressdo linear em
caracteristicas de qualidade de carcaca e tamanho corporal de ovinos Santa Inés (Y = a + Bx, onde Y € a média da carateristica e x é o valor
atribuido ao gendtipo). AOL (area de olho de lombo); COL (comprimento de olho de lombo); POL (profundidade de olho de lombo); AG (altura da
aarupa); CC (comprimento corporal); CT (circunferéncia toracica).
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5. DISCUSSAO

Apés as triagens realizadas nos genes-alvo, apenas o gene LCORL mostrou-
se eficaz para aplicagcdo em selecdo assistida por marcadores moleculares ja que
mostrou correlagdo significativa com a maioria das caracteristicas fenotipicas
avaliadas. Salienta-se que as triagens foram realizadas na tentativa de se obter
informacdes genotipicas a baixo custo, com o uso de técnicas simples e rapidas.

A substituicdo do aminoacido na posicdo 417 da proteina pode trazer
mudancas na estrutura tridimensional da proteina, uma vez que essa é mantida por
interacBes quimicas entre moléculas de diferentes pontos da cadeia. A substituicdo
de uma serina por uma glicina pode causar algum tipo de alteracdo conformacional
na proteina codificada por LCORL, uma vez que serina apresenta uma cadeia lateral
polar (-OH), enquanto a glicina é classificada como um aminoacido de cadeia lateral
apolar, pois seu radical € formado apenas por um atomo de hidrogénio e a ligacéo C-
H é apolar (CAMPBELL, 2000).

Os genes NCAPG e LCORL estao associados a caracteristicas de crescimento
e altura em ovinos (AL-MAMUN et al., 2015; MATIKA et al., 2016). No entanto, é dificil
identificar qual dos genes € mais efetivamente responsavel por essas variacdes, uma
vez que a regido onde se localizam apresenta elevado desequilibrio de ligacdo
(ROCHUS et al., 2018). Estudos mostram que esse QTL vem sofrendo selecdo em
ovinos, tanto de racas produtoras de leite quanto de carne, estando relacionados a
ambas as caracteristicas (ROCHUS et al., 2018; RUIZ-LARRANAGA et al., 2018).

Porém, é sabido que variagfes na sequéncia de LCORL afeta caracteristicas
como comprimento e peso ao nascer e altura em mamiferos adultos, inclusive
humanos (VAN DER VALK et al., 2014).

Mesmo variagbes em regibes intrbnicas mostraram influenciar
significativamente caracteristicas de tamanho ao nascer, bem como tamanho e
estrutural corporal em bovinos adultos de racas de corte europeias (SAHANA et al.,
2015).

Han et al. (2017) identificou significativo efeito da substituicdo alélica em um
SNP na regido de intron do gene LCORL para peso de carcaca em bovinos da raca
Qinchuan, sugerindo que o gene é um forte candidato a marcador para selegcéo
assistida para qualidade de carcaca para essa raca. De modo similar, com base nos

resultados significativos encontrados para medias de carcaca, pode-se sugerir a
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utilizacdo do SNP analisado neste trabalho como marcador de selecdo para o
melhoramento de ovinos Santa Inés.

A area de olho de lombo (AOL), por exemplo, € uma importante medida para
mensuracdo da composicdo corporal em ovinos, uma vez que apresenta alta e
positiva correlagdo com a distribuicdo de musculos na carcaca (MCMANUS et al.,
2013b). Segundo Dode et al. (1986), quando comparados animais de mesma idade,
aqueles com maior &rea de mausculo longissimus dorsi, apresentam maior
desenvolvimento muscular na carcaca. AOL em ovinos adultos representam o indice
de maior confiabilidade do desenvolvimento e tamanho do tecido muscular
(MORENO; BOAVENTURA NETO, 2016). Neste trabalho foi encontrado significativo
efeito da substituicdo alélica (P=0,0296) sobre as medidas de area de olho de lombo
para o SNP analisado.

Area de olho de lombo apresenta correlacdo positiva com as medidas de
comprimento e profundidade do musculo longissimus dorsi, sendo medidas que
podem ser utilizadas na avaliacdo de caracteristicas da carcaca de ovinos em funcao
de sua precisao (PINHEIRO; JORGE, YOKOO; 2010).

Através de andlises de GWAS utilizando dados de desequilibrio de ligacéo,
SNPs do gene LCORL mostraram-se significativamente associados com medidas de
area de olho de lombo em bovinos de corte da raca Canchim (SANTIAGO et al., 2017).
Esses resultados confirmam que os polimorfismos no gene LCORL implicam
diretamente na qualidade de carcaca tanto em bovino quanto em ovinos.

O fato de o gendtipo GG para SNP analisado apresentar frequéncia baixa nos
rebanhos analisados, apesar de seu efeito significativo sobre medidas de qualidade
de carcaca, pode indicar que os ovinos da raca Santa Inés vém sofrendo uma selecéo
gue busca apenas melhorias estéticas com vistas a animais de exposicao,
menosprezando caracteristicas que podem aumentar a produtividade desses animais
(CARNEIRO et al., 2006). Uma possivel explicacdo para a baixa frequéncia desse
genotipo nesses ovinos de corte, € que genes nao ligados LCORL e com maior efeito
sobre medidas de tamanho corporal estejam sendo selecionados, em detrimento de
LCORL que se mostrou mais fortemente associado ao rendimento de carcaga. Porém,
mais estudos devem ser realizados para a confirmagéo dessa hipotese.

Tong et al. (2016) encontraram resultados semelhantes aos expostos aqui ao
estudarem polimorfismos na sequéncia do gene NCAPG, em bovinos da raca

Japanese Black. O genoétipo com melhores médias para caracteristicas de qualidade
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de carcaca como &rea e espessura de olho de lombo e marmoreio da carne (GG),
apareceu em frequéncia consideravelmente baixa (0,06), enquanto os gendétipos de
pior desempenho (GT e TT) aparecem em frequéncia bem mais elevada (0,403 e
0,537, respectivamente). Esses dados, de maneira analoga aos encontrados neste
trabalho, mostram que a selec¢éo artificial promovida pelos criadores, pode, em alguns
casos, levar a diminuicdo da frequéncia de genétipos que estdo associados a
caracteristicas de melhor rendimento na producao de carne.

Outra caracteristica que demonstra que a selecdo pode néao ser direcionada
especificamente para o gene LCORL é o fato do mesmo apresentar-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg no estudo realizado. Como uma das premissas do equilibrio é
justamente a auséncia de sele¢éo, podemos inferir que a distribuicdo dos alelos ocorre
de forma aleatoéria na populacéo estudada e sua frequéncia é explicada apenas pelo
proprio processo mendeliano. Assim, pelo menos em carater experimental, o0 gene
LCORL poderia ser priorizado em estratégias de melhoramento assistida por
marcadores, para testar os efeitos do aumento da frequéncia do alelo G na populagéo
de ovinos Santa Inés.

Avaliar a qualidade da carcaga animal beneficia a todos os envolvidos na
cadeia de producdo e consumo de produtos carneos. O produtor conseguird melhor
preco e maior produtividade, a indlstria aumentara o rendimento e o consumidor, por
sua vez, terd acesso a cortes com melhor nivel de qualidade (AREVALO et al., 1997).
A carcaca é o elemento mais importante do animal, pois representa a maior porcéo
comestivel do corpo, e dessa forma, o objetivo comercial mais rentavel (GERALDO et
al., 2017).

Pesquisas recentes com outras espécies de mamiferos mostram resultados
semelhantes aos encontrados neste trabalho ao avaliar caracteristicas de tamanho
corporal. Sevane et al. (2017), ao estudar polimorfismos do tipo SNP em regides
préximas ao gene LCORL em cavalos puro sangue espanhol, encontraram efeito
significativo da substituicdo alélica nos SNPs avaliados associados a medidas de
altura e comprimento corporal dos animais. Estudando essa mesma mutagao, que se
localiza na regido upstream do gene LCORL em nessa espécie, Metzge et al. (2013)
descobriram que a substituicdo alélica desse SNP afeta diretamente os niveis de
expresséo de LCORL. O efeito dessa variagdo se manifesta diretamente na altura de
cavalos de diferentes racas. Os poneis, por exemplo, apresentam uma frequéncia

préxima de 1 para o gendétipo que confere os menores niveis de expressédo de LCORL.
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Dentre as medidas de tamanho corporal avaliadas nesse trabalho, o
comprimento corporal (CC) foi a que mostrou o mais significativo efeito de substituicao
alélica (P=0,0017). Similarmente as medidas de carcaca, o genétipo com maiores
valores de médias foi o de menos frequéncia nos rebanhos analisados (GG).
Resultados semelhantes foram encontrados por Liu et al. (2015a), que demonstraram
a correlacao entre SNPs do gene NCAPG com medidas de comprimento corporal em
bovinos de corte da raca Chinese Qinchuan. O genoétipo que com maiores valores de
meédia de comprimento corporal (151,42 cm) também foi o de menor frequéncia nos
rebanhos amostrados (0,123). Os gendtipos com menores médias (146,69 cm e
139,22cm) aparecem em frequéncias significativamente mais elevadas (0,470 e
0,404, respectivamente). Mais uma vez os dados vém corroborar que a selegcéo
realizada em rebanhos de corte pode ndo estar priorizando os melhores genoétipos
para as caracteristicas importantes para a producdo de carne. Além do mais, esses
achados vém reforcar a importancia da SAM no melhoramento genéticos dos
diferentes rebanhos.

Como ja mencionado anteriormente, o gene LCORL demonstra efeito
pleiotropico afetando diferentes caracteristicas de tamanho e composicéo de carcaca
em mamiferos (LINDHOLM-PERRY et al., 2011). Esse gene também tem sido
reportando como codificador de um fator de transcricdo associado ao processo de
espermatogénese em bovinos e equinos (CHUNG; SZYDA; FRASZCZAK, 2016;
TOZAKI et al., 2017). Isso pode ser um indicio de que o gene LCORL possa estar
relacionado aos niveis de horménios andrégenos em mamiferos. Esses hormonios,
produzido pelos testiculos e, em menor quantidade, também pelos ovérios de
mamiferos tém, entre outros, papel nos processos de espermatogénese e aumento
de massa muscular (NIESCHLAG; BEHRE, 2012; MOREIRA, 2015).

Os niveis de testosterona, por exemplo, afetam diretamente a composicao da
carcaca em ovinos. A proporcdo de gordura nesses peguenos ruminantes € menor
nos machos nado castrados, intermediaria nos castrados e maior nas fémeas. Ja a
deposicdo de musculo é maior nos machos ndo castrados, intermediaria nos
castrados e menor nas fémeas, ja que a testosterona aumenta o crescimento muscular
(CEZAR; SOUSA, 2007).

No entanto, estudos futuros e com diferentes andlises sdo necessarios para a
confirmagdo do papel de LCORL nos niveis de horménios androgénicos em

mamiferos.
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6. CONCLUSOES

Dos onze genes considerados para triagem na presente pesquisa, apenas
LCORL e NCAPG apresentaram SNPs polimérficos em suas sequéncias, identificadas
como sitios de restricdo para genotipagem com método PCR-RFLP.

Os primers desenhados para amplificacdo da regidao flanqueadora do
polimorfismo do tipo SNP na sequéncia do gene LCORL em ovinos Santa Inés
mostrou-se eficiente e especifico para a amplificagdo por PCR nas condicbes
especificadas neste trabalho.

O SNP 149.731_A>G do gene LCORL, que promove a substituicdo do
aminoacido Ser-417 por Gly-417 na proteina codificada, proporciona significativa
diferenca em medidas de tamanho corporal e estrutura de carcaga em ovinos da raca
Santa Inés e pode ser aplicado como um marcador molecular com vistas ao uso em
selecéo assistida.

Nas amostras avaliadas, ndo foram encontradas evidéncias de pressao seletiva
ocasionada sobre o gene LCORL e, portanto, 0 mesmo pode ser indicado como alvo
potencial no melhoramento, visando o aumento da frequéncia do alelo G, o qual causa
maior efeito nas caracteristicas de crescimento e carcaca dos animais da raca Santa

Inés.
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Resumo

No Brasil, a demanda por carne ovina é superior a sua producdo, levando a necessidade de
importacdo desse produto. Uma das ragas de corte mais criadas no pais, Santa Inés, tem sofrido
selecdo dos criadores objetivando principalmente melhorias estéticas, em detrimento de
caracteristicas de produtividade. O objetivo deste trabalho foi associar polimorfismos do tipo
SNP em sequéncia do gene LCORL com medidas corporais e de desenvolvimento de carcaca
em ovinos. Foram coletadas informacGes de area, comprimento e profundidade de olho de
lombo, altura da garupa, comprimento corporal, circunferéncia toracica, altura da cernelha,
altura da pata, profundidade toracica e comprimento da garupa em 293 animais de ambos 0s
sexos. Foram utilizadas analises de regressdo para associar 0s polimorfismos presentes aos
fenotipos dos animais amostrados. O SNP g.149731A>G do gene LCORL esté localizado no
sitio de restri¢cdo da enzima Bsrl, a qual p6de ser utilizada para genotipar as variaveis alélicas
Adenina (A) e Guanina (G). Os resultados mostraram que esse SNP € uma mutacdo néo
sinbnima que causa a substituicdo do aminoacido Serina, na posic¢éo 417, por uma Glicina no
peptideo codificado. As analises estatisticas indicaram que as variaveis genotipicas (AA, AG e
GG) estdo significativamente associadas a medidas de tamanho corporal e de qualidade de
carcacga em ovinos da raga Santa Inés. As medias de area, comprimento e profundidade de olho
de lombo, altura da garupa, comprimento corporal e circunferéncia toracica apresentaram
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diferencas significativas para os diferentes gendtipos, sendo GG o associado com o maior
desenvolvimento corporal e de carcaga, embora 0 mesmo tenha aparecido em menor frequéncia
(fiee) = 0,018). Este fato mostra que ndo tem havido pressdo seletiva sobre o gene LCORL,
argumento que sustenta pelo fato de locus encontrar-se em equilibrio de Hardy-Weinberg na
populacéo estudada.

Palavras-chave: LCORL, tamanho corporal, carcaca, PCR-RFLP

1. Introducéo

Atualmente os ovinos séo criados pelo mundo inteiro. De acordo com a FAO (2016) o
rebanho mundial de ovinos era de mais de 1,2 bilhdes de cabecas em 2014, apresentando um
crescimento anual da ordem de 1,5% nos cinco anos antecessores, enquanto 0 acréscimo na
producdo de carne ndo acompanhou 0 mesmo ritmo, ficando em 0,6% no mesmo periodo.

O Brasil possuia um rebanho de mais de 18,4 milhdes de cabecas de ovinos em 2016 de
acordo com a Pesquisa da Producdo da Pecuéria Municipal, sendo a regido Nordeste
responsavel por 63,0% do efetivo nacional e o estado do Piaui, com cerca de 1,2 milhdes de
cabecas, € 0 sexto maior rebanho do pais (IBGE, 2017). No entanto, a producdo nacional de
carne € insuficiente para o abastecimento do mercado interno, o que leva a necessidade de
importacdo de carne, vinda principalmente do Uruguai (Viana, Moraes & Dorneles, 2015). Em
2016, o Brasil importou mais de 6,3 mil toneladas de carne ovina in natura, o0 que representa
aproximadamente 37,5 milhdes de délares (AGROSTAT/MAPA).

As racas mais populares no pais sdo Dorper e Santa Inés (Mcmanus, Paiva & Aradijo,
2010). Porém a selecdo praticada nos ovinos Santa Inés preocupou-se apenas com a
padronizacdo da raca, baseando-se principalmente em caracteres morfologicos, em detrimento
das caracteristicas de producdo (Carneiro et al., 2006). Dessa maneira, é importante a realizacao
de investigacGes que levem ao descobrimento de marcadores genéticos associados a
caracteristicas de produtividade que possam ser utilizados em programas de melhoramento por
meio da selecdo assistida por marcadores (SAM).

O gene LCORL tem se mostrado um marcador promissor associado a caracteristicas de
tamanho corporal e qualidade carcaca em diferentes espécies de animais. Em cavalos da raca
Tennessee Walking, foram encontrados polimorfismos neste gene que possuem significativa
associagao com medidas corporais (Staiger et al., 2016). Estudos recentes com bovinos também
apontam significativa associagdo entre polimorfismos na cadeia de LCORL e em regi0es
proximas, em desequilibrio de ligacdo, com crescimento e medidas de carcaga. Por meio de
PCR-RFLP, duas variantes em regides de introns e quatro na regido promotora desse gene

foram identificadas, mostrando-se significativamente associadas ao peso dos animais e da
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carcaca em bovinos Qinchuan em idade de abate (Han et al., 2017). O gene LCORL tem
demonstrado efeito pleiotropico, onde alelos desses genes estdo associados a altura, ganho de
peso e espessura reduzida da gordura subcutanea em diferentes espécies (Hoshiba et al., 2013;
Lindholm-Perry et al., 2011; Setoguchi et al., 2009; Weikard et al., 2010).

Assim, esse trabalho objetivou associar polimorfismos do tipo SNP na sequéncia do
gene LCORL com dados fenotipicos de tamanho corporal e de carcaca em ovinos de corte da
Raca Santa Inés dos estados de Piaui e Maranh&o. As analises também levaram em consideracéo
0 emprego da genotipagem por PCR-RFLP, tentando estabelecer um protocolo acessivel,

pratico e rapido, para ser utilizado em préaticas de selecdo assistida.
2. Material e Métodos
2.1 Amostragem

Nessa pesquisa foram utilizados 293 ovinos adultos de ambos 0s sexos, provenientes de
seis criatérios dos estados do Piaui e Maranh&o e registrados junto a Associagdo Brasileira dos
Criadores de Ovinos (ARCO). Foram analisadas caracteristicas relacionadas ao
desenvolvimento de carcaca e tamanho, sendo: area de olho de lombo (AOL) comprimento de
olho de lombo (COL) profundidade de olho de lombo (POL), altura da garupa (AG),
comprimento corporal (CC), circunferéncia torécica (CT), altura da cernelha (AC), altura da
pata (AP), profundidade torécica (PT) e comprimento da garupa (CGA). As medidas de area,
comprimento e profundidade de olho de lombo, que mensuram o musculo longissimus dorsi,

foram obtidas in vivo por ultrassom.
2.2 Extracao de DNA

Amostras de 4,0 ml de sangue de cada animal foram coletadas para realizacdo das
analises moleculares. O sangue utilizado foi coletado da veia jugular apds a realizacdo da
antissepsia do local (alcool iodado), com auxilio de agulha acoplada diretamente em tubos a
vacuo contendo anticoagulante EDTA, sendo os tubos armazenados em caixa térmica com gelo
e, posteriormente, estocados em freezer a -20°C, no Laboratorio de Biologia Molecular do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Piaui.

As amostras coletadas e utilizadas para realizacdo do trabalho fazem parte de projetos
de pesquisa os qual ja foram submetido e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFPIL: “Analise de polimorfismos de nucleotideo unico para infeccdo por

endoparasitas em ovino da raca Santa In€s”, sob o nimero 24/13; e “Estudo gendmico aplicado
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ao melhoramento genético de ovinos Santa Inés para caracteristicas de carcaga”, niimero
340/17.

O DNA foi extraido com o Kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, Hilden, Germany)
segundo o protocolo estabelecido pelo fabricante. A qualidade da extracdo foi verificada através
de eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampdo TBE 0,5x por 60 minutos a 90V, corado
em brometo de etidio e registrado sob luz ultravioleta em fotodocumentador (L-PIX Loccus
Biotecnologia) e o DNA quantificado em NanoDrop™ 2000 (Termo Scientific) e estocado em

freezer a -20°C.
2.4 Amplificacéo e genotipagem via PCR-RFLP

Para a identificagdo do polimorfismo, utilizamos a sequéncia de LCORL de Ovis aries
obtida no NCBI (>NC_019463.2), com o auxilio de informacdes de mapa disponiveis no site

da Hlumina (https://support.illumina.com/downloads/ovinesnp50-v1-0.html).

Para a obtencdo dos fragmentos contendo o polimorfismo em LCORL, utilizamos o
programa  GeneRunner, versdo 6.3.0.3 (Hastings  Software, Inc, N.Y. -

http://www.generunner.com) para a confec¢do dos primers flanqueando a regido do SNP,

estabelecendo-se um limite de aproximadamente 500 pb para o amplicon gerado. As sequéncias
de primers obtidas seguem os seguintes parametros: Trm variando entre 47 e 65°C; diferenca de
Tm entre os primers de no méximo 2°C; conteudo GC (%) entre 38 a 60% e comprimento do
primer de 18 a 22 bases.

Foi identificado um polimorfismo de nucleotideo Unico na sequéncia de LCORL g.
149731A>G (CCATCAAACCAGTTCCAATTC) situado exatamente no sitio de restricdo da
enzima Bsrl, a qual foi utilizada para a genotipagem dos animais.

Os primers desenhados para a amplificagdo dessa regido de polimorfismo foram: 5’
TTGATACTGCTTTGGGAACCAC 3’ (forward) e 5> AACCCAGTAACCCTGCATTCC 3’
(reverse), com Tmde 53°C e 54°C, respectivamente. O amplicon gerado foi de 445 pb.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando-se 0,5 uM de cada primer, 1x de tampéo
QuatroG, 0,5 U de Taqg DNA-Polimerase QuatroG, 200 uM de cada ANTP e 1,5 mM de MgCl..
PCR touchdown: 95°C por 7 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s, temperatura de anelamento
comecando a 59°C, decrescendo 0,5°C a cada ciclo durante 6 ciclos e 57°C nos 24 ciclos
seguintes por 60 s, extensdo a 72°C por 60 s e extenséo final a 72°C por 7 min.

Para a genotipagem do SNP g.149731A>G do gene LCORL utilizamos uma aliquota de
5 il (~ 2300 ng de DNA amplificado) do produto de PCR para 0,1 pl da enzima Bsrle 1 pl de

tampédo 1x, de modo a perfazer um volume total de 10 pl por amostra. As amostras foram
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incubadas a 65°C por 10 min para digestdo dos fragmentos de DNA, seguido de desnaturacao
enzimética a 80°C por 20 min em termociclador Applied Biosystems®, de acordo com o
protocolo do fabricante da enzima, New England Biolabs®. Através desse método, 0s
fragmentos de 445 pb amplificados por PCR, foram digeridos por Bsrl em dois fragmentos
contendo 328 e 117 pb nos animais com o alelo A, mas ndo nos que possuiam o alelo G. Dessa
forma, os homozigotos GG, os homozigotos AA e os heterozigotos AG produziram,
respectivamente, uma banda (445 pb), duas bandas (328 e 117 pb) e trés bandas (445, 328 e
117 pb) (Figura 1).

2.5 Andlise estatistica

Para as informacGes moleculares, foi determinada a ocorréncia do equilibrio de Hardy-
Weinberg no locus LCORL. Desvios significativos foram avaliadas com o nivel de
significancia a 0,05 utilizano o teste exato de Fisher, implementado na fungdo “fisher.test” do

programa R (R Development Core Team, 2018).

Ap0s a obtencdo dos dados fenotipicos, as medidas foram plotadas em planilha, onde
foi verificada a normalidade dos dados utilizando-se o programa Excel 2013, utilizando-se a
funcdo (=distnormp.n). Também avaliamos as estimativas de variancia e desvio padrdo de cada

variavel envolvida no estudo.

Para a analise de associacdo entre os dados genotipicos e fenotipicos foi considerado
um modelo estatistico que incluiu os efeitos de fazenda e do gendtipo do SNP como covariavel
(efeito linear) e o erro associado a cada observacdo como efeito aleatério, utilizando-se o
procedimento MIXED do programa SAS (Versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA): Yj;
= u + Fi+ SNP; + ejj. Onde Yijj foi a carateristica observada (AOL, COL, POL, AG, CC, CT,
AC, AP, PT e CGA); u foi a média dessa caracteristica; F; foi o efeito de fazenda de criagdo do
animal; SNP; foi o efeito fixo do gendtipo do j-ésimo SNP (AA, AG ou GG, o qual foi
recodificado, na mesma ordem, para 2, 1 e 0); e ej; foi o efeito aleatdrio associado residuo com

média zero e variancia o2. A significancia foi declarada a P<0,05.
3. Resultados

O gene LCORL em ovinos apresenta sete exons, estando o SNP (.149731A>G
posicionado no ultimo. Por meio da andlise das sequéncias de nucleotideos do éxon e da
sequéncia de aminocidos da isoforma X1 do polipeptideo traduzido, foi identificada a posicao

e 0 aminodcido alternativo na cadeia proteica. De acordo com as informacdes do
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posicionamento deste nucleotideo, foi constatado que 0 mesmo se posicionou como primeira
base do c6don 417 do RNAm transcrito. Portanto, 0 SNP ¢.149731A>G é uma mutacao nao
sindnima, que causa substituicdo do aminoacido serina (codificado pela trinca AGT) por uma

glicina (codificada por GGT).

M
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Figura 1. Digestdo do amplicom de 445 pb do gene LCORL de ovinos Santa Inés com a enzima Bsrl. (M) marcador
de tamanho molecular, (C) controle negativo. Genotipos GG: banda com 445 pb; AG: bandas com 445 pb, 328 pb
e 117 pb; AA: bandas com 328 pb e 117 pb.

Apos a genotipagem de todos os animais, os resultados mostraram que a variavel alélica
G apresenta frequéncia baixa nos rebanhos analisados nesse estudo (0,089), em comparacdo ao
alelo A (0,911). Estes valores foram obtidos ap6s a andlise das frequéncias genotipicas
observadas (Tabela 1). Foi ainda constatado que os numeros observados de gendtipos
encontram-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (P = 0,41), havendo pouca variacdo quando
0s mesmos foram comparados aos valores esperados (Tabela 1). Devido a baixa frequéncia do
alelo G, o genotipo GG também apresentou-se como o menos frequente, sendo observado

apenas 5 animais entre os 276 animais genotipados.

Tabela 1 - Frequéncia observadas e esperadas para 0s genotipos do SNP ¢.149731A>G no gene
LCORL em ovinos Santa Inés de fazendas do Piaui e Maranhao

Genétipo N° de animais Frequéncia Frequéncia N° esp. _de
obs. esp. animais
AA 232 0,840 0,830 229,17
AG 39 0,141 0,162 44,65
GG 5 0,018 0,008 2,17
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Os gendtipos obtidos foram, entdo, correlacionados com as informacdes fenotipicas. Os
valores de medias das medidas avaliadas mostram que o genotipo GG apresenta melhor
desempenho em caracteristicas de qualidade carcaca e de tamanho corporal dos animais. No
entanto, a associacdo do SNP com as medidas de carcaca foram mais significativas do que com
as caracteristicas de tamanho (Tabela 2).

Tabela 2 - Médias das medidas corporais e de carcaca e efeito de substituicdo alélica ()
calculados para os ovinos Santa Inés amostrados seis propriedades localizadas nos estados do
Piaui e Maranhdo.

Gendtipos

Caracteristicas Pvalor A AG GG Beta(p)
AOL 0,0206* 8,801+2,847  10,021+2,941 10,512+2,015  -0,771
coL 0,0177%  4,42040,663  4,709+0,672  4944+0373  -0,192
POL 0,0028* 2408+0451  2750+1,117  2,644+0413  -0,244
AG 0,0103* 7536243082  76,923+3,765 76,600+2,702  -0,078
cc 0,0017% 72,733+4,949  73,923+6.702  74,600+6.066  -2,155
cT 00104* 90099+7.714  93260:8238 0 n100 a8
AC 03027 7464743819  76,513+4,520 74,800+2,280  -0,569
AP 00842 40,12142,959  41,7308+3012 41,000+2,121  -0,755
PT 0,6857 34,526+3257 352053684 33,800:2588 0,185

CGA 03038 2073943302  21,987+3463 22,800+2,387  -0,362

AOL, Area de olho de lombo (cm?); COL, Comprimento de olho de lombo (cm); POL, Profundidade de olho
de lombo (cm); AG, Altura da garupa (cm); CC, Comprimento corporal (cm); CT, Circunferéncia torécica
(cm); AC, Altura da cernelha (cm); AP, Altura da pata (cm); PT, Profundidade toracica (cm); CGA,
Comprimento da garupa (cm). (*) medidas com valores de média significativamente diferentes para cada
genotipo (P<0,05).

Das dez medidas corporais e de carcaca analisadas neste trabalho, seis mostraram
significativa diferenca entre as médias de cada gendtipo utilizando-se o0 método de estimativa
REML para P<0,05. As trés medidas de qualidade de carcaca (AOL, COL e POL) e trés
medidas de tamanho corporal (AG, CC e CT) tiveram efeito significativo para substituicdo
alélica, tendo o genoétipo de frequéncia mais baixa, GG, apresentado maiores médias para essas

caracteristicas.
4. Discussao

A substituicdo de uma serina por uma glicina pode causar algum tipo de alteracdo
conformacional na proteina codificada por LCORL, uma vez que serina apresenta uma cadeia
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lateral polar (-OH), enquanto a glicina é classificada como um aminoéacido de cadeia lateral
apolar, pois seu radical € formado apenas por um dtomo de hidrogénio e a ligacdo C-H é apolar
(Campbell, 2000).

A regido do gene LCORL esta associada a caracteristicas de crescimento e altura em
ovinos (Al-Mamun et al., 2015; Matika et al., 2016). Tanto que nessa regido, um outro gene,
NCAPG, também tem se mostrado associado a essas caracteristicas corporais, sendo dificil
identificar qual dos genes é mais efetivamente responsavel por essas variagdes, uma vez que a
regido onde se localizam apresenta elevado desequilibrio de ligacdo (Rochus et al., 2018).
Estudos mostram que esse QTL vem sofrendo selecdo em ovinos, tanto de ragas produtoras de
leite quanto de carne, estando relacionados a ambas as caracteristicas (Rochus et al., 2018;
Ruiz-Larrafaga et al., 2018). Porém, ¢é sabido que variacBes na sequéncia de LCORL afeta
caracteristicas como comprimento e peso ao nascer e altura em mamiferos adultos, inclusive
humanos (Van Der Valk et al., 2014).

Mesmo variagdes em regides intronicas mostraram influenciar significativamente
caracteristicas de tamanho ao nascer, bem como tamanho e estrutural corporal em bovinos
adultos de racas de corte europeias (Sahana et al., 2015).

Han et al. (2017) identificou significativo efeito da substituicdo alélica em um SNP na
regido de intron do gene LCORL para peso de carcaga em bovinos da raca Qinchuan, sugerindo
que o gene é um forte candidato a marcador para selecdo assistida para qualidade de carcaca
para essa raca. De modo similar, com base nos resultados significativos encontrados para
medias de carcaga, sugeriremos a utilizacdo do SNP g.149731A>G como marcador de selecéo
para 0 melhoramento de ovinos Santa Inés.

A éarea de olho de lombo (AOL), por exemplo, é uma importante medida para
mensuracdo da composi¢do corporal em ovinos, uma vez que apresenta alta e positiva
correlacdo com a distribui¢do de musculos na carcaca (Mcmanus et al., 2013). Segundo Dode
et al. (1986), quando comparados animais de mesma idade, aqueles com maior area de musculo
longissimus dorsi, apresentam maior desenvolvimento muscular na carcaca. AOL em ovinos
adultos representam o indice de maior confiabilidade do desenvolvimento e tamanho do tecido
muscular (Moreno & Boaventura Neto, 2016). Neste trabalho foi encontrado significativo efeito
da substituicdo alélica (P<0,0296) sobre as medidas de area de olho de lombo para o SNP
analisado.

Area de olho de lombo apresenta correlagdo positiva com as medidas de comprimento

e profundidade do musculo longissimus dorsi, sendo medidas que podem ser utilizadas na
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avaliacdo de caracteristicas da carcaca de ovinos em funcdo de sua precisao (Pinheiro, Jorge &
Yokoo; 2010).

Através de analises de associacdo gendmica ampla, SNPs do gene LCORL mostraram-
se significativamente associados com medidas de area de olho de lombo em bovinos de corte
da raga Canchim (Santiago et al., 2017). Esses resultados confirmam que os polimorfismos no
gene LCORL implicam diretamente na qualidade de carcaca tanto em bovinos quanto em
ovinos.

Apesar do efeito significativo sobre medidas de qualidade de carcaca, o fato do gendtipo
GG para SNP analisado apresentar frequéncia baixa nos rebanhos analisados pode indicar que
0s ovinos da raga Santa Inés vém sofrendo pressdes seletivas que buscam apenas melhorias
estéticas com vistas a animais de exposicdo, em detrimento de caracteristicas que podem
aumentar a produtividade desses animais (Carneiro et al., 2006). Uma possivel explicacao para
a baixa frequéncia desse genotipo nos ovinos de corte, € que outros genes ndo ligados ao
LCORL e com maior efeito sobre medidas de tamanho corporal estejam sendo selecionados
com maior intensidade. Porém, mais estudos devem ser realizados para a confirmacéo dessa
hipdtese.

Tong et al. (2016) encontraram resultados semelhantes aos nossos estudando
polimorfismos na sequéncia do gene NCAPG, em bovinos da raca Japanese Black. O gen6tipo
com melhores médias para caracteristicas de qualidade de carcaca como area e espessura de
olho de lombo e marmoreio da carne (GG), apareceu em frequéncia consideravelmente baixa
(0,06), enquanto os genotipos de pior desempenho (GT e TT) aparecem em frequéncia bem
mais elevada (0,403 e 0,537, respectivamente). Esses dados, de maneira andloga aos
encontrados neste trabalho, mostram que a selecdo artificial promovida pelos criadores, pode,
em alguns casos, levar a diminuicdo da frequéncia de gendtipos que estdo associados a
caracteristicas de melhor rendimento na producdo de carne.

Outra caracteristica que demonstra que a selecdo pode ndo ser direcionada
especificamente para o gene LCORL é o fato do mesmo apresentar-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg no estudo realizado. Como uma das premissas do equilibrio € justamente a auséncia
de selecdo, podemaos inferir que a distribuicéo dos alelos ocorre de forma aleatdria na populacéo
estudada e sua frequéncia é explicada apenas pelo proprio processo mendeliano de segregacéo
e distribuicdo aleatoria de gametas. Assim, pelo menos em carater experimental, o gene LCORL
poderia ser priorizado em estratégias de melhoramento assistida por marcadores, para testar os

efeitos do aumento da frequéncia do alelo G na populacéo de ovinos Santa Inés.
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Avaliar a qualidade da carcaca animal beneficia a todos os envolvidos na cadeia de
producdo e consumo de produtos carneos. O produtor conseguira melhor preco e maior
produtividade, a indUstria aumentara o rendimento e o consumidor, por sua vez, tera acesso a
cortes com melhor nivel de qualidade (Arévalo et al., 1997). No aspecto da producao, a carcaca
é o0 elemento mais importante do animal, pois representa a maior por¢do comestivel do corpo
e, dessa forma, o objetivo comercial mais rentavel (Geraldo et al., 2017).

Pesquisas recentes com outras espécies de mamiferos mostram resultados semelhantes
aos encontrados neste trabalho ao avaliar caracteristicas de tamanho corporal. Em regides
proximas ao gene LCORL de cavalos puro-sangue espanhol foi encontrado efeito significativo
da substituicdo alélica nos SNPs avaliados associados a medidas de altura e comprimento
corporal dos animais (Sevane et al., 2017). Além disto, foi verificado que este mesmo
polimorfismo afeta diretamente os niveis de expressao de LCORL (Metzge et al, 2013). O efeito
dessa variacdo se manifesta diretamente na altura de cavalos de diferentes ragas. Os poneis, por
exemplo, apresentam uma frequéncia proxima de 1 para o gendétipo que confere 0s menores
niveis de expressdo de LCORL.

Dentre as medidas de tamanho corporal avaliadas nesse trabalho, o comprimento
corporal (CC) foi a que mostrou o mais significativo efeito de substitui¢do alélica (P=0,0017).
Similarmente as medidas de carcaga, 0 gen6tipo com maiores valores de médias foi o de menos
frequéncia nos rebanhos analisados (GG). Resultados semelhantes foram encontrados em
bovinos Chinese Qinchuan no gene NCAPG, que apresenta forte desequilibrio de ligacdo com
0 gene LCORL e teve polimorfismo associados com medidas de comprimento corporal (Liu et
al., 2015). O genotipo que com maiores valores de média de comprimento corporal (151,42 cm)
também foi o de menor frequéncia nos rebanhos amostrados (0,123). Os genotipos com
menores médias (146.69 cm e 139.22cm) aparecem em frequéncias significativamente mais
elevadas (0,470 e 0,404, respectivamente). Mais uma vez os dados vém corroborar que a selecédo
realizada em rebanhos de corte pode ndo estar priorizando os melhores gendtipos para as
caracteristicas importantes para a producao de carne. Além do mais, esses achados vém reforcar
a importancia da SAM no melhoramento genéticos dos diferentes rebanhos.

Como ja mencionado anteriormente, o gene LCORL demonstra efeito pleiotrdpico
afetando diferentes caracteristicas de tamanho e composicdo de carcaga em mamiferos
(Lindholm-Perry et al., 2011). Esse gene também tem sido reportando como codificador de um
fator de transcri¢do associado ao processo de espermatogénese em bovinos e equinos (Chung,
Szyda & Fraszczak, 2016; Tozaki et al., 2017). Isso pode ser um indicio de que o gene LCORL

tenha alguma relagdo com a producdo de hormoénios androgenos em mamiferos. Esses
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hormonios, produzidos pelos testiculos e, em menor quantidade, pelos ovarios de mamiferos
tém, entre outros, papel nos processos de espermatogénese e aumento de massa muscular
(Nieschlag & Behre, 2012; Moreira, 2015).

Os niveis de testosterona, por exemplo, afetam diretamente a composicao da carcaca em
ovinos. A propor¢do de gordura nesses pequenos ruminantes € menor nos machos néao
castrados, intermediaria nos castrados e maior nas fémeas. Ja a deposi¢cdo de musculo é maior
nos machos nao castrados, intermediaria nos castrados e menor nas fémeas, ja que a testosterona

aumenta o crescimento muscular (Cezar & Sousa, 2007).
5. Concluséao

O SNP 149.731_A>G do gene LCORL, que promove a substituicdo do aminoacido Ser-
417 por Gly-417 na proteina codificada, proporciona significativa diferenca em medidas de
tamanho corporal e estrutura de carcaca em ovinos da raca Santa Inés e pode ser aplicado como
um marcador molecular com vistas ao uso em selecéo assistida.

Nas amostras avaliadas, ndo foram encontradas evidéncias de pressdo seletiva
ocasionada sobre o gene LCORL e, portanto, 0 mesmo pode ser indicado como alvo potencial
no melhoramento, visando o aumento da frequéncia do alelo G, o qual causa maior efeito nas

caracteristicas de crescimento e carcaca dos animais da raca Santa Inés.
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