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SNPs em genes candidatos para potencial atlético como possiveis
marcadores para desempenho em corrida em equinos da raga Quarto
de Milha

RESUMO - Dentro da raga Quarto de Milha, diferentes objetivos de sele¢cdo formaram
linhagens com distintas habilidades, entre elas a de corrida e a de trabalho. Com menor
efetivo, porém com grande representatividade econbmica, a linhagem de corrida se
destaca por possuir animais com capacidade de alcancar grandes velocidades em
curtas distancias. A linhagem de trabalho destina-se as provas de carater funcional,
explorando habilidades como agilidade e obediéncia. Os principais objetivos deste
trabalho foram estimar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs g.38973231A>G
do gene PDK4 e g.22684390C>T do gene COX4/2 em equinos Quarto de Milha de
diferentes linhagens (corrida e trabalho) bem como avaliar a ocorréncia de associagdes
destes polimorfismos com caracteristicas de desempenho (IV — indice de Velocidade)
na linhagem de corrida; (2) verificar a ocorréncia de diferenga nas frequéncias alélicas
dos SNPs g.66493737C>T do gene MSTN e g.22999655C>A do gene DMRT3 em
equinos Quarto de Milha da linhagem de corrida contrastantes para IV e; (3) estimar
parametros genéticos e ambientais para medidas corporais e IV da linhagem de corrida
da raca Quarto de Milha. Resultados do presente trabalho obtidos a partir de
sequenciamento de DNA mostraram o MSTN com o alelo C préoximo de fixado, com
apenas um animal heterozigoto (CT). Na analise de 296 animais de corrida e 68 de
trabalho, as diferencas de frequéncias alélicas e genotipicas se mostraram significativas
para os genes PDK4 e COX4/2 entre as duas linhagens. O mesmo nao foi observado
quando estas frequéncias foram comparadas entre fendtipos extremos de corrida.
Também nao houve efeitos significativos no teste de associagédo entre os alelos dos
dois polimorfismos e o IV. O SNP g.22999655C>A do gene DMRT3 foi genotipado em
60 animais. Foram observadas herdabilidades de 0,21 a 0,69 e 0,17 para medidas
morfométricas e IV, respectivamente. Observou-se correlagao negativa moderada entre
comprimento de corpo e de garupa e desempenho (-0,44 e -0,30, respectivamente) e
baixa correlagéo positiva entre altura a cernelha (0,25) e desempenho. Estes resultados
sugerem que os alelos dos genes PDK4 e COX4I2, relacionados com melhor
desempenho em corridas na raga PSI, estejam, talvez, relacionados a adaptacdes
benéficas do metabolismo aerdbico e, dessa forma, tenham papéis secundarios no
desempenho em corridas curtas, predominantemente anaerdbicas, na raca Quarto de
Milha. Embora nao fosse esperada correlagdo negativa entre comprimento corporal e
desempenho, isso pode ser explicado pela sua baixa correlagdo genética com as
demais medidas e pela intensa selecdo empirica realizada para comprimento corporal
por parte dos criadores.

Palavras-chave: indice de velocidade, Conformacao, Herdabilidade, Trabalho, Corrida



SNPs in candidate genes for athletic potential as possible markers for race

performance in Quarter Horses

ABSTRACT - In the Quarter Horse, different selection objectives led to the formation
of lines with different skills, including racing and cutting. Less effective, but with great
economic representation, the racing line present great sprinting speed over short
distances on straight tracks. The cutting line is intended to evidence of functional
character, exploring skills such as agility and obedience. The main objectives of this
study were to estimate the allele and genotype frequencies of the g.38973231A>G
(PDK4) and g.22684390C>T (COX4/2) SNPs in Quarter Horses (racing and cutting
lines), as well as, in the racing line, to assess the occurrence of associations of these
polymorphisms with performance trait (SI - speed Index); (2) verify the occurrence of
differences in allele frequencies of g.66493737C>T (MSTN) and g.22999655C>
(DMRT3) SNPs in racing line of contrasting to IV, and (3) to estimate genetic and
environmental parameters for body measurements and IV of the racing line. The
results showed the MSTN gene with the C allele near fixed with just an animal
heterozygote (CT). In the analysis of 296 racing animals and 68 cutting animals, the
differences in allele and genotype frequencies were statistically significant for PDK4
and COX412 genes between the two lines. The same was not observed when these
frequencies were compared between extreme phenotypes race. There was also no
significant effects on test of association between the alleles of the two polymorphisms
and IV. The g.22999655C>A (DMRT3) SNP was genotyped in 60 animals. Heritability
from 0.21 to 0.69 for morphometric traits and 0.17 for IV were observed. There was
moderate negative correlation between body and rump length and performance (-0.44
and -0.30, respectively) and low positive correlation between height at withers and
performance (0.25) that alleles. These results suggest of PDK4 and COX4I2 genes
associated with better performance in race of PSI, perhaps are related to the
beneficial adaptations of aerobic metabolism, and thus have secondary role in the
performance of short distances on straight tracks of the Quarter Horse, which is
predominantly anaerobic. The negative correlation between body length and
performance, can be explained by their low genetic correlation with other
morphometric traits and by empirical selection for body length by the breeders.

Keywords: conformation, cutting, heritability, racing, speed  index



CAPITULO 1 - Consideragées Gerais

1.1 — Introduc¢ao

O cavalo da raga Quarto de Milha teve sua formagdo na América do Norte, a
partir do século XVII, com a introdu¢cdo de equinos de origem arabe e turca, trazidos
por colonizadores europeus. Contudo, seu maior desenvolvimento ocorreu com a
ocupacao do oeste Norte Americano, devido a necessidade de cavalos robustos e
versateis, com aptidao a sela e tracao, visto a dificuldade de se manter plantel variado
de animais para atender as diversas necessidades. A populacdo desses equinos
cresceu e em 1940 fundou-se a American Quarter Horse Association (AQHA),
primeira envolvendo a raga. Atualmente conta com aproximadamente cinco milhdes

de cavalos registrados em todo o mundo (ABQM, 2012).

Dentro da raga Quarto de Milha ha subdivisdo em diferentes segmentos de
aptidao, provenientes de distintos objetivos de sele¢ao, consideradas linhagens, entre
as quais: a de trabalho, a de conformagdo e a de corrida. A linhagem de trabalho
destina-se as provas de carater funcional, explorando habilidades como agilidade e
obediéncia, caracteristicas consideradas de grande importancia no manejo do gado a
campo. Dentro desta linhagem sempre houve grande interesse na produgdo de
cavalos com cow sense superior (ELLERSIECK et al., 1985). Cow sense, ou
habilidade de trabalhar com o gado bovino, pode ser medida pela capacidade do
cavalo em cercar o gado e apartar do rebanho um animal escolhido (HINTZ, 1980),
com pouca assisténcia do cavaleiro (ELLERSIECK et al., 1985). A linhagem de
corrida explora a aptidado dos animais quanto a velocidade em pistas retas e de curta
distancia. Destacadamente equinos desta raca tem melhor desempenho em corridas
de curtas distancias do que qualquer outra raca (ABQM, 2013), sendo os mais
velozes cavalos do mundo e um dos mais velozes dentre todos os animais, podendo
alcancar velocidades de até 88 km/h e percorrer, a partir de uma posi¢cao estatica, V4
de milha (402 metros, aproximadamente) em menos de 21 segundos (AMERICA’S
HORSE DAILY, 2008).



Muitos dos processos fisioldgicos ligados ao 6timo desempenho atlético tém
mostrado alguns aspectos semelhantes em humanos e equinos (DIAS et al., 2007;
SCHORODER et al., 2011). Segundo Breazile (1996), em fungdo do tipo de
treinamento fisico, as concentragdes do oxigénio no tecido muscular podem variar e
atuar sobre a regulagao de seu metabolismo (aerébico ou anaerébio). Cavalos podem
realizar variados tipos de exercicios fisicos, indo do predominantemente aerébio até o
predominantemente anaerobio. As corridas curtas da ragca Puro-Sangue Inglés (PSl) e
do Quarto de milha de corrida apresentam metabolismo muscular predominantemente
anaerobio. Ja algumas classes de exercicios de arena, como apartacdo e rédeas,
modalidades desempenhadas pela linhagem de trabalho da raca Quarto de Milha,
intercalam curtos turnos de exercicio anaerobio com maiores periodos de atividade

aerdbia (FREEMAN, 2013), assim como as corridas longas da raga PSI.

O potencial atlético em mamiferos é influenciado por complexa inter-relagcao
entre conjunto de genes e fatores ambientais (HILL et al., 2010c). A contribuigéo
genética para potencial atlético em humanos € bem documentada, nos quais mais de
220 genes ja foram descritos (BRAY et al., 2009). Embora seja provavel que o
desempenho atlético em equinos também seja influenciado por grande numero de
genes, até o momento poucas variantes genéticas foram relacionadas a
caracteristica, exclusivamente em animais PSI, entre estas SNPs dos genes
myostatin — MSTN (HILL et al., 2010a;b e BINNS et al., 2010, TOZAKI et al., 2010);
piruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 — PDK4 (GU et al., 2009; HILL et al.,
2010c); e cytochrome c oxidase, subunit 4, isoform 2 — COX4/2 (GU et al., 2010). O
gene MSTN é expresso no tecido muscular esquelético e atua como regulador
negativo do crescimento da massa muscular. Varias mutagdes ou polimorfismos
foram identificados no MSTN em bovinos (GROBET et al. 1997, 1998; KAMBADUR et
al., 1997; MCPHERRON & LEE, 1997), ovinos (CLOP et al., 2006), camundongos
(NISHI et al., 2002) e humanos (SHUELKE et al., 2004), resultando em fenétipos de
hiperplasia e hipertrofia muscular. Fukuda et al. (2007) observaram que em humanos
o gene COX4/2 foi diferencialmente expresso em ambiente celular de hipoxia (falta de
oxigénio). Tem sido proposto que a regulagdo ambiental deste gene pode aumentar a
eficiéncia da respiragéo celular. O PDK4 controla a oxidagdo de acidos graxos, os

quais sao altamente eficazes na geragédo de ATP (energia) durante e apds o exercicio



(PILEGAARD & NEUFER, 2004). Recentemente, um SNP do gene doublesex and
mab-3 related transcription factor 3 — DMRT3 equino foi associado de forma altamente
significativa ao tipo de andamento. Esta alteragdo provoca mudancgas sensiveis na
coordenagdo motora dos movimentos de trote e de corrida (ANDERSSON et al.,
2012).

1.2 - Objetivos

Tendo em vista que os efeitos de polimorfismos de DNA sobre fendtipos sao
parametros intrinsecos de cada populagdo, linhagem ou raga em determinado
ambiente, e considerando a falta de informacdes em relacao ao potencial de utilizacéo
da selegao assistida por marcadores em equinos, em especial na Quarto de Milha,
raca de grande importancia no mundo e também no Brasil, este trabalho tera como
objetivos: (1) Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs g.38973231A>G
do gene PDK4 e g.22684390C>T do gene COX4/2 em equinos Quarto de Milha de
diferentes linhagens (corrida e trabalho) bem como avaliar a ocorréncia de
associacdes destes polimorfismos com caracteristicas de desempenho (IV — indice de
Velocidade) na linhagem de corrida; (2) verificar a ocorréncia de diferenga nas
frequéncias alélicas dos polimorfismos @.66493737C>T do gene MSTN e
g.22999655C>A do gene DMRT3 em equinos Quarto de Milha da linhagem de corrida
contrastantes para IV e; (3) estimar parametros genéticos e ambientais para medidas

corporais e |V da linhagem de corrida da raga Quarto de Milha.

1.3 - Revisao Bibliografica

1.3.1 - Equinos no mundo e no Brasil

Nenhum outro animal doméstico desempenhou papel tédo direto no
desenvolvimento social e politico da humanidade como o cavalo. Embora no inicio de

sua domesticacao tenham sido utilizados como fonte de matéria prima e alimentos, ao



longo da histéria foram amplamente empregados como meio de transporte,
comunicagdes e no progresso agricola. No século XX, com o desenvolvimento
tecnoldgico das mais diversas areas, incluindo transportes e agropecuaria, chegou ao
fim grande parte do seu uso pratico, ficando restrito a regides com baixo indice de
desenvolvimento econémico. Contudo, os seres humanos mantiveram sua estreita
relagdo com estes animais, criando-os para a pratica de esportes, recreagao, ou
simplesmente por sua beleza fisica (BOWLING & RUVINSKY, 2002).

Embora apresente ampla diversidade morfologica, incluindo diferencas de
tamanho, conformacdo e coloragdo, os cavalos estdo inseridos em uma Unica
espécie, a Equus caballus. Estes apresentam o mesmo cariétipo, acasalam entre si e
deixam descendentes férteis. De todas as espécies domésticas, € o que apresenta a
histéria de domesticagdo mais complexa. O ancestral direto do cavalo moderno ainda
nao foi precisamente definido. Ao menos duas subespécies sido descritas, a Equus
ferus ferus ou Tarpan e a Equus ferus przewalskii (BOWLING & RUVINSKY, 2002).
Evidéncias arqueoldgicas das ultimas décadas indicam que a domesticagado ocorreu
ha seis mil anos na regido das estepes do sudoeste asiatico, onde estdo situados
atualmente os paises Ucrania e Cazaquistdo. Esta ainda é a teoria mais aceita,
embora ndo tenha sido descartada a possibilidade de que a domesticacdo ndo tenha
ocorrido em pequena area com populacdo restrita, mas sim em ampla area com a
domesticacdo independente de diversas populagbes de cavalos selvagens
(WARMUTH et al., 2012).

Atualmente ha cerca de 60 milhdes de cavalos no mundo, a maioria deles
vivendo nas Américas, Asia e alguns paises da Europa. O Estados Unidos é o pais
com maior contingente (aproximadamente 10,5 milhdes), seguindo-se da China (6,7
milhdes), seguidos do México (pouco mais de 6 milhdes), e Brasil (pouco menos de 6
milhdes). Estes quatro paises, conjuntamente, possuem cerca de 50% da populagéo
global de cavalos (GLIPHA, 2011). O impacto do agronegdcio do cavalo no Brasil é
bastante expressivo, tendo movimentado em 2006 valor econdémico superior a R$ 7,5
bilhdes ao ano e abrangendo cerca de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos
(LIMA et al., 2006). Nesse sentido, considerando-se a estimativa de que o Pais possui
5.900.700 cabegas (FAO, 2006), constata-se que aproximadamente para cada dois

cavalos ha geracdo de um emprego.



A utilizagdo de equinos na lida com rebanhos bovinos (aproximadamente 5
milhdes) vem sendo o seguimento de maior destaque dentro do agronegdcio do
cavalo no Brasil, representando 52% da movimentagdo monetaria e 78% dos
empregos diretos gerados (LIMA et al., 2006). Esta intensa relagdo tem feito os
cavalos acompanharem os bovinos em seu deslocamento para as regides Centro-
Oeste e Norte do Pais. Embora a utilizagdo do cavalo na lida com bovinos seja
marcante no contexto da equinocultura nacional, o seguimento que envolve o0s
esportes equestres, acompanhando tendéncia mundial, tem crescido acentuadamente
nos ultimos anos. Neste sentido, no periodo de 1999 a 2004 o numero de eventos
envolvendo as diversas modalidades equestres (salto, adestramento, enduro,
concurso completo de equitagdo, etc.) cresceu 315%, ou seja, aumento médio de
15,3% ao ano. Além da utilizagdo do cavalo na lida da fazenda e nas provas
equestres, a tendéncia de sua utilizacdo para lazer vem aumentando
significativamente. O cavalo também ¢ utilizado na equoterapia, modalidade
disponivel ha milhares de anos e, agora, reconhecida como de grande eficacia para o
tratamento de inimeros males fisicos, psiquicos e comportamentais. Apesar de certa
polémica envolvendo o tema, principalmente pelo papel histérico que o cavalo
desenvolveu junto ao homem, o consumo da carne e de derivados de cavalos é
comum em varias partes do mundo, sendo em alguns paises da Asia Central a
principal fonte de proteina animal. Em muitos outros paises da Europa, América do

Sul e Asia constitui parte significativa das tradigdes culinarias (ANTHONY, 2008).

1.3.2 - Araca Quarto de Milha

O cavalo da raca Quarto de Milha teve sua formacdo na América do Norte, a
partir do século XVII, com a introdugédo de equinos de origem arabe e turca, trazidos
por colonizadores europeus. Contudo, seu maior desenvolvimento ocorreu com a
ocupacao do oeste Norte Americano, devido a necessidade de cavalos robustos e
versateis, com aptidao a sela e tragao, visto a dificuldade de se manter plantel variado
de animais para atender as diversas necessidades. A populacdo desses equinos

cresceu e em 1940 fundou-se a American Quarter Horse Association (AQHA),



primeira envolvendo a raga. Atualmente conta com aproximadamente cinco milhdes

de cavalos registrados em todo o mundo (ABQM, 2012).

No Brasil existem aproximadamente 358.000 animais registrados junto a
Associagao Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha (ABQM), desde sua
fundacdo em 1969, tendo impacto relevante no agronegdécio nacional do cavalo, visto
que estdo avaliados em aproximadamente US$ 785,5 milhdes, ocupando area de
491,6 mil hectares de propriedades rurais, estimadas em US$ 685,7 milhdes (ABQM,
2012). Dentro da raga Quarto de Milha ha subdivisdo em diferentes segmentos de
aptidao, provenientes de distintos objetivos de sele¢ao, consideradas linhagens, entre
as quais: a de trabalho, a de conformagdo e a de corrida. A linhagem de trabalho
destina-se as provas de carater funcional, explorando habilidades como agilidade e
obediéncia, caracteristicas consideradas de grande importancia no manejo do gado a
campo. Dentro desta linhagem sempre houve grande interesse na produgdo de
cavalos com cow sense superior (ELLERSIECK et al., 1985). Cow sense, ou
habilidade de trabalhar com o gado bovino, pode ser medida pela capacidade do
cavalo em cercar o gado e apartar do rebanho um animal escolhido (HINTZ, 1980),
com pouca assisténcia do cavaleiro (ELLERSIECK et al., 1985). Acredita-se que o
cavalo deve ter a habilidade de perceber e antecipar os movimentos do bovino para
ser um bom apartador (WAGONER, 1978). A linhagem de conformacéo enfatiza a
morfologia do padrao racial. A linhagem de corrida explora a aptiddo dos animais
quanto a velocidade em pistas retas e de curta distancia. Destacadamente equinos
desta raga tem melhor desempenho em corridas de curtas distancias do que qualquer
outra raga (ABQM, 2013), sendo os mais velozes cavalos do mundo e um dos mais
velozes dentre todos os animais, podendo alcancar velocidades de até 88 km/h e
percorrer, a partr de uma posicdo estatica, 2 de milha (402 metros,
aproximadamente) em menos de 21 segundos (AMERICA’S HORSE DAILY, 2008).
Apesar do efetivo de animais serem relativamente menor nesta que nas demais
linhagens, sua importancia econbémica € substancial, ndo somente por gerar renda por
meio de premiagdes e apostas (US$ 2,5 milhdes 3 — LIMA et al., 2006), mas também
pelo elevado custo gerado na manutengédo destes animais dentro desta modalidade
esportiva (entre R$ 800,00 e R$ 1.400,00, em média mensal, excluindo-se

medicamentos e procedimentos veterinarios).



1.3.3 - Melhoramento genético de equinos

Embora algumas pesquisas publicadas em cavalos envolvam a area de
melhoramento genético, ainda nao existem, efetivamente, programas consistentes de
selecao nas diferentes ragas criadas no Pais. Em relagdo a outras espécies de
exploragdo zootécnica, as pesquisas na area de melhoramento genético sao
proporcionalmente menores em equinos, no mundo todo. No Brasil, em particular,
dada a grandeza de sua tropa, esta distdncia € ainda mais evidente. Pequenos
grupos de pesquisadores ligados as universidades e institutos de pesquisa tém
publicado na area, especialmente em relacdo a aspectos quantitativos de caracteres
de interesse econdmico ou conservacional, em ragas nacionais. Existem algumas
vantagens relativas a pesquisa na area de melhoramento genético de cavalos,
utilizando-se principios de genética quantitativa. A profundidade da genealogia na
maioria das racas € alta, caracteristicas de desempenho geralmente podem ser
medidas em ambos os sexos, repetidamente, e em periodos de tempo relativamente
curtos. Por outro lado, dificuldades inerentes a espécie equina (baixos indices
reprodutivos, altos intervalos de geracdo e parto, baixo numero de progénies por
paricdo e longo periodo de gestacdo), e em fungdo de aspectos operacionais
(informacgdes escassas e imprecisas de caracteres reprodutivos, comportamentais e
de desempenho em grande parte das ragas, baixa receptividade das associagdes de
criadores as tecnologias reprodutivas, relagdo superficial entre érgaos técnicos e
criadores) tém sido alguns dos contratempos ao se pesquisar melhoramento genético

de cavalos no Brasil.

Com relacdo ao Quarto de Milha, ndo ha estudos de melhoramento genético no
pais envolvendo a linhagem de trabalho, basicamente devido a
escassez/inconsisténcia de informacdo de desempenho armazenada atualmente no
Stud Book da ABQM. No entanto, desde 2009, esta associagdo vem de modo regular,
registrando dados de desempenho de todos os animais participantes de provas por
ela homologadas, 0 que permitira no curto prazo, a realizacdo de pesquisas. Pelos

mesmos motivos, que a linhagem de trabalho, ndo ha pesquisas na éarea de



melhoramento envolvendo a linhagem de conformacdo. Uma vez que apenas na
linhagem de corrida encontram-se disponiveis dados de desempenho em quantidade
e consisténcia suficientes, somente nela foram realizadas pesquisas envolvendo
melhoramento genético (VILLELA et al., 2002; MOTA & ABRAHAO, 2004; CORREA &
MOTA, 2007). Um atributo seletivo para o Quarto de Milha de corrida é a pontuagao
conhecida como indice de Velocidade (IV), que é obtido durante sua campanha, com
o intuito de classificar o desempenho do animal. Seu célculo esta relacionado com o
tempo obtido na corrida ajustando-se para diferentes distdncias percorridas. Os
animais com |V superior acabam sendo valorizados economicamente e sdo utilizados
mais intensamente na reproducao e, portanto, interferindo na formagao do plantel. O
IV foi criado nas corridas da raga Quarto de Milha com o intuito de permitir
comparacao de desempenhos entre os animais em diferentes condi¢des (distancias,
hipédromo, clima, pais) (EVANS, 1989). Cada hipédromo tem sua prépria tabela de
IV, que é elaborada a partir da média das trés vitérias mais rapidas (trés melhores
tempos) para cada um dos trés ultimos anos consecutivos, em cada distancia, sendo
que o valor da média desses nove tempos equivalera ao IV igual a 100 (CORREA &
MOTA, 2007). Os pontos de IV s&o inteiros e variam de acordo com o tempo, ao nivel
de centésimos de segundo, seguindo ajustes em acordo com a distancia percorrida. A
tabela de IV (Tabela 1) faz a conversao do tempo em pontos do IV com ajustes pelas
distancias. Como exemplo, nas distancias de 365 metros (m), 402m e 503m, a cada 4
centésimos de segundo, a mais ou a menos, que um animal obtém, em relagdo ao
tempo que representa o indice de velocidade igual a 100, diminui-se ou acresce-se
um ponto neste indice. Assim, ao se considerar que a média das nove vitérias (IV
=100) foi de 22 segundos para os 402m, o animal cujo tempo se situe entre 22,01 e
22,04 tera IV igual a 99, se o tempo estiver entre 22,05 e 22,08 o IV sera 98, e assim
por diante. Por outro lado, se o tempo estiver entre 21,96 e 21,99 sera acrescido em
um ponto, obtendo o IV 101, e os que tiverem tempo entre 21,92 e 21,95 seus Vs
serdo de 102 pontos, e assim sucessivamente. Para distancias menores, o calculo do
IV é realizado considerando-se menor variacao do tempo, Em 320m se alternara a
cada 3 e 4 centésimos de segundo, iniciando com 3 centésimos de segundo,
enquanto que em 301m e 275m sera de 3 centésimos de segundo e em 228m sera a

cada 2 centésimos de segundo. Esta tabela é valida para animais que correm



carregando peso minimo de 53 Kg. Para aqueles com peso inferior, deve-se

acrescentar 5 centésimos de segundo ao seu tempo, para cada quilo a menos.

Tabela 1. Variagdo para pontuagédo do indice de velocidade (IV), de acordo com a
distancia (metros), tendo como ponto de partida os tempos referentes ao

IV igual a 100.
Tempo (Centésimos de segundo)
4 3e4* 3 2
Distancia(m) 365 320 275 228
402 301
503

* alternados, iniciando-se com trés centésimos.

Com o intuito de se estabelecer um registro para desempenhos, criou-se o
Registro de Mérito em Corridas (Tabela 2), atribuido aos animais com IV igual ou
superior a 80 pontos (JCS, 2002).

Tabela 2. Classificagao do registro de mérito de acordo com o IV.

indice de Velocidade (pontos)

80 a 90 91a99 >100

Registro de AA AAA AAAT
meérito (Double A) (Triple A) (Top Triple A)

1.3.4 - Fisiologia e metabolismo do musculo estriado esquelético

Muitos dos processos fisiolégicos ligados ao 6timo desempenho atlético tém
mostrado alguns aspectos semelhantes em humanos e equinos (DIAS et al., 2007;
SCHORODER et al., 2011). Para equinos de competicdo, 0 sucesso em provas
depende principalmente da capacidade metabdlica do animal para converter energia
quimica em mecanica. Componentes destes processos energéticos incluem a taxa, a

eficiéncia e a interacdo do metabolismo aerdbio e anaerébio nos musculos e do
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fornecimento de glicose e oxigénio por meio do sistema cardiovascular. Cavalos
desempenham diferentes tipos de exercicio fisico, variando de predominantemente
aerdbico para predominantemente anaerébio. Corridas curtas de cavalos das racas
Quarto de Milha e Puro-Sangue Inglés s&o predominantemente anaerdbico, ja
algumas classes de exercicios de arena, como apartagdo e rédeas, modalidades
desempenhadas pela linhagem de trabalho da raga Quarto de Milha, intercalam curtos
turnos de exercicio anaerébico com maiores periodos de atividade aerdbica
(FREEMAN, 2013).

O musculo esquelético nos mamiferos demonstra alto grau de plasticidade e se
adapta rapidamente a diferentes exercicios. Esta adaptacao é devida as respostas ao
tipo de contracédo, intensidade dos exercicios, nivel de oxigénio e, principalmente, aos
exercicios ou treinamentos envolvendo resisténcia muscular (HILL et al., 2010a;
SCHRODER et al., 2011). Os tipos de fibras musculares podem ser classificados com
base na fonte primaria de energia (oxidativa/aerébia ou glicolitica/anaerdbia) e
velocidade de contragdo da fibra. Em mamiferos séo classificadas como; tipo | e
oxidativa (contragcao lenta) e; tipo Il e glicolitica (contragao rapida), podendo a ultima
ser dividida em diferentes subclasses como, tipos IIA, IIB, IIC e IIM (BREAZILE,
1996).

Levando em consideragdo o tipo de treinamento fisico, as concentragdes do
oxigénio no tecido muscular podem variar e atuar sobre a regulacdo de seu
metabolismo (oxidativo ou glicolitico). Em humanos foi constatado que treinamentos
de resisténcia elevam o volume de oxigénio maximo (VO2 max) e o metabolismo
aerobico. Estes efeitos sdo provocados, em parte, por meio de um aumento de até
40% na densidade de capilares, de até 30% no niamero de mitocéndrias musculares;
juntamente com o aumento da proporcao das fibras oxidativas (HOPPELER et al.,
1985). Em treinamentos intensos de curta duracdo em humanos, MacDougall et al.,
(1998) observaram o aumento da atividade de enzimas musculares tanto glicolitica
quanto oxidativa, além do aumento da potencia maxima do uso de energia e elevado
VO2max- O aumento da produgado de energia pode ter sido resultado do aumento da
atividade maxima da enzima glicolitica e da capacidade da bomba de Na'/K,
enquanto que o aumento da atividade da enzima mitocondrial pode ter sido resultado

do aumento da taxa de fluxo de piruvato durante o treinamento.
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Para manutencao do ritmo e da intensidade das contragdes a resintese de ATP
€ muito importante. A concentracao local de ATP, ADP (adenosina difosfato) e AMP
(adenosina monofosfato), bem como a relagdo de ATP/ADP, sao reguladores chave
que influenciam muitos processos fundamentais no metabolismo muscular (COHEN,
1968; COHEN, 1976). A adenosina trifosfato (ATP) e a creatina-fosfato representam
as principais fontes de energia durante a atividade fisica moderada. Durante a fixagéo
e desligamento das cabecas globulares da miosina, o ATP é hidrolisado para fornecer
energia para a contragdo muscular. A adenosina difosfato (ADP) resultante da
hidrolise do ATP é fosforilada a partir de creatina-fosfato com fungcéo de manter os
niveis de ATP celular constantes (BREAZILE, 1996). A fadiga muscular resulta da
incapacidade de utilizar o fosfato inorganico (Pi) formado na hidrolise do ATP em ADP
para a restauragcao do ATP. Desta forma o Pi se acumula no citoplasma na forma de
KH,PO4, que, por sua acidez, atua diretamente sobre as proteinas contrateis,
diminuindo sua capacidade de desenvolver tensdo dentro dos sarcémeros
(BREAZILE, 1996). Células excitaveis contém concentragdo de ATP suficiente
somente para uma contracdo muscular de alguns segundos (INFANTES & DAVIES,
1965). Mesmo havendo pequenas quantidades de ATP nestas células, ndo ha
alteragbes significativas em niveis globais de ATP durante ativacdo de células
excitaveis (MOMMAERTS & WALLNER, 1967; SERAYDARIAN, 1980). Isso ocorre

devido ao abastecimento continuo e eficiente de ATP a partir de grandes
estoques de creatina-fosfato (PCr2+) catalisada pela creatina-cinase (CK), sendo que
na maioria dos tecidos musculares a capacidade de regeneragao de ATP por CK é
muito elevada e excede consideravelmente a utilizagcdo tanto de ATP, bem como a

reposicao de ATP por fosforilagao oxidativa ou glicélise (MCGILVERY, 1975).

1.3.5 - Marcadores moleculares: aspectos gerais

Marcador molecular é toda e qualquer variagao oriunda de um gene expresso ou
de um segmento especifico de DNA (regides expressas ou ndo do genoma). Ao se
verificar que esses marcadores segregam de acordo com as leis mendelianas para

caracteristicas monogénicas, ou apresentam distribuicbes compativeis com as
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esperadas para caracteristicas poligénicas, um marcador molecular é também
definido como marcador genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Neste
sentido, marcadores de DNA sao um tipo de marcador molecular e, na maior parte
das vezes, marcadores genéticos. Do ponto de vista molecular ocorrem trés tipos
principais de variagbes na molécula de DNA, as regides repetitivas (minissatélites e
microssatélites), as insergdes e delegdes (InDels) e as alteragdes de uma unica base

(Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs).

Marcadores moleculares permitem que os gendtipos dos individuos sejam
determinados em muitos loci para varias espécies diferentes (O’ BRIEN & GRAVES,
1991), possibiltando que parédmetros genético-populacionais como frequéncias
alélicas e genotipicas sejam estimados. Estas informacbes permitem a comparagao
de frequéncias entre populagdes e revelam diferengas em suas composi¢des genética
que podem contribuir para variagées fenotipicas (MOODY et al., 1996). Isto € possivel
tendo em vista que ao longo da domesticacdo e formagado das ragas, os animais
domésticos experimentaram a selecao natural e a artificial. Estas pressdes de selecao
levaram ao aumento da frequéncia de algumas mutacdes em regides especificas do
genoma, as quais tornaram os individuos mais adaptados ou deram a eles
caracteristicas favoraveis com base na demanda humana. Ao mesmo tempo, outros

polimorfismos apresentaram diminuicao de frequéncia ou eliminagao completa.

Entretanto, para a identificacdo das regides do DNA responsaveis por
caracteristicas de interesse, geralmente, recorre-se a algumas estratégias diferentes,
como a localizagdo de Quantitative Trait Loci (QTL) pela andlise de regides
microssatélites do maior numero possivel de individuos de grandes familias,
originarias de acasalamentos direcionados (HALEY, 1995). Porém, a aplicagao dessa
ferramenta esbarra na dificuldade de se constituir familias para o estudo, no elevado
custo para a manutengdo dos animais, principalmente em espécies, cujo intervalo
entre geragdes € grande (caso dos bovinos e equinos), e na quantidade de trabalho e
tempo necessdarios para a coleta dos dados moleculares. Além disso, apds a
identificacdo do QTL ainda ha longo caminho a percorrer até a descoberta dos genes

e polimorfismos diretamente implicados com o fenétipo.
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Metodologia alternativa para minimizar essas dificuldades é a busca de genes
candidatos principais, onde o objetivo é estudar os mecanismos fisiolégicos
envolvidos com a manifestagdo das caracteristicas de interesse, na tentativa de
pesquisar variagdes de genes especificos entre individuos que apresentam fendtipos
diferentes (WOMACK, 1993). A estratégia do gene candidato tem como maior
vantagem o fato de ndo ser obrigatério a genotipagem de grande numero de
individuos de grandes familias originados de acasalamentos direcionados, uma vez
que, a principio, espera-se que o polimorfismo estudado seja determinante direto de
variacao fenotipica, ou seja, causal ou em forte desequilibrio de ligacdo com o
polimorfismo causal. Entretanto, polimorfismos que segregam e se encontram
associados a caracteristicas interessantes em animais de certa linhagem ou raca,
podem n&o segregar em animais de outras linhagens ou ragcas da mesma espécie.
Além disso, resultados positivos de associagao entre polimorfismos e caracteristicas
de interesse obtidos para populagdes de animais de uma linhagem ou raga n&o sao
imediatamente aplicaveis a populagdes de linhagens ou ragas diferentes, uma vez
que efeitos de substituicdo de alelos de um polimorfismo sdo pardmetros intrinsecos
de cada populagdo ou ragca em determinado ambiente (REGITANO, 2004). Assim
sendo, antes de transpor marcadores das populacdes onde foram identificados para a
comercializagdo, é fundamental a corroboracdo dos seus efeitos sobre as
caracteristicas de interesse em diferentes racas e ambientes em processo conhecido

como validagao.

1.3.6 - Marcadores SNPs

A medida que as sequéncias de nucleotideos dos genomas foram sendo
desvendadas, caracteristica observada foi o grande numero de variagées de ponto
encontradas ao se comparar segmentos correspondentes do mesmo genoma. As
mais comuns ocorrem, aproximadamente, a cada 600 bases e sdao denominadas

polimorfismos de nucleotideos unicos ou SNPs.
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As substituicdes mais frequentes observadas no DNA envolvem bases
nitrogenadas de mesma caracteristica estrutural, ou seja, sdo trocas entre duas
purinas (A/G ou G/A) ou duas pirimidinas (C/T ou T/C) e sdo denominadas transig¢des.
As transversbes sao substituigdes de uma purina por uma pirimidina ou o contrario.
Essas alteracbes podem ser provocadas por erros de incorporacao de bases durante
a replicagdo do DNA ou em outros casos, sdo causadas por agentes ambientais.
Caso essas alteragbes ocorram em células germinativas, sejam transmitidas as
geragOes seguintes e se fixem na populagdo a uma frequéncia minima de 1%,

passam a ser denominadas de polimorfismos (KWOK & GU, 1999).

Os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras ou com fungéo regulatéria,
bem como em espacos intergénicos, sem funcao determinada. Em regides
codificadoras, quando resultam em substituicao de aminoacido na sequéncia protéica,
sdo denominados nao sindnimos, podendo a substituicdo ser conservativa ou nao
conservativa em fungdo das caracteristicas dos aminoacidos envolvidos na troca.
Nesses casos, pode haver modificacdes estruturais e funcionais na proteina. Embora
SNPs sinonimicos nao alterem a sequéncia protéica, eles podem modificar a estrutura
e a estabilidade do RNA mensageiro, e, consequentemente afetar a quantidade de
proteina produzida. Esta também pode ser afetada quando ocorrem alteragbes nas
regides nao traduzidas do RNA mensageiro (5° UTR e 3 UTR). Além disso,
polimorfismos génicos podem promover processamentos alternativos, geragdao ou
supressao de cédons de terminacéo, alteragdo nos codons de iniciagcdo da traducgao e
alteragcdes no padrdo de expressdo de genes quando a troca de bases ocorre em
sequéncias promotoras (GUIMARAES & COSTA, 2002). Recentemente,
polimorfismos intrénicos ganharam importancia pelo fato de ndo mais poderem ser
descartados como possiveis responsaveis diretos por alteracbes fenotipicas. RNAs
nao codificantes transcritos a partir de regides de introns (micro-RNAs) estao
envolvidos em diferentes processos biolégicos tais como os controles transcricional e

pos-transcricional da expressao génica (NAKAYA et al., 2007).

Estudos em humanos e em espécies de interesse zootécnico, mostraram a
ocorréncia de milhées SNPs ao longo do genoma de um individuo (Human Genome
Project Information, The SNP Consortium LTD, Bovine Genome Sequencing and

Analysis Consortium, EquCab2.0 SNP Collection). Além dos marcadores SNP serem
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abundantes, suas bases moleculares permitem sua distribuigio homogénea pelo
genoma (CAETANO, 2009).

1.3.7 - Métodos de genotipagem de SNPs

Em razdo da possibilidade de relagdo entre SNPs e doengas genéticas em
humanos e caracteristicas produtivas e reprodutivas em animais e vegetais, ao longo

das ultimas décadas muitas tecnologias foram desenvolvidas para sua genotipagem.

Entre as metodologias basicas para genotipagem individual de SNPs, em
regides especificas do genoma, estdo a PCR-RFLP (MAEDA et al., 1989), as PCRs
alelo-especifico (SAIKI et al.,, 1986), entre as quais a ARMS-PCR, e a PCR-SSCP
(ORITA et al.,, 1989). Estes meétodos nao requerem estruturas laboratoriais
sofisticadas e podem ser aplicados a experimentos que envolvam genotipagem em
pequena escala, nos quais o numero de polimorfismos genotipados seja da ordem de

algumas dezenas e o de animais analisados ndo ultrapasse algumas centenas.

O proximo avango tecnolégico para genotipagem de SNPs surgiu com
metodologia que utiliza o sequenciamento direto de produtos de PCR. Neste caso,
apos a amplificacdo do fragmento desejado, realiza-se a determinagédo do gendtipo
com base na analise da sequéncia produzida. Embora esta metodologia permita a
genotipagem de mais de um SNP em um mesmo fragmento, e seja baseada em
equipamentos geralmente encontrados em instituicbes de ensino/pesquisa
(sequenciadores automaticos de DNA), ainda é necessaria grande quantidade de
trabalho para a geracdo de dados. Seguindo a mesma tendéncia, foram
desenvolvidas metodologias de genotipagem de SNPs utilizando equipamentos de
PCR em Tempo Real, concebidos inicialmente para quantificacdo de RNA
mensageiros em experimentos de analise da expressdao génica (CAETANO, 2009).
Alternativas para a genotipagem de dezenas de SNPs em paralelo ocorrem por meio
das metodologias de extensdo (ou sequenciamento) de uma Unica base,
cromatografia liquida de alta pressdao desnaturante (DHPLC) e espectrometria de
massa (MALDI-TOF).
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Avancos tecnolégicos recentes culminaram com o desenvolvimento de
metodologia para genotipagem de dezenas de milhares de SNPs em um unico ensaio
a baixos custos (de US$ 0,10 a US$ 0,001 por SNP genotipado), trazendo novas
perspectivas para aplicagées ja consolidadas, além do desenvolvimento de novas
aplicacdes, produtos e processos, com uso direto nas cadeias produtivas de animais
de interesse zootécnico (CAETANO, 2009). Neste sentido, os chamados chips de
genotipagem de SNPs, contendo em média mais de 50 mil SNPs, foram gerados e
validados para humanos, bovinos, equinos, ovinos, suinos e caninos, sendo
extensamente utilizados por grupos de pesquisa mundo afora para o desenvolvimento
de ferramentas de diagnostico de doencas genéticas e de selegao de individuos

superiores.

1.3.8 - Marcadores moleculares no melhoramento genético de equinos

Apesar da maior dificuldade de aplicacdo de ferramentas moleculares em
estudos visando a selegao e o melhoramento genético de equinos em fungéo, entre
outros, da disponibilidade de animais, as informacdes referentes ao genoma da

espécie vém experimentando expansao sem precedentes.

De acordo com Chowdhary (2013) entre os maiores destaques provenientes da
analise do genoma de equinos estdo o seu sequenciamento completo (EquCab2.0) e,
a partir deste, a identificagdo de 750 mil SNPs com sequenciamento inicial da égua
“Twilight’ da raca Puro-Sangue Inglés, e outros 400 mil detectados em equinos de
sete diferentes ragas. Dados provenientes do sequenciamento de uma égua Quarto
de Milha revelaram que dos 3,15 milhdes de SNPs descobertos, 2,8 milhdes sao
SNPs novos, incluindo 18 mil SNPs ndo sinbnimos e 2,6 mil complexos (DOAN et al.,
2012). Como resultado destes desenvolvimentos e da aplicagao dos chips de SNPs,
pode ser antecipado que, nos préximos anos, as bases genéticas de importantes
caracteristicas monogénicas serdo analisadas com maior acuracia e rapidez e as
caracteristicas complexas/multigénicas de interesse terdo seus componentes

genéticos dissecados.
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Ao longo dos ultimos nove ou dez anos, muitas equipes de pesquisa ao redor do
mundo analisaram grande quantidade de genes candidatos individuais buscando a
identificacdo de marcadores potencialmente associados a caracteristicas de interesse
em cavalos tais como: cor da pelagem (BRUNBERG et al., 2006; ROSENGREN et al.,
2007; REISSMANN et al., 2007); doengas (HANSEN et. al., 2007; TRYON et al.,,
2007; YOUNG et al., 2007); resisténcia a doencas (SOLBERG et al., 2004; BROWN
et al., 2006; RIOS et al., 2007); reproducao e fertilidade (HAMANN et al., 2007;
GIESECKE et al., 2009); comportamento e temperamento (MOMOZAWA et al., 2005,
2006); e desempenho (HANZAWA et al., 2002; REEBEN et al., 2006; MCGIVNEY et
al., 2007; HILL et al., 2010a,c; GU et al., 2010).

Projetado para permitir a identificagdo de regides genémicas modificadas pela
selecdo e a identificagdo de SNPs e genes que contribuem para caracteristicas de
interesse nas principais racas de equinos criadas atualmente no mundo, o Equine
SNP50 BeadChip da empresa lllumina (lllumina Inc., USA) constitui-se em poderosa
plataforma para a selegdo e o melhoramento genético da espécie, habilitando
pesquisadores da area a conduzir vasta gama de experimentos em que a aplicagao
da genotipagem de polimorfismos de DNA é necessaria. Ja em sua segunda geragao,
o novo SNP chip possui 74,5 mil SNPs, dos quais 21 mil sdo novos marcadores e

53,5 mil sdo marcadores que foram validados no SNP50 BeadChip.

Em um primeiro momento, esses chips serviram com sucesso, principalmente, a
identificacdo de SNPs, regides genbmicas e genes relacionados a importantes
doengas e sindromes que acometem determinadas ragas tais como lordose (COOK et
al., 2009; COOK et al., 2010), osteocondrose (LYKKJEN et al., 2010; TEYSSEDRE et
al., 2012), neuropatia laringeal recorrente (DUPUIS et al., 2011), nanismo (EBERTH
et al., 2009) e sindrome do potro lavanda (BROOKS et al., 2010). Mais recentemente,
caracteristicas complexas relacionadas a desempenho em provas esportivas e
aptiddoes especificas tém sido alvo de pesquisas por meio de chips de SNPs para
equinos (HILL et al., 2010b; BINNS et al., 2010; SCHRODER et al., 2011; PETERSEN
et al., 2013).

1.3.9 - Genes candidatos para desempenho em equinos da ra¢a Quarto de Milha
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O potencial atlético em mamiferos é influenciado por complexa inter-relacao
entre conjunto de genes e fatores ambientais (HILL et al., 2010c). A contribuigéo
genética para potencial atlético em humanos € bem documentada, no qual mais de
220 genes ja foram descritos (BRAY et al., 2009). Embora seja provavel que o
desempenho atlético em equinos também seja influenciado por grande numero de
genes, até o momento poucas variantes genéticas foram relacionadas a
caracteristica, exclusivamente em animais Puro Sangue Inglés, entre estas SNPs nos
genes myostatin — MSTN (HILL et al., 2010a;b e BINNS et al., 2010, TOZAKI et al.,
2010), piruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 — PDK4 (GU et al., 2009; HILL et
al., 2010c), creatine kinase, muscle — CKM e cytochrome c oxidase, subunit 4, isoform
2 - COX412 (GU et al., 2010). Recentemente, um SNP do gene doublesex and mab-3
related transcription factor 3 — DMRT3 equino foi associado de forma altamente
significativa a marcha em equinos de diversas ragas, esta mutagdo afeta
consideravelmente a coordenagdo motora ligada a locomogdo (ANDERSSON et. al.,
2013).

1.3.9.1 - MSTN - myostatin

O MSTN é membro da familia de genes transforming growth factor-beta (TGF-
B), é expresso no tecido muscular esquelético e atua como regulador negativo do
crescimento da massa muscular. Varias mutagdes ou polimorfismos tém sido
identificados no MSTN em bovinos (GROBET et al., 1997, 1998; KAMBADUR et al.,
1997; MCPHERRON & LEE, 1997), ovinos (CLOP et al., 2006), camundongos (NISHI
et al., 2002) e mais recentemente em humanos (SHUELKE et al., 2004), resultando
em fendtipos de hiperplasia e hipetrofia muscular (dupla musculatura). Polimorfismo
do MSTN em caes de corrida da raga Whippet mostrou-se associado a aumento da
massa muscular e também a habilidade atlética (MOSHER et al., 2007). Binns et al.,
(2010) utilizaram 189 cavalos Puro Sangue Inglés vencedores de corrida na América

do Norte e identificaram por meio chips de SNPs (/llumina Equine SNP50 BeadChip)
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dois polimorfismos (BIEC2-417274 e BIEC2-417495) associados com distancia étima
de corrida. Analises de bioinformatica revelaram que estes SNPs com maiores
significancias estatisticas e localizados no cromossomo equino 18 (ECA18), séo
vizinhos ao loco do gene MSTN. Em pesquisa paralela e publicada no mesmo ano,
Hill et al., (2010b), também utilizando o Equine SNP50 BeadChip em 118 cavalos elite
Puro Sangue Inglés de corrida, divergentes em relagdo a distancia 6tima de corrida,
identificaram o SNP BIEC2-417495 (localizado no cromossomo 18 a
aproximadamente 690Kb do gene MSTN), como o mais significativamente
relacionado a caracteristica. Ao analisar o gene MSTN equino em amostra de 148
cavalos Puro Sangue Inglés registrados, Hill et al., (2010a) identificaram um novo
polimorfismo (g.66493737C>T) fortemente associado a distadncia 6tima de corrida,
onde animais de gendtipo CC mostraram-se adequados para corridas de distancias
curtas (rapidas), animais de gendétipo CT para corridas de distancias médias e animais
de gendtipo TT para corridas de distancias longas (resisténcia). Segundo Hill et al.,
(2010a), testes comparativos de associacao demonstraram consistentemente o SNP
g.66493737C>T como variante superior na predicdo de aptiddo para distédncias em
cavalos de corrida da raga Puro Sangue Inglés. A genotipagem deste SNP em
animais da raga Quarto de Milha (n = 35), raca com alto desempenho em corridas
curtas, mostrou excesso de alelos C (C0,9; CC 0,83; CT 0,14; TT 0,03) (HILL et al.,
2010a). Na comparagéao de 33 ragas (n=744), foi encontrada na regido do gene MSTN
alta assinatura de selegao em equinos da raca Paint Horse e Quarto de Milha. Com
sequenciamento e analise histolégica mostrou-se que o SNP em questao
(9.66493737C>T) e uma variagdo na regiao promotora foram significativamente
associados ao volume da fibra muscular do tipo lIx (PETERSEN et al.,, 2013).
Atualmente a genotipagem deste SNP é empregada de forma comercial para auxiliar

a predicao da distancia 6tima de corrida pra equinos da raga Puro-Sangue Inglés.

1.3.9.2 - PDK4 - piruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4

A expressao do gene PDK4, localizado no cromossomo equino 4 (ECA4), é

coordenada pelo co-ativador transcricional PGC-1a (WENDE et al., 2005), o qual tem
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sido identificado como uns dos fatores criticos no controle da adaptacado ao exercicio
(ARANY, 2008). O PGC-1a é um regulador chave do metabolismo energético que
atua regulando a sensibilidade a insulina pelo controle do transporte de glicose,
mediando a angiogenese induzida por exercicio (CHINSOMBOON et al., 2009) e
coordenando a biogénese mitocondrial (SCARPULLA, 2008). A regulagdo da
utilizagado da glicose € rigidamente controlada pela captagao de glicose pelos seus
transportadores, pela taxa de fluxo glicolitico e pela conversado de piruvato em acetil-
CoA na mitocdndria por meio da fungdo catalisadora do complexo piruvato
desidrogenase (PDC). O passo critico limitante da velocidade de oxidagao da glicose
€ a regulagcao da montagem do PDC, que é controlado pela piruvato desidrogenase
quinase (PDK). A PDK bloqueia a formagao do PDC, resultando na beta-oxidagéo de
acidos graxos para acetil-CoA como substrato para a fosforilagcdo oxidativa. A
oxidacao de acidos graxos € altamente eficaz na geragao de ATP e é controlada pela
expressao de PDK4 no musculo esquelético durante e apos o exercicio (PILEGAARD
& NEUFER, 2004). Eivers et al., (2009) identificaram aumento significativo da
expressao do mRNA do gene PDK4 (+7,4-fold) em musculos esqueléticos de equinos
durante a recuperagcdo do exercicio fisico. Considerando-se que variagdo na
expressao génica é fortemente influenciada por variagdes genéticas estruturais, Hill et
al., (2010c) investigaram a possibilidade de associagbdes entre SNPs identificados no
PDK4 e desempenho em corrida de cavalos da raga Puro Sangue Inglés.
Encontraram o SNP ¢g.38973231A>G fortemente associado com a caracteristica, onde
individuos de gendtipo AA e AG apresentaram maior handicap rating em relagao aos

de gendtipo GG.

1.3.9.3 - COX4I2 - cytochrome c oxidase, subunit 4, isoform 2

Citocromo ¢ oxidase (COX) é uma enzima multi-subunidade (Complexo IV) que
catalisa a transferéncia de elétrons do citocromo ¢ reduzido para o oxigénio na
respiracao mitocondrial. COX é um dimero no qual cada mondémero é composto de 13
subunidades, das quais trés sado codificados pelo genoma mitocondrial (COX1, 2 e 3).

O COX4, codificado pelo DNA nuclear, é responsavel pela regulagcdo e montagem das
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subunidades mitocondriais codificadas no interior da membrana mitocondrial e tem
sido associado com o volume da organela. O COX4 compreende duas isoformas
(COX4-1 e COX4-2) codificadas pelos genes COX4/1 e COX4/2, os quais sao
diferencialmente regulados em ambientes de normoxia (oxigénio normal) e hipoxia
(falta de oxigénio) (FUKUDA et al., 2007). Em ambientes com oxigénio normal, o gene
COX4I1 é preferencialmente transcrito. Em ambientes de oxigénio limitado o
regulador principal de resposta a hipoxia, HIF-1 (fator induzivel de hipoxia 1), ativa a
transcricdo dos genes COX4/2 e LON mitocondrial, o que inibe a expressao do
COX4I1. Neste sentido, tem sido proposto que a regulacdo ambiental de COX4-2
pode aumentar a eficiéncia da respiragdo celular (FUKUDA et al., 2007). Gu et al.,
(2010) identificaram uma fraca, mas significativa, associagdo entre o SNP intrénico
g.22684390C>T do gene COX4/2 de equinos, localizado no cromossomo 22 (ECA22),
e a retrospectiva de desempenho em corridas utilizando 278 animais da ragca Puro
Sangue Inglés. Animais homozigotos para o alelo menos frequente (T) foram
fenotipicamente superiores aos de gendtipo CC e CT. Ainda de acordo com estes
autores, o SNP .22684390C>T pode ser o causador direto de variagdo na
caracteristica uma vez que rompe um possivel sitio de ligacado de um elemento de

resposta a glicocorticéides (GRE).

1.3.9.4 - CKM - creatine kinase, muscle

O creatine kinase, muscle gene (CKM), mapeado no cromossomo equino 10
(ECA10), codifica um tipo muscular de isoenzima da creatina quinase encontrada
exclusivamente no musculo estriado e envolvida em processos celulares energéticos.
Durante exercicio, camundongos CKM nocaute mostraram falta de exploséo
muscular, mas mantiveram as condi¢ées normais de forga absoluta (VAN DEURSEN
et al., 1993). Polimorfismos no gene CKM humano tém sido associados com aumento
na resisténcia cardio-respiratoria assim como ao consumo maximo de oxigénio apds
vinte semanas de treinamento (ECHEGARAY & RIVERA, 2001). O transcriptoma do
musculo esquelético de cavalos Puro Sangue Inglés mostrou que o mMRNA do CKM é

o0 mais abundantemente expresso, representando 6,9% de todo o transcrito
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(MCGIVNEY et al., 2010). Por outro lado, estudos indicaram que o mMRNA do CKM
compde aproximadamente 1% do transcriptoma musculo esquelético humano
(WELLE et al., 1999). A expressdo muito elevada do mRNA do CKM no musculo
esquelético equino em comparacao ao humano é indicativo da importancia do produto
do gene no fendtipo atlético altamente adaptado do Puro Sangue Inglés. Em apoio a
estes dados, transcritos do gene CKM equino aumentaram significativamente apos 4
horas de exercicio em esteira e apds periodo de 10 meses de treino (EIVERS et al.,
2010). O fator de regulacéo interferon (IRF-1) € um fator de transcricgdo mediado por
oxigénio envolvido na biogénese e metabolismo mitocondrial. Em humanos foi
demonstrado ser significativamente ativado apés um periodo de persisténcia no
exercicio fisico (MAHONEY et al.,, 2005). O SNP g.15884567A>G do gene CKM
equino, localizado no intron 4, rompe um suposto sitio de ligacdo do IRF-1 (GU et al.,
2010). Ao investigar o efeito do polimorfismo g.15884567A>G do gene CKM sobre a
retrospectiva de desempenho em corridas em 148 animais da raca Puro Sangue
Inglés, Gu et al., (2010) encontraram o alelo A como favoravel para a caracteristica,
sendo que individuos de gendtipos AA e AG apresentaram-se superiores em relagéo
aos GG. Os autores ressaltaram, entretanto, que tais resultados preliminares de
associacao entre o polimorfismo do CKM e performance em corrida deve ser validado
e outras populagbes de equinos antes que a aplicagdo da informagao possa ser

utilizada.

1.3.9.5 - DMRT3 - doublesex and mab-3 related transcription factor 3

A familia de genes DMRT (DMRT1-8) codifica vasta gama de fatores de
transcricao cuja fungdo vem sendo bem estudada em vertebrados e invertebrados.
Seus padrdoes de expressao nao estdo restritos somente ao desenvolvimento das
gbnadas, mas também a outros processos de desenvolvimento, envolvendo
principalmente o sistema nervoso central (HONG et al., 2007). O DMRT3 codifica um
importante fator de transcricdo na configuracdo de circuitos da medula espinhal,
controlando o movimento em vertebrados. Esta envolvido na especificacdo neuronal,

incluindo a subdivisdo de neurbnios da medula espinhal, e no desenvolvimento de



23

uma rede neuronal de coordenagdao do sistema locomotor que controla os
movimentos dos membros. Por meio do silenciamento deste gene (DMRT3”) em
camundongos observou-se menor gasto de tempo de nado e espasmos frequentes
nos movimentos dos membros, quando colocados em agua, padrdo este que nao foi
observado nos camundongos controle. Em esteira, camundongos DMRT3” tiveram
maior dificuldade de movimentos em alta velocidade e apresentaram passadas
significativamente mais longas, creditada ao maior tempo no movimento de extensao.
Heterozigotos nao diferiram dos controles (ANDERSSON et al.,, 2012). Dentre os
equinos ocorrem naturalmente trés padrdes de locomocdo, em ordem crescente de
velocidade, o passo, trote e galope. Alguns cavalos podem alternar o padrio
intermediario de velocidade pela marcha, sendo consequentemente incapaz de
desenvolver grande velocidade. Em estudo de associagdo ampla do genoma
(GWAS), um marcador foi significativamente associado com o padrao de movimento
em equinos da raca Icelandic. Apds sequenciamento da regido foi identificado um
SNP (g.22999655C>A) no gene DMRT3 significativamente associado ao tipo de
andamento (ANDERSSON et al., 2013). Em estudo de validagdo com diversas ragas,
a frequéncia do alelo A foi proxima a um em racas marchadoras, com altas
frequéncias de homozigotos AA; e zero em ragas ndao marchadoras. O SNP
g.22999655C>A cria stop codon prematuro que resulta proteina de 300 aminoacidos
contra 438 do tipo selvagem. Assim, o alelo mutante (A) do gene DMRT3 pode se
mostrar prejudicial para racas de velocidade, diminuindo o desempenho de cavalos
em corridas (ANDERSSON et al., 2012).
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Capitulo 2 — Polimorfismos em genes candidatos para desempenho em equinos

de corrida da raga Quarto de Milha

Resumo: Dentro da raga Quarto de Milha, diferentes objetivos de sele¢cao formaram
linhagens com distintas habilidades, entre elas a de corrida e a de trabalho. Com
menor efetivo, porém com grande representatividade econbmica, a linhagem de
corrida se destaca por possuir animais com capacidade de alcangar grandes
velocidades em curtas distancias e em pequeno espago de tempo. A linhagem de
trabalho destina-se as provas de carater funcional, explorando habilidades como
agilidade e obediéncia. Embora seja provavel que o desempenho atlético em equinos
seja influenciado por grande numero de genes, até o momento poucas variantes
genéticas foram relacionadas a caracteristica, exclusivamente em animais Puro-
Sangue Inglés (PSI), entre estas os SNPs g.66493737C>T (MSTN), g.38973231A>G
(PDK4), g.22684390C>T (COX4/2). Resultados do presente trabalho obtidos a partir
de sequenciamento de DNA mostraram os genes PDK4 e COX4I2 polimérficos no
Quarto de Milha, enquanto que o MSTN mostrou o alelo C préximo de fixado, com
apenas um animal heterozigoto (CT). Na analise de 296 animais de corrida e 68 de
trabalho, as diferencas de frequéncias alélicas e genotipicas se mostraram
significativas para os genes PDK4 e COX4/2 entre as duas linhagens. O mesmo néo
foi observado quando estas frequéncias foram comparadas entre fendétipos extremos
de corrida. Também nao houve efeitos significativos no teste de associagédo entre os
alelos dos dois polimorfismos e o indice de Velocidade (IV). O SNP g.22999655C>A
do gene DMRTS3 foi genotipado em 60 animais. Exceto por dois animais heterozigotos
(CA) no grupo de IV inferiores (n=20) e um na linhagem de trabalho (n=20), todos
foram homozigotos (CC). Estes resultados sugerem que os alelos dos genes PDK4 e
COX412, relacionados com melhor desempenho em corridas na raga PSI, estejam,
talvez, relacionados a adaptacgdes benéficas do metabolismo aerdbico e, dessa forma,
tenham papéis secundarios no desempenho em corridas curtas, predominantemente
anaerobicas, na raca Quarto de Milha. A aparigdo do alelo da marcha (A) do gene
DMRT3 apenas em animais de corrida de IV inferior e de trabalho indica a
possibilidade de esta alteracao afetar consideravelmente o desempenho em corridas.

Palavras-chave: COX4/2, DMRT3, indice de velocidade, MSTN, PDK4
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Polymorphisms in candidate genes for race performance in Quarter Horses

Abstract: In Quarter Horses, different objectives of selection formed lineages with
distinct skills, including the racing and cutting. Less effective, but with great economic
representation, the racing line stands out for having animals capable of reaching high
speeds over short distances and short time. The cutting line is used in competitions of
functional character, exploring skills such as agility and obedience. Although it is likely
that athletic performance in horses is influenced by many genes, few genetic variants
were related to the trait exclusively in Thoroughbred, among these SNPs
9.66493737C>T (MSTN), g.38973231A>G (PDK4) and g.22684390C>T (COX4I2).
Present results obtained from DNA sequencing showed PDK4 and COX4I2 as
polymorphic genes in Quarter Horses, while MSTN allele C showed near fixed with
just one animal heterozygous (CT). In the analysis of 296 racing and 68 cutting
animals, the differences in allele and genotype frequencies were statistically significant
for PDK4 and COX4I2 genes between the two lines. The same was not observed
when these frequencies were compared between racing extreme phenotypes. There
were also no significant effects on test of association between the alleles of the two
polymorphisms and Speed Index (Sl). The SNP g.22999655C>A of the DMRT3 gene
was genotyped in 60 animals. Except for two heterozygous animals (CA) in the group
of low Sl (n = 20) and one in the cutting line (n = 20), were all homozygous (CC).
These results suggest that PDK4 and COX4I2 alleles, associated with better
performance in Thoroughbred, are perhaps related to the beneficial adaptations of
aerobic metabolism and thus have secondary roles in the performance of short runs,
predominantly anaerobic, of the Quarter Horses. The presence of the gait allele (A) of
DMRTS3 only in racing animals of low Sl and in the cutting line indicates the possibility
of this alteration affect considerably performance in races.

KEYSWORD: COX412, DMRTS3, Speed Index, MSTN, PDK4

1 - Introducao

Durante sua formagéo, equinos da raga Quarto de Milha foram selecionados
com diferentes objetivos, resultando em grupos com diferentes aptidées ou
habilidades, entre os quais as linhagens de corrida e de trabalho (ABQM, 2013).
Cavalos da linhagem de corrida da raga Quarto de Milha tem melhor desempenho em
provas de curta distancia do que qualquer outra linhagem ou raga, sendo o mais veloz

entre os equinos e um dos mais velozes animais do mundo. Podem alcangar
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velocidade de até 88 km/h e percorrer, a partir de uma posi¢ao estatica, ¥4 de milha
(aproximadamente 402 metros) em menos de 21 segundos (America’s Horse Daily,
2008). A linhagem de trabalho destina-se as provas de carater funcional, explorando
habilidades como agilidade e obediéncia, caracteristicas consideradas de grande
importancia no manejo do gado a campo. Acredita-se que o cavalo de trabalho deva
ter a habilidade de perceber e antecipar os movimentos do bovino para ser bom
apartador (WAGONER, 1978).

Muitos dos processos fisiolégicos ligados ao 6timo desempenho atlético tém
mostrado alguns aspectos semelhantes em humanos e equinos (DIAS et al., 2007;
SCHORODER et al., 2011). Segundo Breazile (1996), em fungdo do tipo de
treinamento fisico, as concentragdes do oxigénio no tecido muscular podem variar e
atuar sobre a regulagao de seu metabolismo (aerébico ou anaerébio). Cavalos podem
realizar variados tipos de exercicios fisicos, indo do predominantemente aerébio até o
predominantemente anaerdbio. As corridas curtas da raga Puro-Sangue Inglés (PSI) e
do Quarto de milha de corrida apresentam metabolismo muscular predominantemente
anaerobio. Ja algumas classes de exercicios de arena, como apartacdo e rédeas,
modalidades desempenhadas pela linhagem de trabalho da raga Quarto de Milha,
intercalam curtos turnos de exercicio anaerébio com maiores periodos de atividade

aerdbia (FREEMAN, 2013), assim como as corridas longas da raga PSI.

O potencial atlético em mamiferos & influenciado por complexa inter-relagéao
entre conjunto de genes e fatores ambientais (HILL et al., 2010c). A contribuicdo
genética para potencial atlético em humanos € bem documentada, nos quais mais de
220 genes ja foram descritos (BRAY et al., 2009). Embora seja provavel que o
desempenho atlético em equinos também seja influenciado por grande numero de
genes, até o momento poucas variantes genéticas foram relacionadas a
caracteristica, exclusivamente em animais PSI, entre estas SNPs dos genes
myostatin — MSTN (HILL et al., 2010a;b e BINNS et al., 2010, TOZAKI et al., 2010);
piruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 — PDK4 (GU et al., 2009; HILL et al.,
2010c); e cytochrome c oxidase, subunit 4, isoform 2 — COX412 (GU et al., 2010). O
gene MSTN é expresso no tecido muscular esquelético e atua como regulador
negativo do crescimento da massa muscular. Varias mutagdes ou polimorfismos
foram identificados no MSTN em bovinos (GROBET et al. 1997, 1998; KAMBADUR et
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al., 1997; MCPHERRON & LEE, 1997), ovinos (CLOP et al., 2006), camundongos
(NISHI et al., 2002) e humanos (SHUELKE et al., 2004), resultando em fenotipos de
hiperplasia e hipertrofia muscular. Fukuda et al. (2007) observaram que em humanos
o gene COX4/2 foi diferencialmente expresso em ambiente celular de hipoxia (falta de
oxigénio). Tem sido proposto que a regulagdo ambiental deste gene pode aumentar a
eficiéncia da respiragéo celular. O PDK4 controla a oxidagdo de acidos graxos, os
quais sao altamente eficazes na geragcado de ATP (energia) durante e apds o exercicio
(PILEGAARD & NEUFER, 2004). Recentemente, um SNP do gene doublesex and
mab-3 related transcription factor 3 — DMRT3 equino foi associado de forma altamente
significativa ao tipo de andamento. Esta alteragcdo provoca mudancgas sensiveis na
coordenacdo motora dos movimentos de trote e de corrida (ANDERSSON et al.,
2012).

Tendo em vista o papel de cada um dos genes descritos na fisiologia do musculo
esquelético e do sistema nervoso e considerando-se que os efeitos de polimorfismos
de DNA sobre fendtipos sdo parametros intrinsecos de cada linhagem ou raga em
determinado ambiente, os objetivos deste trabalho foram: (1) comparar as frequéncias
dos SNPs g.66493737C>T do MSTN, g.38973231A>G do PDK4, g.22684390C>T do
COX412 e g.22999655C>A do DMRTS3 entre as linhagens de corrida e de trabalho da
raca Quarto de Milha e entre animais com fenétipos extremos para corrida; e (2)
realizar analise de associacdo destes polimorfismos com indice de Velocidade (1V),
caracteristica quantitativa indicativa de desempenho em animais Quarto de Milha de
corrida. Os resultados desta pesquisa poderdao auxiliar, por meio do uso de
marcadores moleculares, nos processos selecdo de cavalos para melhor

desempenho em corridas.

2 - Material e Métodos

2.1 - Animais e dados de desempenho
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Para analise experimental foram utilizados 364 equinos da raga Quarto de Milha,
de ambos os sexos, nascidos entre os anos de 1982 e 2011, registrados na
Associagao Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de Milha (ABQM), sendo 296 da
linhagem de corrida e 68 da de trabalho. Os animais da linhagem de corrida, 67
machos e 229 fémeas, filhos de 95 garanhdes e 240 éguas, encontravam-se alojados,
no Jockey Club de Sorocaba e em outras 14 propriedades no interior do estado de
Sao Paulo, Brasil. Por sua vez, os animais da linhagem de trabalho, 26 machos e 42
fémeas, filhos de 44 garanhdes e 64 éguas, encontravam-se alojados em trés
propriedades no interior do estado de Sao Paulo. As coletas de sangue ocorreram em
haras do estado de Sao Paulo e no Jockey Club de Sorocaba. A presenca de irmaos

completos foi evitada em ambas as linhagens.

Os dados de desempenho foram obtidos junto ao Departamento de Estatistica
do Jockey Club de Sorocaba e ao banco de dados online da Equibase (EQUIBASE
COMPANY, 2013). Foi utilizado o registro de desempenho dado pelo indice de
Velocidade (IV) maximo obtido ao longo do histérico de competicdo de cada animal.
De acordo com Evans (1989), o IV foi criado nas corridas da raca Quarto de Milha
com o intuito de permitir comparagao de desempenhos entre os animais em diferentes
condicbes (distancias, hipédromo, clima, pais). Detalhes a respeito do calculo do IV
foram descritos anteriormente por Corréa (2005). Para a maior parte dos animais
utilizados havia informacéao de IV de varios anos, para os quais foi calculado o IV
meédio. Entretanto, para outros havia apenas informagao de IV maximo. Como o IV
meédio apresentou alta correlagao com o IV maximo (r = 0.8762) optou-se por utilizar o

IV maximo a fim de que nao se perdesse informagdes de desempenho.

Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados segundo as
normas brasileiras de bem estar animal (protocolo n° 204/2012-CEUA expedido pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA da Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia da Unesp, Botucatu, Sao Paulo, Brasil).

2.2 - Coleta de sangue, extracao do DNA e genotipagem dos animais
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Amostras de 5 mL de sangue total de cada animal foram colhidas por
venipungao da jugular esquerda, na regidao do pescogo, utilizando-se tubos a vacuo,
contendo 7,5 mg de EDTA. O processo de extracdo do DNA foi realizado por meio do
lllustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, EUA), de acordo com as

instrugdes do fabricante.

Para analise dos SNPs alvos dos genes MSTN, PDK4 e COX4I2 foram
sequenciados produtos de PCR com tamanhos de 463, 356 e 556 pares de bases
(pb), respectivamente, envolvendo suas regides flanqueadoras, de 30 animais, dos
quais 20 eram da linhagem de corrida, sendo 10 de cada fendétipo extremo, e 10 da de
trabalho. As sequéncias foram geradas por meio do ABI PRISM® 3100-Avant™
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA) e analisadas pelo pacote de programas
Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998). Os primers utilizados no sequenciamento
das regides de localizagcdo dos SNPs alvos dos genes PDK4 e COX4/2 foram os

mesmos utilizados no processo de genotipagem (Tabela 1).

Tabela 1. Descrigdo dos primers utilizados para sequenciamento e/ou genotipagem
das regides alvo e SNPs, respectivamente, de cada gene candidato

estudado
Genel/id Primer 5’-3’ Finalidade
PDK4-F inner GCAGCAGTAAAGACTATGGATTGACTG Sequenciamento* e

PDK4-R inner ~ CCATTAAACAATGACAATCTGAAACAAAT genotipagem
PDK4-F outer ~ GATGCAACTTTAACCCTCAACTTTCTAA
PDK4-R outer CAGATTTTCAGAGAATAGAGCCAGGATA

COX4l12-F CCCCCAAATACTGAATGCAC Sequenciamento e
COX412-R GCCAGGAGCTAGTGACAAGG genotipagem
DMRT3-F GGGAACAGAATCACCTCCTG Genotipagem
DMRT3-R CGACTGGTTTCTTGCCAAAG

MSTN-F TATTCTTCTTGGGAGGGAGGACTACT Sequenciamento
MSTN-R GCAAGTAATTAGCACAAAAATTTGAATG

* Somente os primers outers foram utilizados para sequenciamento; F = forward; R = reverse.

Com intuito de verificar as frequéncias alélicas e genotipicas e de realizar o
estudo de associacdo dos polimorfismos dos genes PDK4 e COX4/2 com

desempenho, foram genotipados 364 equinos da raca Quarto de Milha, sendo 296 da
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linhagem de corrida e 68 da linhagem de trabalho. A identificacdo dos gendtipos do
SNP g.38973231A>G do gene PDK4 equino foi realizada por meio da técnica de
ARMS-PCR, de forma original, na qual ocorreu amplificacdo alelo-especifica de
fragmentos de 235 e 177 pb, para os alelos A e G respectivamente. A PCR foi
realizada em um volume final de 15 uL e a mistura para amplificagao foi constituida
de: 50ng de DNA genbmico; 0,07uM de cada primer outer; 0,7uM de cada primer
inner, 10mM de Tris-HCI, pH 8.0; 50mM de KCI; 1,7 mM de MgCl,; 0,2 mM de cada
dNTP e 1U de Taq DNA polimerase (Fermentas, EUA). As amplificagbes consistiram
de cinco passos: (1) desnaturagéo inicial da fita dupla a 94°C por 5 minutos; (2)
desnaturagédo a 94°C por 45 segundos; (3) anelamento dos primers a 63°C por 45
segundos; (4) extensdo a 72°C por 45 segundos e (5) extenséo final a 72°C por 10
minutos. Os passos 2, 3 e 4, constituiram um ciclo, que foi repetido por 38 vezes. A
determinagéo dos alelos C e T do SNP g.22684390C>T do gene COX4/2 equino foi
realizada, também de forma inédita por meio da técnica de PCR-RFLP, na qual
fragmento de 556pb foi amplificado e digerido utilizando a enzima de restricao Xcel
(Thermo Scientific, EUA). A PCR foi realizada em volume final de 15uL e a mistura
para amplificagao foi constituida de: 50ng de DNA gendmico; 0,20uM de cada primer,
10mM de Tris-HCI, pH 8.0; 50mM de KCI; 1,3 mM de MgCly; 0,2 mM de cada dNTP e
1U de Taq DNA polimerase (Fermentas, EUA). As amplificagdes consistiram de cinco
passos: (1) desnaturagao inicial da fita dupla a 94°C por 5 minutos; (2) desnaturagao a
94°C por 45 segundos; (3) anelamento dos primers a 59°C por 45 segundos; (4)
extensao a 72°C por 45 segundos e (5) extenséao final a 72°C por 10 minutos. Os
passos 2, 3 e 4, constituiram um ciclo, que foi repetido por 35 vezes. Os fragmentos
amplificados foram digeridos em meio de reagao contendo 10uL de produto de PCR e
5U de enzima de restricdo. As misturas para digestdo foram incubadas em

termociclador a 37°C por 12 horas.

O SNP g.22999655C>A do gene DMRT3 equino foi analisado em 60 animais,
dos quais 20 eram de cada fenotipo extremo para corrida e 20 da linhagem de
trabalho. Foi desenvolvido protocolo de genotipagem pela técnica de PCR-RFLP, na
qual fragmento génico com 470pb foi amplificado e digerido utilizando a endonuclease
Ddel (New England BioLabs, EUA). Cada reagédo de PCR, com volume final de 25 uL,
foi constituida de 50 ng de DNA genémico, 0,25 uM de cada primer (Tabela 1), 0,4
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mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl,, 1X PCR buffer (20mM de Tris-HCI, pH 8.4;
50mM de KCI) e 0,75 U de Taqg DNA polimerase (Fermentas, EUA). Apods
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, a amplificacao foi realizada em 36 ciclos a
95°C por 1 minuto, 59°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguida de extensao
final a 72°C por 10 minutos. Aliquotas de 12 uL dos produtos de amplificacdo foram

digeridas com 4U de enzima de restricdo a 37°C por 12 horas.

Os fragmentos de DNA obtidos pelas técnicas de ARMS-PCR e PCR-RFLP
foram separados em gel de agarose a 3%, em sistema de eletroforese horizontal.
Padrao de peso molecular de 100pb foi utilizado em cada gel para permitir o calculo

do tamanho dos fragmentos gerados e a determinagao dos genétipos.

2.3 - Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs estudados

A partir dos genotipos identificados nos géis de eletroforese foram calculadas, de
acordo com Weir (1996), as frequéncias alélicas e genotipicas para cada um dos
polimorfismos genotipados. Foram feitas comparagbes das frequéncias alélicas e
genotipicas dos genes COX4/2 e PDK4 entre as linhagens de trabalho e corrida, e
entre fendtipos extremos de desempenho dados pelos menores e maiores IV (IV
inferiores e IV superiores). Para analise entre IV inferiores e superiores, os fendtipos
foram ajustados para efeitos sistematicos de ambiente (efeitos fixos), de sexo, da
interagéo de hipdédromo (1 a 14) e distancia (228, 275, 301, 320, 365, 402 e 502
metros) e da interacdo de ano da corrida (1988 a 2013) e idade do animal a corrida (2,
3 e 4 anos). O efeito de sexo e das interagdes foram testados quanto a significancia
utilizando o PROC GLM do programa SAS v.9.1 (SAS, 2004). A analise do equilibrio
de Hardy-Weinberg para a linhagem de corrida e das diferengas entre frequéncias
alélicas e genotipicas foi realizada utilizando o teste y2 por meio do pacote genetics
do software R (WARNES, 2013).
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2.4 - Associagao entre os SNPs estudados e caracteristica de desempenho na

linhagem de corrida

A analise de associacao foi realizada por meio da metodologia dos modelos
mistos utilizando-se PROC MIXED do programa SAS v.9.1 (SAS, 2004). O modelo
para associagcao de cada SNP incluiu o efeito aleatério de reprodutor, os efeitos fixos
de sexo, da interacdo da classe etaria e ano de corrida, e da interacdo de hipédromo
e distancia, além do erro aleatério. O numero de copias de um alelo particular do
gendtipo do polimorfismo foi incluido no modelo como covariavel. Como SNPs séo
bialélicos, ou seja, sé existem dois alelos possiveis, a regressao foi feita em um dos

alelos, a saber: o mais frequente.

3 - Resultados

Os resultados gerados a partir do sequenciamento de produtos de PCR
mostraram os genes PDK4 e COX4I2 polimérficos na raga Quarto de Milha, enquanto
que o SNP @.66493737C>T do MSTN praticamente nao variou. Por essa razao,
apenas os polimorfismos dos dois primeiros (g.38973231A>G do PDK4 e
9.22684390C>T do COX4/2) foram genotipados para o conjunto total de animais
(n=364). O SNP g.22999655C>A do DMRTS3, genotipado em subamostra de 60
animais, também mostrou um de seus alelos praticamente fixado. Na Tabela 2
encontram-se descritos os padrbes eletroforéticos dos gendtipos dos polimorfismos
dos genes PDK4, COX412 e DMRTS3.
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Tabela 2. Descricdo dos padroes de bandas encontrados e esperados para os
diferentes gendtipos dos SNPs analisados.

SNP (gene) Gendtipo Padrao eletroforético observado ou esperado®
9.38973231A>G (PDK4)  AA 356 e 235 pb
AG 356, 235 e 177 pb
GG 356 e 177 pb
9.22684390C>T (COX4/2) CC 556 pb
CT 556, 291 e 265 pb
TT 291 e 265 pb
g.22999655C>A (DMRT3) AA 221, 221 e 28 pb*
AC 442,221,221 e 28 pb
CC 442 e 28 pb

* Sob as condigbes de eletreforese realizadas na presente pesquisa, os fragmentos de
28 pb dos gendtipos do SNP do gene DMRT3 nao foram visualizados.

Resultados das andlises de frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs dos
genes COX4I2 e PDK4 nas linhagens de corrida e de trabalho estdo descritos na
Tabela 3. Notou-se diferenca significativa das frequéncias genotipicas do SNP
g.22684390C>T do gene COX4/2 entre as linhagens. Embora nao significativo
(p=0,071), o alelo T, favoravel para desempenho em corridas no PSI (GU et al., 2010),
foi encontrado em menor frequéncia na linhagem de corrida quando comparado a de
trabalho (0,38 x 0,46). Para o polimorfismo ¢g.38973231A>G do gene PDK4 foram
observadas diferengas significativas nas frequéncias genotipicas (p=0,0005) e alélicas
(p=0,0001) entre as linhagens, sendo que o alelo A, favoravel para desempenho em
corridas no PSI (HILL et al., 2010a), apresentou maior ocorréncia na linhagem de
corrida. A partir dos achados disponiveis na Tabela 2 para o teste de Hardy-
Weinberg, pode-se inferir que a populagcéo de equinos de corrida da ragca Quarto de
Milha do estado de Sao Paulo ndo se encontra em equilibrio para os polimorfismos
analisados dos genes COX4/2 (p=0,0013) e PDK4 (p=0,0358).
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Tabela 3. Comparacao das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos
genes COX4/2 e PDK4 nas linhagens de corrida e de trabalho da raga Quarto de
Milha e equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para a linhagem de corrida

Corrida (n=296)  Trabalho (n=68) HWE
n Frequéncia n Frequéncia y%? ValordeP (Valor de P)
COX412 (n=364)
Gendtipos CC 102 0,34 20 0,29 8,428 0,01479 0,0013
CT 166 0,56 33 0,49
TT 28 0,09 15 0,22
Alelos C 370 0,62 73 0,54 3,253 0,07127
T 222 0,38 63 0,46
PDK4 (n=364)
Gendtipos GG 141 0,48 50 0,74 15,239 0,00049 0,0358
GA 137 0,46 17 0,25
AA 18 0,06 1 0,01
Alelos G 419 0,71 117 0,86 14,62 0,00013
A 173 0,29 19 0,14

x? = Qui-quadrado; HWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg

As comparagdes de frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs dos genes
COX412 e PDK4 entre animais com fenoétipo extremos para desempenho em corridas

(Tabela 4) nao mostraram diferengas significativas (p > 0,05).
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Tabela 4. Comparacéo das frequéncias genotipica e alélica dos polimorfismos dos
genes COX4/2 e PDK4 nas linhagens entre fenotipos extremos para

desempenho em corridas da raga Quarto de Milha

IV Superior (n=20)

IV Inferior (n=20)

n Frequéncias n Frequéncias X2 Valor de P
COX4i2
Gendtipos CC 6 0,3 11 0,55 2,56 0,2871
CtT 11 0,55 7 0,35
TT 3 0,15 2 0,1
Alelos C 23 0,57 29 0,72 1,374 0,2412
T 17 0,43 11 0,28
PDK4
Gendtipos GG 10 0,5 11 0,55 1,114 0,5728
GA 7 0,35 8 0,4
AA 3 0,15 1 0,05
Alelos G 27 0,68 30 0,75 0,244 0,6213
A 13 0,32 10 0,25

x? = qui-quadrado; IV = indice de Velocidade

A significancia dos efeitos fixos de sexo, e das interagcbes de hipdédromo e

distancia e ano da corrida e idade do animal a corrida utilizados no modelo de

associacao entre os SNPs dos genes COX4/2 e PDK4 e desempenho encontram-se

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Efeitos fixos de sexo, e das interagdes de hipddromo e distancia e ano da
corrida e idade do animal a corrida, graus de liberdade (DF) e o valor de P

Efeito Valor de P
Sexo 0,0010**
Idade x ano 0,0362*
Distancia x hipodromo 0,0001***

*p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001
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Nos estudos de associagéo entre os polimorfismos dos genes COX4/2 e PDK4
e IV maximo (Tabela 6) ndo foram observadas associagbes significativas. Foram
consideradas substituicdes do alelo T pelo C para o gene COX4/2 e do A pelo G para
0 PDKA4.

Tabela 6. Efeito de substituicdo alélica dos SNPs g.22684390C>T do gene COX4I2 e
g.38973231G>A do gene PDK4 sobre o desempenho em equinos de
corrida da raca Quarto de Milha

Gene n Substituicao Efeito p-value
COX4i2 266 T>C -0,8788 0,3666
PDK4 267 A>G -1,5991 0,1104

*p <0,05, **p<0,01, **p < 0,001

O SNP g.66493737C>T do gene MSTN apresentou o alelo C em todos os
animais genotipados da linhagem de corrida da raga Quarto de Milha (IV superiores,
n=10; e IV inferiores, n = 10). Na linhagem de trabalho (n=10), apenas um animal
heterozigoto (CT) foi encontrado.

O polimorfismo g.22999655C>A do gene DMRT3 nao mostrou a presenga do
alelo A, favoravel para o andamento do tipo marcha, nos animais de IV superior
(n=20). Entretanto, foi observada a existéncia de dois animais heterozigotos (AC) no

grupo IV inferior (n=20) e outro em cavalos da linhagem de trabalho (n=20).

4 - Discussao

Em razédo da enorme dificuldade de obtencdo de maior numero de animais
Quarto de Milha de corrida com informacdo de desempenho no Brasil, a presente
pesquisa foi conduzida com numero reduzido de individuos quando comparado a
estudos de associagdo entre polimorfismos de DNA e caracteristicas de producéao
realizados em outras espécies de interesse zootécnico, principalmente em bovinos.

Entretanto, € necessario constatar que este estudo foi realizado com numero de
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animais relativamente grande quando comparado a outros estudos de associagéo

realizados com equinos.

Os protocolos de genotipagem por ARMS-PCR para o polimorfismo
g.38973231A>G do gene PDK4 e por PCR-RFLP para os SNPs g.22684390C>T do
COX412 e g.22999655C>A do DMRTS3, ora apresentados, mostraram-se eficazes,
robustos, de baixo custo e apropriados para laboratérios dotados de estrutura basica
em equipamentos e reagentes, 0 que permitira a expansdo da analise desses

polimorfismos em equinos.

O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg observado para os SNPs
g.22684390C>T do gene COX4/2 e 9.38973231A>G do PDK4, na linhagem de corrida
da raga Quarto de Milha sugere que algumas das condi¢gbes para cumprimento deste
teorema nao puderam ser encontradas, possivelmente, em decorréncia da introducao
de animais de outras racas como reprodutores e/ou outras agdes, como selecao e

acasalamento ndo ao acaso.

Os resultados do presente trabalho mostraram frequéncias menores do alelo T
do SNP g.22684390C>T do gene COX4/2 nas linhagens de corrida (0,38) e de
trabalho (0,46) da raga Quarto de Milha, do que na raga PSI. Em trabalho realizado
por Gu et al. (2010) com a racga inglesa, a ocorréncia do alelo T foi significativamente
maior no grupo com melhor desempenho em corridas (0,68) em relagédo ao de pior
(0,55). Observa-se que, nesta pesquisa, o alelo T apresenta maior frequéncia
(préximo de significativo) na linhagem de trabalho em relacdo a de corrida. Estes
resultados sugerem que esta variante pode estar relacionada a melhorias do
metabolismo aerdbico, predominante nas provas esportivas desempenhadas pelo
Quarto de Milha de trabalho. Este alelo também foi relacionado a melhores
desempenhos em corridas no PSI (GU et al.,, 2010), os quais mesmo em corridas
curtas percorrem distancias sensivelmente superiores a aquelas percorridas nas
provas da raga Quarto de Milha. Apesar de localizado em intron, o SNP
g.22684390C>T do COX4/2 equino pode ser o causador direto de variagao fenotipica
uma vez que rompe possivel sitio de ligacdo de elemento de resposta a
glicocorticoides (GU et al., 2010). Citocromo c oxidase (COX) é uma enzima multi-

subunidade (Complexo IV) que catalisa a transferéncia de elétrons do citocromo ¢
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reduzido para o oxigénio na respiragdo mitocondrial. O COX4, codificado pelo DNA
nuclear, € responsavel pela regulacdo e montagem das subunidades mitocondriais
codificadas no interior da membrana mitocondrial e tem sido associado com o volume
da organela. O COX4 compreende duas isoformas (COX4-1 e COX4-2) codificadas
pelos genes COX4/1 e COX4I2, localizados no cromossomo equino 22 (ECA 22), os
quais sao diferencialmente regulados em ambientes de normoxia (oxigénio normal) e
hipoxia (falta de oxigénio) (FUKUDA et al., 2007). Em ambientes com oxigénio
normal, o gene COX4/1 é preferencialmente transcrito. Em ambientes de oxigénio
limitado o regulador principal de resposta a hipoxia, HIF-1 (fator induzivel de hipoxia
1), ativa a transcricdo dos genes COX4/2 e LON mitocondrial, o que inibe a
expressao do COX4/1. Neste sentido, tem sido proposto que a regulagdao ambiental
de COX4-2 pode aumentar a eficiéncia da respiragao celular (FUKUDA et al., 2007), o
que o credenciou a gene candidato para desempenho atlético em humanos e também

em equinos.

Uma variante no gene PDK4, localizada no intron 2, foi o primeiro exemplo de
associagao significativa entre um SNP e desempenho superior de cavalos em corridas
(CHOWDHARY, 2013). Em Hill et al. (2010a), o SNP g.38973231A>G do gene PDK4
mostrou frequéncias superiores do alelo A em cavalos PSI com melhor desempenho
em corridas (0,44) quando comparados a grupo com pior desempenho (0,29). Aqui,
maiores ocorréncias do alelo A foram observadas na linhagem de corrida (0,29) em
relacdo a de trabalho (0,14). Entretanto ndo houve diferencas estatisticas entre os
fenodtipos extremos para corrida e nem associagao significativa entre as variantes do
polimorfismo e IV. Embora ndo associado a melhor desempenho em corridas na raga
Quarto de Milha, o p-value de 0,1104 e as diferengas de frequéncia entre linhagens
(p=0,00013) e fendtipos extremos (IV superior: 0,32; IV inferior: 0,25) podem indicar
que o alelo A esta sendo selecionado. Por outro lado, esses resultados podem ser
explicados pelo uso de cavalos PSI, com bom desempenho em corridas de curtas
distancias, como reprodutores na linhagem de corrida de Quarto de Milha. Tal fato
pode acarretar aumento da frequéncia do alelo A na raca sem que necessariamente
esteja relacionado com melhor desempenho. A expressao do gene PDK4, localizado
no cromossomo equino 4 (ECA4), é coordenada pelo co-ativador transcricional PGC-

1a (WENDE et. al., 2005), o qual tem sido identificado como uns dos fatores criticos



48

no controle da adaptacado ao exercicio (ARANY, 2008). A regulagédo da utilizagado da
glicose é rigidamente controlada pela captagao de glicose pelos seus transportadores,
pela taxa de fluxo glicolitico e pela conversédo de piruvato em acetil-CoA na
mitocdndria por meio da fungdo catalisadora do complexo piruvato desidrogenase
(PDC). O passo critico limitante da velocidade de oxidagao da glicose é a regulagao
da montagem do PDC, que é controlado pela piruvato desidrogenase quinase (PDK).
A PDK bloqueia a formag¢ao do PDC, resultando na beta-oxidagdo de acidos graxos
para acetil-CoA como substrato para a fosforilacdo oxidativa. A oxidacdo de acidos
graxos é altamente eficaz na geracao de ATP e é controlada pela expressao de PDK4
no musculo esquelético durante e apds o exercicio (PILEGAARD & NEUFER, 2004).

Os resultados, aqui obtidos, a partir do sequenciamento da regiao do SNP
g.66493737C>T do MSTN mostrou o alelo C fixado na linhagem de corrida da raca
Quarto de Milha. Portanto, a realizacao de teste associacdo para verificacdo de sua
relacdo com desempenho em corridas nédo foi possivel. Em Hill et al. (2010a),
genotipagem realizada com 35 cavalos Quarto de Milha também mostrou a alta
ocorréncia do alelo C (0,9) e do gendtipo CC (CC 0,83; CT 0,14; TT 0,03). Estes
resultados sugerem que este alelo vem sofrendo pressdo de selegdo na raga. Foi
suposto, inicialmente, nesta pesquisa que a ocorréncia do alelo T do polimorfismo do
MSTN, relacionado a menor desenvolvimento muscular (HILL et al., 2010a), seria
desfavoravel ao desempenho em corridas de cavalos da raga Quarto de Milha. Essa
suposigao, veio a partir da analise do trabalho de Hill et al. (2010a), que ao estudar
SNP g.66493737C>T proximo ao gene MSTN equino em amostra de 148 cavalos PSI,
identificaram forte associagdo do polimorfismo com distancia 6tima de corrida, onde
animais de gendtipo CC mostraram-se adequados para corridas de distancias curtas
(rapidas), animais de gendtipo CT para corridas de distdncias médias e animais de
genotipo TT para corridas de distancias longas (resisténcia). Dessa forma, o alelo T
do SNP do MSTN, gene localizado no cromossomo equino 18 (ECA18) e associado
com o desenvolvimento da massa muscular em diversas espécies, estaria relacionado
ao menor desenvolvimento corporal e, consequentemente, ao pior desempenho. Em
avaliacbes realizadas em PSI de diversos paises na Europa, América do Norte e
Oceania, nado foi encontrada relacdo entre este polimorfismo e melhores
desempenhos (CHOWDHARY, 2013). Excecéo feita a PSls do Japdo, em que foi
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observada associagao significativa deste SNP com rank e histérico de premiagdes
(TOZAKI et al., 2010). Binns et al. (2010) utilizaram 189 cavalos PSI vencedores de
corrida na América do Norte e identificaram por meio chips de SNPs (Equine SNP50
BeadChip — lllumina, EUA) dois polimorfismos (BIEC2-417274 e BIEC2-417495)
associados com distancia 6tima de corrida. Analises de bioinformatica revelaram que
estes SNPs s&o vizinhos ao loco do gene MSTN. Em pesquisa paralela e publicada
no mesmo ano, Hill et al. (2010b), também utilizando o Equine SNP50 BeadChip em
118 cavalos elite PSI de corrida, divergentes em relagéo a distancia 6tima de corrida,
identificaram o SNP BIEC2-417495 (localizado no cromossomo 18 a
aproximadamente 690Kb do gene MSTN), como o0 mais significativamente

relacionado a caracteristica.

O presente trabalho mostrou, pela primeira vez, a ocorréncia do alelo A do
polimorfismo g.22999655C>A do gene DMRT3 em raga nao marchadora de grande
expressao. Em pesquisa desenvolvida por Anderson et al. (2012), a frequéncia do
alelo A variou de 0,95 a 1,00 em diversas ragas marchadoras, entre as quais:
Icelandic horses (n=248), Paso Fino (n=45), Missuri Fox Trotter (n=40) e teve
frequéncia zero em racas ndo marchadoras como o Arabe (n=18) e o PSI (n=29). O
DMRTS3 codifica um importante fator de transcricdo na configuragdo de circuitos da
medula espinhal, controlando o movimento em vertebrados. Esta envolvido na
especificagdo neuronal, incluindo a subdivisdo de neurbnios da medula, e no
desenvolvimento de uma rede neuronal de coordenacédo do sistema locomotor que
controla os movimentos dos membros. O SNP g.22999655C>A cria stop codon
prematuro que resulta em proteina truncada de 300 aminoacidos contra 438 do tipo
selvagem, e, portanto, sem atividade fisiolégica. Assim, de acordo com Anderson et
al. (2012), o alelo mutante (A) do gene DMRT3 pode se mostrar prejudicial para racas
de velocidade, diminuindo o desempenho de cavalos em corridas. O alelo da marcha,
s6é mostrou alterar drasticamente o fendtipo de andamento quando encontrado em
homozigose (ANDERSSON et al.,, 2012). Entretanto, o efeito da heterozigose em
racas de velocidade ainda nao foi evidenciado. Portanto, testes de DNA para raca
Quarto de Milha seriam uteis para eliminagdo de heterozigotos e prevengao da
formacao de homozigotos.
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Em estudo recente de associagdo ampla do genoma (GWAS) realizado com o
Equine SNP50 BeadChip em equinos Quarto de Milha da linhagem de corrida, dos
quais 120 animais foram utilizados na presente pesquisa (C.T. Meira, dados em vias
de publicagdo), consideraram para associagao IV maximo, altura a cernelha, peso e
comprimento corporal. Cerca de 50 marcadores foram significativamente associados
ao IV e a pelo menos duas caracteristicas de conformagédo. Destes, nove sdo de
grande interesse bioldgico por estarem proximos a genes possivelmente relacionados
ao desempenho atlético. Os genes NEB, NDRG1, PITX2, CAMTA1, PIK3C3, MEIS1,
MIPEP e PAPP-A mostraram-se candidatos para desempenho de equinos desta
linhagem, visto que tém importante papel na fisiologia dos musculos esquelético e

cardiaco, no crescimento corporal e no sistema cardiovascular.

5 - Conclusoes

Embora os resultados do presente trabalho tenham mostrado diferengas nas
frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos g.22684390C>T do gene
COX412 e g.38973231A>G do PDK4 entre as linhagens de corrida e de trabalho da
raca Quarto de Milha, ndao foi possivel associa-los ao melhor desempenho em
corridas, sugerindo que estes genes estejam ligados a melhorias do metabolismo
aerdbico ou que os alelos favoraveis ao melhor desempenho tenham sido
introduzidos nesta linhagem pela utilizacdo de garanhdes Puro-Sangue Inglés, sem
que de fato o aumento das suas frequéncias contribua para a melhoria da
caracteristica. Deste modo, ndo poderdao ser utilizados como marcadores para o
auxilio na selecao de animais superiores para corrida na raca Quarto de Milha.
Estudos de todo o genoma estdo sendo realizados na raga e deverao indicar regides
cromossdmicas e genes relacionados ao desempenho em corridas, principalmente ao

metabolismo muscular energético predominantemente anaerobio.

O alelo C do SNP g.66493737C>T do gene MSTN, relacionado a corridas de
curtas distancias, apresentou-se préoximo de fixado na raga Quarto de Milha,

impedindo qualquer anadlise de associagdo. Entretanto, este resultado confirma a
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relacéo do alelo C com corridas de curtas distancias e possivelmente a maior massa
corporal. O gene da marcha DMRT3 mostrou pela primeira vez a presencga do alelo A
(da marcha) do SNP g.22999655C>A em raga nao marchadora selecionada para
velocidade. Embora em baixa frequéncia, esta variante foi encontrada apenas em
animais com pior desempenho em corridas e de trabalho, o que pode sugerir seu

efeito nocivo para o desempenho em corridas.
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CAPITULO 3 - Estimativas de parametros genéticos de caracteristicas
morfométricas e de desempenho em equinos da linhagem de

corrida da raga Quarto de Milha

RESUMO - Equinos da raga Quarto de Milha, devido a sua versatilidade, podem ser
utilizados no trabalho a campo e em esportes variados, entre os quais as corridas.
Com notdério desempenho em corridas de curtas distédncias (402 metros em sua
maioria), a linhagem de corrida representa o mais importante seguimento dentro da
raga, com significante impacto no agronegocio nacional. Além, do nimero de provas e
ganho monetario, o desempenho dado pelo indice de Velocidade (IV) é muito utilizado
em decisdes de selecdo e comércio. Foram coletadas medidas morfométricas e de
desempenho de 296 equinos Quarto de Milha de corrida. A fim de melhorar as
estimativas de parametros genéticos para IV, além dos registros de IV dos animais
medidos, adicional de 3340 registros foram considerados. Por meio do software
REMLF90, foram estimadas as (co) variancias e obtidas as correlagbes genéticas e
de ambiente e as herdabilidade para oito caracteristicas morfométricas e IV. Foram
observadas herdabilidades de 0,21 a 0,69 e 0,17 para medidas morfométricas e 1V,
respectivamente. Observou-se correlagao negativa moderada entre comprimento de
corpo e de garupa e desempenho (-0,44 e -,30, respectivamente) e baixa correlacao
positiva entre altura a cernelha (0,25) e desempenho. O perimetro de canela e de
casco, e altura a cernelha apresentaram alta correlagdo genética com perimetro
toracico, sugerindo que a selegcédo de animais mais altos promove o0 aumento do peso
e nao necessariamente o incremento do comprimento corporal. O comprimento de
quartela mostrou correlagdo positiva com altura a cernelha, dado importante visto que
o comprimento de quartela teve correlagcdo positiva moderada (0,37) com
desempenho. A selecdo para comprimento corporal acarreta, assim como para
perimetro toracico, aumento nos perimetros de casco e de canela e do comprimento
de garupa. Embora ndo fosse esperada correlagdo negativa entre comprimento
corporal e desempenho, isso pode ser explicado pela sua baixa correlagédo genética
com as demais medidas e pela intensa selecdo empirica realizada para comprimento
corporal por parte dos criadores. Se nao guardadas as devidas propor¢cdes com as
demais dimensdes corporais, como altura a cernelha, também comumente utilizada
na selecido empirica, possivelmente, se tera animais com comprimento excessivo e
piora do desempenho.

Palavras-chave: Conformacao, Correlacdo, Herdabilidade, indice de Velocidade
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Estimates of genetic parameters of morphometric characteristics and
performance horses in the lineage of racing Quarter Horse

ABSTRACT - Quarter Horses, due to its versatility, can be used for work on the farms
and in various sports, including racing. With extraordinary performance in racing short
distances (402 meters at most), the racing line is the most important group within the
breed, with significant impact on agribusiness. In addition, the number of tests and
monetary gain, the performance given by Speed Index (Sl) is widely used in selection
decisions and trade. Morphometric and performance of 296 Quarter Horses racing
measures were collected. In order to improve the estimates of genetic parameters for
IV obtained here, additional records of 3340 animals were considered measured.
Were estimated (co) variances components and genetic and environmental
correlations and heritabilities for eight morphometric traits and SI by REMLF90
software. Heritability from 0.21 to 0.69 and 0.17 for morphometric traits and Sl,
respectively, were observed. There was moderate negative correlation between body
length and rump and performance (-0.44 and -0.30, respectively) and low positive
correlation between height at withers and performance (0.25). The perimeter of
cinnamon and Hull , and height at withers showed high genetic correlation with heart
girth, suggesting that selection of higher animals promotes weight gain and not
necessarily an increase in body length. The length of pastern showed positive
correlation with height at the withers , as important as the length of pastern had
moderate positive correlation (0.37) with performance selection for body length leads,
as well as heart girth, increase in girth of the hull and cinnamon and length of croup.
Although not expected negative correlation between body length and performance,
this can be explained by their low genetic correlation with other measures and marked
empirical selection for body length by the creators . If not , mutatis mutandis with the
other body measurements such as height at withers , also commonly used in empirical
selection possibly will be animals with excessive length and worse performance .

KEYWORDS: Conformation, relation, Heritability, Speed Index

1 - Introducgao

Surgida no século XVII na América do norte, a ragca Quarto de Milha teve seu
maior desenvolvimento a partir ocupacdo do oeste Norte Americano, devido
principalmente a necessidade de cavalos robustos e versateis. Com diferentes
objetivos de selegdo, ao longo da sua formagédo, ao menos trés linhagens com

habilidades distintas foram desenvolvidas: a de conformacao, de trabalho e de corrida
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(ABQM, 2013). A linhagem de corrida explora a aptiddo dos animais quanto a
velocidade em pistas retas e de curta disténcia. Apesar do efetivo de animais ser
relativamente menor nesta que nas demais linhagens, sua importancia econémica é
substancial, ndo somente por gerar renda por meio de premiagdes e apostas (US$ 2,5
milhdes; LIMA et al., 2006), mas também pelo elevado custo gerado na manutengao
destes animais dentro desta modalidade esportiva (entre R$ 800,00 e R$ 1.400,00,

em média mensal, excluindo-se medicamentos e procedimentos veterinarios).

Medidas de desempenho em corridas sdo comumente dadas por tempo, rank ou
premiacao. Dentro da raga Quarto de Milha o desempenho de cada animal é medido
pelo indice de velocidade (IV). De acordo com Evans (1989), o IV foi criado nas
corridas da raga Quarto de Milha com o intuito de permitir comparagdo de
desempenhos entre os animais em diferentes condi¢gbes (distancias, hipdédromo,
clima, pais). Cada hipédromo tem sua propria tabela de IV, que é elaborada a partir
da média das trés vitérias mais rapidas (trés melhores tempos) para cada um dos trés
ultimos anos consecutivos, em cada distancia, sendo que o valor da média desses
nove tempos equivalera ao IV igual a 100 (JCS, 2002). Os pontos de IV s&o inteiros e
variam de acordo com o tempo, em centésimos de segundo, seguindo ajustes em
acordo com a distancia percorrida. A tabela de IV faz a conversao do tempo em
pontos do IV com ajustes pelas distancias. Como exemplo, nas distancias de 365
metros (m), 402m e 503m, a cada quatro centésimos de segundo a mais ou a menos
obtido em relagdo ao tempo que representa o IV 100, diminui-se ou acrescenta-se um

ponto ao indice.

Embora cavalos de corrida apresentem maior proporcdo de massa muscular,
mais do que ragas de outras finalidades (CHOWDHRAY, 2013), estes comegcam a
treinar ainda bastante jovens e, dessa forma, estdo sujeitos a alta pressao sobre
ossos e articulagbes imaturas (THOMAS, 2005). Tal fato pode acarretar rupturas e
lesdes de tecidos, sobretudo em equinos Quarto de Milha que iniciam a vida de
competicdes aos dois anos. Assim, animais de corrida precisam ter boa conformagéao
para desenvolver velocidade em corridas de curtas distancias e suportar o estresse
do treinamento e participacdes em provas de alta velocidade. De acordo com Hill et

al. (2010), na raga Puro-Sangue Inglés (PSI) a caracteristica que mais contribui para o
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melhor desempenho em corridas de curtas distdncias é a proporcdo e maturidade da

musculatura esquelética.

Estudos realizados em variadas racas avaliaram diversos paradmetros, como
correlagbes genéticas, de ambiente e fenotipicas entre medidas corporais (MOTA et
al., 2006; PINTO et al., 2005; LAGE et al., 2009) e até mesmo correlagdes destas com
desempenho (KOENEN et al., 1995; WALLIN et al., 2002). Entretanto, na raga Quarto
de Milha, as pesquisas ficaram restritas, em sua maioria, a linhagem de trabalho, na
obtencdo de curvas de crescimento de potros, variancias e correlagdes fenotipicas
entre algumas medidas corporais (MOTA & OLIVEIRA, 2008; MOREIRA et al., 2009;
MOTA et al., 2010). Pouco ou nada se tem feito para estimar parametros genéticos
para medidas morfométricas na linhagem de corrida da raga Quarto de Milha, bem
como para a obtengao de correlagbes genéticas destas com o desempenho. Nesse
sentido, o objetivo do presente trabalho foi estimar (co) variancias genéticas e de
ambiente para desempenho e para medidas corporais e analisar com profundidade as
correlagbes genéticas entre medidas morfométricas e o desempenho em corridas.

Assim pretende-se gerar maior compreensao dessas inter-relagdes.

2 - Material e Métodos

2.1 - Medidas corporais

Foram coletadas medidas corporais de 296 animais da raca Quarto de Milha de
corrida. As medidas foram coletadas nos anos de 2011 e 2013 no Jockey Club de
Sorocaba e em haras situados no estado de Sao Paulo, Brasil. Os procedimentos de
mensuracao foram realizados conforme Torres e Jardim (1992) com os equinos em
estacao forcada, isto €, com membros anteriores e posteriores na perpendicular sobre
piso plano, sempre do lado direito do animal. Foram tomadas as medidas de altura a
cernelha (AC), comprimento de corpo (CC), comprimento de garupa (CG),
comprimento de Canela (CCan), comprimento de quartela (CQ), perimetros toracico

(PT), perimetro de canela (PCan) e perimetro de casco (PCas). Também foram
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coletadas estas mesmas medidas corporais de 68 animais da linhagem de trabalho,
com intuito de comparar caracteristicas corporais entre animais das linhagens de

corrida e trabalho.

Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados segundo as
normas brasileiras de bem estar animal (protocolo n° 204/2012-CEUA expedido pela
Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA da Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia da Unesp, Botucatu, Sao Paulo, Brasil).

2.2 - Teste de médias

Para o teste de médias das medidas corporais entre as linhagens foram
considerados além do efeito de linhagem, os efeitos de sexo e idade como covariavel.
O PROC GLM foi utilizado para verificar a significancia dos efeitos e o PROC MEANS
do programa SAS 9.1 (SAS, 2004) para comparagao de médias entre linhagens. Foi

utilzado teste de Tukey com nivel de significancia a 5%.
2.3 - Medidas de indice de Velocidade

Por meio de consulta ao banco de dados do Departamento de Estatistica do
Jockey Joquei Clube de Sorocaba (JCS), Sdo Paulo, Brasil, e Equibase (Equibase
Company, EUA), foram coletados os |V maximos (o maior IV obtido ao longo da vida
de competicdo do animal) para os 296 individuos que tiveram suas medidas corporais
aferidas. Com o intuito de se melhorar as estimativas de varidncia de IV maximo,
foram agregadas ao conjunto de dados ja existente, registros de IV maximo de 3340
animais que correram entre os anos 1988 e 2013 no JCS. Dessa forma, para
determinacdo das estimativas das variancias para |V, foram considerados 3636

registros e pedigree com 5068 animais de quatro geracgoes.

2.4 - Efeitos e covariaveis considerados
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Para medidas morfométricas foram considerados, mediante analise para
verificagado de significancia realizada por meio de PROC GLM do software SAS v.9.1
(SAS, 2004), os efeitos fixos de sexo, ano (2011 e 2013) e local da coleta (1, 2, 3...
15). A idade do animal a coleta da medida foi considerada no modelo como covariavel

linear. O efeito de prenhes foi considerado como fator aninhado em sexo.

Para indice de Velocidade, além do efeito aleatério de animal e de ambiente
permanente, os efeitos fixos considerados foram: idade do animal (2, 3 e 4 anos), e
ano da corrida no qual obteve seu IV maximo (1988 a 2013), distancia (228, 275, 301,
320, 365, 402 e 502 m), hipédromo (1 a 14) e sexo. Visto que a idade do animal a
corrida se da em um determinado ano (diferentes anos tem diferentes indices a ser
superado) e que ambas podem atuar de forma conjunta interferindo no melhor ou pior
desempenho durante a prova, é razoavel considerar a interacao entre ano e idade.
Note que um determinado animal que esteja em uma idade mais favoravel para
conseguir melhores tempos pode também estar em um ano mais ou menos favoravel
a obtengao de melhores IVs. Interagdo ocorre também entre distancia e hipédromo, ja
que cada tempo de indice em determinada distancia é considerado em determinado
hipédromo. Apds analise de significancia pelo PROC GLM do software SAS 9.1 (SAS,
2004), foram considerados os efeitos fixos de sexo e das interagdes entre ano e

corrida, e distancia e hipédromo.

2.5 - Modelo estatistico para obten¢ao das variancias

Para determinagédo das estimativas de (co) variancias genéticas e de ambiente
para IV maximo e medidas morfométricas foi considerado o seguinte modelo

simplificado:

Vij = XB + Za + ¢;;, onde:

ja
yij representa o vetor das observagtes fenotipicas do " animal a /" caracteristica; X é

a matriz de incidéncia relacionando o vetor de efeitos fixos em § com as observagdes

em y;;; Z € a matriz de incidéncia relacionando o efeito aleatério de animal em a com
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as observagdes em y;; ; € g; € 0 vetor de efeitos aleatorios residuais. A idade a coleta

das medidas morfométricas foi considerada no modelo como covariavel linear.

2.6 - Estimativas de parametros genéticos e de ambiente

Para obtencdo das estimativas de (co) variancias foi realizada analise
multivariada utilizando o soffware REMLF90 (MISZTAL, 2001), que emprega o
algoritmo de Maximizagdo da Esperanga (EM), com processo de aceleragado da
convergéncia. Admitiu-se que a convergéncia seria atingida quando o quadrado das
diferencas relativas entre estimativas consecutivas fosse menor que 10°. Foram
incluidos na analise multivariada as mensuragdes de medidas morfométricas e o

indice de Velocidade.

3 - Resultados

Todas as medidas corporais tomadas na presente pesquisa foram
significativamente (p<0,05) maiores na linhagem de corrida da raga Quarto de Milha
(Tabela 1).
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Tabela 1. Estatistica descritiva das medidas morfométricas dadas em centimetros,
peso e idade das linhagens de trabalho e corrida de Quarto de Milha.

Trabalho Corrida

Medidas n Média C.V. Min. Max. n Média CV. Min. Max.
Altura de Cernelha 69 146.60° 3,762 139 154 296 158.75% 4,702 146 172
Comprimento

corporal 69 163.43° 7,305 144 180 296 181.95% 6,211 164 200
Comprimento de

canela 69 24.47° 1,183 22 27 296 27.18% 1,347 23 31
Comprimento de

quartela 69 12.23° 0,77 10 14 296 13.36° 0,918 11 16
Comprimento de

garupa 69 55.17° 2,376 50 60 296 64.16° 3,633 54 74
Perimetro de Canela 69 18.81° 0,753 17 20 296 20.34° 0914 18 23
Perimetro de Casco 69 39.75° 2,316 36 45 296 42.36° 2,256 36 48
Perimetro Toracico 69 180.20° 7,838 154 200 296 192.44% 6,922 174 213

Médias, na linha, seguidas por letras diferentes s&do distintas (P<0,05) pelo teste Tukey.
n = numero de equinos medidos; C.V. coeficiente de variagdo; Min. — minimo e Max. — maximo.

Na linhagem de corrida da raga Quarto de Milha, a medida de desempenho IV
apresentou herdabilidade de 0,17. As herdabilidades para medidas morfométricas
variaram de 0,21 a 0,69 (Tabela 2). O perimetro toracico, altura a cernelha e
perimetros de canela e de casco apresentaram as maiores herdabilidades (0,66; 0,69;
0,69 e 0,68, respectivamente). As menores estimativas de herdabilidade foram
obtidas para comprimento de garupa e de corpo (0,20 e 0,21, respectivamente). Os
comprimentos de membros dados pelo comprimento de quartela e de canela tiveram
herdabilidades de 0,51 e 0,32, respectivamente.
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Tabela 2. Herdabilidades e variancias genéticas, de ambiente e fenotipicas para
medidas morfométricas e de desempenho da linhagem de corrida da raga
Quarto de Milha obtidas por analise multivariada.

%, %, o’p h,
IV 10,84 53,50 64,34 0,17
PT 23,77 12,04 35,81 0,66
AC 11,01 5,236 16,24 0,68
CcC 6,354 24,61 30,96 0,21
CGar 1,750 6,946 8,696 0,20
CCan 0,521 1,110 1,631 0,32
CQua 0,381 0,362 0,743 0,51
PCan 0,508 0,226 0,734 0,69
PCas 2,266 1,081 3,347 0,68

aza = Variancia genética aditiva; aze- variancia genética de ambiente; JZFvariéncia genética de ambiente; /1, -
herdabilidade. indice de Velocidade (IV), altura & cernelha (AC), comprimento de corpo (CC), comprimento de
garupa (CGar), comprimento de Canela (CCan), comprimento de quartela (CQua), perimetros toracico (PT),
perimetro de canela (PCan) e perimetro de casco (PCas).

As estimativas de correlacdo genética entre medidas corporais variaram de
0,10 a 0,84 (Tabela 3). As correlagbes genéticas entre medidas corporais foram de
moderadas a altas, e todas positivas. Entre membros observou-se, em sua maioria,
correlagbes genéticas de moderadas a baixas, exceto pela correlagdo genética entre
perimetros de casco e de canela (0,88). As correlagcbes genéticas entre IV e
caracteristicas morfométricas nao foram altas. Foram observadas correlagdes
genéticas negativas moderadas entre comprimento de corpo e de garupa e IV (-0,44 e
-0,30, respectivamente); e correlacbes genéticas positivas baixas e moderadas entre
altura a cernelha e comprimento de quartela e IV (0,25 e 0,37, respectivamente). Os
perimetros de canela e de casco, e altura a cernelha apresentaram alta correlagéo
genética com perimetro toracico (0,70; 0,81 e 0,81, respectivamente). Os
comprimentos de garupa e corporal apresentaram alta correlagdo genética (0,77).
Altura a cernelha, além de alta correlagdo genética com perimetro toracico (0,81),

apresentou alta correlagdo genética com comprimento de quartela (0,64).
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Tabela 3. Correlagbes genéticas e de ambiente entre medidas de desempenho e

morfométricas em equinos de corrida da raca Quarto de Milha.

\Y% PT AC CC CGar CCan CQua PCan PCas
v - 0,12 0,25 -0,44 -0,30 -0,06 0,37 -0,18 -0,13
PT 0,01 - 0,81 0,53 0,55 0,14 0,45 0,70 0,81
AC -0,08 -0,15 - 0,49 0,35 0,28 0,64 0,44 0,64
CC 0,12 0,42 0,45 - 0,77 0,54 0,20 0,72 0,74
CGar 0,06 0,36 0,28 0,31 - 0,23 0,10 0,59 0,72
CCan 0,08 0,07 0,44 0,09 -0,03 - 0,28 0,54 0,44
CQua -0,21 -0,23 0,21 0,21 0,01 0,26 - 0,17 0,19
PCan 0,24 -0,18 0,38 0,09 0,05 -0,04 0,48 0,84
PCas 0,18 -0,56 -0,22 0,04 -0,10 -0,13 0,30 -0,26 -

Acima da diagonal encontram-se as correlagdes genéticas e abaixo da diagonal encontram-se as
correlagbes de ambiente. indice de Velocidade (IV), altura & cernelha (AC), comprimento de corpo (CC),

comprimento de garupa (CGar), comprimento de Canela (CCan), comprimento de quartela (CQua), perimetros
toracico (PT), perimetro de canela (PCan) e perimetro de casco (PCas).

As correlagdes fenotipicas entre as medidas morfométricas foram positivas e, em

sua maioria baixas: variaram de zero a 0,54 (Tabela 4). Porém, algumas foram

moderadas, entre elas as correlagdes de: comprimento corporal e altura a cernelha,

perimetro toracico e comprimento de garupa (0,48; 0,43 e 0,50, respectivamente). Os

perimetros de canela e de casco também apresentaram correlacdo moderada com

perimetro toracico (0,46 e 0,52, respectivamente). Os perimetros de casco e canela

também apresentaram correlagdo moderada de 0,54.

Tabela 4. Correlagdes fenotipicas entre medidas de desempenho e morfométricas em
equinos de corrida da raga Quarto de Milha.

Iv. PT AC CC CGar CCan CQua PCan PCas
v - 0,14 0,04 0,12 0,00 0,08 0,03 0,29 0,20
PT - 0,26 0,43 0,13 0,09 0,12 0,46 0,52
AC - 0,48 0,50 0,37 0,30 0,30 0,18
CcC - 0,42 0,23 0,27 0,34 0,37
CGar - 0,15 0,08 0,14 0,00
CCan - 0,32 0,23 0,11
CQua - 0,30 0,20
PCan - 0,54
PCas -

Acima da diagonal se encontra as estimativas de correlagdo fenotipica. indice de Velocidade (IV), altura a
cernelha (AC), comprimento de corpo (CC), comprimento de garupa (CGar), comprimento de Canela (CCan),
comprimento de quartela (CQua), perimetros toracico (PT), perimetro de canela (PCan) e perimetro de casco

(PCas).
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4 - Discussao

O teste de médias das medidas corporais entre linhagens mostrou a maior
dimenséao corporal da linhagem de corrida em relacéo a de trabalho, sugerindo que a
intensa seleg¢ado na raga Quarto de Milha para provas curtas e de grande exploséo
muscular reflita também em aumento das dimensdes corporais e possivelmente na
propor¢céo de massa muscular. Neste sentido, foi mostrado por Hill et al. (2010) que
cavalos PSI com aptidao para provas curtas apresentaram massa corporal maior
(2,94 kg/cm) que as encontradas em cavalos que correm disténcias longas (2,83

kg/cm).

Na raga Quarto de Milha ndo séo realizadas mensuragées morfométricas no
processo de registro do individuo junto a associacdo de criadores, nem para a
linhagem de corrida, nem para a de trabalho. Embora, o numero de animais utilizados
para obtencio de parametros genéticos neste estudo possa ser considerado pequeno
diante de outras ragas e espécies, sobretudo para analise multivariada e obtencao de
correlacbes genéticas, o volume de dados aqui levantados s&o expressivos, visto o
tamanho reduzido do rebanho da linhagem de corrida em relagdo a de trabalho e a
dificuldade inerente a coleta de dados morfométricos de cavalos com grande valor

agregado.

As estimativas de herdabilidade aqui obtidas para medidas morfométricas na
linhagem de corrida foram altas. A altura a cernelha mostrou herdabilidade estimada
de 0,66 e foi pouco superior aos valores encontrados nas ragas Andaluz (0,58),
Wielkpolski (0,57) e Pantaneira (0,61) (MOLINA et al., 1999; KAPRON et al., 2013;
MISERANI et al., 2002); maior que observada na raga PSI (0,38) e semelhante a
encontrada por Dolvik e Klemestdal (2010) em Cold-blooded Trotters Noruegués
(0,70).

Os perimetros de térax e de canela apresentaram valores elevados de
herdabilidade. O valor encontrado para perimetro toracico foi superior (0,68) ao

encontrado por Molina et al. (1999) na raga Andaluz (0,48) e por Dolviki e Klemetsdal
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(1999) na raga Cold-blooded Trotters Norueguesa (0,27); e inferior ao encontrado na
raga pantaneira (0,83) por Miserani et al. (2002). A herdabilidade para perimetro de
canela foi superior ao encontrado por Molina et al. (1999) na raga Andaluz (0,35), por
Dolviki e Klemetsdal (1999) na raga Cold-blooded Trotters Norueguesa (0,53);
Miserani et al. (2002) na raga Pantaneira (0,53) e por Kaprén et al. (2013) na raga
Wielkpolski (0,42).

Obteve-se herdabilidade de 0,21 para comprimento de corpo, valor inferior ao
encontrados por Miserani et al. (2002) e Molina et al. (1999) para as racgas
Pantaneiras e Andaluz (0,72 para ambas) e proxima a encontrada por Gharahveysi et
al. (2008) na raga Arabe (0,27). O comprimento de garupa também apresentou baixa
herdabilidade (0,20), inferior a encontrada por Miserani et al. (2002) para a raca
Pantaneira (0,68). Para o comprimento de canela obteve-se herdabilidade de 0,32,

superior a encontrada na raca Arabe (0,13) por Gharahveysi et al. (2008).

O IV foi analisado neste estudo por ser comumente utilizado como medida de
desempenho na raga Quarto de Milha, por sua facilidade de interpretacdo por parte
dos criadores e por estar disponivel nos registros de corridas. A herdabilidade aqui
obtida para IV (0,17) foi pouco superior as estimadas por Mota e Corréa et al. (2004),
em que diferentes distancias apresentaram herdabilidades de 0,01 a 0,13 e
semelhante as estimativas obtidas por Corréa et al. (2007) (0,14 a 0,19). Entretanto,
foi sugerido, devido a herdabilidades superiores (0,26 a 0,41) e alta correlagdo com IV
(-0,99), que a utilizagao do tempo seria mais eficiente na selecdo do que a utilizagao
de IV ou rank, acarretando maior ganho genético para desempenho em corridas nesta
ragca no Brasil (CORREA et al., 2007; VILLELA et al., 2002). Outros efeitos nao
considerados por indisponibilidade ou estrutura dos dados aqui utilizados, foram
empregados por outros autores tais como: efeito de origem do animal (nacional ou
importado); e efeito de pareo ou corrida. Embora, aqui tenha se considerado
diferentes fatores ambientais para ajuste do modelo e interagdes entre estes, ainda
nao considerados em outros estudos, ndo houve incremento ou perdas importantes

nas estimativas de herdabilidade do IV.

As estimativas de correlacdo genética entre as medidas corporais e de

desempenho, em sua maioria, foram baixas (-0,44 a 0,37). Ao contrario do que seria
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esperado, a correlagdo genética entre IV e comprimento corporal foi negativa.
Comumente criadores fazem uso desta medida para predizer animais de melhor
desempenho. Espera-se assim que animais mais compridos obtenham maiores Vs
em corridas. Uma provavel explicagdo para o fato de essa correlagéo ser negativa se
deve a escolha de cavalos mais compridos sem se guardar as devidas propor¢des
com outras medidas corporais, como altura, por exemplo, promovendo queda no
rendimento em competi¢cdes. Para apoiar esta hipotese, nota-se que a correlagdo
entre comprimento corporal e altura a cernelha é moderada (0,49), tendo a ultima alta
correlacdo genética com perimetro toracico (0,81). Deste modo a escolha de animais
mais compridos ndo implica necessariamente em incremento da altura, e a selegéo de
animais mais altos tem influéncia positiva sobre o peso do animal (reflete no aumento
do perimetro toracico). Mediante estes resultados é possivel inferir que a escolha de
animais com boas proporcdes entre as medidas corporais seria mais eficiente do que
utilizacdo de medidas unicas como critério de escolha de cavalos atletas ou na

selegcao de reprodutores.

5 - Conclusoes

A importancia das medidas corporais em cavalos da linhagem de corrida da raca
Quarto de Milha € percebida durante o cotidiano de haras e de joqueis clubes
nacionais. Entretanto, pouco ou nenhum estudo até hoje analisou qual a relagao
destas medidas com a obtencao de melhores resultados em corridas. Por meio deste
estudo, foi possivel demonstrar que ha pouca correlagdo genética entre
caracteristicas morfométricas e desempenho em corridas. Isto sugere que o melhor
desempenho pode estar ligado principalmente ao treinamento, habilidade do jéquei, e
caracteristicas inerentes ao animal como: variacdes da fisiologia dos musculos
esqueléticos e cardiacos; do sistema cardiorrespiratério; e do instinto de competicéo,

este ultimo relacionado ao temperamento e sistema nervoso.
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