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AVALIACAO GENETICA DE PADROES DE PELAGEM EM OVINOS DA RACA
CRIOULA

Mestranda: Lilian Cristina Gomes Cavalcanti
Orientador: Samuel Rezende Paiva, Ph.D.

RESUMO

Ovinos da raca Crioula sdo localmente adaptados ao sul do Brasil e produzem 1& medulada e
naturalmente pigmentada com uma alta variabilidade de cores (preto, marrom, castanho, branco
e cinza) e com potencial para uso econémico na regido. A compreensdo dos componentes
genéticos responsaveis pela coloracdo nessa raca podera auxiliar a selecao de cores especificas
para nichos de mercado e/ou produtores bem como ir& auxiliar na composicdo do Banco de
Germoplasma de forma a conservar a maior diversidade genética possivel para essa
caracteristica. Resultados preliminares obtidos no rebanho de conservacdo da raca Crioula
sugerem que a diversidade fenotipica para cor de pelagem se manifesta de forma bimodal
(animais com cores escuras e claras). Um total de 115 animais do Nucleo de Conservacdo da
ovelha Crioula da Embrapa Pecuéaria Sul (Bagé, RS) foram selecionados para compor este
estudo que buscou polimorfismos nos genes MC1R, ASIP e TYRP1. Foram sequenciados um
total de 953, 5.353 e 1.609 pb, respectivamente para cada gene onde foram encontrados um
total de 14 marcadores de base Unica (SNPs). Adicionalmente, dois ensaios com primers
fluorescentes foram realizados para detectar presenca de duplicacdes e ou delecdes no gene
ASIP. Apenas 7 dos 115 animais testados apresentaram um padrdo de pelagem que ndo pode
ser explicado pelos polimorfismos analisados nos trés genes estudados. Tais resultados sugerem
que a grande variabilidade fenotipica observada na raca Crioula demandara novos estudos de
forma a se explicar 100% da diversidade observada. O painel de marcadores usado nesse
estudo foi eficiente o suficiente para implementar um programa de selecdo assistida no Ndcleo
de Conservacdo da raca Crioula desta forma foi possivel selecionar os animais que terdo seu
germoplasma criopreservado.

Palavras-chave: coloragdo da pelagem Ovis aries, recursos genéticos animais, ASIP, MC1R,
TYRP1
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GENETIC EVALUATION OF FUR PATTERNS IN CRIOULO LANADO SHEEP

Author: Lilian Cristina Gomes Cavalcanti
Advisor: Samuel Rezende Paiva,Ph.D.

ABSTRACT

The Creole sheep is a locally adapted breed from southern Brazil that produces a medulated
and naturally pigmented wool with a high variability of colors (black, chestnut, brown, white
and gray) and has potential for economic use in the region. Understanding the genetic
components responsible for the color in this breed will help in the selection of specific colors
for niche markets and / or will assist in the composition of the Germplasm Bank to preserve
highest genetic diversity for this characteristic. Preliminary results from the conservation flock
of the Creole breed suggest that phenotypic diversity in coat color manifests itself in bimodal
form (animals with dark and light colors). A total of 115 sheep from the Conservation Nucleus
of Creole Sheep from Embrapa South Livestock (Bagé, RS) were analyzed for polymorphisms
in genes MCI1R, ASIP and TYRP1. A total of 953; 5,353 and 1,609 bp were analysed
respectively for each gene where a total of 14 single nucleotide polymorphisms (SNPs) were
found. In addition, two fluorescent assay primers were performed to detect the presence of
duplication and / or deletions in the ASIP gene. Only 7 of the 115 animals showed a coat
pattern that cannot be explained by polymorphisms analyzed in the three genes. These results
suggest that the phenotypic variability observed in Criollo requires further studies to explain
100% of the observed diversity. The marker panel used in this study was efficient for the
implemention of a marker assisted selection program in Creole Conservation Center to select
animals for germplasm cryopreservation.

Keywords: Ovis aries, animal genetic resources, coat color, MC1R, TYRP1, ASIP



CAPITULO 1



1.INTRODUCAO

Crioula é uma raca ovina localmente adaptada ao Sul do Brasil. Esta raca,
possui velos medulados e naturalmente coloridos, tem grande parte do seu uso na confec¢éo
de artesanatos e tapecaria industrial (Moreira & Silva, 2004; Arco, 2013). As cores da 13
Crioula variam do branco ao preto, passando pelas cores marrom, castanho e cinza
(Gongalves et al., 2010). Essa raca é mantida tanto por produtores bem como por um nucleo
de conservacao in situ localizado na Embrapa Pecuéaria Sul, (CPPSUL) em (Bagé RS), onde
sdo realizados diversos estudos voltados a coloragéo, reproducdo e manejo da raca (Moraes &
Souza,2011;Vaz,2000). A compreensdo dos componentes genéticos responsaveis pela
coloracdo nessa raca poderd auxiliar a selecdo de cores especificas de 1a para nichos de
mercado e/ou para produtores bem como ira auxiliar na composicdo do Banco de
Germoplasma de forma que possibilitard a conservacdo de grande parte da diversidade
genética existente para essa caracteristica.

Resultados preliminares de analises fenotipicas da coloracdo observada em
cruzamentos direcionados no rebanho de conservacdo da raca Crioula sugerem que a
diversidade existente se manifesta de forma bimodal quanto a classificacdo em cores escuras e
claras da pelagem (Moraes & Souza., 2011) (Figura 1) Desta forma, o presente trabalho teve
como motivacgdo usar o conhecimento obtido nas analises preliminares de coloragédo do ndcleo
de conservacdo in situ da raca Crioula para buscar identificar os principais polimorfismos em

genes chave reconhecidamente responsaveis pela coloracdo da pelagem na espécie ovina.
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Figura 1 Distribuicdo de frequéncia de fenotipos quanto a cor da 1& dados coletados durante 5
anos na populacdo de ovinos da raga Crioula criados no CPPSUL Legenda: branco,
branco mascarado, castanho, mouro, mouro malhado, preto e preto malhado. Adaptado
(Moraes & Souza., 2011).

A coloracdo da pelagem dos animais € uma caracteristica fenotipica de
natureza poligénica. Porém, trés genes principais destacam-se na determinacdo da cor da
pelagem. Estudos pioneiros desenvolvidos inicialmente com ratos, revelaram a relevéancia dos
genes ASIP, MC1R e TRY como principais responsaveis pela regulacdo e controle da
determinacdo da coloracdo (Searle, 1968; Bennett & Lamoreux, 2003). Estes genes foram
estudados em diversas espécies de animais como bovinos (Klungland et al., 1995), suinos
(Kijas et al., 2001), ratos (Bennett & Lamoreux, 2003), coelhos (Fontanesi et al., 2006),
caprinos (Fontanesi et al., 2009), bubalinos (Miao et al., 2010), iaques (Chen et al., 2014) e
ovinos (Han et al., 2015). A Tabela 1 apresenta um resumo dos principais polimorfismos
identificados até 0 momento na espécie ovina.

Estudos do gene MC1R em ovinos das racas Corriedale, Damara, Merino
negro, Castellana negra e Karakul revelaram a existéncia de dois alelos: o alelo selvagem (E™)
que é recessivo e amplamente distribuido dentre as ragas ovinas, e o dominante (E°), que
resulta em pelagem negra e é decorrente das mutacdes ndo sinbnimas (218T>A M73K e
361G>A D121N) (Vage et al., 1999 e 2003, Royo et al., 2008 ).

Determinadas mutagdes no gene ASIP foram apontadas como as possiveis
causas do fendtipo preto recessivo. Sao elas delec6es de 5 pb (100-105 del AGGAA) e 9pb (
10-19 del AGCCGCCTC) e uma mutagdo ndo sinébnima no exon 4 (5172T>A C126S) (Norris



& Whan, 2008; Royo et al., 2008; Gratten et al., 2010 ). Norris & Whan (2008) identificaram

em ovinos uma duplicacdo de 190kb que engloba o gene ASIP, e que foi associada ao fenétipo

branco dominante.

Tabela 1. Relacdo de polimorfismos identificados nos genes MC1R, ASIP e TYRP em diversas

ragas ovinas.

Raca

Norwegian Dala
Damara Merino negro
Corriedale negra
Manchega

Xalda

Karakul

Merino negro
Castellana
Romney Marsh
Nanping
Massese, Valle del Belice
Crioula Lanada
Manchega, Rosa Aragonesa
Texel

Texel, Romanov
Merino Romanov
Merino branco
Merino branco
Merino branco
Barbary ,Merino
Merino branco
Massese negro
Massese cinza
Sarda
Appenninica
Bergamasca
Soay

Finnsheep
Tibetana

Soay

Romney Marsh
Nanping

Gene

MC1R
MC1R
MCI1R
MCI1R
MCI1R
MCI1R
MCI1R
MC1R
MC1R
MC1R
MC1R
MC1R
MC1R
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
ASIP
TYRP
TYRP
TYRP

Polimorfismos

T218A G361A
T218A G361A
T218A G361A
T218A G361A
T218A G361A
T218A G361A
T218A G361A
T218A G361A
Al12G G144C
Al12G G144C
T218A G361A
T218A G361A
526449

D5 D9 T5172A
D5 D9 T5172A
D5 D9 T5172A
D5 D9 T5172A
D5 D9 T5172A
D5 D9 T5172A
AD AND

AD AND

AD AND

AD AND

AD AND

AD AND

AD AND

D5 T5172A
$66432.1

AD AND

G869T

G192C C462T
G192C C462T

Genotipos*
Colorido Branco
= E'E"
= E'E"
= E'E"
= E'E"
EP -

EP -

EP -

= -

- cc

GC cC -

E° E'E* E'E*
EP E'E* E'E*
526449 -
NON5T -
NON5A -
DIN5A -

- NON5T
- NOD5T
- DION5T
AND _

- AP

AND _

- AP

- AP

- AP

- AP
N5T m D5A vb
- $66432.1
AND AD

GG GT TT

- GC CC
GC GG -

Referéncia

Vage et al. (1999)
Vage et al. (2003)
Vage et al. (2003)
Calvo et al. (2006)
Royo et al. (2008)
Royo et al. (2008)
Royo et al. (2008)
Royo et al. (2008)
Deng et al. (2009)
Deng et al. (2009)
Fontanesi et al. (2010)
Hepp et al. (2012)
Kijas et al. (2013)
Norris & Whan. (2009)
Norris & Whan. (2009)
Norris & Whan. (2009)
Norris & Whan. (2009)
Norris & Whan. (2009)
Norris & Whan. (2009)
Fontanesi et al. (2010)
Fontanesi et al. (2010)
Fontanesi et al. (2010)
Fontanesi et al. (2010)
Fontanesi et al. (2010)
Fontanesi et al. (2010)
Fontanesi et al. (2010)
Gratten et al. (2010)

Li et al. (2010)

Han et al. (2010)
Gratten et al. (2007)
Deng et al. (2008)
Deng et al. (2008)

*E* alelo selvagem recessivo, E® alelo preto dominante, A® alelo duplicado, A"° alelo ndo duplicado, D9 delecio

9pb, D5 delecdo 5 pb, N5 supressao da delecdo de 5pb e N9 supressao da delecdo de 9pb.

ASIP e MC1R agem de forma epistatica na espécie ovina de forma que, em

geral, é necessaria a presenca do alelo selvagem do MC1R (E™) para que o produto dos alelos
do gene ASIP seja observado (Vage et al., 1999; Fontanesi et al., 2011, Hepp et al., 2012). A

perda de fungdo no gene MC1R causa producdo de feomelanina e da origem as cores claras, ja

alelos dominantes acarretam em cores escuras. (Barsh et al., 2000; Klungland & Vage, 2000;



Girardot et al., 2005). Ganho de funcdo no gene MCIR provoca a ativagdo constante do
receptor e resulta em cores escuras devido a produ¢do continua de eumelanina.

Poucos estudos investigando a relacdo destes genes com coloracdo de pelagem
foram realizados em racas brasileiras de ovinos localmente adaptados (Hepp et al., 2012;
Muniz, 2015). A grande variabilidade fenotipica para cor de pelagem observada nos ovinos da
raca Crioula torna a mesma um 6timo modelo bioldgico para realizar estudos que permitam

identificar os genes e polimorfismos associados a tais padrdes de cor de pelagem.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral:

Determinar o efeito dos loci Extensdo (gene MCIR), Agouti (gene ASIP) e
Marrom (gene TYRP1), na variabilidade fenotipica existente na coloracéo da |4 da raga ovina
Crioula.

1.2.2 Objetivo Especifico:

Analisar a sequéncia nucleotidica parcial dos genes ASIP, MCR1 e TYRP de
animais do Ndcleo de Conservacdo de ovinos da raca Crioula da Embrapa Pecuéria Sul de
forma a aumentar a compreeensdo dos mecanismos genético evolutivos que coordenam a

coloracgéo da pelagem na raca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Ovelha Crioula

As ragas de ovinos brasileiros descendem de ragas ovinas inseridas no Brasil
no periodo da colonizacdo portuguesa e espanhola no século XVIII.(Vaz, 2000). Estudos
revelaram que a raca Crioula tem como ancestral direto a raca hispanica Lacha, dentre outras
racas envolvidas no seu surgimento estdao as racas comerciais exdéticas Corriedale, Romney e
Churra espanhola. (Henkes et al., 1993). Atualmente Crioula se tornou uma raga com padrdes
definidos e foi reconhecida como raca localmente adaptada.

A Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos Crioulos (ABCOC) foi
fundada em 1999 e no ano seguinte houve grande incentivo para producdo de 1a naturalmente
colorida. A homologacdo do registro da raca pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) ocorreu logo em seguida, conforme portaria n® 38 de 10 de janeiro de
2001. Desde entdo o registro da raca passou a ser realizado pela Associacdo Brasileira de
Criadores de Ovinos (Moreira, 2003, Vaz, 2002).

A descricdo do padrdo racial caracteriza as Crioulas como ovelhas lanadas de
médio porte, com bom temperamento, apreciadas por apresentarem 6tima habilidade materna
e por serem de facil manejo, possuem aptiddo, para producdo de 1&. Sua pele e carne séo
muito apreciadas. (Vaz et al. 1997; Vaz, 2000). A pele é de qualidade industrial, pois tem
resisténcia e suavidade. A carne é apreciada devido a maciez e sabor diferenciado (Arco,
2013., Moraes et al., 2015). A |& é naturalmente colorida e muito utilizada na tapecaria
industrial (carpet wool) artesanato. A & apresenta velos com fibras meduladas (pelos) e fibras
finas (lanilha) o velo é de maior comprimento se comparado & 1a de outras ragas ovinas (Arco,
2013; Moraes & Souza, 2011). As ovelhas Crioulas de coloragéo preta produzem uma &, fina

que se assemelha a fios de cabelo (Moraes et al., 2015). Esse tipo de 1a tem utilizacdo limitada



na fabricacdo de alguns tipos de artesanato devido a dificuldade de fiacdo da fibra, porém é
bem aproveitada na confeccéo de pelegos para montaria, possuindo grande demanda popular
no Rio Grande do Sul (Vaz et al., 2002; 2003).

A raca Crioula possui algumas vantagens adaptativas, como a tolerancia a
endoparasitas. Essa raca ovina é adaptada as condic¢Ges climaticas e de vegetacdo da regido
Sul e produz bem em sistemas de baixa tecnificacdo, onde presumidamente racas comerciais
menos adaptadas ndo se manteriam (Vaz et al., 2002; 2003; Moraes & Souza, 2011; Moraes
et al., 2015 ). Atualmente as ovelhas Crioulas habitam a regido Sul do Brasil e outros paises
de condigbes climaticas extremas, como o Uruguai e o Peru (Villela, 2011). Alguns poucos
rebanhos também podem ser encontrados em S&o Paulo e Rio de Janeiro, porém em menor

escala (Moraes et al., 2015).

2.2. Nucleo de Conservacgdo da Raca Crioula

No século passado o rebanho de ovinos era numeroso, no entanto, a busca por
uma padronizacao de sistema de producdo e méxima produtividade incentivou a insercao de
ovinos comerciais exoticos nos rebanhos de ovelhas Crioula. Os cruzamentos indiscriminados
com diversas racas de ovinos comerciais causaram um acentuado decréscimo no numero
efetivo das ovelhas Crioulas (Moreira, 2002). Ap6s um periodo de eminente ameaca de
extincdo, a raca Crioula foi resgatada e em 1982, o ndcleo de conservagéo in situ situado na
Embrapa Pecuaria Sul, (CPPSUL) campo experimental de (Bagé RS) foi fundado.

Inicialmente, o nucleo foi formado por poucos animais, cerca de 40 ovinos, e
por meio de monta natural e acasalamentos controlados, houve gradual aumento da populacéo
conservada (Vaz,2000). O nucleo de conservacao da raca Crioula é fechado a mais de 15 anos
e vem realizando acbes de modo a manter parte da diversidade fenotipica do rebanho
conservado. Com o intuito de preservar e compreender melhor a ragca o nucleo desenvolve
diversificadas pesquisas acerca de carateristicas produtivas reprodutivas e fenotipicas do
rebanho de conservacéo (Vaz, 2000).

Um exemplo de estudo realizado pela CPPSUL foi referente a variabilidade
fenotipica da coloracdo da 1& na raca Crioula onde resultados preliminares referente a
diversidade relacionada a cor da 1a das ovelhas do nucleo de conservagéo indicou a existéncia

de variabilidade bimodal (Moraes et al., 2015). A variabilidade encontrada no ndcleo indica a



existéncia de dois tipos diferentes de coloracdo conforme a classificagdo em eumelanina e
feomelanina, cores escuras e claras respectivamente onde atuam 0s processos bioquimicos e
genéticos. A diversidade fenotipica da cor encontrada no nucleo pode ser devido a
carateristicas herdadas na formacéo da raca que inclui ancestrais vindos da peninsula ibérica
ainda no periodo da colonizacdo, juntamente com outras ragas trazidas para o Brasil,

Argentina e Uruguai com o intuito de desenvolver a atividade lanifera.

2.3. Génese da Pigmentacédo: fatores genéticos e bioquimicos

O composto organico responsavel pela coloracdo dos animais é o polimero
melanina. Trata-se de um polimero de composi¢do complexa, derivado do aminoécido tirosina
e cuja producdo tem relacdo com eventos iniciais na embriogénese dos vertebrados. O
primeiro evento ligado a origem dos pigmentos é o surgimento de células multipotentes
denominadas de células da crista neural. Algumas destas células se diferenciam originando 0s
melanoblastos, que sdo os precursores de melandcitos. Nesta fase, os melanoblastos tem
motilidade para migrar no sentido ventral até recobrir totalmente o corpo do animal (Hoekstra
et al., 2006A).

Os melanoblastos podem percorrer duas rotas: permanecer na epiderme da pele
ou seguir para os foliculos pilosos, onde ocorrera a diferenciacdo em melandcitos (Otto,
2006). A producdo da melanina presente na pele, penas, pélos e fibras ocorrem nas células
especializadas, os melandcitos. Os pigmentos gerados sdo armazenados nas estruturas
intracelulares chamadas melanossomos (Piper et al., 1997; Sturm, & Frudakis., 2004).

Desta forma a génese da pigmentacdo dos animais € intrinsicamente
dependente da formacdo quantidade, densidade, velocidade de producdo e migragdo dos
melanocitos que sintetizam os dois tipos basicos de melanina: eumelanina que origina cores
escuras como preto e marrom e feomelanina referente ao branco e amarelo (Searle, 1968;
Takeuchi et al.,1996).

O processo de sintese de melanina € iniciado igualmente para ambos os tipos
de melaninas. A enzima limitante tirosinase é responsavel pela conducdo das etapas iniciais
de oxidacdo do aminoé&cido tirosina até Dopa e seguinte conversao até Dopaquinona (Sturm &
Frudakis., 2004). As reacdes subsequentes da dopaquinona, a oxireducao a leucodopacromo e

5,6 diidroxiindol-2-carboxilico culminam na producdo de eumelanina. A formacdo da
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feomelanina ocorre através da insercdo do aminoacido cisteina que serd convertido em
Dopaquinona (Ito & Wakamatsu, 2011).

O processo de definicdo do tipo de melanina a ser produzido dependera
inicialmente da escala de atividade das enzimas envolvidas na melanogénese como a
tirosinase (TYR) e proteina relacionada a tirosinase 1 (TYRP1) e dopacromo tautomerase
(DCT) (Sturm & Frudakis, 2004). Niveis elevados de atividade da tirosinase desencadeiam a
producdo de eumelanina, ja niveis baixos culminam com a producdo de feomelanina (Ito &
Wakamatsu 2003).

O complexo processo de sintese da melanina engloba diferentes genes, sendo o
mais amplamente estudado, o receptor de melanocortinal MC1R (Figura 2). O gene MC1R
sintetiza a proteina que € expressa diretamente nos receptores localizados no interior da
membrana plasmatica dos melandcitos (Sponenberg, 1997). Estes receptores, denominados
receptores de membrana, atuam na via de transducdo de sinal quimico e tem a funcdo de
promover a conexdo entre os meios intracelular e extracelular (Otto, 2006; Hoekstra et
al.,2003).

Tirosinase

A
l AMPc &= Tirosina Tirosina =% %l
Dopa Dopa Cisteina
Dopaquinona Dopaquinona
Dopacromo Dopacisteina
(2] l l o

E | &= lani F i = [,

Figura 2. Representacdo esquematica simplificada da sintese de eumelanina e feomelanina.
Quadro (1): o hormoénio estimulante de melandcitos (a-MSH) se liga ao receptor
MCI1R. A proteina G, que esta acoplada ao receptor desencadeia transducéo de sinal
quimico que leva a ativacdo da enzima tirosinase, e consequentemente gera ativacao do
segundo mensageiro intracelular, adenosina monofostato ciclico (AMPc). A tirosinase
realiza a oxidacdo da tirosina. Apds reacOes quimicas a Dopa €& convertida a
dopaquinona. Outras reacdes sdo desencadeadas entdo ocorre a producao do polimero

eumelanina. Quadro (2): A presenga e atuacdo do antagonista ASIP, evita que o
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a-MSH se ligue ao receptor de MC1R, consequentemente, os niveis de atividade de
AMPc diminuem. A enzima tirosinase oxida a tirosina e ap0s outras sequencias de
oxidacdo de compostos quimicos ocorre a insercao de cisteina, e posterior producdo de

feomelanina. Figura adaptada (Corso et al., 2013).

A interacdo existente entre receptores de MC1R e a regulacdo do sistema da
coloragdo pode sofrer influéncia de eventos de ganho e perda de fungdo. Mutacbes que
alteram os sitios de ligacdo ou mesmo os dominios responsaveis pela atividade do MC1R,
podem gerar diferentes efeitos na regulacdo do tipo de melanina que sera sintetizada, podendo
interferir na producdo e tipo de coloragdo da pelagem dos animais (Kijas et al., 1998;
Klungland & Vage, 2000; Kijas et al., 2001; Kerns et al., 2004).

Mutac6es descritas em bovinos e roedores revelaram a existéncia da perda da
atuacdo e da funcdo do gene MC1R. Estes experimentos esclareceram que a perda da funcao
normal do gene MCI1R causa diferentes coloragcbes de pelagem, alterando o fenotipo
(Rouzaud et al., 2000; Bennet & Lamoreux, 2003; Otto,2006). A perda de funcdo ocorre
guando ndo existe comunicacao entre o receptor e a-MSH, levando a sintese de feomelanina
cores claras. No caso de ganho de funcdo, a ativacdo constitutiva dos receptores ocorre
independente da presenca do a-MSH. Assim niveis elevados do composto AMPc, séo

produzidos e ocorre a producdo constante do pigmento escuro eumelanina.

2.3.1. Locus extensdo: Receptor 1 da Melanocortina (MC1R)

O gene MCI1R, pertencente a superfamilia das melanocortinas, € um dos genes
principais que atua na expressdo e variacdo da pigmentacédo, sendo altamente conservado em
diferentes espécies de animais (Klungland et al., 1999). Este gene possui apenas um exon, e a
proteina codificada por ele tem sete dominios transmembranares acopladas a proteina-G
(Vanetti et al., 1994; Garcia-Borrdn et al., 2005; Rouzaud & Hearing, 2005) essa proteina
atua diretamente na estimulacdo da tirosinase e no controle de producdo da eumelanina e
feomelanina (Klungland et al., 2000, Mundy, 2005; Hoekstra et al.,2006B).
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Em ovinos o locus extensdo € o responsavel pela produgdo do fenotipo preto
dominante na espécie ovina. Ao analisar ovinos brancos e pretos da raca Norwegian Dala,
Vage (1999), identificou duas mutacdes que apresentaram segregacdo completa com a cor
preta, desta, forma o alelo preto dominante foi relatado na raca Norwegian Dala.

A ativacgdo constitutiva do gene MC1R foi atribuida & uma substituicdo de um
unico nucleotideo nos dominios transmembrana do gene. Esse tipo de mutacéo foi descrito
primeiramente em camundongos (E92K e L98P) (Lu et al., 1998), sendo posteriormente
observada em ovinos. As mutacfes de troca de uma Unica base foram encontradas no codon
73, substituindo o aminoacido metionina por lisina (M73K), e no cédon 121, substituindo
aspartato por asparagina (D121N). Segundo os resultados de Vage (1999) os animais brancos
foram homozigotos para o alelo selvagem (E*), enquanto os negros, que apresentaram as duas
mutac6es, foram classificados como preto dominante (EP).

A confirmacdo de que a ocorréncia das duas mutages seriam necessarias para
produzir um animal preto dominante surgiu com o trabalho de Vage et al. (2003). Utilizando
técnicas moleculares de PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da Polimerase e Polimorfismo de
Tamanho de Fragmentos de Restricdo), os autores analisaram as racas ovinas (Damara,
Merino Preto e Corriedale Preto) e conseguiram rastrear as mutagdes (M73K e D121N).
Outros estudos também encontraram as mesmas mutacdes do preto dominante (Fontanesi et
al., 2010; Fontanesi et al., 2011 Kijas et al., 2013).

Além das duas mutacbes, M73K e D121N, responsaveis pelo alelo preto
dominante EP, uma outra mutacdo no gene MCI1R foi identificada, 0 SNP (C-31G>A)
(R67C) situado na regido 5' ndo traduzida (5'-UTR) (Fontanesi et al., 2010). A descoberta
deste SNP possibilitou mapear os alelos expressos na populacdo de ovelhas Massese e em
diversas racas ovinas (Fontanesi et al., 2010).

Outro exemplo de mutacdo em gene MCI1R, associada com fendtipo escuro,
ocorreu em renas. Foram identificadas duas mutac@es: a variacdo nucleotidica na posi¢do 218
(c.218T> C) causou a troca de aminoacidos de metionina para treonina na posicdo 73
genotipo (Met73Thr), e uma variagdo (c.839T> L), causando a troca de cisteina na posicao
280 por uma fenilalanina (Phe280Cys) (Vage et al., 2014). Mutagdes no gene da
melanocortina foram relatadas em outras espécies de mamiferos como bovinos (Klungland et
al., 1995) e suinos (Kijas et al., 1998).


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#6
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2.3.2. Locus agouti: Proteina Sinalizadora Agouti (ASIP)

ASIP é um gene que interage com outros diversos genes. O seu envolvimento
antagonista, com o hormonio estimulante de melandcitos (a-MSH) e o receptor de
melanocortina 1 gene MC1R é um evento chave para que ocorra a troca de producdo de
feomelanina e eumelanina nos melandcitos. A sintese da proteina agouti que é formada por
131 aminoacidos tem por finalidade agir de forma parécrina, assim sua acdo resulta na
interrupgdo da ligacdo do a-MSH ao receptor de melanocortina 1 (MC1R) , desta forma a
sintese do pigmento eumelanina é interrompido entdo ocorre a producdo da feomelanina que
origina cores claras. (Graham et al., 1997; Sulaimon & Kitchell 2003; Wolf, 2003) .

Para que ocorra interacdo da expressao alélica entre os loci ASIP e MCIR, é
necessario que exista um alelo funcional do gene MC1R (Graham et al., 1997; Voisey & Van
Daal, 2000). Desta forma em ovinos, a agdo de mutacdes e delecbes no gene ASIP foram
apontadas como a consequéncia do alelo preto recessivo ndo-agouti (Norris & Whan, 2008;
Royo et al., 2008; Gratten et al, 2010).

A delecédo de 5pb (g.100-104-AGGAA) situada no exon 2 do gene ASIP causa
um stop codon prematuro no amino&cido da posicao 64, resultando num péptido maduro que
ndo possui 0 dominio de sinalizacdo do amino&cido cisteina que € funcionalmente importante
para a sintese de feomelanina. Dois SNPs foram relatados no exon 4 (G5051> C) é sin6nimo
ndo causa alteracdes de proteinas. Ja o SNP ndo sinénimo (T5172>A) prevé a troca do
amino&cido cisteina por serina no codon 126 situado no dominio de sinalizacdo da proteina.
Os sete residuos de cisteina contidos no terminal 3' da sequéncia de aminoacidos séo
altamente conservados, fato esse que sugere forte restricdo funcional sobre a perda ou ganho
de mutacBGes de cisteina. Deste modo, a ocorréncia da delecdo de 5pb juntamente com
(T5172>A) sdo ambos susceptiveis de influenciar a funcdo da proteina ASIP, como foi
anteriormente proposto por Norris & Whan (2008).

Outra mutacdo candidata a alterar o fenotipo de ovelhas, foi identificada no
exon 2 do gene ASIP, é a delecdo de 9pb (g.10-19-AGCCGCCTC,) que esta posicionada
apenas a 10pb apos o codon de iniciacdo ATG. Essa delecdo poderia resultar na perda de um
tripeptidio e consequentemente é passivel de causar interferéncia parcial na funcdo do gene
(Norris & Whan, 2008).

Foi observado que a duplicacdo de 190kb que engloba o gene ASIP provoca

aumento da sua expressao nos foliculos pilosos de ovinos que possuem pelo menos uma cépia


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&ie=UTF8&prev=_t&rurl=translate.google.com.br&sl=en&tl=pt-BR&u=http://www.nature.com/hdy/journal/v104/n2/full/hdy2009105a.html&usg=ALkJrhhh03f-Xrn6qEwctD_qyTtCZ5KCCA#bib32
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duplicada do gene. Fisicamente, a duplicagéo se localiza na extremidade 5’ do ponto de
ruptura da duplicagdo e fica situada antes da regido codificante do ASIP. O mecanismo de
acao da expressao duplicada da segunda copia da sequéncia do ASIP é regido pela regido
promotora duplicada da regido promotora do gene ITCH (Norris & Whan 2008; Fontanesi et
al., 2009, 2011). Este evento de duplicacdo foi claramente associado ao fendtipo feomelanico
referente a cores claras em ovinos, uma vez que animais gque expressaram a duplicacéo
possuiam pelagem branca possivelmente uma das cépias continha o alelo funcional branco
dominante do locus agouti (A"'), ao contrario dos animais pretos que possuem apenas uma
copia do gene ASIP.

Eventos de duplicacdo sdo fontes de variacdo da cor em diversas espécies
animais. A mesma duplicacdo relatada em ovinos, no gene ASIP, foi encontrada na espécie
caprina por Fontanesi et al.(2009) Em suinos, foram identificadas quatro duplicacdes do locus
de KIT capazes de causar fenétipo branco dominante (Rubin et al., 2012). Mutacbes e
duplicacbes na via de producdo da cor em ovinos e bovinos foram principalmente
determinadas pela interacdo e heranca de diferentes alelos dos genes KIT, ASIP, TYRP1 e
MCI1R (Gutiérrez-Gil et al., 2007; Brenig et al., 2013).

2.3.3. Locus marrom: Proteina Associada a Tirosinase 1 (TYRP1)

O gene TYR transcreve a tirosinase, uma importante enzima para a fase inicial
da melanogénese (Li et al.,2013). A relevancia da proteina TYRP1, assim como a DCT, na
estabilidade e sintese de varias outras enzimas participantes na formacao da melanina, mostra
que alteracdes no gene TYRP1 sdo uma importante fonte na variacdo normal da pigmentacéo
(Sturm, 2004). Codificada pelo locus marrom, a proteina relacionada a tirosinase 1 (TYRP1) é
composta por 537 aminoacidos (Zdarsky et al., 1990; Rieder et al., 2001), e denominada
proteina de membrana dos melanossomas participando da génese da pigmentacdo (Guibert et
al., 2004). Além da semelhanca estrutural na sequéncia de aminoacidos, assemelham-se
também na estrutura genética, pois a regido promotora € conservada entre as proteinas da
tirosinase, pequenas excec¢des ocorrem em exons e introns (Camacho-Hubner et al., 2003).

Em ovinos um fragmento parcial de 750 pb situado no exon 1 do gene TYRP1
ligado a proteina tirosinase foi investigado e revelou a existéncia de duas mutag¢fes sindbnimas
(G192C e C462T) (Deng et al., 2008). Apesar de ndo haver nenhum efeito sobre as
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sequéncias de aminoacidos da tirosinase, este estudo foi significativamente importante pois
demostrou que a atividade da tirosinase medida no plasma de ovinos das ragas Nanping
County e Romney, constatou que o gendtipo (GG), descoberto na populacdo estudada,
apresentou maior atividade e correspondeu ao fenétipo escuro, enquanto que o genotipo (CC),
foi associado a animais brancos e apresentou menores indices de atividade da enzima
tirosinase (Deng et al., 2008).

Em humanos, apenas uma alteracdo no gene TYRP1, levou a uma troca de
cistina para um residuo de arginina na proteina altamente conservada relacionada com a
tirosinase 1, e foi capaz de produzir cabelos loiros na populagdo negra da regido das llhas
Salomdo (Kenny et al.,2012). Em estudos com camundongos muta¢Ges no TYRP1 foram
identificadas e apontadas para alterar a densidade do pigmento eumelanina depositado nos
melanossomas, levando a diluicdo na coloracdo preta, culminando no fendtipo marrom
(Gratten et al., 2007).

3. Diversidade genética e Conservacdo Recursos Genéticos Animais (CRGA)

Diversidade genética pode ser descrita como as expressdes da variacdo das
diferencas fenotipicas percebidas nos organismos, que ocorrem em razdo da variedade
genotipica de cada individuo. Portanto a diversidade genética entre animais de um mesmo
grupo da mesma espécie dentro de uma populacdo ou entre populacdes, ndo é continua, e sim
variavel e dependente de eventos ecoldgicos evolutivos. Esses processos englobam a
adaptacdo dos individuos as diversificadas condi¢fes edafoclimaticas da localidade em que
sdo inseridos (Ayala,1982; Halliburton et al., 2004).

A diversidade genética pode ser mensurada entre populacdes, dentro de
populacdes, entre individuos de uma mesma espécie e entre populagdes diferentes, porém as
forcas evolutivas que agem na determinacgdo da variabilidade genética permanecem sendo as
mesmas nas diferentes situacdes. Deriva genética, selecdo natural e migracdo séo alguns dos
fatores naturais que afetam as manifestacfes da diversidade entre grupos de espécies animais
(Flashiman et al., 2001).

A mensuracdo de parametros de diversidade padrdo, como estimativa de
variabilidade alélica por locus polimorficos, e heterozigosidade sdo alguns fatores que

revelam o grau de diversidade genetica existente na populacdo decorrente da atuacdo das
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forgas evolutivas. Proporcionalmente, diferencas no grau de diversidade genética do
organismo podem contribuir para melhor adaptacdo ao meio em que vivem (Beaumont,1999).

As racas localmente adaptadas geralmente apresentam melhor grau de
adaptacdo as condicdes edafoclimaticas locais. Devido a menor exigéncia na implantacédo de
tecnologia de producdo e boa taxa de sobrevivéncia frente a condi¢Oes adversas, estas ragas
sdo escolhidas para manutencdo da subsisténcia do homem (Gularte et al., 2003; Fogarty et
al., 2006). Desta forma a maxima produtividade exibida por racas comerciais, visando a alta
produtividade pode ser refletida pela interacdo da resposta produtiva animal, frente ao tipo de
manejo e grau de tecnificacdo adotado no sistema de producdo (McManus et al,. 2011).
Porém se comparadas as ragas localmente adaptadas, as racas comerciais geralmente possuem
menor grau de adaptacdo as regides onde sdo criadas. Em contrapartida as racas localmente
adaptadas sdo pouco especializadas na producdo intensiva de carne, leite. Porém geralmente
possuem maior grau de resisténcia a endoparasitas e ectoparasitas. (Mariante & Cavalcante,
2006). A conscientizagdo da manutencdo e uso racional das ragas localmente adaptadas ao
Brasil, torna-se necessaria para que futuramente exista diversidade de Recursos Genéticos
Animais (RGA), suficiente para suprir as necessidades de mercado que possam surgir. Deste
modo, mensurar e garantir a expressividade da diversidade genética sdo alguns parametros
que compdem os planos de a¢do em prol da conservacdo e manutengdo de recursos genéticos
animais. O Plano de Acdo Mundial para Recursos Genéticos Animais, € um tratado
internacional que reune diretrizes voltadas ao combate da perda da diversidade genética
animal no ambito mundial. Essa importante acdo conta com a participacdo de 169 paises que
se comprometeram com a conservagdo dos (RGA). Ao adotarem a Declaragdo de Interlaken,
foi firmado um marco de esforcos multiplos e individuais pela conservacdo de Recursos
Geneticos Animais, pelo uso sustentavel de racas nativas, em prol da melhoria da agricultura,

pela seguranca alimentar mundial e desenvolvimento rural (FAO, 2010).
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO GENETICA DA COR DE PELAGEM EM OVINOS DA RACA
CRIOULA DO SUL DO BRASIL

RESUMO

Os ovinos Crioulos sdo uma raga localmente adaptada do sul do Brasil que produzem uma 1a
medulada e naturalmente pigmentada com uma alta variabilidade de cores (preto, marrom,
castanho, branco e cinza) e com potencial para uso econémico na regido. A compreensao dos
componentes genéticos responsaveis pela coloracdo nessa raca podera auxiliar a selecdo de
cores especificas para nichos de mercado e/ou produtores bem como ira auxiliar na
composicdo do Banco de Germoplasma de forma de conservar a maior diversidade genética
possivel para essa caracteristica. Resultados preliminares no rebanho de conservacao da raca
Crioula sugerem que a diversidade fenotipica para cor de pelagem se manifesta de forma
bimodal (animais com cores escuras e claras). Um total de 115 animais do Nucleo de
Conservacdo da ovelha Crioula da Embrapa Pecuéria Sul (Bagé, RS) foram analisados para
polimorfismos nos genes MC1R, ASIP e TYRPL1. Foram sequenciados um total de 953, 5.353
e 1.609 pb, respectivamente para cada gene onde, foi encontrado, um total de 14 marcadores
de base Unica (SNPs). Adicionalmente, dois ensaios com primers fluorescentes foram
realizados para detectar presenca de duplicacdes e/ou delecdes no gene ASIP. Apenas 7 dos
115 animais apresentaram um padrdo de pelagem que ndo pode ser explicado pelos
polimorfismos analisados nos trés genes estudados. Tais resultados sugerem que a grande
variabilidade fenotipica observada na raca Crioula demandard novos estudos de forma a se
explicar 100% da diversidade observada. O painel de marcadores usado nesse estudo foi
eficiente o suficiente para implementar um programa de sele¢do assistida no Nucleo de
Conservacao da raca Crioula de forma a se selecionar os animais que terdo seu germoplasma
criopreservado.

Palavras-chave: Ovis aries, marcadores moleculares, coloracdo da pelagem, MC1R, TYRP1,
ASIP
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CHAPTER 2

GENETIC CHARACTERIZATION OF COLOR COAT IN CRIOLLO SHEEP FROM
SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT

The Creole sheep is a locally adapted breed from southern Brazil that produces a medulated
and naturally pigmented wool with a high variability of colors (black, chestnut, brown, white
and gray) and has potential for economic use in the region. Understanding the genetic
components responsible for the color in this breed will help in the selection of specific colors
for niche markets and / or will assist in the composition of the Germplasm Bank to preserve
highest genetic diversity for this characteristic. Preliminary results from the conservation
flock of the Creole breed suggest that phenotypic diversity in coat color manifests itself in
bimodal form (animals with dark and light colors). A total of 115 sheep from the
Conservation Nucleus of Creole Sheep from Embrapa South Livestock (Bagé, RS) were
analyzed for polymorphisms in genes MC1R, ASIP and TYRP1. A total of 953; 5,353 and
1,609 bp were analysed respectively for each gene where a total of 14 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) were found. In addition, two fluorescent assay primers were
performed to detect the presence of duplication and / or deletions in the ASIP gene. Only 7 of
the 115 animals showed a coat pattern that cannot be explained by polymorphisms analyzed
in the three genes. These results suggest that the phenotypic variability observed in Criollo
requires further studies to explain 100% of the observed diversity. The marker panel used in
this study was efficient for the implemention of a marker assisted selection program in Creole

Conservation Center to select animals for germplasm cryopreservation.

Keywords: Ovis aries, molecular markers, coat color, MC1R, TYRP1, ASIP
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1.INTRODUCAO

Crioula é uma raca ovina localmente adaptada a regido Sul do Brasil. Esta raga,
com velos medulados e naturalmente coloridos, tem grande parte do seu uso na confecgéo de
artesanatos e tapecaria industrial (Moreira & Silva, 2004; Arco, 2007). As cores da |a destes
ovinos variam do branco ao negro, passando pelas cores marrom, castanho e cinza (Goncalves
et al., 2010). A raca Crioula é mantida tanto por produtores bem como por um nucleo de
conservacao in situ localizado na Embrapa Pecuaria Sul, (CPPSUL), em (Bagé RS), onde sdo
realizados diversos estudos voltados a coloracao, reproducao e manejo da raca (Moraes et al.,
2011; Vaz et al., 2000). A compreensdo dos componentes genéticos responsaveis pela
coloracdo nessa raga podera auxiliar a selecdo de cores especificas para nichos de mercado
e/lou para produtores bem como ird auxiliar na composicdo do Banco de Germoplasma
visando conservar a maior diversidade genética possivel para essa caracteristica fenotipica.

Resultados preliminares de andlises fenotipicas da coloracdo da |& observada
em cruzamentos direcionados no rebanho de conservacdo da raca Crioula sugerem que a
diversidade existente se manifesta de forma bimodal quanto a classificacdo em cores brancas
e ndo brancas da pelagem (Moraes et al., 2011). Desta forma, no presente trabalho
objetivamos utilizar o conhecimento obtido nas andlises preliminares de coloracdo do nucleo
de conservagéo in situ da raga Crioula para tentar identificar os principais polimorfismos em
genes reconhecidamente responsaveis pela coloracdo da pelagem na espécie ovina.

A coloragdo da pelagem dos animais é uma caracteristica fenotipica de
natureza poligénica, porém, trés genes principais destacam-se na determinacdo da cor da
pelagem. Estudos pioneiros desenvolvidos inicialmente com ratos, revelaram a relevéancia dos
genes ASIP, MC1R e TRYP1 como principais responsaveis pela regulacdo e controle da
determinacdo da coloracdo (Searle, 1968; Bennett & Lamoreux, 2003). Estes genes foram
estudados em diversas espécies de animais como bovinos (Klungland et al., 1995), suinos
(Kijas et al., 2001), ratos (Bennett et al., 2003), coelhos (Fontanesi et al., 2006), caprinos
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(Fontanesi et al., 2009), bubalinos (Miao et al., 2010), iaques (Chen et al., 2014) e ovinos
(Han et al., 2015).

ASIP e MC1R agem de forma epistatica na espécie ovina de forma que, em
geral, é necessaria a presenca do alelo selvagem do MC1R (E™) para que o produto dos alelos
do gene ASIP seja observado (Vage et al., 1999; Fontanesi et al., 2011, Hepp et al., 2012).

A perda de funcdo no gene MC1R causa producgdo de feomelanina e da origem
as cores claras, ja alelos dominantes acarretam em cores escuras. (Barsh et al., 2000;
Klungland e Vage, 2000; Girardot et al., 2005). Ganho de funcdo no gene MC1R provoca a
ativacdo constante do receptor e resulta em cores escuras devido a producdo continua de
eumelanina. Poucos estudos investigando a relacdo destes genes com a coloracéo de pelagem
foram realizados em racas brasileiras de ovinos localmente adaptados, Hepp et al.(2012)
desenvolveu um estudo a cerca da diversidade genética da cor da pelagem também em ovinos
da raca Crioula. J& Muniz (2015) realizou um estudo de associa¢do ampla do genoma com o
intuito de identificar os genes envolvidos na determinacéo das cores da pelagem negra, branca
e vermelha na raca Morada Nova. Estes tipos de estudo sdo de grande importancia pois as
racas localmente adptadas brasileiras possuem grande importancia social e econémica nos
loacias onde séo criadas.

Deste modo almejamos com esse trabalho, aumentar a compreensédo da
variabilidade genética existente na coloracdo da 1& por meio dos genes MC1R, ASIP e TYRP1

que sao responsaveis pelo controle da coloracdo de pelagem nas ovelhas da raca Crioula.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

Foram selecionados progenitores e suas respectivas proles (56 cruzamentos,
N= 115) do rebanho de conservacdo da Embrapa Pecuéaria Sul (CPPSUL) de (Bagé RS). As
proles foram classificadas por avaliacdo visual dos cordeiros aos 4 meses de idade e/ou ap6s
tosquia (Figura 1). Cada fase da avaliacdo foi fotografada para comparacdo (Figura 2). A
fenotipagem por colorimetria do sistema Munsell foi realizada a partir de metodologia

descrita por Moraes & Souza (2011).

n——

Figura 1. Colorac6es de pelagens analisadas do Nucleo de Conservagdo de ovinos Crioulos da
Embrapa Pecuaria Sul. (A): Branco, (B): Branco mascarado. (C): Castanho, (D): Preto
malhado, (E, F): Preto, (G, H): Preto, antes e ap0s tosquia, (I, J): Mouro, antes e apds
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tosquia, (K,L): Mouro malhado, antes e apds tosquia. (Fonte: Adaptado de Moraes et
al., 2011). Fotos: Carlos José Hoff de Souza.

Figura 2. Método de avaliagdo visual da coloracdo da 18 Fenétipo Mouro caracterizado por
fibras claras e escuras em mesclagem.(A): apos tosquia. (B): antes da tosquia. (Fonte:
Adaptado Moraes et al., 2011) Fotos: Carlos José Hoff de Souza.

Os cruzamentos foram realizados utilizando dois grupos de classificacdo de
coloracdo (Tabela 1). O grupo 1 foi composto por quatro reprodutores sendo dois machos
brancos, dois machos brancos mascarado e um castanho. O grupo 2 é composto por trés

reprodutores, sendo dois machos de cor preta e um de coloragdo mouro.

Tabela 1. Resumo dos cruzamentos controlados realizados no Nucleo de conservagdo dos ovinos

da raca Crioula da Embrapa Pecuaria Sul.

Cruzamentos N° Proles cores N° Proles cores N° Cruzamentos
Escuras claras

GRUPO 1
Branco x Preto
Branco x Branco
Branco x Mouro
Branco x Mouro malhado
Branco x Branco mascarado
Branco mascarado x Preto
Branco mascarado x Branco
Branco mascarado x Mouro
Branco mascarado x Preto malhado
Branco mascarado x Mouro malhado
Castanho x Branco

GRUPO 2

2
1

PR R P W W
PR N R
WRPRNRPNMNNRRNRE DN

R P DN
N

[EEN
[EEN

Preto x Preto

Preto x Mouro

Preto x Preto malhado
Preto x Mouro malhado
Mouro x Preto

Mouro x Mouro

Mouro x Preto malhado
Mouro x Mouro malhado
Total
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Amostras de sangue de cada animal foram coletadas em tubos Vacutainer®
contendo EDTA. Os tubos foram centrifugados h&a 10 minutos por 3.000rpm para separar as
hemacias dos linfécitos, que por sua vez, foram mantidos em tubos Eppendorf® sob

refrigeracdo até o momento da extragdo do DNA.

2.2. Extracao e quantificacdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada conforme protocolo modificado de Miller et
al. (1988). A quantificacéo foi realizada em espectrofotdmetro (Nanodrop ND1000®) ou em
gel de agarose 1% acrescido de 5 pl brometo de etideo, submetido a tenséo de 200V e 300mA
e submergidos em tampdo 1X TBE (Tris-Borato-EDTA) por pelo menos 1 hora. Os resultados
foram fotodocumentados em transiluminador UV-EagleEye 11 Stratagene®.

2.3. Padronizacao da Amplificacdo dos Fragmentos de DNA

Foram feitos ensaios, baseados na técnica de PCR (reacdo em cadeia da
Polimerase), em busca de polimorfismos de nucleotideos de base Unica (SNP), nos genes
MCI1R, TYRP e ASIP.As reagdes de amplificacdo via PCR, foram realizadas em volume final
de 20 pl, a propor¢édo de DNA molde utilizada foi de 3ng/ul , cerca de 10 pmol de cada
iniciador foi utilizado juntamente com o tampdo PCR-1x, dNTPs 2 mM, e 1U de DNA
polimerase (Fermentas®).

Os ciclos padrao das reagdes de PCR foram de: 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de
amplificacdo de 30 segundos a 95° seguida de 30 segundos de temperatura de anelamento
para cada iniciador e mais 30 segundos a 72°C, seguidos pela finalizagdo por 5 minutos a
72°C. As proporcdes de magnésio (MgCl?) e temperatura de anelamento para cada iniciador
estdo descritas na Tabela 3. Os amplicons obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% previamente corados com brometo de etideo e acrescidos de padrdo de
comprimento de pb conhecidos de ladder e lambda DNA. Posteriormente foram visualizados

em transiluminador.
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Os parametros referente aos iniciadores utilizados nas amplificacdes dos genes
ASIP MCI1R e TYRP1 e condigfes de amplificacdo dos ensaios de PCR, como quantidade de
magnésio estdo descritos na Tabela 2.



Tabela 2. Iniciadores utilizados na amplificagéo dos genes ASIP MC1R e TYRPL1 e condig¢des de amplificacdo dos ensaios de PCR.

Iniciadores Gene Regido Sequéncias 5" 3° T.A* MgCIFF pb  Referéncias

Asip_F2 ASIP Exon 2 ACACTGGGCTGTGGGATG 62°C 15 410 Gratten et al. (2010)

Asip_R2 AGGGACACTTGATTCCTCCA

Asip_F3 ASIP Exon 3 CTCTTTGCTGTCAGTCTCTGG 60°C 2.0 391 Gratten et al. (2010)

Asip_R3 TGGTAGCTTTCTGTTTCTCTGG

Asip_F4 ASIP Exon 4 CAGCTAGGGTGCTCTGTGG 60°C 1.5 650 Gratten et al. (2010)

Asip_R4 AGCCTCAGGGCTAAGCAAC

Agt 8b ASIP AACAGGTTCATGGAAGAATTG

Agt_7b ASIP Delecao 6Fam.CTACCTGACTGCCTTCTCTG 55°C 2.0 165 Norris & Whan (2008)

174

Agt 1 ASIP CATTACTGGGGACCTATCAAC

Agt 11 ASIP TATCGGCTTGGAGAGTGTTTG

Agt_16b ASIP Duplicagdo =~ 6Fam.AGCAATGAGGACGTGAGTTT  60°C 2.0 238 Norris & Whan (2008)
Gene Asip 242

Agt_17b GTTTCTGCTGGACCTCTTGTTC

Agt_18b GTGCCTTGTGAGGTAGAGATGGTGT

Font_F1 MC1R Exon 1 AGTGCCTGGAGGTGTCCATCC 64°C 25 169 Fontanesi et al. (2010)

Font_R1 CTGACGCTCACCAGCAAGT

Font_F2 MC1R Exon 1 AGCCATGAGTTGAGCAGGAC 62°C 1.0 376  Fontanesi et al. (2010)

Font_R2 CAGGACACCAGCCTCCAG

Font_F3 MC1R Exon 1 GTGAGCGTCAGCAACGTG 61°C 15 366 Fontanesi et al. (2010)

Font_R3 ACATAGAGGACGGCCATCAG

Font_F4 MC1R Exon 1 GCCTGGTTGGCTTCTTCATA 58°C 2.5 456  Fontanesi et al. (2010)

Font_R4 TGGTCTAGCGATCCTCTTTG

Tyrp_EX1F  TYRP1 Exon 1 TGGCTGTTTTGTACTGCCTG 58°C 15 750 Deng et al.(2008)

Tyrp_EX1R CCCTCCCATGTACTCATCTGT

Tyrp_EXA4F TYRP1 Exon 4 TGCAGGATCCTTCTTTCTCC 58°C 25 400 Gratten et al. (2007)

Tyrp_EX4R TGAATATCTGTACATCCGTTCTCT

Tyrp_INT_F  TYRP1 Exonl CAAGAGCCTGATGGAGAAGGA 60°C 2.0 425 Deng et al.(2008)

Tyrp_INT_R CATTAAACAGGGGCGTTGTTC

*T_A = temperatura de anelamento / Mgcl” = proporc&o de magnésio / pb = pares de bases.

32
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2.4. Sequenciamento, edicao e analise dos genes ASIP, MC1R e TYRP1

Os amplicons padronizados foram purificados seguindo o protocolo do
fabricante (versdo 3 Applied Biosystems usando Exo-SAP®). Foi utilizado de 30 a 50
ng do produto amplificado e acrescido 0,5U das enzimas Exonuclease | (Exo) e SAP
Fosfatase Alcalina (Shrimp Alkaline Phosphatase). A solugdo foi homogeneizada e
submetida por 30 minutos a 37°C e mais uma etapa de inativacdo enzimatica a 80°C por
20 minutos.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas com a proporcdo de
0,5ul de Big Dye (Applied Biosystems) e tampéo 5x para cada amostra. Cada iniciador
foi diluido a 1,6uM, e 2 pl foi utilizado na reacdo juntamente com até 50ng de DNA
purificado. O ciclo de amplificacdo foi um minuto de desnaturacéo a 96°C, 25 ciclos de
desnaturacao por 10 segundos a 96°C e temperatura de anelamento dos iniciadores por 5
segundos a 50°C com extensdo de 4 minutos a temperatura de 60°C.

As reacOes de sequenciamento foram purificadas com 3,0ul de EDTA em
concentracdo de 125 uM e 25ul de etanol absoluto. Apds incubacdo em temperatura
ambiente por 15 minutos, foram centrifugadas a 4°C por 30 minutos a 3.000rpm. Em
seguida foi adicionado 30pl de etanol 70% e, novamente, centrifugado por 15 minutos a
3.000 rpm. A remocédo do excedente do etanol 70% ocorreu por 15 minutos. Dez
microlitros de formamida (Hi-Di) foram adicionados as amostras. A desnaturacdo das
fitas de DNA foi feita por 5 minutos a 95°C. As reacOes de sequenciamento foram
realizadas em sequenciadores ABI Prism 3100 Genetic Analyzer®ou ABI 3730 DNA
Analyzer® (Applied Biosystems).

O sequenciamento de DNA foi realizado em 115 amostras de ovinos da
raca Crioula do rebanho do nucleo de conservacdo da Embrapa Pecuéria Sul para os
genes MC1R, ASIP e TYRP1. Foram sequenciados 953pb da regido codificante do gene
MCI1R e 5.353pb e 1.609p para os demais genes. As sequéncias referéncias utilziadas
constam no banco de dados do GenBank séo elas MC1R Y13965,ASIP EU420022 e
duas para o gene TYRP1 EF102109 e DQ530058.

Os dados brutos do sequenciamento foram pré-analisados no programa

Sequence Analysis v.3 (Applied Biosystems) e editados com a utilizacdo do programa
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SeqScape®v.2.5 (Applied Biosystems). A estimativa dos haplétipos bem como a

quantificacdo dos niveis de diversidade genética foram realizadas utilizando o programa
Arlequin 2000 v.3.5 .0 algoritmo utilizado foi (ELB) Elastic Load Balancing.(Excoffier
& Lischer 2010).

2.5. Analise de fragmentos para identificar delecGes e duplicacdes no gene ASIP

Dois ensaios com iniciadores marcados com fluorescéncia foram
realizados com o objetivo de identificar as delecdes e duplicaces no gene ASIP
(Figuras 3 e 4). O ensaio da duplicacédo no exon 2 foi realizado com iniciador 5"marcado
com fluorescéncia 6-FAM (Agt 16, Tabela 2) juntamente com um par de iniciadores
direto e reverso (Agt 17 e Agt 18). Para confirmar a presenca ou auséncia das delecdes
de 5pb (g.100-105delAGGAA) e 9pb (9.10-19delAGCCGCCTC) situadas também no
exon 2, foram empregados os iniciadores Agt 7 marcado com fluorescéncia 6-FAM ,
Agt 8 ndo marcado e Agt 1 e Agtll. A delecdo de 9pb (g.10-19delAGCCGCCTC)
causa a perda de um tri-peptideo capaz de afetar a funcéo de transporte do gene ASIP. A

delecdo de 5pb pode resultar em um stop codon prematuro.

copia 1 copia 2

YT ~190 Kb f;g;;;, - ~190 Kb

I 5’Ponto de ruptura Pontoldel'jungéo 3’Ponto de ruptura I

ITCH

=
=X
Qe

Figura 3. Duplicacdo de ~190kb situada no locus ASIP, que abrange a regido de
codificacdo AHCY e promotora ITCH. Figura adaptada de Han et al. (2015).

Os ensaios para detectar a presenca ou auséncia das delegdes de 5 e 9 pb
situadas no exon 2 do gene ASIP, revelaram dois tamanhos diferentes de amplicons:

165 e 174pb referente aos 5pb e 9pb respectivamente (Figura 4).
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I Delegdio 5e 9 pb Exon 2 :
| g.10-19pb.Del AGCCGCCTC=D9 |
| £:100-105pb.Del_AGGAA=DS |

|

165elddpb |
ATG T TGA
Exon 2 Exon 3 Exon 4 3'UTR
169ph &65ph 177pb 177pb

Figura 4. Estrutura simplificada e esquematica do gene ASIP. Blocos negros representam

0S exons e brancos, os introns. Figura adaptada de Norris & Whan, (2008).

A eletroforese da PCR do ensaio de detec¢do da duplicacdo revelou
amplicons de dois diferentes tamanhos: 242pb originado do anelamento dos iniciadores
Agtl6R—-FAM marcado e Agtl8F, (Figura 3) responsaveis pela jungdo entre as copias
duplicadas; e 238pb, originado do anelamento dos iniciadores Agtl6R e Agtl7F,
referente a amplificacdo da regido de sequéncia 5'anterior ao ponto de duplicacdo. A
presenca exclusiva do fragmento de 238pb indica a auséncia de duplicagdo. (Norris
&Whan 2008). Dessa forma, a amplificacdo de ambos os fragmentos confirma a
existéncia de pelo menos uma copia duplicada do gene ASIP.

Os produtos de PCR para genotipagem para os eventos de delecdo foram
preparados a partir de 1ul da reacdo de PCR da regido de interesse, 1pl de marcador de
peso molecular Rox® com fluorescéncia (carboxi-x-rodamina) e 8ul de formamida
Hi-Di totalizando volume final de 10 pl. Essa mistura foi desnaturada por 5 minutos a
95°C. As amostras permaneceram no gelo por 5 minutos.

As amostras foram analisadas no sequenciador ABI 3730 (Applied
Biosystems) e o programa Genemapper (Applied Biosystems) foi utilizado na inferéncia
dos alelos a partir da estimativa do tamanho dos fragmentos. O programa Action foi
utilizado para inferir sobre as analises estatisticas, tabela de contingéncia e Qui-

quadrado. (Equipe Estatcamp, 2014).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Resultados

Foi realizada avaliacdo visual da coloracdo da 1& de 115 animais da raca
Crioula do rebanho de conservacdo da Embrapa Pecuaria Sul (CPPSUL) destes 68,7 %
foram classificados em cores escuras (preto, preto malhado, mouro e mouro malhado) e
31,3% classificados em cores claras (branco, branco mascarado e castanho). A cor mais
frequente foi o preto 43,4% e a menos frequente o castanho (0,86%) (Figura 5). Desta
forma a classificacdo dos animais quanto a cor da I os dividiu em dois grupos de

coloragéo: animais brancos e ndo brancos.

60
50 OBranco
>0 O Branco mascarado
40 O Castanho
30 M Preto
21
20 - 14 16 B Preto malhado
10 _:‘7_ ; 6 7 B Mouro
0 L @ Mouro malhado

Brancos N3ao Brancos

Figura 5. Distribuicdo dos animais em relacdo a cor da pelagem no rebanho de ovinos da
raca Crioula da Embrapa Pecuaria Sul .

3.1.1. Polimorfismos no gene MC1R

Foram identificados cinco sitios polimorficos no gene MC1R, trés deles sdo
subistitui¢des sindnimas ¢.429C> T, ¢.600T> G; ¢.735T> C .(Fontanesi et al., 2010). Os
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outros dois polimorfismos sdo ¢.218T>A e 0 ¢.361G>A provocam alteracdes de

aminoacidos p.M73K e p.D121N (Vage et al.,1999). A partir dos polimorfismos de base
unica (SNPs) encontrados foram montados seis hapldtipos (Tabela 3).Foram utilizados

43 cruzamentos, totalizando 98 animais.

Tabela 3. Relacdo dos haplotipos do gene MCI1R identificados a partir do sequenciamento

de 953pb.

Haplotipos
N° T218A G361A C429T T600G C735T Frequéncias
H1 T G C G C 0,010309
H2 T G C T C 0,576652
H3 T G T G T 0,103760
H4 A G T G T 0,005155
HS5 A A C T C 0,005822
H6 A A T G T 0,298302

A ocorréncia dos SNPs ¢.218T>A e ¢.361G>A causam a troca de um
aminoacido metionina por uma lisina na posi¢do 73 (M73K) e um &cido aspartico por
uma asparagina na posicdo 121 respectivamente. Estas substitui¢cbes resultam no alelo
preto dominante (EP) do gene extensdo MCIR. O alelo selvagem (E*) é representado
pelos cddons ndo mutados nas posicdes 73 e 121. Os haplotipos H5 e H6 sdo os que
representam o alelo preto dominante E°. As frequéncias alélicas, genotipicas e
haplotipicas podem ser observadas, nos grupos de cores dos animais, nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para os alelos E° e E* dentro
do loco de extensdo MC1R para diferentes coloracdes de pelagens identificadas

nos ovinos Crioulos do Nucleo de Conservacdo da Embrapa Pecuéria Sul.

Coloracdodald N Frequéncia Alélica Freguéncia Genotipica

E° E* E°E° E’E* E'E"
Branco 21 - 0,183 - - 0,183
Branco 14 0,004 0,118 - 0,009 0,112
mascarado
Castanho 1 - 0,009 - - 0,009
Preto 50 0.182 0,252 0,052 0,261 0,121
Preto malhado 16 0,061 0,078 0,017 0,087 0,035
Mouro 6 0,026 0,026 0,009 0,035 0,009
Mouro malhado 7 0,017 0,044 0,035 0,026

Total 115 0,29 0,71 0,078 0,427 0,495
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Como esperado, o alelo dominante EP foi praticamente observado apenas

nos animais de coloracdo escura (ndo brancos), houve uma excessdo a presenca do
genotipo em heterozigose (E°E*) em que o animal carregava uma cdpia do alelo E®,
este ovino foi classificado como Branco mascarado. A distribuicdo das frequéncias
absolutas dos haplotipos identificados para MC1R no rebanho de conservacéo da ovelha
Crioula podem ser observados na tabela 5. O alelo selvagem E™* foi mais de duas vezes
frequente nessa populacdo (71%) mesmo com menor nimero de animais com coloragdo
Branca. Todas as associagdes entre individuos portadores de alelo selvagem E* e a
coloracdo branca e animais de coloragdo escura (ndo brancos) ao alelo EP foram

significativas (P>0,05).

Tabela 5. Distribuicdo das frequéncias absolutas dos haplotipos identificados para loco de
extensdo MCL1R para diferentes coloragdes de pelagens identificadas nos ovinos
crioulos do Nucleo de Conservacdo da Embrapa Pecuéaria Sul.

Coloracdodalda N° H1 H2 H3 H4 H5 H6

Branco 21 2 36 4 - - -

Branco 14 - 22 6 - - -

mascarado

Castanho 1 - 2 - - - -

Preto 50 - 47 35 1 24 40
Preto malhado 16 - 18 10 - 10 14
Mouro 6 - 4 5 - 3 6

Mouro malhado 7 - 10 4 - 4 4

Total 115 2 139 64 1 41 64

O haploétipo (H2) representa a sequéncia selvagem do gene MC1R, esteve
presente em ovinos com fendtipos branco e preto. O hapl6tipo H6 representa a
sequéncia do tipo preto dominante homozigoto e foi observado em animais, preto, preto

malhado e mouro.

3.1.2. Polimorfismos no gene ASIP

Foram identificados sete SNPs do gene ASIP no rebanho de conservagao
da ovelha Crioula do CPPSUL. Dois destes SNPs foram localizados no exon 4

(9.5051G>C; € sindbnimo) e (c.5172T>A ndo é sinbnimo e causa uma alteracdo de
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cisteina para serina C126S) (Norris et al., 2008; Gratten et al,. 2010) e o restante dos

SNPs foram encontrados em introns. O SNP (c.251G>A, esta situado no intron 2) e 0s
demais foram identificados no intron 3 (c.4969G>T, c.49991A>C, c.5275C>A,
€.5350T>C e ¢.5051G>C). Néao foram identificados polimorfismos no exon trés. Devido
a presenca de uma duplicacdo de 190kb que engloba o gene ASIP, ndo foram montados
haplotipos, pois 0 modelo experimental usado neste estudo ndo permitiu detectar
maiores detalhes quanto a distincdo entre coOpias duplicadas homozigotas e
heterozigotas. Devido a esse fato, somente as frequéncias alélicas e genotipicas foram
calculadas (Tabela 6). Considerando que o SNP (c.5172T>A) ja foi reconhecidamente
associado a coloracdo da pelagem branca Norris, (2008) um teste de associacdo foi

realizado. Houve associagéo entre o polimorfismo e a coloragéo da I& (P>0,05).

Tabela 6. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para SNPs identificados no

gene ASIP do Ndcleo de Conservacgdo da raca Crioula da Embrapa Pecuaria Sul.

SNPs ASIP N  Frequéncias alélicas Frequéncias genotipicas

G251A 230 A(033) G(067) GG (04174) GA(0,4957) AA (0,0870)
G4969T 230 G(041) T(059) GG (0,4000) GT(0,3913) TT (0,2087)
A4991C 230 C(0,31) A(0,69) AA(0,4348) AC(0,5130) CC (0,0522)
G5051C 230 C(0,41) G(0,59) GG (0,2957) GC(0,6000) CC (0,1043)
T5172A 230 A(0,33) T(0,67) TT(0,4000) TA(0,5391) AA (0,0609)
C5275A 230 A(0,39) C(061) CC(0,3217) CA(0,5739) AA (0,1043)
T5350A 230 A(0,01) T(0,99) TT(0,9825) TA(0,0175) -

3.1.3. Genotipagem duplicacéo do gene ASIP

A genotipagem foi realizada para detectar a presenca ou auséncia da
duplicacdo de pelo menos uma cépia duplicada do gene ASIP. A amplificacdo do
fragmento de DNA da regido da sequéncia 5' referente ao ponto de ruptura (Figura 6)
gerou um amplicon com 238pb que representa 0s animais que ndo possuem a
duplicacdo (AP). Dos 115 animais genotipados, 36 (31%) ndo apresentaram a
duplicacdo. A amplificacdo da regido responsavel pela juncéo entre as copias duplicadas
gerou um fragmento de 242pb. A amplificacdo simultanea dos dois fragmentos, 238 e
242p (AP) foi observada em 79 (69%) animais.
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Figura 6. Eletroferogramas da andlise de fragmentos para identificar a duplicacdo do
gene ASIP em ovinos da raca Crioula. A=fragmento de 238pb auséncia de
duplicacdo (ANP) B=fragmentos 238 e 242pb caracteriza presenca de pelo

menos uma copia duplicada do gene ASIP (AP).
3.1.4. Genotipagem delecdes (D5 e D9) no exon2 do gene ASIP

Duas delegdes foram encontradas no exon 2, sdo elas as delec¢des de 5pb
(9.100-104del-AGGAA) e 9pb (g.1019del-AGCCGCCTC). A presenca das delegdes foi
representada pelas siglas D5 e D9 e a auséncia por N. Foram encontrados cinco
gendtipos: NN/ DON/ D5N/ D5D5/ D5D9N (Figura 7).

30 - O Branco

O Branco mascarado
25 1 O Castanho
20 ~ W Preto
15 - B Preto mascarado
10 - E Mouro

0O Mouro malhado
i P |
O |_|_| T |_|_| I = T T - T

NN D9N D5N

D5D5 D5D9N

Figura 7. Distribuicdo da presenca e ou auséncia das delecGes existentes no exon 2 do
gene ASIP observadas em diferentes cores de 1a de ovinos Crioulo da Embrapa

Pecuaria Sul.
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3.1.5. Polimorfismos no gene TYRP1

Foram sequenciados 1.609pb da regido codificadora do gene TYRP1 foram
identificados no exon 1 duas varia¢fes nucleotidica de natureza sinénima (192G>C e
463C>T quatro haplotipos foram observados (Tabela 7). As frequéncias alélicas,
genotipicas e haplotipicas estdo descritas nas Tabelas 8 e 9. O SNP G869T situado no
exon 4, relatado por Gratten et al, (2007) n&o foi encontrado neste estudo.
Tabela 7. Relacdo dos haplétipos do gene TYRPL1 identificados a partir do sequenciamento
de 1,609 pb.

Haplotipos G192C C463T Frequéncia

NO

H1 G C 0.764117
H2 G T 0.014144
H3 C C 0.075014
H4 C T 0.146726

Tabela 8. Distribuicdo das frequéncias alélica e genotipica dos SNPs identificados no gene
TYRP1 em ovinos com diferentes coloracdes de pelagens do Nucleo de

Conservacdo da raca Crioula da Embrapa Pecuaria Sul

Cores da " SNP G192C SNP C462T

La Freq. Alélica Gelrjcr)fi% ica Freq. Alélica GeEchfl% ica
G C GG CC GC C T ccC TT CT

B 21 017 0,02 0,15 - 0,03 0,18 - 0,18 - -
BM 14 0,0 0,03 0,08 001 003 010 0,02 0,09 001 0,03

C 1 0,01 - 0,01 - - 0,01 - 0,01 - -
P 50 032 011 024 003 016 034 010 0,25 0,01 0,17
PM 16 0,12 0,02 0,10 - 0,04 0,12 0,02 0,10 - 0,03
M 6 003 0,02 0,02 - 0,03 0,04 0,01 0,03 - 0,03
MM 7 004 002 003 001 003 005 001 0,04 - 0,02

Total 115 0,78 0,22 062 005 033 084 016 0,70 0,02 0,28
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Tabela 9. Distribuigdo das frequéncias absolutas dos haplotipos identificados para TYRP1

em diferentes coloracbes de pelagens identificadas nos ovinos Crioulos do

Nucleo de Conservacao da Embrapa Pecuéria Sul.

Coloragdodald N° H1/H1 H1/H2 H1/H3 H1/H4 H2/H4 H3/H3 H3/H4 H4/H4

Branco 21 17 - 4 - - - - -
Branco mascarado 14 9 - 1 3 - - - 1
Castanho 1 1 - - - - - -
Preto 50 25 2 2 16 1 1 3 -
Preto malhado 16 11 - 1 4 - - - -
Mouro 6 2 - 1 3 - - - -
Mouro malhado 7 3 - 2 1 1

Total 115 68 2 11 27 1 1 4 1

3.1.6. Interacdo entre os polimorfismos dos genes ASIP e MC1R

As distribuic6es de todos os polimorfismos identificados nos gene ASIP e
MC1R sugerem, como esperado, uma interagdo entre eles mesmos (Tabela 10). Em
termos gerais a coloracdo negra em ovinos pode ser devida a presenca de um alelo
recessivo ndo-agouti (A% no loco agouti (gene ASIP) ou a presenca do alelo dominante
do loco de extensdo E° (gene MCIR). A partir dessa premissa foi possivel confirmar
que todos animais claros (N=37) apresentaram a duplicacédo do gene ASIP, o que pode
indicar que pelo menos uma cdpia duplicada contém alelo dominante/ selvagem (A"
que acarreta na producdo de feomelanina e, ao mesmo tempo, apresentaram o alelo
selvagem E™ para o gene MC1R. Conforme mencionado anteriormente, a excecdo para
este padréo foi a ocorréncia de um animal branco mascarado com uma copia do alelo
dominante do loco de extensdo (EP). Contudo, este animal ndo possuiu nenhuma das
mutacdes que acarretam o alelo recessivo ndo-agouti (apresenta a duplicacdo do gene
ASIP, porém nao apresenta delecdo D5 nem a mutacdo A na posicdo T5172A do exon
4).

Dos 36 animais coloridos que ndo apresentaram duplicacdo no gene
ASIP, apenas cinco ndo se encaixaram no modelo basico de interagdo explicado acima.
Ou seja, quatro animais pretos e um preto mascarado foram homozigotos para o alelo
selvagem E” para o gene MC1R e ndo apresentaram nenhum alelo recessivo ndo aguti

(A% para ASIP. Dos 79 animais com a duplicacdo para gene ASIP, 42 foram coloridos
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(Tabela 10). Destes, apenas um animal preto ndo correspondeu as predicdes, visto que

além de homozigoto para o alelo selvagem E* para o gene MC1R e ndo apresentaram
nenhum alelo recessivo ndo agouti (A%) para ASIP, apresentou a duplicacdo para o
mesmo. Todos os sete animais citados (1 coloracdo clara e 6 coloridos) apresentaram
pelo menos uma cépia do Haplotipo H2 do gene MC1R (mais frequente) de forma que
ndo aparenta que esses desvios tenham sido por causa de algum polimorfismo adicional
do gene MC1R. O mesmo é verdade para o gene TYRP1, onde ndo se observou presenca

de nenhum hapl6tipo especifico nesses animais.



44

Tabela 10. Associacdo das cores de pelagens observadas nos animais da raca Crioula da Embrapa Pecuaria Sul com os polimorfismos nos genes

ASIP e MC1R
Duplicagio _ _ N NUmero de Animais
Gene ASIP Polimorfismos ASIP  Genotipo Branco Branco Castanho Preto Preto Mouro Mouro Total
Mascarado Mascarado Malhado
Auséncia DelegBes Exon 2 DsN - - - 12(7)* 6(2)* - 1(1)* 18
DoN - - - 2(1)* - - - 2
NN 1 - - 3(2)* 1(1)* 2(1)* 1 7
D5D5 - - - 1(1)* - - - 1
D5DO9N - - - - - - - -
Total 1 - - 18 7 2 2 29
Exon 4 (g.5172T>A) TT - - - 8(5)* 1 - - 9
TA 1 - - 7(5)* 5(2)* 2 (D)* 1 15
AA - - - 3(L)* 1 - 1 5
Total 1 - - 18 7 2 2 29
Presenca Delecbes Exon 2 DsN 7 7 13(10)* 6 2(2)* 1()* 22
DyN 2 2 - 3 (2)* - - 1(1)* 4
NN 4 2 - 4 (4)* - 1(1)* - 5
D5D5 - - - - - - - -
D5D9N 2 1 1 6(6)* 1 1(1)* - 8
Total 15 12 1 26 7 4 - 37
Exon4 (g.5172T>A) TT 5 2 - 14(12)* 5(5)* 1(1)* 1(1)* 20
TA 9 9 1 12(11)* 2(2)* - - 14
AA 1 1 - - - 3(3)* 1(1)* 5
Total 15 12 1 26 7 4 2 39

*N0meros entre parénteses indicam o nimero de animais portadores do Alelo E° do gene MC1R
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3.2. Discussao

A expressdao da cor da pelagem em ovelhas é afetada diretamente pela
distribuicdo e atividade dos melandcitos, mas também pelas interacbes genéticas entre 0s
alelos candidatos. Para que um ovino manifeste pigmentacdo de cores escuras € necessaria a
presenca de homozigose do alelo recessivo ndo-agouti (A*) no locus ASIP ou também pode
ocorrer devido ao alelo preto dominante (E®) que esta situado no locus extensdo do gene
MCI1R. Em ambos os casos, a pigmentacdo escura expressa na l& ndo é distinguivel
fenotipicamente (Searle, 1968, Sponenberg, 1997). Neste estudo constatamos a presenca de
ambas as maneiras de expressao da coloracdo escura (ndo branca) no rebanho de conservacéo
da raca Crioula.

Neste estudo constatamos que a associacdo existente entre o fendtipo
(colorido) n&o branco com o alelo EP dominante em ovelhas Crioula est4 em conformidade
com os efeitos causados pelas mutacdes no receptor do gene MCI1R. Esta associacdo foi
descrita em outras ragas ovinas em que existia a presenca do alelo E™ que corresponde ao
homozigoto recessivo para o fendtipo branco (Vage et al., 1999, Vage et al., 2003, Royo et
al., 2008, Calvo et al. 2006, Deng et al., 2009, Fontanesi et al., 2010 e Fontanesi et al.,
2011).

Animais portadores do alelo EP, em sua maioria apresentaram cores escuras,
houve uma exce¢do, um individuo de coloragdo branco mascarado portador do gendtipo
EPE* heterozigoto, este ovino ndo possuiu as mutacdes que causam o alelo preto recessivo
ndo-agouti que sdo a delecdo D5 e a mutacdo (A) na posicdo T5172>A do exon 4 mas possuli
a duplicacdo do gene ASIP que esta prevista para causar coloracdo branco dominante.

Na ovelha Crioula os fenétipos de cores claras, como 0 branco e branco
mascarado foram totalmente associados com o gendtipo selvagem (E'E™) e ao alelo duplicado
(AP) (Norris & Whan, 2008) Estas mutaces estdo de acordo com a encontrada na raca
Merino, onde todos os animais de fenotipos claros sdo homozigotos e possuem pelo menos
uma copia do alelo duplicado. Este modelo tambem foi observado nas racas ovinas: Texel,
Appenninica, Bergamacia e Sarda (Fontanesi et al.,2011).

Observamos no rebanho de conservacdo da ovelha Crioula que a diversidade
dos eventos de delecdo de 5 e 9pb no exon 2 juntamente com o SNP ndo sinénimo situado no
exon 4, T5172, deram origem a cinco diferentes gendtipos referente a delecdo no exon 2 do
gene ASIP (NN, D5N, D9N, D5D5 e D5D9N). Embora a diversidade de coloragéo e tons da l&
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da Crioula seja evidente, ndo houve associacdo entre, as variagdes na regido codificadora do
gene ASIP e as diversas coloracdes da pelagem da Crioula. A maioria dos genoétipos existentes
no rebanho de conservacdo da Crioula poderam ser explicados pelo modelo de heranca da
coloracéo estabelecido pela interacdo epistatica entre os genes ASIP e MC1R. Porem, do total
de 115 animais, sete ndo puderam ser explicados. Os sete animais citados (1 de coloragéo
clara e 6 coloridos) apresentaram pelo menos uma copia do Haplotipo H2 do gene MC1R
(mais frequente) de forma que ndo aparenta que esses desvios tenham relacdo com algum
polimorfismos adicional do gene MC1R. O mesmo € verdade para o gene TYRP1 onde nédo se
observou presenca de nenhum haplétipo especifico nesses animais.

Os seis ovinos coloridos (possuem gendtipos de animal branco e fenétipo de
cor escura) ndo possuem as deleces do exon 2 (NN) e nem a duplicacdo do gene ASIP (com
excecao de um animal preto que possui a duplicacdo) Todos 0s seis ovinos coloridos possuem
0 SNP funcional (A5172>T) e o gendtipo recessivo (E'E™).

Ap0s analisar os registros genealogicos dos seis ovinos coloridos que ndo se
engquadram no modelo de heranca atual, percebemos que quatro destes animais possuiam o
mesmo progenitor, um ovino preto que também carrega o alelo da duplicacdo e que néo
possui as delecOes de 5 e 9 pb do exon 2, carrega 0 SNP funcional A5172>T situado no exon
4 do gene ASIP.

Os outros dois ovinos coloridos que ndo puderam ser explicados pelo modelo
de epistasia também sdo proles geradas por um mesmo progenitor, de coloragdo mouro que
assim como suas proles ndo possui o alelo duplicado do gene ASIP e nem as delecbes de 5 e 9
pb do exon 2 e carrega o SNP funcional A5172>T. Sabendo que o gendtipo funcional (NN
5172>T, E'E") é responsavel pela coloracdo branca e no entanto foi encontrado em animais
com fenotipo colorido cremos que algum fator desencadeante da coloracdo escura das proles
pode estar ligado aos progenitores.

Gratten, (2010), ao analisar a populacdo livre de ovinos Soay constatou a
existéncia de 2 ovinos com fenotipos divergentes, assim como ocorreu nas seis ovelhas
Crioulas os ovinos apresentavam a sequéncia de codificacdo funcional (N5-5172>T) para
producdo de coloracdo branca, porém eram coloridos. Gratten propos modelo de heranga de
homozigose, em que pelo menos uma das mutagdes que causam o fendtipo branco, seria o
desencadeador do silenciamento do promotor do gene ASIP. Uma hipotese, seria a presencga
de cépias duplicadas do gene ASIP, porém ndo funcionais de forma que acarretaria na
formacdo de fendtipos escuros e ndo claros. Contudo ndo descartamos a possibilidade de

haverem outros polimorfismos e genes agindo na populacdo em questéo.
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4. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo foi possivel concluir que a ampla
diversidade da coloracdo da 1& das ovelhas Crioula, do nucleo de conservagdo esta sendo
regulada pela influéncia e interacdo epistatica existente entre os alelos dos genes MC1R e
ASIP. Apesar da possibilidade de outros genes ndo abordados neste estudo estarem
envolvidos na determinacdo da coloracdo da 1a. Observamos que a maioria dos gendtipos
existentes no rebanho foram explicados pelo modelo de heranca da coloracdo estabelecido

pela interacdo entre os genes MC1R e ASIP.
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos através deste estudo poderdo ser adaptados e
incorporados na rotina de manejo do Ndcleo de Conservacédo da raca ovina Crioula de forma a
se manter e fornecer animais de acordo com a demanda dos produtores. Adicionalmente,
gametas dos principais genotipos para pelagem deverdo ser inseridos no banco de
germoplasma da Embrapa Recursos Genético Biotecnologia (Cenargen) de forma a conservar

parte da diversidade genética da raca.
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