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Resumo: O objetivo desse trabalho foi identificar possiveis polimorfismos no gene da miogenina
(MyoG) que possam posteriormente ser utilizados em testes de associacdo com caracteristicas de
interesse econdmico em ovinos. Todas as 96 amostras amplificaram e mantiveram qualidade do
alinhamento satisfatéria para analise, 0 que indica a boa qualidade dos primers utilizados. A regido do
gene MyoG aqui estudada teve um total de 1937 pb alinhados em funcdo do gene referéncia depositado
no NCBI. Nesta sequéncia foram identificadas 34 mutacGes em relacdo ao gene referéncia, mas apenas
13 mutagBes apresentaram distribuicdo de frequéncia genotipica que as tornam potenciais marcadores
para estudos de associa¢do. Grande parte das 13 mutagdes estdo em intron, sendo apenas uma em éxon.
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Abstract: this study aimed to identify polymorphisms in MyoG gene that can later be used in association
analysis with economic traits in Santa Ines. All 96 samples amplified and maintained satisfactory quality
of the alignment for analysis, which indicates the quality of the primers. The MyoG region of the gene
studied here had a total of 1937 bp aligned against the reference gene deposited in NCBI. In this
sequence were identified 34 mutations compared to the reference gene, but only 13 showed good
genotypic frequency distribution which makes them potential markers for association studies. Most of
these 13 mutations are in intron, only one SNP in exon.
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Introducéo

A raga Santa Inés necessita de trabalhos de selecdo que aprimorem suas taxas de crescimento,
como pode ser observado em Juca et al. (2014). Caracteristicas como ganho de peso diério estdo
associadas ao desenvolvimento muscular. Entdo, polimorfismos de genes que regulam a formacéo
muscular podem fornecer importantes informagdes para os programas de selegcdo. Neste contexto tem-se
0 gene MyoG, que atua na formacdo da Miogenina, e tem importante fungdo no desenvolvimento
muscular. Assim, este estudo teve por objetivo identificar polimorfismos no gene da miogenina (MyoG)
em ovinos Santa Inés.

Material e Métodos

Foram analisados 96 ovinos da raca Santa Inés, nascidos nas safras de 2010 a 2012, na fazenda
experimental da Embrapa Tabuleiros Costeiros, em Frei Paulo/Sergipe. Foram coletados 5 ml de sangue
de cada animal, os quais foram estocados e refrigerados para posterior extracdo de leucécitos, seguindo
protocolo descrito pela Embrapa (Oliveira et al., 2007). Os leucécitos foram encaminhados a Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP, onde foi realizada a extracdo do DNA
gendmico, amplificacdo da regido alvo, preparacdo da biblioteca e o sequenciamento. A extragdo do
DNA foi realizada utilizando método de precipitacdo com solugdes salina e proteinase K seguindo
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protocolo da Embrapa (Oliveira et al., 2007). Para a amplificacdo do fragmento do gene do MyoG foram
utilizados 15 pL da reacdo contendo 0,3 UM de cada primer, taq polimerase e 150ng do DNA molde. A
amplificacdo foi realizada em um termociclador Veriti® (Applied Biosystems, USA) e consistiu numa
etapa inicial de desnaturacdo por 5 minutos a 98°C, seguida por uma etapa de 20 ciclos de amplificacéo,
sendo (desnaturacdo a 98°C por 10 segundos, anelamento de 65°C a 55°C A -5°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 3 minutos), seguido por uma segunda etapa de 20 ciclos de amplificacdo, sendo
(desnaturacéo a 98°C por 10 segundos, anelamento de 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 3
minutos) e, por fim, extensdo final a 72°C por 5 minutos. Foram utilizados os primers forward 5> ACT
ACC TGC CTG TCC ACC TC 3’ e reverse 3° TCC TCC ACT GTG ATG CTG TC 5. Apés a
amplificacdo das amostras, foi realizada a purificacdo dos amplicons. As amostras foram diluidas a 0,2
ng/ul e encaminhado para o preparo da biblioteca e em seguida o sequenciamento. Para o preparo da
biblioteca utilizou-se o kit Nextera® XT DNA Sample Preparation e Nextera® XT Index (Illumina, San
Diego, USA). O sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq (Illumina, San Diego, USA) usando
0 kit MiSeq Reagent v2 (500 cycle). Apds sequenciamento realizou-se a filtragem dos dados,
alinhamento das reads contra 0 genoma referéncia dos ovinos no NCBI (Ovis aries) e deteccdo dos
polimorfismos. Por fim, realizou-se a anotag¢do funcional dos SNPs usando o programa VEP (Variant
Effect Predictor) do Ensembl, para identificar as localizacdes das mutagdes no genoma e provaveis
efeitos funcionais em regido codificadoras do gene. As frequéncias alélica e genotipica foram estimadas
para cada locus por contagem simples dos alelos e dos genétipos, respectivamente.

Resultados e Discusséo

Todas as 96 amostras amplificaram e mantiveram qualidade do alinhamento satisfatéria para
analise, o que indica a boa qualidade dos primers utilizados. A regido do gene MyoG aqui estudada teve
um total de 1937 pb alinhados em funcéo do gene referéncia depositado no NCBI. Nesta sequéncia foram
identificadas 34 mutacGes em relacdo ao gene referéncia, mas apenas as 13 mutaces da Tabela 1
apresentaram todos os trés genotipos possiveis. Grande parte destas mutaces estdo em intron, sendo
apenas um SNP em éxon. A mutagdo em éxon aqui encontrada é do tipo sindnima, ou seja, 0 aminoacido
codificado ndo é alterado pela troca de base na sequencia. Duas muta¢des sdo dele¢des de base e ambas
ainda ndo foram depositadas no NCBI.

Tabela 1. Frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs do gene MyoG em ovinos Santa Inés

Posicdo  Variacdo _Base - Frequ@n_cia Freqyé_zncia x
doSNP  existente nitrogenada N Gendtipos genotipica  Alelos Alélica  Regido
trocada (SNP)

44 GG 0,458 G 0,693

196250 rs414881660 GA 45 GA 0,469 A 0,307 Intron
7 AA 0,073
59 8§ 0,615 . 0,797

196300 - * 35 ¢ 0,365 0,203 Intron
2 £ 0,020
44 AA 0,458 A 0,682

196441 rs417690032 AG 43 AG 0,448 G 0,318 Intron
09 GG 0,094
67 CcC 0,698 C 0,823

196545 rs426956376 CT 24 CT 0,250 T 0,177 Intron
5 TT 0,052
25 TT 0,260 T 0,448

196556 rs407552631 TG 36 TG 0,375 G 0,552 Intron
35 GG 0,365
58 GG 0,604 G 0,792

196837 rs410212255 GA 36 GA 0,375 A 0,208 Intron

02 AA 0,021



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Tools/VEP?db=core
http://www.ensembl.org/Ovis_aries/ZMenu/Variation?db=core;tl=cG1yin0BHWPu5NcR-997266;v=rs414881660
http://www.ensembl.org/Ovis_aries/ZMenu/Variation?db=core;tl=cG1yin0BHWPu5NcR-997266;v=rs417690032
http://www.ensembl.org/Ovis_aries/ZMenu/Variation?db=core;tl=cG1yin0BHWPu5NcR-997266;v=rs426956376
http://www.ensembl.org/Ovis_aries/ZMenu/Variation?db=core;tl=cG1yin0BHWPu5NcR-997266;v=rs407552631
http://www.ensembl.org/Ovis_aries/ZMenu/Variation?db=core;tl=cG1yin0BHWPu5NcR-997266;v=rs410212255
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Tabela 1. Frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs do gene MyoG em ovinos Santa Inés
Continuacao

Posicdo  Variacio _Base _ Frequén_cia Frequé_ncia _
q . nitrogenada N Gendtipos genotipica  Alelos  Alélica Regiédo
0 SNP existente
trocada (SNP)
58 GG 0,604 G 0,771
197117 rs419534498 GA 32 GA 0,333 A 0,229 Intron
06 AA 0,063
23 AA 0,240 A 0,500
197167 rs400160301 AG 50 AG 0,521 G 0,500 Intron
23 GG 0,240
47 CcC 0,490 C 0,693
197302 rs422285781 CG 39 CG 0,406 G 0,307 Intron
10 GG 0,104
01 TT 0,010 T 0,042
197322 rs405981477 TC 06 TC 0,063 C 0,958 Intron
89 CcC 0,927
39 GG 0,406 G 0,635
197537 rs412105535 GA 44 GA 0,458 A 0,365 Intron
13 AA 0,135
84 CGGG CGGG 0,875 CGGG 0,880
197558 - CGGG/CGG 01 CGGG CGG 0,010 CGG 0,120 Intron
11 CGGCGG 0,115
47 GG 0,490 G 0,678
197617 rs405517044 G/A 36 GA 0,375 A 0,322 Exon
13 AA 0,135

* - CGTGTGTGTGTGTGTGT/CGTGTGTGTGTGT; § - Homozigoto para 0 alelo CGTGTGTGTGTGTGTGT,; ¢ Heterozigoto; £ -
homozigoto para o alelo CGTGTGTGTGTGT,;

Pode se observar na Tabela 1 que a menor frequéncia alélica foi igual a aproximadamente 4%, para o
alelo T do marcador localizado na posigdo 197322. Assim, espera-se que uma vez detectada associagdo entre
os marcadores aqui identificados e as caracteristicas de interesse que foram avaliadas nestes animais, ndo seja
tdo dificil os trabalhos de sele¢do para ampliar a frequéncia do alelo favoravel.

Conclusoes
Existem pelo menos 34 mutagdes no gene MyoG na raca Santa Inés em relacdo ao gene referéncia
depositado no NCBI, sendo 13 delas boas op¢oes para utilizagdo em estudos de associagao.
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