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Levantamento de polimorfismos dos genes BMPR -1BBMP-15 em ovinos

das racas Santa Inés e Morada Nova do semi-arido m@stino brasileiro

Glenda Mbnica Luna de Holanda

Orientadora: Aurea Wischral

RESUMO -A identificacdo de genes que influenciam na pmifde de ovinos proporciona

a abertura de um caminho promissor para a pesaqsts;quando somado a outras medidas,
podera resultar ganho em produtividade e possibilt investigacdo de outros fatores
envolvidos na dinamica folicular dessa espéciee Estudo objetivou pesquisar a existéncia
de mutacdes Boorool&€cB) e Galway FecX®) através da técnica PCR-RFLP, em ovelhas
das racas Morada Nova e Santa Inés, com histégcpradlificidade. Da raca Santa Inés,
foram analisadas 393 fémeas com historico de umapor parto e 181 com duas ou mais
crias por parto além de 23 machos. Outras 282 ®foeam da raca Morada Nova, das quais,
170 constituiram o grupo de uma cria por partoteasul12 fémeas compuseram o grupo de
duas ou mais crias por parto. O sangue coletadwéstrde puncdo da jugular foi usado para
obtencdo dos leucdcitos e extracdo do DNA pelaidacienol-cloroférmio. Os genes de
interesse para estudo das mutageesB e FecX® foram amplificados a partir derimers
especificos e submetidos a acdo das endonucleaads @Hinf |, respectivamente. A andlise
dos fragmentos obtidos em gel de agarose reveluasténcia do genEecB em 1,04% das
fémeas da raca Santa Inés com histérico de duasnais, crias por parto, ndo sendo
observado nas fémeas Morada Nova. A mutdzeX® nado foi observada em nenhum dos
animais estudados. Conclui-se que a mut&g®B, embora presente em fémeas Santa Inés,
esta em baixa frequéncia e ndo € uma boa ferranpanéaselecdo de ovelhas prolificas;
ademais, a prolificidade observada nas racas $adae Morada Nova ndo esta relacionada

com as mutacodsecB ou FecX©.

Palavras chave:Booroola, Galway, ovino, gene da prolificidade



Investigation of polymorphisms of genes BMPR -1B ahBMP-15 among
‘Santa Inés’ and ‘Morada Nova’ sheep from NortheasBrazil's semi-arid

region

ABSTRACT - Identifying genes that influence sheep prolificitpens up a promising
research path; when added to other measures,ridtsdqure may result in greater productivity
and allow the investigation of other factors invadvin the follicular dynamics of these
animals. The aim of the present study was to se@ochBooroola FecB) and Galway
(FecX®) mutations using the PCR-RFLP technique on shééped'Santa Inés” and “Morada
Nova” breeds with a history of prolificity. Amonbe “Santa Inés” breed, 393 females with a
history of single offspring per delivery and 181tlwiwo or more offspring per birth were
analyzed, along with 23 males and 282 females @f‘korada Nova” breed (170 with one
offspring per birth and 112 with two or more offsyy). Blood collected through a jugular
puncture was used to obtain leukocytes and exiddA using the phenol-chloroform
technique. Genes of interest for studyifecB and FecX® mutations were amplified from
specific primers submitted to the action of Avaatd Hinf | endonucleases, respectively.
Analysis of the fragments obtained in agarose @e&taled the existence of thecB gene in
1.04% of “Santa Inés” breed females with a histoirywo or more offspring per birth and
was not found in “Morada Nova” femaleBecX® mutation was not found in any of the
animals studied. It was concluded thadcB mutations, although present in “Santa Inés”
females, are of low frequency and therefore notoadgtool for selecting prolific sheep.
Moreover, the prolificity observed among the “Sami@s” and “Morada Nova” breeds is not

related toFecB or FecX ® mutations.

Key Words: Booroola, Galway, sheep, prolificity gene
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1 INTRODUCAO

Os pequenos ruminantes ingressaram no Brasil sornlonizadores e, ao longo
dos anos, sofreram um processo de selecdo natdegltando-se as condi¢des adversas
do meio. Na atualidade, a ovinocultura constituiaurmportante atividade sécio-
econbmica e, no nordeste brasileiro, ha um rebalersificado, que vai desde a
criacao para subsisténcia do pequeno produtogsatgiacdes industriais com animais
selecionados e altamente especializados. DestasaamBe as racas naturalizadas, a
Cariri e a Barriga Negra, além de outras importadasio a Santa Inés e Morada Nova,
mas que também ja se encontram adaptadas, fazemtio do cenario da pecuaria
nordestina.

Até um passado recente, a ovinocultura constitlieesno atividade secundaria
para o setor pecuario. Contudo, nos ultimos temgsts, tem crescido como principal
opcdo econbmica para muitos produtores, em vaegdeas brasileiras. Segundo os
dados apresentados pelo Instituto Brasileiro degfdia e Estatistica no censo
agropecuario 1995/96 e 2006 (IBGE, 2006), o efetieoovinos em 2006 era de,
aproximadamente, 16.019.170 cabecas, sendo que.3887(58,55%) encontravam-se
na regido Nordeste. Esses dados, confirmam a enuéagdesse setor como importante
atividade econdmica no Brasil.

Embora exista o reconhecimento do valor socio-emic da ovinocultura para
o Nordeste brasileiro, a maior parte dos animaglos, nesta regido, apresenta baixos
indices de desempenho produtivo, com peso vivo kig &s 100 dias, peso médio da
carcaca de 10 kg em machos com um ano, 80% deléapartos ao ano por matriz e
prolificidade de 1-3 crias por parto (BNB, 1998).

Percebe-se que a crescente demanda da carne paraap mercado interno e
externo, esta transformando a estrutura dos sistggnadutivos. Nesse aspecto, a
grande competicdo comercial impulsiona a incessdnisca de conhecimentos
tecnoldgicos direcionados para o aumento da pnddate desses rebanhos. Tal
exigéncia coloca os aspectos reprodutivos em ldgaestaque e a prolificidade passa a
ser um dos fatores de grande importancia nos pragae melhoramento e selecéo de
animais nessa cultura.

A existéncia de algumas linhagens de ovinos com @lificidade, as quais

apresentam mutacfes em genes especificos, leva@stionamento de que outras
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racas prolificas possam apresentar uma proximidadética, até entdo desconhecida.
Essa constatacdo podera criar a possibilidade efgifidacdo de linhagens brasileiras
portadoras dessa caracteristica, o que abre nawagitos para pesquisas e a utilizagdo
efetiva deste conhecimento podera colocar a ovitweu brasileira, de forma
competitiva, nesse emergente segmento da economia.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de iigas a presenca de mutagdes
em genes relacionados a prolificidade em ovinosrages Santa Inés e Morada Nova,
especificamente os genes do receptor 1B da Pratdnmgenética do Osso (BMPR-
1B) e da BMP-15 e suas relagbes com o numero de por parto em ovinos, bem

como as possiveis aplicacfes em programas de aglegética para essas ragas citadas.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Os fatores de crescimento e a ovulacao

O numero de foliculos que ovulam, em mamiferos,eterchinado por um
complexo de sinais enddcrinos, entre a hipofise evario, e por meio de sinais
paracrinos, dentro dos foliculos ovarianos, entrevécito e suas células somaticas
adjacentes.

Durante um ciclo estral, muitos foliculos sdo reamlos e iniciam o crescimento,
porém, ndo sdo todos que serdo liberados para¢deuladpenas um numero de
foliculos, caracteristico da espécie, chegara tagiespré-ovulatério, enquanto outros
sofrerdo atresia. Embora a selecao do foliculo danté ndo garanta a ovulacao, supde-
se que ela seja definida em funcdo do niumero déasélla granulosa no foliculo, com
alto indice mitético e capacidade de aromatizar@ahos, ja que foliculos com poucas
células da granulosa produzem menos esterdidegntiavbaixa concentracdo de
estradiol e alta de andrégeno no fluido folicuRDASHI, 1996).

O foliculo dominante é aquele que provavelmente aréyl 0 que ja €
determinado uma semana antes do seu rompiment@s@roento desses foliculos até
a fase pré-ovulatéria se da pela acéo de variosefatle crescimento que influenciam o
desenvolvimento das células da granulosa (ADASHI96). Estes fatores foram

caracterizados como: fator transformador do cremtima (TGFa, transforming
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growth factor a) (LOBB e DORRINGTON, 1992), fator de crescimentatipsulina |
(IGF-I, insulin-like growth factor 1), TGH31 e interleucina | (IL-I,interleucin 1)
(ADASHI, 1996)

Na familia dos TGH, sdo conhecidos dois fatores que atuam no crestime
folicular, o fator de crescimento e diferenciaca® (GDF-9, growth differentiation
factor - 9) e a proteina morfogenética do 0sso-15 (BMPHBEe morphogenetic
protein), ambos sdo produzidos pelo préprio ovdcito e #éodlula da granulosa como
alvo (FORTUNE, 2003).

Uma forma diferenciada de estudar os fatores qgelasn o numero de
ovulacdes passou a ser utilizada nos experimeeébizados por McNatty et al. (2001),
assim como nos de Wilson et al.(2001), que buscaratacdes, em genes maiores
(Heranca Monogénica) relativos a prolificidade, igusejam: FecB relativo ao receptor
BMP- 1B e FecX relativo ao fator BMP-15, que infigeam fenotipos alvo como a taxa
de ovulacdo e o tamanho de ninhada. Assim, passibih a aplicabilidade desses
conhecimentos em testes moleculares padronizadeste Nontexto, 0s ovinos tém
constituido, desde entdo, um excelente modelo Bssa nova perspectiva na

reproducao.

2.2 Receptor da Proteina Morfogenética Ossea — 1BNIPR 1-B)

A Selecdo por Marcadores Assistidos (MAS) e a gr#esao genética séo
tecnologias aplicadas em programas para selecébdrhos. Okoci de caracteristicas
quantitativas (QTL), por exemplo, tém sido detestadm populagbes comerciais de
rebanhos bovinos, suinoowinos, nestes Ultimos, em particular, foi descuito QTL
para a fecundidade (MONTGOMERY et al., 1993).

A base para esse estudo foi um programa de crutameslizado em 1952
pelos irm&os Sears, na localidade de Cooma, na Sales do Sul, Australia, os quais
selecionaram um rebanho ovino prolifico, a parérahotacdes sobre o tamanho da
ninhada de ovelhas da raca Merino, gerando a lethadgooroola com alta
prolificidade. Essa caracteristica foi estudadapesquisadores do Instituto de Pesquisa
CSIRO (Commonwealth Scientific and Industrial Reskea Organization), que
descreveram um dos primeiros exemplos de aplicpgdiica dos conhecimentos do

mapeamento genético em ovinos, identificando a ¢aotd8ooroola no cromossoma 6
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(MONTGOMERY et al., 2001). A partir desse pontaaim possiveis estudos relativos
a deteccdo dessas mutacgles, aplicados a trabalssetdo assistida, bem como aos
reflexos dessa caracteristica hereditaria sobrepadrdes fisiolégicos ligados a
fertilidade.

A continuidade de introgressao da prolificidade, esquemas de cruzamentos
empregando esta caracteristica fenotipica, gerguestionamento se o aumento do
namero de crias por parto, das linhagens de atfifipidade, € resultante do acamulo
gradual, nos rebanhos, de ovelhas que carreiam adgp@ do principal gene da
prolificidade (DANKO, 2003).

Deve ser lembrado que o numero de ovulacdes, enifaras) depende de um
conjunto de fatores genéticos e ambientais, mascedmente depende da linhagem
familiar. A raca de ovino, Merino australiana/Bomley como mencionado
anteriormente, € uma das linhagens prolificas teniaada por excepcional fertilidade.

O gene Booroola (BMPR-1BFecB) existe em um unico l6cus autossémico do
cromossomo 6g23-31, que é andlogo ao cromossommario, sendo o principal gene
da prolificidade identificado em ovinos, resultadee uma mutacdo no receptor BMP-
1B (WILSON et al., 2001).

A mutagdo doFecB foi encontrada no dominio altamente conservado do
sinalizador intracelular serina treonina quinase relceptor BMP-1B, presente nos
oocitos, em foliculos primordiais e pré-antraisas nélulas da granulosa dos foliculos
nos estagios primario e de crescimento, bem comacarpo lateo. A troca de
nucleotideos, A por G, no gene, resulta na suigidudo aminoacido Glutamina por
Arginina (Q249R) na proteina (SOUZA et al., 2003L.8BON et al. 2001), exatamente
no dominio intracelular quinase do receptor BMP-Hitudos destas mutacoes
demonstraram que cada odécito tem um papel ativaetagdo as ceélulas somaticas
adjacentes, durante o desenvolvimento foliculaassm exerce influéncia efetiva com
relacdo ao numero de foliculos que alcancam a c&al@MULSANT et al., 2001).

A mutacdo FecB, no gene BMPR-1B, é dominante saliexa ovulatéria com
efeito aditivo, pois duas copias BecB aumentam o namero de ovulacdes em cerca de
1,6 (PIPER et al. 1985). No entanto, um modelo iplidativo foi mais adequado aos
dados de Davis et al. (1999) em que cada cépia r@aneenumero de ovulagbes em
90%. Animais com uma copia da mutagdo tém entseetrguatro ovulagdes, enquanto
aqueles com duas copias tém algo em torno de aiddo(McNATTY et al., 2001). Ha
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também a correlacdo entre a presenca dessa mudagda reduzida taxa de atresia
folicular (GONZALEZ-BULNES et al., 2004).

Os estudos da dinamica folicular, em fémeas queaam, ou ndo, 0 gene da
prolificidade, demonstraram que o numero de folis@m desenvolvimento nas fémeas
de idade mais avancada, de ambos os gendtiposingfar ao nimero encontrado em
ovelhas mais jovens. Sugerindo que a maior taxawldacdo em fémeas com a
mutacdo Booroola esteja relacionada a uma menar dax atresia (GONZALEZ-
BULNES et al., 2004).

Quanto a aspectos hormonais, os estudos de Xik @083) apontam que a
concentracdo de folistatina ndo é regulada pelagéatBooroolaRKecB), contudo, ela
parece afetar tanto a progesterona quanto o FS#ntauo ciclo estral e ao longo da
prenhéz, sugerindo que a BMP exerca um importasgpelma regulacdo de ambos os
horménios. Campbell et al. (2003) evidenciaram, experimentosn vivo, que esse
gene atua nas gobnadas femininas aumentando a ikéadd aos estimulos
gonadotroficos.

A mutacdo Booroola exerce acao principalmente r@ioyao invés de alterar a
secrecdo de gonadotrofina. Desse modo, os recepdardBMP parecem envolvidos
com a regulagéo paracrina da acdo do FSH. Se g@outativer causando uma reducao
nos receptores BMP-1B, isso pode resultar em uh&&o da diferenciagéo folicular,
portanto, as pesquisas nessa area, deverdo camesmtna elucidacdo das ligacoes
naturais para BMP-1B em diferentes estagios denstleBeémento folicular (SOUZA et
al., 2003).

A mutacdo no BMPR-1B, encontrada em ovinos Boor@lasegundo relato de
alteracdo em um gene do grupo TGk+elacionado com a prolificidade em ovinos,
apos as descobertas de mutacdes em fatores denenetec GDF9b/BMP15 (WILSON
et al., 2001).

2.3 O gene da Proteina Morfogenética Ossea — 15 (BM.5)

A proteina BMP-15 que também forma dimero com GD$&do entdo
conhecida também como GDF9B, consiste em um faarelscimento que € membro
da superfamilia TGF;, o qual € expresso especificamente em odcitos (@MAY et
al., 2000). Essa proteina atua regulando a pratifer das células da granulosa e sua

diferenciacdo, promovendo mitoses celulares, supdiona expressao do receptor para
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o hormonio foliculo estimulante (FSH), e estimularus fatores ligados a expresséo e
assim exercendo um papel importante na fertilidademamiferos (OTSUKA et al.,
2001). As proteinas desta superfamilia (BBao multifuncionais e regulam o
crescimento e diferenciacdo de varios tipos delagiuomando papel critico na
fertiidade dos mamiferos, atraveés dos fatoresregcenento como o GDF9, localizado
nos oocitos, e BMP com receptores expressos nomssVILSON et al., 2001).

A linhagem Inverdale, prolifica, foi gerada a pasie uma familia de ovinos da
raca Romney, descendente de uma ovelha com h&stddac33 crias em 11 partos
(DAVIS et al.,, 1991). Posteriormente, estudos dgresgacdo em filhos e netos dos
portadores desse gene demonstraram que o l6cusafi@@ado no cromossoma X,
denominado de lécus da fecundidade InverdageX'). Nestas ovelhas, a prolificidade
é resultante de uma mutacéo no gene da BMP-15 (BAVal., 1991 e 1995).

Nas ovelhas Inverdale e Hanna, foram identificapostos separados de
mutacéo no gene BMP-15, correspondendo a sitiosgi@o de codificacdo do peptideo
maturo do fator de crescimento (GALLOWAY et al., 020 BODENSTEINER et al.,
2000).

A mutacdoFecX' (V31N) é caracterizada pela transicdo de T-A gselt@ na
substituicdo do aminoacido valina (V) por asparagiN) no residuo 31 da proteina
madura. Esta alteracdo ndo altera a estruturaateima, mas interfere na formacéo de
dimeros (GALLOWAY et al., 2000).

A linhagem Hanna foi encontrada também em ovinasfdy, ndo relacionados
com a linhagem Inverdale, mas que exibiram o mefamoétipo de alta prolificidade,
ligada ao cromossomo X. A mutac&do encontrada neselhas denominou-se FetX
difere da Inverdale (FedX pois nelas, a troca de nucleotideos C-T resnéa
substituicdo de uma glutamina por um ponto de parad residuo 23 da proteina
madura (Q23Ter), o que implica na formacdo de umateipa mais curta e,

provavelmente, biologicamente inativa (GALLOWAY&t2000).

A expressdo do gene BMP-15 foi localizada exchrsiente nos odcitos do
estagio primario do desenvolvimento folicular. Baet al. (1992) citaram que ha um
completo bloqueio do desenvolvimento folicular nafram fémeas que portam duas
copias da mutacéo Inverdale (1), duas da mutag@mbl (HH), ou uma copia de cada
mutacdo (HI). indices aumentados de ovulacdo s@onérados em fémeas com
somente uma copia de cada mutacao (I+ ou H+) (DAYIS., 1992). Este aumento no
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indice de ovulacédo dos animais heterozigotos pedexplica com base na funcéo da
BMP-15. O homozigoto mantém seus ovarios atrofiados foliculos que ndo passam
do estagio primordial, pela auséncia da agédo daipeono crescimento e diferenciacdo
folicular. Os heterozigotos, que tém a proteinaneemor quantidade, possuem maior
expressdo dos receptores para FSH nas célulasadalgga, resultando em maior
namero de foliculos em desenvolvimento, produziestodgeno e com maior expressao
dos receptores de LH, o que proporciona maior ndrderovulacdes (OTSUKA et al.,
2001).

Essas descobertas, sobre o gene BMP-15, tornarssivpbo uso de testes de
DNA para determinar se as outras linhagens de asgilolificas carreariam mutacdes
sem a necessidade de informacgdes referentes agrigfptiONTGOMERY et al., 1993;
GALLOWAY et al., 1999; DAVIS et al., 2002).

2.4 Outras linhagens prolificas relacionadas a ges@la prolificidade

Desde os primeiros estudos relativos aos modeldsetinca para numero de
ovulacdo e tamanho de ninhada, em rebanhos posliftem sido mostrado que os
principais genes para a prolificidade sdo segregado ovelhas Merino-Booroola, nas
quais foi identificado o genEecB (DAVIS et al., 1982; PIPER e BINDON, 1982),
enguanto que na linhagem Romney, também proliiat@ncontrado o gene Inverdale
(FecX') (DAVIS et al., 1991) e posteriormente Hanna ¥8c(GALLOWAY et al.,
2000).

Nas racas ja estudadas, em nivel molecular, emlmzrafenotipos sejam
semelhantes, foram definidas mutacbes no gene BMHBHErentes das linhagens
Inverdale e Hanna. Essas linhagens incluem ovell@snbridge FEecX®)
(HANRAHAN; OWEN, 1985), ThokaRec') (JONMUNDSON; ADALSTEINSSON,
1985), Javanés FécX’) (BRADFORD et al., 1986), Olkuska (BMPR-1B)
(RADOMSKA et al., 1988), BelclareFecX®) (HANRAHAN, 1991), LacuneRecX")
(BODIN et al., 1998), assim como WoodlanBsgX?) (DAVIS et al., 2001).

Por sua vez, estudos subsequentes demonstraraamgutacédo no gene BMPR-
1B estava presente nas ovelhas chinesas Merine¥aHg, inferindo que, nessas racas,
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esse gene também é o principal fator que contrfdaumdacéo, podendo ser empregado

como marcador genético para prolificidade (ZHONGEANG et al., 2004).

A mutacdo FecX (Galway), encontrada nas racas Cambridge, é esizada
pela troca de nucleotideos C por T introduzindoadaion de parada no lugar de uma
glutamina no residuo 239 da proteina matura (Q239HANRAHAN et al., 2004).

Posteriormente foram identificados genes maioresoeathas asiaticas, Han
(BMPR-1B e BMP-15) (YAN-YADONG et al., 2005 e CHU al., 2007) e Hu da
cauda curta (BMPR-1B) (YAN-YADONG et al., 2005).

Ainda com relacdo aos estudos em genes maiorddrasd, Castro et al. (2006)
caracterizaram um novo SNP (polimorfismo de um wdeontideo) localizado no gene
GDF-9, na raga Santa Inés e consideraram que m@dismo deste SNP 1034 pode
estar relacionado a alta frequéncia de ovulacdactaistica dessa raca.

O gene Booroola continua sendo investigado emyéaigas de ovinos. Davis et
al. (2006) encontraram essa mutacdo em ovelhaanaslida raca Garole e citaram a
possibilidade da interagdo filogenética entre essa$ooroola-Merino, a qual, por sua
vez € sua descendente. No mesmo ano, Chu et d7)(2taram a ocorréncia
simultanea dos genétipos Boorodk@(B) e Inverdale FecX') em ovelhas Han do rabo
curto, correlacionando esses achados ao fenétipantao de ninhada.

Na mesma linha, Kumar et al. (2008) investigaramuianeamente os genes
Booroola (FecB) e GalwayFécX®), em ovelhas indianas da raca Kendrapada, com
historico de prolificidade, citando a ocorréncia gene Booroola para essa raca,
contudo, mencionam uma nao fixacdo desse geneeetisdo ndo foram encontradas
mutacdes relativas ao gene GalwagoK©).

Ha outras racas resultantes de diversos cruzamentasnbém as nativas, que
apresentam alta prolificidade e, no entanto, nZzbebece a sua caracteristica genética.
Também é desconhecido o distanciamento genéticoegtes animais apresentam
daqueles altamente prolificos, que sabidamentaiposgenes mutant€gcX ou FecB,

e a relacdo desses fatores com a dinamica folicidasse, portanto, € um dos pontos em
aberto para a realizacdo de mais pesquisas nessaoagque se percebe pelo crescente
namero de estudos relacionados a investigacadatg@icede genes maiores em diversas

racas de ovinos com histérico de prolificidade,dferentes paises.
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2.5 Aplicabilidade

Desde que as mutacbes FecB e FecX foram identfscads genes BMPR-1B e
BMP-15, respectivamente, estes passaram a ser dbharda genes maiores, que afetam
a prolificidade. Um “gene maior” € considerado dguem que a diferenca entre
homozigotos seja de no minimo 0,5 no desvio padiédocaso da ovulacdo, sdo genes
que, em cépia Unica, elevam o numero médio de ¢odaetaem mais de 0,2 (Davis,
2005).

Os genes mutantes da prolificidade, FecB e Fecdendo ser usados, junto aos
dados de fenétipo e pedigri, para oferecer melhestmativas no valor do cruzamento
de ovinos. Na teoria, 0s genes mapeados, podemngaiegados como marcadores
genéticos do DNA, mas essa perspectiva ainda mpéati€ada em ovelhas. Os maiores
beneficios de se incorporar esses genes identiicads programas de cruzamento sao
para as caracteristicas mais dificeis de melhespecialmente, quando uma alta fragéo
de variagéo genética é explicada pelos genes Jéecaos. Dai a importancia dos testes
de DNA combinados as técnicas reprodutivas, nadsene reduzir o intervalo entre
geracoes e, consequentemente, aumentar o ganhecgemémal (GODDARD, 2002).

Tecnologias, tais como as de marcadores genétdrrgjficacdo de parentesco
e introgressdo genética podem ser aplicadas enrapnag de selecdo de criacdes.
Mapas genéticos estdo disponiveis para bovinospsE ovinos, proporcionando uma
base genética para o desenvolvimento de programaeldcdo assistida (DAVIS e
DeNISE, 1998).

Nimbkar et al. (2002), na India, citaram a realfmagle um programa de
melhoramento genético em ovinos, da raca Deccargntlo uso de testes para o gene
FecB, demonstrando a possibilidade da aplicacdo praliesse conhecimento, em
programas de selecéo para incrementar a proliiei@an rebanhos nativos.

Outro estudo aplicado foi o de Arnyasi et al. (200 qual avaliaram um
programa de cruzamento hungaro empregando ovellvaso@a-Merino e racas
nativas. Os autores constataram que houve ints@pedo aleld-ecB e que este estava
relacionado a um aumento na taxa de ovulacdo damasn resultantes dos
cruzamentos.

Na China, foi realizado um programa de melhorameata ovelhas Han e Hu
da cauda curta, baseado em estudos de identifickg@eceptores da BMP-1B, a qual

determina a fecundidade em ovelhas Booroola MerikRoi demonstrada a
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aplicabilidade da selecéo por marcadores assistMAS) com relacéo a prolificidade,
quando constatada a correlacdo da identificacdBMR-1B a caracteristica de maior
namero de crias por parto destas ovelhas (YAN-YAIBOM al., 2005).

Ovelhas Garole, portadoras da mutacdo do gene 8laor@gecB) foram
cruzadas com ovelhas Malpura néo prolificas, resdi em aumento no tamanho da
ninhada dos descendentes desse cruzamento (KUMAIR 2006).

Desde 2003, no Brasil, ha um programa de introgéessassistida para a
mutacdo do Gene Booroola. Segundo Betemps e Pir(20@8), esta € uma das mais
novas tecnologias desenvolvidas pela Embrapa Ractar — Unidade de pesquisa da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria, EMBRA#hculada ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, MAPA — e temmo objetivo gerar animais
mais produtivos, além de garantir a formacao de progénie com estas caracteristicas,
em especial para as racas ovinas comerciais Caleiedlexel.

Percebe-se que, apesar de ainda haver a necesdalad@s estudos quanto a
elucidacao da relacdo de genes maiores, tais ¢me®, FecX ou GDF- 9, e os seus
efeitos benéficos na caracterizacdo génica paralfigidade, a sua determinacéo, por
si, ja encontra possibilidade de aplicacdo, p@sesenta, de fato, uma ferramenta para

marcacao genética de fémeas mais prolificas.
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LEVANTAMENTO DO GENE BMPR — 1B EM OVINOS DAS RACAS
SANTA INES E MORADA NOVA DO SEMI-ARIDO NORDESTINO
BRASILEIRO

Glenda Ménica Luna de HOLANDA Manoel ADRIAC’; Diogo Manoel Farias da
SILVA % Clarissa Neuman Ramos CESARAnia Llcia de Assis SantdnaDaniela
Maria Bastos de SOUZAAurea WISCHRAL

RESUMO

Esse estudo objetivou investigar a presenca dagies BooroolaHecB) relativas a
prolificidade em ovinos das ragas Santa Inés e déofdova, criadas no Semi-arido
nordestino Brasileiro. Para tanto, foram colhid@8 2mostras de sangue de fémeas
com historico de mdltiplas crias por parto e outb#8 sem histérico de partos
gemelares, além de 23 reprodutores da raca SadaAtravés da técnica PCR-RFLP
foram identificados apenas seis animais (1,04%) genotipos mutantes, para o gene
Booroola, no grupo de fémeas com histérico de fiximlade da raca Santa Inés e
nenhuma da raca Morada Nova. Todas as fémeas canutacdo FecB eram
heterozigotas (B+) apresentando fragmentos de 180b. Apesar de 0 gefecB ter
sido identificado neste estudo para ovinos Sanés, Isua ocorréncia ndo pode ser
considerada expressiva se sua freqiiéncia for lesadaonta. E provavel que a forte
selecédo ocorrida ao longo dos anos para conform@gsiacaracteristicas da raca (em
especial exploracdo extensiva para corte) néo éaeor a fixacdo do gene Booroola.
Percebe-se também que a baixa ocorréncia de anpordésiores da mutacdo Booroola
encontrados, pode desestimular a sua utilizacAmo cferramenta comercial de
marcacdo para melhoramento genético em nivel ddigdade na raca Santa Inés e
Morada Nova. Como esse polimorfismo foi detectado adgumas racas de origem
indiana e mongol, que ndo figuram entre aquelasrities como originarias da raga aqui
estudada, sugere-se estudos filogenéticos de amalitude, no intuito de se verificar a

origem desse gene, inclusive com as racas da qumdinos Santa Inés derivaram.

Termos para indexacdo: Booroola, gene da proldibé] ovino, PCR-RFLP.
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OCCURRENCE OF BMPR-1B GENE IN SHEEP OF THE ‘SANTA
INES’ AND ‘MORADA NOVA’ BREEDS IN THE SEMI-ARID
REGION OF NORTHEAST BRAZIL

ABSTRACT

This study was carried out with the aim of investigg Booroola mutations=€cB)
related to the prolificity of “Santa Inés” and “Maata Nova” breeds of sheep in the
semi-arid region of northeastern Brazil. A total243 blood samples were collected
from ewes with a history of multiple offspring péelivery and another 563 samples
were collected from females without a history ofliiple births. Twenty-three “Santa
Inés” ramswere also studied. The PCR-RFLP technique onlytifledh six animals
(1.04%) with mutant genotypes for the Booroola gam®ng the group of “Santa Inés”
females with a history of prolificity. No mutatiomgere found in “Morada Nova” ewes.
All ewes with theFecB mutation were heterozygous (B+) and had 190 &6@ db
fragments. Although th&ecB gene was identified in this study in “Santa In8k&ep,
its occurrence cannot be considered expressiveduéncy is taken into account. It is
possible that the intense selection that has tpksre over the years to consolidate the
characteristics of the breed (especially extensigloitation for meat) did not favor
fixation of the Booroola gene. The small proportairanimals found with the Booroola
mutation may also discourage the use this gene asnmamercial tool for genetic
improvement in terms of prolificity among the “Sanhés” and “Morada Nova” breeds.
As this polymorphism has been detected in somepsbeldian and Mongolian origin
(neither which originated the breeds studied har®e in-depth phylogenetic studies
should be carried out in order to determine thew®of this gene, including analyses of

the breeds from which “Santa Inés” sheep derived.

Indexing terms: Booroola, prolificity gene, sheBgGR-RFLP.
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INTRODUCAO

Até um passado recente, a ovinocultura constitliieesno atividade secundaria
para o setor pecudrio. Contudo, nos ultimos temgesa tem crescido como principal
opcado econbmica para muitos produtores, em vaeg®eas brasileiras. Segundo os
dados apresentados por Lima (2008), o efetivo demoevem 2006 era de,
aproximadamente, 16.019.170 de cabecas, senda3ji@3B0 (58,55%) encontravam-
se na regido Nordeste. Esses dados confirmam agénoga desse setor como
importante atividade econémica no Brasil.

Com relacédo a formacdo dos rebanhos ovinos cornseéacorte, de acordo
com Simplicio (2008), a raca Santa Inés, em edpéei despontado, principalmente,
devido a sua adaptabilidade em todas as regiosdmas. Nesse contexto, atualmente,
estima-se que essa racga, naturalizada no Nordestdelyo, represente 25 a 30% do
rebanho nacional.

Sousa (2008) considera que a raca Santa Inés diherdida para corte e sera a
base para 80% da producdo de carne ovina no pd@nfcao dessa ragca envolve a
contribuicdo de outras trés, quais sejam: Bergamddorada Nova e Somalis, das
quais a Morada Nova sendo considerada como umandasprolificas. Contudo, ha
poucos criadores dessa raca no Brasil e grandessride descaracterizacdo e
desaparecimento da mesma. Percebendo essesfascosda uma rede de instituicdes
que estudara e atuara na preservacao dos ovinmegadlorada Nova. A formacéo do
grupo de trabalho dirigido para essa finalidadeok@ndo instituicdes publicas como o
INSA, UFRPE, IPA, EMBRAPA, UFERSA, EMATER-CE, asstomo a Associagao
de Criadores da Raca Morada Nova, foi o principalitado do | Workshop do Projeto
Caracterizacdo e Bases para o Melhoramento Gend#icOvinos da Raca Morada
Nova, realizado em Fortaleza, no dia 6 de novenadard®?008, como divulgado no
Informativo do Centro Nacional de Pesquisa de @aprie Ovinos (2008) da
EMBRAPA. Justifica-se assim, a importancia de tifadm efetuados nas racas aqui
estudadas.

Nesse sentido, segundo Simplicio (2008), um dostoporcriticos, e
fundamentais, numa exploracdo ovina para cortepéolificidade, sobrevivéncia de
crias e a precocidade. Corroborando com essa tieshgensamento, o criador precisa
ficar atento aos critérios de selecdo para a afatita de prolificidade porque, ao
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selecionar apenas caracteristicas como 0s maiomesia e mais pesados, eles deixam
de fora aqueles cujos pais sao prolificos. Contdduge ser considerado que o que se
busca no sistema de producéo de carne € a efiiprumlutiva de ovelha, a qual é mais
bem representada por quilograma de cordeiro desdwmpar ovelha parida. Assim, a
caracteristica prolificidade necessita ser meltayalhada na raca Santa Inés e deve ser
ressaltada em qualquer programa de selecao (SORIBA).

Contudo, a selecdo assistida para prolificidadeapemas realizada através de
dados de pedigri. Mas, apos os trabalhos de Wiksbral. (2001), onde foram
identificadas as mutacOes relativas a prolificidaden ovelhas Booroola-Merino,
através do estabelecimento de técnicas reprodutive® a Reacdo em Cadeia da
Polimerase — Polimorfismos de Comprimento dos Fesgos de Restricdo (PCR-
RFLP), tornou-se possivel a investigacdo dessegsgem outras racas sem a
necessidade de longos estudos de observacdo feaotiNessa ocasido, foi
demonstrado que a alta prolificidade das ovelhagd@da € causada por uma alteracédo
gue ocorreu naturalmente no gene do receptor pataipas morfogenéticas de 0sso
tipo 1 B (BMPR 1-B), o que possibilitou o desenwignto de testes genéticos capazes
de identificar esta variacdo no DNA dos animaissdeemodo, foram abertos novos
caminhos para trabalhos de selecdo genética, vadata prolificidade, sem a
necessidade de investigacdo de pedigri. Assim]Jeg&e através da identificacdo de
marcadores, poderia incluir, de forma mais praticaga animal escolhido em
programas de selecéo para prolificidade.

Nesse contexto, a existéncia de algumas dere de ovinos com alta
prolificidade, as quais apresentam mutacdes em sgesspecificos, levanta o
guestionamento de que outras racas prolificas posgaesentar uma proximidade
genética, até entdo desconhecida. Essa constatiagia possibilidade de identificacédo
de linhagens brasileiras portadoras dessa cawgatario que leva a novos caminhos
para pesquisas e utilizacdo efetiva deste conhatime qual podera colocar a
ovinocultura brasileira, de forma competitiva, mesmergente segmento da economia
brasileira (HOLANDA et al., 2006).

Considerando a importancia da ovinocultura paraeeudria brasileira e a
necessidade de pesquisas em alguns aspectos posdigissa espécie, SA0 necessarios
estudos sobre o Gene da Prolificidade nessas @gasias correlacdées com 0 processo

de ovulacéo e possiveis aplicacbes em programsalelgio genética.
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Portanto, dada a relevancia das racas Santa InEkwrada Nova, como
importantes componentes para rebanhos de corterciamérasileiros, e a caréncia em
estudos sobre prolificidade em ovinos no Brasijetmou-se realizar um levantamento
da existéncia de mutacbes no gene BMPR-1B, at@edsécnicas moleculares, como

ferramenta de selecdo para a caracteristica dégdalde nessas racas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido com a aprovacdo do @oae Etica do DMV da
UFRPE, sob protocolo N° 23082.04287/2006.

I- Locais de colheita das amostras
Na busca de animais prolificos, foram visitadagppedades, do semi-arido
nordestino brasileiro, nos estados da Paraiba (Myg&ernambuco (Brejo da Madre

de Deus, Vicéncia, Pesqueira, Serra Talhada efojienCeara (Sobral).

[I- Animais

Para esse trabalho, foram empregados 879 ovintegis®dos ao acaso e
caracterizados, quanto a prolificidade, medians¢ohico reprodutivo em arquivos das
propriedades visitadas. Desse modo, além de 23 awvadh raca Santa Inés, foram
utilizados apenas fémeas que apresentaram, no irinds registros de pari¢ao,
dividindo-os em dois grupos de animais: uma cridgpén= 393 Santa Inés e 170

Morada Nova) e duas ou mais crias/parto (n=181aJalt e 112 Morada Nova).

[ll- Local de processamento das amostras

O trabalho de investigacdo das mutacdes com aE@a8dACR e PCR-RFLP foi
realizado no Laboratério de Fisiologia Animal Maler Aplicada (FAMA), do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFda Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE).
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IV- Colheita e processamento das amostras de sargu

Foram colhidas amostras de sangue (5ml) da veialgugle cada animal,
utilizando o sistemaacutainer, com anticoagulante (Citrato de SAdio). As amesstra
foram, imediatamente, acondicionadas em recipieom¢endo gelo, até o0 momento do
processamento no laboratorio.

Para a obtencdo dos leucécitos, o sangue foi sidom&tcentrifugacdo (825¢g
por 10 min) e, assim, o plasma foi desprezado c@uxdio de uma pipeta. Nos tubos
em que se encontravam as hemacias e leucocitosditdonado solucdo salina (0,9 %
em NaCl), homogeneizados e, em seguida, centdasgygor cinco minutos, a 82%8g
descartou-se o sobrenadante. Esta operacgéo feiidejpor trés vezes ou até que a série
branca ficasse em suspenséo, e pudesse ser rerpaxédser armazenada a -20°C.

a) Extracdo de DNA de leucdcitos

A extracdo do DNA leucocitério foi realizada, attavdo método fenol-
cloroférmio modificado (MANIATIS et al.,, 1989). Aeacdo constou de 1Q€. da
amostra de leucécito, 10 de TE (Tris 10 mM — EDTA 1 mM pH 8,0) e 1QQ de
fenol equilibrado pH 8,0. A amostra foi agitada pbrminuto e, em seguida,
centrifugada a 14.000 rpm por 5 min a 4°C. Ao saddante foram adicionados 100
de fenol-cloroformio (1:1) e a mistura foi agitgoar 1 min e centrifugada a 18.000 g
por 5 min. Novamente, ao sobrenadante foram adidims 100uL de cloroférmio,
misturados por 1 min e centrifugados a 18.000 g 5onin. Em outro tubo foram
adicionados, pela ordem: 10 de acetato de amoénio 3 M, 100 do sobrenadante do
tubo anterior (onde se encontrava o DNA) e iQQle isopropanol. ApGs misturar por
1 min e incubar por no minimo 60 min no congeladaybo foi centrifugado a 18.000
g por 15 min, desprezado o sobrenadante e lavaddimento com 50QL de etanol
70% na centrifuga a uma rotacao de 18.000 g dufantm a 4°C. O etanol a 70% foi
retirado e o sedimento foi posto para secar a teatyra ambiente. Apds secagem foi
diluido em 5QuL de agua ultra-pura.

O DNA extraido foi analisado em gel de agarose8&0corado com Brometo
de Etidio, visualizado em luz ultravioleta e fotfgdo para verificagcdo de sua
qualidade. A quantificacdo do DNA foi realizada espectrofotometro (Bionate 3-

ThermoScientific).
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b) Amostras-controle

Como controles-positivo, para validagédo da tégrimmam empregadas amostras
de DNA do Booroola Merino, Importados da Nova Zdlan pela Embrapa Pecuéria
Sul/Bagé — RS, na década de 70, e gentilmenteaegdelo Pesquisador Dr. Carlos José
Hoff de Souza. Por sua vez, todas as corridas dndegyeagarose foram também
monitoradas por controle negativo, empregando-destms componentes da reagao,
exceto amostras de DNA.

c) Reagbes em Cadeia da Polimerase (PCR)
Para as reacdes foram utilizados |2 5de tampéao (10X PCR, |,48 de 50 mM
de MgC}), 0,5uL do primer sense e Ol do anti-sense (10pM), 2mM de dNTP, 1 Ul
Tag DNA polimerase, DNA (100ngl) e agua ultra-pura para o volume final d@25
Os oligonucleotideos utilizados, os quais amplifickandas com 190 pares de base

(bp), tiveram as seguintes sequéncias segundo Beais(2002):

Primer sense 5’-CCAGAGGAACAATAGCAAAGCAAA-3
Primer anti-sense 5-CAAGATGTTTTCATGCCTCATCAACACGGTC-3

A PCR foi realizada em termociclador com os segsirticlos (DAVIS et al,
2002, modificado)ma desnaturacao inicial a 94°C por 2 min, 8 cideslesnaturacao
a 94°C por 15 seq, anelamento a 62°C por 30 segemséio a 72 °C por 30 seg.
Seguidos por 30 ciclos de desnaturacédo a 94°C paeed, anelamento a 60°C por 30
seg e extensdo a 72°C por 15 seq., mantendo numparatura final de 8°C.

O DNA amplificado foi entdo analisado gal de agarose (2%), com marcador
de peso molecular DNA-Ladder 50 bp, corado com Btonde Etidio, visualizado em
luz ultravioleta e fotografado para constatar sogpldicacdo conforme descrito por
Wilson et al. (2001).

d) Reacdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo d@omprimento dos
Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP)

Para visualizacdo da mutacdeecB, no DNA ovino, foi empregada a
metodologia que detecta a mutacdo em um dos oligotideos, na qual o produto da
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) possui uro pemtestricdo, forcado, para a
enzimaAva ll (G | GACC) quando o animal é portador da mutacdo, cordatescrito
por Davis et al. (2002), com modificagcdes.

A reacao de corte do DNA com a enzima de restriig@oll foi realizada para
um volume final de 1%L. Para cada reacéao, foi preparada uma misturamrdat8.5
ML de &gua ultra-pura, 1j8 de tampé&o da enzima e 0,8U da enziwall e 5yl do
DNA amplificado (produto de PCR). Esse preparadoufipor 4 horas a 37°C, em
condicbes de tamponamento. ApoOs este tempo, fbrada a inativacdo da enzima a
65°C por 20 minutos. O DNA digerido foi observada gel de agarose a 3%, com
marcador de peso molecular DNA-Ladder 50 bp, coreoim Brometo de Etidio,
visualizado em luz ultravioleta e fotografado, pagdficacdo dos fragmentos.

Desse modo, os produtos com a mutacdo Booroola zigotos (BB)
apresentariam em fragmentos de 160pb, enquantoeaguegativos para 0 gene
Booroola (++), continuariam com 190pb. As amostiagerozigotas (B+) deveriam

apresentar fragmentos com 190pb e com 160pb.

V) Analise estatistica.

Os dados referentes as bandas encontradas fordisados, com relacdo a sua
frequéncia e correlacionados com o fenotipo, asral@ Teste do Sinal (presenca e
auséncia), utilizando a formula Teste T para itdingrau de liberdade, admitindo
distribuicdo normal padrédo (CAMPOS, 1983).

RESULTADOS

Foi detectada a presenca de dois genoétipos paegaa Santa InésrecB™
(auséncia de mutacdo) RecB*® (mutacdo em heterozigose) (Fig 1.). Ndo foram
identificados animais homozigotos para a mutaf&oB (FecB®?). O estado de
mutac&o Booroola em heterozigose foi constatadamsmas 6 dos 597 animais da raga
Santa Inés estudados (1,04%). Para esses 6 ananaiédia do numero de crias por
parto foi igual a 2,49 (Tab. 1). E importante rioéif que em todas as fémeas com essa

mutacéo, foi registrado pelo menos um parto comdri@s.
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Na raca Morada Nova néo foi identificado nenhummahicom a mutacéo

Booroola FecB) entre as 282 fémeas avaliadas, cujo tamanhoontiadhinhada foi de
1,35 crias/parto.

Tabela 1 — Numero médio do tamanho da ninhada ooef@ gendtipo encontrado,

para o gen€&ecB, em ovelhas das racas Santa Inés e Morada Nova

Raca Genétipo FecB®* FecB™ Total

No. de amostras (%) © (109 568 (98,96) 574

Santa Inés
Tamanho médio da 2,49a 1,24b 1,25
ninhada
No. de amostras (%) 0 282 (100) 282
Morada Nova
Tamanho médio da 0 1,35 1,35

ninhada
a e bP < 0,01 — FecB': heterozigoto; FecB: homozigoto selvagem

Por sua vez, a média de crias por parto, em tog@palacdo Santa Inés
estudada, com genoétipecB**, foi de 1,24 (Tab. 1) diferindo significativamente
(P<0,01) do grupo em heterozigose (2,49). E inamoet salientar que n&o foram
constatadas mutacdes relativas ao gene Booro@aopgnupo de animais com historico
de apenas uma cria por parto, assim como ndo fdiagnosticadas mutacdes nos
machos estudados.

Das 574 amostras de fémeas ovinas da raca SastalBfE eram animais com
histérico de partos de multiplas crias e 393 coastade fémeas com historico de uma
Gnica cria por parto. Dentre aquelas, com partosaléplas crias, apenas seis fémeas
tiveram a confirmacéo da mutacdo para o gene Btaroaracterizando geneticamente
a prolificidade através da técnica PCR-RFLP conéofffigs. 1 e 2, nas quais estao
dispostos os resultados de animais com mutacamBlaoem heterozigose para o gene
FecB na raca Santa Inés.



Figura 1 - Fragmentos obtidos pela técnica PCR-
RFLP para o gene Booroola em fémeas prolificas da
raca Santa Inés. 1 — marcador molecular — 50pb.
Linhas 2 a 5, animais em heterozigose (B+) para a
mutacédo estudada por corte com enzidwa ll. 6 -
controle positivo - animal heterozigoto Booroola-

Merino. 7 - animal sem mutagdo (selvagem) com

190pb (++). 8 - controle negativo (sem DNA).

Figura 2 — Resultados de PCR-RFLP. Amostras apos
digestdo com enzimava Il em animais da raga Santa
Inés. 1- Marcador 50pb. 2- Animal heterozigoto (B+)

4 - animal sem mutacéo (++). 3 e 5 —controle pasiti

- animais Booroola-Merino para 0s genétipos
heterozigoto (B+ / 190 e 160pb) e homozigoto (BB /

160pb), respectivamente.

37
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DISCUSSAO

O gene Booroola consiste em uma mutacéo autossdeicficada em estudos
de segregacdo da caracteristica fenotipica do teond@ ninhada (PIPER; BINDON,
1985), ou da taxa ovulatéria (DAVIS et al., 198Exse fenotipo possui carater de
heranca mendeliana de segregacéo, a qual é cgusadan gene maior, com efeitos
aditivos para a taxa ovulatoria e parcialmente damte para o tamanho de ninhada. Os
seus alelos foram denominadeecB para o alelo descrito altamente prolificées+
para a banda selvagem. Esse gene foi denomipaapelo Comité em nomenclatura
genética de ovinos e caprinos (COGNOSAG, 1989).

Através de informacdes zootécnicas escrituradaspdagriedades visitadas,
constatou-se o tamanho médio de ninhada para &eatta Inés igual a 1,25 (Tab. 1) e
para a Morada Nova 1,35 crias/parto, considerardodas as fémeas utilizadas nesse
estudo. Este indice estd de acordo com o obsempadd/exia et al. (2004), que
encontraram a média para a raca Santa Inés decti@l por parto, em ovelhas
suplementadas, criadas na regidao Sul do pais.

Nesse estudo, reproduzindo-se a técnica PCR-RRBaHBacpor Wilson et al.
(2001) com modificacbes, e com a utilizacdo gdsners descritos por Davis et al.
(2002), foi estabelecida a técnica para os estdéelgsolificidade, utilizando a mutagéo
Booroola, encontrando-se uma incidéncia de 1,04%rdmais da raga Santa Inés
portadores desta caracteristica (Tab. 1). Tod@hmsais portadores foram observados
em hererozigose (Fig. 1 e 2), fato este que aiddahavia sido relatado para uma raca
brasileira.

Comparando-se o tamanho de ninhada entre os grapos genétipos
heterozigotos para a mutacéao (2,49) e individuosnmdtantes (1,24), observou-se que
a presenca de uma copia para o0 gene BooroBkcBE/FecB*- individuos
heterozigotos) tem efeito significativo sobre o &amo da ninhada, aumentando em
1,15% o numero de crias por parto nas ovelhas 3aésaportadoras dessa mutacdo
(Tab. 1).

Nesse sentido, segundo Piper et al. (1985) o eleitlgend-ecB ¢é aditivo para o
tamanho de ninhada e taxa de ovulacdo, aumentapdesanca de corpos luteos em
1,65 por copia e tamanho de ninhada em 0,9 paracapia desse gene e mais 0,4 para
duas cépias. Segundo Davis et al. (1982) cada edpigenta a taxa ovulatéria em 90%
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e os estudos de Guan et al. (2007) confirmam oadashde Piper et al. (1985). O
aumento de 1,15 para o tamanho da ninhada, negséeireento, aproxima-se mais do
sugerido de incremento para a taxa ovulatéria dopgra o tamanho de ninhada aqui
encontrado. Ressalta-se também que ndo houve nanfémea estudada na qual
houvesse registro de mais de 3 crias por parttveZ &ssa condi¢cdo possa ter levado ao
menor numero de reabsor¢des embriondrias e enodotse um indice mais proximo
ao relatado para o numero de ovulagdes.

A freqiéncia de animais heterozigotos, para a rAot&poroola, encontrada,
nesse experimento, € um fato, apesar de baixajaead grande nimero de amostras
examinadas. Resultados de pesquisas, até agoizadesl no mundo, constataram a
presenca dessa mutacdo em poucas racas. SegundonVel al. (2001) todas
derivariam da Booroola-Merino, e nos estudos deidDav al. (2002), ndo havia, até
entdo, evidéncia de que outra raca, exceto ovinerinbl Garole ou Javanese em que 0
FecB fosse identificado, fazendo-se referéncia a bgacfilogenéticas dessas ragas,
apontando ligacdes entre as ragas Merino e GarGntudo, mencionou o
desconhecimento se as ovelhas Javanese do rabo(Thin Tail), adquiriram o gene
Booroola diretamente das ovelhas Garole ou viamdaita Australia.

Posteriormente, Davis et al. (2006) encontraranemedecB em ovelhas de
origem mongol, Han e Hu, as quais ndo apresentéigagbes com as racas até entdo
portadoras dessa mutacao.

Guan et al. (2007), na Asia, estudaram a freqiiéeigolimorfismos para a
prolificidade em algumas ragas, assim como os skit®s para o tamanho de ninhada,
peso e tamanho corporal. Esses autores encontramram alta frequéncia de
prolificidade para as ovelhas Hu (100% homozigomg)ara a linhagem de corte
Merino Chinesa observaram os trés genotipos (BBe B+), o que esta de acordo com
os experimentos de Davis et al. (2006), os quamsbém encontraram apenas
homozigotos para as ovelhas Hu. O fenbmeno decmiar os trés gendtipos para as
ovelhas Merino-chinesas, deve-se provavelmentel@ dagorocesso de estabelecimento
da raca que resultou em uma fixacdo do padréoigenébmozigoto, para as ovelhas
Hu (GUAN et al., 2007) assim como para a populagfovelhas Garole (DAVIS et al.,
2002).

Ainda, Davis et al. (2002) observaram dois paddegendtipos relativos ao
gene Booroola para dois grupos de ovelhas Gareléindagens puras, originarias da

india. Os mesmos relataram a identificacdo de ageltiomo e heterozigotas para a
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presenca desse gene, em um dos grupos e a naofidag mesmos genes para o outro
grupo, os quais apresentavam um fenétipo de apgnagria por parto.

Nesse estudo, considera-se que a raca Santa mbsyaetenha apresentado
exemplares heterozigotos para a mutacdo estudediha tsofrido uma pressao de
selecéo objetivando a conformacéo para corte quiengo dos anos, nao considerou a
caracteristica prolificidade. Ressalta-se também, qu Brasil, com os sistemas de
criacdo em sua grande maioria extensivos ou seemgixbs, as fémeas com historico
de partos gemelares sdo muitas vezes indesejaglas, pecuaristas, por conta dos
problemas de manejo que poderiam gerar nessemastie criacao.

A auséncia deFecB em ovelhas prolificas tais como: Thoka, Woodlands
Olkuska, Lacune, Belclare e Cambridge, indicam qu&as mutacdes, em genes
autossoémicos, as quais tém influéncia sobre a daxiatéria, possam estar presentes
nessas ovelhas (DAVIS et al., 2002). A auséncidadesutacdo e a prolificidade
observada na raca Morada Nova também pode secadaldesta forma, indicando a
necessidade de estudos sobre outros fatores réspogpelas taxas ovulatorias nesta
raca. Apesar da caracteristica prolificidade ndidem aceita para o sistema de criacdo
extensivo, 40% das ovelhas da raca Morada Nova, pquéciparam deste estudo,
tinham histérico de ao menos um parto com multiptéss.

Assim, com a baixa frequéncia encontrada para e ga&oroola na ragca Santa
Inés, constatou-se que a utilizacdo de levantammesttbre mutacdes relativas ao gene
Booroola nesta raca, como marcador, ndo constiba ferramenta adequada para uso
comercial em programas de melhoramento para essctedstica.

Com relagcdo a estudos em genes maiores, no Bfaastro et al. (2006)
caracterizaram um novo SNP (polimorfismos de umwdeotideo) localizado no gene
GDF-9, na raca Santa Inés e consideraram que m@dismo do SNP 1034 observado
pode estar relacionado a alta frequiéncia de owlaggacteristica dessa raca. Como
sdo poucos os estudos direcionados a investigag&gees maiores relacionados a
prolificidade nos rebanhos ovinos brasileiros, pkeecse a necessidade da continuidade
desses estudos para a racga citada bem como emagas$ormadoras.

Deve ser considerado que existem pesquisas sologerfia, em ovinos,
baseadas em investigacdo de polimorfismos, comnine eacas ou linhagens. Entre
eles 0 gene Booroola, ja descrito, tem sido esdolpara realizacdo desses estudos de

mapas de ligacao.
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Segundo Crawford et al. (1994), os mapas de ligagastituem uma importante
ferramenta para identificacdo de genes associadwmagteristicas de producdo em
animais de grande portérpduction traits). Os programas de selecdo em animais
domeésticos, baseados em mensuracéao fenotipicanédmorado. Contudo, as alteracdes
genéticas que delineiam a maior parte das altesag@® desconhecidas. Um
entendimento da estrutura e funcdo dos genomaaniimgis domeésticos providos por
mapas genéticos oferecem a oportunidade de sergmeades variacdes genéticas
responsaveis pelas diferencas de desempenho. @adoses moleculares, ligados a
caracteristicas herdaveis, irdo possibilitar umacge mais rapida de animais elite e
eventualmente permitir a identificacdo desses genes influenciam a expressao
genética.

Dias-Tascoén et al. (2001) citam que durante osnOKi anos, se tem alcancado
um importante avanco na elaboracdo dos mapas geséas espécies domesticas. Em
particular, os mapas de ligacdo, obtidos mediastigdes de segregacao familiar, tém
experimentado um importante impulso com o aparetgisnedos marcadores do tipo
microssateélite. A principal caracteristica dessascadores € seu elevado polimorfismo,
sendo utilizados comlmci “chave” de referéncia na integracdo dos mapasofise de
ligacdo. Quanto ao mapa de ligagc&o ovino, 0 creoroa objeto de maior atencao tem
sido o N° 6, devido a que nele foi localizada aagé@btFecB, responsavel pelo fenotipo
Booroola, assim como o0s genes da caseina. Essessoma representa 4,31% do
genoma ovino (MATEJKA; CRIBIU, 1987) e apresentamiobgia com o0s
cromossomas N° 6 bovino, 4 humano, 3 e 5 murin@ swino (LORD et al., 1996).

Assim, como foi encontradBecB+ em ovinos da raca Santa Inés, sugere-se
pesquisas para identificar um possivel elo de digagesses ovinos brasileiros com o
Booroola-Merino, Garole, Javanese, Han, e Hu. Tami&vem ser investigados outros
genes, particulares a raca Santa Inés bem comauasracas formadoras, os quais
possam explicar a heranca dessa caracteristicopa@us descendentes, além do gene

Booroola.

CONCLUSOES

A baixa frequéncia do gene Boorooke¢BMPR-1B), na populagdo Santa Inés

estudada (1,04), indica que, apesar de herangaaadit selecdes realizadas ao longo
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dos anos, especialmente para carne e conformac#, rentre outras, podem ter
suprimido essa caracteristica dessa populacdodevarguase eliminacdo do mesmo
nessa raca. Os programas de sele¢céo para confarna@ia@ e carne devem ser revistos
quanto a critérios que possam levar a exclusaxelmm@ares com potencial para partos
multiplos.

Considerando a metodologia aqui empregada, a igaedb da mutacéo relativa
ao gene Booroola nas racas Santa Inés e Morada, Bowe marcador, ndo constitui
uma ferramenta adequada para uso comercial emapnagrde melhoramento para essa

caracteristica.
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LEVANTAMENTO DE POLIMORFISMOS DO GENE BMP - 15
(FecX®) EM OVINOS DAS RACAS SANTA INES E MORADA
NOVA DO SEMI-ARIDO NORDESTINO BRASILEIRO

Glenda Ménica Luna de HOLANDA, Diogo Manoel de Farias da Sily&Suzana
Santino Nunes da Rocharthur NasciNmento de MélpEdvaldo Rosas dos Santos
Juniof, Manoel ADRIAC, Aurea WISCHRAL®

RESUMO

Foram investigados polimorfismos no gene BMPR-1Rtik®s a mutacéo
Galwayy FecX®/ BMP15), através da técnica PCR-RFLP (Polyme@is®n Reaction
- Restriction Fragment Lenght Polymorfism), em @g@mas racas Santa Inés e em uma
de suas racas formadoras, a Morada Nova, na regi@d@rida do nordeste brasileiro;
todos os ovinos estudados tinham histérico de gactom multiplas crias. Foram
colhidas 181 amostras de sangue de animais dé&Seata Inés e 112 amostras da raca
Morada Nova. O DNA foi extraido com a técnica deofecloroférmio e a regido do
gene BMP15 foi amplificada por PCR, copmimers especificos e submetido a
endonucleaseHinf 1. Este experimento ndo identificou mutacées Fec¥s racas
estudadas e, desse modo, é possivel que outrossfagdativos a prolificidade estejam
presentes. Sugerem-se estudos com outros marcagloeesejam especificos dessas
racas para explicar a prolificidade das mesmasrart@ossivel o desenvolvimento de
técnicas de selecdo baseadas em marcadores ass{MilS), bem como o estudo dos

mecanismos de prolificidade inerentes a elas.

Termos para indexacao: Galway, ovino, gene dafipidhde, Santa Inés, Morada
Nova.
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INVESTIGATION OF BMP-15 ( FecX®) GENE POLYMORPHISM
IN ‘SANTA INES’ AND ‘"MORADA NOVA' SHEEP IN THE SEMI -
ARID REGION OF NORTHEAS BRAZIL

ABSTRACT

Polymorphism linked to the BMP15 gene (GalwagcX®) was investigated
using the PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -trie@sn Fragment Length
Polymorfism) technique on sheep of the ‘Santa Ifl@&sed and one of the breeds that
gave origin to this breed — ‘Morada Nova’' — in themi-arid region of northeastern
Brazil. All sheep studied had a history of birthehamultiple offspring. One-hundred
eighty-one blood samples were collected from arsnwdlthe “Santa Inés” breed and
112 samples were collected from the ‘Morada Novaed. DNA was extracted using
the phenol-chloroform technique. A fragment of BMP-15 gene was amplified using
PCR with specific primers and submitted Honf | endonuclease. This experiment
identified no FecX mutations in the breeds studied. Therefore, othetors may be
related to the observed prolificity. Studies witiher markers specific to these breeds
are needed in order to explain their prolificitydasllow the development of selection
techniques based on assisted markers (MAS) asasethe study of the prolificity

mechanisms inherent to these races.

Indexing terms: Galway, sheep, prolificity genentaanés, Morada Nova.
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INTRODUCAO

A ovinocultura, no Brasil, tem estado presente eesdseu descobrimento,
guando ingressaram 0s primeiros exemplares de pesjueminantes domésticos no
pais. Desde entdo, a criacdo de ovinos tem tidaréter extensivo, permanecendo
concentrada, em sua maior parte, entre o Sul eeNtadrasileiros. Apenas na ultima
década, houve um novo quadro com a exploracédo cahdesses animais em ritmo de
cadeia produtiva, percebendo-se, entdo, a raméiicdessa criacdo por todo o pais e,
em especial, o incremento comercial tecnificadsa@soducao na regido Sudeste.

Com relagdo a raca Santa Inés, a qual teve a smadéo, naturalmente, ao
longo dos anos, atraveés de cruzamentos da basgacnacional com ovinos das racas
Bergamécia, Morada Nova e Somalis, essa exercelgiafiluéncia na formacao dos
rebanhos ovinos comerciais de corte no Brasil. éedm com Simplicio (2008), a raca
Santa Inés tem despontado, principalmente, devidnaaadaptabilidade em todas as
regides brasileiras. Nesse contexto, estima 0 mesioo que represente, na atualidade,
entre 25 a 30% do rebanho nacional.

Entre as racas formadoras da Santa Inés, a Morada, [dor sua vez, é citada
como uma das mais prolificas, possuindo, no entamorebanho pouco expressivo,
sendo sua presenca dada a poucos criadores peesste

Embora exista o reconhecimento do valor socio-avic@) dessas duas racas,
para a ovinocultura brasileira, a maior parte desnais criados, especialmente no
Nordeste, ainda apresenta baixos indices de desbmpeprodutivo e produtivo (BNB,
1998). J& em 2004, sem mudancas nesse quadro,s®acita que essa baixa
produtividade se deva, entre outros fatores, masespecial, aos parcos recursos
tecnoldgicos para ovinos nessa regiao.

Sobre esse aspecto, 0 que precisa ser melhoradga&anta Inés é o numero
de cordeiros nascidos por ovelha parida. O crigelorque ficar atento aos critérios de
selecdo quanto a caracteristica de prolificidadegue, ao selecionar os maiores
animais e mais pesados, ficam excluidos aqueles @gis sdo de parto duplo Sousa
(2008).

Percebendo-se a importancia do aumento da efiaigmodutiva em rebanhos
relacionados a ganhos com a prolificidade, varfmsas estudos nessa direcdo. Assim,

na década de 80, Piper e Bindon (1982) apontarata,gmimeira vez, a prolificidade
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em ovelhas Merino-Booroola, sendo devido a um genefeito maior. Em seguida,
outros estudos elucidativos permitiram o conhectmamais profundo do mecanismo
de atuacdo desse gene. Com a possibilidade daag®i de testes dirigidos a
identificacdo das mutacdes pontuais, relativasrimogiro gene estudado, e a descoberta
de outras mutacOes relacionadas a prolificidadeoetras racas e linhagens, foi dado
um impulso no sentido da sua utilizacdo em progsad® melhoramento genético,
visando um aumento de prolificidade em rebanhos.

Com relacdo aos genes maiores, 0s mecanismos alechelo BMP15 foram
desvendados ainda na década de 90 em ovelhas, aedd#balhos de Davis et al.
(1991) que ja apontavam uma heranca ligada ao @sonw X para essa caracteristica,
criando a oportunidade de estudos quanto a figmlogariana e fertilidade em outros
mamiferos (DAVIS et al., 1999; OTSUKA et al., 2001)

Desse modo, a mutacé&ecX® (Q239Ter) no gene BMP-15 foi associada com
um aumento na taxa de ovulacdo, mas também alidsitei em ovelhas Cambridge e
Belclare (HANRAHAN et al., 2004), dependendo deaesim hetero ou homozigose,
respectivamente. Segundo Davis (2004), na Novandela o uso comercial dos
marcadores para essa caracteristica, consistetentilleas prolificas do cruzamento de
carneiros portadores dessa mutagcao com ovelhgsonialoras.

Existem outros loci tais quaiBecX', FecX", FecX® and FecX® que sdo
mutantes diferentes do gene BMP15 (Proteina mantgdga do osso 15) o qual é
essencial para a fertilidade em ovelhas (GALLOWAMle 2000; DAVIS et al., 2001,
HANRAHAN et al., 2004; DAVIS et al., 2006).

A existéncia de algumas linhagens de ovinos cde @blificidade, as quais
apresentam mutacdes em genes especificos, levaqi@stionamento de que outras
racas prolificas, inclusive as racas nativas, poss@resentar uma proximidade
genética, até entdo desconhecida. Essa constapacod criar a possibilidade de
identificacdo de linhagens brasileiras portadoessa caracteristica, 0 que abre novos
caminhos para pesquisas e a utilizacdo efetivee dasthecimento podera colocar a
ovinocultura brasileira, de forma competitiva, messiergente segmento da economia.

Como a mutacdoFecX® foi encontrada em racas ndo relacionadas
(Belclare/Cambridge e Small Tailed Han) (Davis let 2006), € interessante estudar a
existéncia de FecXnass racas Santa Inés e Morada Nova com a uditizdesses

Marcadores.
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Assim, o objetivo desse estudo foi o de detectdimprfismo de um Unico
nucleotideo do gene GallowafecX®) em ovelhas, das racas Santa Inés e Morada
Nova, de expressiva importancia no contexto dayg&al nacional.

MATERIAL E METODOS

I- Local de processamento das amostras

O trabalho de investigacdo das mutacdes com agxaS8cPCR e PCR-RFLP
foram realizados no Laboratorio de Fisiologia Anlitdalecular Aplicada - FAMA, do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DAMFda Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE).

II- Animais

Na busca de animais prolificos, que possuiam esag@io zootécnica, foram
visitadas 27 propriedades nos estados da Paraibge(M), Pernambuco (Brejo da
Madre de Deus, Vicéncia, Pesqueira, Serra Talhddaefo) e Ceara (Sobral).

Foram colhidas amostras de 293 ovelhas, sendo 484hgd Santa Inés e 112
ovelhas da raga Morada Nova, selecionadas entranlieb, com escrituracao
Zootécnica, da regido do semi-arido nordestino.

As ovelhas foram caracterizadas quanto a sua iprdéitle, mediante histérico
reprodutivo em arquivos das propriedades visitaBagam utilizados apenas animais
que apresentaram, no minimo, trés registros dedmricom pelo menos dois partos

com multiplas crias.

[ll- Coleta e processamento das Amostras

Foram colhidas amostras de sangue (5ml) de cadwlantilizando o sistema
vacutainer, com anticoagulante Citrato de Sodio.aA®stras foram, imediatamente,
acondicionadas em recipiente contendo gelo, atéomento do processamento no

laboratorio.
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a) Processamento das amostras de sangue

Para a obtencéo dos leucdcitos, o sangue foi sidon&tcentrifugacdo (825g
por 10 min) e, em seguida, o plasma foi desprezadoo auxilio de uma pipeta. Nos
tubos onde se encontravam as hemacias e leucofotoadicionado solugdo salina
(0,9% em NacCl), foram homogeneizados, em seguatdriftigados, por cinco minutos,

a 825g e descartou-se o sobrenadante. Esta opdoag@petida por trés vezes ou até as
células (eritrécitos e leucacitos) ficarem bem s Em seguida, a camada das células

leucocitarias foi coletada e armazenada 2620

b) Extracdo de DNA de leucdcitos

O DNA gendmico foi extraido através do método festotoférmio segundo os
critérios de Maniatis et al. (1989) com modificagdeosteriormente esse DNpel t)
foi ressuspenso com agua ultra-pura e estocada@.-2

O DNA extraido foi analisado em gel de poliacrildenia 1%, corado com
Brometo de Etidio, visualizado em luz ultravioletéotografado para verificacdo de sua
qualidade. A quantificacdo do DNA foi realizada espectrofotometro (Bionate 3-

ThermoScientific).

c) Reagbes de amplificacdo em cadeia da Polimerase @C

Para visualizar a mutacdo no rebanho ovino, foireggdla a metodologia que
amplifica a regido do gene que possui um ponto d&agéo, no qual o produto da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) conteve uto gemestricdo, forcado, para a
enzimaHinf | baseada nas citagfes de Hanrahan et al. (2664pmdificacdes.

A PCR foi realizada para um volume final de [#5amostra, com 2,5L de
tampéo 10X PCR, |,7GL de 50 mM de MgGl 1 uL do primer sense el do primer
anti-sense, 2,fL de dNTPs, 1%L de agua ultra-pura, 0,8 U Tag DNA polimerase, 30

ng de DNA e agua ultrapura para ajustar o volumm.fi
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Os oligonucleotideos utilizados, para detectar tagéto do gene BMP-15 com a
enzimaHinf I, os quais amplificam bandas com 141pb, foram resdos conforme
Hanrahan et al. (2004):

Primer sense 5" CACTGTCTTCTTGTTACTGTATTTCAATGAGAC 3
Primer anti-sense 5° GATGCAATACTGCCTGCTTG 3.

As condicbes de amplificacdo para gsmers do gene BMP — 15 foram:
desnaturacao a 95 °C por 5 min; seguido por 30sé desnaturacdo a 95 °C por 45s,
anelamento a 63 °C por 45 s, e extensédo a 72 °@ pan, com uma temperatura de
extensao final de 72 °C por 10 min em um termodmigEppendorf A.G).

O DNA amplificado foi analisado em gel pbliacrilamida a 1%, com marcador

de peso molecular DNA-Ladder 10 bp, e fotografaal@ gonstatar sua amplificacéo.

d) Reagdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo dGomprimento dos
Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP)

A reacao de corte do DNA com a enzima de restrigi@b | foi realizada para
um volume final de 1pL. Em cada reacéo, foi preparada uma mistura cdat8rbuL
de agua ultra-pura, 1jf. de tampé&o da enzima e 10 U da enzitiaf |. Em seguida,
homogeneizou-se, a mistura, em vortex. Na sequéfaiam transferidos 1L da
mistura para um tubo contendopyb do DNA amplificado (produto de PCR). Esse
preparado ficou por 4 horas a 37 °C, em condicédardponamento. Apds este tempo,
foi realizada a inativagdo da enzima a 65 °C pomfOutos. O DNA digerido foi
observado em gel de poliacrilamida a 8%, com marcae peso molecular DNA-
Ladder 50 bp, corado com Brometo de Etidio, vigaalo em luz ultravioleta e
fotografado, para verificacdo dos alelos.

Os primers foram desenhados para detectar o Fed¢&nhdo-se como referéncia
aqueles descritos por Hanrahan et al. (2004), Siegkinomar et al. (2008), o produto da
PCR de individuos sem a mutacao (Tipo selvagengyposn ponto de restricdo para a
enzimaHinf | (G/ACT), enquanto os portadores da mutacdo n&sysm esse ponto de
restricdo. Apds a digestdo, os individuos do tiptvagylem FecX™™) apresentardo
fragmentos de 111pb e 30pb, aqueles individuosdmgetos FecX®") apresentardo
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fragmentos de 141pb, 111pb e 30pb, e os individhomozigotos FecX®®)
apresentarao apenas o fragmento n&o cortado coob.141

e) Analise estatistica
Os dados referentes as bandas encontradas em oapla gnimal foram

analisados com relagéo a sua frequiéncia e relatwsram o fenotipo de prolificidade.

RESULTADOS

As racas Santa Inés e Morada Nova, tém sido refeidmo prolificas, para as
condicbes do Semi-arido Nordestino. Em nosso estemcontramos indices de
prolificidade igual a 2.39 a 2.13 respectivamertdre as escrituracdes, de ao menos

um parto com multiplas crias, no histérico de pr@gos consecutivos (Tab.1).

Tabela 1 - Numero médio de crias/parto para asrisiggada Nova e Santa Inés com

historico de partos gemelares

- Racas
Genotipo
Morada Nova Santa Inés
No. de amostras 112 181
N° de crias/parto 2,13 2,39

E importante notificar que, para a raca Moradad\d®% dos plantéis visitados
consistiam de fémeas com historico de pelo menosparto gemelar. O que nao
ocorreu no caso dos rebanhos Santa Inés visitadapjais tiveram um indice de 25 %
de fémeas com partos gemelares.

Nesse estudo, ndo foram encontradas mutacOesentferao gene Galway
FecX® , nas duas racas estudadas. Pela técnica PCR-R¥elaB, as bandas selvagens
foram cortadas pela enzintdinf | (G/ACT) resultando fragmentos de 111pb, o que

caracteriza uma auséncia de mutacado para ofgeX& (Fig. 1).
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111pb> o =

e ——

Figura 1- Resultado de PCR-RFLP
— Gel poliacrilamida a 8% - para
FecX® digerido com endonuclease
Hinf I. 1 e 2= amostras Morada

Nova e Santa Inés,
respectivamente. 3= DNAadder
10pb.

DISCUSSAO

Devido ao sistema de criacdo extensivo, duranteisags as propriedades,
observou-se que os criadores nao valorizam fémealfigas, justificando a
dificuldade de manejo no sistema de cria a pastiaeBe-se assim, a necessidade de se
oferecer mais informacgdes, junto aos criadoresptguaos beneficios, em termos de
ganho de producao, quando ha um manejo eficiessaddémeas diferenciadas quanto
a prolificidade. Apesar desta caracteristica mfidoem aceita para o sistema de criagdo
extensivo, 40% dos exemplares de Morada Nova, itoiash-se de fémeas com
historico de ao menos um parto com mdultiplas cri@bservando-se assim, a
prolificidade como uma caracteristica inerentesa eaca.

Nesse estudo, reproduzindo-se a técnica PCR-RRa®acpor Hanrahan et al.
(2004), para investigacdo da mutacdo referenteeae MP15, lociFecX®, nao foi
constatada esta mutacdo nas racas Santa Inés ddvidowva. Por sua vez, estudos
recentes de Chu et al. (2007), apresentaram aHagaasiatica, como portadora de

mutacdes simultineafdcB e FecX®). Davis et al. (2006), também ndo encontraram
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essas mutacOes quando estudaram vinte e uma daserighagens mais prolificas do
mundo. Entre elas, na raca Han, para a qual feredda a mutacabecB, ndo foi
constatada a presenca da mutdgd@X' (Inverdale).

Ja Kumar et al. (2008) citaram a ocorréncia do geoeroola em ovelhas
indianas da raca Kendrapada, com histérico de fipidade, quando investigaram,
simultamente, os genes BMPR-1BxB) e BMP15 EecX®). Contudo, assim como no
presente trabalho, ndo foram encontradas mutagtivas ao genBecX® (Galway).

Com relacdo a estudos realizados, no Brasil, enmegyenaiores ligados a
prolificidade, Castro et al. (2006) caracterizanam novo SNP (polimorfismos de um
sé nucleotideo) localizado no gene GDF-9, na ragataSInés e inferiram que o
polimorfismo do SNP 1034 observado pode estar imlado a alta frequéncia de
ovulacédo, caracteristica dessa raca.

Por sua vez, ainda nao foram descritos estudosret@pdo a investigacdo do
gene FecX nessas racas aqui trabalhadas, assim a@mt® ndo foram realizados
levantamentos para esse gene em nenhuma raceeibpmaditor tanto, percebe-se a
necessidade de mais estudos para se investigassiifidade de existéncia de outras
mutacOes relativas a prolificidade para a racaa&Samds, bem como em suas racas
formadoras, como a Morada Nova.

Como, nesse experimento, ndo foram encontradascoes relativas ao gene
FecX®, percebe-se que a utilizacdo de levantamentosigrldos a essas mutacoes,
como marcador para a prolificidade, com a metodalagui empregada, nao constitui
uma ferramenta adequada, para uso comercial, egngpnas de melhoramento, para
essa caracteristica, nessas ragas estudadas. @emnsiderado que existam pesquisas
sobre filogenia, em ovinos, baseadas em investigdedpolimorfismos, comuns entre
racas ou linhagens. Entre eles o gene Boorooldegérito, tem sido escolhido para
realizacdo desses estudos de mapas de ligacao.

Segundo Crawford et al. (1994), os mapas de lgadE uma importante
ferramenta para identificacdo de genes associadmmagteristicas de producdo em
animais de grande porté’rpduction traits). Os programas de selecdo em animais
domeésticos, baseados em mensuracao fenotipican&inorado e um entendimento da
estrutura e funcdo dos genomas dos animais dow&stiovidos por mapas genéticos
oferecem a oportunidade de serem identificadas agmgdes responsaveis pelas
diferencas de desempenho produtivo. Os marcadoretecatares, ligados a

caracteristicas herdaveis, irdo possibilitar umacée mais rapida de animais elite e,
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eventualmente, permitir a identificacdo desses genee influenciam a expressao
genética.

Dias-Tascon et al. (2001) citam que durante ama#t anos, se tem alcangado
um importante avanco na elaboracéo dos mapas geséas espécies domesticas. Em
particular, os mapas de ligacdo, obtidos mediastigdes de segregacao familiar, tém
experimentado um importante impulso com o aparetdisneos marcadores do tipo
microssatélite. A principal caracteristica dessascadores é seu elevado polimorfismo,
sendo utilizados comlmci “chave” de referéncia na integracdo dos mapasofise de

ligacao.

CONCLUSOES

Na auséncia da mutac#ecX® nas racas Santa Inés e Morada Nova que
possuem histérico de prolificidade, devem ser itigados outros marcadores,
particulares as mesmas, 0s quais possam explloaraaca dessa caracteristica para os
seus descendentes. A investigacdo de mutacdeisaslab gene Galwayoci FecX®,
nas racas Santa Inés e Morada Nova, como ferrantentaelecdo assistida para
prolificidade, ndo constitui uma opg¢édo adequada pap comercial em programas de

melhoramento para essa caracteristica.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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