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Resumo

ROSSATO, C. C. W. Polimorfismos em genes que influenciam caracteristicas de
interesse econdmico em ovinos. 2020. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2020.

Observa-se nos ultimos anos grandes esforcos da pesquisa para incorporar informacdes
moleculares aos programas de melhoramento genético e acelerar o progresso de varias
espécies. A utilizacdo de ferramentas moleculares associadas ao melhoramento genético pode
garantir novos avangos qualitativos e quantitativos, a médio e longo prazo no rebanho ovino
brasileiro. Esta tese tem como objetivo analisar marcadores moleculares do tipo “SNP”
(Single Nucleotide Polymorphism) localizados em genes selecionados por sua relacdo com
caracteristicas de desempenho, carcaca, qualidade de carne, perfil lipidico e adaptabilidade
em ovinos, visando obter informacgdes Uteis para implementacdo em programas de
melhoramento genético. Para tanto, foram realizados estudos de associagdo entre oS
polimorfismos e os fendtipos relacionados a carcaca, qualidade de carne, rendimento de
cortes, composicdo de acidos graxos da carne e caracteristicas de crescimento. Em dois
estudos foram genotipados 151 animais para 30 SNPs, utilizando-se a técnica de SNaPshot®.
No primeiro estudo, os polimorfismos ACACA 1 (rs420069625), CAPN_1 e 2 (rs428593688
e rs160945890), CAST_3 (rs421224227), CTSB_1 (rs161888250), DGAT1_1 (rs410015353),
EDG1 2 (rs159669780), UCP2_ 1 (rs160723758), MC1R_1 (rs409651063) apresentaram
associacao significativa com as caracteristicas de carcaca e rendimento de cortes. Por sua vez,
0 segundo estudo avaliou a associagdo entre os polimorfismos e os dados de composigédo
lipidica da carne, onde encontrou-se que os SNPs ACACA 1 (rs420069625), DGAT1 1
(rs410015353), GHR_1 (rs161146164), FASN_1 (rs161102729) estavam relacionados com a
variacdo do perfil de lipidios no lombo e no pernil de ovinos. O terceiro estudo foi dedicado
as caracteristicas de crescimento, utilizando-se dados fenotipicos de 236 ovinos. Os animais
foram genotipados para 15 SNPs, utilizando-se a técnica de SNaPshot®. Os gendtipos dos
polimorfismos ATP1A1_1 (rs599122362), GDF8_1 (rs119102826), GHRL _1 (rs428757090) e
LEP_1 (rs424488761) influenciaram o peso e ganho médio diario de ovinos. Estes dados tém
0 potencial de colaborar no melhoramento genético de ovinos de corte, porém, como as
associagOes dos polimorfismos podem variar entre populagdes/ragas, esses achados precisam

ser confirmados em outros estudos utilizando populagdes independentes.

Palavras-chave: SNP, qualidade de carne, caracteristicas de carcaca, perfil lipidico,
crescimento, cordeiros.



Abstract

ROSSATO, C. C. W. Polymorphisms in genes that influence traits of economic interest in
sheep. 2020. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2020.

Great research efforts have been observed in recent years to incorporate molecular
information into genetic improvement programs and accelerate the progress of several
species. The use of molecular tools associated with genetic improvement can guarantee new
qualitative and quantitative advances, in the medium and long term, in the Brazilian sheep
herd. This thesis aims to analyze molecular markers of the “SNP” type (Single Nucleotide
Polymorphism) located in genes select for their relation with traits such as performance,
carcass, meat quality, lipid profile and adaptability in sheep, in order to obtain useful
information for implementation in genetic improvement programs. Therefore, studies of
association were carried out between polymorphisms and the phenotypes related to carcass,
meat quality, cut yields, fatty acid composition of the meat and growth traits. In two studies,
151 animals were genotyped for 30 SNPs, using the SNaPshot® technique. In the first study,
the polymorphisms ACACA 1 (rs420069625), CAPN_1 (rs428593688), CAPN 2
(rs160945890), CAST_3 (rs421224227), CTSB_1 (rs161888250), DGAT1_1 (rs410015353),
EDG1_2 (rs159669780), UCP2_1 (rs160723758), MCI1R_1 (rs409651063) showed
significant association with carcass and cut yields traits. However, the second study evaluated
the association between the polymorphisms and the data of lipid composition of the meat,
where it was found that the SNPs ACACA 1 (rs420069625), DGAT1 1 (rs410015353),
GHR_1 (rs161146164), FASN_1 (rs161102729) were related to the variation of the lipid
profile from the loin and leg of the sheep. The third study was dedicated to the growth traits,
using phenotypic data of 236 sheep. The animals were genotyped for 15 SNPs, using the
SNaPshot® technique. The genotypes of the polymorphisms ATP1A1l 1 (rs599122362),
GDF8_1 (rs119102826), GHRL_1 (rs428757090) e LEP_1 (rs424488761) influenced the
weight and average daily gain of sheep. These data have the potential to contribute to the
genetic improvement of beef sheep, however, as the associations of polymorphisms may vary
between populations/breeds, these findings need to be confirmed in other studies using

independent populations.

Keywords: SNP, meat quality, carcass traits, lipid profile, growth, lambs.
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INTRODUCAO

Até o ano de 2050, o setor agropecuario possui o desafio de aumentar sua
producdo em 60% para alimentar a populagdo mundial (FAO, 2014). Neste cenario, 0
consumo de carne, como fonte estratégica de proteina na dieta humana, devera crescer
substancialmente. Observando demanda de proteinas projetada para 0s préximos anos, o
consumo de carne ovina possui potencial para crescer disputando espaco com as outras
fontes.

Tendo em vista as oportunidades vislumbradas com o aumento da populagéo nos
préximos anos, a pesquisa e inovacao desempenhara um papel fundamental no aumento
da produtividade no setor agropecuario. Dessa forma, é possivel inferir que a producédo
de ovinos enfrentard dois principais desafios: 1) aumentar a producdo e a eficiéncia,
visando a diferenciacdo e o valor agregado do produto oferecido; 2) aumentar a
velocidade da adocdo de tecnologias, a fim de consolidar-se no mercado com sucesso
(MONTOSSI et al., 2013).

Neste contexto, a ovinocultura de corte brasileira, ainda necessita estabelecer-se
para ser mais rentavel e competitiva frente aos outros setores e mercados (DECKER et
al., 2016). Para a promoc¢do do crescimento e desenvolvimento desta atividade, acdes
referentes a0 manejo sanitario, nutricional e reprodutivo sdo fundamentais. Por outro
lado, a melhoria dos gendtipos é um dos fatores que mais merece atencdo. O
melhoramento genético de caracteristicas produtivas traz mudangas cumulativas e
eficazes, pois uma vez atendidos todos os requisitos de manejo, o que trara incremento
para a produtividade é utilizacdo de genétipos eficientes (LOBO & LOBO, 2007).

Aliado a isto, observa-se nos ultimos anos grandes esforcos da pesquisa
concentrando—se em maneiras de incorporar informacdes moleculares para acelerar o
progresso dos programas de melhoramento genético em varias espécies (MONTOSSI et
al., 2013). Com a evolucgéo das ferramentas moleculares e a associagéo de marcadores
com as caracteristicas fenotipicas de interesse econémico, existem varios estudos com
genes e regibes cromossOmicas relacionadas ao desempenho animal, qualidade e
propriedades nutricionais da carne, no sentido de uma melhor compreensao a respeito
de seus efeitos na variabilidade existente entre os animais.

Diante do exposto, para que o pais aumente a sua competitividade no setor da

ovinocultura, é de grande valia que novas tecnologias sejam incorporadas aos futuros
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programas de melhoramento a fim de produzir conhecimentos que irdo garantir novos
avancos qualitativos e quantitativos em médio e longo prazo no rebanho brasileiro.

Diante do exposto, esta tese tem como objetivo analisar marcadores moleculares
do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) localizados em genes candidatos
selecionados por sua relagdo com caracteristicas de desempenho, carcaca, qualidade de
carne, perfil lipidico e adaptabilidade em ovinos de corte.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. A ovinocultura de corte no Brasil

O Brasil possui aproximadamente um rebanho de 17,98 milhdes cabecas de
ovinos, sendo que a regido Nordeste concentra 64,2% do efetivo nacional, seguida da
regido Sul com 23,7% (IBGE, 2018). Nos ultimos anos, observou-se um crescimento
dos rebanhos brasileiros, o que pode ser explicado pelo menos em parte, pelo aumento
da demanda interna por carne ovina (COSTA et al., 2019).

Apesar de algumas mudangas observadas, a produtividade da ovinocultura de
corte nacional ainda demonstra baixos indices. Os principais obstaculos observados sao:
sistemas de alimentacdo deficientes, baixa qualidade genética dos rebanhos, problemas
sanitarios e manejo reprodutivo deficiente (LOBO & LOBO, 2007).

No tocante a genética, diversas ragas e tipos de ovinos vém sendo introduzidos
no Brasil com a intengdo de promover o melhoramento da eficiéncia de producao
(LOBO et al., 2011). Entretanto, a auséncia de acdes integradas e o desenvolvimento de
politicas sustentaveis ndo permitiram o alcance dos objetivos almejados. Assim, as
muitas importagdes que ocorreram na tentativa de melhorar o desempenho das
populacbes brasileiras, originaram 0s grupos genéticos que hoje encontramos no pais:
exoticos, naturalizados e mesticos, oriundo dos cruzamentos entre os dois primeiros,
constituido por animais com composi¢do genética conhecida e animais de composi¢do
genética desconhecida, chamadas Sem Raca Definida (SRD) (LOBO et al., 2011).

Com o intuito de promover o melhoramento genético ovino no Brasil alguns
programas de melhoramento como o executado pela Associacdo Brasileira de Criadores
de Ovinos (ARCO) em parceria com a Embrapa Pecuaria Sul e o Programa de
Melhoramento Genético de Caprinos e Ovinos de Corte (Genecoc) da Embrapa Ovinos
e Caprinos, colaboram com os criadores de ovinos interessados em melhorar a
qualidade e a produtividade de seus animais, mas estes programas ainda tem alcance
regional.

Como consequéncia dos gargalos tecnoldgicos e da falta de organizagdo da
cadeia produtiva, verifica-se a auséncia de regularidade na oferta dos produtos, bem
como abates tardios, que comprometem a qualidade das carcacas e limitam o acesso aos
principais canais de comercializagdo, como frigorificos e os supermercados (LOBO &
LOBO, 2007; DECKER et al., 2016). Com isso, grande parte do mercado é suprida pela
importacdo de carne, principalmente de paises do Mercosul.
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De acordo com pesquisa elaborada pela Associacdo Brasileira de Criadores de
Ovinos, o consumo de carne ovina pelos brasileiros € de 0,4 kg/per capita/ano, frente a
um consumo mundial de 2,5 kg/per capita/ano (ARCO, 2018). Embora seja observado
um baixo consumo, o que é produzido pelo pais € insuficiente para atender o0 mercado
interno, e assim, cerca de 7000t/ano de carne in natura séo importadas do Uruguai
(DECKER et al., 2016). As importacGes sdo na maioria de cortes com 0sso, congelados
e resfriados, além de cortes desossados. A entrada dessa carne é beneficiada pela
valorizagdo cambial, o que propicia ao pais importar carne ovina a pre¢os mais
competitivos, além de obter menores custos de logistica do que os produtos locais
(VIANA, 2008).

1.2. Desafios na producéo de ovinos

No cenario mundial, a ovinocultura apresenta realidades muito contrastantes
quanto as formas de producdo e ao padrdo de consumo. Paises como Australia e Nova
Zelandia sdo reconhecidos por desenvolverem sistemas de producdo de alta
produtividade. Suas criagdes, embora sejam predominantemente baseadas em sistemas
extensivos sdo bastante tecnificadas, sendo dedicadas a producgéo de carne e 1a, o que

leva esses paises a controlar o mercado internacional desses produtos (VIANA, 2008).

A producdo de ovinos na Europa e na América do Sul também esta bem
estruturada, com criagdes em confinamento e sob pastagens naturais (RODRIGUEZ-
ORTEGA, et al., 2018, MONTOSSI, 2018). Na Europa destacam-se 0s rebanhos
produtores de carne e leite, destinados a fabricacdo de queijos especiais e diferentes
cortes carneos; e, os paises da América do Sul, como Chile, Argentina e Uruguai,
possuem um rebanho numeroso, produzindo |& e carne de qualidade para o mercado
internacional (VIANA, 2008; MORRIS et al., 2017). Em contraste, nas regifes aridas
da Asia, Africa e Oriente Médio, os ovinos s&o produzidos para fins variados (13, carne,
pele, gordura e leite), sendo também a base da subsisténcia para os criadores de pequeno
porte (FERGUSON et al., 2017).

Apesar das discrepancias entre as cadeias produtivas da carne ovina mundiais,
existem muitos desafios em comum, envolvendo principalmente o aumento da
eficiéncia e rentabilidade nas propriedades, melhorias na qualidade e no posicionamento

deste produto no mercado. Do lado do consumidor, h& uma preocupacao crescente com
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a sustentabilidade das producgdes, bem-estar animal, mas também com a qualidade e
propriedades nutricionais da carne (MONTOSSI et al., 2013). Dentre as iniciativas que
podem colaborar na adequacdo dos sistemas de producdo em busca da competitividade
da ovinocultura, pode-se destacar o melhoramento genético associado a tecnologias
como dos marcadores moleculares. A informagdo molecular agrega informacdes
adicionais ao melhoramento tradicional, permitindo uma sele¢do mais precisa e/ ou mais
rapida, com potencial para reduzir os intervalos entre geracGes e aumentar o ganho
genético (DEKKERS & HOSPITAL, 2002).

No Uruguai, por exemplo, ha cerca de uma década existe um programa de
melhoramento, incluindo informacdes moleculares voltadas a resisténcia genética a
parasitas gastrointestinais em racas Corriedale e Merino (CIAPPESONI et al., 2011).
Esta ferramenta foi adotada para ajudar a desvendar a grande variagdo genética existente
na resisténcia a doencas, seja entre ragas ou entre 0s animais e, conta ainda, com
registro de protocolos sanitarios e coleta de dados para colaborar no aumento de sua
confiabilidade (MONTOSSI et al., 2013). Neste mesmo pais, um segundo projeto
dedica-se ao estudo de associacdo de SNPs com caracteres de qualidade de carne e
carcaca em ovinos (CIAPPESONI et al., 2011). Na Austrélia e Nova Zelandia as
informacBes moleculares incluidas em programas de melhoramento estdo relacionadas
com a prolificidade e resisténcia a doencas (DODDS et al., 2007; RUPP et al., 2016).

Além do mais, existem outras ferramentas disponiveis para aplicacdo de
marcadores moleculares em programas de melhoramento de ovinos e que podem
colaborar para o crescimento e consolidacdo da atividade. No Brasil, a certificacdo de
pedigrees usando marcadoresja € uma acdo implementada pelo Ministério da
Agricultura (MAPA). No entanto, pode-se destacar também a possibilidade da
certificacdo de racas como uma estratégia para monitorar cruzamentos em registros
genealdgicos de racas; e, o rastreamento de produtos carneos, como forma de selecionar
caracteristicas desejaveis, por exemplo, qualidade da carne, identificadas ao nivel do
produto final (McMANUS et al., 2010).

1.3. Marcadores moleculares

Marcador molecular é um termo usado para se referir a uma variacéo especifica

na sequéncia de DNA entre individuos e que pode estar associada a certas
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caracteristicas fenotipicas (SINGH et al., 2014). Essas varia¢fes incluem inserces,

exclusdes, translocagdes e mutacbes pontuais.

Os marcadores baseados na deteccdo de mutacdes pontuais do tipo Restriction
fragment length polymorphism (RFLP), Random amplified polymorphic DNA (RAPD)
e Amplified fragment length polymorphism (AFLP) e aqueles baseados na deteccéo de
variacOes de repeticdes na sequéncia de DNA (microssatélites) foram os primeiros e
mais utilizados marcadores de DNA nas décadas de 80 e 90 (SINGH et al., 2014).

Ainda nos anos 80, estas técnicas foram impulsionadas, com o desenvolvimento
da técnica da reacdo da polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR), pois
foi possivel amplificar fragmentos especificos de DNA, aperfeicoando e
potencializando suas utilizagdes (MONTALDO & MEZA-HERRERA, 1998). Alguns
destes marcadores sdo usados até hoje para estudos genéticos, por apresentarem
metodologias de custo baixo e serem facilmente aplicados em laboratério
(GUIMARAES et al., 2009). Os microssatélites, por exemplo, foram rapidamente
implementados em varias espécies e sdo utilizados ainda hoje na construgdo de mapas
genéticos, nos testes de paternidade, nos estudos de diversidade, na conservagdo e no
melhoramento assistido (GIUST] et al., 2016).

E valido ressaltar que as tecnologias que envolvem os marcadores moleculares
sdo muito dindmicas e se aprimoram ano apos ano, beneficiando-se cada vez mais do
volume de novas informacGes de sequéncias de DNA disponiveis. Grande parte desses
avancos foram possiveis gracas a “popularizacdo” do sequenciamento de DNA, que
influenciou muito na descoberta de varios marcadores funcionais e na identificacdo de
novos polimorfismos (GUIMARAES et al., 2009).

O método de sequenciamento de Sanger foi um dos precursores na corrida para
desvendar o material genético dos seres vivos. Na época em que foi criada, esta técnica
era feita de forma rudimentar, onde, a sequéncia de bases do DNA era lida manualmente

apos a exposicao das bases identificadas em um filme de raio-X (GIUSTI et al., 2016).

Posteriormente, foram desenvolvidos sequenciadores automaticos que, baseados
ainda na técnica de Sanger, utilizam dideoxinucleotideos (ddNTPs) marcados por
corantes fluorescentes distintos para a determinacdo da sequéncia dos fragmentos de
DNA (GIUSTI et al., 2016). A informacdo gerada é entdo enviada ao computador e
processada por softwares especificos para que, ao final da corrida eletroforética no
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equipamento, os dados possam ser utilizados em formato de eletroferograma ou de texto

(fasta), e assim analisados.

Os dados gerados pelo sequenciamento de DNA revelaram o enorme nimero de
variacOes existentes entre as sequéncias de individuos de uma mesma espécie
(REGITANO & VENERONI, 2009). A presenca abundante de um tipo de marcador,
caracterizado pela mutacdo de uma Unica base nucleotidica nos genomas, foi
determinante para que os chamados Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP) se
tornassem marcadores mais informativos e passassem a ser altamente explorado desde
entdo (CAETANO, 2009).

1.4. Polimorfismo de nucleotideo Unico e métodos de deteccéo

Os comuns de todos os marcadores sdo os Polimorfismos de Nucleotideo Unico,
amplamente conhecidos pelo acronimo “SNPs”, utilizados para definir as variagdes
observadas na sequéncia de DNA (McINNES et al., 2016).

Os SNPs sdo responsaveis por cerca de 90% de todas as diferencas entre os
individuos, sendo o recurso de variacdo genética para estudos populacionais e
mapeamento do genoma mais utilizado na atualidade (FROHLICH et al. 2004). Além
disso, estes polimorfismos sdo herdados de forma mais estdvel do que outros
marcadores de DNA, tornando-os mais adequados como marcadores de selecdo de
longo prazo (KOOPAEE & KOSHKOIYEH, 2014).

Um SNP ocorre quando um unico nucleotideo — A, T, C, ou G — é trocado por
outro, resultando em diferengas no genoma entre individuos (JIANG, 2013). As
mutacdes mais comuns sdo as transi¢fes, neste caso ocorrem trocas de uma purina por
outra purina (A/G) ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C/T); menos frequentes
sdo as transversdes, que ocorrem quando ha troca de uma purina por uma pirimidina, ou
vice-versa (C ou T/A ou G) (CAETANO, 2009). Os locus caracterizados pelos SNPs
sdo bialélicos, ou seja, tem apenas dois alelos que correspondem a duas bases diferentes

que ocupam uma localizacgdo especifica no genoma (McINNES et al., 2016).

Estas modificagdes pontuais nas sequéncias de DNA podem ser encontradas
tanto nas regibes do genoma que codificam proteinas (éxons) quanto nas nao
codificantes (introns) (ZHANG & HEWITT, et al., 2003). Parte destes polimorfismos
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ndo altera a sequéncia de aminoacidos da proteina codificada, e assim, sdo denominados
“sindnimos ou silenciosos”. Por algum tempo, assumiu-se de forma profusa que estes
polimorfismos ndo exerciam nenhum efeito distinguivel na funcdo génica ou no
fenotipo do individuo com a mutacdo (SANTOS, 2008). Entretanto, alguns estudos
sugerem que mutagdes sinbnimas podem alterar a molécula de RNA e afetar sua
estabilidade, o que resultaria em alteracdo ou reducdo da expressdo e funcdo das
proteinas, podendo assim, influenciar diretamente os tracos fenotipicos de um individuo
(SAUNA et al., 2007).

Outro tipo de polimorfismo de base Unica — chamados de “ndo sinénimos” —
podem alterar a sequéncia de aminoacidos, introduzir ou modificar um codon de parada,
ou ainda, mudar um sitio de splicing, dependendo da localizacdo que ocorrem no gene
(MCcINNES et al., 2016). Portanto, estes SNPs podem refletir em diferengas funcionais

significativas entre os individuos.

Em virtude das caracteristicas supracitadas, os marcadores SNPs tem uma
utilizagdo muito variada, sendo, frequentemente, aplicados em estudos de associacao e
mapeamento genético, assim como em ensaios diagnosticos para confirmacdo de
paternidade, rastreabilidade, deteccdo de doencas genéticas e/ou polimorfismos

associados a caracteristicas de producao (GIUSTI et al., 2016).

Por algum tempo, os métodos para analise dos marcadores SNP eram baseados
tanto em PCR-RFLP, quanto no método de sequenciamento Sanger. Apesar da grande
eficiéncia na deteccdo de SNPs essas metodologias, se comparadas com as
metodologias atuais, sdo relativamente laboriosas e custosas. Com o desenvolvimento
de novas técnicas, houve uma mudanca substancial nesse cenario, tornando as analises
mais acessiveis e mais rapidas, observando-se cada vez mais o avan¢o de chips de
genotipagem de baixa, média e alta densidade, hibridizacdo e PCR alelo-especifico,
ensaios Tagman, analises por pirosequenciamento e minisequenciamento, entre outros
(KOOPAEE & KOSHKOIYEH, 2014; ARAUJO & CAETANO, 2016).

1.5. SNaPshot®

Dentre as varias tecnologias para genotipagem de SNPs, esta o kit comercial de
reagentes Multiplex SNaPshot® (Applied Biosystems), um ensaio de extensdo de
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primers de base Unica (SBE - Single Base Extension), também conhecido como
minisequenciamento (MEHTA et al., 2017). Esta metodologia permite a realizagdo
simultanea de multiplas reacdes de extensdo com primers SBE, para a analise de
diferentes SNPs, sendo que o protocolo do fabricante recomenda a utilizacdo de no
maximo 10 primers por reacdo (ALVES et al., 2007). No entanto, com uma boa
padronizacéo, foi relatado o desenvolvimento de ensaios otimizados para a detecgdo de
até 20 SNPs (MEHTA et al., 2017).

A metodologia consiste primeiramente, na amplificacdo por PCR multiplex das
regides contendo os SNPs de interesse e, em seguida, o produto de PCR é submetido a
uma reacdo de SNaPshot®. Nesta reacdo sdo adicionados primers ndo marcados
desenhados para emparelhar na extremidade 3’ na base imediatamente justaposta ao
local do SNP. Dessa forma, durante os ciclos de extensdo, um unico dideoxinucleotideo
(ddNTP), complementar ao SNP e marcado com fluorescéncia, é incorporado pela
polimerase (ARGAC et al., 2009).

Os ddNTPs sdo similares aos nucleotideos comuns, mas com uma diferenga
importante: ndo ha um grupo hidroxila na posi¢do 3' do carbono da pentose. Em um
nucleotideo comum, o grupo 3' hidroxila atua como um "gancho"”, permitindo que um
novo nucleotideo seja adicionado a cadeia existente (AVISSAR et al., 2018). Uma vez
que um ddNTP é adicionado a sequéncia, ndo ha hidroxila disponivel e nenhum outro
nucleotideo pode ser adicionado. A extensdo do fragmento termina com a adicdo do
ddNTP, sendo que cada um emite um comprimento de onda diferente, que é traduzido
em uma cor especifica para cada base — A, T, C ou G (PATI et al., 2004; AVISSAR et
al., 2018)

Dessa maneira, ap0s a reacdo de SNaPshot® o produto é submetido a
eletroforese capilar para deteccdo do ddNTP incorporado. Para efeito de
individualizacdo, a identificacdo dos primers SBE ¢é feita pelo seu tamanho, por isso
emprega-se usualmente, a adicdo de uma cauda ndo ligante (poli T, poli A, poli TC,
etc.) ou entdo sequéncias que ndo sdo complementares a nenhuma regido do genoma
(FONDEVILA et al. 2017). Por fim, ap0s a corrida, 0s genétipos serdo obtidos por meio
da anédlise dos eletroferogramas, onde a cor do pico corresponderd ao nucleotideo
especifico da mutacdo e o local ocupado pelo pico corresponde ao seu tamanho, dado
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pelo nimero de bases do primer adjacente ao SNP mais a sua cauda nao ligante (PATI
etal., 2004).

Esta técnica € bem difundida em analises forenses humanas, mas pode também
ser utilizada na certificacéo e rastreabilidade, bem como na assisténcia ao melhoramento
de caracteristicas produtivas em espécies de interesse econdmico (PARISET et al.,
2006; SEVANE et al., 2011; FONDEVILA et al., 2017).

1.6. Polimorfismos de DNA localizados em genes candidatos de interesse

econdmico

A aplicacdo de métodos tradicionais de melhoramento genético permite a
obtencdo de animais com alta eficiéncia produtiva. Estes sistemas sdo baseados em
modelos que assumem um grande nimero de genes com pequenos efeitos individuais na
expressdo do fendtipo e enfatizam os efeitos génicos médios (efeitos aditivos) sobre
suas interacdes (MONTALDO & MEZA-HERRERA, 1998). Em resumo, a base €
prever os valores genéticos dos animais por meio de modelos, utilizando informacdes
fenotipicas e de parentesco (DODDS et al., 2007).

Com base no desempenho fenotipico, foram obtidos avancos importantes para as
caracteristicas produtivas em diferentes espécies, porém algumas limitacdes deste
método tornaram-se evidentes com o tempo (IBEAGHA-AWEMU et al., 2008). O
melhoramento tradicional tem sua eficiéncia reduzida para caracteristicas que sdo
dificeis de medir (escore de células somaticas, eficiéncia alimentar), para algumas
caracteristicas que tém baixa herdabilidade, ou entdo que sé podem ser avaliadas
tardiamente (resisténcia a doencas, fertilidade, qualidade de carne, entre outras)
(KOOPAEE & KOSHKOIYEH, 2014). Assim, as informacfes geradas pelos
marcadores moleculares podem reduzir estas limitacGes, trazendo beneficios como a
diminuicdo no intervalo de geracGes e um incremento da resposta a selecdo (DEKKERS
et al., 2007).

As ferramentas moleculares ja sdo usadas de maneira difusa para auxiliar na
selecdo de algumas caracteristicas controladas por poucos genes de grande efeito e,
estdo presentes em diferentes testes comerciais de DNA de ovinos oferecidos no mundo,
dentre eles o Genmark (EUA), TransBIOTech (Canada), Catapulta (Nova Zelandia) e
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Orchid Biosciences (Reino Unido) (Dodds et al., 2007). Os marcadores empregados
nestes testes estdo ligados a alta prolificidade (booroola, inverdale ou galway), aumento
da massa muscular (callipyge e carwell) ou resisténcia/susceptibilidade
ao scrapie (PNRP) (McMANUS et al., 2010).

Contudo, a maioria das caracteristicas economicamente importantes na producao
animal sdo complexas, sendo influenciadas: por multiplos genes de grande e/ou de
pequeno efeito individuais; pelas regiGes cromossémicas conhecidas como Quantitative
Trait Loci (QTL) dispersas no genoma; e, por uma gama de fatores ambientais
(IBEAGHA-AWEMU et al., 2008). Dessa forma, a aplicagdo da informacgdo molecular
destas caracteristicas em programas de melhoramento requer muito mais cuidado e

investigacGes mais aprofundadas.

Atualmente, as caracteristicas poligénicas tém sido estudadas, principalmente
por abordagens genémicas, utilizando milhares de SNPs distribuidos no genoma para
identificar e mapear as regides QTL (MOGHADDAR et al., 2017). Em 2008, apos a
publicacdo da primeira versdo do genoma ovino, o0 OvineSNP50 BeadChip
desenvolvido pela empresa norte americana Illumina, comecou a ser comercializado
contendo mais de 50 mil marcadores SNPs que cobrem intervalos de aproximadamente
46 kb do genoma (REGITANO & VERONI, 2009). Desde entdo, os chips de
genotipagem em larga escala estdo colaborando com as pesquisas para a dissecacdo
genética das caracteristicas produtivas na espécie.

Além dessa metodologia, varios genes ligados a producdo animal foram
descobertos nas ultimas décadas devido a uma abordagem conhecida como “genes
candidatos”, a qual se baseia no conhecimento prévio da ag¢do bioldgica do gene para
avaliar os SNPs encontrados dentro do mesmo e, utiliza-los em estudos de associagédo
com os fendtipos (COUTINHO et al., 2010). Quando esta abordagem ¢é utilizada de
forma isolada apresenta varias limitagdes, mas pode ser muito Gtil no entendimento da
interacdo e das redes genéticas que envolvem as caracteristicas de interesse econémico

gue vém sendo descobertas.

A atuacdo de varios genes ligados ao desempenho animal, caracteristicas de
carcaca, qualidade de carne, composicao de acidos graxos e termotolerancia em ovinos,
foram melhor compreendidas com base na associacdo de SNPs em genes candidatos

com dados fenotipicos (Tabela 1). Somado a isto, numerosos estudos de associacéo
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com caracteristicas produtivas ja realizados em bovinos, podem servir como base de

conhecimento para guiar novas pesquisas em ovinos (DODDS et al., 2007).

Alguns dos genes candidatos que foram identificados pela sua contribui¢do no
desempenho animal, nas caracteristicas de carcaca e de carne em ovinos e bovinos sao:
CAST, que codifica a enzima calpastatina; CAPN, que codifica as enzimas calpainas;
LEP, que codifica a proteina leptina; DGAT1, que codifica a enzima diacilglicerol
aciltransferase 1; e, 0 gene miostatina, também conhecido como o fator de crescimento
e diferenciagédo 8 (GDFS8).

Foram relatadas associag0es dos genes CAST e CAPN com eficiéncia de
crescimento muscular e a qualidade de carne, destacando-se a associacdo de
polimorfismos de CAST com aumento no rendimento de cortes da carne ovina
(BICKERSTAFFE et al., 2008; MOHAMMADI et al., 2008). Polimorfismos de CAST e
CAPN também apresentaram influéncia em desempenho animal, com efeito no peso ao
sobreano (DEHNAVI et al.,, 2016) e ganho médio diario (NASSIRY et al., 2006,
KHAN et.al., 2012), respectivamente. Além disso, o complexo proteolitico célcio-
dependente calpaina/calpastatina é o principal sistema relacionado com a maciez, pois
esta envolvido na degradacdo das proteinas miofibrilares e desempenham um papel
essencial na proteolise p6s-mortem (WIPPLE & KOOHMARAIE, 1992). Em bovinos,
os polimorfismos destes dois genes tém sido correlacionados com maciez de carne
(BARENDSE, 2003; WHITE et al., 2005; CASAS et al., 2006).

A leptina é um horménio proteico produzido e secretado predominantemente
pelos adipdcitos, participando da regulacdo da ingestdo de alimentos, balanco energético
e deposicdo de gordura (SCHENKEL et al., 2009). Em bovinos, o gene LEP esta
relacionado com crescimento e caracteristicas de carcaca, em especial com a deposi¢do
de gordura na carcaca (BOUCHER et al., 2005; LARA et al., 2012). Na espécie ovina,
os polimorfismos encontrados no gene LEP, tém sido relacionados a caracteristicas
como peso ao nascimento, peso a desmama (TAHMOORESPUR et al., 2010;
HAJIHOSSEINLO et al., 2012) e peso ao sobreano (SHOJAEI et al., 2011).

A enzima diacilglicerol aciltransferase catalisa a etapa final da sintese de
triglicerideos e, em bovinos, a associacdo do gene DGAT1 com a proporc¢éo de gordura
na carne foi reportada pela literatura (SPELLMAN et al., 2002; THALLER et al., 2003;



24

WU et al. 2005). Na espécie ovina, um polimorfismo identificado no gene DGAT1, foi
associado com a gordura intramuscular e maciez (XU et al., 2008).

A miostatina desempenha um papel inibidor importante durante o
desenvolvimento muscular e pode também regular a adipogénese (GONZALEZ-
CADAVID & BHASIN, 2004). A descoberta de que uma mutacdo no gene GDF8
provoca musculatura dupla em diferentes espécies, coloca-o na condicdo de gene
candidato para a regulacdo da massa do musculo esquelético e do crescimento muscular

e, portanto, um dos reguladores da producéo de carne de ovinos (KIJAS et al., 2009).

No tocante aos genes candidatos relacionados a adipogénese, pode-se destacar 0s
genes: ACACA, que codifica a enzima acetil-CoA carboxilase a; SCD1, que codifica a
enzima estearoil-CoA dessaturase; FASN, que codifica a enzima acido graxo sintase;
FABP3, que codifica a proteina ligante 3 de acidos graxos. Existem poucos estudos
associando estes genes as varia¢des do perfil de acidos graxos encontradas nas carnes
ovinas, nota-se, porém, que as pesquisas se concentram na investigacdo do contetdo

lipidico no leite.

Dentre as caracteristicas de interesse econdmico, podem ser destacadas também
aquelas ligadas a termolerancia e adaptabilidade produtiva frente a diferentes condi¢des
climaticas. Os genes HSP90, HSPB8 e ATP1A1, devido a sua funcdo bioldgica ligada a
citoprotecdo e estabelecimento do gradiente eletroquimico através da membrana
plasmatica, vém sendo associados com a resposta celular ao estresse térmico em
mamiferos, principalmente relacionados a tolerdncia ao calor (LIU et al., 2010;
CHAROENSOOK et al., 2012; VERMA et al., 2016; SINGH et al., 2017).

Dado o exposto, verifica-se que existem inumeras ferramentas disponiveis para
aplicacdo de marcadores moleculares. Ressalta-se, entretanto, que para que isso
aconteca, além dos esforcos da pesquisa para tornar a integracdo de informacdes
moleculares mais precisa e confiavel, é necessario ter uma base eficiente e segura para a
coleta de dados, com registro genealogico padronizado e sistematizacdo de dados de
producdo, além da maior adesdo aos programas de melhoramento genético para o
rebanho brasileiro. Sem isto, as técnicas moleculares terdo pouco impacto na produgao

nacional de ovinos.
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Tabela 1. Localizagdo cromossdmica, funcGes bioldgicas e associa¢fes encontradas em genes candidatos relacionados a desempenho animal,
caracteristicas de carcaca, qualidade de carne, composi¢do de acidos graxos e adaptabilidade em bovinos e ovinos.

Localizagéo

Simbolo do Gene Nome do gene N
Cromossémica

Funcdes Associagdes encontradas

Genes relacionados ao desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade de carne

ADRB3 B-adrenergic receptor/ Receptor - Ovinos: 26 Regulacdo do balanco  Ovinos: Peso ao nascimento, proporcéo de gordura
adrenergico Bovinos: 27 energético na carcaca (FORREST et al., 2007).
Ovinos: Peso ao 1° ano (DEHNAVI et al., 2016).
CAPN Calpain/ Calpaina Ovinos: 14 Atividade Proteolitica Aumento no rendimento de cortes carneos
Bovinos: 29 (turnover proteico) (BICKERSTAFFE et al., 2008)
Bovinos: Maciez (WHITE et al., 2005).
Atividade Proteolitica ) o
_ _ Ovinos: 5 (turnover proteico) Ovinos: Ganho médio diario (NASSIRY et_ al.,
CAST Calpastatin/ Calpastina Bovinos: 7 Inibidor especifico oia 2006, KHAN et.al., 2012). Bovinos: Maciez
: ) (BARENDSE et al. 2007).
Calpaina
Ovinos e Bovinos: Somente associagdes com
caracteristicas reprodutivas. No entanto, em suinos
CTSB Cathepsin B/ Catepisina B Ow_nos. 2 Atividade Proteolitica s relatadas associagbes com o rendimento de
Bovinos: 8 carcaca, peso de cortes, espessura de gordura
subcuténea e ganho médio diario (RUSSO et al.,
2002).
Ovinos: Gordura intramuscular, maciez (XU et al.
2009); Espessura de gordura subcutanea, aumento
. . na proporcdo de gordura na carcaca e deposicao de
DGAT1 Dl_acylgl}/cerol A_cyltransferase OV.' nos: J Sintese de triglicerideos  gordura na cauda (MOHAMMADI et al., 2013).
[Diacilglicerol aciltransferase 1 Bovinos: 14 Bovinos: Aumento na proporcio de gordura na
carcaca e intramuscular (SORENSEN et al., 2006;
THALLER et al., 2003).
Ovinos: Musculosidade da carcaca (KIJAS et
GDFS8 Myostatin/ Miostatina Ovinos: 2 Hipertrofia Muscular al., 2007). Bovinos: Fendétipo da musculatura dupla;

aumento da area de olho de lombo e proporcédo de
musculo na carcaca (SELLICK et al., 2006).

Bovinos: 2
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Bovinos: Ganho de peso (CURI et al., 2006;
THOMAS et al., 2007); Espessura de gordura

GH Growth hormope/Hormomo do Ow_nos.. 11 R_egulagao do (THOMAS et al., 2007): Peso a0 sobreano
crescimento Bovinos: 19 crescimento corporal (PEREIRA et al. 2005); Peso vivo de abate (CURI
et al., 2006).
Receptor Ovinos: Ganho diario do nascimento a desmama
GHR Growth hormone receptor/ Receptor do Ovinos: 20 transmembrana para (VALEH et al., 2009). Bovinos: Peso de carcaca
horménio do crescimento Bovinos: 20 0 horménio do (HALE et al., 2000); Eficiéncia alimentar
crescimento (SHERMAN et al., 2008).
Bovinos: Consumo alimentar residual,
. . Ovinos: 19 Regulagéo do caracteristicas de carcaca, peso coporal e ganho
GHRL Ghrelin/Grelina Bovinos: 22 metabolismo energético  médio diario (SHERMAN et al., 2008; ZHANG et
al., 2009; ZHANG et al., 2012).
Endothelial differentiation sphingolipid _ o
G-protein-coupled receptor 1/ Receptor Ovinos: 1 Formacdo de vasos Ovinos: Deposicdo de gordura na cauda
EDG1 . . . .. . | (MOHAMMADI et al., 2016) Bovinos: Gordura
acoplado a proteina G' do esfingolipideo Bovinos:1 sanguineos intramuscular (YAMADA et al., 2009).
endotelial 1
Fatty acid binding protein 3/ Proteina Ovinos: 2 Transporte de acidos Ovmc_)S: Gordura Intramuscular (GUO et al., 2014).
FABP3 e . Bovinos: Peso de carcaca e espessura de gordura
de ligacéo a cidos graxos 3 Bovinos: 6 graxos (CHO et al., 2008).
Ovinos: Peso ao nascer, peso a desmama, peso ao 1°
- . x ano (TAHMOORESPUR et al., 2009). Bovinos:
IGF1 Insullh-llke growth factor\ 1./ Fatlor de OVI.nOS'_3 R_egula(;ao do Peso & desmama (PEREIRA et al., 2005, RENYA et
crescimento semelhante a insulina 1 Bovinos: 5 crescimento corporal al.. 2010): Peso a0 sobreano (PEREIRA et al.,
2005).

Ovinos: Peso 4 desmama (TAHMOORESPUR et
al., 2010; HAJIHOSSEINLO et al.,2012); Peso p6s-
desmama (HAJIHOSSEINLO et al.,2012; SHOJAEI

LEP Leptin/Leptina Ovi_nos: 4 Regula(;éo do N etal., 201.1); If’eso ao 1‘i ano (SHOJAEI et al., 2011).
Bovinos: 4 metabolismo energético Bovinos: Proporcao de gordura na carcaca

(BUCHANAN et al., 2002); Ganho médio diério
(KULIG et al., 2009), Consumo alimentar
(LAGONIGRO et al., 2003).
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Oxidagao dos residuos

. .. . Ovinos: 5 . . . Bovinos: Maciez (DRINKWATER et al., 2 ;
LOX1 Lysyl oxidase/ Lisil oxidase . de lisina na elastina e no ovinos: Maciez ( etal,, 2005);
Bovinos: 7 14 Espessura de gordura na garupa e peso a desmama
colageno (FONSECA et al., 2015).
. Controle da expressao Ovinos: Hipertrofia muscular, concentrada nos
Ovinos: 18 : . . . .
MEG3 Maternally expressed 3 Bovinos: 21 do gene callipyge musculos longissimus dorsi e semimembranosus
ovVInes: (hipertrofia muscular) (TELLAM et al.,2012); Proporcéo de musculo na
carcaca (COCKETT et al.,2005).
Ovinos: Proporc¢do de musculo na carcaca e
. . . . Controle da temperatura i . Bovinos:
Uncoupling proteins 2/ Proteina Ovinos: 15 P N rend'mfnto de ?ortes (YANG, 2014) ',30\””05
UCP2 . corporal e regulagdo do  Proporgéo de masculo na carcaca, rendimento de
desaclopadora 2 Bovinos: 15 L -
balango energético carcaga, consumo de matéria seca (SHERMAN et
al., 2008).
Genes relacionados & Composi¢édo de acidos graxos
. . Sintese de novo de inos: [ 3
Acetyl-CoA Carboxylase o/ Acetil-CoA Ovinos: 11 L. . Bovinos: Peso Vivo, peso de_ c~arcagzi1 ¢ coloragao
ACACA Carboxil Bovinos: 19 acidos graxos de cadeia  (SHIN et al., 2011); Composicéo de 4cidos graxos
arboxtiase a OVINOS: longa no longissimus dorsi (ZHANG et al.,2010).
o . _ Sintese de novo de Ovmgs: Gordura |n~tramuscular (Huang. et al., 2006)
FASN Fatty acid sinthase/ Acido Graxo Ovinos: 11 4cidos araxos de cadeia Bovinos: Proporgéo de C18:0 e monoinsaturados
sintase Bovinos: 19 g | (ZHANG et al., 2008); Peso vivo de abate e Peso de
onga carcaca quente (REMPEL et al., 2012).
. . . Catalisa a dessaturagédo inos: 3 i
Stearoil-CoA desaturase 1/ Estearoil- Ovinos: 22 s ¢ Bovinos: Proporgao de monoinsaturados na came e
SCD1 . de &cidos graxos de marmoreio (TANIGUCHI et al., 2004); Teor de
COA dessaturase 1 Bovinos: 26 . R )
cadeia longa acido linoleico conjugado (LI et al. 2011).
Genes relacionados a Adaptabilidade
Ovinos: 1 Gradiente eletroguimico Bovinos e Ovinos: Tolerancia ao calor (LIU et al
+K+ : +e K* : o
ATP1Al Nat+K+ ATPase al Bovinos: 3 de Na*e K nzlil_ 2010: KASHYAP et al,, 2015)
membrana plasmatica
. . . . Regulacéo do
Heat Shock Protein Family B/ Proteina Ovinos: 17 . gulac Bovinos: Tolerancia ao calor (VERMA et al.,
HSPB8 crescimento celular e

de Choque Térmico Familia B Bovinos: 17 2016).
apoptose
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. . . x Ovinos e Bovinos: Tolerancia ao calor

Heat shock proteins 90/ Proteina de Ovinos: 20 Regulacdo de apoptose

HSPB90 P L. . gutag pop (CHAROENSOOK et al., 2012; SINGH et
Choque Térmico 90 Bovinos: 10 celular
al.,2017).

Melanocortin 1 receptor/ Receptor de Ovinos: 14 Participa da sintese de Ovinos e Bovinos: Cor da pelagem, Pigmentacao da

MCI1R | tina 1 Bovi 3 18 lani pele, casco e chifres (FONTANESI et al., 2010;
melanocortina ovinos: melanina ROUZAUD et al., 2000),
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POLIMORFISMOS ASSOCIADOS COM CARACTERISTICAS DE CARCACA
EM OVINOS

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) localizados em genes relacionados a caracteristicas de interesse econémico em
ovinos. Foi realizada a genotipagem dos animais para 30 polimorfismos, por meio da
técnica de SNaPshot®, em uma populagédo de 151 ovinos cruzados. Os genotipos obtidos
foram analisados por estudos de associagdo com 38 tracos fenotipicos, referentes a
caracteristicas da carcaca e da carne em cordeiros. Os SNPs dos genes CAPN e CAST
foram relacionados as medidas biométricas, rendimento de carcaca e valor de a* do
musculo longissimus. O polimorfismo gene DGAT1 influenciaram os pesos, medidas da
carcaca e a proporcao de gordura na paleta. O polimorfismo do gene ACACA também foi
relacionado as medidas biométricas realizadas na carcaga. Neste trabalho, foram
observadas associacfes significativas das caracteristicas de carcaca com polimorfismos
em genes pouco estudados na espécie ovina, como CTSB, EDG1, MC1R, UCP2. Os
resultados encontrados confirmam algumas associagdes anteriormente descritas na
literatura. Além disso, foram identificadas novas associacGes que, apo6s validacdo em
outras populacdes, poderdo ser incorporadas em programas de melhoramento. Esses
dados fornecem um ponto de partida para investigar as complexas redes de genes ligados a
caracteristicas economicamente importantes para a industria da carne, visando melhorar a

eficiéncia da producéo e a qualidade da carne ovina.

Palavras-chave: SNP, carne ovina, Calpaina, Calpastatina, Diacilglicerol-aciltransferase

1, Grelina, cordeiros
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POLIMORPHYSMS ASSOCIATED WITH SHEEP CARCASS TRAITS

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP) located in genes related to traits of economic interest in sheep. The animals were
genotyped for 30 polymorphisms using the SNaPshot® technique, in a population of 151
crossbreed sheep. The genotypes obtained were analyzed by association studies with 38
phenotypic traits, concerning carcass and meat traits of lambs. The SNPs of the genes
CAPN and CAST were related to biometric measures, carcass yield and the a* value of
longissimus. The genotypes rs410015353 of the gene DGAT1 influenced on weight,
carcass measures and on the fat proportion of shoulder. The polymorphism of the gene
ACACA was also related to the biometric measures performed on the carcass. In this work,
significant associations of carcass traits with polymorphisms were observed in genes little
studied in sheep, such as CTSB, EDG1, MC1R and UCP2. The found results confirm
some associations previously described in the literature. Furthermore, new associations
were identified which, after validation in other populations, could generate information to
be incorporated into breeding programs. These data provide a starting point to investigate
the complex networks of genes linked to economically important traits for the meat

industry, aiming to improve the production efficiency and the quality of sheep meat.

Keywords: SNP, sheep meat, lambs, Calpain, Calpastatin, Diacylglycerol-acyltransferase
1
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1. Introducéo

Os sistemas destinados a producdo de carne buscam animais eficientes e que
oferecam carcagas de qualidade. Além disso, devido ao fato de o mercado consumidor
estar mais exigente quanto a qualidade da carne, é de grande relevancia atentar-se a
utilizacdo de gendtipos que imprimam a carcaca bons indices de cortes nobres, com
qualidade e padronizacdo (MORENO et al., 2016).

A genética quantitativa obteve avancos importantes para as caracteristicas
produtivas em diferentes espécies, utilizando o desempenho fenotipico para determinar os
animais de maior mérito genético. No entanto, para caracteristicas de carcaca e qualidade
de carne, os ganhos genéticos sdo mais dificeis, pois elas geralmente apresentam
herdabilidades baixas e sdo avaliadas apenas ap6s o abate (IBEAGHA-AWEMU et al.,
2008).

Com a utilizagdo de marcadores moleculares em programas de melhoramento,
avancos significativos podem ser obtidos, como o aumento da acuracia na predicdo dos
valores genéticos e a reducdo do intervalo de geracdes nas caracteristicas de carcaca
(LOBO & LOBO, 2007). A selecdo assistida por marcadores tem potencial para auxiliar
de forma antecipada no melhoramento de caracteristicas que se expressarao tardiamente,

reduzindo os custos de manutencdo do animal no rebanho por véarios anos.

Nas ultimas décadas, varios marcadores moleculares ligados a caracteristicas de
interesse econdémico foram descobertos devido a uma abordagem conhecida como “genes
candidatos”, que se baseia no conhecimento prévio da agdo biologica do gene para avaliar
0s SNPs identificados e utiliza-los em estudos de associa¢do com informacdes fenotipicas
(COUTINHO et al., 2010). Alguns polimorfismos em genes candidatos possuem
influéncia comprovada sobre caracteristicas da carcaca e da carne ovina. Isto inclui os
genes gue codificam a calpaina - CAPN e calpastatina - CAST, (BICKERSTAFFE et al.,
2008; MOHAMMADI et al., 2008), o gene da enzima diacilglicerol-aciltransferase 1 -
DGATL1 (XU etal., 2009), e ainda, os genes da miostanina- GDF8 (HAN et al., 2015) e da
leptina - LEP (TAHMOORESPUR et al., 2010).

Como as caracteristicas de carcaca e qualidade de carne sdo resultados da acéo
poligénica, ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas na compreenséo da variacdo
genética entre os individuos. Sendo assim, o estudo de uma ampla variedade de locos

candidatos pode validar e gerar novas informac0es para colaborarem neste sentido.
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Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a associacdo de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em genes candidatos com caracteristicas de

carcaca e qualidade de carne.

2. Material e Métodos

Animais

Foram avaliados 151 ovinos cruzados com peso medio de 43,07 £ 8,99 kg e idade
entre 5 a 8 meses, oriundos de quatro diferentes grupos experimentais da Faculdade de
Medicina Veterinéria e Zootecnia (FAMEZ), da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS).

O primeiro grupo era composto 75 machos, cruzados ¥ Pantaneiro x ¥ Texel,
provenientes de rebanhos comerciais e mantidos em confinamento experimental na
FAMEZ, no municipio de Campo Grande, MS. A dieta dos animais foi fornecida na
propor¢cdo volumoso: concentrado de 60:40, constituida de silagem de milho e
concentrado comercial. O segundo grupo era de 22 machos cruzados ¥ Pantaneiro x %
Texel, provenientes de rebanhos comerciais e mantidos em confinamento experimental na
FAMEZ, no municipio de Campo Grande, MS, recebendo diferentes dietas contendo
silagem grdo de milho inteiro, reidratado e de grdo grosseiramente triturado, além de

concentrado comercial

O terceiro grupo era constituido 21 machos, 2 SRD x % Texel do Setor de
Ovinocultura da Fazenda Escola da FAMEZ, localizada no municipio de Terenos, MS,
oriundos de dois anos de avaliagdo. Os animais foram mantidos sob pastejo de Urochloa
spp e recebendo quatro niveis diferentes de suplementacdo mineral. O quarto grupo era
constituido 33 machos, %2 SRD x ¥ Texel do Setor de Ovinocultura da Fazenda Escola da
FAMEZ, localizada no municipio de Terenos, MS, avaliados em dois anos diferentes. Os
animais foram mantidos sobre pastejo de Urochloa spp com diferentes niveis de oferta de

forragem.

Os cordeiros foram enviados a um mesmo frigorifico comercial, localizado em
Campo Grande, MS, onde foram abatidos. Realizaram-se avaliagcdes nas carcacas e coleta
de amostras de musculo do longissimus dorsi para analises instrumentais de qualidade de

carne e para a extragio de DNA.
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Dados de caracteristicas de carcaca e qualidade carne

No abate de cada grupo de animais, foram coletados os dados referentes aos pesos
corporais ao abate, pesos de carcaga quente e o pH 0 h, por meio de pHmetro digital. Apos
24h, foram registrados os pesos de carcaca fria, 0 pH 24 h e as medi¢des biométricas na
carcaga: comprimento externo da carcaca (distancia entre a uUltima vértebra sacral e a
primeira vertebra cervical); comprimento interno da carcaca (distdncia maxima entre o
bordo anterior da sinfise isquiopubiana e o bordo anterior da primeira costela em seu
ponto médio); profundidade de térax (distdncia maxima e minima entre o esterno e o
dorso da paleta no nivel da sexta costela); espessura de perna (distancia reta entre a borda
proximal e distal do pernil); e comprimento de perna (distancia entre o centro do perineo e
0 bordo anterior da superficie articular tarso metatarsiana), conforme descrito por
SANUDO & SIERRA, 1986.

A carcaga foi seccionada ao meio e a metade esquerda foi pesada e subdividida
em 7 regides anatdmicas (paleta, pernil, costela, lombo, fraldinha, carré, pescoco) e, em
seguida, pesadas separadamente para determinacdo das proporcdes dos cortes (%) em
relacdo ao peso da meia-carcacga esquerda resfriada. Os cortes paleta, lombo e perna de
cada animal foram identificados e congelados em freezer a -20° C para posteriores

analises.

A éarea de olho de lombo (AOL) foi obtida pela exposicdo do musculo longissimus
dorsi ap6s um corte transversal na carcaca, entre a 122 e a 132 vértebras toracicas. A area
foi desenhada em papel manteiga e posteriormente e mesurada pelo equipamento Li-Cor,
modelo 3100. Nesta mesma seccdo também foi avaliada a espessura de gordura

subcutanea (EGS), utilizando-se um paquimetro digital.

As avaliagOes instrumentais de qualidade de carne foram realizadas no lombo. As
amostras de longissimus dorsi foram cortadas perpendicularmente ao sentido das fibras
musculares a 2,5 cm de espessura e pesadas e armazenadas a -20° C.

Nesta amostra foi feita a avaliagdo instrumental da cor com o aparelho colorimetro
Mini SCan XE PLUS, modelo 45/0-L, calibrado para um padrdo branco por meio do
Sistema CIE (L*, a*, b*). O pH da carne também foi determinado utilizando um pHmetro
digital portatil da marca Hanna® Instruments, introduzindo o eletrodo diretamente no
musculo. Além disso, foi determinado o grau de marmorizagdo visualmente (1-3 tragos,
4-6 leve, 7-9 pequeno, 10-12 médio, 13-15 moderado e 16-18 abundante), utilizando
cartdes padrdes do USDA (1997).
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Para determinacdo da perda por descongelamento, as amostras de longissimus
dorsi foram descongeladas em refrigerador a 4 °C por 24 h e pesadas novamente para o
calculo da porcentagem de perda por diferenca de peso. Para a avaliagdo da perda de peso
por coc¢do, as mesmas amostras foram assadas em forno convencional a 170 °C até atingir
71 °C de temperatura no centro geométrico, sendo feito monitoramento com auxilio de um
termdmetro digital. Em seguida, foram retiradas do forno e permaneceram em temperatura
ambiente até atingirem 28 °C, momento em que foram pesadas novamente para a
determinacéo da porcentagem de perda por cocc¢ao.

A forga de cisalhamento (FC) foi determinada utilizando-se as mesmas amostras
supracitadas, das quais foram retiradas quatro subamostras cilindricas com 1,27 cm de
diametro no sentido longitudinal das fibras musculares para avaliacao utilizando-se lamina
Warner-Bratzler acoplada ao aparelho Texture Analyser TA-XT plus.

Também foram separadas 20 amostras de cortes da paleta e pernil para a
determinacdo das composicdes teciduais. Foi realizada a dissecacdo das amostras seguida
da pesagem individual dos componentes, que foram divididos em: gorduras (subcutanea:
gordura externa, localizada diretamente abaixo da pele e intermuscular: gordura abaixo da
fascia profunda); musculos (total de musculos dissecados, apds a remogdo completa das
gorduras subcutdnea e intermuscular aderida); 0ssos e outros (tenddes, fascias, vasos
sanguineos e tecidos conjuntivos). As médias, o desvio padréo e o coeficiente de variacao

das caracteristicas utilizadas neste estudo estdo apresentados na Tabela 1.

Extracdo de DNA

O DNA foi extraido no Laboratorio de Gendmica e Melhoramento Animal
(GEMA), da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS, a partir do tecido muscular,
seguindo o protocolo de Regitano & Coutinho (2001). A integridade e a concentragdo das
amostras de DNA foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose (0,8%) e

espectrofotometria em aparelho NanoDrop (Thermo Scientific ND 1000).

Selecé@o dos SNPs

Foram selecionados 30 SNPs localizados em 23 genes candidatos associados
previamente a regulacdo do crescimento corporal, desenvolvimento de tecidos,
metabolismo lipidico e energético e adaptabilidade em bovinos e ovinos (Tabelas 1 e 2 -

Apéndice).
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Os SNPs genotipados para associacdo com dados fenotipicos foram: rs420069625
(ACACA - Acetyl-CoA Carboxylase «); 9.31849799 G>C - sem depdsito (ADRB3 — -
adrenergic receptor); rs599122362 (ATP1Al - Na'K"™ ATPase al); rs160945933,
rs428593688 e rs160945890 (CAPN - Calpain); rs602676579, rs421224227 e
0.93444503C>G - sem deposito (CAST — Calpastatin); rs161888250 (CTSB Cathepsin B);
rs410015353 (DGATL1 - Diacylglycerol Acyltransferasel); rs590871285 e rs159669780
(EDG1 - Endothelial differentiation sphingolipid G-protein-coupled receptor 1);
9.235142245A>G - sem depdsito (FABP3 - Fatty acid binding protein 3); rs161102729
(FASN - Fatty acid sinthase); rs119102826 (GDF8 - Myostatin); rs397514102 (GH -
Growth hormone); rs161146164 e ¢.31833147C>A - sem deposito (GHR - Growth
hormone receptor); rs428757090 (GHRL - Ghrelin); rs594801080 (HSP90AB1- Heat
shock proteins 90) rs160860233 (HSPB8 - Heat Shock Protein Family B); rs159876393
(IGF1 - Insulin-like growth factor 1); rs414488761 (LEP - Leptin); rs398830232 (LOX -
Lysyl oxidase); rs409651063 e rs160910030 (MC1R - Melanocortin 1 receptor);
rs10721184 (MEG3 - Maternally expressed 3); rs412429481 (SCD1 - Stearoil-CoA
desaturase 1); rs160723758 (UCP2 - Uncoupling proteins 2).

A identificacdo e a localizagdo cromossdmica de cada um dos polimorfismos

foram obtidas partir do banco de dados Ensembl Genomes.

Amplificagé@o por PCR multiplex

Os SNPs selecionados foram distribuidos em dois PCR multiplexes que estdo
apresentados de forma separada na Tabelas 1 e 2 - Apéndice. Os primers que flanqueiam
0os SNPs dos genes ATP1A1, CAST, EDGL1, FASN, HSP90AB1, HSPB8 e UCP2 foram
validados e otimizados da espécie bovina para ovina.

As reacOes de PCR multiplex foram realizadas seguindo as recomendacgdes do
fabricante, em um volume final de 25 pl, constituidas de 40 ng de amostra de DNA, um
pool dos primers com concentragédo final de 0,2 uM de cada, 0,6x QIAGEN Multiplex
PCR master mix e 0,3x Q-Solution.

Para amplificacdo utilizou-se o termociclador Vereti™ 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City CA, USA), seguindo o protocolo de 15 minutos para
desnaturacéo inicial a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a

60 °C e 30 segundos a 72 °C, com uma extensao final a 72 °C durante 10 minutos.
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O éxito da amplificacdo foi verificado via eletroforese em gel de agarose a 3%.
Apbs a PCR multiplex, foi realizada a etapa de purificacdo, onde os primers ndo
incorporados e os dNTPs foram removidos utilizando 2,5 U de Exol, 0,5 U de SAP eem 7
ul de produto de PCR. Em seguida, as reacdes foram incubadas a 37 °C durante 60

minutos, seguido de 80 °C durante 20 minutos.

Amplificacdo por SNaPshot® e genotipagem

Os primers especificos para SNaPshot® foram confeccionados de acordo 0s
parametros de qualidade do pacote do software Geneious v5.2 (DRUMMOND et al.,
2011; disponivel em http://www.geneious.com/) e Batchprimer3 v1. Foram adicionadas
caudas de diferentes comprimentos (poli TC) a suas extremidades 3’, para que pudessem

variar em tamanho de 22 a 81 pb (Tabelas 1 e 2 - Apéndice).

Os primers de base Unica (SBE) foram divididos em dois mixes para a realizacdo
da reacdo de SNaPshot®, de acordo com o delineamento das PCR multiplexes. As reagdes
de SNaPshot® foram realizadas com o kit multiplex SNaPshot® (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante, em um volume total de
8 ul, contendo 2,5 pl Snapshot® mix, 2,5 pl de amplicons de reacdo de PCR de multiplex
e 1 pl da mistura de primers (as concentracdes otimizadas de cada primer de base unica
adicionado foram apresentadas nas Tabelas 1 e 2 — Apéndice). As reacbes foram
realizadas em termociclador Vereti™ 96-Well Thermal Cycler, com as seguintes
condicdes: 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 30

segundos.

Os produtos amplificados foram purificados por adicdo de uma unidade de SAP na
reacdo de SnaPshot®. Posteriormente, esta mistura foi incubada a 37 °C durante 60
minutos, seguido de 75°C durante 15 minutos. Apds a purificacdo, uma aliquota de 0,5ul
SNaPshot® foi adicionada a 9,25 pl e de formamida Hi-Di® (Applied Biosystems) 0,25ul
do padrdo interno de tamanho GeneScan-120® LIZ (Applied Biosystems). As reactes
foram aquecidas a 94 °C por 3 minutos e, em seguida, as foram submetidas a eletroforese
capilar em sequenciador automéatico ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). Os
eletroferogramas gerados foram interpretados com o auxilio do GeneMapper Software

v4.1 (Applied Biosystems).

Analises estatisticas
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As frequéncias genotipica e alélica de cada marcador foram calculadas por
contagem simples. O estudo dos efeitos dos gendtipos de cada polimorfismo sobre as
caracteristicas avaliadas foi realizado utilizando-se uma anélise de variancia através do
procedimento modelo linear geral (PROC GLM) do programa estatistico SAS v.9.3 (SAS

Institute, 2003). O seguinte modelo misto foi aplicado:
Yijklmn=p + expj + tratk(exp;) + anoi(exp;j) + SNPmn + €ijkl,mn

Onde:

Y — € o valor da variavel observada na I-ésima repeticao, do J-ésimo experimento, com K-
ésimo tratamento, no L-ésimo ano;

u—é ameédia de Y; exp;j — efeito aleatorio do J-ésimo experimento, sendo J variavel de 1 —
4,

tratc(exp;) — é o efeito aleatério do K-ésimo tratamento dentro do J-ésimo experimento,
sendo K variavel de 1 —4;

anoi(expj) — € efeito aleatorio do L-ésimo ano dentro do do J-ésimo experimento, sendo L
variavel de 1 - 2;

snpmn — € efeito fixo do N-ésimo gendtipo do M-ésimo snp, €;

€i,jkI,mn— € erro aleatorio.

Quando detectados efeitos significativos para os polimorfismos no modelo, seus
genotipos foram submetidos a comparacdo de médias pelo teste de Tukey Kramer (P <
0,05).

3. Resultados

Os animais foram genotipados para 30 SNPs e as frequéncias genotipicas e alélicas
podem ser encontradas na Tabela 2. Os SNPs (HSP90AB1 1 - rs594801080 e CAST 1 -
rs602676579) foram monomorficos, observando-se que os alelos C de rs594801080 e G

de rs602676579 estavam fixados na populacdo estudada.

Dentre os polimorfismos avaliados, 10 apresentaram associacdo significativa com
os dados referentes as avaliacOes de carcaca, rendimento e composi¢éo tecidual de cortes
carneos em cordeiros cruzados (Tabela 3). Observou-se que das 39 variaveis estudadas, 17
foram afetadas pelos genoétipos dos SNPs testados, sendo que o rendimento de carcaca, 0
comprimento externo de carcaca, a proporcdo de musculo e de gordura na paleta

apresentaram associagéo significativa com mais de um polimorfismo.
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Associacdes significativas com medidas biométricas na carcaca

Em relagdo as caracteristicas biométricas medidas na carcaga, 0s animais com
gendtipo CC do polimorfismo CAPN_2 (rs428593688), apresentaram profundidade
maxima de térax superiores aos demais, sendo a diferenca estimada de 2,54 cm em relacéo
aTT e de 2,83 cm em comparacdo a TC. O comprimento externo de carcaca também foi
maior para o gendtipo CC, com diferenca entre as médias de 7,54 cm em comparacdo ao
homozigoto TT e 8,29 cm ao heterozigoto TC. O SNP CAST_3 (rs421224227) foi
associado ao comprimento externo de carcaca, sendo que 0s homozigotos AA obtiveram
um maior comprimento externo de carcaga (diferenca de 1,84 cm) quando comparados a
cordeiros AG (Tabela 3).

Em ACACA 1 (rs420069625), o heterozigoto CG apresentou um comprimento de
perna significativamente maior que os demais, sendo a diferenca estimada entre 0s
genotipos CG e CC de 1,63 cm e entre CG e GG de 2,53 cm. Por sua vez, o SNP EDG1 2
(rs159669780) foi associado com a espessura de perna, onde cordeiros TT apresentaram

média maior do que aqueles com o genotipo TC, com diferenca de 1,33 cm (Tabela 3).

Os gendtipos de DGAT1_1 (rs410015353) influenciaram o comprimento externo
e 0 comprimento interno de carcaga, onde 0s heterozigotos TC apresentaram medidas
superiores aos homozigotos. As médias da profundidade minima de térax também
variaram em funcdo dos gendtipos, sendo maior em individuos TC, seguido de CC e

inferior para TT, com diferenca de 0,88 cm em relacéo aos heterozigotos (Tabela 3).

Associacdes significativas com caracteristicas quantitativas de carcaca

No que concerne as caracteristicas quantitativas de carcaca, 0s animais com
gendtipo TC do polimorfismo DGAT1 1 (rs410015353) apresentaram pesos de carcaca
superiores aos demais. A diferenca estimada, para o peso de carcaga quente foi de 1,73 kg
entre TC e TT e de 2,26 kg entre TC e CC. Para o peso de carcaca fria, os genotipos TC e
TT diferiram em 1,68 kg e entre TC e CC em 2,19 kg (Tabela 3).

Os gendtipos de CAPN_3 (rs160945890) e CTSB_1 (rs161888250) influenciaram o
rendimento de carcaga dos cordeiros. Em CAPN_3 (rs160945890) os cordeiros com
gendtipo GG apresentaram um rendimento de carcaca superior a CG, com uma diferenca
estimada de 1,57 kg. Para o0 SNP CTSB_1 (rs161888250), os animais heterozigotos TC
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apresentaram médias significativamente maiores em relagdo ao homozigoto CC, sendo

que os genatipos diferiram em 1,13 kg no rendimento (Tabela 3).

Além disso, o polimorfismo CAPN_3 (rs160945890) também influenciou a
colorimetria avaliada no mausculo longissimus, verificando-se que o genétipo GG

apresentou valor de a* significativamente menor que CG (Tabela 3).

Associacdes significativas com rendimento de cortes carneos

Quanto as associagdes referentes as propor¢Ges dos cortes na meia-carcaca,
identificou-se que os heterozigotos TC do polimorfismo CTSB_1 (rs161888250)
apresentaram a propor¢do do corte do carré 0,66% superior em comparacdo ao genotipo
CC. Além disso, os individuos com gendtipo AA do SNP CAST 3 (rs421224227),
apresentaram maior proporc¢do de costela, com diferenca estimada de 1,24% em relacéo a
AG (Tabela 3).

O SNP UCP2_1 (rs160723758) também foi relacionado com a proporcao do carré
na meia-carcaca. Os genoétipos TC e CC foram 1,34% e 1,30% superiores em relacdo ao

rendimento deste corte, quando comparados a TT (Tabela 3).

Os gendtipos do polimorfismo GHRL_1 (rs428757090) apresentaram associacao
com a proporc¢ao do lombo, sendo que AG e AA obtiveram proporc¢des significativamente
maiores deste corte carneo em relacdo a GG, com diferenca de 1% e 0,63%,

respectivamente (Tabela 3).

Associacdes significativas com a composicao tecidual nos cortes

O polimorfismo MC1R_1 (rs409651063) apresentou relacdo com a composicao
de tecidual de diferentes cortes. Animais com 0 genétipo GG apresentaram aumento na
proporcao de gordura na paleta de 5,83% em relagdo a AG. Por consequéncia, observou-se
no homozigoto GG a reducéo de 4,23% na proporc¢do de musculo na paleta, e de 3,47% no
pernil (Tabela 3).

Os genotipos do polimorfismo DGAT1 1 (rs410015353) influenciaram a
proporcdo de masculo e gordura no corte da paleta. Houve um incremento de 8,91% na
proporcéo de tecido adiposo e uma reducdo de 6,68% de tecido muscular comparando os
gendtipos CC com TC (Tabela 3).
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4. Discussdo

As caracteristicas de carcaca e qualidade da carne sdao complexas, pois envolvem a
acdo de multiplos genes e sdo influenciadas por uma variedade de fatores (DUNNER et al,
2015). Dessa forma, as ferramentas moleculares buscam trazer informagdes que
colaborem na compreensdo da variacdo genética, e assim, incrementar a eficiéncia e

qualidade dos produtos.

O conjunto de polimorfismos testados neste estudo esta localizado em genes que
tem participacdo bioldgica conhecida, descrita na literatura, para varias caracteristicas de
interesse econdémico na criacdo de ovinos. Alguns dos SNPs selecionados ainda néo
haviam sido explorados na espécie ovina, ou mesmo, associados com caracteristicas de
carcaca e carne. Isto denota que, apesar dos avangos no estudo da fisiologia envolvida
nessas caracteristicas, o conhecimento ainda € incompleto e existem redes genéticas que
devem ser melhor compreendidas. A avaliacdo de uma ampla variedade de locos
candidatos, selecionados por suas atuac@es fisioldgicas, com caracteristicas relacionadas a
carcaca e qualidade de carne ovina, pode fornecer importantes informacdes para auxiliar

nas estratégias de selecéo.

Associacdes significativas com medidas biométricas na carcaca

Os SNPs localizados nos genes CAPN e CAST foram signigicativamente
associados a algumas medidas biométricas da carcaca. O sistema calpaina-calpastatina é
muito conhecido por influenciar processos importantes no amaciamento post mortem
dacarne. No entanto, além desta funcdo este complexo esta envolvido no
desenvolvimento e crescimento, devido sua participacdo imprescindivel no turnover
proteico (KOOHMARAIE & GEESINK, 2006).

Os gendtipos do polimorfismo CAPN_2 (rs428593688) foram associados com a
profundidade maxima de térax e comprimento externo de carcaca e, por sua vez, 0 SNP
CAST _3 (rs421224227) foi associado ao comprimento externo de carcaga. Os genotipos
CC de CAPN_2 e AA de CAST_3 parecem estar relacionados a animais de estrutura
(frame size) maior, sendo mais compridos e profundos. Tal fato, conforme observado na
literatura, pode influenciar em pesos de carcacas maiores, aumento no rendimento de
cortes e maior gordura de cobertura, no entanto, estes animais podem ser mais tardios
(ROSA et al., 2014; FIGUEREDO et al., 2019).
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Os genotipos do polimorfismo ACACA 1 (rs420069625) apresentaram efeito
significativo sobre o comprimento de perna dos cordeiros, sendo observado um efeito de
sobredominancia do heterozigoto CG. O gene ACACA, esta localizado no cromossomo 11
de ovinos e codifica a enzima acetil-CoA carboxilase a, envolvida na adipogénese,
lipogénese e gliconeogénese (GERLANDO et al., 2017). Um trabalho anterior com a
espécie bovina, por exemplo, relatou que este gene foi associado ao aumento no peso Vivo

de abate e ao peso da carcaca (SHIN et al., 2011).

Apesar da associagdo encontrada neste trabalho ser distinta da relatada
anteriormente na literatura, o papel regulador do gene ACACA no metabolismo de energia
pode ter exercido influéncia no crescimento dos cordeiros, resultando em variacbes no
comprimento da perna em funcdo dos gendétipos dos animais. Como a perna possui maior
quantidade de massa muscular, maiores comprimentos associados a um maior rendimento
da parte comestivel nesta regido, poderdo refletir em um aumento do rendimento da
carcaca (ARAUJO et al., 2007), indicando que esta é uma caracteristica que tem potencial

para ser trabalhada em programas de melhoramento.

O SNP de EDG1_2 (rs159669780) foi associado com a espessura de perna. O gene
da diferenciacdo endotelial, receptor acoplado a proteina G do esfingolipideo 1 (EDG1),
estd localizado no cromossomo 1 de ovinos e atua na formacdo de vasos sanguineos.
Polimorfismos identificados no gene EDG1 em bovinos, foram relacionados a
caracteristicas como marmoreio e espessura de gordura nas ragas Wagyu e Hanwoo
(YAMADA et al., 2009; CAHYADI et al., 2012; SHIN et al., 2012). Em ovinos até o
momento, existe apenas um trabalho publicado com polimorfismos de EDG1, onde foi
constatada sua associacdo com a deposicdo de gordura na cauda de cordeiros de racas
iranianas (MOHAMMADI et al., 2016).

Devido sua participagdo na angiogénese, o gene EDG1 tem efeito direto sobre a
irrigacdo sanguinea, que por sua vez, regula o transporte de nutrientes e de oxigénio no
organismo. Este fator é determinante tanto para o desenvolvimento dos tecidos adiposos,
conforme relatado pela literatura, quanto para o muscular, o que pode ter influenciado as

diferencas na espessura da perna dos cordeiros.

O SNP DGAT1 1 (rs410015353) também influenciou algumas caracteristicas
biométricas na carcaca. A enzima diacilglicerol aciltransferase 1, codificada pelo gene
DGAT1, catalisa a etapa final da sintese de triglicerideos, assim como regula a
concentragdo plasmatica destes componentes, além de participar do metabolismo
energético no masculo e na produgéo de leite (NOSHAHR et al. 2014, ARMSTRONG et
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al., 2017). Este gene tem sido estudado massivamente como um gene candidato as
caracteristicas de carcaca e qualidade de carne (XU et al., 2009; MOHAMMADI et al.,
2013, NOSHAHR et al. 2014; ARDICLI et al., 2017, TRAKOVICKA et al., 2019). Neste
trabalho, houve um efeito de sobredominancia do gendtipo TC em relacdo aos
homozigotos, tanto para comprimento externo quanto para comprimento interno de
carcaca. Apenas para profundidade minima de térax ndo foi possivel constatar este efeito,
mas ainda assim, o heterozigoto apresentou média elevada, acompanhando as demais

medidas.

Associacdes significativas com caracteristicas quantitativas de carcaca

No tocante a influéncia dos polimorfismos sobre caracteristicas quantitativas de
carcaca, destaca-se primeiramente os genotipos de DGAT1 1 (rs410015353), que foram
relacionados as variac@es nos pesos de carcacga quente e pesos de carcaca fria, sendo que
os heterozigotos TC apresentaram médias significativamente maiores que 0s demais
gendtipos. Portanto, verificando-se todas as associa¢fes encontradas para o heterozigoto
TC, é possivel constatar que o genotipo esta relacionado com animais com medidas

corporais maiores e mais pesados.

Estudos de associacdo realizados anteriormente, com o SNP DGAT1 1
(rs410015353), também relataram sua influéncia no peso de carcaca de ovinos de racas
iranianas, entretanto, nestas populacdes os animais de genétipo CC apresentaram as
carcagas mais pesadas (MOHAMMADI et al., 2013, NOSHAHRet al. 2014).
Provavelmente, este cenario contrastante, se deve ao fato de o presente trabalho ter
utilizado animais cruzados para as anélises. E importante destacar que estes resultados
evidenciam um ponto crucial para a selecdo assistida por marcadores: os polimorfismos
devem ser validados antes de sua aplicacdo em programas de melhoramento, pois podem

existir diferencas na associacao de seus gendtipos entre racas/populacdes.

Os genotipos de CAPN_3 (rs160945890) influenciaram o rendimento de carcaca
dos cordeiros. O gene CAPN, mapeado no cromossomo 14 codifica a calpaina. Os
polimorfismos no gene desta protease tém sido ha alguns anos avaliados em estudos
envolvendo a maciez da carne, porém também foram relacionados a caracteristicas de
crescimento e ao rendimento de cortes, como paleta e pernil de ovinos (BICKERSTAFFE,
et al., 2008; MOHAMMADI et al., 2008; DEHNAVI et al., 2016). Isso ocorre, pois, a taxa

de crescimento muscular depende do turnover proteico, ou seja, da relacdo entre o
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metabolismo e catabolismo proteico. A hipotese € que a deposicdo proteica ocorre quando
a sintese de proteinas aumenta ou a quando taxa de degradacdo diminui, dessa forma, as
proteases estdo intimamente ligadas com crescimento e ganho de peso (BARACOS,
2005), justificando a associagdo encontrada neste trabalho.

Além disso, o polimorfismo CAPN_3 (rs160945890) foi relacionado ao valor de a*
no musculo. Neste trabalho, os animais com genotipo GG, que apresentaram melhor
rendimento de carcaca, tiveram uma reducdo na intensidade de vermelho medido no
musculo longissimus. Dessa forma, foi sugerido que animais maiores e mais pesados
possuem maior numero de fibras brancas no longissimus dorsi, levando a reducéo da

intensidade de vermelho neste musculo.

Esta condicdo foi relatada na literatura com a espécie bovina, onde os animais mais
pesados apresentaram um numero significativamente maior de fibras glicoliticas tipo 11B
(brancas) em comparagédo a oxidativas tipo | (vermelhas) (ARRIGONI et al. 2004). Em
suinos, por exemplo, foi constatado que a sele¢do visando o0 aumento da deposicdo de
musculo leva ao aumento na frequéncia de fibras glicoliticas tipo 11B, que possuem um
didametro maior (LEE et al., 2016). Portanto, é possivel que neste trabalho, um processo
semelhante de desenvolvimento de fibras musculares tipo IIB tenha ocorrido no

longissimus de cordeiros de maior rendimento de carcaca.

Por sua vez, o polimorfismo CTSB_1 (rs161888250) também foi relacionado com
o rendimento de caraca. O gene CTSB codifica a catepsina B, uma protease presente
principalmente nos lisossomas dos musculos esqueléticos, que possui envolvimento nos
processos de degradacao e sintese proteica, sendo a actina, miosina e proteinas do tecido
conectivo, seus principais substratos (BALATSKY et al., 2016). Apesar de existirem
poucas investigacOes para ovinos e bovinos, o gene da catepsina B foi estudado de forma
vasta na espécie suina, sendo relacionado ao ganho de peso, AOL, e assim como neste
trabalho, ao rendimento de carcaca (RUSSO et al., 2008; RUSSO et al., 2002, PROMKET
etal., 2019).

As associacOes de CAPN_3 (rs160945890) e CTSB_1 (rs161888250) com o0s
rendimentos de carcaca indicam a importante participacao que essas proteases exercem no
crescimento e deposi¢do de tecido muscular na carcaca de ovinos. Além disso, estas
enzimas apresentam um papel determinante na maturacdo post mortem, porém neste
trabalho, ndo foram encontradas associa¢fes com a forca de cisalhamento no longissimus
dorsi. Foram avaliados polimorfismos nos genes da calpaina (CAPN) e seu inibidor
calpastatina (CAST), da catepsina B (CTSB), bem como o gene lisil oxidase (LOX), um
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gene candidato a maciez devido seu papel no desenvolvimento das fibras de colageno e
elastina (BARENDSE, 2002). Ocorre que os animais avaliados neste trabalho eram
jovens, com idade de abate entre 5 e 8 meses, resultando em uma carne mais tenra com
média de forca de cisalhamento de 3,41 kgf. Este fator pode ter levado a auséncia de

associagdes com 0s genotipos dos polimorfismos mais provaveis.

Associacgdes com rendimento dos cortes carneos

Os gendtipos dos SNPs CTSB_1 (rs161888250) e CAST_3 (rs421224227) foram
associados ao rendimento dos cortes do carré e da costela na meia-carcaca esquerda dos
cordeiros. As proteases possuem participacdo fundamental na deposicdo de tecido
muscular, por isso existe interesse em diferentes estratégias para aumentar ou modular a
taxa de crescimento animal, envolvendo principalmente, a melhor compreenséo da relagao
entre os indices de sintese de proteinas e o catabolismo no musculo esquelético. Por
exemplo, o crescimento muscular parece ser acerelado em cordeiros com fenotipo
Callipyge, pela reducdo da degradacdo proteica, observando-se que a atividade da
calpastatina é cerca de 80% maior nestes animais (KOOHMARAIE et al., 1995). Em
bovinos, inferiu-se que a menor degradacdo de proteinas, juntamente com uma tendéncia a
reducdo na taxa metabdlica dos animais, poderia ser responsavel pelo aumento da
deposicdo de proteinas e consequentemente uma taxa de crescimento maior (BARACOS,
2005).

Dessa maneira, sugere-se que eventos de regulagcdo do tunover proteico e aumento
da deposicao de musculo possam ter influenciado os resultados superiores nas proporcgdes
do carré e costela para os individuos com gendtipos TC para o SNP CTSB 1
(rs161888250) e AA para 0 CAST_3 (rs421224227).

Os genotipos do SNP UCP2 1 (rs160723758) foram relacionados com a
proporcdo do carré na carcacga, sendo observado o efeito de dominancia do alelo C. As
proteinas desacopladoras 2 (UCP2) pertencem a uma familia de proteinas transportadoras
de membrana mitocondrial e sdo reguladoras centrais da homeostase energética (WANG
et al., 2016). Um grupo de cinco proteinas UCP (UCP1-5) foi identificado exibindo
distribuicbes teciduais distintas entre si. Em humanos, a proteina desacopladora 2
demonstrou estar envolvida na secre¢do de insulina, regulacdo da taxa metabdlica basal,
da massa muscular e da gordura corporal (BOUCHARD et al., 1997). A partir dessas

premissas, as investigacdes dos efeitos de polimorfismos do gene UCP2 em bovinos,
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relataram sua associacdo com o aumento de varias caracteristicas como o peso corporal,
espessura de gordura subcutdnea, proporcdo de cortes magros, AOL e a gordura
intramuscular (SHERMAN et al., 2008; WANG et al., 2016).

Apesar dos SNPs deste gene ja ser explorado ha algum tempo em bovinos, ndo
foram encontrados registros de estudos de associacdo de com caracteristicas fenotipicas
em ovinos, portanto este parecer ser o primeiro trabalho avaliando um polimorfismo deste
gene para a especie. Considerando a participagdo gene UCP2 na modulagdo da secrecéo
insulina, é plausivel que estes resultados tenham sido influenciados por diferencas no
metabolismo energético entre os animais, causando diferencas no rendimento do corte do
carré. No entanto, sdo necessarias mais investigacbes com polimorfismos deste gene e
seus efeitos nas caracteristicas de carcaca e carne de ovinos, para melhor compreensao das

associagdes encontradas.

Além dessas associagdes encontradas, existem alguns grupos de genes parecem ter
grande potencial para influenciarem variaveis ligadas as carcacas e aos cortes carneos. Sao
0s genes que codificam proteinas envolvidas no eixo somatotropico, relacionados ao
sistema de controle da secrecdo do hormdnio do crescimento e seus fatores enddgenos,
que regulam o crescimento, metabolismo e particionamento energético (BAHRAMI et al.,
2013). Nesta rede genética esta incluso o gene GHRL, que codifica a grelina, localizando-

se no cromossomo 19 de ovinos.

O principal papel do horménio grelina € a regulacdo da ingestdo de alimento, peso
corporal e motilidade gastrointestinal (MAHMOUD et al., 2016). Em ovinos, 0S
polimorfismos de GHRL foram associados com caracteristicas de crescimento
(TAHMOORESPUR et al., 2010) e, em bovinos com eficiéncia alimentar (SHERMAN et
al.,, 2008). Os genotipos do polimorfismo GHRL_1 (rs428757090) apresentaram
associagcdo com a propor¢do do lombo na meia-carcagca.

A proporgdo do corte do lombo est4 correlacionada positivamente com o peso de
abate dos animais, isto porque considerando o desenvolvimento tecidual da carcaga ovina
de forma isolada, o lombo é uma regido de crescimento tardio e dependente do peso do
animal (PINHEIRO et al., 2007). Deste modo, sendo a grelina participante do eixo
somatotropico, é esperado que seus genotipos possam causar variaces nas proporc¢des dos
cortes carneos devido aos efeitos no crescimento animal. Particularmente, observa-se neste
caso um efeito de dominéancia do alelo A, e que a substituicdo de A>G identificada neste

polimorfismo gera uma reducédo da caracteristica influenciada.
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Embora o corte do lombo tenha uma representatividade pequena em relacdo a
outros cortes da carcaca, € uma das pecas com maior valor de venda (PINHEIRO et al.,
2007). Portanto, estratégias utilizando informag¢Ges moleculares para incrementar essa
carateristica podem ser consideradas.

Associacdes significativas com a composicao de tecidual nos cortes

Além do o eixo somatotrépico, existem outros eixos hormonais envolvidos no
metabolismo intermediario e nos processos de crescimento animal, que podem atuar de
diferentes formas sobre caracteristicas de carcaca e da carne, sdo eles: a insulina, 0s
hormonios tiredideos, os glucocorticdides, os esterdides sexuais e 0 eixo melanocortina-
leptina (PATINO & VAN CLEEF, 2010).

Em especial, a familia da melanocortina consiste de cinco genes que codificam
receptores acoplados a proteina G, MC1R-MC5R. Em humanos, 0 MC1R é expresso nos
melandcitos, 0 MC2R no tecido adrenal e adiposo, 0 MC3R no cérebro, placenta e
pancreas, 0 MC4R no cérebro, musculo e tecido adiposo e 0 MC5R € expresso na maioria
dos tecidos (YEO et al., 2000). Juntos, os receptores de melanocortina regulam a
pigmentacdo, lipdlise, ingestdo de alimentos, peso corporal, termogénese, comportamento
sexual e efeitos anti-inflamatorios (VOISEY & VAN DAAL, 2002).

Neste estudo de associacdo houve a inclusdo do SNP MC1R_1 (rs409651063),
devido a relacdo do gene com as caracteristicas de adaptabilidade em ovinos. Nesta
espécie, os polimorfismos de MC1R foram relacionados a pigmentacdo cutanea e pilosa,
sendo utilizados em estudos de caracterizacdo de populacbes, adaptabilidade e
termotolerancia (FONTANESI et al., 2010; HEPP et al., 2015). No entanto, no presente
trabalho, o polimorfismo MC1R_1 (rs409651063) apresentou relagdo a composicao
tecidual dos cortes carneos, sendo que animais com o gendtipo GG apresentaram aumento
da proporcdo de gordura na paleta e reducdo das propor¢des de muasculo na paleta e no

pernil.

Apesar do gene MC1R ser expresso preferencialmente nos melandcitos e estar
relacionado a pigmentacdo nos animais, as associagbes do SNP MC1R_1 encontradas
neste trabalho, justificam-se pelo fato do gene pertencer a familia das melacortinas, que
possuem atuacdo sobre varias caracteristicas produtivas, principalmente pelos efeitos
regulatorios que exercem sobre a leptina (SEONG et al., 2012; SWITONSKI et al., 2013).

Portanto, MC1R_1 poderia estar atuando de forma indireta nas caracteristicas de carcaca.
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Uma série de estudos de associacdo, denotam a estreita ligagdo entre 0s genes que
codificam as melacortinas e as vias metabdlicas que influenciam algumas caracteristicas
de carcaca, desempenho e qualidade de carne em varias espécies. Por exemplo, o0s
polimorfismos identificados no gene MC2R, apresentaram relagdo com o grau de
marmoreio e espessura de gordura em suinos (JACOBS et al. 2002). Estudos com MC3R
relataram sua associacdo com o ganho de peso médio diario de suinos (WEISZ et al.,
2011). Os SNPs no gene MC4R possuem associacao bastante conhecida ao ganho de peso
e obesidade precoce em humanos (LIU et al., 2010). Em bovinos e suinos, foram relatadas
associacOes do gene MC4R ao peso de carcaga, espessura de gordura e com a gordura
intramuscular (LIU et al., 2010; SEONG et al., 2012; CHOI et al., 2016; ZHAO et al.,
2018). Por sua vez, os polimorfismos do gene MC5R demonstraram efeito sobre o ganho
de peso diario e deposicdo de gordura em suinos (EMNETT et al. 2001; KOVACIK et al.,
2012)

As associagdes encontradas neste estudo sugerem que as melacortinas também
podem influenciar caracteristicas importantes na carcaca de ovinos. Até o momento,
apenas polimorfismos de MC4R foram avaliados na espécie, sendo relacionados ao
aumento do peso corporal e algumas medidas morfolégicas in vivo (SHISHAY et al.,
2019). Diante disso, observa-se a importancia da realizagdo de mais estudos para
compreensdo do efeito deste grupo de genes sobre os tracos de interesse econdmico para a

ovinocultura.

Os gen6tipos do SNP DGAT_1 (rs410015353) também foram relacionados a
variacdo da composicdo tecidual na paleta. Os cordeiros com genétipo TC apresentaram
maior proporcdo de gordura e consequentemente reducdo na proporcdo de musculo neste
corte. E possivel que estes resultados estejam relacionados a funcdo de armazenamento de
acidos graxos em adipdcitos exercida pelas aciltransferases, sendo este um fator
determinante para a variacdo na deposic¢ao de gordura no corpo do animal (NOSHAHR et
al. 2014). Outros estudos de associagdo, de forma semelhante, relatam a influéncia de
genotipos de DGATL com a espessura de gordura subcutanea e propor¢do de gordura na
carcaga, bem como a influéncia no escore de gordura intramuscular na carne ovina (XU et
al., 2009; MOHAMMADI et al., 2013; ARMSTRONG et al., 2017).

Por fim, o presente estudo confirmou algumas associacGes ja relatadas pela
literatura e identificou algumas ainda ndo documentadas. No entanto, algumas associagoes
consideradas provaveis ndo foram observadas. Especificamente, eram esperadas relacoes

entre as caracteristicas relacionadas a carcaca e carne com os polimorfismos nos genes da
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leptina (LEP) e da miostatina (GDF8), assim como, com outros genes que participam do
eixo somatotropico (GH, GHR e IGF1), porém ndo houve efeito dos genétipos dos SNPs

selecionados na populagéo avaliada.

Apesar de MC1R_1 (rs409651063) apresentar efeito significativo sobre algumas
caracteristicas avaliadas, o mesmo ndo foi encontrado para outros SNPs em genes
relacionados a adaptabilidade de ruminantes ao calor, como ATP1Al 1 (rs599122362),
HSPB90AB1_1 (rs594801080), HSPB8_1 (rs160860233) e MC1R_2 (rs160910030). As
respostas fisiologicas ao estresse térmico causam alteracdo no perfil hormonal, levando ao
aumento de hormoénios anabodlicos e catabdlicos e reducdo de hormdénios do eixo
somatotropico, alteram particionamento de nutrientes e 0 metabolismo lipidico, energético
e proteico (BERNABUCCI et al, 2010). Dessa maneira, podem influenciar de forma
negativa as caracteristicas produtivas em varios niveis. As redes genéticas responsaveis
por esses mecanismos de resposta ainda ndo foram bem compreendidas, sendo assim, mais

estudos nesta linha devem ser considerados.

5. Conclusao

Entre os polimorfismos testados, dez apresentaram associacbes com as
caracteristicas de carcaca, rendimento e composicdo tecidual de cortes de ovinos cruzados.
Os polimorfismos selecionados nos genes ACACA, CAST, CAPN, CTSB, DGAT1, EDG1,
GHRL, MC1R e UCP2 podem influenciar positivamente pesos, rendimento e algumas
medidas biométricas de carcaca, rendimento dos cortes do carré, costela e lombo, além das

proporcOes de musculo e gordura na paleta e pernil de cordeiros.

Os dados obtidos tém potencial para oferecer a comunidade cientifica um ponto de
partida para o estudo de algumas redes genéticas complexas que participam da expressdo
de caracteristicas economicamente importantes e fornecer informagdes moleculares para
programas de melhoramento genético que busquem adequar as carcacas € 0S cortes
carneos de ovinos, afim de melhorar a rentabilidade da producdo e atender o perfil

desejado pelo mercado consumidor.
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Tabela 1. Numero de observacdes para cada avaliacdo realizada, média, desvio padréo e
coeficiente de variagdo das caracteristicas de carcaca e qualidade de carne
avaliadas em ovinos cruzados.

Variaveis n Média DESV'NO CV%
Padréo
Peso de abate (kg) 151 43,07 8,99 16,34
Peso de carcaca quente (kg) 151 20,93 511 16,49
Peso de carcaca fria (kg) 151 20,17 5,06 16,77
Perda por resfriamento da carcaca (%) 151 3,72 2,68 37,58
Rendimento de carcaga (%)* 151 48,24 4,27 4,93
pH Oh 76 6,12 0,35 5,29
pH 24h 76 5,74 0,27 1,70
Comprimento externo de carcaga (cm) 151 80,52 13,37 5,58
Comprimento interno de carcaca (cm) 151 62,39 5,16 5,87
Profundidade externa de t6rax (cm) 117 23,08 3,42 6,19
Profundidade interna de torax (cm) 131 19,43 3,95 7,65
Comprimento de perna (cm) 151 36,69 5,89 7,14
Espessura da perna (cm) 75 10,82 1,46 13,73
Espessura de gordura subcutanea (mm) 151 4,28 2,53 34,61
Area de olho de lombo (cm?) 151 15,86 3,70 16,93
Carré (%) 129 10,20 2,70 24,63
Costela (%) 129 15,51 2,71 20,23
Lombo (%) 129 8,90 2,50 19,51
Paleta (%) 129 18,32 1,83 19,77
Pernil (%) 129 31,32 2,82 16,25
Pescoco (%) 129 7,60 0,31 26,82
Fraldinha (%) 129 6,33 1,39 25,92
pH longissimus 119 5,60 0,35 5,79
Perda por Descongelamento do longissimus (%) 131 6,62 2,99 40,22
Perda por Cocc¢éo do longissimus (%) 131 22,50 8,47 20,86
Marmoreio 151 6,57 2,97 39,79
L* musculo? 131 38,36 3,11 8,20
a* musculo® 131 16,05 2,26 11,26
b* musculo? 131 8,55 3,51 17,09
L* gordura? 131 75,87 6,55 4,25
a* gordura? 131 3,36 2,37 47,88
b* gordura? 131 12,04 5,85 20,96
Forca de Cisalhamento (kgf) 151 3,41 1,71 32,02
Propor¢do de musculo na paleta (%) 20 57,61 3,81 6,84
Proporcéo de gordura na paleta (%) 20 24,78 5,09 21,12
Proporgéo de 0sso na paleta (%) 20 17,60 2,65 14,99
Propor¢do de musculo no pernil (%) 20 61,25 3,32 5,38
Proporcéo de gordura no pernil (%) 20 23,06 3,92 16,54
Proporcéo de 0sso no pernil (%) 20 15,68 2,23 13,94

'Rendimento de carcaca: [(Peso de carcaca quente/ Peso de abate) x 100], 2Sistema CIE (L*, a*, b*): L* = luminosidade;
a* = componente verde/vermelho (-a* representa o verde e +a* representa o vermelho); b* = componente azul/amarelo
(-b* representa o azul e +b* representa o amarelo).
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Tabela 2. Identificacdo/numero de depdsito, SNP e suas respectivas frequéncias
genotipicas e alélicas em uma populagio de ovinos cruzados.*

Frequéncia

Identificacdo/nimero de depésito SNP Gendtipo Genotipica Alelo Frequéncia Alélica

ACACA_1 (rs420069625) C>G cc 0,27 C 0,33
CG 0,13 G 0,67
GG 0,60

ADRB3_1 (9.31849799 G>C) G>C cc 0,09 Cc 0,55
CG 0,91 G 0,45
GG .

ATP1A1_1 (rs599122362) C>T TT . T 0,07
TC 0,14 C 0,93
cc 0,86

CAPN_1 (rs160945933) A>G AA 0,59 A 0,77
AG 0,35 G 0,23
GG 0,06

CAPN_2 (rs428593688) T>C TT 0,15 T 0,59
TC 0,51 Cc 0,41
cc 0,47

CAPN_3 (rs160945890) C>G cc . Cc 0,27
CG 0,38 G 0,73
GG 0,54

CAST_2 (rs602676579) G>C cc . C 0,07
GC 0,14 G 0,93
GG 0,86

CAST_3 (rs421224227) A>G AA 0,18 T 0,59
AG 0,82 C 0,41
GG .

CTSB_1 (rs161888250) C>T TT . T 0,07
TC 0,15 C 0,93
CcC 0,85

DGAT_1 (rs410015353) C>T TT 0,37 T 0,62
TC 0,50 C 0,38
CcC 0,13

EDGL_1 (rs590871285) G>C cc 0,33 C 0,58
CG 0,50 G 0,42
GG 0,17

EDG1_2 (rs159669780) T>C TT 0,31 T 0,66
TC 0,69 C 0,34
cc .

FABP3_1 (9.235142245 A>G) A>G AA 0,18 A 0,59
AG 0,82 G 0,41
GG .

FASN_1 ( rs161102729) C>A AA . C 0,88
AC 0,25 G 0,12
cc 0,75

GDF8_1 (rs119102826) T>C TT 0,04 T 0,74
TC 0,40 C 0,26
cc 0,56

GH_1 (rs397514102) C>T cc 0,38 C 0,69
TC 0,62 T 0,31
1T .

GHR_1 (rs161146164) >G TT 0,81 T 0,91
TG 0,19 G 0,09
GG .

GHR_2 (9.31833147 C>A) C>A AA 0,07 A 0,54
AC 0,93 C 0,46
cc .

GHRL_1 (rs428757090) A>G AA 0,34 A 0,57
AG 0,46 G 0,43
GG 0,20

HSPB8_1 (rs160860233) C>T TT . T 0,03
TC 0,14 C 0,93
CcC 0,86

IGF1_1 (rs159876393) A>G AA 0,55 A 0,74
AG 0,38 G 0,26
GG 0,07

LEP_1 (rs424488761) C>T TT . T 0,03
TC 0,05 C 0,97
cC 0,95

LOX_2 (rs398830232) C>T TT 0,95 T 0,93
TC 0,05 C 0,07
CcC .

MC1R_1 (rs409651063) G>A AA . A 0,09
AG 0,18 G 0,91
GG 0,82

MC1R_2 (rs160910030) G>A AA 0,31 A 0,23
AG 0,08 G 0,77
GG 0,61

MEG (rs10721184) T>G GG 0,35 T 0,38
TG 0,13 G 0,68
1T 0,52

SCD1_1 (rs41242981) G>T GG 0,77 T 0,11
TG 0,23 G 0,89
T .

UCP2_1 (rs160723758) T>C TT 0,54 T 0,60
TC 0,11 C 0,40
cc 0,35

1HSP90AB1 _1 (rs594801080) e CAST_1 (rs602676579) foram monomorficos.
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Tabela 3. Média dos quadrados minimos dos gendtipos, desvio-padrdo e P-value dos SNPs que apresentaram associacdes significativas com

caracteristicas de carcaca e qualidade de carne em ovinos cruzados.

SNP Médias dos Genotipos? P-value
Variavel ACACA 1 (rs420069625) CC CG GG

Comprimento de perna (cm) 36,12b +0,26 37,752 0,24 35,22b +0,33 0,0021
CAPN _2 (rs428593688) TT TC CC

Profundidade méxima de térax (cm) 18,52b +0,21 18,23b +0,22 21,06a +1,11 0,0353

Comprimento externo de carcaga (cm) 76,12b +0,58 75,37b 0,61 83,66a +£3,23 0,0328
CAPN _3 (rs160945890) CC CG GG

a* masculo 17,93a £0,51 16,55b +0,50 0,0047

Rendimento de carcaca (%) ) 45,85b +0,65 47,42a +0,63 0,0124
CAST 3 (rs421224227) AA AG GG

Comprimento externo de carcaga (cm) 37,02a +0,28 35,18b +0,53 0,0038

Costela (%) 16,20a £0,45 14,96b +0,20 . 0,0453
CTSB_1 (rs161888250) TT TC CC

Carré (%) 11,86a £0,28 11,20b +0,15 0,0351

Rendimento de carcaca (%) : 48,06a £0,52 46,93b £0,25 0,0458
DGAT1 1 (rs410015353) TT TC CC

Peso de carcaca quente (kg) 18,34b +0,53 20,07a +0,48 17,81b +0,88 0,0137

Peso de carcaca fria (kg) 17,58b +0,52 19,26a +0,47 17,07b £0,86 0,0142

Profundidade minima de torax (cm) 17,91b +0,23 18,79a 0,21 18,37ab 0,44 0,0250

Comprimento interno de carcaga (cm) 59,63b +0,55 61,63a +0,50 58,62b +0,91 0,0023

Comprimento externo de carcaga (cm) 74,94b +0,68 77,54a +0,61 73,07b £1,11 0,0004

Proporcéo de musculo na paleta (%) 58,52ab +1,37 55,30b +0,87 61,98a £1,23 0,0235

Proporc¢éo de gordura na paleta (%) 23,80ab +1,77 27,56a +1,13 18,65b +1,59 0,0208
EDG1 2 (rs159669780) TT TC CC

Espessura da perna (cm) 12,05a +0,20 10,72b +0,41 ) 0,005

GHRL 1 (rs428757090) AA AG GG

Lombo (%) 8,25a 0,23 8,62a 0,22 7,62b +0,28 0,0263
MC1R_1 (rs409651063) AA AG GG

Propor¢do de musculo na paleta (%) 61,01a £1,37 56,23b +1,01 0,016

Proporcéo de gordura na paleta (%) 20,66b +1,95 26,49a +£1,43 0,0289

Proporcdo de musculo na pernil (%) : 64,08a £0,86 60,61b +1,17 0,0488
UCP2 1 (rs160723758) TT TC CC

Carré (%) 10,07b +0,46 11,412 0,17 11,37a 0,19 0,0177

!Médias na mesma linha, seguidas de letras diferentes diferem entre si.



67

POLIMORFISMOS NOS GENES ACACA, DGAT1, FASN E GHR AFETAM A
COMPOSICAO LIPIDICA DA CARNE DE OVINOS

Resumo

Objetivou-se a avaliar influéncia de polimorfismos em genes que participam de vias
relacionadas ao metabolismo lipidico e energético, regulacdo do crescimento corporal,
formacdo de tecidos e metabolismo celular na variacdo do perfil de acidos graxos
avaliados em diferentes cortes carneos de ovinos cruzados. Para os estudos de associacéo
foram utilizadas informacdes sobre o perfil de &cidos graxos em musculos nos cortes do
lombo (Longissimus dorsi), paleta (Triceps brachii) e do pernil (Semimembranosus) de
116 ovinos cruzados. Os animais foram genotipados para 30 SNPs selecionados em
diferentes genes. O SNP localizado no gene ACACA foi associado significativamente ao
menor teor C16:0 e reducdo do total de &cidos graxos saturados (AGS). Os polimorfismos
de DGAT1 (rs410015353) e GHR foram associados a maiores proporcdes de acidos graxos
monoinsaturados (AGMI), sendo reflexo do aumento conteddo de C18:1 nos cortes do
lombo e pernil. O SNP localizado no gene FASN foi associado a elevacdo dos teores de
AGPI, devido a sua influéncia sobre C18:2 w6 ¢ C18:2¢-9 t-11(CLA). Esses dados tém
potencial para colaborar nos programas de selecdo e melhoramento genético que possuam

0 objetivo produzir carne ovina com um perfil de &cidos graxos mais saudavel.

Palavras-chave: SNP, perfil de acidos graxos, lipidios, carne ovina, cordeiros, genes

candidatos, associacéo.
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POLYMORPHISMS OF THE GENES ACACA, DGAT1, FASN and GHR AFFECT
THE LIPID COMPOSITION OF SHEEP MEAT

Abstract

The objective of this study was to evaluate the influence of polymorphisms in genes that
participate in pathways related to lipid and energetic metabolism, regulation of body
growth, tissue formation and cellular metabolism on the variation of the fatty acids profile
evaluated in different meat cuts of crossbreed sheep. For the association studies,
information on the fatty acid profile was used of the cuts loin (longissimus dorsi), shoulder
(triceps brachii) and leg (semimembranosus) of 116 sheep ¥ Pantaneiro x % Texel and %2
NDB x % Texel. The animals were genotyped for 30 SNPs selected in different genes. The
SNP ACACA 1 (rs420069625) was related to the lower C16:0 content and reduction of
total SFA. The polymorphisms DGAT1_1 (rs410015353) and GHR_1 (rs161146164) were
associated to higher proportions of MUFA, reflecting the increased C18:1 content in the
loin and leg cuts. The SNP FASN_1 (rs161102729) was associated with an increase in
PUFA levels, due to its influence on C18:2 w6 and C18:2c-9 t-11(CLA). These data have
the potential to collaborate in selection programs that aim to produce sheep meat with a

healthier fatty acids profile.

Keywords: SNP, fatty acids profile, sheep meat, lambs, candidate gene, association
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Introducéo

A carne de ovinos é constituida de &acidos graxos saturados, principalmente
miristico (C14:0), palmitico (C16:0) e estedrico (C18:0); monoinsaturados, como
palmitoléico (C16:1) e oléico (C18:1); bem como, os poliinsaturados linoléico (C18:2),
linolénico (C18:3) e araquidbnico (C20:4). Estas duas ultimas classes de &cidos graxos
podem proteger o sistema cardiovascular, uma vez que, o consumo moderado dos
monoinsaturados a e ingestdo didria de poliinsaturados tém sido associados a diminuicéo
do colesterol sérico e ao aumento da lipoproteina de alta densidade (HDL) (SIRI-TARINO
et al., 2010).

A gordura dos ruminantes € uma fonte natural de isdmeros conjugados do acido
linoleico (CLA), assim como o C18: 2 cis-9 trans-11, sintetizado no rimen por meio da
biohidrogenacdo de acidos graxos ou pela biossintese realizada nos tecidos adiposos e na
glandula mamaria (GRIINARI et al., 2000). O CLA exerce um efeito positivo na saide
humana, como a reducdo de doencas cardiovasculares, prevencao de diabetes, ativacdo do

sistema inume e a prevencdo ao cancer (McGUIRE & McGUIRE, 2000).

Estratégias nutricionais e manipulacédo genética tém sido utilizadas para atender a
crescente demanda dos consumidores por fontes de proteinas com perfil lipidico mais
saudavel. Assim, regides génicas ligadas ao perfil de acidos graxos da carne de bovinos e
ovinos foram estudadas com o objetivo de identificar polimorfismos em genes que
contribuem para essas caracteristicas e utilizar estas informacdes de forma benéfica para a
satde humana (LEMOS et al., 2016).

Os processos de sintese e metabolismo de &cidos graxos sdo catalisados por uma
série de enzimas e regulados pelos genes que as codificam, alguns destes possuem efeito
comprovado sobre a deposicao de gordura ou a variacao da composicao lipidica da carne e
do leite de ruminantes. Alguns exemplos podem ser destacados, como a enzima acetil-
CoA carboxilase o — gene ACACA (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2010; SINGH et al.,
2018); a diacilglicerol aciltransferase 1 — gene DGAT1 (XU et al., 2009; BAYRAM et al.,
2018); a proteina de ligacéo de &cidos graxos — gene FABP3 (CALVO et al., 2004; GUO
et al., 2014); a &cido graxo sintase — gene FASN ( ZHANG et al., 2008; ESTEVES et al.,
2019), e a estearoil-CoA dessaturase 1 —gene SCD1 (GARCIA-FERNANDEZ et al.,
2009). No entanto, ainda existem lacunas na compreensdo sobre as redes genéticas e 0s

genes envolvidos na variagdo da composi¢éo lipidica da carne.
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O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo de associacdo entre
polimorfismos identificados em genes candidatos com o perfil de &cidos graxos avaliados

em diferentes cortes carneos de ovinos cruzados.

1. Material e Métodos

Animais, amostragem e avaliacdes apos abate

Foram coletadas amostras bioldgicas e dados fenotipicos 116 ovinos cruzados com
peso médio de 41,62 + 7,84 kg e idade entre 5 a 8 meses, oriundos de dois grupos
experimentais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ), da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), O primeiro grupo era composto 74
machos, cruzados Y2 Pantaneiro x % Texel, provenientes de rebanhos comerciais e
mantidos em confinamento experimental na FAMEZ, no municipio de Campo Grande,
MS. A dieta dos animais foi fornecida na propor¢do volumoso: concentrado de 60:40,
constituida de silagem de milho e concentrado comercial. O segundo grupo era de 21
machos cruzados % Pantaneiro x % Texel, provenientes de rebanhos comerciais e
mantidos em confinamento experimental na FAMEZ, no municipio de Campo Grande,
MS, recebendo diferentes dietas contendo silagem grdo de milho inteiro, reidratado e de

grdo grosseiramente triturado, além de concentrado comercial

O terceiro grupo era constituido 21 machos, ¥2 SRD x % Texel do Setor de
Ovinocultura da Fazenda Escola da FAMEZ, localizada no municipio de Terenos, MS,
oriundos de dois anos de avaliagdo. Os animais foram mantidos sob pastejo de Urochloa
spp e recebendo quatro niveis diferentes de suplementacdo mineral. O quarto grupo era
constituido 33 machos, %2 SRD x % Texel do Setor de Ovinocultura da Fazenda Escola da
FAMEZ, localizada no municipio de Terenos, MS, avaliados em dois anos diferentes. Os
animais foram mantidos sobre pastejo de Urochloa spp com diferentes niveis de oferta de

forragem.

Os cordeiros foram abatidos em um mesmo frigorifico comercial, localizado em
Campo Grande, MS. Foram coletadas 94 amostras de musculo do lombo (Longissimus
dorsi), 69 amostras da paleta (Triceps brachii) e do 63 do pernil (Semimembranosus) para
obtencéo do perfil de &cidos graxos e para a extracdo de DNA, bem como as informag6es
de peso de abate, peso de carcaca quente e fria. Foram realizadas as medicgdes da area de
olho de lombo (AOL) pela exposicdo do musculo longissimus dorsi apds um corte
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transversal na carcaca, entre a 122 e a 13?2 vértebras toracicas, sendo a area desenhada em
papel manteiga e posteriormente e mesurada pelo equipamento Li-Cor, modelo 3100. Na
mesma seccdo foi avaliada a espessura de gordura subcutanea (EGS), utilizando-se um
paquimetro digital.

Extracéo e metilagdo dos acidos graxos

As amostras de musculos foram descongeladas a 10 °C por 24 horas para a
realizacdo extracdo dos lipidios e metilacdo dos &cidos graxos utilizando-se a técnica de
Hara e Radin (1978) com modificacdes. Para a extragédo, foram retiradas amostras de 5,0 g
do tecido muscular, adicionada 28 ml de solucdo de Hexano:Isopropanol (3:2, v/v),
homogeneizadas com auxilio de um triturador por 60 segundos e posteriormente filtradas.
Ao filtrado foram adicionados 12 ml de solucéo de sulfato de sddio (0,47 M) e agitado em
vortex por 30 segundos para efetuar a separacdo do hexano contendo os lipidios e o
isopropanol. Ap6s 10 minutos de repouso, a camada superior foi retirada com auxilio de
uma pipeta e transferida para um tubo contendo 1 g de sulfato de sddio. A partir dessa
mistura, o sobrenadante (lipidios e hexano) foi novamente transferido para outro
recipiente previamente pesado, onde passou por um processo de secagem sob temperatura
ambiente para evaporacao do hexano e obtencdo apenas da fracao lipidica.

Para a reacdo de metilacdo, adicionou-se 2 ml de hexano e 40 ul de acetato de
metila em 40 mg dos lipidios extraidos, sendo posteriormente homogeneizado em vortex
durante 30 segundos. Na sequéncia, foram adicionadas as seguintes soluges em etapas:
40 ul de metoxido de sédio em metanol a 5,4% e agitado por 2 minutos; 60 ul da solugédo
de terminacdo contendo acido oxalico anidro e agitado por mais 30 segundos; e por fim,
200 mg de cloreto de célcio anidro e agitado por 30 segundos. Ap6s 1 hora de repouso, as
amostras foram centrifugadas a 3200 rpm por 5 minutos a 5 °C. O sobrenadante, que
representa a fragdo dos acidos graxos esterificados, foi retirado com auxilio de uma pipeta

e reservado para as analises.

A avaliacdo do perfil lipidico foi realizada por meio de um cromatdgrafo a gas com
detector por ionizagdo de chama (Thermo, modelo Trace GC Ultra). A separacdo dos
ésteres de acidos graxos foi efetuada em coluna capilar de silica fundida de 100 m de

comprimento, 0,25 mm didmetro interno e 0,2 um de espessura (Restek RTX® - 2330,
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Bellefonte, PA, USA). A programacao da temperatura da coluna iniciou-se com 120 °C
permanecendo por 5 minutos, posteriormente, foi elevada a uma taxa de 3 °C por minuto
até atingir 240 °C, permanecendo nesta temperatura durante 15 minutos. O hélio (He) foi
empregado como gas de arraste sob fluxo constante de 1,5 ml min™. O volume de injecéo
utilizado foi 1,0 ul, com injetor operando no modo de inje¢éo splitless e sob a temperatura
de 250 °C. A temperatura utilizada no detector foi de 270 °C. Os dados sobre o0s tempos de
retencdo e as areas dos componentes separados foram obtidos através do software Chrom
Quest Version 4.2.

A identificacdo dos &cidos graxos foi realizada por meio do tempo de retencéo e a
quantificacdo atraves da curva de calibracdo utilizando padrdo externo Supelco® 37
Component FAME Mix. A composi¢do dos acidos graxos presentes em cada amostra
foram expressas individualmente em porcentagem, sendo apresentadas as proporcdes de
C10:0 (Caprico), C12:0 (Laurico), C14:0 (Miristico), C16:0 (Palmitico), C18:0
(Estearico), C16:1 (Palmitoleico), C18:1 (Oleico), C18:2w6 (Linoleico) e C18:2¢-9 t-
11(CLA).

A partir das proporcdes obtidas foram calculados os somatdrios dos Acidos Graxos
Saturados (AGS), Acidos Graxos Monointasurados (AGMI) e dos Acidos Graxos
Poliinsaturados (AGPI). Também foram obtidos os indices de qualidade nutricional dados
pelas relacdes entre os Acidos Graxos Monointasurados e Acidos Graxos Saturados
(AGMI: AGS) e entre Acidos Graxos Poliinsaturados e Acidos Graxos Saturados
(AGPL:AGS), assim como o total de Acidos Graxos Desejaveis. O namero de
observacdes, as médias das concentracGes dos acidos graxos e seus respectivos desvios

padrdes e coeficientes de variacdo estdo apresentados na Tabela 1.

Extracdo de DNA

O DNA foi extraido no Laboratério de Gendmica e Melhoramento Animal
(GEMA), da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS, a partir do tecido muscular,
seguindo o protocolo de Regitano & Coutinho (2001). A integridade e a concentracdo das
amostras de DNA foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose (0,8%) e

espectrofotometria em aparelho NanoDrop (Thermo Scientific ND 1000).
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Selecé@o dos SNPs

Foram selecionados 30 SNPs em 23 genes candidatos associados previamente ao
metabolismo lipidico e energético, na regulacdo do crescimento corporal,
desenvolvimento de tecidos e metabolismo celular em bovinos e ovinos (Tabelas 1 e 2 -

Apéndice).

Os SNPs genotipados para associagdo com dados fenotipicos foram: rs420069625
(ACACA - Acetyl-CoA Carboxylase a); 9.31849799 G>C - sem depdsito (ADRB3 — -
adrenergic receptor); rs599122362 (ATP1Al - Na*K™ ATPase ol); rs160945933,
rs428593688 e rs160945890 (CAPN - Calpain); rs602676579, rs421224227 e
9.93444503C>G - sem deposito (CAST — Calpastatin); rs161888250 (CTSB Cathepsin B);
rs410015353 (DGAT1 - Diacylglycerol Acyltransferasel); rs590871285 e rs159669780
(EDG1 - Endothelial differentiation sphingolipid G-protein-coupled receptor 1);
9.235142245A>G - sem depdsito (FABP3 - Fatty acid binding protein 3); rs161102729
(FASN - Fatty acid sinthase); rs119102826 (GDF8 - Myostatin); rs397514102 (GH -
Growth hormone); rs161146164 e ¢.31833147C>A - sem deposito (GHR - Growth
hormone receptor); rs428757090 (GHRL - Ghrelin); rs594801080 (HSP90AB1- Heat
shock proteins 90) rs160860233 (HSPB8 - Heat Shock Protein Family B); rs159876393
(IGF1 - Insulin-like growth factor 1); rs414488761 (LEP - Leptin); rs398830232 (LOX -
Lysyl oxidase); rs409651063 e rs160910030 (MC1R - Melanocortin 1 receptor);
rs10721184 (MEG3 - Maternally expressed 3); rs412429481 (SCD1 - Stearoil-CoA
desaturase 1); rs160723758 (UCP2 - Uncoupling proteins 2).

A identificacdo e a localizagdo cromossdmica de cada um dos polimorfismos

foram obtidas partir do banco de dados Ensembl Genomes.

Amplificagé@o por PCR multiplex

Os SNPs selecionados foram distribuidos em dois PCR multiplexes que estdo
apresentados de forma separada na Tabelas 1 e 2 - Apéndice. Os primers que flanqueiam
0s SNPs dos genes ATP1A1, CAST, EDG1, FASN, HSP90AB1, HSPB8 e UCP2 foram

validados e otimizados da espécie bovina para ovina.

As reacbes de PCR multiplex foram realizadas seguindo as recomendacgfes do
fabricante, em um volume final de 25 pl, constituidas de 40 ng de amostra de DNA, um



74

pool dos primers com concentracdo final de 0,2 uM de cada, 0,6x QIAGEN Multiplex

PCR master mix e 0,3x Q-Solution.

Para amplificacdo utilizou-se o termociclador Vereti™ 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City CA, USA), seguindo o protocolo de 15 minutos para
desnaturacdo inicial a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a

60 °C e 30 segundos a 72 °C, com uma extensao final a 72 °C durante 10 minutos.

O éxito da amplificacdo foi verificado via eletroforese em gel de agarose a 3%.
Ap6s a PCR multiplex, foi realizada a etapa de purificacdo, onde os primers ndo
incorporados e os dNTPs foram removidos utilizando 2,5 U de Exol, 0,5 U de SAP eem 7
ul de produto de PCR. Em seguida, as reagdes foram incubadas a 37 °C durante 60

minutos, seguido de 80 °C durante 20 minutos.

Amplificagéo por SNaPshot® e genotipagem

Os primers especificos para SNaPshot® foram confeccionados de acordo os
parametros de qualidade do pacote do software Geneious v5.2 (DRUMMOND et al.,
2011; disponivel em http://www.geneious.com/) e Batchprimer3 v1. Foram adicionadas
caudas de diferentes comprimentos (poli TC) a suas extremidades 3’, para que pudessem

variar em tamanho de 22 a 81 pb (Tabelas 1 e 2 - Apéndice).

Os primers de base Unica (SBE) foram divididos em dois mixes para a realizacédo
da reacdo de SNaPshot®, de acordo com o delineamento das PCR multiplexes. As reagdes
de SNaPshot® foram realizadas com o kit multiplex SNaPshot® (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante, em um volume total de
8 ul, contendo 2,5 pl Snapshot® mix, 2,5 pl de amplicons de reacdo de PCR de multiplex
e 1 ul da mistura de primers (as concentracfes otimizadas de cada primer de base Unica
adicionado foram apresentadas nas Tabelas 1 e 2 — Apéndice). As reagfes foram
realizadas em termociclador Vereti™ 96-Well Thermal Cycler, com as seguintes
condigdes: 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 30

segundos.

Os produtos amplificados foram purificados por adi¢do de uma unidade de SAP na
reacdo de SnaPshot®. Posteriormente, esta mistura foi incubada a 37 °C durante 60
minutos, seguido de 75°C durante 15 minutos. Apds a purificagdo, uma aliquota de 0,5ul
SNaPshot® foi adicionada a 9,25 pl e de formamida Hi-Di® (Applied Biosystems) 0,25ul
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do padrdo interno de tamanho GeneScan-120® LIZ (Applied Biosystems). As reacdes
foram aquecidas a 94 °C por 3 minutos e, em seguida, as foram submetidas a eletroforese
capilar em sequenciador automético ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). Os
eletroferogramas gerados foram interpretados com o auxilio do GeneMapper Software

v4.1 (Applied Biosystems).

Analises estatisticas

As frequéncias genotipica e alélica de cada marcador foram calculadas por
contagem simples. O estudo dos efeitos dos gendtipos de cada polimorfismo sobre as
caracteristicas avaliadas foi realizado utilizando-se uma andlise de variancia atraves do
procedimento modelo linear geral (PROC GLM) do programa estatistico SAS v.9.3 (SAS
Institute, 2003). O seguinte modelo misto foi aplicado:

Yijklmn=W+ expj + tratk(exp;) + anoi(exp;) + SNPmn + €ijklmn
Onde:

Y — é o valor da variavel observada na I-ésima repeticdo, do J-ésimo experimento, com K-

ésimo tratamento, no L-ésimo ano;

u— € amédia de Y; exp; — efeito aleat6rio do J-ésimo experimento, sendo J variavel de 1 —
4,

tratc(exp;) — é o efeito aleatério do K-ésimo tratamento dentro do J-ésimo experimento,
sendo K variavel de 1 — 4;

anoji(expj) — ¢ efeito aleatorio do L-ésimo ano dentro do do J-ésimo experimento, sendo L
variavel de 1 — 2;

snpmn — € efeito fixo do N-ésimo gendtipo do M-ésimo snp, e;
€i,jkI,mn— & erro aleatorio.

Quando detectados efeitos significativos para os polimorfismos no modelo, seus
gendtipos foram submetidos a comparacdo de médias pelo teste de Tukey Kramer (P <

0,05). Procedeu-se também a andlise de correlagdo de Pearson entre os teores de &cidos
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graxos que apresentaram associacao significativa com os polimorfismos e caracteristicas

de carcaca, utilizando-se o programa estatistico SAS (SAS Institute, 2003).

2. Resultados

Os animais foram genotipados para 30 polimorfismos e suas respectivas
frequéncias genotipicas e alélicas podem ser encontradas na Tabela 2. Dentre estes, dois
SNPs (HSP90AB1 1 - rs594801080 e CAST 1 - rs602676579) foram monomorficos,
observando-se que os alelos C de rs594801080 e G de rs602676579 estavam fixados na

populacéo estudada.

Neste trabalho, a variacdo do perfil de acidos graxos foi analisada nas regifes
anatdmicas do lombo (longissimus dorsi), paleta (triceps brachii) e do pernil

(semimembranosus), sendo associada aos genotipos de quatro SNPs. (Tabela 3).

Os gendtipos de ACACA 1 (rs420069625) influenciaram a composicéo lipidica do
lombo de ovinos cruzados. Observou-se um efeito de dominancia do alelo C, pois 0s
individuos com gendtipo CC e os heterozigotos CG apresentaram uma proporcao de
C16:0 superior a encontrada para GG. A diferenca estimada entre CC e GG foi de 2,79%
e, entre CG e GG foi de 1,6%. Por consequéncia, este resultado também gerou
superioridade para o total de AGS e uma relacdo inferior de AGMI:AGS dos gendtipos
CC e CG, em comparacdo a GG.

Para 0 SNP DGAT1 1 (rs410015353), verificou-se que o homozigoto CC foi
associado com a maior proporcdo de C18:1 no lombo, bem como, maior somatorio de
AGMI e total de Acidos Graxos Desejaveis, em relagio aos demais gendtipos. Os
individuos com gendtipo CC apresentaram média superior, TC foram intermediarios e TT
obtiveram menor teor de C18:1, com diferenca estimada de 4,67% em relacdo a CC. O
mesmo comportamento pode ser observado para o total de AGMI. Quanto ao total de
Acidos Graxos Desejaveis, observou-se que a diferenca estimada entre CC e TC foi de
6,92% e entre CCe TT de 7,33%.

Os genotipos de FASN_1 (rs161102729), foram associados com a variacdo das
concentragdes de Cl18:2w6 e C18:2¢c-9 t-11 (CLA), afetando consequentemente o

somatdrio de AGPI e a relagdo AGPI:AGS. Os heterozigotos AC foram significativamente
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superiores ao genotipo CC, em todas as associa¢@es encontradas. A diferenca entre 0s

gendtipos no teor de CLA e no total de AGPI foi de 1,58% e 1,73%, respectivamente.

Por sua vez, o genétipo TT do polimorfismo GHR_1 (rs161146164) apresentou
reducdo nas concentracdes de C18:0, aumento do teor de C18:1 e melhoria da relacéo
AGMI:AGS no pernil dos cordeiros. Os animais TT obtiveram concentracdes superiores
de C18:1, diferenciando em 5,84% das proporgdes encontradas em TG. Em contraste, TT
foi associado a reducgéo de 2,4% nas proporg¢des C18:0, quando comparado a TG.

Além disso, por meio da correlacdo de Pearson observou-se que C18:0 e C18:1
possuem um coeficiente de correlagdo de -0,86 no pernil (Tabela 4). Os teores de C18:0 e
C18:1 no pernil apresentaram correlagfes significativas com os dados disponiveis
referentes a carcaca dos animais. Foi verificado que a proporcdo de C18:1 estava
correlacionada positivamente com o peso de abate, peso de carcaca quente, peso de
carcaga fria, AOL e EGS. Por sua vez, os teores C18:0 foram correlacionados

negativamente com todas estas variaveis.

3. Discussao

Polimorfismos em 23 genes diferentes foram selecionados com base em suas
descrigdes funcionais observadas na literatura, considerando tanto a participagdo no
metabolismo lipidico (biossintese, transporte e dessaturacdo) e energético, quanto na
regulacdo do crescimento corporal, formacdo de tecidos e metabolismo celular. Existem
poucos estudos de associacdo de SNPs em genes candidatos com o perfil lipidico da carne
ovina, ocorrendo que, grande parte da literatura estd voltada para avaliacdo dos

polimorfismos na variacdo da composicao de acidos graxos do leite de ovinos.

Entre os quatro genes que apresentaram associagdes significativas com as
caracteristicas analisadas neste trabalho, ACACA, DGAT1, e FASN estdo diretamente
envolvidos na sintese de lipidios. O gene ACACA esta localizado no cromossomo 11 de
ovinos e codifica a acetil-CoA carboxilase o, uma enzima que catalisa a biossintese de
acidos graxos de cadeia longa (SINGH et al., 2018). Polimorfismos identificados neste
gene influenciaram a composi¢do de lipidios do musculo longissimus em seis ragas

diferentes de bovinos (ZHANG et al., 2010). Em ovinos, varios estudos demonstraram a
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influéncia do gene ACACA na composicdo de &cidos graxos da gordura leite, o
relacionado principalmente com os teores de saturados (MOIOLI et al., 2007; GARCIA-
FERNADEZ et al., 2010; SINGH et al., 2018; SINGH et al., 2019).

A enzima diacilglicerol aciltransferase 1, codificada pelo gene DGAT1, media a
etapa final da sintese de triglicerideos, utilizando diacilglicerol e acil-CoA como
substratos (ESTEVES et al., 2019). Este gene esta localizado no cromossomo 9 de ovinos,
sendo expresso em muitos tecidos, mas predominantemente no tecido adiposo, figado e no
intestino delgado (BAYRAM et al., 2018). A sintese de triglicerideos é essencial no tecido
adiposo para armazenamento de energia, no figado para producdo de lipoproteinas e
intestinos para absor¢do de gordura na dieta (YU & GINSBERG, 2004). O gene DGAT1
tem sido associado principalmente com as caracteristicas relacionadas a deposicdo de
gordura na carne. Observa-se que diferentes polimorfismos de DGAT1 avaliados em
ovinos, foram associados com aumento do peso Vvivo, espessura de gordura, proporcao de
gordura intramuscular e subcutédnea na carcaga (XU et al., 2009; MOHAMMADI et al.,
2013; ARMSTRONG et al., 2018).

O gene FASN codifica a &cido graxo sintase, que se refere a um complexo
enzimatico que catalisa a sintese de novo de &cidos graxos de cadeia longa nas células e
esta localizado no cromossomo 11 de ovinos (RAZA et al.,, 2018). Estas enzimas
participam da formacédo de &cidos graxos a partir da condensacdo sequencial moléculas de
malonil-CoA ao acetil-CoA, dando continuidade ao processo de biossintese iniciado pela
enzima acetil-CoA carboxilase a (ROY et al., 2006). Véarios autores relataram os efeitos
desse gene nas caracteristicas relacionadas a gordura na carne e no leite de bovinos (ROY
et al., 2006; ZHANG et al., 2008; ABE et al., 2009; MAURIC et al., 2019). Na espécie
ovina, os trabalhos estdo concentrados na elucidacdo da contribuicdo do gene FASN na
variacdo do perfil lipidico no leite, onde observou-se que o gene influencia a proporcao de
acidos graxos saturados de cadeia curta, como C12:0 e C14:0, além do monoinsturado
C18:1 (SCHENNINK ET AL., 2009; CRISA et al, 2010; SZTANKOOVA et al., 2018)

Além destes, verificou-se associacbes com o gene do receptor do horménio do
crescimento (GHR), que pertence a um grupo de genes codificam os hormoénios e 0s
receptores do eixo somatotropico, desempenhando um papel fundamental na fisiologia do
crescimento de mamiferos (BAHRAMI et al.,, 2013). O GHR é um regulador do

crescimento e, assim como hormonio do crescimento, tém efeitos importantes no
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metabolismo de proteinas e lipidios (DETTORI et al., 2018). Em ovinos, polimorfismos
do gene GHR foram associados a deposicao de gordura na carcaca para animais de corte,
bem como as caracteristicas produtivas do leite, como contetido de gordura e composi¢do
lipidica (CRISA et al, 2010; ARMSTRONG et al., 2018; DETTORI et al., 2018).

Associacdes significativas do polimorfismo do gene ACACA

Os gendtipos CC e CG do polimorfismo ACACA_1 (rs420069625) foram
relacionados a maiores propor¢des de C16:0 e do total de AGS no lombo. Esta associacéo
é plalusivel baseando-se na funcdo bioldgica da enzima, pois 0 complexo enzimatico
acetil-CoA carboxilase o € um sistema situado no citosol que catalisa a carboxilagdo do
acetil-CoA para formar malonil-CoA, que seré o substrato para a sintese principalmente de
C16:0 (GERLANDO et al., 2017).

Outro ponto que deve ser destacado € que os genotipos de ACACA 1
(rs420069625) influenciaram as relagdes AGMI:AGS. Neste caso, 0s animais GG
obtiveram a melhor relacdo, por apresentarem quantidades menores de AGS. Este
resultado ¢é desejavel, pois acidos graxos saturados sdo considerados hipercolesterolémicos
e, por consequéncia, 0 seu consumo excessivo pode aumentar o fator de risco a doencas
cardiovasculares (DECKER & PARK, 2010).

Levando-se em consideracdo que o polimorfismo ACACA 1 (rs420069625) é uma
mutacdo sinbnima de C>G, é possivel que substituicdo tenha levado a reducdo na
atividade enzimatica de acetil-CoA carboxilase o, diminuindo consequentemente, a
porcentagem de C16:0 biosintetizada em animais GG. Isto porque, mutacdes sindbnimas,
mesmo ndo mudando a sequéncia de aminoacidos na proteina codificada, podem alterar a
molécula de RNA e afetar sua estabilidade, o que resultaria em alteracdo ou reducdo da
expressdo e funcdo das proteinas, podendo assim, influenciar diretamente os tracos
fenotipicos de um individuo (SAUNA et al., 2007).

Associagdes significativas do polimorfismo do gene DGAT1

O polimorfismo DGAT1 1 (rs410015353) foi associado com a variagdo na
proporcdo de C18:1 analisado no lombo. E conhecido que a maior parte do C18:0

absorvido pelos ruminantes é convertido em C18:1 pela agdo enddgena da enzima
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estearoil-CoA dessaturase, que catalisa a insercdo de uma dupla ligacdo (cis) entre os
carbonos nas posicoes 9 e 10 de diferentes acidos graxos saturados, transformando-os em
insaturados (MIYAZAKI & NTAMBI, 2003). Durante o crescimento, ovinos apresentam
maior atividade enzimética de dessaturacdo nos adipocitos que outras espécies, isso faz
com gue carne ovina tenha altos teores de C18:1 (DHIMAN et al., 2005).

Em um levantamento na literatura, foram encontrados diferentes estudos relatando
a relagdo de DGAT1 e 2 com os indices de dessaturacdo de acidos graxos na carne e no
leite de ruminantes. Estes indices sdo calculados para se obter uma estimativa direta da
atividade das enzimas na insaturacdo endogena de acidos graxos. Em vacas holandesas, o
polimorfismo K232A de DGAT1 foi associado a maior proporcao de C18:1 e maior indice
de dessaturacdo de C18:0 no leite (SCHENNINK et al., 2008; DUCHEMIN et al., 2013).
Por sua vez, um polimorfismo identificado no gene DGAT2 foi relacionado ao maior
indice de dessaturacdo de C18:0 no longissimus lombar de ovinos cruzados (ESTEVES et
al., 2019).

Pesquisas sugerem que a atividade das aciltransferases na formacdo de
triacilglicer6is é mediada pela disponibilidade de substrato, podendo utilizar
preferencialmente os monoinsaturados, assim como o C18:1 (MISTRY & MEDRANO,
2002; DUCHEMIN et al., 2013). Portanto, € plausivel sugerir que animais com gendtipo
CC apresentem maior atividade enzimatica das diacilglicerol aciltransferases 1, exigindo o
aumento da dessaturacdo de C18:0, com o intuito de suprir a quantidade necessaria de

C18:1 para a formacao dos triglicerideos.

Em consequéncia a elevacdo de C18:1 no lombo de animais CC, houve um
aumento favoravel no total de AGMI. Existem evidéncias convincentes de que a
substituicdo na ingestdo de AGS (C12:0 a C16:0) pelos AGMI na alimentacdo humana,
leva a melhoria da relagdo HDL/LDL e reducdo do LDL-colesterol no sangue, porém, com
um efeito inferior aos exercidos pelos AGPI (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2008). Além disso, o genétipo CC também afetou positivamente o indice de Acidos
Graxos Desejaveis, dado pela soma de todos os acidos graxos poli e monoinsaturados
mais o C18:0, que apesar de ser um acido graxo saturado, tem efeito neutro na alteragédo
do nivel de colesterol sanguineo (SIRI-TARINO et al., 2010).
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Associacdes significativas do polimorfismo do gene FASN

Os individuos heterozigotos AC do SNP FASN_1 (rs161102729) apresentaram
médias superiores de C18:2 w6 e seu isbmero C18:2 c¢-9 t-11 (CLA) no lombo, quando
comparados ao génotipo CC. Um efeito semelhante foi encontrado na avaliacdo de
hapldtipos do gene FASN em ovinos cruzados, os quais foram associados com a variacéo
no conteudo de C18:2w6 no longissimus (ESTEVES et al., 2019). Dessa forma, é
interessante destacar que, entre os diferentes os masculos esqueléticos, foi comprovado
que o musculo longissimus dorsi apresenta a maior expressdo de FASN (BHUIYAN et al.,
2009).

As associacles encontradas para 0s animais com genotipo AC sdo altamente
desejaveis, pois 0 aumento dos teores de C18:2 w6 e CLA, elevaram o total de AGPI e
melhoraram a relacdo AGPI:AGS. Existem evidéncias convincentes de que a substituicdo
de AGS por AGPI, diminui o risco da ocorréncia doengas coronarianas em humanos e que
ingestdo de AGPI esta ligada a prevencdo da diabetes e de outras doencas metabolicas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008). Em especial, o CLA tem chamado
atencdo, primeiramente, por seus efeitos benéficos a satde humana e, em segundo lugar,
pelo fato de a carne de ruminantes possuir concentragdes superiores a de ndo ruminantes.
Neste sentido, destaca-se a carne ovina, contendo uma quantidade de CLA de 2 a 4 vezes
maior que a carne bovina (SCHMID et al., 2006).

Diante disto, constata-se que substituicdo alélica C>A do SNP rs161102729
apresentou um efeito favoravel na composicdo de &cidos graxos poliinsaturados. No
entanto, essa associa¢do constrasta com a funcdo biologica da enzima, que catalisa o
alongamento da cadeia de acidos graxos saturados, para formar principalmente C16:0 e
C18:0 (ZHANG et al., 2008). Embora haja um resultado recente, semelhante ao
encontrado neste trabalho, uma série de estudos anteriores, conduzidos em bovinos, citam
os polimorfismos de FASN sendo relacionados as variages nas proporgdes de C16:0,
C18:0 e C18:1 (ZHANG et al.,, 2008; ABE et al.,, 2009; BHUIYAN et al., 2009;
MATSUHASHI et al., 2011; YOKOTA et al., 2012).

Algumas hipoteses podem levantadas para explicar estas discrepancias: 1)
participacdo do gene FASN em uma rede genética ainda ndo elucidada; 2) ligacdo de
FASN_1 (rs161102729) com outro polimorfismo ainda né&o identificado, atuando sobre

estas caracteristicas na populacdo de ovinos avaliada, devido a um efeito de epistasia.
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Portanto, sdo necessarios mais estudos para validar as relacfes aqui encontradas, visando a

compreensdo de qual efeito esta associado a estes resultados.
Associagdes significativas do polimorfismo do gene GHR

Os genotipos do polimorfismo GHR_1 (rs161146164) apresentaram influéncia
sobre as médias de C18:0 e C18:1 de maneira inversamente proporcional, sendo
constatado que estes dois acidos graxos estavam correlacionados negativamente no pernil

dos cordeiros.

Mais uma vez, o efeito observado parece estar ligado ao papel das enzimas
dessaturases, pois 0s &cidos graxos saturados sdo seus substratos na biossintese de
monoinsaturados no citosol, fabricados para manter a fluidez das membranas celulares
(MIYAZAKI & NTAMBI, 2003). Isto elucidaria o aumento nas concentracfes de C18:1 e
a consequente reducdo de C18:0, observado nos animais com gendtipo TT. Utilizando o
indice de dessaturacdo de C18:0 dado pela equacdo: ID C18:0 = [produto
insaturado/(substrato saturado + produto insaturado)], descrito por Schennink et al.
(2008), foi possivel constatar que a atividade de dessaturacdo foi realmente alta no pernil,
sendo que o genotipo TT foi 6% superior a TG (TT: 0,76 vs. TG: 0,70).

Esta influéncia de GHR_1 (rs161146164) sobre a composi¢do de acidos C18:0 e
C18:1 graxos pode estar ligada ao efeito que o gene exerce sobre o crescimento, ganho de
peso e o peso de carcaca (HALE et al., 2000; SHERMAN et al., 2008; VALEH et al.,
2009). Verificou-se que as propor¢des de C18:1 no pernil estdo correlacionadas de
forma positiva com o aumento dos pesos de carcaca e com maiores valores de AOL e
EGS, medidas relacionadas a musculosidade e deposicdo de gordura na carcacga. Por sua

vez, os teores C18:0 foram correlacionados negativamente com todas estas variaveis.

Estes fatos podem ser explicados pela relagdo existente entre o aumento da
maturidade fisiologica e do peso dos ovinos com a redugdo dos niveis de acidos graxos
saturados no musculo, devido ao aumento na atividade enzimatica de dessaturagdo nos

tecidos, promovendo maior producdo de C18:1 em relacdo a C18:0 (COSTA et al., 2008).

Portanto, em virtude em inumeros efeitos bioldgicos do gene GHR relacionados ao

crescimento e ao desenvolvimento pds-natal no tecido muscular e adiposo, € concebivel
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que sejam em encontradas variacfes no perfil de &cidos graxos na carne de ovinos em

funcéo de seus gendtipos.

Por fim, destaca-se que a elevagdo da proporcdo de C18:1 no pernil para o
gendtipo TT de GHR_1 (rs161146164), também acarretou em aumento do total de AGMI
e uma melhor relacdo AGMI:AGS. Apesar de C18:1 apresentar um efeito moderado na
elevacdo dos niveis de colesterol sanguineo, o relatorio divulgado pela World Health
Organization / FAO (2008) destaca que nao ha evidéncias suficientes da relacdo do
consumo de AGMI com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares ou cancer.
Além disso, a organizacdo reporta que a substituicdo de carboidratos por AGMI melhora

a sensibilidade a insulina, diminuindo o risco de diabetes.

Neste estudo, ndo foram detectadas a associa¢fes dos SNPs de SCD1 e FAPB3
com a composicdo de acidos graxos, embora essas relacdes fossem esperadas devido as
descricdes das fungdes biologicas destas enzimas. O gene SCD1 codifica a enzima
estaroil-CoA desstaurase, que catalisa a biossintese de monoinsaturados (MIYAZAKI &
NTAMBI, 2003). Algumas das associacdes encontradas possivelmente tém ligacdo com
a atividade desta enzima nos tecidos animais, entretanto, os genétipos do polimorfismo
SCD1_1 (rs41242981) ndo influenciaram o perfil lipidico em nenhum dos cortes. O
SNP selecionado para este trabalho, foi identificado e associado anteriormente com a
variacdo na composicdo de acidos graxos no leite da raca ibérica Churra. E possivel que
para o grupo de animais aqui avaliados, o polimorfismo selecionado ndo apresente as

mesmas relacdes com a composicao de acidos graxos observados nas ragas leiteiras.

Por sua vez, o gene FABP3, em estudos anteriores, teve seus polimorfismos
associados com a deposicdo de gordura subcuténea e intramuscular na carne ovina e
bovina (CHO et al., 2008; GUO et al., 2014), mas foi pouco relacionado com a
composicdo de &cidos graxos da carne. A proteina de ligacdo de acidos graxos do
coracdo, codificada pelo gene FABP3, esta envolvida no processo de transporte de
lipidios, a fim de regular sua concentragdo (CALVO et al., 2004), sendo assim, €
concebivel que seus efeitos estejam mais ligados a processos quantitativos no tecido

adiposo, do que associados ao perfil qualitativo da gordura.

Ademais, ndo foi verificada influéncia de nenhum SNP no perfil de lipidios da
paleta. Entre os trés cortes a avaliados, a paleta € o que possui menor proporcdo de
gordura entre o musculo (PINHEIRO et al., 2007). Como as avalia¢des do perfil lipidico
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foram realizadas em amostras de tecido muscular, este fato pode ter levado a falta de
variabilidade entre os animais, sendo possivelmente os &cidos graxos provenientes dos

fosfolipidios das membranas celulares a maior fonte lipidica nesse corte.

4, Conclusao

Os resultados do presente estudo demonstraram que os polimorfismos de DNA nos
genes relacionados ao metabolismo lipidico (ACACA, DGATL1 e FASN) e ao crescimento
corporal (GHR) estdo associados com a variacdo da composicdo de acidos graxos nos
cortes do lombo e pernil, contribuindo assim, para uma maior compreensdo da base

genética dessas caracteristicas na carne de ovinos.

As associacOes encontradas podem ser consideradas favoraveis a saide humana e
possuem o potencial para moldar de forma positiva o perfil de acidos graxos na carne de
cordeiros. O polimorfismo ACACA 1 (rs420069625) teve efeito sobre a reducdo da
propor¢cdo AGS no lombo. Por sua vez, os SNPs DGAT1 1 (rs410015353) e GHR_1
(rs161146164) apresentaram influéncia sobre o aumento das propor¢des de AGMI nos
cortes do lombo e pernil. Houve ainda, a associagdo do polimorfismo FASN_1
(rs161102729) com o aumento das proporcdes AGPI no lombo, incluindo o CLA. Estes
resultados sdo altamente desejaveis, devido aos efeitos benéficos que podem trazer para os

consumidores.

Neste sentido, esses dados podem colaborar em programas de melhoramento
genético de ovinos que tenham o objetivo de produzir carne com um perfil de &cidos

graxos mais saudavel.
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Tabela 1. Numero de observagdes para cada acido graxo avaliado, média das concentragdes
dos &cidos graxos medidos nos musculos Longissimus dorsi, Triceps brachii e
Semimembranosus e seus respectivos desvios padrdes e coeficientes de variacao.

Variaveis n Média Desvlo CVo%e
Padréo

Lombo (Longissimus dorsi)

C10:0 (Céprico) 94 0,11 0,03 24,53
C12:0 (LAurico) 94 0,10 0,05 41,80
C14:0 (Miristico) 94 1,80 0,49 22,62
C16:0 (Palmitico) 94 22,64 3,56 13,42
C18:0 (Esteéarico) 94 15,69 2,30 13,43
C16:1 (Palmitoleico) 94 1,42 0,27 18,37
C18:1 (Oleico) 94 52,78 5,21 8,60
C18:2w6 (Linoleico) 94 4,43 1,52 33,26
C18:2¢-9 t-11(CLA)! 94 0,70 0,29 33,70
AGS? 94 40,92 3,62 7,64
AGMI® 94 54,20 5,25 8,54
AGPI* 94 5,12 1,58 30,47
Relacdo AGI:AGS 94 1,45 0,20 11,68
Relacdo AGMI:AGS 94 1,34 0,26 17,47
Relacdo AGPI:AGS 94 0,12 0,03 27,47
Total de 4cidos graxos desejaveis* 94 74,83 6,33 7,47
Paleta (Triceps brachii)

C10:0 (Caprico) 69 0,10 0,06 3,67
C12:0 (LAurico) 69 0,13 0,13 35,39
C14:0 (Miristico) 69 1,79 0,99 36,11
C16:0 (Palmitico) 69 19,54 2,69 11,00
C18:0 (Esteérico) 69 15,47 3,18 13,88
C16:1 (Palmitoleico) 69 1,20 0,26 21,12
C18:1 (Oleico) 69 54,81 6,79 5,49
C18:2w6 (Linoleico) 69 5,29 2,72 5,97
C18:2¢-9 t-11(CLA)! 69 0,88 0,28 33,25
AGS? 69 37,86 5,85 30,89
AGMI® 69 55,65 7,30 38,18
AGPI* 69 6,17 2,79 13,53
AGI:AGS 69 1,69 0,39 12,13
AGMI:AGS 69 1,52 0,38 13,01
AGPI:AGS 69 0,17 0,08 44,70
Total de 4cidos graxos desejaveis* 69 74,89 7,12 3,47
Pernil (Semimembranosus)

C10:0 (Céprico) 63 0,09 0,04 28,39
C12:0 (LA&urico) 63 0,13 0,13 29,28
C14:0 (Miristico) 63 1,82 0,96 33,70
C16:0 (Palmitico) 63 19,75 2,56 20,10
C18:0 (Esteérico) 63 16,00 2,74 9,76
C16:1 (Palmitoleico) 63 1,17 0,31 12,59
C18:1 (Oleico) 63 53,57 5,88 25,73
C18:2w6 (Linoleico) 63 5,77 2,26 35,31
C18:2¢-9 t-11(CLA)! 63 0,91 0,23 25,80
AGS? 63 38,55 5,28 7,48
AGMI? 63 54,44 6,37 5,54
AGPI* 63 6,68 2,27 30,44
AGI:AGS 63 1,63 0,33 11,65
AGMI:AGS 63 1,45 0,32 11,32
AGPI:AGS 63 0,18 0,06 33,39
Acidos graxos desejaveis* 63 77,12 3,98 2,92

1CLA, Acido Linoleico Conjugado; 2AGS = (C10:0 + C12:0 + C14:0 + C16:0 + C18:0); 3AGMI = (C16:1 + C18:1); “AGPI=
(C18:2 + CLA); 5Acidos Graxos Desejaveis = (C18:0 + AGMI + AGPI)
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Tabela 2. Identificacdo/nimero de depdsito, SNP e suas respectivas frequéncias genotipicas e
alélicas em uma populacéo de ovinos cruzados.*

Frequéncia

Identificacdo/numero de depésito SNP Gendtipo Genotipica Alelo Freqguéncia Alélica

ACACA_1 (rs420069625) C>G cC 0,27 C 0,33
CG 0,13 G 0,67
GG 0,60

ADRB3_1 (9.31849799 G>C) G>C cc 0,09 [ 0,55
CG 0,91 G 0,45
GG .

ATP1A1_1 (rs599122362) C>T TT . T 0,07
TC 0,14 C 0,93
cC 0,86

CAPN_1 (rs160945933) A>G AA 0,59 A 0,77
AG 0,35 G 0,23
GG 0,06

CAPN_2 (rs428593688) T>C TT 0,15 T 0,59
TC 0,51 C 0,41
CcC 0,47

CAPN_3 (rs160945890) C>G cc . C 0,27
CG 0,38 G 0,73
GG 0,54

CAST_2 (rs602676579) G>C cC . C 0,07
GC 0,14 G 0,93
GG 0,86

CAST_3 (rs421224227) A>G AA 0,18 T 0,59
AG 0,82 C 0,41
GG .

CTSB_1 (rs161888250) C>T TT . T 0,07
TC 0,15 C 0,93
cc 0,85

DGAT_1 (rs410015353) c>T TT 0,37 T 0,62
TC 0,50 C 0,38
cc 0,13

EDGL_1 (rs590871285) G>C cc 0,33 C 0,58
CG 0,50 G 0,42
GG 0,17

EDGL_2 (rs159669780) T>C TT 0,31 T 0,66
TC 0,69 C 0,34
CcC .

FABP3_1 (g.235142245 A>G) ASG AA 0,18 A 0,59
AG 0,82 G 0,41
GG .

FASN_1 ( rs161102729) C>A AA . C 0,88
AC 0,25 G 0,12
cc 0,75

GDF8_1 (rs119102826) T>C TT 0,04 T 0,74
TC 0,40 C 0,26
CcC 0,56

GH_1 (rs397514102) C>T cc 0,38 C 0,69
TC 0,62 T 0,31
1T .

GHR_1 (rs161146164) T>G TT 0,81 T 0,91
TG 0,19 G 0,09
GG .

GHR_2 (g.31833147 C>A) C>A AA 0,07 A 0,54
AC 0,93 C 0,46
CcC .

GHRL_1 (rs428757090) ASG AA 0,34 A 0,57
AG 0,46 G 0,43
GG 0,20

HSPB8_1 (rs160860233) c>T 1T . T 0,03
TC 0,14 C 0,93
cc 0,86

IGF1_1 (rs159876393) A>G AA 0,55 A 0,74
AG 0,38 G 0,26
GG 0,07

LEP_1 (rs424488761) c>T TT . T 0,03
TC 0,05 C 0,97
CcC 0,95

LOX_2 (rs398830232) C>T TT 0,95 T 0,93
TC 0,05 C 0,07
CcC .

MC1R_1 (rs409651063) G>A AA . A 0,09
AG 0,18 G 0,91
GG 0,82

MC1R_2 (rs160910030) G>A AA 0,31 A 0,23
AG 0,08 G 0,77
GG 0,61

MEG (rs10721184) T>G GG 0,35 T 0,38
TG 0,13 G 0,68
1T 0,52

SCD1_1 (rs41242981) G>T GG 0,77 T 0,11
TG 0,23 G 0,89
1T .

UCP2_1 (rs160723758) T>C TT 0,54 T 0,60
TC 0,11 C 0,40
CcC 0,35

1HSP90AB1_1 (rs594801080) e CAST_1 (rs602676579) foram monomorficos.
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Tabela 3. Média dos quadrados minimos dos genotipos, desvio-padréo e P-value dos SNPs que apresentaram associacdes significativas com a
composic¢do de acidos graxos nos muasculos Longissimus dorsi, Triceps brachii e Semimembranosus em ovinos.

SNP Médias dos Genotipos? P-value

Variavel ACACA 1 (rs420069625)

CC CG GG
Lombo (Longissimus dorsi)
C16:0 24,49a +0,54 23,30a 0,74 21,70b £0,90 0,0149
Total de AGS 42,37a +0,57 41,27a +0,77 39,99b £0,94 0,0431
AGMI:AGS 1,23b +0,04 1,29b +0,05 1,41a 0,07 0,0410

DGAT1 1 (rs410015353)

TT TC CcC
Lombo (Longissimus dorsi)
C18:109 50,88b +£1,83 51,60ab +0,83 55,55a +50,88 0,0453
Total de AGMI 52,31b +1,86 53,06ab +0,85 57,11a +0,72 0,0451
Total de acidos graxos desejaveis 72,46b +2 17 72,87b £1,00 79,792 £0,84 0,0059

FASN 1 (rs161102729)

AA AC CC
Lombo (Longissimus dorsi)
C18:206 5,92a +1,19 4,34b +0,58 0,0049
CLA 0,72a +0,05 0,55b £0,02 0,0190
Total de AGPI 6,62a +0,39 4,89b +0,18 0,0002
AGPI:AGS 0,14a +0,09 0,11b +0,04 0,0049

GHR_1 (rs161146164)

1T TG GG
Pernil (Semimembranosus)
C18:0 16,46b + 0,93 18,86a + 0,88 0,0209
C18:109 52,01a+ 1,20 46,17b £ 1,13 <,0001
Total de AGMI 52,39a+ 1,48 46,51b + 1,46 <,0001
AGMI:AGS 1,34a+ 0,01 1,16b +0,01 0,0443

!Médias na mesma linha, seguidas de letras diferentes diferem entre si, a P < 0,05.
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Tabela 4. Coeficientes de Correlacdo de Pearson realizado entre os acidos graxos que apresentaram associados significativamente aos
polimorfismos e caracteristicas avaliadas na carcaga de ovinos cruzados.

C16:0 C18:1 CLA C18:0 C18:1 PA! PCQ? PCF® AOL* EGS®
Lombo Lombo Lombo Pernil Pernil

C16:0 Lombo

C18:1 Lombo -0,43*

CLA Lombo -0,34* 0,45*

C18:0 Pernil 0,06 ™ -0,37™ -0,23™

C18:1 Pernil -0,34 M 0,51* 0,19 -0,86***

PA! -0,14 0,17 ™ 0,05M™ -0,48 *** 0,61 ***

PCQ? -0,07 ™ 0,07 -0,01m™ -0,49 *** 0,62 ***  0,95***

PCF3 -0,10™ 0,11m 0,01m -0,49 *** 0,63 *** 0,95*** 0,99***

AOL* -0,14 ™ 0,03™ 0,16 ™ -0,46 *** 0,55 ***  0,67*** 0,65*** 0,67***

EGS® -0,09 ™ 0,01™ 0,27 ™ -0,44 *** (0,62 ***  (0,48*%** 0,42*** 0,42*%** 0,36***

PA: Peso de abate; PCQ: Peso de carcaca quente; PCF:

"s: ndo significativo; *** P < 0,0001; * P < 0,05.

Peso de carcaca fria; AOL: Area de olho de lombo; EGS: espessura de gordura subcutanea.
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ASSOCIACAO DE POLIMORFISMO DOS GENES ATP1A1, GDF8, GHRL e LEP
COM CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO EM OVINOS

Resumo

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo de associacdo entre polimorfismos
identificados em 13 genes candidatos com caracteristicas de crescimento em ovinos. Para 0s
estudos de associacdo foram utilizadas as informacfes sobre peso ao nascer, peso a desmama,
peso de abate, ganho médio diario (GMD) pré e p6s-desmame, de 236 ovinos cruzados %2 Texel
X Y2 SRD e pertencentes ao grupamento genético Pantaneiro. Os animais foram genotipados
para 15 SNPs selecionados em 13 genes diferentes. O SNP localizado no gene LEP foi
associado com o peso ao nascer de cordeiros. Os polimorfismos nos genes ATP1Al e GDF8
influenciaram o peso a desmama dos animais, sendo que este Ultimo foi associado também com
0 GMD pré-desmama. Por sua vez, os genotipos do polimorfismo no gene GHRL foram
relacionados peso ao abate. Esses dados tém o potencial para colaborar de forma positiva no

melhoramento genético de caracteristicas de crescimento em ovinos de corte.

Palavras-chave: leptina, grelina, miostatina, ganho de peso, peso a desmama, peso ao nascer
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POLYMORPHISM ASSOCIATION OF GENES ATP1A1, GDF8, GHRL and LEP WITH
GROWTH TRAITS IN SHEEP

Abstract

The objective of this work was to conduct an association study between polymorphisms
identified in 13 genes selected for their participation in growth regulation, muscle mass, fat
deposition and adaptability with growth traits in sheep. For the association studies, it was used
information on birth weight, weaning weight, slaughter weight, pre and post-weaning ADG, of
236 Y2 Texel x ¥2 NDB crossbreed sheep and belonging to the Pantaneiro genetic group. The
animals were genotyped for 15 SNPs selected in 13 different genes. The SNP LEP_1
(rs424488761) was associated with birth weight of the lambs. The polymorphisms ATP1A1 1
(rs599122362) and GDF8 1 (rs119102826) influenced the animals’ weaning weight, the latter
being also associated with pre-weaning ADG. Nevertheless, the genotypes of GHRL_1
(rs428757090) were related to the slaughter weight. These data have the potential to contribute

to the genetic improvement of growth traits in beef sheep.

Keywords: leptin, ghrelin, myostatin, weight gain, weaning weight, birth weight
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1. Introducéo

Um sistema eficiente de producdo de carne ovina, entre outros fatores, é reflexo da
escolha de gendtipos adequados, do potencial de crescimento dos cordeiros, do manejo
alimentar, da eficiéncia reprodutiva e do rendimento em carne (PILAR et al., 2000). Nesse
sentido, as estratégias de melhoramento genético das caracteristicas de crescimento, aliadas ao
manejo nutricional e sanitario podem maximizar o desempenho zootécnico dos animais e elevar

os indices produtivos, favorecendo o abate mais precoce e com maior retorno econémico.

Nos proximos anos, ndo ha davida de que a pesquisa e inovacdo desempenhardo um
papel fundamental no aumento da produtividade alimentar. Dessa forma, é provavel que a
cadeia produtiva de ovinos tenha que enfrentar dois principais desafios: o primeiro, elevar a
producdo e a eficiéncia, contemplando concomitantemente a diferenciacdo do produto e
agregacao de valor; e o segundo, aumentar a velocidade da adocdo de tecnologias para

competir de forma mais equiparada com as demais carnes (MONTOSSI et al., 2013).

As pesquisas tém se concentrado em metodologias mais eficientes para incorporar 0s
dados gerados por marcadores moleculares em programas de melhoramento genético
(MONTOSSI et al., 2013). A utilizacdo dessas informacdes moleculares no melhoramento de
ovinos, pode contribuir positivamente por meio do aumento da acurécia na predicao dos valores
genéticos, aumento da intensidade de selecéo e pela reducdo do intervalo de geragdes (LOBO
& LOBO, 2007).

Novas informacgdes foram geradas a partir do estudo de marcadores em genes que
participam de eixos hormonais relacionados ao metabolismo intermediario e aos processos do
crescimento animal. Os genes envolvidos no eixo somatotrépico, por exemplo, demonstraram
influéncia na variacdo genética do desenvolvimento ponderal e caracteristicas de crescimento
entre os individuos (MORADIAN et al., 2013).

Em ovinos, alguns exemplos podem ser destacados como os polimorfismos
identificados no gene do horménio do crescimento (GH) foram relacionados ao peso de
nascimento, peso a desmama e peso corporal as 6, 9 e 12 meses (MORADIAN et al., 2013); no
gene do receptor do hormdnio do crescimento (GHR) foram associados ao ganho médio diario
do nascimento a desmama (VALEH et al., 2007); e, por sua vez, no gene da leptina (LEP)
foram associados ao peso a desmama e ganho médio diario pés-desmama (TAHMOORESPUR
et al.,, 2010; HAJIHOSSEINLO et al.,2012; SHOJAEI et al., 2011) e peso aos 12 meses
(SHOJAEI et al., 2011).
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Apesar dos avangos obtidos, as caracteristicas de crescimento sdo complexas e
resultam da acdo poligénica, portanto € possivel a que contribuicdo de muitos polimorfismos

em diferentes genes ainda néo tenha sido estudada.

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi realizar um estudo de associacdo entre
polimorfismos identificados em genes candidatos com caracteristicas de crescimento em

ovinos.

2. Material e Métodos

Animais, coleta de amostras e dados fenotipicos

Foram coletadas amostras bioldgicas e dados fenotipicos 236 ovinos, sendo 139 machos
e fémeas oriundos do cruzamento % Texel x %2 SRD com idade entre 6 e 7 meses, pertencentes
a Fazenda Unido, localizada no municipio de Sidrolandia, MS. Os machos eram confinados
ap6s o desmame, recebendo dieta a base de milho e aveia em grdo, farelo de soja e milho
triturado e as fémeas permaneciam em pastagens de Brachiaria brizantha cv. Marandu,
recebendo suplementacdo mineral. Foi realizada a coleta de amostras de sangue por via
endovenosa, utilizando tubos a vacuo (Vaccutainer) contendo K3 EDTA a 15%, para a extracdo
de DNA. De acordo com o registro de cada animal, foram obtidas as informagdes referentes ao
desempenho zootécnico: pesos ao nascer, peso a desmama e, posteriormente, o peso de abate.
O ganho médio diario (GMD) pré-desmame foi obtido pela a diferenca entre peso ao desmame
e peso ao nascer dividido pela idade em dias (g/dia). De forma semelhante, o0 ganho médio
diario (GMD) pbs-desmame, foi obtido pela a diferenca entre peso de abate e peso ao desmame
divido pelo intervalo em dias (g/dia).

Os demais 97 animais, eram fémeas do grupamento genético Pantaneiro, com idades
entre 6 e 12 meses, oriundas da Fazenda Modelo da Embrapa Gado de Corte, localizada no
municipio de Terenos, MS. Estes animais eram mantidos sob pastagem Brachiaria brizantha
cv. Marandu e suplementagdo mineral. Tambeém foram coletadas amostras de sangue para
extracdo de DNA e, de acordo com registro de cada fémea, obtidas as informacdes referentes
a0s Seus pesos ao nascer e peso a desmama, sendo calculado 0 GMD pés-desmame. O ndmero
de observacbes de cada caracteristica, as medias e seus respectivos desvios-padrdo e

coeficientes de variacdo estdo apresentados na Tabela 1.
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Extracéo de DNA

O DNA foi extraido no Laboratério de Genémica e Melhoramento Animal (GEMA), da
Embrapa Gado de Corte, MS, a partir de leucdécitos, seguindo o protocolo de Regitano &
Coutinho (2001). A integridade e a concentracdo das amostras de DNA foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose (0,8%) e espectrofotometria em aparelho NanoDrop (Thermo
Scientific ND 1000).

Selecé@o dos SNPs

Foram selecionados 15 SNPs em 13 genes candidatos associados previamente a
regulacdo do crescimento, musculosidade, deposicdo de gordura e adaptabilidade bovinos e
ovinos (Tabela 2 - Apéndice), a partir do sequenciamento de pools génicos de quatro racas
ovinas: lle de France, Suffolk, Santa Inés e Pantaneira. Cada pool racial continha DNA de 10

individuos.

Os SNPs genotipados para associa¢do com dados fenotipicos foram: g.31849799 G>C -
sem depdsito (ADRB3 — B-adrenergic receptor); rs599122362 (ATP1Al - Na*K* ATPase al);
0.235142245A>G - sem depdsito (FABP3 - Fatty acid binding protein 3); rs119102826 (GDF8
- Myostatin); rs397514102 (GH - Growth hormone); rs161146164 e g.31833147C>A - sem
deposito (GHR - Growth hormone receptor); rs428757090 (GHRL - Ghrelin); rs594801080
(HSP90AB1- Heat shock proteins 90) rs160860233 (HSPB8 - Heat Shock Protein Family B);
rs414488761 (LEP - Leptin); rs398830232 (LOX - Lysyl oxidase); rs409651063 e rs160910030
(MC1R - Melanocortin 1 receptor); rs10721184 (MEG3 - Maternally expressed 3);
rs160723758 (UCP2 - Uncoupling proteins 2). A partir da sequéncia obtida e sua comparagao
no banco de dados Ensembl Genomes foi obtida a identificacdo e a localizacdo cromossémica

de cada um dos polimorfismos.

Amplificagédo por PCR multiplex

Os SNPs selecionados amplificados pela reagdo de PCR multiplex (Tabelas 2 -
Apéndice). Os primers que flanqueiam os SNPs dos genes ATP1A1, HSP90AB1, HSPBS8 e

UCP2 foram validados e otimizados da espécie bovina para ovina.
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As reagbes de PCR multiplex foram realizadas seguindo as recomendacdes do
fabricante, em um volume final de 25 pl, constituidas de 40 ng de amostra de DNA, um pool
dos primers com concentracdo final de 0,2 uM de cada, 0,6x QIAGEN Multiplex PCR master
mix e 0,3x Q-Solution. Para amplificacdo utilizou-se o termociclador Vereti™ 96-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Foster City CA, USA), seguindo o protocolo de 15 minutos para
desnaturacdo inicial a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 60 °C
e 30 segundos a 72 °C, com uma extensao final a 72 °C durante 10 minutos. O éxito da
amplificacdo foi verificado via eletroforese em gel de agarose a 3 %. Ap6s a PCR multiplex, foi
realizada a etapa de purificagdo, onde os primers nédo incorporados e os dNTPs foram
removidos utilizando 2,5 U de Exol, 0,5 U de SAP e em 7 ul de produto de PCR. Em seguida,

as reacdes foram incubadas a 37 °C durante 60 minutos, seguido de 80 °C durante 20 minutos.

Amplificagéo por SNaPshot® e genotipagem

Os primers especificos para SNaPshot® foram confeccionados de acordo os parametros
de qualidade do pacote do software Geneious v5.2 (DRUMMOND et al., 2011; disponivel em
http://www,geneious,com/) e Batchprimer3 v1. Foram adicionadas caudas de diferentes
comprimentos (poli TC) a suas extremidades 3, para que pudessem variar em tamanho de 22 a

81 pb (Tabelas 1 e 2 - Apéndice).

Os primers de base Unica (SBE) foram divididos em dois mixes para a realiza¢do da
reacdo de SNaPshot®, de acordo com o delineamento das PCR multiplexes. As reacdes de
SNaPshot® foram realizadas com o kit multiplex SNaPshot® (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante, em um volume total de 8 pl, contendo 2,5
pl Snapshot® mix, 2,5 ul de amplicons de reacdo de PCR de multiplex e 1 pl da mistura de
primers (as concentracGes otimizadas de cada primer de base Unica adicionado foram
apresentadas nas Tabelas 1 e 2 — Apéndice). As reagdes foram realizadas em termociclador,
com as seguintes condicdes: 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C

por 30 segundos.

Os produtos amplificados foram purificados por adicdo de uma unidade de SAP na
reacdo de SnaPshot®. Posteriormente, esta mistura foi incubada a 37 °C durante 60 minutos,
seguido de 75°C durante 15 minutos. Apds a purificacdo, uma aliquota de 0,5ul SNaPshot® foi
adicionada a 9,25 pl e de formamida Hi-Di® (Applied Biosystems) 0,25ul do padrio interno de
tamanho GeneScan-120® LIZ (Applied Biosystems). As reaces foram aquecidas a 94 °C por 3

minutos e, em seguida, as foram submetidas a eletroforese capilar em sequenciador automatico
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ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). Os eletroferogramas gerados foram interpretados com

0 auxilio do GeneMapper Software v4.1 (Applied Biosystems).

Analises estatisticas

Os estudos de associacdo foram realizados utilizando analise de variancia para
caracteristicas relacionadas ao desempenho dos cordeiros, utilizando o modelo linear geral
(GLM) no programa estatistico SAS (SAS Institute, 2003). Para cada um dos polimorfismos, o
seguinte modelo misto foi aplicado:

Yijklmn=W+ GGj + dietak(GG;j) + sexor + SNPmn + €ijklmn
Onde:

Y — e o valor da varidvel observada na I-ésima repeticdo, do J-ésimo grupo genético, com K-

ésima dieta, no L-ésimo sexo;
u— € a média de Y; GG; — efeito aleatdrio do J-ésimo grupo genético, sendo J variavel de 1 — 2;

dietak(expj) — € o efeito aleatorio do K-ésima dieta dentro do J-ésimo grupo genético, sendo K

varidvel de 1 - 3;

sexo; — € efeito aleatorio do L-ésimo sexo, sendo L variavel de 1 - 2;
snpmn — € efeito fixo do N-ésimo gendtipo do M-ésimo snp, €;
€ijkI,mn— € erro aleatorio.

Quando detectados efeitos significativos para os polimorfismos no modelo, seus
genotipos foram submetidos a comparacdo de médias pelo teste de Tukey Kramer (P < 0,05).

3. Resultados

Foram avaliados 15 SNPs selecionados em 13 genes relacionados a regulacdo do
crescimento, musculosidade, deposicao de gordura e adaptabilidade. As frequéncias genotipicas
e alélicas de cada polimorfismo estdo apresentadas na Tabela 2. Os SNPs FABP3 1
(9.235142245 A>G) e HSPB90AB1_1 (rs594801080) apresentaram pouca variabilidade na
populacéo avaliada.
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Foram realizados estudos de associagdo entre os SNPs e o desempenho dos animais no
peso ao nascer, peso a desmama, peso de abate, GMD pré-desmame e GMD pos-desmame.
Como resultado foram detectadas associagdes significativas dos fenotipos com quatro
polimorfismos, ATP1AL 1 (rs599122362), GDF8_1 (rs119102826), GHRL_1 (rs428757090) e
LEP_1 (rs424488761) (Tabela 3).

O polimorfismo LEP_1 (rs424488761) foi associado com 0 peso ao nascer dos
cordeiros, sendo que os heterozigotos TC apresentaram diferenca meédia de 0,436 kg, quando

comparados com CC.

O polimorfismo GDF8_1 (rs119102826) influenciou o peso & desmama dos animais € 0
GMD pré-desmame. Os individuos com gendtipo TT apresentaram peso superior aos demais
gendtipos, com diferenca estimada de 3,622 kg quando comparados aos heterozigotos TC e
3,967 kg em relacdo aos homozigotos CC. O mesmo comportamento foi observado para GMD
pré-desmama, sendo TT superiora TC e CC.

O SNP ATP1A1 1 (rs599122362) também foi relacionado ao peso a desmama dos
cordeiros. Verificou-se que o0s animais com gendtipo CC apresentaram peso superior,
heterozigotos TC foram intermediarios e a menor média atribuida ao homozigoto TT (diferenga
estimada de 3,162 kg em relagéo a CC).

No tocante aos gendtipos de GHRL_1 (rs428757090), estes foram relacionados com o
peso de abate. Os animais com genotipo GG apresentaram média de peso maior que 0s demais

genotipos, sendo a diferenca estimada entre GG e AG de 4,09 kg e entre GG e AA de 3,98 kg.

4. Discussao

O desempenho produtivo dos animais depende tanto de fatores genéticos quanto dos
ndo genéticos. Como as caracteristicas de crescimento (pesos e ganhos de peso) tém sido
consideradas prioritarias na selecdo, o conhecimento dos agentes que contribuem para a
variagcdo genética nas diferentes fases da vida dos individuos se torna muito significativo.

O peso ao nascer indica o desenvolvimento intrauterino do animal, sendo determinado,
em grande parte, pelos fatores genéticos e ambientais relacionados a progenitora durante a
gestacdo (DE CASTRO et al., 2013). Apesar de estudos encontrarem que 0 peso ao nascer
possui uma correlacdo positiva mediana com o0s pesos e ganhos diarios nas fases posteriores do
desenvolvimento do animal (desmame e abate), o peso de nascimento tem implicacOes diretas
nos indices de sobrevivéncia neonatal de cordeiros (DA SILVA et al., 1993; NOBREGA et al.,
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2005). Outra utilidade do peso ao nascer seria a possibilidade de determinacdo de pesos

limites para se evitarem partos dificeis em cada raca.

Por sua vez, o periodo de desmama ¢ a fase em que ocorre a supressao total da ingestdo
de leite pelo cordeiro. Portanto, considerada uma fase critica, pois tem alta correlacdo com 0s
ganhos de peso na fase pds-desmama (DE CASTRO et al., 2013). Além disso, neste periodo
pode ocorrer a comercializagdo de cordeiros, sendo o peso o principal balizador para orientar o

destino dos animais.

No que concerne ao peso de abate, verifica-se que esta € uma variavel de grande
importancia no desempenho produtivo do animal, no entanto, ndo deve ser considerada
sozinha. Associado a faixa etéria, € um indicativo de eficiéncia do animal e uma referéncia para
a determinacdo do momento de abate, evitando-se idades muito avangadas e/ou alta deposicéo
de gordura na carcaca (PILAR et al., 2000). Além disso, o estabelecimento do peso 6timo para
0 abate também dependera do sistema de producdo utilizado e da demanda do mercado
consumidor (MONTOSSI et al., 2007).

Associagdo com peso ao nascer

O SNP LEP_1 (rs424488761) foi associado com o peso ao nascer de cordeiros. O gene
LEP esta localizado no cromossomo 4 de ovinos, codificando a leptina, um hormonio papel

central na regulacdo da homeostase da energia corporal (CHILLIARD et al, 2005).

A relacdo encontrada neste trabalho, corrobora com as funcgdes bioldgicas descritas na
literatura para este hormonio, pois durante a gestacdo, a leptina participa da coordenacdo do
metabolismo placentéario e do suprimento nutricional do feto, além de possuir um importante
papel na angiogénse, hematopoiese e no desenvolvimento dos 0ssos e cartilagens no periodo
intrauterino (PRIYADARSHINI et al., 2016).

O conhecimento de outra atuacdo deste horménio, também pode colaborar na
compreensdo desta influéncia, pois a leptina apresenta um efeito de estimulo sobre a secre¢éo
do hormonio do crescimento (GH), que por sua vez, participa do desenvolvimento e
crescimento dos tecidos no periodo embrionario (COSTINE et al., 2005). Devido a todos estes
efeitos, foram observados altos niveis de leptina em fetos até o terco final da gestacdo em
ovinos (MUNOZ-GUTIERREZ et al., 2005).

Uma associacdo semelhante foi relatada para ovinos Makooei e Kurdi, racas nativas do
Ird, com efeitos dos genoétipos se estendendo ao ganho de peso no intervalo entre 0 nascimento
até o desmame (HAJIHOSSEINLO et al., 2012; SHIBAK et al., 2015). No entanto neste
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trabalho, ndo houve relacdo do SNP avaliado com GMD pré-desmame, sendo possivel inferir
que, para o grupo de animais aqui estudados, os efeitos dos genotipos da leptina sejam mais

determinantes na fase fetal, causando diferencas apenas no peso ao nascer.

Associagcfes com peso a desmama

A miostatina, também conhecida como fator de crescimento e diferenciacdo 8 (GDF8),
¢ um membro de uma superfamilia de fatores de crescimento, que desempenham papéis
essenciais tanto na regulacdo do desenvolvimento embriondrio quanto na manutencdo da
homeostase tecidual em animais adultos (HICKFORD et al., 2010; SAHU et al., 2017). A
miostatina € o principal regulador da miogénese e funciona como um regulador negativo do
crescimento muscular em mamiferos. Algumas mutacdes podem causar a perda ou reducao da
funcdo no gene GDF8, sendo associadas ao aumento da massa muscular esquelética e ao
fendtipo da musculatura dupla em varias espécies, inclusive a ovina (CLOP et al., 2006; KIJAS
et al. 2007).

Neste estudo, 0 SNP GDF8_1 (rs119102826) influenciou o peso a desmama e 0 GMD
pré-desmama. O crescimento de cordeiros é representado por uma linha linear crescente até a
102 semana de vida (GODWIN, 1975), sendo assim, considerando que a desmama dos animais
avaliados foi realizada em média na 112 semana de idade, a associacdo de GDF8 1

(rs119102826) coincide com a fase de maior desenvolvimento muscular de cordeiros.

O SNP rs119102826 é uma mutacdo ndo-sindnima, localizada no intron 1 do gene
GDF38 e resulta na substituicdo de aminoacidos fenilalanina para serina. Hapl6tipos formados
pelos alelos de oito polimorfismos encontrados no intron 1, incluindo rs119102826, foram
avaliados em racas polonesas, sendo encontrada a influéncia na variagdo do peso aos 56 dias e
no ganho médio diario dos entre o 2° e 56° dias dos cordeiros (KOLENDA et al., 2019). Os
mesmos haplétipos foram associados as variacdes no rendimento de cortes do pernil, paleta e
lombo de ovinos Romney (HICKFORD et al., 2010; IBRAHIM & HICKFORD, 2015). Outro
estudo, buscando avaliar a relacdo do gene GDF8 com caracteristicas produtivas em ovinos da
Nova Zelandia, observou que os haplétipos de um grupo de 13 SNPs, incluindo mais uma vez
rs119102826, também foram associados ganho médio diario no periodo pré-desmame e ao

rendimento de cortes carneos (HAN et al., 2015).

Portanto, é possivel verificar que os SNPs de GDF8 possuem uma consistente
influéncia sobre diversas caracteristicas de crescimento e carcaca em ovinos. Contudo,

referindo-se especificamente ao polimorfismo estudado localizado em um intron do gene, uma
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regido ndo codificante do DNA, torna-se mais dificil concluir como ele poderia afetar atividade
da miostatina. As possibilidades incluem o fato de que uma mudanca na sequéncia intronica
poderia afetar o splicing, ou entdo, que este polimorfismo esteja ligado a outras mutacdes em
regibes de controle génico, como c.1232G>A, que comprovadamente causa inibicdo da
expressdo da miostatina e contribui para a hipertrofia muscular em ovinos (CLOP et al., 2006;
HICKFORD et al., 2010).

O SNP ATP1Al 1 (rs599122362) também foi associado ao peso a desmama de
cordeiros. O gene ATP1A1 codifica a Na*/K* ATPase a1, um componente sistema de transporte
ativo ligado a membrana, que controla o gradiente de ions (DAS et al., 2017). A atuacdo da
Na*/K*" ATPase al tem papel determinante no metabolismo basal, pois existe um alto consumo
de ATP para realizar o bombeamento de 3 Na* para meio extracelular e 2 K* para o intracelular,
utilizando cerca de 19 a 28% da ATP produzida pelas células (KASHYAP et al., 2015). Além
disso, possui acao direta na secrecao de insulina para manutencdo da homeostase de glicose no
sangue, na sintese e nas vias de sinalizacdo de horménios tireoidianos (T3 e T4), que regulam
metabolismo proteico, o crescimento 6sseo e atuam juntamente ao GH e as somatomedinas
(SAHOO et al., 2016).

Muitos estudos com polimorfismos deste gene tém focado na avaliacdo de sua relacdo
com tolerancia ao calor em bovinos e ovinos (LIU et al., 2010; KASHYAP et al., 2015; DAS et
al., 2017) e, apesar de sua descricdo fisioldgica apontar que este possa ser um gene candidato
para as variacOes genéticas nas caracteristicas de crescimento, trabalhos neste sentido séo
escassos. Um estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS) constatou o potencial deste gene
como um marcador para indices de desempenho animal, onde ATP1A1 apresentou forte efeito
sobre a conversédo alimentar em bovinos (BARENDSE et al., 2007).

Assim sendo, é plausivel que a participacdo do gene ATP1Al em vérias vias
importantes do metabolismo animal possa ser a causa dessa associa¢do encontrada, no entanto,
ndo possivel afirmar com precisdo qual delas atuou sobre o peso a desmama dos ovinos. Dessa
forma, sugere-se que os polimorfismos desse gene participem de outros estudos de associacao,
com o objetivo de validar este resultado e buscar melhor compreensédo de quais redes genéticas

e metabolicas estdo envolvidas com este achado.

Associagdo com peso de abate

Os genotipos de GHRL_1 (rs428757090) foram relacionados com peso de abate. O gene

GHRL, codifica a grelina, localizando-se no cromossomo 19 de ovinos. O principal papel do
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horménio grelina é a regulacdo da ingestdo de alimento, peso corporal e motilidade
gastrointestinal (MAHMOUD et al., 2016). Sendo que em bovinos, polimorfismo do gene
GHRL foram associados com eficiéncia alimentar (SHERMAN et al., 2008).

Dessa forma, observa-se que o papel da grelina vai além da regulagdo do apetite, pois
este hormonio e seus receptores também estimulam a liberacdo de GH pela hipdfise anterior
(KOJIMA et al., 1999; KOJIMA & KANGAWA, 2015). O estimulo efetuado pela grelina
sobre 0 GH ¢é duas a trés vezes maior que o realizado pelo hormonio liberador de horménio do
crescimento (GHRH), em ratos e humanos (SATO et al., 2011). Ensaios com coibaias,
constataram que a injecdo intraperitoneal de grelina aumenta a ingestao de alimentos e diminui

0 gasto de energia, resultando em ganho de peso (RUTER et al., 2003).

A partir dessas premissas, SNPs identificados no gene da grelina (GHRL) e seu receptor
(GHSR) foram avaliados em uma raca de bovinos chinesa, sendo relacionados ao aumento peso
corporal aos 6 meses, GMD até os 6 meses e medidas morfologicas (ZHANG et al., 2009;
ZHANG et al., 2012). O resultado encontrado neste trabalho endossa a influéncia do gene
GHRL sobre o peso corporal e condiz com os relatos da literatura das associa¢des para bovinos

e outros modelos animais.

Por fim, observa-se que algumas associacGes esperadas ndo foram detectadas, como por
exemplo, com o gene do horménio do crescimento e seu receptor (GH e GHR). Da mesma
forma, polimorfismos nos genes FABP3, UCP2, MEG, relacionados a maior deposi¢do de
musculo e gordura e caracteristicas de carcaca em ovinos e bovinos (COCKETT et al., 2005;
CHO et al., 2008; TELLAM et al., 2012; YANG et al., 2014), ndo apresentaram influéncia

sobre as variaveis relacionadas ao crescimento de ovinos cruzados e Pantaneiro.

Apesar de ATP1Al 1 (rs599122362) apresentar efeito significativo sobre as
caracteristicas avaliadas, 0 mesmo ndo foi encontrado para outros SNPs em genes relacionados
a adaptabilidade de ruminantes ao calor, como HSPB90AB1 1 (rs594801080), MC1R_1
(rs409651063) e MC1R_2 (rs160910030). A variacdo genética da adaptacdo dos animais ao
calor e fator importante a ser considerado na producdo, pois o estresse acarreta em falhas na
capacidade do animal de expressar seu potencial genético, por incapacidade de se ajustar ao
ambiente (OSEI-AMPONSAH, et al, 2019). Portanto, podem afetar as caracteristicas

produtivas em varios niveis, sendo assim, mais estudos nesta linha devem ser considerados.
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5. Concluséao

Os resultados deste estudo apresentam quatro polimorfismos, identificados em genes de
envolvidos na regulacdo do crescimento (LEP_1 - rs424488761 e GHRL_1 - rs428757090), na
musculosidade (GDF8 1 - rs119102826) e na adaptabilidade ao calor (ATP1A1_1 -
rs599122362), que podem contribuir para uma maior compreensdo da variacdo genética que
influencia as caracteristicas de crescimento de ovinos.

Além disso, esses dados tém o potencial para colaborar em programas de
melhoramento genético de ovinos de corte, com efeitos positivos no peso ao nascer, nos ganhos
pré-desmama, no peso a desmama e no peso de abate, de forma que seja possivel adequar os

desempenhos dos animais para a producédo de carne com eficiéncia e qualidade.
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Tabela 1. Nimero de observacdes, média e seus respectivos desvios padroes e coeficientes de
variacdo de caracteristicas de crescimento em ovinos.

1 (0)
Variaveis n Meédia Desvio  CV%

Padrao
Peso ao nascer (kg) 236 3,84 0,89 23,60
Peso a desmama (kg) 236 19,1 4,06 20,81
Peso de abate (kg) 139 36,07 5,90 11,63
GMD! pré-desmama (g/dia) 236 188 0,04 22,82
GMD! p6s-desmama (g/dia) 139 165 0,11 22,09

1GMD: Ganho médio diario



113

Tabela 2. Identificacdo/nimero de deposito, SNP e suas respectivas frequéncias genotipicas e
alélicas em uma populacéo de ovinos.

Frequéncia Frequéncia

Identificacdo /nimero de depésito SNP Gendtipo Genotipica Alelo Alélica

ADRB3_1 (g.31849799 G>C) G>C cC 0,56 C 0,70
CG 0,28 G 0,30
GG 0,16

ATP1A1 1 (rs599122362) C>T TT 0,12 T 0,18
TC 0,14 C 0,82
cC 0,75

FABP3 1 (g.235142245 A>G) A>G AA 0,95 A 0,98
AG 0,05 G 0,02
GG .

GDF8_1 (rs119102826) T>C TT 0,20 T 0,41
TC 0,41 C 0,59
CC 0,39

GH_1 (rs397514102) C>T CcC 0,70 T 0,15
TC 0,30 C 0,85
TT .

GHR _1 (rs161146164) T>G TT 0,84 T 0,91
TG 0,16 G 0,09
GG .

GHR_2 (9.31833147 C>A) C>A AA 0,82 A 0,91
AC 0,18 C 0,09
cC .

GHRL_1 (rs428757090) A>G AA 0,59 A 0,74
AG 0,31 G 0,26
GG 0,10

HSPB90AB1_1 (rs594801080) C>T CcC 0,94 C 0,97
CG 0,06 G 0,03
GG .

LEP_1 (rs424488761) C>T TT . T 0,07
TC 0,14 C 0,93
CC 0,86

LOX_1 (rs398830232) C>T TT 0,59 T 0,74
TC 0,30 C 0,26
cC 0,11

MC1R_1 (rs409651063) G>A AA 0,86 A 0,91
AG 0,12 G 0,09
GG 0,03

MC1R_2 (rs160910030) G>A AA 0,11 A 0,34
AG 0,47 G 0,66
GG 0,42

MEG_1 (rs10721184) T>G GG 0,49 T 0,31
TG 0,39 G 0,69
T 0,12

UCP2_1 (rs160723758) T>C TT 0,08 T 0,37
TC 0,58 C 0,63

CcC 0,34
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Tabela 3. Média dos quadrados minimos dos gendtipos, desvio-padréo e P-value dos SNPs que apresentaram associagoes significativas com as
caracteristicas de crescimento em ovinos.

SNP Médias dos Gendtipos! P-value
Variavel ATP1A1 1 (rs599122362)
1T TC CcC
Peso a desmama (kg) 16,30b £1,12 17,17ab £1,26 19,46a +0,64 0,0086
GDF8_1 (rs119102826)
1T TC CcC
Peso a desmama (kg) 22,24a £ 0,97 18,62b + 0,86 18,28b + 0,59 <,0001
GMD pré-desmame (g/dia) 220a 0,01 191b 0,01 189b +0,01 0,0066
GHRL 1 (rs428757090)
AA AG GG
Peso de abate (kg) 36,37b +0,67 36,26b +0,83 40,36a £1,74 0,0481
LEP 1 (rs424488761)
TT TC CcC
Peso ao nascer (kg) 4,13a +0,23 3,70b 0,13 0,0365

linha, seguidas de letras diferentes diferem entre si, a P < 0,05.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para que o setor da ovinocultura de corte nacional aumente sua competitividade diante de
outros mercados é de grande valia que mais tecnologias sejam validadas e incorporadas no sistema
de producdo, para elevar os indices de eficiéncia produtiva e agregar valor no produto final. A
utilizacdo de informacdes moleculares no melhoramento de ovinos, pode colaborar no aumento da
acuracia na predicao dos valores genéticos, aumento da intensidade de selecdo e pela reducéo do

intervalo de geraces. Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que:

e Os polimorfismos selecionados nos genes ACACA, CAST, CAPN, CTSB, DGAT1,
EDG1, GHRL, MC1R e UCP2 podem influenciar positivamente os pesos, rendimento
e medidas biométricas de carcaca, rendimento dos cortes do carré, costela e lombo,
além das proporcoes de muasculo e gordura na paleta e no pernil de cordeiros.

e Os genotipos dos polimorfismos nos genes ACACA, DGAT1, FASN e GHR
relacionaram-se a reducdo de &cidos graxos saturados e aumento de mono e
poliinturados, incluindo o 4&cido linoleico conjugado (CLA). Portanto, podem
colaborar na manipulacdo de um perfil de acidos graxos mais saudavel na carne ovina.

e Os polimorfismos dos genes ATP1A1, GHR, GDF8 e LEP podem exercer efeitos
positivos sobre o peso ao nascer, no ganho pré-desmama, no peso a desmama e de

abate de ovinos.

Por fim, deve-se destacar que dados obtidos podem oferecer a comunidade cientifica um
ponto de partida para estudar algumas redes genéticas complexas de caracteristicas
economicamente importantes. Além disso, as informacdes geradas por estes marcadores
moleculares podem ser empregadas em programas de melhoramento para auxiliar os produtores
no direcionamento da selecdo, a fim de colaborar com a melhoria da qualidade do produto final, o
que podera ser Util para ovinocultura. Contudo, para aplicacdo desses conhecimentos é importante
que outros estudos de validagcfes imparciais e independentes sejam realizados, para estabelecer se

os efeitos uma vez observados sdo encontrados em outras ragas/populacdes de ovinos.



APENDICES

116

Tabela 1. Nome, localizagdo cromossdmica, sequéncia dos primers da PCR multiplex e as sequéncias dos primers de base Unica (SBE),

orientacdo, tamanho e concentracdo utilizados no mix 1 para os ensaios SNaPshot®.

No_me do Sequéncia do Primer PCR Multiplex Referéncia Locallzrilgap Sequéncia SBE (5-3) Orientaca Tamanho [Conc]
Primer Cromossdmica 0 mM
f: CTGGTTCATCACCTCCGAAT Verma et al., .
HSPB8_1 ' CAAGGTCACACAGCAAGGTG 2016 17:55726907 ttcTACAAAACCCGCCTCCAGC forward 22 15
f: CTCTCAGGATGTCCTACG . GAACAACATCAAAAAGTGGCAGGTGTGTT forward
CAPN_1 - CTGGGAAGTTGCGGCAG Zhou et al.,2007 14:45925000 C 30 0,1
f: GCATGTTCCGCCCTCTGG . GTCCTGATGTACGTCCACGACTACTACGT forward
DGAT1_1 I GOAGTCCAACACCCCTGA Xu et al., 2009 9:13575253 GCTCAAC 36 15
f: AACATTCTCAACAAAGTGGTG Nassari et al., . TTCTCAACAAAGTGGTGACCCGACGTGAG forward
CAPN_2 . ACATCCATTACAGCCACCAT 2007 14:45923393 | 16 ACCGGGGT 39 0.8
Garcia- forward
. TGCCTATTGAAGTGGAAGCAG . tetetetetetetetctctctcGGCAATGCTATCTCTCTG
ACACA_1 r ATCTTCTGATGCCTGCGTTG Fernagg%et al., 11:13192321 - 42 2
f: CTAAAGAAGCCACTCAGCCTCA Shin & Chung., . ACCTCATCTCCCGCAGTCTTTGTCTATAGG
EDGL_1 I GTGGAATTCTCAAGACCACAGC 2012 L7T747313 | A TTTTCCAAAATAAG reverse 45 2
f: CCCCTCTTCACAGAGCTGAC Zhang et . tetetctctetctctetetetetctctc CTGTTCCTGGTGCAC forward
FASN_1 . GGGCACAGCATGAGGTTTAG al.2008 11:49955168 | oot 48 0.4
IGE 1 f: CACACACCTTGTTGCACTCC Pariset et al., 3 171323132 tetetetctctctetctctcAGAGCATCCACCAACTCA forward 55 05
- r: AGAGCATCCACCAACTCAGC 2006 ) GCCCCGCAGAGGGTCTC !
f: CAGGCCAGATTTTAACCATTTT . tetetetetetctctctctetetetetctctc GCTGAAGAACTT forward
CAST_1 r: GTCATCCAGAGCAGTGTCCA Barendse, 2002 |  5:93444503 | rrootaTTTG 54 2
f: CTAAAGAAGCCACTCAGCCTCA . . ttctetetetetetetetetetetetetetctctc TGGAAAAGGG forward
EDG1 2 I GTGGAATTCTCAAGACCACAGC | Shinetal, 2012 | 177747247 | qrpaGTCCTCTT 57 2
f: CATTTGGAAAACGATGCCTCAC . ttctetetctctctetetctetetetetetetetctctcCGTCTCCTC forward
CAST_2 r: CTGGTCTGTCCAGGGTCTCT Barendse, 2002 |  5:93484318 | 1o AGCTGCTAATCA 63 0.5
f: AACATTCTCAACAAAGTGGTG Nassari et al., . tetetetetetetetctetetetetetctetetctctctcGAGGGTGT
CAPN_3 r: ACATCCATTACAGCCACCAT 2007 14:45923246 | - A TGAAGGAGGATGGGAA reverse 66 0.8
f: CATTTGGAAAACGATGCCTCAC . tetctctetetctetetctetetctetetctetetctetctctc TTAGCA
CAST_3 r CTGGTCTGTCCAGGGTCTCT Barendse, 2002 |  5:93484287 | -1 A AGAGGAGACGTGCACAA reverse 2 0.5
CTSB 1 f: CTTCTGTCTGGCCTCTGAG Pariset et al., 2 104433240 tctetetetetetetctctetetetetetetctctetetetetetetctcGTC reverse 78 2
— rrAGGAAGTCCGAGTACACAGAG 2006 ) TCGGAAGGAAGAGACCAAACCCCTC
Garcia-
f: AAATTCCCTTCGGCCAATGAC ) . ttetetetetetetetetetetetetetetetetetetctetetetetctc TG
SCDLL | CTGTCTGCATCTACACCTGGATAG Femagggg etal, | 22:20409026 | - ATGCTGCAGACACACCGCGGTTTGGCC reverse 81 1

L Cromossomo: Posicdo
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Tabela 2. Nome, localizagdo cromossdmica, sequéncia dos primers da PCR multiplex e as sequéncias dos primers de base Unica (SBE),
orientacdo, tamanho e concentracdo utilizados no mix 2 para os ensaios SNaPshot®.

E?&igo Sequéncia do Primer PCR Multiplex Referéncia Cll%%izgszgrﬁgal Sequéncia SBE (5-3) Orientagdo | Tamanho [Cp?l\r;IC']
GDF8_1 rf:: ACTCCCATX(CBS&T:TAAACATAGTTCCT%TT%% Pari;%tozt a., 2: 118145056 ttetctotc GAAATGCTTGCATAGCAT forward 27 2
MCIR 1 f&%%%%ﬁg%%i%%%?%;fg Pa”;%to‘ét aly | 14:14231048 | tictotototctcCAGCAGCTGGACAATGTCATT | forward 34 0,2
HSP90ABL 1 | f: GCTGCTGCGCTATCACACG Sailoetal,, 20 17830411 | TCCATCTATTACATCACTGGTACGTTGGA | 27 02

r: GCCCTCCTTGGTCACAGA 2015 ACCTAGGT '
ADRB3_1 ffg@gggfgg&;&%ﬂfg Wuetal, 2013 |  26:31849799 ttCtCtCtCtCtCtCtCGCGAAAZZ;CTTACTCAGTAGG reverse 40 2
GHR_1 1; X#¥gi%§ﬁgg;€é€%€¢g¢g Pari ;%toeét al., 16:31833100 ttctctctctctctctctc_lgTGGAG(mC;FT ATCTCAGAAC reverse 46 0.2
ars s | SCTITICCTACSASGEACCT | oo | gy | WHOPRRORHSAACICSOTOTCOST | g | 31 |
| SETSCICTSONTGEACTIGCE | VAT | sy | WOPROOHESOUEAISCROSSTORS | g | 5 | 0
1| LCISCCRCASGACTISOHCE | |, oy | WHROEIARUSOERCCTSCORRAATE | g | | o
eos | | ISCRSTCCRMARICTIC | Pl | i gy | POOPSOHESOSOR T O | g | w0 |
o | |SCTICASTOCTCCCTOTTATS | S | sy | RSSO ESOSTOS | g | s0 | 19
1| pLSEeTeTeTe | e | o | Toetenmemoenoeoe e T | s | 7 | 10
GHR 2 ‘: ;ﬁg%ﬁﬁgg;ﬁéﬁ%ﬁ%ﬁg Pa”;%tozt al, 16:31833147 (t:(if\ctt:?i((::tigCctgggccsfgg%f\gggfg&i forward 81 1,2

GAA

1Cromossomo: Posicédo




