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Caracterizacao da variabilidade de genes relacionados ao desenvolvimento

muscular, fertilidade e temperamento em equinos da raca Mangalarga

Resumo - Em mamiferos, incluindo os equinos (Equus caballus), o gene protein kinase,
AMP-activated, gamma 3 non-catalytic subunit (PRKAG3) encontra-se relacionado ao
desempenho muscular, os genes cysteine-rich secretory protein 1 (CRISP1l) e
spermatogenesis associated 1 (SPATALl) a fertilidade de machos e o0s genes 5-
hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A (HTR1A) e solute carrier family 6
(neurotransmitter transporter, serotonin), member 4 (SLC6A4) ao temperamento. Os
objetivos deste trabalho foram a padronizacdo de metodologia alternativa de
genotipagem por PCR-RFLP dos SNPs AY_376689:c.773C>T, AJ_315378:c.110A>G e
AB 264325:c.771G>C dos genes equinos PRKAG3, CRISP1 e HTRI1A,
respectivamente, bem como a caracterizagdo em cavalos da raca brasileira Mangalarga
destes e de outros polimorfismos, o0 AAWR_02017454:9.121684T>C do gene SPATA1
e 0 AB_098561:c.1470G>A do gene SLC6A4, a fim de promover o embasamento
necessario para futuras pesquisas visando associacdo entre marcadores de DNA e
caracteristicas de interesse na raca. Foram utilizados 151 animais Mangalarga, de
ambos os sexos e de idades variadas, representativos da populacdo do Estado de Sao
Paulo. O método de PCR-RFLP mostrou-se adequado para a genotipagem dos SNPs
AY_376689:c.773C>T do PRKAG3, AJ 315378:.c.110A>G do CRISP1 e
AB 264325:c.771G>C do HTR1A. Entretanto, os polimorfismos do PRKAG3 e CRISP1
provavelmente ndo ocorrem na Mangalarga, impossibilitando estudos de associacéo
com os marcadores. As estimativas dos parametros genético-populacionais obtidas
para o polimorfismo AAWR _02017454:9.121684T>C do gene SPATA1l na amostra
estudada demonstraram a possibilidade de realizacdo de pesquisas visando a sua
associacdo com fertilidade de machos. As mesmas estimativas obtidas para os
polimorfismos AB_ 264325:c.771G>C do HTR1A e o AB _098561:c.1470G>A do
SLC6A4 desencorajam a realizacdo de pesquisas visando suas associacdes a
caracteristicas relacionadas ao temperamento.

Palavras chave: Marcadores moleculares, Genes candidatos, Equinos,

Mangalarga
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Variability characterization of genes related to muscular development, fertility and

temper in Mangalarga breed equine.

Abstract — In mammals, including the equine (Equus caballus), the protein kinase,
AMP-activated, gamma 3 non-catalytic subunit (PRKAG3) gene is related to muscular
development, the cysteine-rich secretory protein 1 (CRISP1) and spermatogenesis
associated 1 (SPATAL) genes are related to male fertility and the 5-hydroxytryptamine
(serotonin) receptor 1A (HTR1A) and solute carrier family 6 (neurotransmitter
transporter, serotonin), member 4 (SLC6A4) genes are related to temperament. The
aims of the present study were to propose an alternative genotyping method for the
AY_376689:¢c.773C>T, AJ_315378:c.110A>G and AB_264325:c.771G>C SNPs of the
equine PRKAG3, CRISP1 and HTR1A genes, respectively, as well as the
characterization in Mangalarga Brazilian breed horses of these and other
polymorphisms, the AAWR_02017454:9.121684T>C of the SPATAl gene and the
AB_098561:c.1470G>A of the SLC6A4 gene, in order to provide the necessary basis for
future research towards associating the DNA markers and traits of interest in this breed.
For this, 151 Mangalarga animals were used, from both sexes and random ages,
representing the S&o Paulo state population. The PCR-RFLP methodology was found to
be adequate for the genotyping of the SNPs AY_376689:c.773C>T of the PRKAGS3,
AJ_315378:c.110A>G of the CRISP1 and AB_264325:c.771G>C of the HTRI1A.
Nevertheless, the PRKAG3 and CRISP1 polymorphisms probably do not occur in
Mangalarga, making it impossible the association studies with these markers. The
estimative of the population genetic parameters obtained for the
AAWR 02017454.9.121684T>C polimorphism of the SPATAl gene in the sample
studied showed the possibility of carrying out research towards its association with male
fertility. On the other hand, the same estimatives obtained for the polymorphisms
AB_264325:¢c.771G>C of the HTR1A and AB_098561:c.1470G>A of the SLC6A4

discourage research towards their association to traits related to temperament.

Keywords: Molecular markers, Candidate genes, Equine, Mangalarga



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Os equinos no Brasil e no mundo

Existem aproximadamente 62 milhdes de cavalos no mundo, a maior parte
vivendo na Asia, América e alguns paises da Europa (FAO, 2006). A China é o pais
com maior numero de cabecas (oito milhdes), seguido do México (pouco mais de seis
milhdes) e Brasil (pouco menos de seis milhdes), sendo que estes trés paises
apresentam aproximadamente 1/3 da populagéo global.

Entre 1998 e 2003, a maioria dos paises apresentou taxa de crescimento da
populacdo de cavalos estavel ou diminuindo e, em apenas poucos paises nérdicos,
africanos e da América do Sul o rebanho cresceu. Brasil (0,1%) e México (0%)
mostraram-se praticamente estaveis no periodo, ao passo que na China a taxa de
crescimento foi negativa (-1,9%) (FAO, 2006).

O impacto do agronegocio do cavalo no Brasil € bastante expressivo,
movimentando valor econémico 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 cabecas (FAO, 2006),
constata-se que aproximadamente dois cavalos geram um emprego.

A utilizacdo de animais 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 movimentacdo monetaria e 78% dos empregos diretos
gerados (LIMA et al., 2006). Esta intensa relacao tem feito os cavalos acompanharem
os bovinos em seu deslocamento para as regides Centro-Oeste e Norte do Pais. Dados
do IBGE (2007) indicam que, entre 1990 e 2004, dezenove estados brasileiros
apresentaram taxa de crescimento anual negativa, justamente nas regifes Sul, Sudeste
e Nordeste. Rondobnia e Acre foram os estados onde o efetivo de cavalos mais cresceu
(8,3% e 9,1%, respectivamente), os mesmos onde a taxa de crescimento dos bovinos
também foi maior (15,1% e 13,5%). Por outro lado, Ceara e Maranh&o foram os locais

onde a diminuicdo da tropa foi mais acentuada (-3,86% e -3,73%, respectivamente), e
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todos os estados do Sul e Sudeste apresentaram taxas de crescimento negativas
(média de -1,06%).

Embora a utilizagdo do cavalo na lida com bovinos seja marcante no contexto da
equinocultura nacional, 0 seguimento que envolve o0s esportes equestres,
acompanhando tendéncia mundial, tem crescido acentuadamente nos ultimos anos.
Nesse sentido, no periodo de 1999 a 2004 o numero de eventos envolvendo as
diversas modalidades equestres (salto, adestramento, enduro, concurso completo de
equitacao, etc.) cresceu 315%, ou seja, aumento médio de 15,3% ao ano.

Além da utilizacdo do cavalo na lida da fazenda e nas provas equestres, a
tendéncia de sua utilizacdo para lazer vem aumentando significativamente. O cavalo
também é utilizado na equoterapia, modalidade disponivel ha milhares de anos e,
agora, reconhecida como de grande eficacia para o tratamento de iniumeros males

fisicos, psiquicos e comportamentais.

Origem e situacao atual da raca Mangalarga

O cavalo Mangalarga originou-se a partir de animais introduzidos no Brasil pelos
colonizadores portugueses, sendo que seu principal tronco formador deriva do
cruzamento de cavalos Alter, vindos com a Familia Real Portuguesa na ocasiao das
guerras Napolednicas, com animais de mesma origem aqui trazidos no século XIX, mas
que foram se transformando no processo de adaptacdo a um novo habitat (SIMOES,
1983).

Selecionado desde o inicio de sua formacdo como animal de servico em
fazendas e de esporte (na época, cacada de veados) o Mangalarga, que apresenta
andamento caracteristico denominado marcha trotada, constitui-se em excelente
ferramenta de auxilio aos trabalhos dentro da pecuéria de corte, atividade que vem
acompanhando nos seus deslocamentos pelo Brasil. No final do século XIX e inicio do
século XX alguns cruzamentos com racas mais velozes foram realizados visando
aumento na velocidade de galope (SIMOES, 1983).

Segundo relatdrio acerca da situacdo dos recursos genéticos animais no Pais
(MARIANTE et al., 2003), existem 23 racas de cavalos criadas no Brasil, 12
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consideradas exdticas, quatro comerciais e sete “locais”. Dentre as ragas comerciais
(Brasileiro de Hipismo, Campolina, Mangalarga e Mangalarga Marchador), a
Mangalarga € a que apresenta maior intensidade de uso nas diferentes regifes do Pais.

Fundada em 1934, a Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalos da Raca
Mangalarga (ABCCRM) registrou, desde entdo, aproximadamente 170 mil animais,
maioria deles no estado de S&do Paulo (ABCCRM, 2003). Ao longo de sua histéria,
observou-se tendéncia de crescimento da raca até os anos 80, com auge no inicio dos
anos 90, decrescendo notadamente de 1994 até 1998, ano a partir do qual esta
tendéncia desacelera-se ligeiramente e tende a estabilidade (MOTA et al., 2006). A fase
de decréscimo intenso (registra-se atualmente, ao ano, cerca de 20% dos animais que
se registrava no inicio dos anos 90) coincide com a implantacdo do plano de
estabilizacdo econémico do governo federal (Plano Real), e parece existir relacdo de
causa-efeito entre ambos. Tendéncia semelhante também foi reportada em equinos das
racas Campolina (PROCOPIO et al., 2003) e Brasileiro de Hipismo (DIAS, 1999).

Melhoramento genético de eqlinos

Embora algumas pesquisas publicadas em cavalos envolvam a area de
melhoramento genético, ainda nao existem, efetivamente, programas consistentes de
selecdo nas diferentes racas criadas no Pais.

Em relacdo a outras espécies de exploracdo zootécnica, as pesquisas na area
de melhoramento genético sdo proporcionalmente menores em eqlinos, no mundo
todo. No Brasil em particular, dada a grandeza de sua tropa, esta distancia é ainda mais
marcante. Pequenos grupos de pesquisadores ligados as universidades e institutos de
pesquisa tém publicado na area, especialmente aspectos quantitativos de caracteres de
interesse econdmico ou conservacional, em racas nacionais.

Existem algumas vantagens quando se 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 0s sexos, repetidamente, e em periodos de tempo

relativamente curtos.
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Dificuldades inerentes a espécie equina (baixos indices reprodutivos, altos
intervalos de geracdo e parto, baixo nimero de progénies por paricdo, periodo de
gestacéo relativamente longo), e em fungdo de aspectos operacionais (informagdes
escassas e imprecisas de caracteres reprodutivos, comportamentais e de desempenho
em grande parte das racas, baixa receptividade das associacfes de criadores as
tecnologias reprodutivas, relacdo superficial entre 6rgéos técnicos e criadores) tém sido
algumas das dificuldades ao se pesquisar melhoramento genético de cavalos no Brasil.

Além disso, na raca Mangalarga, particularmente, o fato dos animais
apresentarem uso bastante variado atualmente (trabalho em fazendas de bovinos,
cavalgadas, enduro, equoterapia, turismo equestre e esportes hipicos nao
especializados) leva os criadores em busca de caracteristicas bastante distintas,
dependendo do objetivo de criagdo, dificultando a implantacdo de programas de
melhoramento genético que englobem todos o0s seguimentos. Neste sentido, a
caracterizagdo da variabilidade de genes relacionados a caracteristicas de interesse
para todas as disciplinas contempladas pela raca é o primeiro passo em direcdo a
selecdo assistida por marcadores, a qual certamente auxiliara os criadores em suas

tomadas de decisdo acerca de quais animais encaminharem para reproducao.

Melhoramento genético de eqiiinos Mangalarga

O melhoramento genético da raca Mangalarga tem se baseado em uma sintese
subjetiva de informacdes genealdgicas e de tabelas de pontos atribuidos no momento
do registro definitivo dos animais (a partir dos trés anos de idade). Nessas tabelas, o
cavalo € comparado com um tipo padrao estabelecido pela ABCCRM, no qual os pesos
(nimero de pontos) sdo maximos (animal ideal da raca — 100 pontos). Este julgamento
envolve avaliacdes estaticas, dinamicas e comportamentais, sendo que os equinos com
pontuacdo mais elevada séo considerados superiores (MOTA & GIANNONI, 1994).

Normalmente, as pesquisas tém focado a estimativa de parametros genéticos e
fenotipicos apenas de caracteristicas contidas nas tabelas de pontuacdo - conformacéao
e andamento, avaliadas subjetivamente, e de desenvolvimento, mensuradas na ocasiao
do registro (MOTA & GIANNONI, 1994, ALMEIDA PRADO, 2005, MOTA & ALMEIDA
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PRADO, 2005, MOTA et al., 2006). Pouco se conhece acerca de caracteres
reprodutivos, comportamentais e de desempenho dos animais.

As estimativas de herdabilidade tém variado de média (0,20 a 0,30, para
caracteristicas pontuadas) a alta (0,40 a 0,66, para caracteres mensurados), indicando
gue héa variabilidade genética aditiva relativa suficiente para que a selecao baseada no
fendtipo individual dos animais possa alcancar mudancas genéticas consideraveis na
tropa.

Do total de animais registrados até dezembro de 2003 na ABCCRM
(aproximadamente 170 mil), 88% mostraram-se endogamicos (média de 5,4%),
indicando que a utilizacdo deste método de acasalamento é amplamente difundida
pelos criadores (ALMEIDA PRADO, 2005). Além disso, até aquela data, a raca
Mangalarga abrangia 4.944 criadores, 0S quais possuiam no minimo um e no maximo
1.184 animais (média de 32). O niumero médio de progénies por garanhao e égua foi
23,8 e 4,4, respectivamente, sendo o intervalo médio de geracdes da raca igual a 9,5

anos (MOTA et al., 2006).

Marcadores moleculares

Marcador molecular é toda e qualquer variacdo oriunda de um gene expresso ou
de um segmento especifico de DNA (correspondente a regifes expressas ou ndao do
genoma). Ao se verificar que esses marcadores segregam-se de acordo com as leis
mendelianas para caracteristicas monogénicas, ou apresentam distribuicbes
compativeis com as esperadas para caracteristicas poligénicas, um marcador molecular
€ também definido como marcador genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Do ponto de vista molecular ocorrem trés tipos principais de variacbes ou
polimorfismos na molécula de DNA: o numero de sequéncias nucleo nas regifes
repetitivas; as insercoes e delecdes (InDels) e as alteracdes de uma unica base (Single
Nucleotide Polymorphisms - SNPs).

Os polimorfismos ocorrem tanto em regides codificadoras como em regiées nao
codificadoras dos genomas. Em regifes codificadoras, quando resultam em uma

substituicdo de aminoacido na sequéncia protéica, sdo denominados nao sindnimos,
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podendo a substituicdo ser conservativa ou ndo conservativa em funcdo das
caracteristicas dos aminoacidos envolvidos na troca. Nesses casos, pode haver
modificacbes estruturais e funcionais na proteina. Embora polimorfismos sinonimicos
ndo alterem a sequéncia protéica, eles podem modificar a estrutura e a estabilidade do
RNA mensageiro, e, consequentemente afetar a quantidade de proteina produzida. A
guantidade de proteina produzida também pode ser afetada quando ocorrem alteracdes
nas regides nao traduzidas do RNA mensageiro (5° UTR e 3' UTR). Além disso,
polimorfismos génicos podem promover processamentos alternativos, geracao ou
supressao de cédons de terminacdo, alteracdo nos cédons de iniciacdo da traducéo e
alteracdes no padrdao de expressdo de genes quando a troca de bases ocorre em
seqiiéncias promotoras (GUIMARAES & COSTA, 2002). Polimorfismos localizados em
sequéncias intronicas ganharam maior importancia em funcdo de achados recentes que
demonstraram essas regides como codificadoras de pequenos RNAs com funcéo
determinante na regulacédo da expressao génica (NAKAYA et al., 2007).

Entre as vantagens atribuidas aos marcadores moleculares destacam-se o alto
polimorfismo, o fato de ndo sofrerem influéncia do meio ambiente, de serem em geral
codominantes, de poderem ser analisados em qualquer estagio de desenvolvimento do
individuo, e de poderem caracterizar um individuo a partir de células ou tecidos
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Uma das maiores contribuicdbes ao estudo de marcadores moleculares foi o
desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction - PCR). Essa técnica foi desenvolvida por Mullis em meados da década de
oitenta (MULLIS & FALOONA, 1987), mas sua importancia so6 ficou demonstrada com a
publicacdo dos primeiros trabalhos de aplicacdo da PCR em diagndsticos de doencas
(SAIKI et al.,1985). A técnica consiste na multiplicacdo de fragmentos de DNA de
interesse in vitro, catalisada por uma DNA polimerase termoestavel, a fim de que se
tenha material genético suficiente para se proceder andlises de interesse. A quantidade
de DNA molde necesséaria para a deteccdo do produto de amplificacdo pela técnica de
PCR é minima tornando possivel a analise do DNA obtido de uma Unica célula.

Entre as varias classes de marcadores moleculares, estdo os SSRs (Single

Sequences Repeats) ou microssatélites e os RFLPs (Restriction Fragment Length
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Polymorphism). Marcadores microssatélites sdo pequenas sequéncias, geralmente nao
codificadoras, de 2 a 6 pares de bases, repetidas em tandem (em sequéncia) e,
normalmente em nimero menor que 100 repeticées. O polimorfismo de microssatélites
é resultado da amplificacdo por PCR de fragmentos de DNA de diferentes tamanhos em
funcd@o do numero variavel de elementos repetitivos. Esses marcadores apresentam alto
polimorfismo, codominancia, facilidade de deteccdo por PCR, facilidade de
determinacdo dos alelos e genotipos, ocorrendo com grande frequéncia e ampla
distribuicdo ao longo de todo 0 genoma da maioria dos organismos eucariotos.

Os marcadores de DNA conhecidos por RFLPs foram inicialmente aplicados na
deteccdo de mutacdes no material genético de virus e, posteriormente, em outros
organismos (BOTSTEIN et al, 1980). O termo RFLP pode ser traduzido como
polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por restricdo da fita de DNA. Esta
fragmentacdo ou corte € obtida por meio do uso de enzimas de restricdo (KELLY &
SMITH, 1970). Estas enzimas possuem sitios especificos de clivagem, de modo que um
rearranjo da fita de DNA, por insercéo, delecdo ou mutacdes pontuais pode eliminar ou
criar um novo sitio de restricdo, modificando o tamanho dos fragmentos obtidos pela
clivagem do DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). A deteccao dos fragmentos
resultantes da digestdo do DNA pode ser visualizada, ap0s a separacdo por
eletroforese, por meio da sua transferéncia e imobilizacdo em uma membrana de nylon,
técnica conhecida por Sourthern Blot, e hibridizacdo com sondas de DNA homadlogas ao
DNA imobilizado. Uma vez que os RFLPs possuem ampla distribuicdo no genoma e
codominéncia, esta categoria de marcadores genéticos abriu perspectiva relevante no
estudo do genoma, contribuindo imensamente para o desenvolvimento dos mapas
genbmicos (BOTSTEIN et al., 1980), renovando o interesse no uso de marcadores
genéticos em estudos de localizacdo de QTL (Quantitative Trait Loci) e,
consequentemente, na Selecdo Assistida por Marcadores - MAS (WELLER et al., 1990;
ROCHA et al., 1992).

Muitos dos polimorfismos descritos pelo método de Southern Blot tém sido
transformados em marcadores baseados em PCR. Para a andlise de RFLP por meio de
PCR, a PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length

Polymorphism), as extremidades da sonda que revelou o polimorfismo sé&o
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sequenciadas e essas sequéncias sdo utilizadas para a sintese de primers
complementares. Com o crescente desenvolvimento dos projetos de sequenciamento
do genoma das principais espécies animais e vegetais, 0s primers podem também ser
desenvolvidos a partir de sequéncias publicadas, selecionando-se aquelas que
delimitam polimorfismos descritos (REGITANO, 1996). Esses primers sédo utilizados
para amplificar a regido que contém os sitios polimorficos de restricdo. Os fragmentos
produzidos pela digestéo dos produtos de amplificacdo podem ser entédo analisados em
gel de agarose (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998) ou em gel de poliacrilamida. A
PCR-RFLP tem sido aplicada no diagndstico de doencas hereditarias em humanos
(SAIKI et al., 1985) e em animais, bem como na verificagdo de polimorfismos de genes
envolvidos no metabolismo de caracteristicas de interesse econémico (COUTINHO &
REGITANO, 1995).

A despeito da técnica de PCR-RFLP ser de facil e rapida execucdo apos
padronizacdo e passivel de ser realizada em laboratérios de genética molecular
dotados de estrutura basica, a mesma s6 pode ser aplicada nos casos em que 0s
polimorfismos de interesse, SNPs ou InDels, estejam localizados nos sitios de
reconhecimento de enzimas de restricdo ja isoladas e comercializadas. Dessa forma, a
aplicacdo da técnica se torna restrita sendo muitas vezes necessaria a utilizacdo de
metodologias alternativas de genotipagem entre as quais a PCR-SSCP (Polymerase
Chain Reaction - Single Strand Conformation Polymorphism), as PCRs alelo especificas
e 0 sequenciamento direto de produtos de PCR. A metodologia de sequenciamento
direto de produtos de PCR, considerado padrdo ouro na deteccdo de alteracdes na
sequéncia do DNA, difere do sequénciamento de plasmideos em relacdo ao molde e
oligo iniciador utilizados. Neste método, o DNA molde é o produto de PCR e o oligo
iniciador € um dos mesmos, forward ou reverse, utilizados na reacdo de amplificacéo.

Rocha et al. (1994) utilizaram o termo llusdo Aditiva ao se referirem a um
exagerado otimismo ao facil emprego de marcadores com o propésito de selecao,
considerando que genes isolados ndo podem ser classificados como bons ou ruins e
gue somente o gendtipo como um todo pode receber este tipo de classificacdo, quando
relacionado a determinada condicdo ambiental. Entretanto, Vaz Portugal (2002)

considera que o futuro se inscrevera no dominio da identificacdo e expressdo do DNA,
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procurando assentar o melhoramento genético na selecdo assistida por marcadores
(Marker Assisted Seletion - MAS). O termo Marcador Responsével por Expressfes
Fenotipicas orientard o ganho genético, o mérito genético e a intensidade de selecao,
otimizando a eficiéncia biol6gica em termos unitarios e comparativos. A despeito da
diferenca de opinides, a MAS estd sendo empregada em animais de interesse
zootécnico para a deteccdo de doencas hereditdrias, para a orientacdo de
acasalamentos e, ainda que de forma incipiente, para a identificacdo de genotipos
superiores para caracteristicas de herancas simples ou complexa.

Marcadores moleculares permitem que os gendétipos dos individuos sejam
determinados em muitos locos para varias espécies diferentes (O’ BRIEN & GRAVES,
1991), possibilitando que parametros genético-populacionais como freqiéncias alélicas
e genotipicas sejam estimados. Estas informacfes permitem a comparacdo de
frequéncias entre populagdes e revelam diferengas em suas composi¢cdes genéticas
gue podem contribuir para variacdes fenotipicas (MOODY et al., 1996). Quando o
acasalamento entre os individuos da populacdo ocorre ao acaso, a probabilidade de
gue um individuo encontre um parceiro de um dado genoétipo € igual a frequéncia
relativa daquele genotipo na populacdo. O acasalamento ao acaso, com respeito as
combina¢cdes genotipicas, equivale a combinacdo aleatdria dos gametas produzidos
pela populacdo (CROW & KIMURA, 1970). Nessa situacao, existe uma relacao simples
entre as frequéncias alélicas e genotipicas, constante ao longo das geracdes. Essa
relacdo foi demonstrada independentemente por Hardy e Weinberg, em 1908, e é
conhecida como Equilibrio de Hardy-Weinberg. Dessa forma, o fato de polimorfismos de
DNA nédo se encontrarem em Equilibrio de Hardy-Weinberg em uma determinada
populacdo, pode ser indicativo de que 0os mesmos estiveram sujeitos a selecdo ou
deriva genética ao longo das geracdes.

Entretanto, para a identificacdo das regibes do DNA responsaveis por
caracteristicas de interesse, geralmente, recorre-se a algumas estratégias diferentes,
como a localizacdo de QTL (Quantitative Trait Loci) pela analise de regibes
microssatélites do maior numero possivel de individuos de grandes familias, originarias
de acasalamentos direcionados (HALEY, 1995). Porém, a aplicacdo dessa ferramenta

esbarra na dificuldade de se constituir familias para o estudo e no elevado custo para a
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manutencdo dos animais, principalmente em espécies cujo intervalo entre geracfes é
grande. Além disso, apos a identificagdo de QTL ainda h&d um longo caminho a
percorrer até a descoberta dos genes diretamente implicados com o fenatipo.

Uma metodologia alternativa para minimizar esses problemas é a busca de
genes candidatos principais, em que 0 objetivo é estudar os mecanismos fisiol6gicos
envolvidos com a manifestacdo das caracteristicas em questdo, 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 obrigatéria a genotipagem de um grande numero de
individuos de grandes familias, originados de acasalamentos direcionados, uma vez
gue, a principio, espera-se que o polimorfismo estudado seja determinante direto de

variagao fenotipica.

Caracteristicas de interesse em equinos e genes relacionados

Desempenho muscular

A base de suporte e o0 movimento de um cavalo sédo realizados a partir dos
esforcos combinados dos sistemas esquelético e muscular. Informacdes a respeito do
desenvolvimento do tecido muscular em cavalos tém especial relevancia do ponto de
vista pratico, uma vez que é a partir do trabalho realizado pelos masculos que ocorre a
conversdo de energia quimica, estocada no organismo, em energia mecanica
necessaria para realizacdo de quaisquer funcdes dos animais.

Entre os genes cujos produtos protéicos estdo relacionados ao desempenho
muscular, tem-se 0 PRKAG3. O gene PRKAG3 codifica para uma isoforma muasculo
especifica da subunidade regulatéria y da AMPK (AMP-activated protein kinase). A
AMPK é alostericamente ativada pelo aumento da relacdo AMP para ATP que ocorre
durante estresses metabdlicos tais como falta de nutrientes e exercicio fisico (HARDIE
& CARLING, 1997; NIELSEN et al., 2003), apresentando importante papel na regulacéo
da homeostase energética em células de eucariotos (HARDIE et al., 1998; KEMP et al.,

1999). A AMPK também é ativada pela contracdo muscular, levando a translocacao do



11

transportador de glicose 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica, aumentando assim a
percepcao a glicose e a sintese de glicogénio (HOLMES et al., 1999).

Recentemente, varias mutacfes com efeitos fenotipicos sobre os musculos
esquelético e cardiaco de mamiferos foram identificadas nos genes PRKAG2 e
PRKAG3, as quais codificam, respectivamente, as isoformas y2 e y3 da subunidade
regulatéria da AMPK. Nesses animais, a isoforma y3 € predominantemente expressa
em fibras musculares esqueléticas brancas, sugerindo papel chave do gene PRKAG3
nesse tecido (MILAN et al., 2000; MAHLAPUU et al., 2003). Alteracdes néo silenciosas
no gene PRKAG3 de suinos, entre as quais a Arg200GIn, foram estreitamente
relacionadas ao acumulo de glicogénio no musculo esquelético, bem como a qualidade
da carne produzida (MILAN et al., 2000; CIOBANU et al., 2001). Com relagdo ao
PRKAG2, mutacdes no gene humano podem causar cardiomiopatias (GOLLOB et al.,
2001; HAMILTON et al., 2001). A mutacao missense Arg302GIn, que interessantemente
ocorre na posicéo correspondente a Arg200GIn do gene PRKAG3 de suinos, provoca a
cardiomiopatia Wolff-Parkinson-White em humanos.

Park et al. (2003) identificaram sete SNPs no gene PRKAG3 de eqtinos, entre 0os
guais, cinco causadores de substituicdo de aminoacidos. Entre esses destaca-se 0
polimorfismo AY_376689:c.773C>T, responsavel pela troca de um aminoacido prolina
por um leucina na posicdo 258 da cadeia polipeptidica (Leu258Pro), cujos alelos
genotipados pelo pirosequenciamento de produtos de PCR, apresentaram-se com
distribuicdo distinta entre racas com fendtipos contrastantes para desenvolvimento

muscular e desempenho.

Fertilidade de machos

Ao longo de sua evolucdo os equinos adaptaram-se a um modelo reprodutivo
gue lhes garantisse a sobrevivéncia eficiente na natureza. No entanto, a domesticacéo
exerceu forte influéncia nesta espécie, e boa parte da atencdo dos criadores foi
direcionada ao desempenho esportivo, tendo a fertilidade pouca ou nenhuma pressao
de selecdo ao longo do tempo. Pilar fundamental em qualquer sistema de criacao

animal, caracteristicas reprodutivas tém se mostrado dificeis de selecionar a partir de
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métodos quantitativos em todas as espécies, especialmente em equinos, devido suas
estimativas relativamente baixas de herdabilidade e dificuldades na avaliagdo dos
dados (TAVEIRA & MOTA, 2007). Apesar disso, a fertilidade nos machos € uma
caracteristica econdmica de larga importancia devido ao crescente aumento do uso da
técnica de inseminacao artificial na industria de reprodutores de elevado valor genético.

Segundo Giese et al. (2002) os espermatozéides ndo possuem motilidade e
precisam passar por um processo de maturacdo antes de se tornarem mdveis e
adquirirem capacidade de se vincular e fundir aos odcitos. Importantes modificacbes
nos espermatozoides ocorrem no interior do epididimo, 6rgdo secretor ativo de liquido
seminal. Neste liquido, diversas proteinas de associacdo as membranas das células do
espermatozoide podem ser identificadas, entre as quais as de secrecdo ricas em
cisteina (CRISPs - cysteine-rich secretory proteins), atualmente categorizadas em trés
subtipos. A CRISP1 (cysteine-rich secretory protein 1), também conhecida como a
AEG1 (acidic epididymal glycoproteinl), € membro da familia de proteinas CRISP,
sendo caracterizada pela presenca de 16 residuos de cisteina na regido C-terminal. As
proteinas CRISP, expressas no trato genital masculino, estdo supostamente
relacionadas ao processo de fusdo entre espermatozéide e 6vulo, 0 que torna seus
genes codificadores candidatos para a caracteristica fertilidade de machos (COHEN et
al., 2000).

Giese et al. (2002) analisaram por meio de sequenciamento direto de produtos
de PCR a ocorréncia de diversidade no gene CRISP1 de equinos de diferentes racas e
encontraram varios polimorfismos, incluindo um de maior potencial para alteracdes
fenotipicas por modificar a sequéncia de aminoacidos da cadeia polipeptidica. Este sitio
polimorfico, AJ_315378:¢c.110A>G, esta localizado no exon 3 e é responsavel pela troca
nao conservativa de um glutamato por uma glicina na posicéo 37 (Glu37Gli) da proteina
CRISPL1.

Outro gene potencialmente candidato para a caracteristica fertilidade de machos
€ 0 SPATAL (spermatogenesis associated 1). Embora a funcédo detalhada do produto
codificado pelo SPATAl (spermatogenesis associated 1 protein) permaneca
desconhecida, acredita-se que tenha envolvimento na espermatogénese. O gene

apresenta perfil de expressao testiculo-especifico, sendo considerado forte candidato a
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influenciar a forma da cabeca dos espermatozéides ao longo da espermatogénese. Em
roedores, além de funcional é considerado candidato posicional para fertilidade de
machos (L'HOTE et al., 2007).

Giesecke et al. (2009) encontraram em garanhfes da raca Hanoveriana
associacao entre genétipos do polimorfismo AAWR_02017454:9.121684T>C do gene
SPATA1 (BIEC2-968854) e diferentes taxas de prenhez por estro, caracteristica
relacionada a fertilidade de machos. Apesar de localizado em regido de intron, anélise
in silico demonstrou que o SNP BIEC2-968854 apresenta potencial para afetar a
regulacao génica, uma vez que a substituicdo do nucleotideo T por C (T>C) cria sitio de

ligac&o para o fator de transcricao SP1.

Temperamento

Definido como o conjunto de caracteristicas comportamentais estaveis ao longo
do tempo e entre situacbes, o temperamento geral € uma qualidade fundamental no
cavalo de sela. Animais com bom temperamento sdo obedientes, faceis de treinar,
calmos, e confiantes (EVANS, 1996). Segundo Lansade et al. (2006), o temperamento &
0 critério mais importante a se considerar na compra de cavalos quando se pretende
utiliza-los em eventos esportivos e lazer.

Acredita-se que, ao menos em parte, diferencas de temperamento entre
individuos da mesma espécie surjam em decorréncia de polimorfismos em genes cujos
produtos estejam envolvidos em vias metabdlicas de neurotransmissores, tais como
transportadores e receptores. Estes, por sua vez, influenciam a atividade e o turnover
de neurotransmissores, como a dopamina, serotonina, e noradrenalina (CLONINGER,
1987). Neste sentido, polimorfismos em genes relacionados a neurotransmissores tém
sido identificados e suas associacbes com varias caracteristicas de comportamento em
humanos (REIF & LESCH, 2003) e em cdes (TAKEUCHI et al., 2003; ITO et al., 2004)
relatadas. Em cavalos, Momozawa et al. (2005) relataram a associacdo entre SNP no
gene receptor de dopamina D4 (DRD4) e caracteristicas de temperamento como

curiosidade e vigilancia.
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O gene codificador de transportador de serotonina (SLC6A4) apresenta-se como
candidato a influenciar caracteristicas de comportamento em animais ao atuar no
controle da reabsorcao da serotonina nas fendas sindpticas (MOMOZAWA et al., 2006).
Em humanos, um polimorfismo comumente encontrado na regido promotora do gene foi
associado a caracteristicas como pessimismo, timidez, aflicdo e excesso de medo
(LESCH et al., 1996). Posteriormente, estas associacdes foram confirmadas em
estudos conduzidos por Murphy et al. (2004).

Em equinos, Momozawa et al. (2006) determinaram a seqiéncia e a localizacao
cromossOmica do gene SLC6A4, identificaram quatro SNPs, incluindo o
AB_098561:c.1470G>A, entre as sequéncias de uma dezena de cavalos Puro Sangue
Inglés néo relacionados. Os autores realizaram ainda estudos de associagéo entre 0s
polimorfismos identificados e a caracteristica ansiedade utilizando a mesma raca.
Segundo estes, a caracteristica ansiedade € considerada particularmente importante
para equinos em diversas situagdes, incluindo equitacao, treinamento e trabalho diario.
Os resultados obtidos nédo indicaram associagdo entre os polimorfismos do gene
SLC6A4 e ansiedade na raca estudada. Entretanto, a ndo deteccdo de efeitos dos
SNPs pode ter ocorrido em funcédo do pequeno numero de animais estudados (n= 67)
e/ou da inadequada metodologia estatistica empregada. Ademais, em razdo de perdas
de associacdo entre os marcadores e as caracteristicas de interesse ao longo das
geracOes (jA que muitas vezes os polimorfismos estudados ndo sdo os responsaveis
diretos por alteracdes fenotipicas), de interacdes epistaticas diferentes entre 0 gene
candidato e as bases genéticas de populacdes e racas distintas e da magnitude do
efeito do gene candidato, resultados de associacdo ndo podem ser extrapolados para
raca diferente da qual o efeito foi detectado. Antes disso, os resultados precisam ser
confirmados ou validados na raca de interesse.

Em espécies como cdes e humanos, genes do grupo HTR, entre os quais o
HTR1A (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A), vém se mostrando envolvidos
em disfuncdes emocionais. Em eqliinos, estes genes sao de especial interesse devido a
sua suposta relacdo a disturbios gastrointestinais decorrentes de alteracdes no sistema
nervoso central e periférico, uma das principais causas de morte, levando a perdas

econdmicas consideraveis dentro de sistemas de producdao (MOMOZAWA et al., 2007).
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O produto codificado pelo gene HTR1A pertence a um grupo de receptores de
proteinas e canais ibnicos encontrados no sistema nervoso central e periférico, os quais
medeiam tanto a neurotransmissao excitatoria como a inibitéria (HOYER et al., 1994).
Os receptores de serotonina sdo ativados pelo neurotransmissor serotonina, que atua
como seu ligante enddgeno. Este receptor modula a liberagdo de varios
neurotransmissores, incluindo a dopamina, adrenalina/noradrenalina e acetilcolina,
assim como outros horménios como ocitocina, vasopressina, cortisol e substancia P.
Tais receptores influenciam véarios processos biolégicos e neurolégicos, como
agressividade, ansiedade, aprendizagem, memoria e termorregulacdo (NICHOLS &
NICHOLS, 2008).

Em revisdo bibliografica (DRAGO et al., 2008) foram encontrados 27 SNPs
associados ao gene HTR1A humano, sendo alguns destes causadores de trocas
sinbnimas e ndo sinbnimas. Estas variagcbes tém sido estudadas em transtornos
psiquiatricos, todavia ainda sem resultados definitivos (DRAGO et al., 2008). Neste
sentido, o polimorfismo AB_264325:¢.771G>C do gene HTR1A eqiino, identificado por
meio de sequenciamento direto de produtos de PCR, pode apresentar alguma
importancia fisiologica em relacdo a caracteristicas de comportamento ao ser
responsavel pela troca conservativa de um acido glutamico por acido aspartico na
posicdo 257 (Glu257Asp) da sequéncia presumida de aminoacidos da cadeia
polipeptidica do receptor de serotonina (MOMOZAWA et al., 2007).

Conceitos e parametros Genético-Populacionais

FreqUéncias alélicas e genotipicas

Para descrever a constituicdo genética de um grupo de individuos, seria
necessario especificar seus genétipos e saber em que frequéncia estes gendtipos
estariam representados. Esta seria uma descricdo completa, se a natureza das
diferencas fenotipicas entre os genétipos ndo fosse de interesse. Para simplificar,
suponha-se que ha interesse em certo loco autossébmico A e que existam dois

diferentes alelos para este loco, A; e A, presentes entre os individuos. Entdo haveria,
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considerando-se organismos dipldides, trés gendtipos possiveis AjA;, AiA; e AA, A
constituicdo genética do grupo seria completamente descrita pela propor¢cdo ou
percentagem de individuos que pertencem a cada gendtipo ou, em outras palavras,
pelas frequéncias dos trés genoétipos entre os individuos. Estas propor¢cdes ou
frequéncias sdo chamadas de frequéncias genotipicas, mas a frequéncia de um
genotipo particular € a proporcdo ou percentagem desse gendtipo entre os individuos.
Uma populacdo, no sentido genético, ndo é apenas um grupo de individuos, mas um
grupo de individuos que se acasalam, e a genética de uma populacao refere-se ndo s6
a constituicdo genética dos individuos, mas também a transmissdo dos genes de uma
geracao para a seguinte. Os genoétipos dos pais sao desfeitos, e um novo grupo de
genotipos é constituido na progénie proveniente dos genes transmitidos pelos gametas.
Os genes encontrados em populacbes tém, portanto, continuidade de geracdo para
geracdo, 0 que nao acontece com 0S genodtipos nos quais eles aparecem. A
constituicdo genética da populacdo, com relacdo aos genes, que ela transporta, €
descrita pela relacdo das frequéncias alélicas, ou seja, pela especificacdo dos alelos
presentes em cada loco. Se, por exemplo, A; € um alelo no loco A, a frequéncia de A; é
a proporcao ou percentagem de A;, entre todos os alelos deste loco. A soma das
frequéncias de todos os alelos em loco qualquer perfaz a unidade, ou seja, 100%. As
frequéncias alélicas para um loco particular, em um grupo de individuos, podem ser
determinadas por meio do conhecimento de suas freqiiéncias genotipicas. Tome-se um
exemplo hipotético, no qual sdo considerados dois alelos, A; e A, e classificados 100
individuos, sendo 30 de gendtipo AjA;, 60 de genodtipo AjA; e 10 de gendtipo AA;.
Como cada individuo apresenta dois alelos, existem 200 alelos representativos nesse
loco. Cada individuo A;A; apresenta dois alelos A;, e cada individuo A;A; apresenta um
alelo A,. Desta forma, existem 120 alelos A; e 80 alelos A, na amostra. A frequéncia de
A; é, portanto 60% ou 0,6 e a frequéncia de A; € 40% ou 0,4 (FALCONER, 1987).

Equilibrio de Hardy-Weinberg

O primeiro e mais simples modelo sobre o comportamento dos genes nas

populacdes foi proposto em 1908, independentemente, por Hardy e Weinberg. Esse
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modelo é conhecido como lei de Hardy-Weinberg e é aplicavel a populacbes grandes
de espécies de reproducdo sexuada cruzada. As premissas sdo acasalamentos ao
acaso e exclusdo de fatores que alteram as frequéncias alélicas populacionais, como
selecdo, migracdo, deriva genética e mutacdo. Como consequéncia, as frequéncias
genotipicas serdo determinadas pelas frequéncias génicas e, ambas, permanecerao
constantes geracao apos geracao, indefinidamente. Desta forma, o equilibrio de Hardy-
Weinberg € a constancia de frequéncias génicas e genotipicas na populacdo ao longo
das geracdes. A relacdo entre as frequéncias alélicas e frequéncias genotipicas é
descrita matematicamente pela lei de Hardy-Weinberg. Sob as premissas de Hardy-
Weinberg, as frequéncias genotipicas podem ser previstas a partir das frequéncias
alélicas, pela expans&o do binémio (p + ) em que p é a frequéncia do alelo A; e g é a
frequéncia do alelo A,. Assim, na condicao de equilibrio a frequiéncia do genotipo A1A; é
igual a p?, do A1A; é igual a 2pq e do AzA; é igual a g° (FALCONER, 1987).

Neutralidade seletiva de Ewens-Watterson

A neutralidade seletiva de alelos em um loco pode ser verificada por diferentes
metodologias. Um dos mais comuns na literatura € o teste de neutralidade de Ewens-
Watterson, baseado no modelo mutacional conhecido em inglés por infinite allele model
(IAM), ou modelo com numero infinito de alelos. Esse modelo admite que cada evento
mutacional é unico, produzindo um alelo diferente dos que ja existem na populacao.
Embora seja uma perspectiva simplificada da mutacéo génica, é util para comparacdes
com frequéncias alélicas observadas (EWENS, 1972; WATTERSON, 1978; FUERST,
1977).

A idéia basica € comparar os dados observados sobre o niumero de alelos de um
loco com 0 que seria esperado somente da pressdo de mutacdo, ou seja, o aporte de
alelos na populacdo sem a interferéncia de fator diferente da mutacéo. Isto quer dizer
gue os alelos sao, em principio, seletivamente neutros.

Como as populacdes reais sao finitas, pode haver perdas de alelos por deriva
genética. O balanco entre esta e a mutacdo pode ser expresso pela proporcao de

homozigotos, pela soma de quadrados das frequéncias alélicas, ou pelo indice de
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fixacdo. O modelo IAM admite que os homozigotos sdo autozigotos, em um genaotipo
homozigoto, as duas copias do alelo tém origem em um UuUnico evento mutacional

anterior. Entédo, para n alelos na populagéo, tem-se:

F=Sp2=pi+p2+..+p2=
> pi=pi+p; p; NaiL

Em que, F € o indice de fixacdo e N € o tamanho da populacdo e y é a taxa de
mutacdo de alelos neutros (KIMURA, 1983, citado por HARTL & CLARK, 2006; NEI,
1973, 1987; WRIGHT, 1969, 1978).

Watterson (1978) mostrou que o indice de fixacdo F, definido como soma de
guadrados das frequéncias alélicas, pode ser usado para teste estatistico.
Primeiramente, € determinada a configuracdo esperada de frequéncias alélicas de k
alelos e amostra de tamanho n. Depois, por processo de amostragem com modelo 1AM,
amostras sédo geradas aleatoriamente, e com os valores de F das amostras aleatorias é
definido intervalo de confianca para o F esperado. Se o valor de F observado estiver
dentro do intervalo de confianca, sera considerado em concordancia com o esperado na
condicao de seletividade neutra.

Se a hipdétese nula de evolucdo neutra for rejeitada, a comparacdo da
homozigosidade observada e a homozigosidade esperada indicara o tipo de selecéo
gue, possivelmente, estd presente. Homozigosidade observada maior do que
homozigosidade esperada (Ho > He) sugere selecéo direcional atuando sobre os alelos
do loco. Por outro lado, a homozigosidade observada for menor do que a
homozigosidade esperada (Ho < He) constitui indicativo de selecdo balanceada
(SLATKIN, 1994, 1996).

Objetivos

Diante do exposto, este trabalho teve como obijetivos:
(1) A padronizacdo de metodologia alternativa de genotipagem por PCR-RFLP para
polimorfismos dos genes PRKAG3 (AY_376689:c.773C>T), CRISP1
(AJ_315378:c.110A>G) e HTR1A (AB_264325:c.771G>C) em detrimento do

pirosequenciamento de produtos de PCR e sequenciamento direto de produtos de PCR,
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de modo que possam ser realizados em laboratérios de Genética Molecular dotados de
estrutura basica e tenham custos de genotipagem mais baixos, permitindo a
democratizacdo da utilizacdo desses polimorfismos em trabalhos cientificos que visem
o melhoramento genético de equinos.

(2) A determinacao do potencial de uso de polimorfismo de DNA de genes relacionados
ao desenvolvimento muscular (AY_376689:c.773C>T - PRKAG3), fertilidade de machos
(AJ_315378:c.110A>G - CRISP1 e AAWR_02017454:.9.121684T>C - SPATAl) e
temperamento (AB_264325:c.771G>C - HTR1A e AB_098561: c.1470G>A - SLC6A4)
em estudos de associacdo entre marcadores moleculares e caracteristicas de interesse
econdmico na raca brasileira Mangalarga, por meio da estimativa de parametros
genético-populacionais (freqiéncias alélicas e genotipicas, equilibrio de Hardy-
Weinberg e neutralidade seletiva de Ewens-Watterson).
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CAPITULO 2

TRABALHO 1 - Polimorfismos de genes candidatos para desempenho muscular e
fertilidade de machos em equinos da racga brasileira Mangalarga

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram a padronizacdo de metodologia alternativa de
genotipagem do SNP AY_376689:c.773C>T do gene PRKAG3 equino, relacionado a
performance muscular, por PCR-RFLP, bem como a caracterizagdo em equinos da raca
brasileira Mangalarga deste e de outro polimorfismo, 0 AAWR_02017454:9.121684T>C
do SPATAL, relacionado a fertilidade de machos, a fim de promover o embasamento
necessario para futuras pesquisas visando associacdo entre marcadores de DNA e
caracteristicas de interesse na raca. Para tanto, foram utilizados 151 animais
Mangalarga, de ambos os sexos e de idades variadas, representativos da populagcéo do
Estado de Sdo Paulo. O método de PCR-RFLP mostrou-se adequado para a
genotipagem do SNP AY_376689:c.773C>T do gene PRKAG3 equino. Entretanto, tal
polimorfismo provavelmente ndo ocorre em eqlinos Mangalarga, impossibilitando
estudos de associacdo com o marcador. As estimativas dos parametros genético-
populacionais obtidos para o polimorfismo AAWR_02017454:9.121684T>C do gene
SPATAl1 na amostra estudada demonstraram a possibilidade de realizacdo de
pesquisas visando a associacao entre os marcadores e caracteristicas relacionadas ao

sistema reprodutivo masculino.

Palavras-chaves: Equus caballus, PRKAG3, SNP, SPATAL

Abstract

The aims of the present study were to propose an alternative genotyping method for the

AY_376689:c.773C>T SNP in the equine PRKAG3 gene, related to muscle

performance, by PCR-RFLP, as well as to characterize this SNP and a second
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polymorphism, AAWR_02017454:9.121684T>C (or BIEC2-968854) of the SPATAl
gene, related to male fertility, in Mangalarga horses, in order to provide a basis for future
studies investigating the association between markers and traits of interest in this breed.
For this, 151 Mangalarga horses of both sexes, representatives of the population of the
Sate of Sdo Paulo, Brazil, were used. PCR-RFLP was found to be adequate for the
genotyping of the AY376689:c.773C>T SNP of the PRKAG3 gene. However, this
polymorphism probably does not occur in Mangalarga horses, a fact impairing
association studies with muscle performance traits. The estimative of the population
genetic parameters obtained for the AAWR_02017454:9.121684T>C polymorphism of
the equine SPATAl gene in the sample studied demonstrated the possibility of
association studies between this marker and traits related to male fertility.

Key-words: Equus caballus, PRKAG3, SNP, SPATA1

Introducéo

O diversificado uso dos cavalos da raca brasileira Mangalarga (trabalho com
fazenda de gado, enduros, esportes equestres ndo especializados, equoterapia, enduro
equestre) de certa maneira dificultou a clara definicdo dos critérios a serem incluidos
em programas de selecdo. Entretanto, independentemente da modalidade contemplada
algumas caracteristicas serdo sempre importantes, entre as quais a musculosidade e a
fertilidade.

Neste sentido, a caracterizacdo da variabilidade de genes relacionados a estas
caracteristicas € o primeiro passo em direcdo a selecdo assistida por marcadores, a
gual certamente auxiliaria os criadores em suas tomadas de decisdo acerca de quais
animais encaminhar para reproducdo. Em equinos, trabalhos tém reportado a relacéo
dos genes protein kinase, AMP-activated, gamma 3 non-catalytic subunit (PRKAG3),
localizado no cromossomo eqlino 6, e spermatogenesis associated 1 (SPATAL),
localizado no cromossomo equino 5, com as fisiologias do desempenho muscular
(PARK et al.,, 2003) e da fertilidade de machos (GIESECKE et al.,, 2009),

respectivamente.
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Os objetivos do presente trabalho foram a proposi¢cdo de método alternativo de
genotipagem do SNP AY_376689:c.773C>T do gene PRKAG3 equino por meio da
técnica de PCR-RFLP, bem como a caracterizacdo em equinos Mangalarga deste e de
um segundo, 0 AAWR_02017454:9.121684T>C (ou BIEC2-968854) do gene SPATAL,
a fim de que se tenha o embasamento necessario para futuras pesquisas visando

associacao entre marcadores e caracteristicas de interesse na raga.

Material e métodos

Animais e genotipagem

Amostras de cinco mL de sangue total, de 151 cavalos da raca Mangalarga de
ambos os sexos, representativos da populacdo do Estado de Sao Paulo/Brasil, foram
colhidas de acordo com a legislacdo brasileira para o bem-estar animal (protocolo n°
111/2008 expedido pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal — CEEA, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp, Botucatu/SP — Brasil). Apos
a remocao das hemacias das amostras de sangue, a extracdo do DNA dos leucdcitos
foi realizada pelo método nédo fendlico, utilizando digestdo com proteinase K e
precipitacdo com NaCl e alcool (SAMBROOCK et al., 1989).

As genotipagens dos polimorfismos dos genes PRKAG3 e SPATALl foram
conduzidas por meio da técnica de PCR-RFLP. A amplificagdo de um fragmento de 182
pares de bases do éxon oito do gene PRKAG3 foi realizada com os primers descritos
por Park et al. (2003). As reagOes foram preparadas em volume final de 25 pulL,
contendo 50 ng de DNA gendmico, 0,2 uM de cada primer, 1x PCR buffer [10 mM Tris-
HCI (pH 9,0) e 50 mM KClI], 1,2 mM MgCl,, 0,24 mM de dNTPs e 0,5 U de Taq DNA
polimerase (Fermentas, EUA). Apés desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, a
amplificacdo foi realizada em 34 ciclos de 94 °C por 60 segundos, 66 °C por 30
segundos e 72 °C por 30 segundos. A extensdo final foi conduzida a 72 °C por 5
minutos. Aliquotas de 10uL de produtos de amplificacdo foram digeridas com 5,5 U da
enzima de restricdo Alul (New England Biolabs, EUA) a 37 °C por 16 horas. A analise

do polimorfismo do gene SPATAL, a qual envolveu a amplificacdo de fragmento de 523



27

pares de bases do intron seis e digestdo com a enzima Rsal (New England Biolabs,
EUA), foi realizada de acordo com Giesecke et al., (2009). Ap6s a digestdo dos
produtos amplificados, os fragmentos de DNA dos genes PRKAG3 e SPATAL1 foram
separados em géis de agarose a 3% de alta resolucdo e em géis de agarose a 2%,
respectivamente. Um padrédo de peso molecular de 100 pares de bases foi utilizado
para permitir o calculo do tamanho dos fragmentos amplificados e digeridos, os quais
foram visualizados por meio de coloracdo com brometo de etidio e exposicdo a luz
ultravioleta. Os gendtipos dos individuos foram determinados por meio da analise do
tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb).

Andlise dos dados

Com base nos genotipos identificados, frequéncias alélicas e genotipicas e
equilibrio de Hardy-Weinberg foram obtidos para cada polimorfismo usando o programa
PopGene 1.32 (YEH et al., 1999). A neutralidade seletiva foi avaliada de acordo com o
teste do parametro F de Ewens-watterson, com os programas PopGene 1.32 e Pypop
(LANCASTER et al., 2007). O PopGene 1.32 estabeleceu um intervalo de confianca
para F e o Pypop verificou a significancia do desvio-padrdo entre os valores de F,

esperado e observado, pelo teste exato de Slatkin (SLATKIN, 1996).

Resultados e discussao

Polimorfismo do gene PRKAG3

Com respeito ao polimorfismo AY_376689:c.773C>T do gene PRKAG3, o
gendtipo CC evidenciou-se como Unico na populacdo, sendo caracterizado pela
presenca de trés fragmentos de 118, 45 e 19 pb. Entretanto, nas condicbes de
eletroforese utilizadas, ndo foi possivel a visualizacdo do fragmento de 19 pb. De
acordo com o mapa de restricdo, o genétipo TT seria caracterizado pela presenca de
guatro fragmentos de 79, 45, 39, e 19 pb, e o heterozigoto pela presenca de cinco

fragmentos correspondentes a combinacao dos dois padrbes homozigotos.
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Na Figura 1, pagina 32, esta apresentado o padrao de bandas observado para os
individuos de genoétipo CC do SNP do gene PRKAG3, apds eletroforese em gel de
agarose.

A provavel inexisténcia do SNP na Mangalarga indica que polimorfismos que
segregam com alta frequéncia do alelo menor em determinadas ragas podem segregar
com baixa frequéncia do alelo menor ou ndo segregar em outras. De acordo com Van
Eenennaam et al. (2007), as distribuicdes alélicas sao tdo importantes quanto o
tamanho da amostra na deteccdo dos efeitos de polimorfismos génicos sobre
caracteristicas de interesse. Isto decorre do fato de que nos estudos de associacao o
namero de individuos dos grupos a serem comparados, ou seja, de gendtipos
diferentes, esta relacionado com as frequiéncias alélicas. Além disto, a ocorréncia do
alelo favoravel de um polimorfismo em uma populacdo tem relagédo inversa com o seu
potencial de incremento em programas de melhoramento.

Em razdo da auséncia do polimorfismo na amostra de animais estudados, nao foi
possivel a realizacdo das andlises estatisticas propostas.

O método de PCR-RFLP apresentou-se eficaz, de baixo custo e apropriado para
laboratérios dotados de estrutura basica em equipamentos e reagentes quando
comparado ao método utilizado por Park et al. (2003), o que permitira a expansao da
analise desse polimorfismo nas ragcas em que ocorra. Estes autores encontraram o alelo
T do SNP AY_376689:c.773C>T do gene PRKAG3 apenas em animais de racas
pesadas (Belga) e moderadamente pesadas (Trotador Suéco, Fjord e Warmblood
Suéco), mas ndao em cavalos de racas leves selecionadas para performances de
velocidade (Standardbred, Puro Sangue Inglés e Quarto de Milha). Assim, a sua nao
ocorréncia na amostra de animais estudados era esperada.

O fato da auséncia do SNP na Mangalarga inviabilizara estudos de associacao
entre o marcador e caracteristicas de importancia na raca, fazendo-se necessaria a
utilizacdo de outros polimorfismos ja descritos para 0 gene ou a busca por novos na
sequéncia de DNA da raca. Embora o polimorfismo AY_376689:c.773C>T mereca
destaque por ser responsavel pela troca de um aminoacido prolina por leucina na
posicao 258 (Pro258Leu) da cadeia polipeptidica em regido altamente conservada entre

genes AMPKYy, nao foi o unico identificado por Park et al. (2003). Outros seis, sendo
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quatro também causadores de substituicdo de amino&cidos, foram encontrados em
prospecgdo em ragas com fendtipos contrastantes para desenvolvimento muscular e

desempenho.

Polimorfismo do gene SPATA1

Com respeito ao SNP BIEC2-968854 do gene SPATAl equino, foram
detectados, na amostra de animais estudada, os alelos T e C. Individuos de gendtipo
TT foram caracterizados pela presenca de trés fragmentos de restricdo com 266, 177 e
80 pb, e de CC pela presenca de dois fragmentos com 444 e 80 pb. Por sua vez, os
heterozigotos (CT) apresentaram fragmentos com 444, 266, 177 e 80 pb, (Figura 2,
pagina 33).

As distribuicbes alélicas obtidas para o polimorfismo do gene SPATAl na
Mangalarga foram 0,64 para o alelo C e 0,36 para o T. Estes resultados divergem dos
relatos por Giesecke et al. (2009) que, em equinos da raca Hanoveriana, encontraram
menor freqiéncia do alelo C (0,41) em comparacdo ao T. Em relacdo as frequéncias
genotipicas observou-se 0,40 para CC, 0,48 para CT e 0,12 para TT. As frequéncias
alélicas distintas observadas para o polimorfismo do gene SPATAL entre a Mangalarga
e a Hanoveriana podem ser decorrentes da selecdo para fenétipos divergentes. Em
contrapartida a selecao indireta, podem representar apenas efeito de deriva genética.
Da mesma forma que no trabalho de Giesecke et al. (2009) com populacdo da raca
Hanoveriana, o valor do Qui-Quadrado calculado (0,18) foi menor que o tabelado (3,84),
indicando que a populacdo em estudo encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg
para o loco em questdo. No teste de neutralidade seletiva de Ewens-Watterson, o valor
de F observado (0.537), foi ndo significativo a 5% (p= 0.089), estando dentro do
intervalo de 0.5-0.99 (intervalo de F com 95% de confianca, obtido com um milhdo de
simulacdes), indicando auséncia de indicio forte de acasalamentos preferenciais ou de
selecdo em favor de um dos alelos. No entanto, este valor esta muito préximo ao limite
inferior e foi significativo a 10%. Neste sentido, embora a populacdo de Mangalarga

estudada esteja em equilibrio para o loco SPATAL, o teste de neutralidade seletiva ndo
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excluiu definitivamente o potencial de aplicagdo do marcador em estudos de associagéo
com caracteristicas de importancia na raca.

Apesar de localizado em regido de intron, andlise in silico demonstrou que o SNP
BIEC2-968854 apresenta potencial para afetar a regulacdo génica, uma vez que a
substituicdo do nucleotideo T por C (T>C) cria um sitio de ligacdo para o fator de
transcricdo SP1 (GIESECKE et al., 2009). Mesmo que, por meio de ensaios bioldgicos,
ocorra a confirmacao in vivo do efeito regulatério da alteracdo do gene SPATAL, devido
a interacbes epistaticas diferentes entre genes candidatos e as bases genéticas de
populacdes e ragas distintas, os resultados de associacdo encontrados na Hanoveriana
por Giesecke et al. (2009) ndo podem ser imediatamente extrapolados para as demais.
Neste sentido, antes de transpor marcadores das populacbes em que foram
identificados, é fundamental a corroboracéo dos seus efeitos sobre as caracteristicas de
interesse em diferentes racas e ambientes (BARENDSE, 2005), em processo conhecido
como validacdo. Esta necessidade abre a possibilidade de estudos futuros na raca
Mangalarga, entre outras.

Conclusdes

O método de PCR-RFLP mostrou-se adequado para a genotipagem do SNP
AY_376689:c.773C>T do gene PRKAGS3. Entretanto, tal polimorfismo provavelmente
nao ocorre na Mangalarga, inviabilizando estudos de associacdo com caracteristicas de
desempenho muscular na raca.

Em conjunto, as estimativas dos parametros genético-populacionais obtidas
para o polimorfismo AAWR_02017454:9.121684T>C do gene SPATALl equino na
amostra estudada evidenciou a possibilidade de realizacdo de pesquisas objetivando a

associacao entre o marcador e caracteristicas de interesse na raca Mangalarga.
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FIGURAS
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Figura 1 - Padrao de bandas obtido na analise por PCR-RFLP e eletroforese em gel de agarose a 3% de
alta resolucdo para o polimorfismo AY376689:c.773C>T do gene PRKAG3 equino. M indica o padréo
molecular de 100 pb, ND DNA amplificado ndo digerido pela enzima Alul (182 pb) e CC o gendtipo
decorrente da digestdo dos produtos amplificados pela enzima Alul. Os nimeros ao lado direito da figura

indicam o tamanho dos fragmentos de DNA em pares de bases.
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Figura 2 - Padréo de bandas obtido na analise por PCR-RFLP e eletroforese em gel de agarose a 2%
para o polimorfismo AWR_02017454:9.121684T>C do gene SPATA1l equino. M indica o padréo
molecular de 100 pb, N o controle negativo de amplificacdo e CC, CT e TT, os diferentes gendtipos
decorrentes da digestdo dos produtos amplificados pela enzima Rsal. Os nimeros ao lado direito da
figura indicam o tamanho dos fragmentos de DNA em pares de bases.
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TRABALHO 2 - Caracterizacdo da variabilidade de genes relacionados a

fertilidade de machos e ao temperamento em eqiinos da raca Mangalarga

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram a padronizacdo de metodologia alternativa de
genotipagem por PCR-RFLP dos SNPs AJ_315378:c.110A>G e AB_264325:c.771G>C
dos genes CRISP1 e HTR1A equino, respectivamente, bem como a caracterizacdo em
equinos da ragca Mangalarga destes e de outro polimorfismo, 0 AB_098561:c.1470G>A
do gene SLC6A4, a fim de promover o embasamento necessario para futuras pesquisas
visando associacdo entre marcadores de DNA e caracteristicas de interesse na raga.
Para tanto, foram utilizados 151 animais Mangalarga, de ambos os sexos e de idades
variadas, representativos da populacdo do estado de Sdo Paulo. O método de PCR-
RFLP mostrou-se adequado para a genotipagem dos SNPs AJ315378:c.110A>G do
CRISP1 e AB_264325:c.771G>C do HTR1A. Entretanto, o polimorfismo do CRISP1
provavelmente ndo ocorre em equinos Mangalarga, impossibilitando estudos de
associacao do marcador com caracteristicas relacionadas a fertilidade de machos. As
estimativas dos parametros genético-populacionais obtidos para os polimorfismos
AB 264325:c.771G>C do HTR1A e o0 AB 098561:c.1470G>A do SLC6A4 na amostra
de animais estudados desencorajam a realizacdo de pesquisas visando a associacéo

entre os marcadores e caracteristicas relacionadas ao temperamento.

Palavras- chaves: cavalos, CRISP1, HTR1A, polimorfismos, SLC6A4

Abstract

The aims of the present study were to propose a PCR-RFLP genotyping method for the
AJ 315378:c.110A>G and AB_264325:c.771G>C SNPs in the equine CRISP1 and
HTR1A genes, respectively, as well as to characterize these and another polymorphism,
AB_098561:c.1470G>A of the SLC6A4 gene, in order to provide a basis for future

studies investigating the association between DNA markers and traits of interest in this
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breed. For this, 151 Mangalarga horses of both sexes, representatives of the population
of the Sate of Sdo Paulo, Brazil, were used. PCR-RFLP was found to be adequate for
the genotyping of the SNPs AJ 315378:c.110A>G of the CRISP1 and
AB_264325:c.771G>C of the HTR1A. However, the polymorphism of the CRISP1
probably does not occur in Mangalarga horses, a fact impairing association studies of
this marker with traits related to male fertility. The estimative of the population genetic
parameters obtained for the polymorphisms AB_264325:c.771G>C of the HTR1A and
AB_098561:¢c.1470G>A of the SLC6A4 in the studied sample discourage the conduct of
research addressed the association between markers and traits related to temperament.

Keywords: CRISP1, horses, HTR1A, polymorphisms, SLC6A4

Introducéo

O melhoramento genético de equinos da raca Mangalarga tem se baseado na
estimativa de parametros genéticos e fenotipicos apenas de caracteristicas contidas
nas tabelas de pontuacéo - conformacédo e andamento, avaliadas subjetivamente, e de
desenvolvimento, mensuradas na ocasidao do registro (MOTA & GIANNONI, 1994,
ALMEIDA PRADO, 2005, MOTA & ALMEIDA PRADO, 2005, MOTA et al., 2006). Pouco
se conhece acerca de caracteres reprodutivos e de temperamento dos animais,
fundamentais em qualquer sistema de criacdo animal.

Caracteristicas reprodutivas tém se mostrado dificeis de selecionar a partir de
métodos quantitativos em todas as espécies, especialmente em equinos, devido suas
estimativas relativamente baixas de herdabilidade e dificuldades na avaliacdo dos
dados (TAVEIRA & MOTA, 2007). Apesar disso, a fertilidade de machos € caracteristica
econdmica de larga importancia devido ao aumento do uso da técnica de inseminacao
artificial na indastria de reprodutores de elevado valor genético. A CRISP1 (cysteine-rich
secretory protein 1) € membro da familia de proteinas CRISP, a qual é caracterizada
pela presenca de 16 residuos de cisteina na regido C-terminal. As proteinas CRISP séo
expressas no trato genital masculino e estdo supostamente relacionadas ao processo

de fusdo entre espermatozdide e Ovulo, o que torna seus respectivos genes
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codificadores, entre os quais o CRISP1 (cysteine-rich secretory protein 1 gene —
também conhecido como AEG1), mapeado no cromossomo equino 20, candidatos para
a caracteristica fertilidade de machos (GIESE et al., 2002).

Definido como o conjunto de caracteristicas comportamentais estaveis ao longo
do tempo e entre situagcBes, o temperamento geral é qualidade fundamental no cavalo
de sela. Animais com bom temperamento sdo obedientes, faceis de treinar, calmos e
confidveis (EVANS, 1996). De acordo com Murphy et al. (2008), a literatura cientifica
recente vem explicando os importantes papéis dos receptores e do transportador de
serotonina nas fungbes que esta desempenha como neurotransmissor e
neuromodulador nos processos neuroquimicos, fisiolégicos, farmacoldgicos e
comportamentais. Em espécies como a humana e a canina, genes do grupo de
receptores de serotonina (HTR), localizado no cromossomo equino 21, entre 0s quais 0
HTR1A (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A gene), vém se mostrando
envolvidos em disfungcdes emocionais. Em equinos, estes genes sao de especial
interesse devido a suposta relacdo entre seus produtos protéicos e disturbios
gastrointestinais decorrentes de alteracdes no sistema nervoso central e periférico, uma
das principais causas de morte, levando a perdas econdémicas consideraveis dentro de
sistemas de producdo (MOMOZAWA et al., 2007). Por sua vez, o gene SLC6A4 (solute
carrier family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin), member 4 gene), mapeado no
cromossomo equino 11, codificador do transportador de serotonina, € forte candidato a
influenciar caracteristicas de temperamento em animais ao atuar no controle da
reabsorcéo da serotonina nas fendas sinapticas (MOMOZAWA et al., 2006).

Diante do exposto, 0s objetivos deste trabalho foram a padronizacdo de
metodologia  alternativa de  genotipagem por PCR-RFLP dos SNPs
AJ 315378:c.110A>G e AB 264325:c.771G>C dos genes CRISP1 e HTR1A eqtino,
respectivamente, bem como a caracterizacdo em equinos da raca Mangalarga destes e
de outro polimorfismo, o AB_098561:c.1470G>A do gene SLC6A4, a fim de que se
tenha o0 embasamento necessario para futuras pesquisas visando associacao entre
marcadores de DNA e caracteristicas relacionadas a fertilidade de machos e de

temperamento na raca.
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Material e métodos

Animais e coleta de sangue

Foram utilizados 151 cavalos da raca Mangalarga registrados na Associacao
Brasileira dos Criadores de Cavalos da Raca Mangalarga (ABCCRM), de ambos os
sexos e de idades variadas, representativas da populacdo do Estado de Sé&o
Paulo/Brasil. Amostras de cinco mL de sangue total de cada individuo foram colhidas
por venipunctura da jugular esquerda utilizando tubos a vacuo com EDTA. Os
procedimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com a legislacéo
brasileira para o bem-estar animal (protocolo n® 111/2008 expedido pela Camara de
Etica em Experimentacdo Animal — CEEA, da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Unesp, Botucatu/SP — Brasil).

Extracdo do DNA e genotipagem

Apoés a remocao das hemacias das amostras de sangue, a extracdo de DNA dos
leucadcitos foi realizada pelo método néo fendlico, utilizando digestdo com proteinase K
e precipitacdo com NaCl e alcool (SAMBROOCK, 1989). Ao final do procedimento, o
DNA extraido foi quantificado em gel de agarose a 1% e diluido para a concentracdo de
trabalho de 10 ng/uL.

A genotipagem dos polimorfismos AJ 315378:c.110A>G do gene CRISP1,
AB 264325:c.771G>C do HTR1A e AB _098561:c.1470G>A do SLC6A4 foram
realizadas por meio da técnica de PCR-RFLP, sendo que para os dois primeiros de
forma inédita. Os primers necessarios a amplificacdo das regides génicas de interesse,
as enzimas de restricdo utilizadas na deteccdo dos polimorfismos, bem como outras
informacdes de relevancia encontram-se apresentados na Tabela 1, pagina 47.

Na andlise do SNP AJ 315378:c.110A>G do CRISP1, fragmento de 910 pares
de bases contendo sequiéncia do exon 3 foi amplificado de acordo com Giese et al.

(2002). A analise in silico do mapa de restricdo da regido amplificada, realizada por
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meio do programa online Webcutter 2.0, mostrou a possibilidade de genotipagem do
polimorfismo utilizando a endonuclease BseNI. Neste sentido, os amplificados foram
digeridos em meio de reagéo contendo 12uL de produto de PCR e 5U da enzima BseNI
(Fermentas, EUA). As misturas para digestdo foram incubadas em termociclador a 65
°C por 14 horas.

Ap6s andlise in silico do mapa de restricdo da sequéncia que contém o
polimorfismo AB_264325:¢c.771G>C do gene HTR1A equino, realizada com o Webcutter
2.0, constatou-se a possibilidade de sua genotipagem por meio da endonuclease Alul.
Fragmento de 432 pares de bases da regido codificante do gene foi amplificado
utilizando par de primers confeccionados com auxilio do programa Primer 3 (ROZEN &
SKALETSKY, 2000). A averiguacdo da qualidade dos 6ligos em relacdo a formacédo de
hairpins, dimeros e dimeros cruzados foi realizada utilizando o programa NetPrimer
online. A confirmacao de que cada sequéncia iniciadora era unica para o gene alvo na
espécie de interesse foi realizada utilizando a ferramenta Primer-BLAST do NCBI. Cada
PCR, com volume final de 25 pL, foi constituida de 50 ng de DNA gendmico, 0,24 uM
de cada primer, 1,6mM de MgCl,; 0,24 mM de cada dNTP e 0,5U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen, EUA). Apds desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos, a
amplificacdo foi realizada em 36 ciclos de 95 °C por 60 segundos, 54 °C por 45
segundos e 72 °C por 30 segundos. A extensdo final foi conduzida a 72 °C por 5
minutos. Aliquotas de 10uL de produtos de amplificacdo foram digeridas com 4 U da
enzima Alul (New England Biolabs, EUA) a 37 °C por 16 horas.

Em relacdo a analise do polimorfismo AB_098561:c.1470G>A do SLC6A4,
fragmento de 359 pares de bases da regido codificante do gene foi amplificado e
digerido com a enzima de restricdo Hhal (New England Biolabs, EUA), como em
Momozawa et al. (2006).

Apés a digestdo dos produtos amplificados, os fragmentos de DNA dos genes
CRISP1, HTR1A e SLC6A4 foram separados em geéis de agarose a 2, 2 e 3%,
respectivamente. Um padrédo de peso molecular de 100 pares de bases foi utilizado em
cada gel para permitir o calculo do tamanho dos fragmentos amplificados e digeridos. A
visualizacdo das bandas foi realizada por meio de coloracdo com brometo de etideo e

exposicdo a luz ultravioleta. Os gendtipos dos individuos foram determinados, para
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cada polimorfismo, por meio da analise do tamanho dos fragmentos em pares de bases
(pb).

Andlise dos dados

Utilizando o programa PopGene 1.32 (YEH et al., 1999) foram calculados as
frequéncias alélicas e genotipicas e o equilibrio de Hardy Weinberg para cada um dos
sitios polimorficos analisados. A neutralidade seletiva foi avaliada segundo o teste do
parametro F de Ewens-Watterson, com os programas Popgene 1.32 e PyPop
(LANCASTER et al.,, 2007). As andlises realizadas pelo programa Popgene 1.32
estabeleceram intervalo de confianga para F. O programa PyPop verificou a
significancia do desvio normalizado entre F esperado e F observado por meio do teste
exato de Slatkin (SLATKIN, 1996).

Resultados

Considerando-se o polimorfismo AJ_315378:¢c.110A>G do gene CRISP1 equino,
apenas o alelo A foi encontrado. O gendtipo AA foi caracterizado pela presenca de trés
fragmentos de 761, 85, 64 pb, sendo que a visualizacdo do fragmento menor nao foi
possivel na condicdo de eletroforese realizada. Com base no mapa de restricdo do
fragmento amplificado, o genotipo GG seria caracterizado pela presenca de quatro
bandas com 552, 209, 85 e 64 pb, e o0 heterozigoto (AG) pela presenca de cinco
fragmentos, correspondentes a combinacao dos padrées dos homozigotos. Na Figura 1,
pagina 50, esta apresentado o padrdo de bandas observado para os individuos de
gendtipo AA.

Para o polimorfismo AB_264325:c.771G>C do gene HTR1A, foram encontrados
os alelos C e G. O gendtipo GG foi caracterizado pela presenca de dois fragmentos
com 268 e 164 pb. Por sua vez, o genodtipo heterozigoto CG foi caracterizado pela
presenca de trés fragmentos com 432, 268, 164 pb. De acordo com o mapa de
restricdo, o genotipo CC, ndo identificado no conjunto de animais analisado, seria

caracterizado pela presenca de um fragmento contendo 432 pb. Na Figura 2, pagina 51,
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esta apresentado o padrdo de bandas obtido para os genoétipos encontrados para o
polimorfismo do HTR1A.

Em relagdo ao polimorfismo AB_098561:c.1470G>A do SLC6A4, foram
detectados os alelos A e G. O gendtipo GG foi caracterizado pela presenca de dois
fragmentos com 302 e 57 pb O gendtipo heterozigoto AG foi caracterizado pela
presenca de trés fragmentos de 359, 302 e 57 pb, e 0 gendtipo AA, nao identificado na
populacdo estudada, seria, de acordo com o mapa de restricdo, caracterizado pela
presenca de fragmento Unico contendo 359 pb. Na Figura 3, pagina 52, encontra-se
apresentado o padrdo de bandas obtido para os dois gendtipos identificados do
polimorfismo do SLC6A4.

Na Tabela 2, pagina 48, estdo apresentadas as frequéncias alélicas e
genotipicas observadas para os trés polimorfismos analisados. O alelo A do
polimorfismo do gene CRISP1 equino apresentou-se fixo na amostra de animais
estudada, em que apenas animais de gendtipo AA foram encontrados. Em relagcéo ao
polimorfismo do HTR1A, o alelo G, quase fixado, prevaleceu sobre o C. De forma
semelhante, o alelo maior (G) do SNP do SLC6A4 apresentou freqUéncia extremamente
alta quando comparado ao alelo menor (A). Assim, para ambos os polimorfismos, os
genodtipos GG apresentaram frequéncias altas em relacdo aos genaotipos heterozigotos.
Os homozigotos para os alelos menores (CC e AA para os polimorfismos do HTR1A e
SLC6A4, respectivamente) ndo foram observados.

Com respeito ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, os valores de Qui-quadrado
calculado para os gendtipos dos polimorfismos do HTR1A e SLC6A4 (0,034 e 1,075,
respectivamente) foram menores que o tabelado (3,84), ndo apresentando significancia
a 5%.

Os resultados obtidos para o teste de significancia de Slatkin para a neutralidade
seletiva de Ewens-Watterson para os polimorfismos dos genes HTR1A e SLC6A4
encontram-se apresentados na Tabela 3, pagina 49. Para ambos os polimorfismos o
resultado foi ndo significativo (p = 0,666 para AB_264325:c.771G>C do HTR1A; p =
0,386 para AB_098561:¢c.1470G>A do SLC6A4).
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Discussao

Polimorfismo do CRISP1

Giese et al. (2002) analisaram por meio de sequenciamento direto de produtos
de PCR a ocorréncia de diversidade no gene CRISP1 de equinos em 16 cavalos de
nove racas (Hanoveriana, Haflingo, Shire-Horse, Knabstrupper, Shagya Arabe, Péneis,
Péneis Shetland, Irish Tinker e Lusitano) e encontraram varios polimorfismos, incluindo
0 AJ 315378:c.110A>G, estudado no presente trabalho, o qual apresenta potencial
para provocar alteracdes fenotipicas por acarretar modificacdo ndo conservativa na
seqléncia de aminoacidos da cadeia polipeptidica. Este sitio polimorfico esta localizado
no éxon 3 e é responsavel pela troca de um acido glutamico por uma glicina na posicéao
37 (Glu37Gli) da proteina CRISP1.

N&o foram encontrados na literatura relatos de frequéncias alélicas e genotipicas
do polimorfismo AJ_315378:¢c.110A>G do gene CRISP1 em eqiuinos Mangalarga ou de
gualquer outra raca, impossibilitando a comparagcdo com os dados obtidos no presente
trabalho. Os resultados aqui apresentados demonstraram a provavel auséncia do
polimorfismo do gene CRISP1 em equinos Mangalarga. Entre as possiveis explicacdes
para o fato tem-se que a populacdo fundadora da raca poderia ser homozigota para
este loco em particular, ou que a fixacdo do alelo A possa ter ocorrido posteriormente
em razao de selecdo indireta. Entretanto, ndo pode ser descartada a possibilidade da
rara ocorréncia do alelo G na raca, 0 que poderia ser confirmado com amostragens
mais amplas.

Embora a provavel inexisténcia do SNP na Mangalarga ndo permita estudos de
associacao entre o marcador e caracteristicas de importancia na raca, o método de
PCR-RFLP mostrou-se eficaz, de baixo custo e apropriado para laboratorios dotados de
estrutura basica em equipamentos e reagentes, o que permitira a expansao da analise
desse polimorfismo nas ragas em que ocorra. Entretanto, para a realizacdo de estudos
de associacdo com o CRISP1 na Mangalarga, faz-se necessario o estudo da
segregacao de outros polimorfismos ja descritos para o gene ou a busca por novos na

sequéncia de DNA da raca. Apesar de gene candidato para a caracteristica fertilidade
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de machos, ndo foram encontrados na literatura resultados de estudos de associagéo
entre polimorfismos do gene CRISP1 e aspectos reprodutivos em equinos. Por outro
lado, outros genes da mesma familia foram recentemente estudados com relagéo a
suas associagbes com fertilidade em equinos e em humanos. Hamann et al. (2007)
identificaram SNP n&o sindbnimo no gene CRISP3, com efeito significativo sobre a
fertilidade de garanhdes. Em humanos, Jamsai et al. (2008) identificaram trés SNPs nao
sindbnimos no gene CRISP2. Embora nenhum dos polimorfismos identificados tenha
mostrado associacao significativa com infertilidade, estudos funcionais sugerem que o
polimorfismo responsavel pela troca de aminoacidos na posicdo 196 possa

comprometer a funcdo protéica.

Polimorfismo do HTR1A

Na busca por polimorfismos no gene HTR1A equino, Momozawa et al. (2007)
sequenciaram o cDNA proveniente do cérebro de 10 cavalos Puro Sangue Inglés nao
relacionados geneticamente e encontraram duas trocas ndo sindnimas de nucleotideos
com algum potencial de provocar alteracdes fenotipicas, entre as quais a conservativa
AB_264325:¢c.771G>C, aqui estudada. Este polimorfismo do HTR1A pode apresentar
importancia fisiolégica em relacdo as caracteristicas de comportamento ao ser
responsavel pela troca de um &cido glutamico por acido aspartico na posicdo 257
(Glu257Asp) da sequéncia presumida de aminoacidos da cadeia polipeptidica do
receptor de serotonina de equinos.

Da mesma forma que para o polimorfismo do CRISP1, o método de PCR-RFLP
apresentou-se apropriado para a genotipagem do SNP AB_264325:c.771G>C do
HTR1A, o que permitira a expansdo da analise desse polimorfismo em cavalos.

N&o foram encontrados relatos de frequéncias alélicas e genotipicas para o SNP
AB_264325:c.771G>C do HTR1A em equinos. A extremamente alta frequiéncia do alelo
G deixa evidente o pequeno potencial de aplicacdo deste marcador em estudos de
associacao. Isto se deve ao fato de que caso o alelo G fosse favoravel para
caracteristicas de temperamento, ja estaria muito perto de estar fixado. Se, por outro

lado, o alelo C trouxesse alguma vantagem, provavelmente se encontraria em
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frequéncia mais elevada devido a selecao indireta. O teste do Qui-quadrado envolvendo
as freqUéncias genotipicas observadas e esperadas mostrou que a populagéo estudada
de Mangalarga encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg para o loco que contém o
polimorfismo do gene HTR1A. O resultado ndo significativo dos testes de neutralidade
seletiva de Ewens-Watterson e de Slatkin demonstraram que ndo ha indicativo de
acasalamentos preferenciais ou de selecdo em favor de um dos alelos. Neste sentido,
as estimativas dos parametros genético-populacionais obtidos para o SNP
AB_264325:c.771G>C do HTR1A na amostra estudada de Mangalarga desestimulam a
sua aplicacdo em estudos de associacdo com caracteristicas de importancia na raca.
N&o foram encontrados na literatura resultados de estudos de associagao entre
caracteristicas comportamentais e polimorfismos do gene HTR1A em equinos,
entretanto em caes e em humanos, pesquisas com este gene e outros da familia foram
h& pouco realizados. Van den Berg et al. (2008) analisaram o efeito de polimorfismos
dos genes HTR1A, HTR1B e HTR2A, entre outros, em relagdo ao comportamento
agressivo em cdes da raca Golden Retriever, ndo observando qualquer efeito
significativo. Em reviséo bibliografica (DRAGO et al., 2008) foram encontrados 27 SNPs
associados ao gene HTR1A humano, sendo alguns destes causadores de trocas
sinbnimas e ndo sinbnimas. Estas variacbes tém sido estudadas em transtornos

psiquiatricos, todavia ainda sem resultados definitivos (DRAGO et al., 2008).

Polimorfismo do SLC6A4

Em equinos, Momozawa et al. (2006) determinaram a seqiiéncia e a localizacéo
cromossdmica do gene SLC6A4 e identificaram quatro SNPs, incluindo o
AB_098561:¢c.1470G>A, analisado no presente trabalho, entre as sequéncias de cDNA
de uma dezena de cavalos Puro Sangue Inglés nado relacionados geneticamente.
Embora este polimorfismo esteja localizado em regido génica codificante, ndo é
responsavel por alteracdo de aminoacidos na cadeia peptidica. Mesmo assim, pode ser
responsavel por alteracdes fenotipicas, uma vez que tem a possibilidade de modificar a
estrutura secundaria do RNA mensageiro e consequentemente a expressao génica. Por

outro lado, pode estar em desequilibrio de ligacdo com a variacao funcional.
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As frequéncias alélicas obtidas para o polimorfismo do gene SLC6A4 equino na
amostra estudada estdo muito proximas das encontradas por Momozawa et al. (2006)
em cavalos da raga Puro Sangue Inglés (0,09 para o alelo A e 0,91 para o G). Da
mesma forma que para o polimorfismo do HTR1A, a néo significancia estatistica dos
testes de Equilibrio de Hardy-Weinberg e de neutralidade seletiva de Ewens-Watterson
e de Slatkin para o loco que contém o polimorfismo do gene SLC6A4 apontaram para a
sua nédo aplicabilidade em estudos de associacdo entre marcadores e caracteristicas de
interesse na Mangalarga. Estes resultados, assim como os obtidos para os outros dois
SNPs analisados neste trabalho, demonstram a importancia de estudos de
caracterizacdo de parametros genético-populacionais de polimorfismos em diferentes
racas da espécie de interesse, previamente aos estudos de associacdo entre
marcadores moleculares e caracteristicas de importancia, a fim de que ndo ocorra
consumo de recursos sem proveito na medicdo de fendtipos que ndo poderdo ser
confrontados com variacdes especificas do DNA.

No Unico trabalho de associagdo realizado com o polimorfismo
AB 098561:c.1470G>A do SLC6A4 em equinos, Momozawa et al. (2006) nao
encontraram resultados positivos ao analisarem o efeito de haplétipos formados pelos
SNPs identificados no gene sobre a caracteristica ansiedade na raca Puro Sangue
Inglés. Em cades Golden Retriever, Van den Berg et al. (2008) nédo identificaram relacéo
entre variantes do gene e agressividade. De forma diferente, variacbes no SLC6A4
humano tém sido associadas a depresséo, ansiedade, transtorno bipolar, suicidios,
desordens alimentares e de abuso de substancias, autismo, déficit de
atencao/hiperatividade e desordens neurodegenerativas (MURPHY & LESCH, 2008).

Conclusdes

Com base nos resultados encontrados, pode-se concluir que: (1) o método de
PCR-RFLP mostrou-se adequado para a genotipagem dos SNPs AJ 315378:c.110A>G
e AB_264325:c.771G>C dos genes CRISP1 e HTR1A equino, respectivamente.

Entretanto, o polimorfismo do CRISP1 provavelmente ndo ocorre em equinos
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Mangalarga, impossibilitando estudos de associagdo com o marcador de DNA na raca,
(2) as estimativas dos parametros genético-populacionais obtidos para os polimorfismos
AB_264325:c.771G>C do gene HTR1A e AB_098561:c.1470G>A do gene SLC6A4 na
amostra de animais analisada desencorajam a realizacdo de pesquisas visando a
associacdo entre os marcadores e caracteristicas relacionadas ao temperamento na

raca estudada.
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Tabela 1 - Genes candidatos, sequéncia dos “primers” forward (F) e reverse (R) utilizados na

amplificagdo das regides de interesse, temperatura de anelamento dos “primers” (TA) na reagédo de PCR,

enzimas de restricdo utilizadas na deteccao dos polimorfismos, nimero de acesso das sequéncias dos

genes de interesse no GenBank, troca de nucleotideos na sequéncia do DNA e troca de aminoacido na

sequéncia da proteina.

Gene Sequéncia dos “primers” 5’- 3’ TA Enzima Namero Trocade Trocade
(C) (fabricante) - GenBank  \cleotideo  aminoécido
CRISP1  F-CCC CAA TCA CAG AAT ATC C 52  BseNI AJ315378 c.110A>G E37G
R-TCAGCT AGC CTAGAATCT G (Fermentas, (ndo conservativa)
USA)
HTR1A F-CTT TCT ACA TCC CGC TGC TG 54  Alul (New AB264325 €.771G>C E257D
R-TCT TCACCG TCTTCC TTT CG England (conservativa)
Biolabs, USA)
SLC6A4 F-CTATGT GGT GAA GCT GCT GG 60 Hhal (New AB098561 c.1470G>A nao ocorre
R-GCT TCC TCC TGT CTC CAC TG England

Biolabs, USA)
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Tabela 2 - Frequéncias alélicas e genotipicas obtidas para os polimorfismos AJ_315378:c.110A>G do
gene CRISP1, AB_264325:c.771G>C do gene HTR1A e AB_098561:c.1470G>A do gene SLC6A4 em

amostra representativa da populacdo de equinos da raca Mangalarga do Estado de S&o Paulo.

Polimorfismo

Frequéncia alélica

Frequéncia genotipica

AJ_315378:c.110A>G A G AA AG GG
(CRISP1) 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00
AB_264325:¢.771G>C C G cC CG GG
(HTR1A) 0,02 0,98 0,00 0,03 0,97
AB_098561:c.1470G>A A G AA AG GG
(SLC6A4) 0,08 0,92 0,00 0,16 0,84
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Tabela 3 - Teste F de neutralidade seletiva de Ewens-Wattersona e significancia de Slatkin para os sitios

polimorficos dos genes HTR1A e SLC6A4 em amostra representativa da populagéo de eqiinos da raca

Mangalarga do Estado de S&o Paulo.

Polimorfismo N- Interv. Conf.de F
N Fobs. Fesp. Fnd® P
alelos Inf. Sup.
AB_264325:c.771 0,841
2 2 7 0,754 0,666
G>C  (HTR1A) 30 0,500 0,993 0,96 40,167
AB_098561:c.147 0,841
302 2 0,500 0,993 0,848 0,039 0,386
0G>A (SLC6A4) +0,167

2 Intervalo de F com 95% de confianca, obtido com 1.000.000 de simulacdes. ° Desvio normalizado

entre F observado e F esperado.
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FIGURAS

M ND AA

910 bp
761 bp

85 bp

Figura 1 - Padrdo de bandas obtido na analise por PCR-RFLP e eletroforese em gel de agarose a 2%
para o polimorfismo AJ_315378:¢c.110A>G do gene CRISP1 eqiiino. M indica o padrdo molecular de 100
pb, ND DNA amplificado ndo digerido pela enzima BseNI (910 pb) e AA o gendétipo decorrente da
digestdo dos produtos amplificados pela enzima BseNI. Os nimeros ao lado direito da figura indicam o
tamanho dos fragmentos de DNA em pares de bases.
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M ND CG GG

432 bp
268 bp
164 bp

Figura 2 - Padrdo de bandas obtido na analise por PCR-RFLP e eletroforese em gel de agarose a 2%
para o polimorfismo AB_264325:¢.771G>C do gene HTR1A equino. M indica o padrdo molecular de 100
pb, ND DNA amplificado nao digerido pela enzima Alul (432 pb) e CG e GG os genotipos decorrentes da
digestdo dos produtos amplificados pela enzima Alul. Os ndmeros ao lado direito da figura indicam o
tamanho dos fragmentos de DNA em pares de bases.
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359 bp
302 bp

57 bp

Figura 3 - Padrdo de bandas obtido na analise por PCR-RFLP e eletroforese em gel de agarose a 3%
para o polimorfismo AB_098561:c.1470G>A do gene SLC6A4 equino. M indica o padrdo molecular de
100 pb, ND DNA amplificado ndo digerido pela enzima Hhal (359 pb) e AG e GG o0s genétipos
decorrentes da digestdo dos produtos amplificados pela enzima Hhal. Os nimeros ao lado direito da
figura indicam o tamanho dos fragmentos de DNA em pares de bases.
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