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Caracterizacao da variabilidade de genes relacionados a fertilidade
de machos e ao temperamento em eqiiinos da raca brasileira
Mangalarga

Characterization of the variability of genes related to male fertility
and temperament in Brazilian Mangalarga horses
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Resumo

Os objetivos deste trabalho foram a padronizacao de metodologia de genotipagem por PCR-RFLP
dos SNPs AJ 315378:c.110A>G e AB 264325:c.771G>C dos genes CRISPI e HTRIA eqiiino,
respectivamente, bem como a caracterizagdo em eqiiinos da raca Mangalarga destes e de outro
polimorfismo, o AB_098561:c.1470G>A do gene SLC6A4, a fim de promover o embasamento
necessario para futuras pesquisas visando associagdo entre marcadores de DNA e caracteristicas de
interesse na raga. Para tanto, foram utilizados 151 animais Mangalarga, de ambos os sexos ¢ de idades
variadas, representativos da populacdo do estado de Sdo Paulo. O método de PCR-RFLP mostrou-se
adequado para a genotipagem dos SNPs AJ315378:¢c.110A>G do CRISPI e AB 264325:¢c.771G>C do
HTRIA. Entretanto, o polimorfismo do CRISP! provavelmente ndo ocorre em eqiiinos Mangalarga,
impossibilitando estudos de associacdo do marcador com caracteristicas relacionadas a fertilidade
de machos. As estimativas dos pardmetros genético-populacionais obtidos para os polimorfismos
AB 264325:¢.771G>C do HTRIA e o AB _098561:c.1470G>A do SLC6A4 na amostra de animais
estudados desencorajam a realizagdo de pesquisas visando a associacdo entre os marcadores e
caracteristicas relacionadas ao temperamento.
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Abstract

The aims of the present study were to propose a PCR-RFLP genotyping method for the
AJ 315378:c.110A>G and AB 264325:¢c.771G>C SNPs in the equine CRISP/ and HTRIA genes,
respectively, as well as to characterize these and another polymorphism, AB_098561:¢c.1470G>A of the
SLC6A44 gene, in order to provide a basis for future studies investigating the association between DNA
markers and traits of interest in this breed. For this, 151 Mangalarga horses of both sexes, representatives
of the population of the Sate of Sdo Paulo, Brazil, were used. PCR-RFLP was found to be adequate for
the genotyping of the SNPs AJ 315378:¢c.110A>G of the CRISPI and AB_264325:¢c.771G>C of the
HTRIA. However, the polymorphism of the CRISP1 probably does not occur in Mangalarga horses, a
fact impairing association studies of this marker with traits related to male fertility. The estimative of the
population genetic parameters obtained for the polymorphisms AB 264325:¢.771G>C of the HTRI1A
and AB_098561:c.1470G>A of the SLC6A44 in the studied sample discourage the conduct of research
addressed the association between markers and traits related to temperament.
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Introducao

O melhoramento genético de eqiiinos da
raca Mangalarga tem se baseado na estimativa
de parametros genéticos e fenotipicos apenas
tabelas de
pontuacdo — conformacdo e andamento, avaliadas

de caracteristicas contidas nas
subjetivamente, e de desenvolvimento, mensuradas
na ocasido do registro (MOTA; GIANNONI,
1994, MOTA; ALMEIDA PRADO, 2005, MOTA;
ALMEIDA PRADO; MADUREIRA, 2006). Pouco
se conhece acerca de caracteres reprodutivos e
de temperamento dos animais, fundamentais em

qualquer sistema de criacdo animal.

Caracteristicas reprodutivas tém se mostrado
dificeis de selecionar a partir de métodos
quantitativos em todas as espécies, especialmente
em eqliinos, devido suas estimativas relativamente
baixas de herdabilidade e dificuldades na avaliagdo
dos dados (TAVEIRA; MOTA, 2007). Apesar disso,
a fertilidade de machos ¢é caracteristica econdmica
de larga importancia devido ao aumento do uso da
técnica de inseminagdo artificial na industria de
reprodutores de elevado valor genético. A CRISP1
(cysteine-rich secretory protein 1) ¢ membro da
familia de proteinas CRISP, a qual ¢ caracterizada
pela presenga de 16 residuos de cisteina na regido
C-terminal. Asproteinas CRISPsaoexpressasnotrato
genital masculino e estdo supostamente relacionadas
ao processo de fusdo entre espermatozodide e 6vulo,
0 que torna seus respectivos genes codificadores,
entre os quais o CRISPI (cysteine-rich secretory
protein 1 gene — também conhecido como AEG]),
mapeado no cromossomo eqiiino 20, candidatos
para a caracteristica fertilidade de machos (GIESE
et al., 2002).

Definido como o conjunto de caracteristicas
comportamentais estdveis ao longo do tempo e
entre situacdes, o temperamento geral é qualidade
fundamental no cavalo de sela. Animais com
bom temperamento sdo obedientes, faceis de
treinar, calmos e confiaveis (EVANS, 1996). De
acordo com Murphy et al. (2008), a literatura

cientifica recente vem explicando os importantes
papéis dos receptores e do transportador de
serotonina nas func¢des que esta desempenha como
neurotransmissor ¢ neuromodulador nos processos
neuroquimicos, fisiologicos, farmacoldgicos e
comportamentais. Em espécies como a humana e a
canina, genes do grupo de receptores de serotonina
(HTR), localizado no cromossomo eqiiino 21, entre
os quais o0 HTR 1A (5-hydroxytryptamine (serotonin)
receptor 14 gene), vém se mostrando envolvidos em
disfungdes emocionais. Em eqiiinos, estes genes sao
de especial interesse devido a suposta relagao entre
seus produtos protéicos e disturbios gastrointestinais
decorrentes de alteracdes no sistema nervoso central
e periférico, uma das principais causas de morte,
levando a perdas econdmicas consideraveis dentro
de sistemas de producio (MOMOZAWA et al.,
2007). Por sua vez, o gene SLC6A4 (solute carrier
family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin),
member 4 gene), mapeado no cromossomo eqiiino
11, codificador do transportador de serotonina,
¢ forte candidato a influenciar caracteristicas de
temperamento em animais ao atuar no controle
da reabsor¢do da serotonina nas fendas sinépticas
(MOMOZAWA et al., 20006).

Diante do objetivos  deste
trabalho foram a padronizagdo de metodologia
de genotipagem por PCR-RFLP dos SNPs
AJ 315378:c.110A>G e AB_264325:¢c.771G>C dos

genes CRISPI e HTRIA eqiiino, respectivamente,

exposto, os

bem como a caracterizacdo em eqiiinos da raga
Mangalarga destes e de outro polimorfismo, o
AB 098561:¢.1470G>A do gene SLC6A44, a fim de
que se tenha o embasamento necessario para futuras
pesquisas visando associagao entre marcadores de
DNA e caracteristicas relacionadas a fertilidade de
machos e de temperamento na raga.

Material e Métodos
Animais e coleta de sangue

Foram utilizados 151 cavalos daraga Mangalarga
registrados na Associacdo Brasileira dos Criadores
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de Cavalos da Ragca Mangalarga (ABCCRM), de
ambos os sexos e de idades variadas, representativas
da populagio do Estado de Sao Paulo/Brasil.
Amostras de cinco mL de sangue total de cada
individuo foram colhidas por venopuncgao da jugular
esquerda utilizando tubos a vacuo com EDTA.

Extragao do DNA e genotipagem

Apbs a remogdo das hemacias das amostras
de sangue, a extracdo de DNA dos leucécitos foi
realizada pelo método ndo fenodlico, utilizando
digestdo com proteinase K e precipitacdo com NaCl
e alcool.

A genotipagem dos polimorfismos
AJ 315378:c.110A>G  do  gene  CRISPI,
AB_264325:¢.771G>C do HTRIA e
AB 098561:c.1470G>A do SLC644 foram

realizadas por meio da técnica de PCR-RFLP. Os
primers necessarios a amplificagdo das regides
génicas de interesse, as enzimas de restri¢ao
utilizadas na detecgdo dos polimorfismos, bem
como outras informagdes de relevancia encontram-
se apresentados na Tabela 1.

Na analise do SNP AJ 315378:c.110A>G do
CRISPI, fragmento de 910 pares de bases contendo
seqiiéncia do exon 3 foi amplificado de acordo com
Giese et al. (2002). A anélise in silico do mapa
de restricdo da regido amplificada, realizada por
meio do programa online Webcutter 2.0, mostrou
a possibilidade de genotipagem do polimorfismo
utilizando a endonuclease BseNI. Neste sentido, os
amplificados foram digeridos em meio de reagdo
contendo 12uL de produto de PCR ¢ 5U da enzima
BseNI (Fermentas, EUA). As misturas para digestao
foram incubadas em termociclador a 65 °C por 14
horas.

Apo6s andlise in silico do mapa de restri¢ao
da seqliéncia que contém o polimorfismo
AB 264325:¢.771G>C do gene HTRIA eqiiino,
realizada com o Webcutter 2.0, constatou-se a
possibilidade de sua genotipagem por meio da
endonuclease Alul. Fragmento de 432 pares de
bases da regido codificante do gene foi amplificado
utilizando par de
com auxilio do programa Primer 3 (ROZEN;
SKALETSKY, 2000). A averiguagdo da qualidade
dos oligos em relagdo a formagdo de hairpins,

primers  confeccionados

dimeros e dimeros cruzados foi realizada utilizando
o programa NetPrimer online. A confirmacao de
que cada sequéncia iniciadora era inica para o gene
alvo na espécie de interesse foi realizada utilizando
a ferramenta Primer-BLAST do NCBI. Cada PCR,
com volume final de 25 pL, foi constituida de 50
ng de DNA gendmico, 0,24 uM de cada primer,
1,6mM de MgCL; 0,24 mM de cada dNTP e
0,5U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, EUA).
Ap6s desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos,
a amplificagdo foi realizada em 36 ciclos de 95 °C
por 60 segundos, 54 °C por 45 segundos e 72 °C por
30 segundos. A extensao final foi conduzida a 72 °C
por 5 minutos. Aliquotas de 10mL de produtos de
amplificacdo foram digeridas com 4 U da enzima
Alul (New England Biolabs, EUA) a 37 °C por 16
horas.

Em relagio a andlise do polimorfismo
AB 098561:¢.1470G>A do SLC6A4, fragmento de
359 pares de bases da regido codificante do gene foi
amplificado e digerido com a enzima de restri¢ao
Hhal (New England Biolabs, EUA), como em
Momozawa et al. (2006).
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Tabela 1. Genes candidatos, sequéncia dos “primers” forward (F) e reverse (R) utilizados na amplificacdo das regides de interesse, temperatura de anelamento

dos “primers” (TA) na reagdo de PCR, enzimas de restricao utilizadas na detec¢ao dos polimorfismos, nimero de acesso das sequéncias dos genes de interesse no

GenBank, troca de nucleotideos na sequéncia do DNA e troca de aminoacido na sequéncia da proteina.

aminoacido

Troca de
E37G

Troca de
nucleotideo

Numero
GenBank

Enzima (fabricante)

TA
0

Sequéncia dos “primers” 5°’- 3’

Gene

(ndo conservativa)

E257D

c.110A>G

AJ315378

BseNI (Fermentas, USA)

52

F—-CCC CAATCA CAGAATATC C
R-TCA GCT AGC CTAGAATCTG
F-CTTTCT ACATCC CGC TGC TG
R-TCTTCACCG TCTTCC TTT CG
F - CTATGT GGT GAA GCT GCT GG
R-GCT TCC TCC TGT CTC CAC TG

CRISPI

c.771G>C .
(conservativa)

AB264325

Alul (New England Biolabs, USA)

54

HTRIA

nao ocorre

c.1470G>A

AB098561

Hhal (New England Biolabs, USA)

60

SLC6A4

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Apos a digestdo dos produtos amplificados, os
fragmentos de DNA dos genes CRISPI, HTRIA
e SLC6A4 foram separados em géis de agarose a
2, 2 e 3%, respectivamente. Um padrdo de peso
molecular de 100 pares de bases foi utilizado em
cada gel para permitir o calculo do tamanho dos
fragmentos amplificados e digeridos. A visualizagdo
das bandas foi realizada por meio de coloragdo com
brometo de etideo e exposi¢do a luz ultravioleta. Os
genoétipos dos individuos foram determinados, para
cada polimorfismo, por meio da analise do tamanho
dos fragmentos em pares de bases (pb).

Analise dos Dados

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

Resultados e Discussao
Polimorfismo do CRISP1

Giese et al. (2002) analisaram por meio de
seqiienciamento direto de produtos de PCR a
ocorréncia de diversidade no gene CRISPI de
eqiiinos em 16 cavalos de nove ragas (Hanoveriana,
Haflingo, Shire-Horse, Knabstrupper, Shagya Arabe,
Poneis, Poneis Shetland, Irish Tinker e Lusitano)
e encontraram vdarios polimorfismos, incluindo
o AJ 315378:c.110A>G, estudado no presente
trabalho, o qual apresenta potencial para provocar
alteracdes fenotipicas por acarretar modificag@o
ndo conservativa na seqiiéncia de aminoacidos da
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cadeia polipeptidica. Este sitio polimoérfico esta
localizado no éxon 3 e ¢ responsavel pela troca de
um acido glutdmico por uma glicina na posicao 37
(Glu37Gli) da proteina CRISPI.

Em
apenas o alelo A foi identificado na amostra de
animais estudados (Tabela 2). O gendtipo AA foi
caracterizado pela presenca de trés fragmentos de

relacijo ao referido polimorfismo,

761,85, 64 pb, sendo que avisualizagdo do fragmento
menor nao foi possivel na condigdo de eletroforese
realizada (Figura 1). Com base no mapa de restri¢ao
do fragmento amplificado, o gendtipo GG seria
caracterizado pela presenca de quatro bandas com
552, 209, 85 e 64 pb, e o heterozigoto (AG) pela
presenga de cinco fragmentos, correspondentes a
combinacao dos padrdes dos homozigotos.

Tabela 2. Frequéncias alélicas ¢ genotipicas obtidas para os polimorfismos AJ 315378:¢.110A>G do gene CRISPI,
AB 264325:¢.771G>C do gene HTRI1A4 ¢ AB_098561:¢.1470G>A do gene SLC644 em amostra representativa da
populagdo de eqiiinos da raca Mangalarga do Estado de Sao Paulo.

Polimorfismo Frequéncia alélica Frequéncia genotipica

AJ 315378:¢c.110A>G A AA AG GG
(CRISPI) 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00
AB_264325:¢.771G>C C CcC CG GG
(HTRI1A) 0,02 0,98 0,00 0,03 0,97
AB_098561:¢.1470G>A A AA AG GG
(SLC6A44) 0,08 0,92 0,00 0,16 0,84

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Figura 1. Padrao de bandas obtido na analise por PCR-RFLP ¢ eletroforese em gel de agarose a 2% para o polimorfismo
AJ 315378:¢c.110A>G do gene CRISP1 eqiiino. M indica o padrdo molecular de 100 pb, ND DNA amplificado ndo
digerido pela enzima BseNI (910 pb) e AA o gendtipo decorrente da digestdo dos produtos amplificados pela enzima
BseNI. Os niimeros ao lado direito da figura indicam o tamanho dos fragmentos de DNA em pares de bases.

M ND AA

Fonte: Elaboragao dos autores.

Nao foram encontrados na literatura relatos
de freqiiéncias alélicas e genotipicas para o
polimorfismo AJ 315378:c.110A>G do
CRISPI em eqiiinos Mangalarga. Em eqiiinos da

gene

raga Hanoveriana, Hamann et al. (2007) encontraram

910 bp
761 bp

85 bp

freqiiéncias de 0,99 para o alelo A e 0,01 para o G.
Os resultados aqui apresentados demonstraram
a provavel auséncia do polimorfismo do gene
CRISP1 em eqiiinos Mangalarga. Entre as possiveis
explicagdes para o fato tem-se que a populagdo
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fundadora da raca poderia ser homozigota para este
loco em particular, ou que a fixa¢ao do alelo A possa
ter ocorrido posteriormente em razdo de seleg@o
indireta. Entretanto, ndo pode ser descartada a
possibilidade da rara ocorréncia do alelo G na raca,
0 que poderia ser confirmado com amostragens
mais amplas.

Embora a provavel inexisténcia do SNP na
Mangalarga ndo permita estudos de associacdo
entre o marcador e caracteristicas de importancia na
raga, o método de PCR-RFLP mostrou-se eficaz, de
baixo custo e apropriado para laboratdrios dotados
de estrutura basica em equipamentos e reagentes,
0 que permitira a expansdo da analise desse
polimorfismo nas ragas em que ocorra. Entretanto,
para a realizacdo de estudos de associagdo com o
CRISPI na Mangalarga, faz-se necessario o estudo
da segregacdo de outros polimorfismos ja descritos
para o gene ou a busca por novos na seqiiéncia
de DNA da raga. Apesar de gene candidato para
a caracteristica fertilidade de machos, ndo foram
encontrados na literatura resultados de estudos
de associagdo entre polimorfismos do gene
CRISPI e aspectos reprodutivos em eqiiinos. Em
Hamann et al. (2007) a verificagdo de associacao
entre o polimorfismo AJ 315378:c.110A>G do
gene CRISPI e a fertilidade de garanhdes da
raga Hanoveriana nao foi possivel em virtude
da extremamente baixa freqiiéncia do alelo G.
Por outro lado, outros genes da mesma familia
foram recentemente estudados com relagdo a
suas associacdes com fertilidade em eqiiinos e
em humanos. Hamann et al. (2007) identificaram
SNP ndo sindénimo no gene CRISP3, com efeito
significativo sobre a fertilidade de garanhdes. Em
humanos, Jamsai et al. (2008) identificaram trés
SNPs ndo sindénimos no gene CRISP2. Embora
nenhum dos polimorfismos identificados tenha
mostrado associagao significativa com infertilidade,
estudos funcionais sugerem que o polimorfismo
responsavel pela troca de aminoacidos na posicao
196 possa comprometer a fun¢io protéica.

Polimorfismo do HTRIA

Na busca por polimorfismos no gene HTRIA
eqiiino, Momozawa et al. (2007) seqiienciaram o
cDNA proveniente do cérebro de 10 cavalos Puro
Sangue Inglés ndo relacionados geneticamente
e encontraram duas trocas ndo sindnimas de
nucleotideos com algum potencial de provocar
alteragoes fenotipicas, entre as quais a conservativa
AB 264325:¢.771G>C, aqui estudada. Este
polimorfismo do HTRIA pode apresentar
importancia fisioldgica em relacdo a caracteristicas
de comportamento ao ser responsavel pela troca de
um acido glutdmico por acido aspartico na posi¢ao
257 (Glu257Asp) da seqiiéncia presumida de
aminodacidos da cadeia polipeptidica do receptor de
serotonina de eqiiinos.

Para o polimorfismo supracitado, foram
encontrados os alelos C e G na amostra de animais
estudados. O alelo G, quase fixado, prevaleceu
sobre o C. Desta forma, o gendtipo GG apresentou
alta freqliéncia em relag@o ao genotipo heterozigoto.
O genotipo CC ndo foi observado (Tabela 2). O
gendtipo GG foi caracterizado pela presenca de
dois fragmentos com 268 e 164 pb. Por sua vez,
o genotipo heterozigoto CG foi caracterizado pela
presenca de trés fragmentos com 432, 268, 164 pb
(Figura 2). De acordo com o mapa de restri¢do,
o gendtipo CC, ndo identificado no conjunto de
animais analisado, seria caracterizado pela presenca
de um fragmento contendo 432 pb. Da mesma
forma que para o polimorfismo do CRISPI, o
método de PCR-RFLP apresentou-se apropriado
para a genotipagem do SNP AB 264325:¢.771G>C
do HTRI1A, o que permitird a expansao da analise

desse polimorfismo em cavalos.

Nao de
freqliéncias alélicas e genotipicas para o SNP
AB 264325:¢.771G>C do HTRIA em eqiiinos.
A alta freqiiéncia do alelo G deixa evidente o

foram encontrados relatos

pequeno potencial de aplicagdo deste marcador em
estudos de associagdo. Isto se deve ao fato de que
caso o alelo G fosse favoravel para caracteristicas
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de temperamento, ja estaria muito perto de estar
fixado. Se, por outro lado, o alelo C trouxesse
alguma vantagem, provavelmente se encontraria em
freqiiéncia mais elevada devido a selecdo indireta.
O teste do Qui-quadrado envolvendo as freqiiéncias
genotipicas observadas e esperadas mostrou que a
populagdo estudada de Mangalarga encontra-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg para o loco que contém
o polimorfismo do gene HTRIA, uma vez que, a 5%
de significancia, o valor do Qui-quadrado calculado
(0,034) foi menor que o tabelado (3,84). O teste de

significancia de Slatkin para a neutralidade seletiva
de Ewens-Watterson aplicado ao polimorfismo
do gene HTRIA foi nao significativo (p = 0,660)
(Tabela 3), demonstrando que nao ha indicativo de
acasalamentos preferenciais ou de sele¢do em favor
de um dos alelos. Neste sentido, as estimativas
dos parametros genético-populacionais obtidos
para o SNP AB 264325:c.771G>C do HTRIA na
amostra estudada de Mangalarga desestimulam
a sua aplicagdo em estudos de associagdo com
caracteristicas de importancia na raga.

Tabela 3. Teste F de neutralidade seletiva de Ewens-Wattersona e significancia de Slatkin para os sitios polimoérficos
dos genes HTR1A e SLC6A4 em amostra representativa da populagdo de eqiiinos da raca Mangalarga do Estado de

Séo Paulo.
2 Interv. Conf. de F
Polimorfismo N ery. L-ont. de Fobs. Fesp. Fnd P
alelos Inf. Sup.
AB 264325:¢.771G>C (HTRIA) 302 2 0,500 0,993 0,967 f68f617 0,754 0,666
AB 098561:c.1470G>A (SLC6A44) 302 2 0,500 0,993 0,848 56814617 0,039 0,386

¢ Intervalo de F com 95% de confianga, obtido com 1.000.000 de simulagdes. * Desvio normalizado entre F observado e F

esperado.
Fonte: Elaboracdo dos autores.

Figura 2. Padrdo de bandas obtido na analise por PCR-RFLP e eletroforese em gel de agarose a 2% para o polimorfismo
AB 264325:¢.771G>C do gene HTR1A eqiiino. M indica o padrdao molecular de 100 pb, ND DNA amplificado nao
digerido pela enzima A/ul (432 pb) e CG e GG os gendtipos decorrentes da digestdo dos produtos amplificados pela
enzima A/ul. Os nimeros ao lado direito da figura indicam o tamanho dos fragmentos de DNA em pares de bases.

M MND

cG GG

432 bp
268 bp
164 bp

Fonte: Elaboracdo dos autores.
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Nao foram encontrados na literatura resultados
de estudos de associagdo entre caracteristicas
comportamentais e polimorfismos do gene HTR1A4
em eqiliinos, entretanto em cdes ¢ em humanos,
pesquisas com este gene e outros da familia
foram ha pouco realizados. Van den Berg et al.
(2008) analisaram o efeito de polimorfismos dos
genes HTRI1A, HTRIB e HTR2A, entre outros, em
relacdo ao comportamento agressivo em cdes da
raca Golden Retriever, ndo observando qualquer
efeito significativo. Em revisdo bibliografica,
realizada por Drago, Ronchi e Serretti (2008),
foram encontrados 27 SNPs associados ao gene
HTRIA humano, sendo alguns destes causadores de
trocas sindnimas e ndo sindnimas. Estas variacdes
tém sido estudadas em transtornos psiquiatricos,
todavia ainda sem resultados definitivos (DRAGO;

RONCHI; SERRETTI, 2008).

Polimorfismo do SLC6A44
Em eqlinos, Momozawa et al. (2006)
determinaram a seqliéncia e a localizagdo

cromossOomica do gene SLC6A4 e identificaram
quatro SNPs, incluindo 0 AB_098561:¢.1470G>A,
analisado no presente trabalho, entre as seqiiéncias
de cDNA de uma dezena de cavalos Puro Sangue
Inglés ndo relacionados geneticamente. Embora
este polimorfismo esteja localizado em regido
génica codificante, ndo é responsavel por alteragao
de aminoacidos na cadeia peptidica. Mesmo assim,
pode ser responsavel por alteragdes fenotipicas, uma
vez que tem a possibilidade de modificar a estrutura
secundaria do RNA mensageiro e consequentemente
a expressao génica. Por outro lado, pode estar em
desequilibrio de ligacdo com a variagdo funcional.

Considerando-se o mencionado polimorfismo,
foram detectados na amostra de animais estudados
os alelos A e G. O alelo G apresentou freqiiéncia
extremamente alta em relagio ao G. Como
conseqiiéncia, o genotipo GG também apresentou
freqiiéncia alta em relagdo ao gendtipo heterozigoto.
O gendtipo AA ndo foi observado (Tabela 2).

Assim como descrito por Momozawa et al. (2006),
o genoétipo GG foi caracterizado pela presenca
de dois fragmentos com 302 e 57 pb. O genotipo
heterozigoto AG foi caracterizado pela presenca de
trés fragmentos de 359, 302 e 57 pb. O gendtipo
AA, ndo identificado na populagdo estudada, seria
caracterizado pela presenca de fragmento unico
contendo 359 pb.

As alélicas obtidas para o

polimorfismo do gene SLC6A4 eqiiino na amostra

freqliéncias

estudada estdo muito proximas das encontradas por
Momozawa et al. (2006) em cavalos da raca Puro
Sangue Inglés (0,09 para o alelo A e 0,91 para o
G). O teste do Qui-quadrado demonstrou que a
populagdo estudada de Mangalarga encontra-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg para o loco que abriga
o polimorfismo do gene SLC6A44, uma vez que, a 5%
de significancia, o valor do Qui-quadrado calculado
(1,075) foi menor que o tabelado (3,84). O teste de
significancia de Slatkin para a neutralidade seletiva
de Ewens-Watterson foi ndo significativo (p =0,386)
para o polimorfismo do gene SLC6A44 (Tabela 3),
mostrando que nao ha indicativo de acasalamentos
preferenciais ou de sele¢do em favor de um dos
alelos. Neste sentido, ambos os testes apontaram
para a ndo aplicabilidade do polimorfismo do gene
SLC6A4 em estudos de associagdo entre marcadores
e caracteristicas de interesse na Mangalarga. Estes
resultados, assim como os obtidos para os outros
dois SNPs analisados neste trabalho, demonstram
a importancia de estudos de caracterizagdo
de de
polimorfismos em diferentes racas da espécie de

parametros  genético-populacionais
interesse, previamente aos estudos de associagdo
entre marcadores moleculares e caracteristicas de
importancia, a fim de que ndo ocorra consumo de
recursos sem proveito na medicdo de fenotipos
que n3o poderdo ser confrontados com variagdes
especificas do DNA.

No tunico trabalho de associagdo realizado
com o polimorfismo AB 098561:c.1470G>A
do SLC6A4 em eqiiinos,
(2006) nao encontraram resultados positivos ao

Momozawa et al.
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analisarem o efeito de haplotipos formados pelos
SNPs identificados no gene sobre a caracteristica
ansiedade na ragca Puro Sangue Ingl€s. Em caes
Golden Retriever, Van den Berg et al. (2008) nao
identificaram relagdo entre variantes do gene e
agressividade. De forma diferente, variagdes no
SLC6A4 humano t€m sido associadas a depressao,
ansiedade, transtorno bipolar, suicidios, desordens
alimentares e de abuso de substancias, autismo,
déficit de atengdo/hiperatividade e desordens
neurodegenerativas (MURPHY; LESCH, 2008).

Conclusoes

Com base nos resultados encontrados, pode-
se concluir que: (1) o método de PCR-RFLP
mostrou-se adequado para a genotipagem dos SNPs
AJ 315378:c.110A>GeAB_264325:c.771G>C dos
genes CRISPI e HTRIA eqiiino, respectivamente.
Entretanto, o CRISP1
provavelmente ndo ocorre em eqiiinos Mangalarga,
impossibilitando estudos de associagdo com o
marcador de DNA na raga; (2) as estimativas dos
pardmetros genético-populacionais obtidos para
os polimorfismos AB 264325:¢.771G>C do gene
HTRIA e AB_098561:c.1470G>A do gene SLC6A44
na amostra de animais analisada desencorajam a
realizacdo de pesquisas visando a associagdo entre

polimorfismo  do

os marcadores e caracteristicas relacionadas ao
temperamento na raca estudada.
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