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Resumo: O objetivo deste trabalho foi caracterizar os pbneis da raca Ponei
Brasileiro através de medidas lineares, avaliar o efeito do sexo, analisar mutacdes
no gene LCORL e LASP1 e suas associagcfes com a estatura em equinos da raca
Ponei Brasileiro. Durante os anos de 2011 e 2014 foram estudadas 14 medidas
lineares, os indices corporais destas medidas em relacdo a altura da cernelha,
diferentes indices morfoldgicos e o sistema eclético de proporcdes lineares de 214
animais adultos da raca P6nei Brasileiro. Foram coletadas amostras de pelo da base
da cauda e genotipados um total de 124 equinos, 115 animais da raca Ponei
Brasileiro de dois Haras do norte do estado do Rio de Janeiro e, 9 animais de alta
estatura utilizados como controle para o estudo de associagdo com os marcadores
moleculares. Os pobneis apresentaram estatura média de 0,845m na altura da
cernelha. O dimorfismo sexual foi observado através dos indices das medidas
lineares significativamente entre machos e fémeas adultas. Foi realizada a
amplificacdo dos fragmentos de DNA pela técnica da reagdo em cadeia da
polimerase; apés a amplificacéo foi realizada a digestdo com enzima de restricado e
foram submetidas a eletroforese capilar para a discriminacdo alélica por tamanho e
identificacdo do polimorfismo. O SNP do gene LCORL mostrou efeito significativo
(P<0,05) para o genotipo C/C na altura dos equinos. O SNP do gene LASP1 néo
apresentou associacdo com a altura da cernelha dos poéneis. A identificacdo de
SNPs em genes de menor efeito € necessaria para permitir a selecdo de equinos
poneis para uma menor estatura.

Palavras chaves: Associacdo Gendmica, Caracterizacdo Sexual, Dimorfismo,
Medidas Corporais, SNP.



Abstract: The aim of this paper was to characterize the ponies of Ponei Brasileiro
breed through linear measurements to evaluate the effect of gender, to analyze
mutations in the gene LCORL e LASP1 and their associations with height in ponies
of Ponei Brasileiro breed. During 2011 and 2014 it was made a study in 214 adult
ponies about fourteen linear measurements, the body indexes of these
measurements according to height at the withers, different morphological indexes
and the eclectic system of linear proportions. Fur samples were collected from the
base of tail and a total of 124 horses were genotyped: 115 ponies of Ponei Brasileiro
breed from two ranch in the north of Rio de Janeiro state and 9 tall horses were used
as control group to the study of molecular markers association. The medium stature
of ponies was 0.845 in height at the withers. The sexual dimorphism was significantly
observed between adult males and females using the linear measurements indexes.
The amplification of DNA fragments was made using the Polymerase Chain Reaction
technique; then the digestion was made using restriction enzyme and they were
submitted to capillary electrophoresis technique in order to determine the allele by
size and to identify the polymorphism. The SNP of LCORL gene had significant effect
(P<0.05) for C/C genotype in horse’s height. The SNP of LASP1 gene had no relation
with height at the withers in ponies. The identification of SNPs in genes with lower
effect is important to allow the selection of ponies for a lower stature.

Key words: Genomics association, Sexual characterization, Dimorphism, Body
measurements, SNP



SUMARIO

CAPITULO 1: CONSIDERAGOES GERAIS........cooiieceeeeteeeeeeeeeeeee et 7
R 1 1 {00 [ ¥ [ox= Lo J PP PP PPPPPRSPOTRPN 7
P © o] 1111V o PP O PP PPPPPPR ORI 9
3. ReVISAO BIDIOGIATICA. ... eeiiiiiiiiie e e 10
4. Refer@ncias DIDIHOGIafiCaS. ......c.uuiiiiiiie e e 21
CAPITULO 2: MEDIDAS LINEARES DE PONEIS DA RACA PONEI

BRASILEIRO . ...ttt ettt e e e et e te bt e e e e e e e e eeetbeb e e e e e e eeeerbenaes 26
RESUIMIO. ...ttt e e et et e e e e e e e s 26
R | 11 {00 [§ o= Lo J TP PPPPPRPRRTOPPPIN 27
2. MALErial € MELOUOS. .. .cecuiieiiiiiei ettt e et e e e sbb e e e eatbe e e e nnnbe e e e s nnee o 28
3. RESUIATOS € DISCUSSEOD......ciiuvtiiieieeeeiieittt et ee e e e s sttt ee e e st bbbt e e e es e e e e e et bbb e e e e e e enneees 34
N o] o[ 11 7= (o F PP PRPPPRRR 44
5. Referéncias biblIOgrafiCas...........ocueiiiiiiiiiiiiie e e 45

CAPITULO 3: ANALISNE DE POLIMORFISMOS NOS GENES LCORL E LASP1
E SUAS ASSOCIACOES COM A ALTURA DE EQUINOS DA RACA PONEI

BRASILEIRO . ... ittt ettt ettt sh ettt e ne e e neeens 47
NSV o TP a7
R 1o o 11 o= T T 48
2. MAterial € MELOUOS. .........uiiiiiiiiie ettt e e e e rn e 50
3. RESURAAOS € DISCUSSED. .....cciiiuriiieiiiiiie ettt ettt ettt e et e st e e e e s nrnne e 56
4. CONCIUSBO. ....ceeiie ettt ettt ettt ettt e st e e ekt e ekttt e e et e e e e er e e e anrae e 71

5. Referéncias bibliografiCas...........ueeuieiiiiiiiiii 72



CAPITULO 1. CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A populacdo mundial de equinos manteve-se estavel nas Ultimas décadas. E
estimada atualmente em 58,472 milhées de equinos. No continente Americano,
encontra-se mais da metade do rebanho mundial com 32,388 milhdes de cabecas
(FAO, 2011).

Antigamente a necessidade de utilizacdo de tragdo animal em tdneis e em
minas iniciou a selecdo e criacdo dos cavalos pbneis. Hoje, no Brasil, se destacam
0s equinos da raca Ponei Brasileiro. Em exposicbes e campeonatos € avaliado
inicialmente o andamento por tras, de perfil e pela frente com dinamica ao trote,
visando apenas identificar problemas de locomo¢do e andamento, bem como
desvios acentuados de aprumos. Logo apés segue-se para o julgamento morfolégico
de acordo com o padr&o racial (ABCCPONEI)

Originado do cruzamento das racas Shetland da Escoécia, dos Falabella da
Argentina, além de alguma influéncia de animais oriundos do Paraguai e Uruguai
(ABCCPONEI), os péneis da raca Poénei Brasileiro se difundiram pelo territorio
nacional levando a fundacdo da Associacdo Brasileira dos Criadores do Cavalo
Ponei — ABCCPONEI, com o estabelecimento dos padrées raciais e iniciando o livro

de registros dos animais.

O cavalo ponei é muito procurado para sua utilizacdo no lazer de criancas e
na equoterapia por apresentar um porte pequeno que diminui os riscos de acidentes.
Sao escassos os trabalhos de morfologia em pdneis, Costa et al., (1998) e Quirino et

al., (2012) relataram mensuracdes ho momento do registro dos animais.

O tamanho do corpo € um importante parametro para estudar as influéncias
genéticas sobre as caracteristicas quantitativas, e tem sido intensamente estudada
em humanos e também em animais domeésticos (SIGNER-HASLER et al., 2012;

METZGER et al., 2013). Em equinos, o tamanho do corpo é um critério importante e



crucial para a classificacdo e avaliacdo de diferentes ragcas e a altura apresenta

grande influéncia na aparéncia e fungéo.

Estatura em todos os organismos é a interacdo aditiva de dezenas, se ndo
centenas, de genes dentro de um individuo que determina a sua altura adulta final.
Este carater poligénico é principalmente devido a genética (80 - 90%) e € apenas
ligeiramente afetada por outros fatores ambientais. Esta altura adulta tem mostrado
ser bastante variavel dentro de certas populacfes isoladas de espécies animais,
incluindo os seres humanos (EBERTH, 2013).

Para a selecdo dos cavalos poneis e determinacdo do potencial dos
reprodutores € necessario a mensuracao e registro das medidas lineares dos
animais, para dar suporte aos programas de selecéo por tamanho do animal; sendo
assim, este trabalho tem como objetivo de caracterizar os equinos da raca Ponei
Brasileiro através de medidas lineares e analisar mutacées no gene LCORL e

LASP1 e, suas associacfes com a estatura em equinos da raca Ponei Brasileiro.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar os equinos da raca Poénei Brasileiro através de medidas
lineares e analisar mutacdes no gene LCORL e LASP1 e suas associagdes com a

estatura em equinos da raca Ponei Brasileiro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar os equinos da raca Ponei Brasileiro através de 14 medidas

lineares;
- Estimar as correlacdes entre as medidas lineares;

- Genotipar equinos da raca Ponei Brasileiro para mutagcdes nos genes
LCORL e LASP1;

- Determinar os genoétipos na populacdo e estimar a frequéncia alélica e

genotipica dos polimorfismos nos locos;

- Verificar o efeito dos polimorfismos supracitados sobre a altura dos equinos

- Indicar aos criadores o direcionamento dos acasalamentos para obtencéo de

animais de menor porte.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. AEQUINOCULTURA E A RACA PONEI BRASILEIRO

Segundo dados do IBGE (2011) o efetivo de equinos no Brasil foi de 5,508
milhdes de cabecas em 2011, apresentando certa estabilidade em relagcdo ao ano
anterior com uma queda de -0,1%. A regido Sudeste possui 0 maior rebanho, com
1,344 milhdes de cabecas, 24,40% do total nacional.

O complexo do agronegdcio equino no Brasil movimenta cerca de R$ 7,5
bilhbes e gera cerca de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos,
desempenhando as fungbes de sela, carga e tracado (ALMEIDA et al., 2010).

Segundo Lima et al., (2006) o cavalo se destina a diferentes atividades como
para o trabalho, no uso militar, e principalmente, nas diferentes atividades

agropecuarias como o manejo do gado.

Através da equoterapia o cavalo € utilizado também como recurso terapéutico
no tratamento de portadores de dificuldades nas areas cognitiva, psicomotora e
sécio-afetiva. Outra atividade realizada de longa data é o esporte equestre com
diferentes modalidades e com crescimento expressivo em todo 0 mundo. Existem
ainda outras atividades como o turismo equestre, escolas de equitacdo, Jockey

Clubs, exposicoes e eventos (LIMA et al., 2006).

Dentre as atividades empregadas, o0 uso da tracdo animal antigamente era
indispensavel para o homem. A selecdo e criagcdo dos cavalos pobneis teve seu
inicio, porque a extracdo em minas com passagens estreitas e baixas, exigia cavalos

fortes e bem pequenos.

Os pbneis da Raca Ponei Brasileiro descendem dos “Shetland” da Escécia,
dos “Falabella” da Argentina, além de alguma influéncia de animais oriundos do
Paraguai e Uruguai (ABCCPONEI).
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Em 1970, foi criada a Associacao Brasileiro de Criadores do Cavalo Piquira e
Pdnei, hoje denominada como Associacdo Brasileira dos Criadores do Cavalo Ponei
- ABCCPONEI (BERGMANN et al., 1998) que iniciou o livro de registro dos animais

no Brasil.

Os equinos da raca Pdnei Brasileiro apresentam massa e forma harmoniosa,
agil, de bom temperamento para o servigo, docil, com proporgdes equilibradas entre
a altura da cernelha e o comprimento do corpo. Frente altiva e leve, bem aprumado
e com angulacdes de membros que favorecam uma boa liberdade de movimentos

ao passo, ao trote e ao galope (ABCCPONEI).

Como padréao racial, a sua altura ndo pode ultrapassar 1,00m para machos e
1,10m para fémeas, sendo a estatura ideal 0,90m. Possuem cabeca de forma
triangular com orelhas pequenas e bem implantadas, olhos vivos e expressivos,
narinas delicadas, abertas e flexiveis. Seu pesco¢o tem comprimento e musculatura
proporcionais com crinas fartas e sedosas. Tronco forte e compacto com dorso—
lombo curto, reto e forte, garupa bem musculada, de forma arredondada e
harmoniosamente ligada ao lombo. Membros proporcionais, fortes e bem aprumados
(ABCCPONEI).

3.2. MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores genéticos sao caracteres de heranca mendeliana simples, em
gue o padrao fenotipico individual pode ser experimentalmente determinado, de
modo a permitir que a segregacdo do locus marcador responsavel pelo carater seja
acompanhada (REGINATO & VENERONI, 2009).

Segundo Bered et al., (1997) estes marcadores genéticos podem ser divididos
em dois grupos basicos; marcador morfolégico e marcador molecular. O marcador
molecular baseia-se nas muta¢cdes de sequéncias nucleotidicas dentro do genoma
do individuo, que sdo os marcadores mais confiaveis disponiveis. Eles podem ser
utilizados para investigar as variacbes genéticas no DNA entre: diferentes
populacdes, individuos da mesma populacdo e até mesmo de racas diferentes. A

7

sua vantagem é ser capaz de encontrar variacdes genéticas de forma rapida e
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direta, por isso tém-se desenvolvido rapidamente, e eles estdo se tornando cada vez
mais informativos (YANG et al., 2013).

Os marcadores moleculares surgiram como uma ferramenta capaz de
detectar variacbes genéticas no DNA. Esses marcadores S80 numerosos e
distribuidos por todo o genoma, possuem heranca mendeliana e, geralmente
expressam carater co-dominante e muitas vezes sdo multialélicos (YANG et al.,
2013).

Segundo Garcia & Porto-Neto (2006) com a capacidade de cobrir todo o
genoma animal, os marcadores moleculares tém sido usados como ferramenta Uutil
no melhoramento animal, na selecao, nos testes de paternidade, na identificacdo e

estimativa da distancia genética entre animais.

A maioria das caracteristicas de interesse econdmico apresenta o padrao de
heranga poligénica, sendo determinadas por inumeros genes de grande e/ou de
pequeno efeito individuais e sob forte influéncia de fatores ambientais (COUTINHO
et al., 2010).

Uma das vantagens do uso de marcadores moleculares em programas de
selecdo é a de apresentar o potencial de complementar a selecdo classica. As
principais vantagens na sua utilizacdo estdo relacionadas a precocidade de
avaliacdo dos animais para caracteristicas especificas, uma vez que esta tecnologia
emprega amostras de DNA, permitindo analises desde momentos imediatamente
apos o nascimento (GARCIA & PORTO-NETO, 2006).

Com o desenvolvimento das técnicas de analise de DNA, a possibilidade de
analisar variacfes individuais nas sequéncias de DNA, independentemente de
corresponderem a um peptideo ou nédo, permitiu o desenvolvimento de diversos
tipos de marcadores moleculares (REGINATO & VENERONI, 2009).

De forma geral, os marcadores moleculares podem ser basicamente
classificados em duas categorias: marcadores baseados em técnicas de hibridizac&o
e marcadores baseados em técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(POLIDO et al., 2012).
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Os marcadores moleculares obtidos por hibridizacdo sédo a RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism ou polimorfismo no comprimento dos fragmentos de
restricdo) e locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats ou variagcdo de
namero de sequéncia repetidas em tandem - Minissatélites). Uma série de
marcadores moleculares foi desenvolvida a partir da técnica dePCR, dentre eles os
STR (Short Tandem Repeats ou microssatélites ou SSR — Simple Sequence
Repeats), SNP (Single Nucleotide Polymorphism ou polimorfismo de base Unica),
RAPD (Random Amplified Polymorphism ou polimorfismo de DNA arbitrariamente
amplificado), entre outros (COUTINHO et al., 2006).

3.3. MARCADORES SNPs

Atualmente, uma variedade de projetos de sequenciamento de DNA esta em
andamento, o que permitiu a descoberta de diversos polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP). Os SNPs envolvem a substituigio de um nucleotideo por outro, a
adicdo ou delecdo de um ou de alguns nucleotideos. Para que a variacdo seja
considerada um SNP, ela tem que ocorrer em pelo menos 1% da populacéo
(BOREM & CAIXETA, 2009). H4 uma série de fatores para o crescente interesse no

uso de SNPs como marcadores para analises genéticas.

Os SNPs localizados em regifes codificantes podem afetar diretamente a
funcdo da proteina. Foi também descoberto que muitos introns codificam RNAs
intrénicos, cuja funcédo mais provavel é regular a expressao de proteinas reguladoras
da transcricdo genémica (NAKAYA et al., 2007), colocando-os em igual importancia
com os SNPs localizados nas regides codificantes. Esses SNPs podem ser
diretamente responsaveis por algumas das variacbes entre os individuos nas

caracteristicas de grande importancia (YANG et al.,2013).

Nos SNPs a mutacéo ou polimorfismo mais comum encontrado nos alelos é a
substituicdo de uma base nucleotidica por outra e pequenas insercdes ou delecbes
gue diferenciam os alelos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 2009); esta caracteristica
permite pequenas variacdes entre os alelos e algumas vezes ocasionam variacao na

traducao e expressao do gene.
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Este marcador tem permitido o desenvolvimento de novas metodologias e
estratégias para 0 mapeamento de genes de interesse e sdo extremamente Uteis
para promover o mapeamento fino, onde o objetivo € delimitar a menor regido
gendmica que contém um QTL (Locos de Caracteristicas Quantitativas) (CARLSON
et al., 2004).

Estes marcadores representam uma abordagem mais interessante para
estudos de genotipagem, pois sdo geneticamente estaveis e passiveis de
automatizacao (VIGNAL et al., 2002) e sado encontrados em abundancia no genoma.

Segundo Kim e Misra (2007), para genotipagem dos SNPs os métodos mais

utilizados sédo de extensao de primer, hibridizagéo, ligacéo e clivagem enzimatica.

Segundo Kwok (2001), a metodologia de extensdo de primer pode ser
agrupada em duas classes. Na primeira € utilizada uma adaptacdo do
sequenciamento, com o emprego de didesoxinucleotideos (ddNTPs), para
identificacdo do nucleotideo polimorfico com um primer comum para amplificacéo de
ambos os alelos. A segunda classe consiste numa PCR alelo-especifica, em que a
DNA polimerase amplifica o DNA alvo somente se os primers forem perfeitamente
complementares ao sitio do DNA alvo, utilizando-se assim primers especificos para

detectar cada alelo.

A metodologia de hibridizacdo baseia-se na utilizacdo de sondas (pequenos
fragmentos de DNA) que correspondente a fita simples da regido do SNP do
individuo (VEGA et al., 2005). A hibridizacdo s6 acontece se ocorrer pareamento
perfeito entre sonda e DNA-alvo. Assim, podem ser construidas sondas marcadas

especificas para cada alelo e visualizadas pela deteccao de fluorescéncia.

A metodologia da ligacdo é possivel, pois quando dois oligonucleotideos
hibridizam perfeitamente a uma fita simples de DNA, a enzima DNA-ligase tende a
uni-los e formar um Unico nucleotideo. A reacao consta de trés sondas, sendo duas
alelo especificas marcadas cada uma com um corante fluorescente distinto e a
terceira com biotina ligada, que se combinard a sonda alelo especifica
(LANDEGREN et al., 1988). Quando ocorre ligacado perfeitamente complementar de

uma sonda alelo especifica e, a ligacdo da sonda com biotina, a enzima DNA-ligase
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as une, formando um unico fragmento e passivel de identificagcdo por eletroforese

capilar.

Algumas enzimas reconhecem sequéncias especificas do DNA e efetuam
clivagem nesse ponto, sdo as chamadas enzimas de restricdo. Essa caracteristica
destas enzimas permite a utilizagdo da metodologia de clivagem para genotipagem
dos SNPs. Um SNP pode criar ou destruir um sitio de ligacdo da enzima
apresentando fragmentos de tamanhos diferentes de acordo com o alelo presente
(BERGER et al., 2002). Dentro desta metodologia a mais utilizada € a PCR-RFLP,
onde realiza uma amplificacdo loco que se situa a mutagéo a ser investigada e em
seguida realiza a digestdo com uma enzima de restricdo especifica para a regido da

mutacao.

Uma nova tecnologia de analise de marcadores sao os chips de SNPs, que
permitem a investigagéo simultanea de grande numero de marcadores dispersos em
todo genoma do animal, permitindo a identificacdo de diversos genes que afetam a
caracteristica de interesse (WANG E BUCAN, 2008).

Os chips de alta densidade para equinos apresentam mais de 54 mil SNPs
distribuido uniformemente sobre todo o genoma. Este ensaio revolucionario reduz o
trabalho e potenciais erros de manipulacdo de amostras, permitindo a avaliacao de

um grande numero de individuos em poucas horas (ILLUMINA, 2010).

Esta metodologia se baseia no principio da hibridacdo de DNA de fita simples
de que as bases nucleotidicas se ligam aos seus parceiros complementares
especificamente, A liga-se a T e C liga-se a G. Os chips contém centenas de
milhares de sequéncias de sondas de nucleotideos unicos. Cada sonda é concebida
para se ligar a uma subsequéncia de DNA alvo e permite a identificacdo dos alelos
apresentados em cada ponto (LAFRAMBOISE, 2009).
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3.4. SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES MOLECULARES

A selecdo assistida por marcadores (Marker Assisted Selection - MAS)
permite a selecdo assistida de genes (FRANCO & MELO, 2006). A SAM é o
processo decisério de escolha com base nos dados fenotipicos e moleculares que

indica quais animais serdo pais da proxima geracgao.

A eficiéncia das técnicas tradicionais de selecdo, principalmente das
caracteristicas quantitativas, é bastante limitada; a SAM veio para aumentar a
acurécia e facilitar a sele¢éo de determinadas caracteristicas de dificil sele¢do, como
nas caracteristicas de dificil mensuracédo, de baixa herdabilidade, na selecdo de
animais cujo sexo ndo permite a expressao da caracteristica de interesse, ou para

aquelas que se expressam tardiamente na vida do animal (WEIMER, 2003).

Van Eenennaam (2007), também ressalta que os beneficios da MAS sao
maiores nas caracteristicas que tém baixa herdabilidade, nas que sao dificeis ou
caras para mensurar € nas que nao podem ser medidas antes que o animal

contribua para dar origem a proxima geracao.

A selecdo assistida por marcadores possui dois caminhos principais para
identificar genes correlacionados com a caracteristica de interesse: a busca do gene
principal (gene candidato) e o mapeamento genético (MONTALDO & MEZA-
HERRERA, 1998).

A busca do gene principal (candidato) € realizada com base em dois
conhecimentos: a avaliacdo de genes com conhecida expressao de certas proteinas
envolvidas na fisiologia da caracteristica ou genes com efeitos detectados na
caracteristica em termos estatisticos, os l6cus de caracteristica quantitativa (QTLS)
(GUIMARAES et al., 2007). A busca do gene candidato baseia-se no conhecimento
prévio dos mecanismos fisioldgicos envolvidos com a manifestacdo das
caracteristicas de producdo em questdo e na tentativa de pesquisar as variacbes
poliférmicas neste gene e associar com niveis de producdo. Quando se utiliza um
QTL associado com a caracteristica, realiza a investigacdo dos genes presentes

neste loco e associacdo com a caracteristica.

O segundo caminho para identificar genes correlacionados com a

caracteristica de interesse € através do mapeamento genético para identificacdo de
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QTLs. Segundo Polido et al.,, (2012), o mapeamento genético é a utilizacdo da
informacdo gendmica e a associacdo dos marcadores moleculares a genes que
codificam determinadas caracteristicas. Os varios genes que afetam caracteristicas
guantitativas sao individualizados mapeando-os em locais cromossOmicos
especificos (loci). Por essa razéo, o termo I6cus de caracteristica quantitativa foi
proposto para o mapeamento dos fatores genéticos que afetam o valor de tracos

guantitativos.

Alguns critérios devem ser seguidos para conduzir com sucesso O
mapeamento de genes. Deve-se ter uma populacdo segregante, em desequilibrio de
ligacdo e contrastante tanto nos locos dos marcadores quanto nos caracteres
fenotipicos a serem estudados (BOREM E CAIXETA, 2009).

Apoés a obtencdo da populacgéo inicia-se a construgcdo dos mapas genéticos
de ligacdo, onde realiza uma saturagdo de marcadores moleculares em todo o
genoma e avalia a segregacdo destes marcadores na progénie. Com base na
segregacao estima-se estatisticamente as distancias entre cada marcador utilizado,
permitindo identificar a localizacdo de todos os marcadores dispersos nos
cromossomos. Com posse dos dados fenotipicos e do mapa de ligacao realiza-se as
analises estatisticas para identificar quais locos apresentam efeito sobre a
caracteristica e qual este efeito (aditiva, dominancia parcial, dominancia completa,

sobredominancia e epistasia) (CRUZ et al., 2013).

3.5. ESTATURA DOS EQUINOS

O tamanho do corpo € um importante parametro para estudar as influéncias
genéticas sobre as caracteristicas quantitativas e tem sido intensamente estudada
em humanos e também em animais domeésticos (SIGNER-HASLER et al., 2012;
METZGER et al., 2013). Em equinos, o tamanho do corpo é um critério importante e
crucial para a classificacdo e avaliacdo de diferentes racas e a altura apresenta

grande influéncia na aparéncia e funcao.

A estatura em todos os organismos € a interacdo aditiva de dezenas se nao
centenas de genes dentro de um individuo que determina a sua altura adulta final.

Este carater poligénico é principalmente devido a genética (80 - 90%) e é apenas
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ligeiramente afetada por outros fatores ambientais. Esta altura adulta tem mostrado
ser bastante varidvel dentro de certas populagfes isoladas de espécies animais,
incluindo os seres humanos (EBERTH, 2013).

Em humanos ja foram identificados mais de 200 locos de pequeno efeito
relacionados a estatura (OKADA et al.,, 2010; LANGO et al., 2010). Estudos de
associacdo gendomica ampla em bovinos, equinos e cées, utilizando a informacao
genética foram eficientes a partir de estudos de associacdo genbmica ampla,
sugerindo fortemente que as regides polimérficas que afetam estatura humana
também afetam a estatura nestas espécies domésticas (EBERTH, 2013). Entretanto
Nos equinos poucos genes podem estar controlando esta caracteristica.

Makvandi-Nejad et al., (2012) realizaram um estudo de associacdo gendmica
ampla e identificaram 4 genes que explicam 83% da variacdo da estatura dos
equinos. Foram identificadas mutacdes nos genes LCORL, HMGA2, ZFAT e LASP1
gue haviam sido identificados por controlar a altura do humano (LCORL, ZFAT e
LASP1) e em caes (HMGA2).

O gene LCORL (ligand dependent nuclear receptor corepressor-like) foi
associado por diversos autores como influenciando a altura de equinos (MAKVANDI-
NEJAD et al., 2012; METZGER et al., 2013; TETENS et al., 2013; BOYKO et al.,
2014) bovinos (PRYCE et al., 2011; LINDHOLM-PERRY et al., 2013; XU et al.,
2014), em ovinos (KIJAS, 2014) e em humanos (GUDBJARTSSON et al., 2008;
WEEDON et al., 2008; SORANZO et al., 2009; SOVIO et al., 2009; TAKEUCHI et al.,
2009; LANGO et al., 2010; LIU et al., 2010; N'DIAYE et al., 2011; VANDERVALK et
al., 2015).

Segundo Metzger et al., (2013), a mutacdo encontrada no gene LCORL esta
situada no locos do fator de transcricdo TFIID, influenciando a transcricdo pela RNA
polimerase Il. O TFIID supostamente desempenha um papel na influéncia de genes
responsaveis para o desenvolvimento dos 0ssos, podendo 0s 0Ss0s ndo atingirem o

crescimento esperado.

O gene LASP1 medeia a migracdo e a sobrevivéncia de células e a sua
expressao é induzida por IGF1 (SIGNER-HASLER et al., 2012). Hermann-Kleiter et

al., (2009), identificaram que a expressao do LASP1 influencia a diferenciacdo de
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condrdcitos na coluna vertebral e observou fenotipos em ratos apresentando

defeitos da coluna vertebral.

Outro fator que influencia a altura dos equinos é o nanismo, este é
considerado um dos defeitos congénitos mais reconhecidos de animais e seres
humanos e pode ser hereditdria ou esporddica em causa e de expressao
determinado por genes diferentes aos associados com a altura dos equinos. Existem
duas categorias morfologicas gerais dentro desta doenca extremamente
diversificada. Estas categorias sao: nanismo desproporcional e proporcional. Dentro
de cada um destes, existem numerosos fenotipos que tém sido extensivamente
descritas em seres humanos, e, em menor grau, em cées, bovinos, ratos, galinhas e

outras espécies domésticas (EBERTH, 2013).

As principais alteragdes observadas nos animais afetados s&o: o retardo do
crescimento fisario de membros e costelas, o crescimento mais rapido da cabeca e
do tronco em relacdo as demais regifes, anormalidades cranianas tais como cabeca
desproporcionalmente grande, olhos e érbitas grandes e protuberantes, proporgao
maior da regidao frontal em relacdo a nasal, alteracbes na oclusdo dentéria,
estreitamento de vias aéreas, encurtamento e deformidades dos membros,
ocasionando restricdo na flexdo ou extenséo, articulagdes com aumento de volume,
hiperextensdo das articulagbes metacarpo e/ou metatarsofalangicas, baixa estatura
desproporcional, deformacdes progressivas nos cascos e desenvolvimento de
artrites, devido a ma formacdo dos membros, alteracbes na coluna vertebral que
podem aparecer tardiamente e térax mais largo com estreitamento na juncao
costocondral (BACK et al., 2008; EBERTH, 2013).

O mecanismo que desencadeia este disturbio de crescimento ainda foi pouco
estudado na espécie equina, entretanto acredita-se que 0 nhanismo esteja

relacionado com uma heranca genética recessiva (BACK et al., 2008).

Alguns trabalhos atuais foram desenvolvidos na tentativa de elucidar o
nanismo. Orr et al., (2010), através da associacdo genémica ampla comparando 10
animais andes e 10 animais normais identificaram um gene no cromossomo 14
como possivel causador do nanismo em equinos Friesian, onde 0s animais andes

apresentavam uma mutagcao em homozigose neste gene.
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Eberth (2013), por sua vez, realizou um estudo de associacdo gendomica
ampla comparando 20 equinos com nanismo e 26 poOneis normais, encontrando
associacao do gene ACAN no cromossomo 1, identificando 4 mutag¢des (no exon 2,
6, 11 e 15) que determinam causas diferentes de acordo com as associagdes
destes, variando desde a morte embrionaria, animais com nanismo até o nascimento

de animais com fenotipos normais.
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CAPITULO 2. MEDIDAS LINEARES DE PONEIS DA RACA PONEI BRASILEIRO.

Resumo: O objetivo deste trabalho foi caracterizar os poneis da raca Ponei
Brasileiro através de medidas lineares, indices corporais, indices morfolégicos e
avaliar o efeito do sexo. Foram realizadas medidas lineares e os indices corporais
destas medidas em relacdo a altura da cernelha e diferentes indices morfol6gicos
(indice de forcga, indice de carga 1 e indice de carga 2). Foram também estimadas as
proporces do sistema eclético de proporcdes lineares. Foi realizada a andlise de
variancia para verificar o efeito do sexo e foram estimadas as correlagdes entre as
medidas lineares e os indices morfolégicos. Os pbneis apresentaram estatura média
de 0,845m na altura da cernelha. Segundo o indice corporal os pbneis foram
classificados como brevelineos e aptos para tracdo. O dimorfismo sexual foi
observado nos indices das medidas lineares com propor¢cdes maiores em algumas
caracteristicas nos machos e outras nas fémeas. As correlagdes entre as medidas
lineares foram de moderadas a altas, positivas e significativas, exceto entre o
comprimento do pescoc¢o e comprimento da canela. Conclui-se que 0s equinos da
raca POnei Brasileiro sdo animais de estatura pequena, cujas medidas foram
influenciadas pelo sexo apresentando dimorfismo sexual. As correlacbes entre as
medidas lineares e dos indices indicariam que selecionando o cavalo ponei para
uma medida linear podera se obter também, resposta positiva nas outras medidas e
também nos indices.

Palavras chaves: Caracterizacdo Sexual, Conformacdo, Medidas Corporais,

Proporcoes.
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1. INTRODUCAO

O cavalo pbdnei € muito procurado para sua utilizagdo no lazer de
criangas e na equoterapia por apresentar um porte pequeno que diminui os riscos de

acidentes.

Para a selecdo dos cavalos pbneis e determinacdo do potencial dos
reprodutores € necessaria a mensuracdo e registro das medidas lineares dos
animais, para dar suporte aos programas de sele¢do por tamanho do animal. Tem
sido constante a busca por dispositivos e técnicas com maior acuracia, praticidade e
econdmica para quantificacdo das medidas lineares dos equinos, das diversas
partes anatdbmicas e zootécnicas (LAGE et al., 2009).

A fim de identificar dimorfismo sexual em equinos Oom & Ferreira (1987)
relataram que as proporgcdes corporais sao avaliadas com base em indices para
facilitar as avaliacdes de animais com diferentes medidas (comprimento, perimetro e
peso), respeitando a variabilidade de formas e tamanhos. Este sistema permite

isolar os efeitos relacionados a maior altura ou comprimento.

O Sistema Eclético de Proporcdes Lineares proposto por Lesbre (1930) vém
sendo utilizado até hoje no estudo das proporcdes de cavalos de sela. Este sistema
se baseia no comprimento da cabeca e sua propor¢cdo com as demais medidas
lineares, permitindo a avaliacdo do animal como um todo e avaliando as proporc¢des

ideais no individuo.

Sao escassos os trabalhos de morfologia em poéneis, Costa et al., (1998) e

Quirino et al., (2012) relataram mensuracées no momento do registro dos animais.

Segundo Eberth (2013) a estatura dos animais e humanos € determinada por
dezenas a centenas de genes dentro de um individuo e a altura adulta apresenta

grande variacdo dentro de certas espécies animais e 0s seres humanos.

A identificacdo com acuracia dos genes que controlam esta caracteristica
permitira a selecdo de equinos com tamanhos mais adequados para a pratica de

certas atividades esportivas e de trabalho. Assim, se permitira que a selecéo
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classica possa ser complementada pela selecdo assistida por marcadores

moleculares.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar poneis da raca Po6nei Brasileiro do
estado do Rio de Janeiro, Brasil através de medidas lineares, indices corporais e
indices morfologicos, e avaliar a importancia do efeito do sexo sobre estas

caracteristicas.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram coletadas medidas de conformacdo de 78 garanhfes e 136 éguas
adultos (com idade igual ou superior a 3 anos) da raca Ponei Brasileiro, do estado
do Rio de Janeiro, Brasil.

A localizagéo geografica precisamente do norte do estado do Rio de Janeiro
situa-se a latitude = 21,7 S e longitude = 41,3 W.

Foram estudadas 14 medidas lineares, 3 indices morfoldgicos e 13 indices
corporais apresentadas na Quadro 1.

Quadro 1. Descricdo das medidas lineares.

Medida Linear

Descricéo

Altura da cernelha

Medida tomada das extremidades livres do 5% ou 6° processo

espinhoso toracico até o solo.

Altura na garupa

Medida do ponto mais alto da transicdo lombro-sacra,
especificamente sobre a tuberosidade sacral do ileo, até o

solo.

Comprimento da cabeca

Distancia entre a extremidade labio rostral, e a regido nucal

(osso interparietal e a protuberancia externa do 0sso occipital).

Comprimento do

pescoco

Distancia entre a borda cranial da asa do atlas e a borda

cranial do terco médio do musculo supra-espinhoso.

Comprimento do dorso-

lombo

Distancia entre os processos espinhosos de t5 e t6 até a 6°

vértebra lombar.

Comprimento da garupa

Distancia entre as o angulo latero-cranial da tuberosidade

coxal e o0 angulo latero-caudal da tuberosidade isquiética.

Comprimento do corpo

Distancia entre a parte cranial do tubérculo maior do tmero e a

tuberosidade isquiatica.

Largura da cabeca

Distadncia compreendida entre a parte livre da borda supra-

orbital direita até a borda supra-orbital esquerda.

Largura do peito

Distancia entre as partes craniais do tubérculo maior dos

Umeros direito e esquerdo.

Largura da garupa

Distancia entre os pontos mais proeminentes da tuberosidade

coxal direita e esquerda.

Altura no térax

Altura tomada do esterno até o solo.
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Comprimento da canela

anterior

Comprimento do 32 metacarpo: medida feita as margens das
epifises proximal e distal do 32 metacarpo.

Perimetro toracico

Circunferéncia tomada do térax do animal, passando
imediatamente apos a cernelha (espaco definido pelo processo
espinhoso de t5 — t6), passando pelo espaco intercostal da 8°
e 9% costela, até a articulagdo da Ultima costela com o
processo xiféide.

Diametro da cabeca

Circunferéncia entre a parte livre da borda supra-orbital direita
e borda esquerda e pela face ventral da mandibula pr6xima ao
angulo da mandibula.

Figura 1. Representacdo das medidas lineares dos poneis da raca P6nei Brasileiro:
1.Altura da cernelha, 2.Altura na garupa, 3.Comprimento da cabeca, 4.Comprimento
do pescoco, 5.Comprimento do dorso-lombo, 6.Comprimento da garupa,
7.Comprimento do corpo, 8. Largura da cabeca, 9.Largura do peito, 10.Largura da
garupa, 11. Altura no térax, 12. Comprimento da canela anterior, 13. Perimetro
toracico e 14. Diametro da cabeca.

As medicbes foram feitas usando um hipébmetro zoomeétrico, fita métrica ndo

elastica e compasso zoomeétrico. Durante as medi¢des, 0s equinos estavam em

estacdo sobre uma superficie firme.
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Foram calculados os indices morfolégicos; indice corporal, indice de carga 1 e
indice de carga 2, descritos por Oom & Ferreira (1987), McManus et al., (2005) e
Mariz et al., (2014).

O indice Corporal (IC) que evidencia relacbes existentes entre as medidas de
comprimento corporal e perimetro toracico foi calculado segundo, classificando os

animais em longilineos, mediolineos e brevilineos.

IC = Comprimento do corpo x 100
Perimetro toréacico

Onde animais com IC = 90 sao classificados como longilineos; de 86 < IC <
88 classificados como mediolineos e IC < 86 como brevilineos.

O Indice de carga 1 (ICG1) indica o peso, que o animal pode suportar sem
esforgco exagerado sobre o dorso, trabalhando a trote ou a galope.

ICG1 = Perimetro toracico’> x 56
Altura da cernelha

indice de carga 2 (ICG2) sugere o peso, que o animal pode suportar sem
esforco exagerado sobre o dorso, trabalhando a passo.

ICG2 = (PT? x 95)/AC
Foram calculados os indices corporais para todas as medidas segundo

Purzyc et al.,, (2010). Os indices foram calculados obtendo-se a razdo de cada

medida pela altura da cernelha.

indice de largura da cabeca:

ILC = Largura da Cabeca x 100
Altura da cernelha

indice de comprimento da cabeca:

ICCA = Comprimento da Cabeca x 100
Altura da cernelha

indice diametro da cabeca:

IDCA = Diametro da Cabeca x 100
Altura da cernelha

indice de comprimento do pescoco:

ICP = Comprimento do Pescoco x 100
Altura da cernelha

indice de altura do Térax:
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IAT = Alturado Térax x 100
Altura da cernelha

indice de altura na garupa:

IAG= Alturana Garupa x 100
Altura da cernelha

indice de Perimetro toracico:

IPT = Perimetro toracico x 100
Altura da cernelha

indice de largura no peito:

ILP = Larqura do Peito x 100
Altura da cernelha

indice de comprimento da canela:

ICC = Comprimento da Canela x 100
Altura da cernelha

indice de comprimento dorso-lombo:

ICD = Comprimento Dorco-Lombo x 100
Altura da cernelha

indice de comprimento da garupa:

ICG = Comprimento da Garupa x 100
Altura da cernelha

indice de largura da garupa:

ILG = Largurana Garupa x 100
Altura da cernelha

indice de comprimento do corpo:

ICCO= Comprimento do Corpo x 100
Altura da cernelha

Também foram estimadas as propor¢des corporais das medidas lineares em
relacdo ao comprimento da cabeca, conforme proposto no sistema eclético de
proporcdes lineares por Lebre, 1930. A inclusdo deste sistema métrico neste
trabalho teve como intuito gerar dados iniciais para comparacdes futuras de outros
trabalhos a serem realizados com animais da raca P6nei Brasileiro e outras racas de

equinos poéneis.

Foi realizada a consisténcia de dados de todas as medidas (média, desvio

padrédo e coeficiente de variagdo) e a analise de variancia das caracteristicas para
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verificar o efeito do sexo. Foram calculadas as correlacdes entre as medidas
lineares e os indices morfolégicos (SAS, 2009).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os coeficientes de variagdo da maioria das caracteristicas analisadas foram
menores que 10% e houve efeito do sexo para algumas caracteristicas. A tabela 1
apresenta a média geral das medidas lineares e dos indices morfoldgicos de forca,
de carga 1, de carga 2 dos poneis adultos da raca Ponei Brasileiro.

Os animais da raca Ponei Brasileiro apresentaram estatura média de 0,845m
na altura da cernelha, abaixo do relatado por Costa et al.,, (2001) com animais
também da regido Sudeste com altura da cernelha de 0,958m.

A menor altura da cernelha encontrada pode-se dever, possivelmente pela
selecdo para animais de menor porte realizada até o momento e/ou pelo aumento da
consaguinidade nos rebanhos como sugerida por Bergmann et al., (1997). Moro et
al., (1998) avaliando animais poneis da raca espanhola Vasto-Potoka, observaram
média de 1,256m na altura da cernelha, apresentando estatura superior a raca

Poéneis Brasileiro.

A medida de comprimento dorso lombo nos animais avaliados foi similar ao
valor encontrado por Costa et al., (2001), relativo a animais registrados de 1975 até
1997. A altura da cernelha, altura da garupa, comprimento do cranio, comprimento
da garupa, comprimento do corpo, largura da cabeca, largura do peito e largura da
garupa apresentaram grande diminuicdo métrica comparados aos apresentados por
Costa et al., (2005). Em controvérsia, o comprimento do pescoco foi levemente

superior no atual estudo com acréscimo a média de 0,03m.

O comprimento dorso lombo foi similar ao relatado por Costa et al., (2001)
possivelmente pelo interesse dos criadores em néo altera-la visando a necessidade
de uma amplitude toracica e abdominal suficiente para as fémeas suportarem uma
gestacdo até o parto. Entretanto ocorreu uma diminuicdo do comprimento do corpo
de aproximadamente 0,13m em comparacao com o resultado apresentado por Costa
et al.,, (2001), e que poderia ser explicado pela diminuicdo do comprimento da
garupa dos animais atuais que foi de 0,23m e de 0,35m observado por Costa et al.,
(2001).
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A medida de altura do térax apresentou média de 0,430m, diametro do cranio
0,610m de média, o perimetro toracico média de 1,078m e o comprimento da canela
com média de 0,159m.

O indice corporal apresentou média de 81.59, classificando os animais de
uma forma geral como brevelineos (< 86), caracterizando como equinos aptos para
tracdo. Funcdo esta, compativel com a finalidade tradicional dos equinos da raca
Ponei Brasileiros para tracao leve de charretes ou sela (MARQUES, 2003).

O indice de carga 1 referente ao peso suportado quando o animal trabalha ao
trote ou a galope apresentou média de 77,68Kg, enquanto que o indice de carga 2
sugere o0 peso, que o animal pode suportar sem esforco exagerado sobre o dorso,
trabalhando a passo teve meédia de 131,77Kg. Estes valores indicariam a
capacidade destes animais de suportarem peso de criangcas ou pessoas de peso

leve.

McManus et al., (2005) avaliando equinos da raca Campeiro classificaram
como um cavalo de pequeno ou de meédio porte, encontraram meédia de altura da
cernelha de 1,44m e indice de carga 1 de 117,165 e indice de carga 2 de 198,763.
Pimentel et al., (2014), estudando asininos com altura da cernelha de 1,17m e
perimetro toracico de 1,29m, encontraram indice de cargal e de carga 2, de 79 Kg e
134,42Kg respectivamente, valores ligeiramente superiores ao encontrado no

presente trabalho com equinos da raca Ponei Brasileiro.

A tendéncia genética das medidas lineares descrita por Costa et al., (2001) foi
favoravel a reducdo do porte dos animais exceto para comprimento dorso lombo,
largura do peito e largura da garupa, corroborando com os resultados encontrados
neste trabalho no qual se verifica a diminui¢do da altura dos animais e valor similar

nos dois estudos no comprimento dorso lombo.
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Tabela 1. Médias e respectivos desvios padrdo das medidas lineares (em metros) e
indices de p6neis adultos da raga Ponei Brasileiro no estado do Rio de Janeiro.

Caracteristica N Média + Desvio Min Max

Largura da cabeca 214 0,153 0,015 0,105 0,200
Comprimento do cranio 214 0,359 0,034 0,230 0,430
Diametro do cranio 214 0,610 0,065 0,380 0,870
Comprimento do pescoco 214 0,430 0,062 0,240 0,641
Altura da cernelha 214 0,845 0,092 0,540 1,160
Altura do torax 214 0,430 0,045 0,310 0,600
Altura da garupa 214 0,859 0,091 0,545 1,220
Perimetro toracico 212 1,078 0,015 0,595 1,440
Largura do peito 214 0,216 0,031 0,130 0,304
Comprimento da canela 197 0,158 0,018 0,115 0,210
Comprimento dorso lombo 207 0,418 0,081 0,180 0,620
Comprimento da garupa 214 0,235 0,034 0,114 0,330
Largura da garupa 214 0,295 0,048 0,130 0,432
Comprimento do corpo 214 0,879 0,124 0,465 1,280
indice corporal 212 81,59 4,77 67,41 101,35
indice de carga 1 (Kg) 212 77,68 16,02 36,38 122,34
indice de carga 2 (Kg) 212 131,77 27,17 61,71 207,55

N: nimero de animais; Min: valor minimo; Max: Valor maximo.

E interessante salientar que no Brasil sdo escassos o0s estudos de

morfometria em poneis.

Na tabela 2 estéo relacionados as médias das medidas lineares e dos indices
morfoldgicos (de forca, de carga 1, de carga 2) por sexo, dos equinos da Raca Ponei
Brasileiro.Foram observadas diferencas devidas ao sexo para algumas

caracteristicas.

As fémeas adultas apresentaram maiores médias e diferentes (P<0,05) no
comprimento do cranio, altura da cernelha, altura da garupa, perimetro toracico,
comprimento dorso-lombo, comprimento da garupa, largura da garupa, comprimento
do corpo, indice de forca, indice de carga 1 e indice de carga 2. McManus et al.,
(2005), em animais da raca Campeiro, também encontraram diferenca em relacdo
ao sexo dos animais na altura da cernelha, altura da garupa, comprimento do corpo,

no indice de carga 1 e indice de carga 2.

As medidas de comprimento do cranio, altura da cernelha, altura da garupa e
perimetro toracico (tabela 2) foram menores nos machos possivelmente pela

selecao mais rigorosa dos reprodutores comparada com as matrizes.
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O comprimento dorso lombo, comprimento da garupa e largura da garupa
apresentaram maiores médias nas fémeas. Estes valores estariam relacionados a
necessidade de uma maior amplitude destas regides para suportar a prenhez e para
0 momento do parto, sendo estas medidas avaliadas positivamente nos julgamentos
dos campeonatos da raga. O comprimento do corpo como esperado foi maior nas
fémeas do que nos machos, pois esta medida é afetada pelo comprimento dorso

lombo e pelo comprimento da garupa que foram maiores nas fémeas.

Os machos e fémeas nao apresentaram diferencas (P>0,05) na largura da
cabeca, diametro do cranio, comprimento do pescoco, altura do térax, largura do
peito, comprimento da canela e indice corporal, portanto ndo houve dimorfismo

sexual nestas medidas.

Em pobneis da raca Vasto-Potoka, Moro et al., (1998), encontraram diferencas
significativas entre o sexo dos animais apenas na largura no peito, largura da
cabeca e perimetro da canela. Kapron et al., (2013), encontraram dimorfismo sexual
em equinos da raca Wielkopolski da Polbénia, na altura da cernelha e na

circunferéncia da canela.

O indice corporal ndo apresentou diferencas (P>0,05), caracterizando tanto os
machos quanto as fémeas com melhor aptiddo para tragdo. O indice de carga 1l e 2
foi maior nas fémeas possivelmente pelo maior perimetro toracico nas fémeas
comparadas aos machos, onde, o perimetro toracico € a medida principal nestes

calculos.
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Tabela 2. Médias e respectivos desvios padrdo das medidas lineares (em metros) e
indices por sexo de poéneis adultos da raga Ponei Brasileiro no estado do Rio de
Janeiro.

Machos Fémeas
Caracteristica Média + Desvio Média + Desvio
Largura da cabeca 0,154% 0,012 0,156 0,013
Comprimento do cranio 0,360° 0,025 0,369 0,026
Diametro do cranio 0,614% 0,045 0,628% 0,053
Comprimento do pescoc¢o 0,438 0,056 0,438 0,057
Altura da cernelha 0,846° 0,060 0,874° 0,071
Altura do térax 0,4342 0,038 0,438 0,039
Altura da garupa 0,855° 0,055 0,890? 0,074
Perimetro toracico 1,068° 0,112 1,1312 0,122
Largura do peito 0,222? 0,027 0,221% 0,027
Comprimento da canela 0,158 0,016 0,162 0,017
Comprimento dorso lombo 0,393° 0,056 0,452? 0,071
Comprimento da garupa 0,235° 0,023 0,2442 0,028
Largura da garupa 0,154 0,012 0,156% 0,013
Comprimento do corpo 0,867° 0,086 0,924% 0,096
indice corporal 81.41% 4.05 81.66% 4.74
indice de carga 1 75.72° 13.30 82.69° 13.86
indice de carga 2 128.45° 22.56 140.29° 23.51

Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes diferem (P<0,05) no testt a 5%
de probabilidade.

Na tabela 3 sdo apresentados os indices de cada medida linear relacionados
com a altura da cernelha, de acordo com sexo. Os indices das medidas lineares sédo
utilizados para minimizar os efeitos da variacdo de altura do rebanho e destacam as

diferencas entre o sexo de acordo com as propor¢oes destas medidas.

Os machos e fémeas adultos ndo apresentaram diferencas significativas
(P>0,05) nos indices de comprimento do cranio, diametro da cabeca, altura da
garupa, comprimento da canela e comprimento da garupa. O indice altura da garupa
nao apresentou diferenca entre sexo. Como a altura da garupa apresenta valores
similares a altura da cernelha, o indice foi proximo de 1 nos dois sexos (1,011 nos
machos e 1,018 nas fémeas). O indice de comprimento da garupa foi similar entre
machos e fémeas, divergindo do encontrado anteriormente ao se avaliar a média do
comprimento da garupa. Pode-se atribuir a diferenca encontrada anteriormente na
Tabela 2,a maior altura das fémeas em relacdo aos machos e ndo uma diferenca

proporcional a altura.
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Os machos apresentaram maiores indices corporais e foram diferentes
(P<0,05) para largura da cabeca, comprimento do pescoco, altura do térax e largura
do peito. Como observado por Purzyc et al., (2010) os machos apresentam a parte
anterior do corpo mais desenvolvido que as fémeas, similar com o observado neste
estudo. O indice altura do térax foi maior nos machos possivelmente pela
necessidade das fémeas de maior amplitude toracoabdominal que Ihes permitem

suportar uma prenhez.

Nas fémeas o indice de diametro do toérax, indice de comprimento dorso
lombo, indice de largura da garupa e o indice de comprimento do corpo
apresentaram maior média e foram diferentes dos machos (P<0,05), fortalecendo a
hipotese sugerida neste trabalho da diferenciacdo sexual devido as necessidades
fisiologicas destas regibes nas fémeas durante a gestacdo e parto. Resultados
semelhantes foram observados por Purzic et al., (2011) em cavalos Hulkul, e por
Pinto et al., (2005) no indice de perimetro toracico, que apresentou valor médio

maior em potras em relacdo aos potros.

Tabela 3. Médias e respectivos desvios-padrdo dos indices das medidas lineares
em relacdo a altura da cernelha de acordo o sexo de pdneis adultos da raca Ponei
Brasileiro no estado do Rio de Janeiro.

Machos Fémeas
indice Média + Desvio Média + Desvio
indice largura da cabeca 0,183% 0,013 0,179° 0,013
indice comprimento do cranio 0,426% 0,029 0,423% 0,026
indice diametro da cabeca 0,726° 0,044 0,720° 0,045
indice comprimento do pescoco 0,522% 0,060 0,502° 0,057
indice altura do torax 0,518? 0,046 0,501° 0,027
indice altura da garupa 1,011 0,025 1,018% 0,028
indice perimetro toracico 1,262° 0,101 1,297 0,096
indice largura do peito 0,262° 0,029 0,253° 0,023
indice comprimento da canela 0,187° 0,016 0,188% 0,017
indice comprimento dorso-lombo 0,463" 0,050 0,512° 0,077
indice comprimento da garupa 0,277° 0,024 0,280° 0,026
indice largura da garupa 0,342° 0,035 0,356% 0,034
indice comprimento do corpo 1,024° 0,064 1,056 0,058

Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes diferem (P<0,05) no test t a 5%
de probabilidade.
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O sistema eclético de propor¢des proposto por Lesbre (1930) é utilizado por
varios autores para avaliar equinos principalmente de sela (CABRAL et al., 2004;
SANTIAGO et al., 2014). Este sistema utiliza o comprimento do cranio como base
para comparar as demais medidas.

A relagcéao entre largura da cabeca, comprimento do pescogo e comprimento
dorso lombo sobre o comprimento do cranio foi superior ao proposto por Lesbre
(1930) (Tabela 4). Os pobneis apresentaram uma estrutura mais longilinea
comparado aos animais de sela avaliados por Lesbre (1930). A largura da garupa e
o0 comprimento do corpo apresentaram valores similares, entretanto, a
decomposicdo do comprimento do corpo em comprimento dorso lombo e

comprimento da garupa apresentou variacoes.

O comprimento dorso lombo foi superior ao proposto por Lesbre (1930) e o
comprimento da garupa foi inferior. Apesar do interesse dos criadores em selecionar
animais de menor porte, observa-se que ndo haveria o interesse por parte dos
criadores em diminuir o comprimento dorso lombo, principalmente nas fémeas. Nos
campeonatos e julgamentos realizados o comprimento dorso lombo € avaliado

rigorosamente e citado por diversas vezes nas resenhas dos juizes.

O comprimento dorso lombo estéa relacionado a capacidade de suportar uma
gestacdo sem grandes prejuizos na fisiologia do sistema respiratério e na
capacidade de ingestdo de alimentos, supondo-se que uma maior amplitude
toracoabdominal permite a presenca do feto sem prejudicar o funcionamento dos

orgaos adjacentes.

A relacdo de altura da cernelha, a altura da garupa e o comprimento da
garupa apresentaram valores inferiores aos propostos por Lesbre (1930),
possivelmente pela intensa selecdo realizada pelos criadores para a diminuicdo do

porte destes animais.
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Tabela 4. Relacdo entre as medidas lineares e o comprimento do cranio (CCR)
segundo o Sistema Eclético de Propor¢des (LESBRE,1930) do rebanho total, de
garanhdes e de éguas pobneis adultos da raca Podnei Brasileiro no estado do Rio de
Janeiro.

Relac&o Machos | Fémeas | Rebanho Total | (LESBRE, 1930)
Largura da cabeca/CCR 0,43 0,42 0,43 0,33
Diametro do cranio/CCR 1,70 1,70 1,70 -
Comprimento do pescoco/CCR 1,22 1,19 1,20 1
Altura da cernelha/CCR 2,33 2,36 2,35 2,5
Altura do térax/CCR 1,22 1,19 1,20 -
Altura da garupa/CCR 2,36 2,41 2,39 2,5
Perimetro toracico/CCR 2,93 3,05 3,00 -
Largura do peito/CCR 0,61 0,60 0,60 -
Comprimento da canela/CCR 0,44 0,44 0,44 -
Comprimento dorso lombo/CCR 1,08 1,21 1,16 0,83
Comprimento da garupa/CCR 0,64 0,66 0,65 0,83
Largura da garupa/CCR 0,79 0,84 0,82 0,83
Comprimento do corpo/CCR 2,38 2,49 2,45 2,5

CCR: Comprimento do cranio.

As correlacbes entre as medidas lineares foram de moderadas a altas,
positivas e significativas entre todas as medidas (P<0,01), exceto entre o
comprimento do pescoco e comprimento da canela (Tabela 5). Lage et al., (2009),
também encontraram correlacdes significativas moderadas a altas entre as medidas

de altura e perimetro toracico em equinos.

As correlacbes apresentadas entre as medidas lineares permitem a selecao
para uma caracteristica e consequentemente a melhora das demais medidas

morfoldgicas.

O indice corporal ndo apresentou correlacdo com a maior parte das
caracteristicas (P>0,05) e apresentou baixa correlacéo, negativa e significativa com

0 perimetro toracico que é o denominador da razéo deste indice.

A correlacdo foi igual a 1 entre o indice de carga 1 e o indice de carga 2,
apresentando ainda correlagcbes com as demais caracteristicas, destacando-se a
alta correlacdo com o diametro do cranio (0,79), perimetro toracico (0,95), largura do

peito (0,77) e comprimento do corpo (0,81). Estas correlacdes indicariam que a
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selecdo para aumento das medidas lineares representaria também, aumento na

capacidade de carga dos poneis.

As correlagbes observadas neste estudo com moderadas a alta magnitude,
permitiriam a selecdo através da avaliacdo de apenas algumas caracteristicas como
a altura da cernelha, altura de garupa e o comprimento do corpo. Medidas estas que
sdo facilmente mensuraveis e serviram de suporte para as demais medidas e

indices.
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Tabela 5. Correlacdes das medidas lineares e indices de péneis adultos da raca Pbénei Brasileiro no estado do Rio de Janeiro.
Caract LC CCr DCran CPes ACern ATora AGar PTor LBies CCan CDL CGar LGar CCor ICorp IC1 IC2
LC

CCr 0.74* _

DCran | g.73% 0.74** ;

CPesc | 053* 0.60** 0.53* -

ACemn | 073 0.80* 0.83* 0.62** -

ATOra | 053 0.63%* 0.56* 0.51%* 0.81%* -

AGar | 0.74% 0.81* 0.81** 0.64* 0.97* 0.79* -

PTor | 073~ 0.72 0.88* 0.52* 0.84* 0.50* 0.84* -

LBies | 0.64* 0.60%* 0.77* 0.46%* 0.71%* 0.49* 0.72* 0.84** -

CCan |39 0.44* 052 019 0.63* 0.59* 0.62** 0.52%* 0.47* -

CDL | 057+ 0.60** 0.74** 0.35* 0.79* 0.56** 0.77** 0.78 0.60** 0.68** -

CGar | 0.70% 0.73* 0.72** 0.49% 0.75* 0.54* 0.76** 0.77** 0.66** 0.40~* 0.65** -

LGar | 0.70= 0.75* 0.81* 0.54* 0.81** 0.60* 0.81* 0.85* 0.73* 0.46* 0.73* 0.73** -

CCor | 0.77* 0.79~ 0.87** 0.6 0.91* 0.64* 0.91** 0.92% 0.78** 0.54* 0.81** 0.79** 0.86**

iCorp | 001 006 -014 012 004 017 007 -0.28* -0.27* 005 -001 -0.04 -0.07 0.06 -
IC1 0.62** 0.59** 0.79* 0.42* 0.66** 0.31** 0.66** 0.95** 0.80* 0.40* 0.69* 0.67** 0.77* 0.81* -0.45%* -

IC2 0.62** 0.59** 0.79** 0.42** 0.66** 0.31** 0.66** 0.95** 0.80** 0.40** 0.69** 0.67** 0.77** 0.81** -0.45** 1** -
Caract: Caracteristica; LC: Largura da cabega; CCran: Comprimento do crénio; DCr: Didmetro da cabega; CPesc: Comprimento do pescogo; ACern: Altura da cernelha;

ATOorx: Altura no térax; AGar: Altura na garupa; PTor: Perimetro toracico; LBies: Largura do Peito; CCan: Comprimento da canela; CDL:Comprimento do dorso-lombo;
CGar: Comprimento da garupa; LGar: Largura da garupa; CCor: Comprimento do corpo; ICop: indice do corpo; IForca: indice de forga; IC1: indice de carga 1; IC2: indice
de carga 2.

* P<0,05; ** P<0,01
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4. CONCLUSOES

Os equinos pbnei da raca Brasileiro sdo animais de estatura pequena, cujas

medidas foram influenciadas pelo sexo indicando dimorfismo sexual nos animais.

O indice corporal classificou os animais como brevelineos caracterizando

COmo equinos aptos para tracao.

As correlagcBes entre as medidas lineares, indice de forca, de carga 1 e de
carga 2, em geral foram de moderadas a altas. Portanto, sugere-se que,
selecionando o cavalo pobnei para altura da cernelha, altura de garupa e
comprimento do corpo, teria também uma resposta desejada nas outras

caracteristicas e indices estudados.
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CAPITULO 3. ANALIS~E DE POLIMORFISMOS NOS GENES LCORL E LASP1 E
SUAS ASSOCIACOES COM A ALTURA DE EQUINOS DA RACA PONEI
BRASILEIRO.

Resumo: O objetivo deste trabalho foi analisar mutagbes no gene LCORL e LASP1
e suas associagbes com a altura de animais da raca Ponei Brasileiro. Foram
coletadas 124 amostras de pelo sendo, 115 animais da raca Pdnei Brasileiro, e 9
equinos de alta estatura utilizados como controle do estado do Rio de Janeiro.
Foram tomadas as medidas de altura da cernelha e altura da garupa para o estudo
de associagcdo com os marcadores moleculares de cada animal. A extragdo de DNA
foi realizada pelo método alcalino de extracdo. Foi realizada a amplificacdo dos
fragmentos do gene LCORL e LASP1 de DNA pela técnica da reacdo em cadeia da
polimerase; ap0s a amplificacdo foi realizada a digestdo com enzima de restri¢cdo e
foram submetidas a eletroforese capilar para a discriminacao alélica por tamanho e
identificacdo do polimorfismo. Foi realizada a analise de variancia para verificar
diferencas na altura da cernelha e da garupa devidas ao gendtipo do animal. Foi
calculada a correlacéo entre as alturas e os genotipos dos animais. No gene LCORL
a frequéncia do gendtipo T/T e a frequéncia do alelo T foi de 99,17% e do gendtipo
C/C e a frequéncia do alelo C foi de 0,83%. Os gendtipos G/G, A/G e A/A do gene
LASP1 apresentaram frequéncia genotipica de 3,28%, 42,62% e 54,10%,
respectivamente. O SNP do gene LCORL mostrou efeito significativo (P<0,05) sendo
gue o gendtipo C/C apresentou o0 maior valor na altura dos equinos, e foi capaz de
diferenciar (P<0,05) os animais com altura de superior a 1,60m. O SNP do gene
LASP1 ndo apresentou associacdo com a altura da cernelha dos péneis (P>0,05). A
identificacdo de SNPs em genes de menor efeito seria necessaria para permitir a
selecdo de equinos poneis de menor estatura.

Palavras chaves: Associacdo Gendmica, Medidas Corporais, PCR-RFLP, SNP.
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1. INTRODUCAO

Os equinos destinam-se a diferentes atividades como: para o trabalho, uso
militar, atividades agropecuérias como o manejo do gado, e também, através da
equoterapia como recurso terapéutico no tratamento de portadores de dificuldades
nas areas cognitiva, psicomotora e socio-afetiva. Outra atividade realizada de longa
data é o esporte equestre com diferentes modalidades e com crescimento
expressivo em todo o mundo (LIMA et al., 2006).

Em geral, a selecdo dos equinos baseiam-se nas caracteristicas de
mensuragdes subjetivas como andamento, premiacdes em exposicoes (COSTA et
al., 2005), sendo utilizados poucos reprodutores e matrizes para a reproducao.
Entretanto as associa¢cfes das ragas, principalmente de poneis, mantém limiares de
medidas morfolégicas como a altura da cernelha e altura da garupa para que estes

animais sejam registrados.

Para aumentar a eficiéncia da selecdo, atualmente surgiu a possibilidade da
utilizacdo de marcadores moleculares em programas de selecdo com potencial de
complementar a selecdo classica. As principais vantagens na sua utilizacdo estéo
relacionadas a precocidade de avaliacdo dos animais para caracteristicas
especificas, uma vez que esta tecnologia emprega amostras de DNA, permitindo
analises logo apos o nascimento (GARCIA & PORTO-NETO, 2006).

A maioria das caracteristicas de interesse econémico apresenta o padrao de
heranca poligénica, sendo determinadas por inimeros genes de grande e/ou de
pequeno efeito individuais (COUTINHO et al.,2010).

Em diversos estudos, na estatura em humanos ja foram identificados mais de
200 locos de pegueno efeito (OKADA et al., 2010; LANGO et al., 2010). Em estudos
de estatura em bovinos, cavalos e caes, utilizando a informac&o genética, a partir de
estudos de associacdo gendmica ampla, ja foram identificados diferentes genes
antes relacionados com a estatura em humanos, sugerindo fortemente que as
regides polimoérficas que afetam estatura humana também afetariam a estatura

nestas espécies domesticadas (EBERTH, 2013).

Em equinos Makvandi-Nejad et al., (2012) identificaram mutacOes de

polimorfismos de Unico nucleotideo (SNP) em 4 genes que explicam 83% da
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variacdo da estatura dos equinos. Estes autores identificaram mutacdes nos genes
LCORL, HMGA2, ZFAT e LASP1 que haviam sido identificados por controlar a altura
do humano (LCORL, ZFAT e LASP1) e em cédes (HMGA2).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as mutacdes no gene LCORL e LASP1 e
sua associagdo com a altura em equinos da raca Ponei Brasileiro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. AMOSTRAS DE DNA E COLETA DE DADOS

Foram coletadas amostras de pelo da base da cauda e genotipados um total
de 124 equinos (com idade igual ou superior a 3 anos), sendoll5animais da raca
Ponei Brasileiro de dois Haras do norte do estado do Rio de Janeiro e 9 equinos de
alta estatura utilizados como controle (Mangalarga Marchador, Mangalarga Paulista,
Pampa, Lusitano, Arabe, Lusitano x Arabe, Quarto de Milha, Paint Horse e
Percheron).

Em cada animal foram tomadas as medidas de altura da cernelha e de garupa
utiizando um hipdmetro zoométrico, fita métrica ndo elastica e compasso
zoomeétrico. Durante as medicfes, 0s equinos estavam em uma superficie firme em

estacao.

2.2. EXTRACAO DO DNA

As amostras de fonte de DNA foram provenientes de pelos coletados da
porcéo inicial da cauda dos animais, sendo estes avaliados em microscopio 6ptico

para selecionar pelos com os bulbos pilosos integros.

A extracdo de DNA das amostras foi realizada utilizando 5 bulbos dos pelos
coletados de cada animal. Estes bulbos foram cortados e colocados em microtubos

onde ocorreu a reacao de extracdo de DNA.

A reacdo de extracdo dos materiais provenientes dos pelos teve inicio com
uma solucdo de lise (200mM de NaOH) adicionada em cada tubo contendo os
bulbos. Para separar as possiveis células ainda presas ao pelo, esta mistura foi
levemente agitada com auxilio da pipeta. Um aquecimento de 96°C por 15 minutos
sucedeu esta etapa, com isto as membranas celulares foram desnaturadas.
Posteriormente, foi efetuada uma centrifugacdo a 14000 rpm por 2 minutos, a qual
permitiu a separacdo do DNA das organelas e proteinas presentes no interior das
células que, apols a lise celular, ficaram dispersas na solugdo. Finalmente, para

cessar a atividade da primeira solucdo, foi necessario adicionar uma solucdo
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neutralizante (200mM de HCL e 100mM de Tris HCL) reduzindo o pH de toda a
reacdo, aproximando-se ao pH neutro.

A quantificacdo do DNA foi realizada no aparelho NanoDrop® e para cada
amostra o DNA extraido foi diluido para uma concentracéo final de 10ng/ uL.

2.3. AMPLIFICACAO DOS LOCOS DOS GENES LCORL E LASP1

Foi realizada a genotipagem dos animais, para mutacdes dos genes LCORL
(T/C, cromossomo: 3, rs68603064) e LASP1 (G/A, cromossomo: 11, rs68876319).

Para cada loco a ser estudado foram desenhados primers com o auxilio do
programa Gene Runner® e avaliados através do programa Primer Express® (Tabela
1).

Tabela 1. Primers para amplificacdo dos fragmentos dos genes LCORL e LASP1.

] ) Fragmento
Loco PrimerA5 -3 PrimerB5” - 3’ Ta
(pb)
LCORL gtcaaagccagaggtggagag acctctggctttgaccgg 65°C 290
LASP1 ggatgactggcctaagcttgg gtgacagcactggggcact 66°C 204

Ta= Temperatura de anelamento.

Foi realizada a PCR para cada um dos locos com um volume final de 20l por
reacdo, utilizando 1x tamp&o para PCR [10 mM Tris-HCI (incluindo Mg*?)], 0,5mM
mix de dNTPs Promega®, 1U Tag DNA polimerase Promega®,0.5uM de cada
primer -Invitrogen® (Tabela 1), agua deionizada e 50 ng do conteludo obtido da

extracdo do DNA. Em cada reacéo de PCR foi feito um controle negativo.

A reacdo de PCR, para as mutacdes do gene LCORL e LASP1, foi realizada
em termociclador Applied Veriti® 96-Well com desnaturacdo a 95°C por 1 minuto,
seguido por 40 ciclos de amplificacdo, com desnhaturacdo a 95°C por30 segundos;
anelamento dos primers com temperatura padronizada em cada primer por 1 minuto
e extensdo a 72°C por 1 minuto. Apés o ultimo ciclo, as rea¢des foram submetidas a

uma etapa final de 5 minutos a 72°C para a extensao final das fitas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=68876319
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Aliquotas de 3ul das amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 8% com 20 centimetros de tamanho.
Juntamente com as amostras, foram aplicados padrbes de peso molecular 100bp
DNA Ladder Promega® para a confirmagdo dos fragmentos amplificados. A
coloracdo dos géis de poliacrilamida foi executada mergulhando-os por 5 minutos
em uma solucado fixadora, composta de alcool, acido acético e agua. Depois, foi
adicionada uma solucdo de nitrato de prata por 10 minutos. As solucdes foram
descartadas e o gel lavado com 4gua destilada. Por fim, os géis foram mergulhados
na solucao reveladora, composta de hidroxido de sédio, formol e dgua, até que as
bandas do gel correspondentes aos fragmentos de DNA amplificados aparecessem.
Apés a confirmacdo da amplificacdo pela visualizacdo em gel de poliacrilamida, as

amostras foram submetidas a clivagem por enzima de restricao.

2.4. GENOTIPAGEM PARA OS GENES LCORL E LASP1

As reacbes de clivagem por enzima de restricdo foram realizadas para
identificar os diferentes alelos em cada loco das muta¢cfes estudadas. As enzimas
de restricdo foram escolhidas pelo software NEBcutter® V2.0, na qual foram
submetidas parte das sequéncias onde as mutacfes estédo localizadas (Tabela 2).
Foram escolhidas as enzimas que reconhecem e clivam a sequéncia quando esta
apresenta o alelo mutante. Sendo assim, as amostras clivadas indicaram individuos
portadores da mutacdo, ja as amostras nao clivadas, indicaram individuos néo

portadores da mutacéao.

Para o loco do gene LCORL foi escolhida a enzima Bsrl e para o loco do gene
LASP1 foi escolhida a enzima Mwol. Foi realizada uma simulacdo da digestdo de
todo o fragmento a ser amplificado pela PCR com a enzima escolhida para esta
sequéncia (softwares Webcutter®2.0 e Restriction Mapper®) para confirmar a
capacidade da digestdo no loco da mutacao e identificar outros possiveis sitios de

fragmentacao pela enzima escolhida.

Todas as reacgdes de clivagem com enzima de restricdo foram realizadas para
um volume final de 20pl, sendo utilizado 1x de tampéo especifico para cada enzima

de restricdo, 5U de enzima de restricdo, 4ul do produto da PCR e agua deionizada.
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Para todas as reacoes foi feito um controle negativo. As amostras foram colocadas
no termociclador Applied Veriti® 96-Well a temperatura especifica de funcionamento
de cada enzima (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncia SNPs dos genes LCORL e LASP1, enzima de restricao,
temperatura de incubacao e fragmentos esperados em cada genaotipo.

GENE ID Sequéncia do SNP ER Ti FE (pb)
ttgcctggctagagaagcattcca t/t:134; 85; 71
LCORL rs68603064 gc/t]ttattictgtaccccaaagg Bsrl  37°C  t/c: 205; 134; 85; 71
cagaa c/c: 205; 85
agaaaactcgaacagggcagtc ala: 204
LASP1 rs68876319 cccl[a/g]cccccacaaaccccc  Mwol  60°C alg: 204; 123; 81
aaaacgacag g/g: 123; 81

ID: Identificagdo do SNP noNational Center for Biotechnologylnformation.ER: Enzima de restri¢cdo. Ti:

Temperatura de incubacéo. FE: Fragmentos esperados em pares de bases.

O produto das reacbes com as enzimas de restricdo supracitadas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. As amostras e um padrao
de peso molecular de 25bp DNA Ladder Promega® foram aplicados nos poc¢os do
gel para a confirmacao dos fragmentos clivados. Os géis foram corados com solucéo
de nitrato de prata e revelados com solucéo de hidroxido de sodio e formol. Os géis
foram fotodocumentados no aparelho DNR - MiniBisPro®. Apos esta visualizagéo,
as amostras foram submetidas a eletroforese capilar usando o equipamento
Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical) para a discriminacdo alélica por

tamanho e identificacdo do polimorfismo.

2.5. ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas (x;) de cada loco foram estimadas por contagem direta,
utilizando-se o programa GenePop® versao 3.4 (RAYMOND & ROUSSET, 1995),

segundo as equacdes:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=68876319

54

Em que:

xi € a frequéncia do alelo i;

niien;; correspondem ao namero de homozigotos e heterozigotos observados
para o alelo i, respectivamente;

n corresponde ao nimero de individuos analisados.

Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, as frequéncias genotipicas esperadas

no equilibrio podem ser estimadas a partir da expansao do seguinte binémio:

2 2 2
(x? +xj) =X, +21j,xj +2lj

Em que:
xi* é a freqiiéncia esperada dos homozigotos do alelo i;
2 x;x; € a frequiéncia esperada do heterozigoto ij;

2 sz € a frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo j.

A aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as proporc¢oes teoricas
de Hardy-Weinberg foi verificada com o emprego do programa GenePop® verséo
3.4 (RAYMOND & ROUSSET, 1995). Foram realizados trés testes baseados na
hipétese nula de unido aleatoria dos gametas: teste exato de probabilidade, teste

para deteccao da deficiéncia e para detec¢cdo do excesso de heterozigotos.

A diversidade genética média foi calculada para cada loco utilizando o
programa Arlequin® (SCHNEIDER et al.,, 2000) conforme a equacdo abaixo
apresentada por Nei (1987):

Hzihj/r

Em que:
ré o namero de locos utilizados;
h;, de acordo com a equacdo de Nei (1987) € a heterozigose esperada para

cada l6cus na j.esima pOpulagéo, estimada por:
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m

Em que:

mé o numero de alelos.

Esta medida de heterozigose média é equivalente a proporcdo média de
heterozigotos por I6cus em uma populacdo com padrdo de acasalamento aleatério
e, também, é igual a proporcdo de loci heterozigotos em um individuo escolhido
aleatoriamente.

Outro parametro para medir a diversidade génica é o FST. Este é o
coeficiente de endogamia em um par de populacdes, dado pela probabilidade de
dois alelos tomados ao acaso em duas populagcbes serem idénticos por
descendéncia (déficit de heterozigotos entre populacdes). Foi utilizado para se
estimar a diversidade genética entre duas ou mais populacdes. Os céalculos foram
feitos por meio do programa Arlequin® (Schneider et al., 2000), utilizando-se método

baseado na correlacéo entre alelos (Weir e Cockerham, 1984).

O estudo da altura da cernelha e da garupa de acordo com o gendétipo do

animal foi realizado pela analise de variancia usando o seguinte modelo:
Yi= U+ Git gj

ondeY; é a observagao para a altura da cernelha e altura da garupa; U é a

média da caracteristica; Gi € o efeito do i gimo genotipo e ¢ij € o erro aleatério. Foi
utilizado o procedimento PROC GLIMMIX do software SAS® 9.2 (2009).

Foi utilizado o programa Structure® como método de avaliacdo de
agrupamento populacional, baseado no modelo desenvolvido por Pritchard et al.,
(2000), para a inferéncia de estrutura populacional utilizando dados genotipicos. As
analises foram realizadas com K = 3 como parametro predefinido para o niumero de
populacdes assumidas como parentais, com 30.000 interacdes para o periodo burn-

in e 100.000 interacdes adicionais para obter as estimativas dos parametros.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fragmentos amplificados por PCR dos locos nos genes LCORL e LASP1
apresentaram bandas consistentes, sem inespecificidade e dentro da expectativa
dos primers desenhados para os locos com tamanhos de 290 pb e 204pb,
respectivamente. Os fragmentos apresentaram uma variacdo maxima de =3 pares

de bases entre os individuos na genotipagem em eletroforese capilar (Figura 1).
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Figura 1. Eletroforese Capilar do fragmento amplificado por PCR. (A) Loco do gene LCORL.
(B) Loco do gene LASP1.
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As enzimas de restricao utilizadas neste trabalho (Brsl e Mwol) apresentaram-
se especificas para a sequéncia de fusdo e, mostraram eficiéncia satisfatoria na

digestéo dos diferentes alelos dos genes LCORL e LASP1(Figura 2, 3 e 4).

No loco da mutacdo do gene LCORL foram identificados os gendétipos T/T e
C/C, nao apresentando nenhum individuo com alelo C/T. Os fragmentos
apresentados apos clivagem no genétipo T/T foram de 134pb, 85pb e 71pb,
enquanto no gendtipo C/C os fragmentos foram de 205pb e 85pb. A clivagem do
fragmento de 85pb apresentado nos dois genétipos corresponde a um segundo sitio
de fusdo da enzima Brsl, comum em todos os individuos e ndo correspondente a

nenhuma mutacao (Figuras 2 e 4A).

Os gendtipos encontrados no loco da mutacdo do gene LASP1 foram G/G,
A/G e A/A. Os fragmentos apos clivagem no genétipo G/G foram del23pb e 81pb,
no genotipo A/G os fragmentos foram de 204pb, 123pb e 81pb, e no gendtipo A/A o
fragmento n&o foi clivado por ndo apresentar neste genotipo a sequéncia de fusao
da enzima Mowl apresentando o mesmo fragmento obtido apos amplificacdo pela
PCR de 204pb (Figuras 3 e 4).



3524-

3400~
3300~
3200-

3100-

RFU

3000-

2900 -

2800~

2700~

2600 -
2553~

LM: Marcador

L g = e S St

(A) :

UM: Marcador

e L, e

36 -
75 -
100 —
150
200 -
50

300 -

400 -

Size (bp)

500 —

3977 -
3900-

3800-

3700-

3600-

3500-

RFU

3400-

3300-

3200-

3100-

3000-

2900

2833 -

LM: Marcador

196

a5

o, JI ndaden b, 4 L Peme o Eﬁgg"b‘n

(B) Ul

UM: Marcador

150 -
0 —

35 —
T8=
100 -
5

200 —
5

o

200 -

400 —
500 —

Size (bp)

LM: marcador 25 pb; UM: marcador 500pb.
Figura 2.Curva da Eletroforese Capilar no loco do SNP do gene LCORL. (A) Genétipo T/T.

(B) Gendtipo C/C.

58



59

3771 -
3700+ LM: Marcador

L ujy
3600 (A)

3500 UM: Marcador
3400

3300 -]

3200+

RFU

3100 -]
3000+

2900

123

2800~ L

= L) I

2459

150 —

i i
2 g
el E ¥

Size (bp)

35 =
o=
100 —
5
200 -
5
500 —

3771+

3700+ .
e LM: Marcador (B) Ul

3600~

3500 UM: Marcador
3400+

209

3300-
3200+
=
& 3100
3000+

2900 -

123

2800 Lo

2700- JL

2459+

P

| |
2 o o
& 2
o ] g

Size (bp)

S
—

35 =
75 —
100 —
B
200 -
500 —

4308 -
LM: Marcador

4200+ Ly © Ui

4000 - UM: Marcador

207

3800

3600

RFU

3400

3200+

3000-]
2800- AN _LA - ]

2633

35 -
o=
100 —
5
200 -
5
300 -
400 —
500 —

Size (bp)

LM: marcador 25 pb; UM: marcador 500pb.
Figura 3.Curva da Eletroforese Capilar no loco do SNP do gene LASPL1. (A) Gendtipo G/G.
(B) Genotipo A/G.(C) Gendtipo A/A.



60

Gendotipos
S
Tce GG GA AA

500
400
200
250
200
“EN
100
75
25

Figura 4.Gel da Eletroforese Capilar e genétipos no loco do SNP do gene (A)LCORL e
(B)LASP1.

(A) Genotipos

500
400
200
300
250
200
150
100
75
35
35

Na Tabela 3 encontram-se os resultados da frequéncia genotipica, frequéncia
alélica e Equilibrio de Hardy—Weinberg nos genes LCORL e LASP1 para os SNPs

avaliados.

No gene LCORL a frequéncia do gendtipo T/T e a frequéncia do alelo T foi de
99,17% e do gendtipo C/C e a frequéncia do alelo C foi de 0,83%. Os equinos
avaliados neste trabalho apresentaram grande frequéncia do alelo T e do gendtipo
T/T, onde apenas um equino da raca Percheron apresentou o alelo C em
homozigose. A elevada frequéncia do genoétipo T/T caracteriza o SNP como nao
polimorfico para os individuos do estudo, segundo McManus et al.,(2011), considera-

se um loco polimérfico quando o alelo mais comum tem a frequéncia inferior a 90%.

Estes resultados corroboram com o estudo realizado por Makvandi-Nejad et
al. (2012) que avaliaram diferentes racas de equinos de tamanhos variados,
encontrando em animais poneis o gendtipo T/T e para a raca Percheron de grande
porte identificou exclusivamente o genétipo C/C para esta mutacdo no loco do gene
LCORL.
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Os valores de probabilidade para o equilibrio de Hardy-Weinberg (P< 0,05) no
gene LCORL mostram equilibrio com o SNP avaliado; embora nota-se a elevada
frequéncia do alelo T, a populacdo encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg.Vale ressaltar que este € calculado com base nas frequéncias alélicas
observadas e 0s genétipos dos individuos, entretanto por ser um loco nédo
polimérfico, ndo se pode considerar este loco em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Foi também calculado o equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada
populacédo diferente para o loco no gene LCORL. No Haras 1 e Haras 2 o equilibrio
foi nulo pois s6 apresentou o alelo T e ndo permitiu a avaliacdo por nao apresentar
polimorfismo, entretanto nos animais do Controle o equilibrio de Hardy-Weinberg foi
de 0.05891, com um individuo homozigoto C/C e oito individuos homozigotos T/T,

apresentando esses individuos capacidade de segregar seus alelos.

Possivelmente a grande frequéncia do genotipo T/T nos equinos da raca
Ponei Brasileiro, esta associado a influéncia deste genotipo na altura dos equinos de
pequeno porte, como sugerido por alguns autores (MAKVANDI-NEJAD et al., 2012;
METZGER et al., 2013; TETENS et al., 2013; BOYKO et al., 2014).

Os gendtipos G/G, A/IG e A/A do gene LASP1 apresentaram frequéncia
genotipica de 3,28%, 42,62% e 54,10%, respectivamente. A frequéncia alélica do
alelo G foi de 25,82% e do alelo A foi de 74,18%. Makvandi-Nejad et al., (2012), por
outro lado encontraram uma alta frequéncia do alelo G nos animais de racas poneis,
e alta frequéncia do alelo A nos equinos de alta estatura. Possivelmente esta
diferenca se deve a maior altura dos animais utilizados ou a ndo associacao deste

loco com a altura dos equinos.

O SNP avaliado no gene LASP1 encontra-se fora do equilibrio de Hardy-
Weinberg (P>0,05) pela baixa frequéncia genotipica de homozigotos para o alelo G,

e, portanto, possuem capacidade de segregar.

Avaliando as popula¢des separadamente, podemos observar que os animais
do Haras 1 ndo apresentaram equilibrio de Hardy-Weinberg (0.40785),
possivelmente pela maior quantidade de homozigotos nesta populacdo, enquanto os
animais do Haras 2 e Controle apresentaram-se dentro do equilibrio (0.0306 e

0.0106, respectivamente).
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Tabela 3. Frequéncia genotipica, frequéncia alélica e Equilibrio de Hardy—Weinberg
nos genes LCORL e LASP1 para os SNPs avaliados.

Gene Frequéncia Genotipica (n°) Frequéncia Alélica P-HW
T/T:99,17% (120) T:99,17% 0.0043**
LCORL C/C: 0,83% (1) C: 0,83%
CIT: 0% (0)
G/G: 3,28%(4) G: 25,82% 0.1436
LASP1 AlIG: 42,62%(52) A: 74,18%

AIA: 54,10%(66)

*A probabilidade de equilibrio Hardy—Weinberg foi testada a 5% (Valores de Qui- quadrado>
0,05 significam que o SNP esta em desequilibrio).
n% ndmero de individuos. P-HW: probabilidade de equilibrio Hardy—-Weinberg.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados dos indices genéticos
populacionais de: heterozigose observada, heterozigose esperada, heterozigose
média esperada ou diversidade alélica e, o indice de endogamia (Fis) dos locos das
mutacdes dos genes LCORL e LASP1.

No SNP estudado do gene LCORL a heterozigose esperada foi de 0,199,
entretanto ndo foi encontrado nenhum individuo heterozigoto. A diversidade alélica
foi de 0,02, indicando uma baixa diversidade para esta mutacdo, consequentemente
o nivel de endogamia da populacéo foi elevado (1,00), indicando que a populacdo do
estudo é endogamica para a mutacdo no gene LCORL. Possivelmente este nivel de
endogamia esta associado a influéncia deste gendtipo na altura dos equinos de
pequeno porte e da intensa selecdo realizada para esta caracteristica nos animais

estudados.

Na mutacdo do gene LASP1l a heterozigose observada foi superior a
heterozigose esperada, 0,550 e 0,469 respectivamente, indicando ganho de
heterozigosidade que juntamente com o valor da diversidade alélica do loco (0,38),

caracteriza o SNP com alta diversidade na populacéo.
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Tabela 4.indices genéticos de equinos do norte do estado do Rio de Janeiro
segundo as mutacdes dos genes LCORL e LASP1.

Gene Heterozigose Heterozigose Diversidade Fis
Observada(Ho) Esperada (He) Alélica
LCORL 0,000 0,199 0,02 1,0000
LASP1 0,550 0,469 0,38 -0,1729

Fis: indice de endogamia.

Na tabela 5 apresentam-se os valores do indice de fixacdo (Fst) que avalia o
valor da divergéncia entre as popula¢gdes. De acordo com Slatkin (1995) valores de
Fst abaixo de 0,15 indicam auséncia de estrutura genética; de 0,15 a 0,25 mostram
uma estruturacdo genética moderada e maior que 0,25 indica alta estruturacao.

Foram avaliados os trés grupos populacionais utilizados no estudo, Haras 1,
Haras 2 e Controle. Entre o Haras 2 e o grupo Controle foi observado uma
estruturacdo genética moderada (Fst= 0,18168), indicando uma similaridade entre
estas populacdes. Foi ainda observado auséncia de estruturacdo genéticas entre o
Haras 1 e Haras 2, e entre o Haras 1 e o grupo Controle. Estes céalculos sao
baseados nas frequiéncias genotipicas das popula¢des, onde os animais do Haras 1
nao apresentou homozigotos G/G para o loco do gene LASP1 diferenciando dos

outros grupos.

Na andlise de agrupamento populacional (Tabela 6) realizada pelo Programa
Structure 2.3 (PRITCHARD et al.,, 2000), as trés populacdes se distribuem
igualmente nos trés grupos escolhidos inicialmente para analise. Os trés grupos
foram compostos por uma distribuicdo de 33,3% de cada populacdo; ou seja, cada
individuo apresentou uma similaridade aproximada de 0,333 com cada um dos
grupos, indicando que as trés populacdes nao diferiram em grupos de adequacao. A
probabilidade de similaridade de cada individuo em relacédo aos trés grupos pode ser

claramente visualizada na Figura 5 e 6.

Na Figura 6 encontra-se a representacdo esquematica da disposicdo dos
individuos em relacdo a cada grupo. Pode-se observar que os individuos de todas
as trés populacbes apresentam-se no centro, entre 0s trés grupos e sobrepostos

devido a similaridade.
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Tabela 5. Valores de indice de fixacdo (Fst) e de probabilidade gerado entre cada

populacdo de equinos do norte do estado do Rio de Janeiro.

Haras 1 Haras 2 Controle
Populacéao Fst(P) Fst(P) Fst(P)
Haras 1 -
Haras 2 -0.00299 (0.387) -
Controle 0.10522 (0.027) 0.18168* (0,000) -

Fst: indice de fixagdo; P: probabilidade.

Tabela 6. Proporcdo de adequacao de cada populacdo de equinos do norte do

estado do Rio de Janeiro em cada um dos trés grupos pré-definidos.

Grupos
Populagéo n° 1 2 3
Haras 1 40 0.333 0.334 0.333
Haras 2 75 0.333 0.333 0.333
Controle 9 0.333 0.334 0.333

n°% NUmero de individuos.
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Figura 5. Representacéo da probabilidade de cada equino pertencer a cada grupo. (Vermelho: Grupo 1, Verde: Grupo 2, Azul: Grupo 3)
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Figura 6. Representacédo esquematica da disposicao dos individuos em relacédo a cada
grupo.

A Tabela 7 apresenta as médias de altura da cernelha e garupa para os
gendtipos nos SNPs dos genes LCORL e LASP1l. Houve diferencas nas

caracteristicas devidas a presenca dos SNPs (P<0,05).

O SNP do gene LCORL mostrou média diferente (P<0,05) para o gendtipo
C/C na altura dos equinos em relacdo ao genodtipo T/T. A média de altura da
cernelha e altura de garupa para o genétipo C/C 1,69m, o gendétipo T/T apresentou
as menores médias altura da cernelha e altura de garupa (0,927m e 0,940m,
respectivamente). O gendétipo C/C foi encontrado em apenas um individuo da raca

Percheron pertencente ao grupo controle com altura da cernelha de 1,69m.

Este SNP do gene LCORL ¢é apontado por Makvandi-Nejad et al. (2012) como
a mutacao de maior associacdo com a altura dos equinos. Todos 0s equinos da raca
Poénei Brasileiro apresentaram o gendtipo T/T relacionado a baixa estatura,
possivelmente pela elevada associacdo deste SNP com a estatura. Também
apresentaram o genétipo T/T oito dos nove animais do grupo controle, exceto o
equino da raca Percheron que apresentou o genotipo G/G. A média de altura da

cernelha destes animais foi de 1,52m, com menor altura o equino da raga
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Mangalarga Marchador (1,47m), e com maior altura o animal da raga Quarto de
Milha (1,58m).

Tabela 7. Médias e respectivos desvios padrdo da altura da cernelha e altura da
garupa (em metros) para o SNPrs68603064 no gene LCORL e rs68876319 no gene
LASP1 de acordo com o gendtipo de equinos do norte do estado do Rio de Janeiro.

L CORL [T/T] [CIT] [CIT]

Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Altura da cernelha 0,927° +0,171 - - 1,690% +0,00
Altura da garupa 0,940° +0,171 - - 1,690° +0,00
L ASP1 [G/G] [A/G] [A/A]

Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Altura da cernelha 0,929%° +0,048 1,003 +0,255 0,872° +0,056
Altura da garupa 0,954*  +0,043 1,013% +0,252 0,886°  +0,062

Médias na mesma linha com letras diferentes sobrescritas diferem significativamente no
teste t a 5% de probabilidade (P <0,05).

A mutacao do loco do gene LCORL apresentou correlacbes moderadas de
0,38 (P<0,001) com a altura da cernelha e de 0,37 (P<0,001) com a altura da
garupa. Estes resultados indicam a associacdo da mutacdo com a altura dos
animais e a medida que os gendtipos passam de T/T (menor altura) para C/C (maior

altura), a altura da cernelha e a altura da garupa dos animais tendem a aumentar.

Estes resultados corroboram com os achados obtidos por Makvandi-Nejadet
al. (2012), que identificaram uma frequéncia de 100% do gendtipo T/T em animais
poneis de diferentes racas e de animais das racas PR Paso Fino e Friesian de
grande porte que apresentam média de altura da cernelha até 1,60m.O gendtipo C/C
foi encontrado por Makvandi-Nejad et al. (2012), com frequéncia de 100% em
animais das racas Suffolk, Ardennais, Brabant, Belgian, Clydesdale e Percheron,
racas que apresentam média de altura da cernelha acima de 1,60m, e frequéncia
alélica de 50% para o alelo C e T em animais da raca Shire com média de altura da

cernelha de 1,85m.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=68876319

68

Tetenns et al. (2013) avaliaram 782 garanhdes da ragca alemd Warmblood
através da genotipagem com chip de alta densidade (Chip 50K lllumina®) e inferiram
a associacdo gendmica com a estatura dos animais, identificando o SNP T<C do
gene LCORL como responsavel por 18% da variac@o total da altura dos animais
avaliados.

Metzger et al. (2013), identificaram através de associacdo genémica que o
genotipo T/T foi quase perfeitamente associado a todas as racas de pbnei até o
valor limite de 1,48m para a altura da cernelha. Cavalos que variam entre 1,30m a
1,60m de altura da cernelha apresentaram genétipos T/T e C/T, enquanto os cavalos
de maior altura e mais pesados mostraram predominantemente, o genétipo C/C.

Avaliando a expressao do gene LCORL, Metzger et al. (2013) observaram
gue em heterozigotos C/T o0s niveis de expressdo de LCORL diminuiram
significativamente em 40%, e em homozigotos C/C diminuiram 56% em relacdo aos
cavalos de menores tamanho T/T. Andlises de bioinformatica indicaram que esta
mutacdo SNP (T<C), interrompe um sitio de ligagcédo putativo do fator de transcricao
TFIID que é importante para o processo de transcricdo de genes envolvidos no

desenvolvimento do esqueleto ésseo.

Pode-se considerar que, o0 SNP do gene LCORL seria possivelmente capaz
de diferenciar animais com altura da cernelha de aproximadamente, 1,60m.
Individuos abaixo desta altura tendem a apresentar o gendtipo T/T e, individuos

acima desta altura tende a apresentar o genotipo C/C.

Para o SNP do gene LASP1 houve diferencas nas médias dos gendtipos A/A
e A/G (P<0,05). O genotipo heterozigoto A/G, com altura média da cernelha da
1,003m e na altura da garupa de 1,013m, apresentou maior altura do que o gendtipo
A/A. As médias para a altura da cernelha e de garupa para o genétipo G/G foram de
0,927m e 0,940m, respectivamente, similar ao gendtipo A/A, que apresentou média

de altura da cernelha de 0,872m e para a altura de garupa de 0,886m.

Esta diferenca seria causada pela presenca deste genotipo (A/G) em todos 0s
animais utilizados como controle que elevou a média de altura para este gendtipo.

Apesar da diferenca de altura entre os animai, 0 SNP do gene LASP1 néo foi capaz
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de diferenciar os equinos dentro do grupo Controle; e também, ndo foi capaz de
diferenciar os equinos da raca P6nei Brasileiro entre si.

Ao avaliar apenas a altura dos equinos da raca Ponei Brasileiro, verificou-se
gue 0s gendtipos apresentaram médias semelhantes para as alturas da cernelha e
da garupa, com o genétipo A/G apresentando média na altura da cernelha de
0,890m e na altura de garupa de 0,901m. Para o gendtipo G/G as médias para a
altura da cernelha e de garupa foram de 0,927m e 0,940m, respectivamente. O
gendtipo A/A, apresentou média de altura da cernelha de 0,872m e para a altura da
garupa de 0,886m.

Petersen et al. (2013), através da genotipagem de SNPs e associacdo
genbmica ampla, identificaram um loco no gene LASP1 no cromossomo 11 como
possivel gene candidato associado a altura dos equinos. Jun et al. (2014), avaliando
cavalos da raca Marwari também por associacdo gendmica ampla, identificaram o

gene LASP1 como possivel gene candidato para a estatura.

Makvandi-Nejad et al. (2012) identificaram quatro mutacdes com alta
associacdo com a altura, o SNP localizado no gene LASP1 foi o de menor
associacao dentre as quatro mutacdes. Diferente do encontrado neste trabalho,
Makvandi-Nejad et al. (2012) encontraram uma alta frequéncia do alelo A (associado
a maior estatura) em equinos de alta estatura, e alta frequéncia do alelo G, em
equinos de baixa estatura. Entretanto em animais da raca Friesian de estatura média
a alta, a frequéncia do alelo A foi aproximadamente 33%, e similar a encontrada em

animais de racas poneis (Falabella, Welsh Pony e Dartmoor Pony).

Possivelmente a associacdo encontrada por Makvandi-Nejad et al. (2012), foi
em decorréncia do baixo nimero de animais genotipados por chip de alta densidade
(Chip 50K Illlumina®) (16 racas e 48 individuos no total). Assim, apesar dos elevados
custos, a genotipagem de um numero maior de individuos de cada raca,
possivelmente possa inferir com maior acuracia as mutacdes (de maior e menor

influéncia) associadas a estatura dos equinos.

Estudos envolvendo outros SNPs associados ao crescimento sdo necessarios

para estudar as interacfes genéticas com a estatura dos equinos.
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A identificagcdo de SNPs em genes de menor efeito seria necessaria para

permitir a selegéo de equinos poneis para uma menor estatura.
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4. CONCLUSOES

A associacdo do polimorfismo do gene LCORL com medidas lineares de
altura, confirmaria a influéncia do gene no crescimento e estatura dos equinos. O
gendtipo T/T afeta o crescimento caracterizando animais de menor estatura,

enquanto o genotipo C/C é encontrado em animais de alta estatura.

O SNP presente no gene LASP1 n&o apresentou associagao com a altura nos
animais da raca Ponei Brasileiro avaliados neste trabalho.
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