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Identificagdo de polimorfismos no gene MyoD1 e associacdo com caracteristicas de
desempenho e carcaga em ovinos Santa Inés

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi identificar polimorfismos no gene MyoD1 e testar
a associacdo dos polimorfismos encontrados com caracteristicas de desempenho e de
carcaga em ovinos Santa Inés. A amostra contemplou 96 animais da raga Santa Inés, os
quais foram avaliados para as caracteristicas de peso ao nascimento e com 30, 60, 90,
112 (a desmama) e 240 dias de idade, aléem da &rea de olho do musculo Longissimus
dorsi, a espessura de gordura subcutanea e o marmoreio obtidos a desmama (112 dias) e
aos 240 dias de idade in vivo por ultrassonografia entre a 12% e 13° costelas. Apos coleta
de sangue de cada animal, foi extraido DNA para realizacdo do sequenciamento do gene
MyoD1. Foram identificadas 19 mutacOes, das quais cinco se mostraram potenciais
marcadores genéticos para este gene, por terem boa distribuicdo de frequéncias dos
gendtipos. Para os Marcadores 1, 7 e 8 foram detectadas seis associagdes (P<0,05) com
as caracteristicas de espessura de gordura subcutanea aos 240 dias de idade, peso vivo
aos 60, 90 e 112 dias de idade, ganho de peso do nascimento ao desmame e marmoreio
ao desmame. O geno6tipo GG foi 0 que proporcionou 0s maiores valores médios para as
caracteristicas nos trés marcadores. Os alelos mais frequentes foram o G para o
Marcador 1, o T para o Marcador 7 e o alelo A para o Marcador 8. Portanto, com
excecdo do Marcador 1, os alelos favoraveis para as caracteristicas supracitadas tem
frequéncia reduzida na populagdo estudada. Outro fator a se destacar é que as
caracteristicas aqui estudadas apresentaram elevados coeficientes de variacdo e, em
alguns casos, 0s modelos de analise de variancia apresentaram valores de Rz moderados.
Portanto, para estas caracteristicas o estudo sugere aumentar o tamanho da amostra para
melhor testar o efeito destes marcadores para as caracteristicas aqui estudadas.
Aumentar o tamanho da amostra também pode ser til para avaliar os 14 marcadores
que tiveram uma distribuicdo de frequéncia que impediu o teste de associa¢do. Também
recomenda-se testar a associa¢do dos cinco marcadores aqui encontrados com outras

caracteristicas de interesse econdmico em ovinos.

Palavras-chave: Miogénese, Marcadores moleculares, Ovelhas, SNPs
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Polymorphisms on MyoD1 gene and association with carcass and performance
traits in Santa Ines breed

ABSTRACT

This study aimed to find polymorphisms on MyoD1 gene and testing association of the
polymorphisms with performance and carcass traits in Santa Ines lambs. A sample of 96
lambs were evaluated for weights at 1, 30, 60, 90, 112 (weaning) and 240 days of age,
besides measured for rib eye area, backfat thickness and marbling of Longissimus dorsi
muscle at 112 and 240 days of age, in vivo by ultrasound between the 12th e 13th ribs.
One blood sample by animal was used for DNA extraction and to sequence the MyoD1
gene. Nineteen mutations were identified, but only five mutations had good distribution
of the genotype classes for association test studies. For the markers 1, 7, and 8 were
detected six associations (P<0.05) with backfat thichness at 240 days of age, body
weight at 60, 90 and 112 days of age, weight gain from birth to weaning, and marbling
at weaning. The GG genotype showed largest measured for all traits, in the three
markers. The G, T and A alleles were most frequent for markers 1, 7 and 8,
respectively. Thus, except for the marker 1, the favorable alleles are found in reduced
frequency in Santa Ines breed. Another important factor is that the coefficients of
variation, for several traits, ranged from moderate to large level. In this case, the
coefficients of determination ranged from moderate to low magnitude. Therefore, the
study suggested that it is necessary more animals to better evaluate the five markers for
the traits studied here. Improve the number of animals also can be useful for studying
the 14 markers that were not tested. Association tests must carried out for five markers

found here with other important economic traits for ovine.

Keywords: Myogenesis, Molecular Markers, sheep, SNPs
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1. INTRODUCAO

Para o estabelecimento, manutencao e aprimoramento dos indices produtivos na
ovinocultura de corte no Brasil, além das acdes referentes aos manejos sanitario,
nutricional e reprodutivo, deve-se destinar esfor¢cos ao melhoramento genético das ragas
consideradas nativas. Logo, obter animais com melhores genétipos para
desenvolvimento de caracteristicas de elevado interesse econdmico, pode promover
avancos significativos na cadeia produtiva da ovinocultura brasileira.

O melhoramento genético classico para animais de producdo consiste
basicamente de duas estratégias fundamentais descritas por Falconer e Mackay (1996):
a selecdo e o acasalamento. A selecdo de animais é realizada ap0s a obtencdo de
fenotipos, os quais sdo utilizados para estimar o valor genético dos animais. De acordo
com Ferraz et al. (2012), incrementos de ganhos genéticos nos rebanhos, aumentando
ou diminuindo a frequéncia de genes que influenciam caracteristicas de interesse
econbmico, podem ser alcancados com técnicas da biologia molecular. Os
polimorfismos moleculares podem auxiliar a selecdo, pois possibilitam observar
diretamente os alelos favoraveis, identificando precocemente animais com o potencial
de transmitir suas caracteristicas nos rebanhos, o que ficou conhecido como selecdo
assistida por marcadores.

A identificacdo de marcadores moleculares associados a caracteristicas de
interesse econdmico em animais domeésticos, vem sendo estudada por muitos grupos de
pesquisa e em varias espécies. Em ovinos, marcadores moleculares tem sido utilizados
para diferentes fins. Paiva et al. (2003) e Pariset et al. (2006) fizeram estudos de
caracterizagdo racial genética de ovinos. Pesquisas de Paiva et al. (2008) focaram na
avaliacdo da associagao entre caracteristicas de crescimento e marcadores do tipo SNP,
enquanto Paiva et al. (2005) utilizaram informacdes de marcadores para manejar o
rebanho. Rocha et al. (2009) tinham como objetivo identificar mutagdes no gene
BMP15 em ovelhas Santa Inés e Silva et al. (2010) estudaram os genes GDF9 e BMP15
em ovinos. Porém, até o presente momento ndo ha relatos de associagdo do gene
MyOD1 com caracteristicas de interesse econémico em ovinos, bem como identificacdo
de marcadores neste gene na raca Santa Inés. Segundo Silva e Carvalho (2007), este

gene é responsavel pelo recrutamento de celulas do mesoderma, na formagdo dos
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mioblastos. Assim, o0 presente estudo teve por objetivo identificar e associar
polimorfismos no gene MyoD1 com caracteristicas de interesse econémico em ovinos
Santa Inés. Neste contexto, o estudo visa obter o sequenciamento do gene MyoD1 e
quantificar o numero de polimorfismos na sequéncia, determinando a posicdo dos
mesmos; testar a associacdo dos polimorfismos encontrados com as caracteristicas de
pesos com 1, 30, 60, 90 e 240 dias de idade, ganhos de peso diario do nascimento a
desmama e da desmama aos 240 dias, além da area de olho de lombo do musculo
Longissimus dorsi, espessura de gordura subcutanea e gordura de marmoreio obtidas
por ultrassom, definindo quais alelos e gendtipos sdo favoraveis, em todos os testes de

associacdo que forem significativos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da ovinocultura de corte no Brasil

Segundo o IBGE (2012), o efetivo do rebanho de ovinos no Brasil foi de
aproximadamente 16,8 milhGes de cabegas, 0 que representou uma diminuicdo de 5 %
quando comparado ao ano de 2011. O Nordeste possui 0 maior rebanho nacional (55,55
%), sendo o estado da Bahia o maior produtor de ovinos da regido com 30,16 % dos
animais. Atualmente no Brasil, 0 estado que possui 0 maior nimero de animais é o Rio
Grande do Sul, com um efetivo aproximado de 4,1 milhdes de cabegas, que produz
principalmente 14 e carne.

A expansdo da ovinocultura de corte no Brasil ocorreu logo apds a crise
internacional da 1a, durante as décadas de 1980 e 1990, devido a comercializacdo de
tecidos sintéticos. Esse fato mudou o cenario da producdo de ovinos, onde o principal
objetivo passou a ser a producdo de carne, levando essa atividade, que era
principalmente de subsisténcia, para um enfoque mais comercial (VIANA, 2008).

O consumo per capta de carne ovina no Brasil ainda é pequeno, embora a atividade
esteja em plena expansdo. Cuenca et al. (2008) relataram um consumo médio de
aproximadamente 700 gramas/habitante/ano. Situacdo diferente é verificada em paises
como a Nova Zelandia e a Australia que apresentaram um consumo médio de 40
quilos/habitantes/ano. Martins et al. (2008) atribuiram esse baixo consumo nacional a
comercializacdo de animais velhos, o que refletiu diretamente na baixa qualidade da
carcaca e da carne. Este fato direcionou a aceitabilidade da carne ovina por parte dos
consumidores, que preferem o consumo de outras carnes como a de bovinos, aves e
pescados. Entretanto, Costa (2007) identificou um aumento na procura por carne ovina
de qualidade, onde o estado de Sdo Paulo foi o maior e mais exigente mercado
consumidor no Brasil. O autor ainda visualizou a oportunidade de crescimento da
ovinocultura de corte nas regides Nordeste e Centro Oeste. Estas regifes possuem
frigorificos com capacidade ociosa, area disponivel para o aumento do numero de
cabecas e disponibilidade de tecnologias desenvolvidas nas areas de reproducéo,

alimentacéo e sanidade.
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2.2 A raga Santa Inés

De acordo com L6bo (2006) a crise da 1a promoveu a ascensdo da ovinocultura
de corte no Brasil, destacando-se nesse cenario a raca Santa Inés. Até entdo criada
principalmente na regido Nordeste, comegou a entrar em evidéncia também nos estados
do Sudeste e do Centro Oeste. Atualmente, dentre as ragas de ovinos criadas no Brasil, a
Santa Inés representa a de maior quantitativo (PEREIRA, 2008).

Segundo Pereira (2008), a raca Santa Inés foi formada no Brasil a partir do
cruzamento de ragas africanas, europeias e nacionais, dentre as principais citam-se:
Somalis, Bergamécia, Morada Nova e Rabo Largo. O ovino Santa Inés apresenta como
principais atributos: 1 - Capacidade de se adaptar as condi¢des climaticas do Nordeste
brasileiro, tendo como principal parametro a tolerancia ao calor. Quesada et. al (2001),
avaliaram duas racas de ovinos deslanados no semiarido e identificaram que a raca
Santa Inés apresentou uma maior tolerdncia ao calor, quando comparada a Morada
Nova. O estresse calorico € um importante fator que limita o desenvolvimento dos
ovinos na expressdo do potencial genético de producdo; 2 - Rusticidade, que esta
relacionada principalmente ao manejo sanitario e refere-se a resisténcia a doencas
parasitarias e infecciosas. A habilidade de apresentar resisténcia a doencas conferem ao
ovino Santa Inés maior rusticidade quando comparado a outras ragas. Segundo
Amarante (2004), rusticidade é uma caracteristica hereditaria, tendo herdabilidade que
varia de 0,3 a 0,5, para a resisténcia dos ovinos aos helmintos. Desta forma, 0 mesmo
autor identificou que o melhoramento genético de animais, visando a resisténcia a
doencas infecciosas e parasitarias, favorece a diminuicdo da infestacdo dos rebanhos e
consequentemente reduz a contaminagdo das pastagens por agentes infecciosos; 3 -
Prolificidade, que expressa 0 numero médio de crias nascidas por parto e esta
relacionada as taxas de ovulacdo e concepcao, mortalidade embrionéria, taxa de abortos
e partos normais (FACO et al., 2008). Silva et al. (2010) encontraram resultados onde
animais homozigotos e heterozigotos para polimorfismos no gene GDF9 (gene da
prolificidade) em ovinos Santa Inés, demonstraram uma maior taxa de ovulagéo,
elevando a possibilidade de partos duplos. Esse fato poderia levar a um impacto
positivo na produtividade dos rebanhos de animais desta raca. Outra caracteristica

importante na criacdo de animais da raca Santa Inés, descrita por Pereira (2008), é que
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as fémeas ndo apresentaram estacionalidade reprodutiva, ao contrario da maioria das
racas europeias.

Apesar das muitas caracteristicas positivas anteriormente listadas, Bueno et al.
(2006) ressaltaram que o Santa Inés apresentou caracteristicas inferiores a outras racas
de corte, como ganho de peso diario e caracteristicas de carcaca. Isso se refletiu em
menor propor¢do de traseiro, menor relacdo entre o peso e 0 comprimento da carcaca, e
menor perimetro de perna. Outros pontos a serem observados sdo o periodo de lactagéo,
que se mostrou mais longo que o de racas especializadas para corte e animais com
implantacdo de ubere ndo satisfatoria. Estas particularidades atrapalharam o desmame
precoce e poderiam ocasionar mastites. Portanto, o Santa Inés é um animal com bom
potencial para a producdo de carne, mas que necessita de melhoramento das

caracteristicas de producao.

2.3 Caracteristicas de desempenho

O principal indicador de desempenho é o controle do peso vivo dos animais,
quando aferidos em intervalos de tempo pré-definidos (ANDRADE, 2005). Dentre as
idades padrdo para se avaliar peso nos ovinos estdo: ao nascimento, & desmama e ao
abate. Mexia et al (2006) citaram que 0 peso ao nascer tem grande relevancia, pois
cordeiros nascidos com menores pesos normalmente tém menor possibilidade de
sobrevivéncia pela dificuldade na busca por alimento. Por outro lado, cordeiros muito
grandes poderiam levar a problemas de parto distocico (QUESADA et al., 2002). Logo,
controlar essa medida é uma etapa fundamental do processo de avaliagdo zootécnica do
rebanho. Em ovinos Santa Inés o peso ao nascimento gira em torno de 3,82 kg para
machos e 3,39 kg para fémeas (CASTRO et al. 2012).

O peso a desmama também € uma importante medida de desempenho, pois a
partir dele pode-se calcular o ganho de peso diario no periodo pré-desmama e,
principalmente, a habilidade materna das ovelhas. O peso a desmama é formado por
dois componentes genéticos importantes, o efeito direto e o efeito materno. O efeito
direto diz respeito aos efeitos dos genes que o animal possui e que possibilitam a ele
ganhar mais ou menos peso até a desmama. Esses genes estdo relacionados com a

capacidade do animal ingerir grande quantidade de alimento e transformar esse alimento
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em tecido corporal e assim aumentar o seu peso. Ja os efeitos maternos sdo os genes que
a ovelha possui e que a torna uma mée melhor ou pior, no que diz respeito a producao
de leite e aos cuidados com a cria. Para mais detalhes sobre efeitos genéticos diretos e
maternos, ver Faria (2006). Em ovinos Santa Inés o peso a desmama depende muito do
sistema de criacdo das ovelhas. Criando as ovelhas a pasto, o peso foi de
aproximadamente 18,36 kg para machos e 19,29 kg para fémeas, com idade ao
desmame de 90 dias (SANTOS et al., 2012). Criando as ovelhas em confinamento, com
a idade ao desmame de 70 dias, o peso médio foi de 12,99 kg para machos e 11,18 kg
para fémeas (CASTRO et. al, 2012). O ganho de peso médio diario do nascimento a
desmama estd em torno de 170 gramas nos machos (GARCIA et al., 2000; GERASEEV
et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007a) e 117 gramas nas fémeas (FREITAS et al. 2007;
SILVA, 2012; JUCA, 2013).

Por fim, tem-se uma terceira pesagem, que geralmente ocorre proximo do abate,
mas ndo possui uma data definida em ovinos Santa Inés. Alguns criadores abatem com
cerca de oito meses, sobretudo aqueles que criam a pasto, enquanto criadores que
investem em arracoamento costumam abater com até seis meses. Essa pesagem visa
mensurar 0 ganho de peso diario no periodo pds-desmama. Esse ganho de peso quase
sempre € diferente do ganho no periodo pré-desmama, sobretudo nos sistemas de
producéo a pasto que se tem no Brasil. A pasto, 0 animal nem sempre tem a disposi¢ado
toda oferta de nutrientes que atendam ao requerimento nutricional. Enquanto na fase
pré-desmama, o aporte de nutrientes é fornecido através do leite e se a mae tiver boa
habilidade materna, entdo o cordeiro tem todo aporte de nutrientes de que necessita para
expressar 0 maximo do seu potencial de ganhar peso. Em ovinos Santa Inés o peso ao
abate também depende do sistema de criacdo e da idade de abate, com valores variando
entre 28 kg a 32 kg (CUNHA et al., 2008; MASCIOLI et al, 2009; COSTA et al., 2011)

2.4 A ultrassonografia na avaliacdo de carcacas

As avaliaces de ultrassonografias, na predicdo da composicdo da carcaga de
bovinos de corte, comecaram a ser utilizadas na agropecuaria a partir da década de
1950, pelo Dr. James Stouffer da Universidade de Cornell nos EUA. A técnica consiste

na emissdo de frequéncias sonoras acima da capacidade de detec¢do humana (> 20.000
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hertz). Essas ondas sdo produzidas pela vibracdo de cristais piezoelétricos, que se
encontram presentes em um transdutor. As ondas de energia mecanicas sdo emitidas
através dos tecidos que possuem constituicdes/densidades diferentes. Seus reflexos sdo
convertidos em energia elétrica e capturados novamente pelo transdutor, formando a
imagem (YOKOO et al., 2011).

Segundo Cartaxo et al. (2011), as imagens mais analisadas por meio da
ultrassonografia para avaliacbes na carcaca sdo a area de olho de lombo (AOL),
espessura de gordura subcutanea (EGS) e o marmoreio. Estas medidas possibilitam
estimar a composi¢do e a qualidade de carcaca, de maneira ndo invasiva, com altas
repetibilidade e correlacbes com os parametros avaliados nas carcacas pés-abate,
permitindo a selecdo ou descarte dos animais dentro dos rebanhos. Para maiores
detalhes ver Juca (2013) e McManus et al., (2013). Ainda é importante mencionar que
estas medidas estdo relacionadas ao ganho de peso diério, rendimento de carcaca,
precocidade de acabamento, sabor e suculéncia da carne. Porém, Yokoo (2005) resaltou
que diversos fatores como raca, sexo, idade, tipo de parto, alimentacdo, dentre outros,
devem ser considerados ao analisar estas imagens, pois explicam grande percentual de
variancia destas caracteristicas.

Outras vantagens da avaliacdo por ultrassonografia foram descritas por Sainz e
Araujo (2002), como: a analise precoce dos animais para selecdo sem a necessidade de
abate e teste de progénie; o custo da avaliacdo individual € muito inferior ao custo do
teste de progénie, com resultados equivalentes; as caracteristicas de carcaca sdo de
herdabilidade média a alta; o ultrassom pode ser utilizado como um auxilio no
julgamento de animais na pista, acrescentando mais objetividade neste processo; e por
fim, gerar categorias de rendimento e qualidade de carcaga, permitindo o célculo de
rendimento de cortes. Porém, apresentou como desvantagens a necessidade de técnicos
de campo e de laboratério credenciados para a coleta e andlise das imagens,

respectivamente, além de equipamento de alto custo.

2.5 Programas de melhoramento genético em ovino Santa Inés

Segundo Sousa et al. (2006), um programa de melhoramento genético deve

apontar animais com genotipos superiores, identificando caracteristicas que sejam
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herdaveis e de facil mensuracéo. Contudo, no Brasil, a selecdo de ovinos Santa Inés foi
inicialmente feita apenas para caracteristicas raciais, pois muitos criadores de elite
estavam preocupados, principalmente, com a obtencdo de animais aptos a participarem
de exposicdes da raca. Vencer uma exposicdo permite agregar valor no momento da
venda, especialmente em leildes, mas um campedo sem o valor genético estimado pouco
contribui para o melhoramento da raca. A partir da década de 1970, foi implantado o
primeiro programa de melhoramento de ovinos, o PROMOVI (Programa de
Melhoramento Genético de Ovinos), criado pela Associacdo Brasileira de Criadores de
Ovinos (ARCO). O PROMOVI inicialmente estimava as caracteristicas de producéo e
qualidade da 1& e por isso teve uma abrangéncia predominantemente regional,
avaliando mais de trinta mil reprodutores no Estado do Rio Grande do Sul (MORAIS,
2000; LOBO, 2006).

Com a crise da 1a e a mudanca no cenario nacional voltado para a producéo de
carne, a ARCO modificou o PROMOVI, incluindo o Teste de Velocidade de
Crescimento (TVC), para a avaliacdo de ragas especializadas na producdo de carne. O
programa que até entdo so abrangia o Estado do Rio Grande do Sul, por possuir 0 maior
rebanho nacional voltado para producdo de 14, comegou a englobar os Estados de Santa
Catarina, Parana e Sdo Paulo, que utilizavam racas especializadas na producéo de carne.
O ovino Santa Inés, principal raca do Nordeste, ficou de fora das avaliacbes do TVC,
apesar de estar em franca expansédo nacional (MORAIS, 2000).

Na década de 1990 a EMBRAPA caprinos realizou o primeiro trabalho de
melhoramento da raca Santa Inés com o projeto: “Selecdo de ovinos deslanados para o
melhoramento genetico dos rebanhos experimentais e privados no Nordeste do Brasil”,
mas foi encerrado cinco anos depois por falta de adeséo dos criadores e associacoes.
Atualmente, Ldbo (2008) relatou a existéncia do Programa de Melhoramento Genético
de Caprinos e Ovinos de Corte (GENECOC) desenvolvido em 2003 pela EMBRAPA
Caprinos, que tem como principal objetivo dar suporte ao produtor na utilizacdo dos
recursos genéticos a sua disposi¢do, otimizando seu sistema de producgdo; e o Programa
de Avaliacdo de Desempenho de Ovino Santa Inés, criado pela Empresa Estadual de
Pesquisa Agropecuaria da Paraiba (EMEPA-PB), onde sdo realizadas provas de ganho
de peso de ovinos da raca Santa Inés, em parceria com a Associagdo Paraibana de

Criadores de Caprinos e Ovinos.
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No Piaui, o Programa de Melhoramento Genético de Ovinos Santa Inés —
SANTAGEM ¢é realizado no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do
Piaui (UFPI), e faz parte de um programa maior, desenvolvido pela Embrapa Caprinos.
O objetivo do programa € caracterizar geneticamente a raca Santa Inés, identificando
suas potencialidades e limitacbes, de maneira a promover seu melhoramento genético
(AZEVEDO et al., 2005).

Parametros genéticos sdo importantes informacdes para o melhoramento animal.
A herdabilidade e as correlacGes genéticas sdo 0s principais parametros observados,
pois a herdabilidade esta relacionada com ganho genético através da sele¢do, enquanto
as correlagdes podem orientar os programas nos melhores caminhos a serem seguidos
para otimizar os ganhos e abranger o maior nimero de caracteristicas possiveis através
das respostas correlacionadas. Falconer e Mackay (1996) descrevem a herdabilidade
como um valor atribuido a uma caracteristica, o qual serviria para medir a relagéo entre
o fendtipo do animal e seu valor genético. Assim, altas herdabilidades indicariam
elevada relacdo entre os valores fenotipicos de uma determinada caracteristica e valores
genéticos dos animais para esta mesma caracteristica. Ja a correlacdo genética € um
parametro que expressa a associacao entre duas ou mais caracteristicas. Essa associa¢do
pode ter duas origens, a pleiotropia ou a ligacdo génica. No caso da pleiotropia, a
correlacdo entre as duas caracteristicas ndo se altera, pois um mesmo gene esta
influenciando ambas. Enquanto na ligacdo génica, existem dois genes em um mesmo
cromossomo, cada um influenciando uma das caracteristicas. Se a distancia entre 0s
genes for pequena, é pouco provavel que ocorra permuta génica entre eles e a correlacédo
se manterd constante, mas se a distancia for grande a permuta pode ocorrer e a
correlacdo genética podera se alterar.

Herdabilidade para peso ao nascer em ovinos Santa Inés com magnitude
moderada de 0,34, 0,20 e 0,21 foram descritas por Barbosa et al. (2009), Barrozo et al.
(2011), Carvalho et al. (2014), respectivamente e de baixa magnitude (0,15) por Sousa
(2004). Carvalho et al. (2014) encontraram herdabilidades devido ao efeito materno
para peso aos 90 dias igual a 0,20, enquanto Santos et al. (2009) encontraram
herdabilidade direta igual a 0,24 para peso aos 90 dias. J& Sousa et al. (2004)

encontraram valor médio de 0,06 para peso aos 120 dias.
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CorrelagBes entre a biometria e 0 peso vivo & desmama em ovinos Santa Inés,
diferenciando quanto ao sexo, foram descritas por Jucé et al. (2011). Houve correlagdes
positivas para as caracteristicas de peso ao nascimento (com valores variando de 0,01
cm a 0,61 cm) e para o peso a desmama (valores de 0,13 cm a 0,65 cm), nas fémeas.
Nos machos, 0s mesmos autores encontraram correlagdes positivas, destacando-se 0s
maiores valores para as caracteristicas de peso ao nascimento (0,42 cm para perimetro
toréacico) e peso a desmama (0,68 cm para comprimento do corpo). Moreno et al (2010)
descreveram médios coeficientes de correlacdo entre a area de olho de lombo obtida por
ultrassom com rendimento comercial e conformacdo da carcaga de 0,58 e 0,48, em
cordeiros lle de France. Araujo et al. (2014) encontraram em ovinos Santa Inés e
mesticos, baixa correlacdo entre a espessura de gordura subcutdnea na carcaca e
espessura de gordura subcutanea avaliada pelo ultrassom (0,12 mm?®). A area de olho de
lombo avaliada pelo ultrassom apresentou valores de correlagdes moderadas com &rea
de olho de lombo na carcaca (0,42 cm®) e peso de carcaca fria (0,52).

Programas de melhoramento genético sdo baseados na selecédo tradicional, onde
0s animais tém diversas caracteristicas mensuradas para servirem como critério de
selecdo. Contudo, a selecdo tradicional nem sempre é facil de ser conduzida, pois muitas
caracteristicas sdo de baixa herdabilidade, de dificil mensuracdo ou ndo se expressam
em um dos sexos. Como exemplo de caracteristicas desta natureza, tem-se a area de
olho de lombo e a espessura de gorduras subcutanea, que para serem mensurados in vivo
requerem um equipamento de alto custo (ultrassom) e mdo de obra bem treinada na
utilizacdo do mesmo. Neste contexto, Polido et al. (2012) relatam que a Selecdo
Assistida por Marcadores (MAS) moleculares vem sendo utilizada nos programas de
melhoramento animal, para otimiza-los, pois permite selecionar mais precocemente, nao
requer o abate dos animais e geram informacGes para todos os animais, independente do

Sexo.
2.6 Marcadores genéticos na ovinocultura
A identificacdo de regides génicas polimorficas, ou seja, regides onde os genes

apresentam diferentes formas, mostraram-se de grande importancia pela possibilidade

de identificar e marcar onde 0s genes que carregam determinadas informacdes de
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interesse para producédo se localizam no genoma. Essas variagdes sdo conhecidas como
marcadores moleculares ou marcadores genéticos e permitem identificar animais de
potencial genético superior, antes mesmo da expressdao do seu fendtipo, o que é
conhecido como Selecdo Assistida por Marcadores — MAS. Maiores informacdes sobre
selecdo assistida por marcadores podem ser encontradas em Regitano e Coutinho
(2001).

A avaliacdo de material genético de interesse zootécnico visa identificar animais
que tenham maior potencial para serem utilizados no sistema de producdo. A anélise ao
nivel de DNA permite desvendar a arquitetura genética que controla uma caracteristica
de interesse, determinando o nimero de genes envolvidos, a localizacdo destes genes e a
contribuicdo individual de cada gene para a expressdo fenotipica. Isso pode ser feito via
mapeamento de QTL (Locos de Caracteristicas Quantitativas), polimorfismos em genes
candidatos ou sequenciamento de DNA / mRNA (COUTINHO et al., 2010).

Existem muitos tipos de marcadores genéticos, esses diferem nas técnicas que
identificam as variagcdes na sequéncia do DNA, que sao originadas de diferentes tipos de
mutacdes (COUTINHO et al., 2006). Segundo Regitano e Veneroni (2009), os
marcadores moleculares do tipo SNP (Single Nucleotide Polimorphism) atualmente se
destacam na analise gendbmica. Uma das razGes é sua abundancia e boa distribuicdo ao
longo de todo o genoma, além da técnica para sua identificagdo estar bem consolidada e
automatizada. A frequéncia aproximada é de um SNP a cada Kilobase (WANG et al.,
1998).

Caetano (2009) descreveu os SNPs como mutacdes pontuais onde ha a troca de
uma base nitrogenada por outra. Essas trocas podem ser transi¢cfes (troca de purina por
purina (A <« G) ou pirimidina por pirimidina (T < C)) ou, em menor intensidade,
transversdes (troca de purina por pirimidina (A < C) ou pirimidina por purina (T <
Q)).

Resultados de identificagdo de marcadores moleculares em ovinos ja foram
descritos por: Lara et al. (2012), que objetivam conhecer as frequéncias alélicas e
genotipicas para marcadores no gene da Leptina; Paiva et al. (2011) realizaram estudos
sobre diversidade genetica em racas de ovinos; Petroli et al. (2009) estudaram a
variabilidade genetica de loci microssatélites em ovinos Santa Inés e sua utilizacdo no

manejo do rebanho; Souza et al. (2012) desenvolveram um banco de dados com
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frequéncia de alelos para 23 loci STR para testes de parentesco em ovinos Santa Inés.
Porém, até o presente momento pouco se sabe sobre genes da familia MyoD em ovinos.

2.7 Genes da familia MyoD

Na ovinocultura de corte é importante conhecer aspectos bioldgicos relacionados
com a formacéo do tecido muscular, com vistas a manipular a quantidade e o tipo de
fibras musculares Desta forma, informacdes sobre a miogénese contribuem
significativamente no direcionamento da diferenciacdo de células com linhagem
miogénica. Entende-se por miogénese a formagdo embrionaria do tecido muscular, onde
ocorrem eventos importantes como: a determinacdo dos mioblastos, onde células
somiticas sdo recrutadas para diferenciar-se em celulas musculares, migrando para
regides do tecido muscular; proliferagdo dos mioblastos, que é responsavel pelo
aumento do numero de células pré-musculares; diferenciacdo de mioblastos em
miocitos, atraves da expressdo de proteinas especificas; e, por fim, o amadurecimento
das células musculares, onde existe a fusdo das mesmas, originando as fibras
musculares (LIMA, 2007; MARCHESIN, 2008).

Silva e Carvalho (2007) apontam que os Fatores de Regulacdo Miogénica
(MRF) estdo envolvidos na formacao dos tecidos musculares, atuando principalmente
durante a fase embrionaria e sdo controlados por uma familia de genes conhecida como
MyoD (Myogenic Diferentiation). Essa familia € constituida por quatro genes: MyoD1
(ou MyF3), Miogenina (ou MyF4), MyF5 e o MRF4 (ou MyF6). MyoD1 e MyF5 sdo os
genes primarios e estdo relacionados com o recrutamento e proliferacdo de células
precursoras da musculatura (mioblastos). JA& o Miogenina e o MRF4 sdo genes
envolvidos na diferenciacdo de mioblastos em midcitos e na fusdo desses midcitos para
formagédo dos miotubos, compondo o tecido muscular esquelético (SCHIERHOLT et
al., 2008).

O gene MyoD1 em ovinos esta localizado no cromossomo 15, possui 2.991
pares de bases, com duas regifes de exon e uma de intron. Sua sequéncia nucleotidica
completa esta disponivel no banco de dados do NCBI sob o acesso Gene ID: 443405.
Estudos com genes da familia MyoD ja foram descritos por Huynen et al. (1991), que

compararam a sequéncia do gene MyoD1 em ovinos e camundongos; Gabriel et al.
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(2000), que estudaram o padrdo de expressao dos transcritos do fator miogénico MyoD
em embrides inteiros de galinhas; Souza (2004) identificou polimorfismos nos genes da
familia MyoD e avaliou a possibilidade de utiliza-los como marcadores na selecdo de
aves; Kapelafiski et al. (2005), estudaram associacdes entre o gene MyoD1 e
caracteristicas de qualidade da carne em suinos, encontrando resultados com efeito
significativo para o pH final da carne, cor e teor de cinzas no tecido muscular. Estudos
de associacéo entre marcadores no gene MyoD1 com ovinos, até o presente momento

nao constam na literatura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Populacéo experimental

O presente estudo foi desenvolvido com 96 cordeiros Santa Inés nascidos e
criados no Campo Experimental Pedro Arle da Embrapa Tabuleiros Costeiros, entre
2010 e 2012. Esta localizado no municipio de Frei Paulo, mesorregido do sertdo do
Estado de Sergipe, latitude 10°32'58" sul e longitude 37°32'04" oeste, altitude de 272
metros, com clima semiarido (IBGE, 2006). As matrizes e os cordeiros foram criados a
pasto durante o dia com acesso a areas de Panicum maximum cv. Green Panic e Aruana
e confinados a noite quando receberam silagem de milho a base de 1,5 % do peso vivo
como suplementacao, sendo agua e mineralizacdo disponibilizadas ad libitum. Todos os
animais tiveram os dados genealdgicos controlados, com grupos de contemporaneos

bem definidos e controle das idades em que foram feitas as mensuracgdes de interesse.

3.2 Fenotipos

Os cordeiros tiveram o peso vivo aferido ao nascimento, aos 30, 60, 90, 112 (a
desmama) e 240 dias de idade. Para avaliagdo da carcaca dos cordeiros in vivo foi
realizada a ultrassonografia mensurando-se a area de olho de lombo do musculo
Longissimus dorsi, a espessura de gordura subcutanea e 0 marmoreio, a desmama (112
dias) e aos 240 dias de idade. Antes da captacdo das imagens, procedeu-se a limpeza e a
tricotomia da regido entre a 12% e 132 costelas, sempre do lado esquerdo do animal
(LEEDS et al., 2008). Foi utilizado o ecografo modelo Aquila Pro da Piemedical, com
sonda linear de 6,0 MHz de frequéncia. O comprimento (A) e a profundidade maxima
(B) do musculo foram mensurados nas imagens gravadas para calculo da area de olho
de lombo por meio da férmula AOL = A/2 x B/2 x =, aferida em cm® Com a mesma
imagem aferiu-se também a espessura de gordura subcutanea, em milimetros (mm),
acima da referida area muscular. O marmoreio foi avaliado subjetivamente nas imagens

utilizando escala de escores de 1 (pouquissimo) a 5 (elevado).
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3.3 Extragéo do DNA gendmico

Coletou-se 5 ml de sangue dos 96 animais em tubos vacutainer contendo EDTA,
que foram estocados e refrigerados para posterior extracdo de leucdcitos, seguindo
protocolo descrito pela Embrapa. Os leucécitos foram encaminhados a Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESAQ/USP, onde foi realizada a extracdo do DNA
genémico e o sequenciamento. A extracdo do DNA foi realizada utilizando solucdes
salina e proteinase K seguindo protocolo da Embrapa (OLIVEIRA et al., 2007b).

O sequenciamento ocorreu a partir de produtos de amplificados dos genes
estudados. O desenho do primer para a amplificacdo do gene MyoD1 foi realizado com
base nos dados depositados no NCBI (National Center for Biotechnology Information),
sequéncia Gene ID: 443405 (Ovis aries), selecionando as regides entre o primeiro intron
e 0 segundo exon. O desenho do prime foi realizado a partir do programa Primer 3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), que gerou as possiveis sequéncias dos
oligonucleotidios. Para testar a qualidade das sequéncias geradas, utilizou-se o net
primer
(http://www.premierbiosoft.com/crm/jsp/com/pbi/crm/clientside/EligibleForDiscountLo
ginForm.jsp?LoginForFreeTool=true&PID=3). Apds a escolha dos primes forward e
reverse do gene estudado (Tabela 01), foi realizado o BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) que é utilizado como uma ferramenta de busca para o alinhamento das
sequéncias no NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmar a

similaridade com a espécie Ovis aries.

Tabela 1 - Primers forward (F) e reverse (R) utilizados no gene MyoD1

Tamanho do

Primers Sequencia amplificado

Localizacdo

MyoD1-F CAGACCCTCAGTGCTTTGCT
MyoD1-R CCT GCC TGC CGT ATA AAC AT

2428 pb Cromossomo 15

Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento
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3.4 Reacédo de PCR

Para a amplificacdo do fragmento do gene do MyoD1, foram utilizados 15 pL da
reacdo contendo 0,3 pM de cada primer, taq Emeraldanp, Max Hs (Takara Bio, USA) e
100ng do DNA molde. A amplificagéo foi realizada em um termociclador Veriti®
(Applied Biosystems, USA) e consistiu numa etapa inicial de desnaturagédo por 5
minutos a 98°C, seguida por 45 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 98°C por 10
segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 3 minutos), e
extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos da amplificacdo foram corados com o GelRed (Biotium, USA) e
posteriormente separados em gel de agarose a 1%. Foi observado se houve a
amplificacdo da banda desejada, utilizando como controle positivo para o gene MyoD1,

um pool de DNA de ovinos Santa Inés.

3.5 Purificacdo dos Amplificados

Apos a amplificacdo das amostras, foi feita a purificacdo dos amplicons. A
purificacdo foi realizada com esferas magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter, USA), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. As amostras foram
diluidas para 2 nM, o qual foi quantificado com fluordmetro Qubit® (Life
Technologies, USA), sendo diluido para 0,2 ng/ul e encaminhado para o

sequenciamento.

3.6 Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado no Miseq, plataforma desenvolvida pela
empresa Illumina, em San Diego - USA. Para a preparacdo das amostras utilizou-se 0s
kits Nextera® XT DNA Sample Preparation na preparacdo da biblioteca e Nextera®
XT Index para os index, sendo estes Kits também desenvolvidos pela empresa
supracitada. A preparacdo da biblioteca foi realizada de acordo com protocolo do
fabricante. Ap6s o preparo da biblioteca as amostras foram submetidas ao

sequenciamento usando o kit MiSeq Reagent Kit v2 (500 cycle).
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O sequenciamento consistiu em trés etapas: a ligacdo de adaptadores, formacao
de clusters (PCR em pontes) e 0 sequenciamento propriamente dito, como pode ser
observado em Carvalho e Silva (2010). Estes mesmos autores informam que o processo
de fragmentacdo do produto da amplificacdo é aleatdrio e posteriormente os fragmentos
foram conectados a adaptadores nas duas extremidades (5’ e 3°). Entdo a PCR em fase
solida promove a ligacdo dos fragmentos de fita simples (pela extremidade 5°) a
superficie do canal da flow cell (Iamina de vidro com uma linha onde as extremidades
dos fragmentos sdo ligados). O anelamento iniciou-se com a adi¢cdo de nucleotideos ndo
marcados que sintetizaram a segunda fita do fragmento, em formato de pontes de fitas
duplas. Na desnaturacdo as fitas form separadas, a ponte foi desfeita e 0 DNA molde
fita simples ficou fixado a superficie da linha da flow cell, dispostas na posicéao linear.
Este ciclo é repetido diversas vezes, gerando milhdes de grupos (clusters) de DNA fita
simples no canal da flow cell. O sequenciamento iniciou-se com a adicdo de quatro
nucleotideos marcados, primers e DNA polimerase, para as reagdes de sequenciamento
que ocorreramm dentro de cada cluster. Existiu a incorporacdo dos nucleotideos a
primeira base. Ap6s excitacdo com laser, ha emissdo de fluorescéncias que foi captada
por um dispositivo de leitura, identificando cada uma das bases da sequéncia. A leitura
foi feita de forma sequencial, permitindo a montagem da sequéncia completa de cada
cluster (CARVALHO e SILVA, 2010).

3.7 Bioinformatica

Para as analises dos resultados do sequenciamento foi necessario cumprir
algumas etapas para a interpretacdo dos dados gerados. Os reads (pequenas sequéncias
geradas pelo sequenciamento) foram processados, alinhados (determina o grau de
similaridade entre duas ou mais sequéncias) e suas variantes foram identificadas e
anotadas.

Apbs sequenciamento foram gerados arquivos compactados que foram
descompactados com o auxilio do programa FASTQC (http://
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), para verificar a qualidade
das reads por meio de gréaficos e tabelas. A partir da qualidade inicial das reads foi feita

uma limpeza do banco de dados utilizando a ferramenta SeqyClean (ZHBANNIKOV et
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al., 2014). Essa filtragem levou em consideracdo o escore minimo de qualidade e o
comprimento do fragmento.

A proxima etapa foi fazer o alinhamento das reads para a identificacdo de
mutacdes, com o auxilio do programa Bowtie2 (LANGMEAD e SALZBERG, 2012).
Nesta etapa foram utilizadas a sequéncia indexada do genoma referéncia, para tentar
alinhar com a maior quantidade de reads possivel a sequéncia das amostras, sendo sua
qualidade proporcional ao maior nimero de alinhamentos. Apds o pareamento das
sequéncias foram identificadas as variantes (polimorfismos) com o programa SAMtools
(LI et al., 2009). Por fim, realizou-se a anotacdo funcional das mutagdes (SNPs) com o
programa VEP (Variant Effect Predictor) do Ensembl
(http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html),  para  identificar  sua

localizagcdo no genoma e seu efeito funcional.

3.8 Determinac0es das frequéncias genotipicas e alélicas

Foram considerados potenciais polimorfismos aquelas mutacdes em relagcdo ao
genoma referéncia, cuja frequéncia do alelo raro foi superior a 1%. As frequéncias
alélicas e genotipicas foram estimadas para cada loco por contagem simples dos alelos e
dos gendtipos, respectivamente. Entende-se por frequéncia alélica a propor¢do dos
diferentes alelos de um gene na populacdo, enquanto que frequéncia genotipica é a

proporcao dos genotipos.

3.9 Analises estatisticas

Foi realizada analise de varidncia com o modelo:

yi]'kl =u-+ Ti + Aj + MyOle + ﬁDijkl + alijkl + Pl + ei]-kl

Onde: y;jx; € o valor fenotipico para a caracteristica em analise; u € a média
geral da caracteristica; T; € o efeito fixo de tipo de parto (simples, duplo ou triplo), 4; €
o efeito fixo de ano de nascimento (2010, 2011, 2012), MyoD1, é o efeito de

substituicdo alélica para os marcadores em analise; SD;jy; € 0 efeito da covariavel peso
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vivo da mée a desmama, al; i, € o efeito da covariavel idade do animal no momento da
avaliacdo da caracteristica; P; € o efeito aleatorio de pai; e e; j; € 0 erro experimental.

Quando o efeito de um determinado marcador foi significativo para a
caracteristica na analise de variancia, procedeu-se a realizacdo da analise de regressao.
Foi testado o modelo Linear, visto que a distribuicdo de pontos para as caracteristicas
ndo indicava outro modelo de melhor ajuste. Neste modelo o coeficiente angular da reta
é o efeito de substituicdo alélica, enquanto o R? da analise de regressio é o percentual
de variancia residual explicada pelo marcador. Em todos os testes foi utilizado como
nivel de significancia 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total das 96 amostras em sequenciamento 20 ndo amplificaram. 1sso pode ser
decorrente de alguma mutacdo na regido de anelamento dos primers. Ainda, 18 amostras
foram descartadas ap0s constatacdo que havia baixa qualidade do alinhamento, sendo
que essa qualidade é diretamente proporcional ao nimero de reads que estdo alinhadas
na mesma posicdo. Portanto, 58 amostras amplificaram e mantiveram qualidade do
alinhamento satisfatéria para analise, ou seja, um grande numero de reads foram
alinhadas na mesma posigdo. Seis animais sdo reprodutores e ndo foram considerados
para analise de associa¢Bes com as caracteristicas de producdo, pois ndo tiveram dados
do desempenho e carcaca coletados. Por fim, foram avaliadas 52 amostras dos animais.
Dos 2.428 pb amplificados, 1.085 pb foram alinhados a partir de informacdes do gene
referéncia depositadas no NCBI. A grande diferenca da quantidade de pares de bases
entre o que foi amplificado e o que foi alinhado deve-se a uma lacuna de informagoes
no gene referéncia, onde se sabe do numero de nucleotideos pertencentes a regido,
porém nao se conhece os nucleotideos.

Dos 1.085 pb alinhados com o genoma referéncia, 19 pb se mostraram diferentes
do gene referéncia (Tabela 2). Trés dessas diferencas estdo na regido do intron estudado
e por isso ndo codificam aminoéacidos, enquanto 16 pb estdo nas duas regides
codificadoras estudadas (exons). Das 16 mutacfes que estdo em regides codificadoras,
sete foram consideradas sindnimas, quando a troca das bases ndo modificaram o
aminoéacido que codificou proteina, e nove foram consideradas ndao-sinénimas, quando o
polimorfismo altera o aminoacido que codifica a proteina, podendo alterar ou ndo sua
funcdo (MCDONALD e KREITMAN, 1991). As interpretacdes dos dados das
mutacBes ndo sindbnimas tomam como referéncia o escore SIFT (Sorting Intolerant
From Tolerant), que Segundo Ng e Henikoff (2003), prediz se a mutacdo é ou nao
toleravel, ou seja, o polimorfismo é tolerado (SIFT > 0,05) quando a natureza quimica
do novo aminoacido é similar a do aminoacido anterior. Neste caso a funcdo da proteina
ndo é alterada. O polimorfismo € deletério (SIFT < 0,05) quando 0 aminoacido tem
natureza quimica diferente do anterior, afetando a estrutura da proteina e

consequentemente sua fungao.
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Tabela 2 - SNPs identificados no gene MyoD1, suas localizagbes no cromossomo e
respectivas trocas de bases e aminoécidos alterados

Base

Marcador Posigéq d*a Regido do nitrogenada Aminoécido Escore
mutacdo  cromossomo trocada (SNP) Alterado SIFT
1 34368999 Intron TIG - -
2 34369043 Intron G/A - -
3 34369066 Intron C/IA - -
4 34370639 Exon G/A Alanina -
5 34370797 Exon AIG Leucina -
6 34370835 Exon GIT Alanina/Aspartato 1
7 34370841 Exon GIT Treonina/Asparagina 0,84
8 34370843 Exon G/A Prolina -
9 34370845 Exon GIT Prolina/Treonina 1
10 34370846 Exon G/C Prolina -
11 34370848 Exon GIT Prolina/Treonina 1
12 34370854 Exon G/C Prolina/Alanina 0
13 34370861 Exon G/A Glicina -
14 34370863 Exon CIG Glicina/Arginina 0,06
15 34370867 Exon GIT Glicina -
16 34370868 Exon C/IG Glicina/Alanina 0,01
17 34370870 Exon C/IA Prolina -
18 34370877 Exon C/IA Arginina/Leucina 1
19 34370879 Exon GIT Fenilalanina/Leucina 1

Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento. "Posicdo dos SNPs em relagdo ao genoma
referéncia (Oar_v3.1, NCBI). SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) — Escore que prediz se a mutagéo
é toleravel (> 0,05) ou deletéria (< 0,05)

Dentre as alteracGes nao sindnimas, oito foram tolerantes, pois tiveram escore
SIFT acima de 0,05 (Tabela 2). Apenas a mutacdo da posicdo 34370868 teve efeito
deletério, ocorrendo a troca de uma glicina por alanina. De acordo com Lehninger
(2006), a glicina é o mais simples dos aminoacidos, a sua cadeia lateral é curta e possui
apenas um atomo de hidrogénio, por isso, apesar de ser apolar, ndo participa de
interacOes hidrofobicas. J& a alanina tem um carater hidrofdbico, sua cadeia lateral se
agrupa no interior de proteinas, contribuindo para estabilizar sua estrutura
tridimensional. Sendo assim, Ng e Henikoff (2003) explicaram que uma mutagdo nao
sinbnima deletéria acontece em regifes conservadas de proteinas, quando se altera o
aminoacido que desempenha um papel importante na mesma. Outra forma, € quando ha
a mudanca de um aminoacido de carater hidrofobico por hidrofilico, onde o contrario

também pode acontecer. Como a frequéncia dos gendtipos CC e CG para esta posicao
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foi de apenas um animal (Tabela 3), ndo foi possivel testar associacdo com os fenotipos
avaliados. Para essa mutagdo, recomenda-se avaliar um nimero maior de animais, para

que o efeito dessa mudanca de aminoacido seja estimado.

Tabela 3 - Frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs encontrados

(continua)
Posicdo do . Frequc,“en_ma Frequéncia
Polimorfismo Nome N Genotipos  genotipica  Alelos alélica (%)
(%)

25 GG 48,08 G 59,62
34368999 Marcador 1 12 TG 23,08 T 40,38

15 TT 28,85

5 AA 9,62 A 14,42
34369043 Marcador 2 5 GA 9,62 G 85,58

42 GG 80,77

2 AA 3,85 A 8,65
34369066 Marcador 3 5 CA 9,62 C 91,35

45 CcC 86,54

1 GG 1,92 G 1,92
34370639 Marcador 4 0 GA 0 A 98,08

51 AA 98,08

31 AA 59,62 A 75,96
34370797 Marcador 5 17 AG 32,69 G 24,04

4 GG 7,69

2 GG 3,85 G 3,85
34370835 Marcador 6 0 GT 0 T 96,15

50 TT 96,15

3 GG 577 G 15,38
34370841 Marcador 7 10 GT 19,23 T 84,62

39 TT 75

28 AA 53,85 A 71,15
34370843 Marcador 8 18 GA 34,62 G 28,85

6 GG 11,54

3 GG 577 G 577
34370845 Marcador 9 0 GT 0 T 94,23

9 TT 94,23

0 GG 0 G 0
34370846  Marcador 10 0 GC 0 C 100

52 CcC 100

1 GG 1,92 G 1,92
34370848  Marcador 11 0 GT 0 T 98,08

51 TT 98,08
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(continuagao)

Frequéncia

Psﬁ;%??igrﬂo Nome N  Genoétipos gengg;)ica Alelos ergl?g:r(]&lj

1 GG 1,92 G 3,85
34370854  Marcador 12 2 GA 3,85 A 96,15

49 AA 94,23

1 GG 1,92 G 7,69
34370861  Marcador 13 6 GA 11,54 A 92,31

45 AA 86,54

0 CcC 0 C 1,92
34370863  Marcador 14 2 CG 3,85 G 98,08

50 GG 96,15

1 GG 1,92 G 3,85
34370867  Marcador 15 2 GT 3,85 T 96,15

49 TT 94,23

1 CcC 1,92 C 2,88
34370868  Marcador 16 1 CG 1,92 G 97,12

50 GG 96,16

1 CcC 1,92 C 1,92
34370870 Marcador 17 0 CA 0 A 98,08

51 AA 98,08

2 CcC 3,85 C 11,54
34370877  Marcador 18 8 CA 15,38 A 88,46

42 AA 80,77

1 GG 1,92 G 4,81
34370879  Marcador 19 3 GT 5,77 T 95,19

48 TT 92,31

Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento

Observa-se na Tabela 3 que apenas os marcadores 1, 2, 5, 7 e 8 possuiram boa

distribuicdo de frequéncias alélicas e genotipicas e, por isso, foram selecionados para as

analises de associagdo com os fenotipos. Para as outras 14 mutacdes, a distribuicdo de

animais entre os trés gendtipos ndo foi considerada adequada, devido ao reduzido

namero de animais dentro de determinados gendtipos, em alguns casos apenas um

animal ou até mesmo nenhum. Nova placa de sequenciamento para 96 animais esta

sendo analisada e podera indicar melhor o potencial de utilizacdo das 14 mutacdes que

nédo foram submetidas a testes de associa¢do no presente estudo.
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Para o marcador 1 (Tabela 3) identificamos uma mutagdo pontual de
transversdo, onde ocorreu a troca de uma pirimidina (timina) por uma purina (guanina),
com uma maior frequéncia do genétipo GG. Para o Marcador 2 houve uma transicao,
tendo ocorrido a troca da purina guanina pela purina adenina, com a maior frequéncia
para o0 gendtipo GG. Os Marcadores 5 e 8 também sdo consequéncias de transicdes,
porém a troca é de uma adenina por uma guanina para o marcador 5 e de uma guanina
por uma adenina no marcador 8, sendo o gendtipo mais frequente o0 AA em ambos. O
marcador 7 apresenta uma transversdo, onde existe a troca de uma guanina por uma
timina e o gendtipo mais frequente é o TT. Para os demais marcadores as frequéncias
genotipicas e alélicas serdo melhor descritas com a ampliagdo do nimero de animais
genotipados, cujas analises laboratoriais encontram-se em andamento.

O gene MyoD1 esta relacionado a formacédo do tecido muscular, o que o torna
um bom gene candidato para as caracteristicas aqui estudadas. Assim, andlises de
associacdo com os pesos, ganhos de peso e medidas de carcaca foram conduzidas para
0s marcadores 1, 2, 5, 7 e 8, pois apresentaram distribuicdo de frequéncias genotipicas
minima de trés animais em todos os trés genétipos de cada marcador.

Para o Marcador 1, foi identificado um efeito significativo (P<0,05) para a
Espessura de Gordura Subcutanea aos 240 dias de idade (EGS240) (Tabela 4), sendo o
genétipo GG aquele que teve maior espessura. A diferenca entre as médias dos
gendtipos GG e os genotipos TG e TT, foi de 0,03 mm para essa caracteristica. Na
Figura 1 observa-se a equacdo que estima 0 EGS240 a partir do numero de alelos G no
gendtipo para o marcador 1. O efeito de substituicao alélica para este marcador foi igual
a 0,0105 mm, sendo que os animais TT apresentaram em média 0,1813 mm de EGS240,
enguanto os gendtipos TG e GG apresentaram 0,1918 mm e 0,2023 mm. O R? neste
caso indicou que este marcador explicou 7,81% da variagéo total de EGS240. Observa-
se na Tabela 3 que a frequéncia do alelo G é superior ao do alelo T, porém ainda existe
na amostra estudada um grande nimero de animais com os genotipos GT e TT, logo a
resposta a selecdo com base na informacdo deste marcador pode trazer importantes
ganhos para a raca. Para as demais caracteristicas ndo foi encontrado efeito deste

marcador.
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Tabela 4 - Marcador 1 do gene MyoD1 e suas associagdes com caracteristicas de
desempenho em ovinos da raga Santa Inés

Marcador 1
Caracteristica P- P-

GG TG TT ANOVA R?* CV MyoD1
Peso ao Nascer (kg) 3,79 358 355 <0001 0.62 12,95 0,2246
Peso aos 30 dias (kg) 598 7,02 6,19 0,0308 0,38 31,70 0,7455
Peso aos 60 dias (kg) 10,44 9,64 11,14 0,0230 0,39 30,76 0,6242
Peso aos 90 dias (kg) 16,50 13,60 1543 0,0034 0,49 25,17 0,5728
Peso ao Desmame (kg) 21,48 19,52 19,93 0,0022 0,51 21,02 0,4231
Peso aos 240 dias (kg) 29,73 26,36 2850 <.0001 0,67 16,88 0,3874
GPND (g/dia) 161,78 146,6 150,51 0,1725 0,31 26,64 0,5364
GPD240 (g/dia) 68,60 50,81 63,53 <.0001 0,79 30,33 0,6089
AOLD (cm?) 6,12 580 6,13 0,0301 0,41 20,45 0,9629
AOL240 (cm?) 6,53 6,22 7,14 0,0304 0,41 20,32 0,3627
EGSD (mm) 0,18 015 0,16 0,0248 0,41 18,26 0,0993
EGS240 (mm) 0,20 0,17 0,17 0,0111 0,40 14,52 0,0366

Marmoreio Desmame (escore) 2,10 1,93 2,11 0,0028 0,51 17,73 0,8686
“Marmoreio 240 dias (escore) 2,17 2,02 215 0,0577 0,38 16,83 0,8084
Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento. GPND - Ganho de Peso do Nascimento a
Desmama; GPD240 - Ganho de Peso da Desmama aos 240 dias; AOLD - Area de Olho de Lombo ao
Desmame; AOL240 - Area de Olho de Lombo aos 240 dias de idade; EGSD - Espessura de Gordura
Subcutanea ao Desmame; EGS240 - Espessura de Gordura Subcutanea aos 240 dias de idade.

Figura 1 - Efeito de substituicdo alélica do efeito do marcador 1 sobre EGS240
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Marcador 1

Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento.

Os coeficientes de determinagdo das analises de varidncia para Peso ao Nascer,
Peso ao Desmame, Peso aos 240 dias e Marmoreio ao Desmame, apresentaram valores
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moderados (Tabela 4), enquanto para 0 Ganho de Peso da Desmama aos 240 dias
(GPD240) o modelo proposto na andlise de variancia explicou 79 % da variacao total.
Estes resultados mostraram um bom ajustamento da analise de variancia, mas para as
outras caracteristicas 0 R? pode ser considerado baixo.

Contudo, ressalta-se que para Vérias caracteristicas o CV foi elevado, o que
implicou na necessidade de se ter amostras maiores para melhor ajuste do modelo
estatistico e deteccao de efeitos de menor intensidade.

Dado a associacdo do Marcador 1 com a espessura de gordura subcutanea aos
240 dias de idade, pode se dizer que a selecdo utilizando informagéo deste marcador
pode ajudar a identificar animais com maior potencial de precocidade de acabamento da
carcaca na raca Santa Inés. Segundo Suguisawa et al. (2008) a espessura de gordura
representou o potencial genético do individuo para precocidade de acabamento da
carcaga.

N&o foram identificadas diferencas significativas entre os gendétipos para as
caracteristicas de desempenho e de carcaca para os marcadores 2 e 5 (Tabelas 5 e 6,
respectivamente). Os coeficientes de determinacdo (R2) das equacdes de analise de
variancia para as caracteristicas estudadas para esses dois marcadores, de uma maneira
geral, mostraram valores moderados, com ressalva para Ganho de Peso da Desmama
aos 240 dias (GPD240), denotando um ajuste satisfatorio do modelo. Para essas
caracteristicas o CV também foi elevado, sugerindo que o aumento no nimero de
amostras podera representar de forma fidedigna os efeitos desses SNPs, ja que estas
caracteristicas apresentaram intrinsecamente uma alta variabilidade. Assim, as mutagdes
encontradas nas posigdes 34369043 e 34370797 (Marcadores 2 e 5) do gene MyoD1
devem ser melhor estudadas com amostras maiores ou testadas com outras
caracteristicas de interesse econémico na ovinocultura, especialmente na raca Santa

Inés.



40

Tabela 5 - Marcador 2 do gene MyoD1 e suas associagdes com caracteristicas de
desempenho em ovinos da raga Santa Inés

Marcador 2
Caracteristica P- P-

AA GA GG ANOVA R®> CV MyoD1
Peso ao Nascer (kg) 391 356 3,68 <.0001 0,61 13,12 0,5136
Peso aos 30 dias (kg) 6,34 7,89 6,07 0,0302 0,38 31,68 0,6919
Peso aos 60 dias (kg) 9,11 10,79 10,30 10,0224 0,40 30,73 0,5727
Peso aos 90 dias (kg) 1485 16,43 15,14 0,0038 0,49 25,28 0,9576
Peso ao Desmame (kg) 19,34 21,59 20,32 0,0027 0,50 21,17 0,7542
Peso aos 240 dias (kg) 26,14 31,28 27,71 <.0001 0,66 17,03 0,8145
GPND (g/dia) 141,02 165,38 152,61 10,1831 0,31 26,71 0,6848
GPD240 (g/dia) 51,71 73,31 59,37 <.0001 0,79 30,42 0,8049
AOLD (cm?) 6,60 6,67 588 00211 042 20,16 0,3116
AOL240 (cm?) 578 6,16 6,66 0,0288 0,42 20,28 0,3203
EGSD (mm) 0,17 0,20 0,16 0,0556 0,38 18,83 0,5710
EGS240 (mm) 0,20 0,18 0,19 0,0427 0,39 15,03 0,7064

Marmoreio Desmame (escore) 2,00 2,21 2,02 0,0029 0,50 17,73 0,9679
Marmoreio 240 dias (escore) 201 245 205 0,0585 0,37 16,84 0,8876

Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento. GPND - Ganho de Peso do Nascimento a
Desmama; GPD240 - Ganho de Peso da Desmama aos 240 dias; AOLD - Area de Olho de Lombo ao
Desmame; AOL240 - Area de Olho de Lombo aos 240 dias de idade; EGSD - Espessura de Gordura
Subcutanea ao Desmame; EGS240 - Espessura de Gordura Subcutanea aos 240 dias de idade.

Tabela 6 - Marcador 5 do gene MyoD1 e suas associagcbes com caracteristicas de
desempenho em ovinos da raca Santa Inés

Marcador 5
Caracteristica P- P-

GG AG AA ANOVA R? CV MyoD1
Peso ao Nascer (kg) 343 362 3,73 <.0001 0,62 13,06 0,3635
Peso aos 30 dias (kg) 546 7,02 6,16 0,0314 0,38 31,72 0,8315
Peso aos 60 dias (kg) 10,66 9,93 10,52 10,0247 0,39 30,84 0,8375
Peso aos 90 dias (kg) 17,13 14,88 15,28 0,0036 0,49 25,22 0,6889
Peso ao Desmame (kg) 23,03 20,31 20,17 0,0022 0,51 21,03 0,4299
Peso aos 240 dias (kg) 31,66 29,31 27,12 <.0001 0,68 16,57 0,1393
GPND (g/dia) 181,42 151,82 151,14 10,1556 0,32 26,51 0,3866
GPD240 (g/dia) 68,79 72,75 54,36 <.0001 0,80 29,69 0,1817
AOLD (cm?) 6,86 6,18 579 0,0169 0,43 20,01 0,1991
AOL240 (cm?) 594 659 6,68 0,035 0,41 20,45 0,5411
EGSD (mm) 018 0,17 0,17 0,0579 0,37 18,86 0,6555
EGS240 (mm) 017 0,18 0,19 0,0281 0,41 14,80 0,2420

Marmoreio Desmame (escore) 2,12 2,02 2,05 0,0029 0,50 17,73 0,9339
Marmoreio 240 dias (escore) 2,13 227 2,03 0,0373 0,40 16,55 0,2402

Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento. GPND - Ganho de Peso do Nascimento a
Desmama; GPD240 - Ganho de Peso da Desmama aos 240 dias; AOLD - Area de Olho de Lombo ao
Desmame; AOL240 - Area de Olho de Lombo aos 240 dias de idade; EGSD - Espessura de Gordura
Subcutanea ao Desmame; EGS240 - Espessura de Gordura Subcutanea aos 240 dias de idade.
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O Marcador 7 (Tabela 7) teve efeito significativo (P<0,05) sobre peso aos 60
dias, sendo o gendtipo GG aquele que apresentou 0 maior peso médio. Ressalta-se que
este marcador também teve efeito sobre Peso aos 90 dias, Peso ao Desmame e Ganho de
Peso do Nascimento ao Desmame (GPND). A diferenca entre 0s genotipos extremos
para os pesos aos 60 e 90 dias e ao desmame foi de 4,49 kg, 6,63 kg, e 9,29 kg
respectivamente, j& para o ganho de peso diario do nascimento ao desmame foi de 89,49
gramas por dia. Na Figura 2 pode-se observar a equacao que estimou o peso aos 60 dias
de idade a partir do numero de alelos G no genotipo para 0 marcador 7. O efeito de
substituicdo alélica para este marcador foi igual a 0,9698 kg, sendo que os animais TT
apresentaram em média 9,7227 kg para o peso aos 60 dias, enquanto os genotipos TG e
GG apresentaram 10,6925 kg e 11,6623 kg, respectivamente. O R? neste caso indicou
que este marcador explica 2,56% da variacdo total para esta caracteristica. Para 0 peso
aos 90 dias (Figura 3), o efeito de substituicdo alélica foi de 1,4554 kg, sendo que 0s
animais TT apresentaram em média 14,0930 kg, os gendtipos TG e GG apresentaram
15,5484 kg e 17,0038 kg para 0 peso aos 90 dias, onde o R? explica 3,52% da variagéo
total para este marcador. No peso a desmama (Figura 4) o efeito de substituicdo alélica
foi de 2,2306 kg, sendo que os animais TT exibem em média 18,5330 kg para 0 peso a
desmama, os genotipos TG e GG tem valores medios de 20,7636 kg e 22,9942 kg, onde
o R? explica 6,60% da variacéo para 0 & desmama. O Ganho de Peso do Nascimento &
Desmama (Figura 5) exibe o efeito de substituicao alélica com valor de 23,6630 g, onde
os animais TT tem em média 135,3300 g para esta caracteristica e 0s genétipos TG e
GG tem valores médios de 158,9930 g e 182,6560 g respectivamente, onde o R? explica
11,67% da variagdo para este marcador. A frequéncia do alelo favoravel G é muito
inferior a do alelo T, no entanto ha um nimero razoavel de animais com 0s genotipos
GT e poucos GG (Tabela 3). Os coeficientes de determinacao das equacgdes nas analises
de variancia para Peso ao Nascer, Peso aos 90 dias, Peso ao Desmame, Peso aos 240
dias, Ganho de Peso do Nascimento a Desmama (GPND), Ganho de Peso da Desmama
aos 240 dias (GPD240) e Marmoreio ao Desmame, apresentaram valores médios. Como
nos marcadores anteriores, o0 melhor modelo de analise foi encontrado para o Ganho de
Peso da Desmama aos 240 dias (GPD240), pois explicou 80% dessa variagdo. Para as
outras caracteristicas 0 R? revelou valores de moderados a baixos. Apesar do potencial

para producdo de carne citado por Quesada et. al (2001), Amarante (2004) e Pereira
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(2008), Bueno et al. (2006) advertiram sobre a necessidade de melhora das

caracteristicas de desempenho e carcaca da raca Santa Inés. Este marcador pode ser

utilizado na selecé@o dos atributos Peso aos 60 dias, Peso aos 90 dias, Peso ao Desmame

e Ganho de Peso do Nascimento a Desmama (GPND), visando o melhor desempenho

do ovino Santa Inés para essas caracteristicas.

Tabela 7 - Marcador 7 do gene MyoD1 e suas associagdes com caracteristicas de

desempenho em ovinos da raga Santa Inés

Marcador 7
Caracteristica P- P-

TT GT GG ANOVA R’ CV MyoD1
Peso ao Nascer (kg) 3,63 3,81 3,69 <0001 0,61 13,11 0,4658
Peso aos 30 dias (kg) 6,13 6,52 7,88  0,0202 0,40 31,22 0,2541
Peso aos 60 dias (kg) 9,67 11,19 14,16 0,0034 0,47 28,84 0,0210
Peso aos 90 dias (kg) 14,30 16,70 20,93 <.0001 0,59 22,48 0,0027
Peso ao Desmame (kg) 19,04 22,43 28,33 <.0001 0,67 17,27 <.0001
Peso aos 240 dias (kg) 27,33 2996 32,70 <.0001 0,69 16,28 0,0609
GPND (g/dia) 141,14 169,32 230,58 0,0011 0,53 22,12 <.0001
GPD240 (g/dia) 66,42 59,08 3519 <0001 0,80 29,53 0,1407
AOLD (cm?) 5,83 6,34 6,91 00135 0,44 19,85 0,1320
AOL240 (cm?) 6,47 6,75 709 00334 041 204 04554
EGSD (mm) 0,17 0,18 0,16 0,0471 0,38 18,71 0,3631
EGS240 (mm) 0,18 0,19 0,20 0,0269 0,41 14,76 0,2202
Marmoreio Desmame (escore) 2,04 2,17 1,89 0,0028 0,51 17,72 0,8355
Marmoreio 240 dias (escore) 2,11 2,23 194  0,0587 0,37 16,85 0,9326

Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento. GPND - Ganho de Peso do Nascimento a Desmama;
GPD240 - Ganho de Peso da Desmama aos 240 dias; AOLD - Area de Olho de Lombo ao Desmame; AOL240
- Area de Olho de Lombo aos 240 dias de idade; EGSD - Espessura de Gordura Subcutanea ao Desmame;
EGS240 - Espessura de Gordura Subcutanea aos 240 dias de idade.
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Figura 2 - Efeito de substituicdo alélica do efeito do marcador 7 sobre o Peso aos 60
dias de idade
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Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento.

Figura 3 - Efeito de substituicdo alélica do efeito do marcador 7 sobre o Peso aos 90

dias de idade
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Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento.
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Figura 4 - Efeito de substituicdo alélica do efeito do marcador 7 sobre o Peso ao
Desmame
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Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento.

Figura 5 - Efeito de substituicdo alélica do efeito do marcador 7 sobre 0 Ganho de Peso
do Nascimento ao Desmame (GPND)
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Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento.
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No Marcador 8, foi identificado um efeito significativo (P<0,05) para o
Marmoreio ao Desmame (Tabela 8), sendo o genétipo GG aquele que teve maior
marmoreio. A diferenca entre os genotipos extremos foi de 0,41 para essa caracteristica.
Na Figura 6 pode-se observar a equacao que estima o Marmoreio ao Desmame a partir
do numero de alelos G no gendtipo, para o marcador 8. O efeito de substitui¢do alélica
para este marcador foi igual a 0,1920, sendo que os animais AA apresentaram em media
2,0145 de Marmoreio ao Desmame, enquanto os genotipos GA e GG apresentaram
2,2065 e 2,3985, respectivamente. O R? neste caso indica que este marcador explica
8,22% da variagdo total de Marmoreio ao Desmame. Nota-se na Tabela 3 que a
frequéncia do alelo A é mais expressiva do que a do alelo G, apesar disso ocorreu bom
numero de animais com 0s gendtipos GA e abundancia aceitavel de animais com o
gendtipo GG, o que pode facilitar o processo de selecdo de animais para aumentar
marmoreio. O R2 das anélises de variancia para Peso aos 240 dias e Ganho de Peso da
Desmama aos 240 dias (GPD240) exibiram valores expressivos (Tabela 8), indicando
um bom ajuste do modelo. Para as outras caracteristicas o R? revelou valores baixos a
moderados. Os valores de CV mostraram a necessidade de se aumentar o tamanho da
amostra, elevando o poder de deteccdo dos efeitos de menor magnitude.

Segundo Suguisawa et al. (2008), o marmoreio representa a quantidade de
gordura intramuscular e é um dos fatores responsavel pela suculéncia e sabor da carne.
De acordo com Costa et al. (2002), é uma caracteristica que estad correlacionada
principalmente com a maciez, uma das propriedades organolépticas mais importantes na
determinagdo da qualidade da carne e um dos atributos mais procurados pelos
consumidores. Dessa forma a selegdo com base neste marcador pode prever
conhecimentos proveitosos sobre a qualidade da carne de animais da raca Santa Inés.

Para as outras caracteristicas, ndo houve efeito deste marcador.
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Tabela 8 - Marcador 8 do gene MyoD1 e suas associacdes com caracteristicas de
desempenho em ovinos da raga Santa Inés

Marcador 8
Caracteristica P- P-

AA GA GG ANOVA R?’ CV MyoD1
Peso ao Nascer (kg) 365 360 401 <0001 0,62 13,06 0,3653
Peso aos 30 dias (kg) 6,34 632 6,64 0,0315 0,38 31,72 0,8445
Peso aos 60 dias (kg) 10,16 10,70 10,59 10,0232 0,39 30,77 0,6443
Peso aos 90 dias (kg) 15,15 15,44 16,27 0,0034 0,49 25,17 0,5748
Peso ao Desmame (kg) 20,35 19,91 23,37 0,0020 0,51 20,97 0,3611
Peso aos 240 dias (kg) 27,48 29,25 30,63 <.0001 0,96 16,63 0,1674
GPND (g/dia) 153,35 149,78 175,85 0,1663 0,32 26,59 0,4735
GPD240 (kg) 55,77 73,00 58,21 <.0001 0,79 30,12 0,3853
AOLD (cm?) 586 6,02 7,15 0,0110 0,45 19,71 0,0920
AOL240 (cm?) 6,39 7,00 6,30 0,0351 0,41 20,44 0,5239
EGSD (mm) 0,17 0,16 017 0,0574 0,38 18,86 0,6339
EGS240 (mm) 0,19 0,18 0,18 0,0306 0,41 14,84 0,2891
Marmoreio Desmame (escore) 1,96 2,15 2,37 0,0003 0,58 16,39 0,0149
Marmoreio 240 dias (escore) 2,10 212 2,27 0,0471 0,39 16,7 0,4090

Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento. GPND - Ganho de Peso

do Nascimento a

Desmama; GPD240 - Ganho de Peso da Desmama aos 240 dias; AOLD - Area de Olho de Lombo ao
Desmame; AOL240 - Area de Olho de Lombo aos 240 dias de idade; EGSD - Espessura de Gordura
Subcutanea ao Desmame; EGS240 - Espessura de Gordura Subcutanea aos 240 dias de idade.

Figura 6 - Efeito de substituicdo alélica do efeito do marcador 8 sobre Marmoreio ao

Desmame

Marmoreio na desmama
{ ]
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Fonte: Construido a partir de dados do sequenciamento.

y = 0,192x + 2,0145
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Em sintese, o presente trabalho encontrou importantes resultados de associacéo,
que poderdo ser potencialmente utilizados no melhoramento genético da raga Santa
Inés. Sequenciou-se 2.428 pb, das quais 1.085 pb foram alinhados ao gene referéncia.
Identificou-se 19 mutacdes, onde cinco apresentaram boa distribuicdo dos genotipos e
puderam ser utilizadas em testes de associagdo com caracteristicas de interesse
econdmico. Dentre os cinco potenciais marcadores, em dois ndo foi possivel verificar
associacOes para as caracteristicas estudadas (Marcadores 2 e 5). Para os Marcadores 1,
7 e 8 foram detectadas seis associacdes com as caracteristicas de espessura de gordura
subcutanea aos 240 dias; pesos aos 60 dias, 90 dias, a desmame e ganho de peso do
nascimento ao desmame; e marmoreio ao desmame, respectivamente. O gendtipo que
proporcionou 0s maiores valores médios para as caracteristicas, para os trés marcadores,
foi 0 GG, sendo que os alelos mais frequentes foram 0 G, T e A para os Marcadores 1, 7
e 8, respectivamente. Com excecdo para o Marcador 1, os alelos favordveis para as
caracteristicas supracitadas tém baixa frequéncia na populacdo estudada, o que indica
que a selecdo para estes marcadores pode trazer grandes ganhos para a raca Santa Inés.

Até 0o momento ndo ha relatos de associagdo do gene MyOD1 com
caracteristicas de interesse econdmico em ovinos, bem como identificacdo de
marcadores neste gene para a raca Santa Inés. No entanto, as caracteristicas aqui
estudadas apresentaram elevados coeficientes de variacdo e os modelos de analise de
variancia expdem valores de RZ em muitos casos moderados ou baixos. Com base
nessas informacdes o estudo sugere que um aumento do tamanho da amostra pode
ajudar a melhorar os testes de associa¢do, bem como permitir avaliar as 14 mutacdes
que ndo foram testadas aqui. Além disso, deve-se testar os polimorfismos aqui
encontrados sob o0 gene MyoD1, com outras caracteristicas de interesse na ovinocultura
e que sdo de dificil mensuracdo, a exemplo dos rendimentos de carcaga, maciez de

carne, coloragéo da carne, dentre outras.
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5. CONCLUSOES

O gene MyoD1 na raga Santa Inés tem 2.428 pb, dos quais 1.085 pb foram
alinhados ao gene referéncia.

Existem 19 mutagdes nas posi¢Oes 34368999, 34369043, 34369066, 34370639,
34370797, 34370835, 34370841, 34370843, 34370845, 34370846, 34370848,
34370854, 34370861, 34370863, 34370867, 34370868, 34370870, 34370877,
34370879, em ovinos Santa Inés, quando comparados a sequéncia do gene referéncia.

Cinco mutacdes apresentaram boa distribuicdo de gendtipos: Marcador 1 na
posicdo 34368999, Marcador 2 na posi¢do 34369043, Marcador 5 na posicdo 34370797,
Marcador 7 na posi¢cdo 34370841 e o Marcador 8 na posicdo 34370843 e podem ser
utilizadas em testes de associacdo com caracteristicas de interesse em ovinos Santa Inés.

O Marcador 1 tem efeito sobre Espessura de Gordura Subcutanea aos 240 dias,
onde animais com o gen6tipo GG tém maior espessura de gordura.

O Marcador 7 teve efeito sobre pesos aos 60, 90 dias e a Desmame, além do
Ganho de Peso do Nascimento ao Desmame, sendo os animais com gendtipo GG
aqueles que apresentaram maiores médias de pesos e de ganho de peso pré-desmama.

O Marcador 8 teve efeito significativo para o0 Marmoreio ao Desmame, onde o
genotipo GG foi 0 que teve maior marmoreio.

N&o foram detectados efeitos dos Marcadores 2 e 5 sobre as caracteristicas aqui
estudadas.

As caracteristicas pesquisadas apresentaram coeficientes de variacéo elevados e

0s modelos de analise de variancia propostos apresentaram moderados R2.
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Sequéncia do gene MyoD1 ovino
(NCBI, Gene ID: 443405 (Ovis aries))

Sequéncia do gene do presente estudo (animal 29) em Forward.
Posicdo no NCBI : 34368821-34371231

CCGTATAAACATACAAAGTCCCTGTCGCACCGCACACCATGCCTCAGAGATAAATACAGCCCGAGGGG
CTCCTGCTCTGGCAAAGCAACTCTTATTTACAGGAATAGATTACAAAAGTATTACAAAAAGTGGTCCTG
AACCGGGGGTGGGGGTTGGGGGGTGGGAGTGGTTACCGTTACACCTGTTAACACTTGGGAAGGGAGCG
GCGGGAAACAGCTGAAGTCACCAGGGGGCTCCGGAACGGAGGGGCACGCCCCTGTAAGCGGTCGGGG
GTCTTGGGGGCGGGGCTTAGGCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACGAGAGCTGCCCGCACTTCTCTAGCCCAGGGTCCTGGCCTTAC
ATGCCGTCGGAACAGTTGGAGCGCGGACTGGAAGCGTCCGAGTCGCCGCTGTAGTGTTCGCCGCTGCG
GCCGGGGGGCAACGGGCCAGGCGCGTAAAAGGCAGCGGCAGCGCCGGGAGGCGCGGCGTCCTGGTCG
CGAAGCAGCGCCTGCAGGCCTTCGATATAGCGGATTGCGTTGCGCAGGATCTCCACCTTGGGCAGCCGC
TGGTTTGGGTTGCTAGACGTGCAGCGTTTGAGCGTCTCGAAGGCCTCGTTGACTTTGCTCARGCGGCGC
CGCTCGCGCATGGTAGCAGCCTTGCGGCGGTCGGCGTTRGTGCTCTTGGCGTTTGCACGCCTTGCAGG
CCCCAGTAAACAGCGGCCGGGNNNNNNNGCCCGGGGCCGGGTGCGCCGCTGCAGGGAAGTGCGAGTG
TTCCTCCGGCTTCAGGAGCGCGCCCACGTGCACGAGGCGCGGATCCAGGTCCTCGAAGAAGCGCAGAT
CCGGGGAGTCGAAACACGGGTCATCATAGAAGTCATCCGCTGTTGCAAAGTTGCAGAGAGAGCCGTCG
GGGCCCGTCAAGTCTACGTCGCGGAGCGGCGGCGACAGCAGCTCCATATCCCGGCGTGGGGCGGCGLCG
GTCCTGGCTTTGCCCAGCCTCAGCGGCAGCGGCAGGGGTTGCCAGAAACTTACTGCGGTTCTGGAGCCC
CGGCAATGAGAGAGCAAAGCACTGAGG

Legenda: R — Caracteristica heterozigética que tem os gendtipos AG ou GA; Nucleotideos
marcados na cor amarela sdo as posi¢oes dos exons 1 e 2, respectivamente; Nucleotideos
marcados na cor vermelha séo os polimorfismos encontrados.



