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Resumo: O gene da calpastatina (CAST) é um candidato a estudos de associagdo com caracteristicas de
crescimento e carcacga tendo em vista que desempenha fungdes importantes no turnover proteico. Assim
sendo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a associacdo entre polimorfismos no gene CAST com
medidas morfométricas em ovinos Santa Inés. Comprimentos e perimetros de diferentes regides do corpo
foram mensurados em 192 cordeiros aos 240 dias de idade. Um fragmento de 4107 pb, localizado entre o
20° e 23° exons, foi amplificado e sequenciado. Haplotipos foram identificados e uma anélise de
substituicdo de haplétipos via regressdao foi entdo implementada. O fragmento aqui amplificado
apresentou seis bloco de desequilibrio de ligagdo, cada um deles contendo ao menos trés haplétipos com
frequéncia > 1%. Foi encontrada associacdo sugestiva (P < 0,05) da substituicdo do hapl6tipo GGGGA
pelo AAAGG no bloco 2 com perimetro toracico (-2,72 + 1,27 cm). Além disso, a substituicdo do
haplétipo CGCCC pelo TAGTC, no bloco 4, foi associada com as variaveis comprimento do corpo (-3,38
+ 1,49 cm) e perimetro da coxa (-2,84 + 1,37 cm). Existem haplétipos no gene CAST associados a
caracteristicas morfométricas em ovinos Santa Inés, os quais podem ser uteis em programas de
melhoramento genético.
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Haplotypes in the CAST gene associated with morphometric traits in Santa Ines sheep

Abstract: - Calpastatin (CAST) is a candidate gene for association studies with growth and carcass traits
in livestock because play a key role in protein turnover. Therefore, this study aimed to evaluate the
association between haplotypes in the CAST gene and morphometric traits in Santa Ines sheep. Lengths
and perimeters of different body regions were measured in 192 lambs at 240 days of age. A 4107 bp
fragment, between 20th and 23rd exons, was amplified and sequenced. Haplotypes were identified and a
haplotype regression analysis was performed. The fragment amplified here showed six linkage
disequilibrium blocks, each containing at least three haplotypes with frequency > 1%. A suggestive
association (P <0.05) of the GGGGA by AAAGG replacement in block 2 was associated with thoracic
girth (-2.72 = 1.27 cm). In addition, the CGCCC by TAGTC replacement in block 4 was associated with
body length (-3.38 £ 1.49 cm) and thigh girth (-2.84 + 1.37 cm). There are haplotypes in the CAST gene
associated with morphometric traits in Santa Ines sheep, which may be useful in breeding programs.
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Introducéo

A calpastatina é uma enzima que inibe a acdo de enzimas proteoliticas conhecidas como calpainas
(Calvo et al., 2014). Além disso, essas enzimas também apresentam importantes fungdes como
reestruturacdo do citoesqueleto, a regulacéo do ciclo celular, a apoptose e a formacéo de tecido muscular
(Goll et al., 2003). A calpastatina atua nas fases embrionaria e adulta do desenvolvimento muscular,
através da degradacdo limitada de proteinas que constituem o citoesqueleto e a membrana da célula,
favorecendo a formacdo dos miotubos que irdo constituir a fibra muscular (Azari et al., 2012). Ha relatos
de polimorfismo no gene CAST associado a caracteristicas de crescimento como ganho de peso diario em
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ovelhas das racas Kajil e Balkhi (Khan et al., 2012). Porém, permanecem desconhecidos 0s possiveis
efeitos de variantes no gene CAST com medidas morfométricas. Portanto, o objetivo deste estudo foi
testar associacdo entre hapl6tipos no gene CAST com caracteristicas morfométricas em ovinos Santa Inés.

Material e Métodos

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram previamente aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animal da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia
(Protocolo No. 02/2010). Foram avaliados 192 cordeiros da raga Santa Inés, com aproximadamente 240
dias de idade. Destes, 106 pertenciam a fazenda experimental Pedro Arle da EMBRAPA Tabuleiros
Costeiros e os demais a fazenda experimental da Universidade Federal da Bahia. Com o animal em
estacdo-forgada foram mensuradas as alturas na cernelha e na garupa, os comprimentos do corpo e da
garupa; as larguras do peito e da garupa, a profundidade do corpo e os perimetros toracico e da coxa,
utilizando-se uma fita métrica e um hipdmetro. Valores estatisticos descritivos estdo na Tabela 1.

Para amplificacdo da regido alvo do gene CAST foram utilizados os primers 5'-
AAAAGCCAAAGAAGAGGATCG-3' (forward) e 3'-GGGAAACCACTTCAGAGACG-5' (reverse), tendo
obtido um fragmento de 4107 pb, localizado entre 0 20° e 0 23° exons. Nesta regido foram identificadas
58 variantes, todas com menor frequéncia alélica >1%, mas apenas 25 em equilibrio Hardy-Weinberg
(Machado, 2018). Assim, 25 variantes foram utilizadas para identificacdo de haplétipos no gene,
utilizando-se o software Haploview. As andlises de associacdo foram realizadas com a sub-rotina
haplo.glm do pacote haplo.stat versdo 1.7.7, segundo Lake et al., (2003). O nivel de significancia (P =
0,0037) foi determinado pela correcdo de Bonferroni a 5%.

Tabela 1. Tamanho amostral (N), média e desvio-padrdo (DP) das variaveis analisadas

Caracteristicas N Média DP
Altura de cernelha (cm) 184 66,25 5,69
Altura de garupa (cm) 184 67,00 5,64
Comprimento de corpo (cm) 184 58,00 8,94
Comprimento de garupa (cm) 99 14,00 2,45
Largura do peito (cm) 184 17,80 2,11
Largura de garupa (cm) 180 15,50 3,36
Perimetro da coxa (cm) 184 40,00 8,23
Perimetro toracico (cm) 184 74,00 4,76
Profundidade do corpo (cm) 180 25,35 2,13

Resultados e Discusséo

A andlise de hapl6tipos identificou seis blocos de ligacdo e varios haplotipos formados em cada
bloco (Figura 1). Algumas associacfes sugestivas foram encontradas (Tabela 2), mas nenhuma
significativa ao nivel da correcdo de Bonferroni. Foi observada associacdo sugestiva (P < 0,05) da
substituicdo do haplétipo GGGGA pelo AAAGG, no bloco 2, com perimetro toracico (-2,72 + 1,27 cm).
Além disso, a substituicdo do haplotipo CGCCC pelo TAGTC, no bloco 4, foi associada com
comprimento do corpo (-3,38 + 1,49 cm) e perimetro da coxa (-2,84 + 1,37 cm). O sinal negativo destes
coeficientes de regressdo indica que essas substitui¢ces de haplétipos resultaram em redugdo das medidas
corporais em andlise. Prévios estudos relataram associa¢des entre polimorfismos no gene CAST e medidas
de crescimento em ovinos como nas racas Kajil e Balkhi (Khan et al., 2012). Esses efeitos podem ser
decorrentes do papel da calpastatina no turnover protéico e consequente formacdo de tecido muscular
(Goll et al., 2003, Azari et al., 2012).

Todos os polimorfismos aqui avaliados no gene CAST estdo em regido de intron. Assim, a
principal hipotese é que estes haplotipos estejam em desequilibrio de ligagdo com alguma mutacao
proxima. Neste contexto tem-se 0 SNP rs596673812, uma variante ndo-sinénima presente no exon 24,
gue causa a substituicdo dos aminoacidos Ser/Asn na posi¢do 578 da calpastatina. Este SNP merece ser
alvo de futuros estudos, pois pode ser o causador dos efeitos aqui encontrados.
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Figura 1. Haplotipos no gene CAST com frequéncia > 1%.

Tabela 2. Coeficientes de regressdao (B) e erros-padrdo (EP) de associacdes entre hapldtipos no gene
CAST e variaveis morfométricas em ovinos Santa Inés

Substituicdo

Caracteristica BDL! q " B EP Probabilidade
e haplétipos
Perimetro toracico 2 GGGGA > AAAGG -2,72 1,27 0,033
Comprimento do corpo 4 CGCCC > TAGTC -3,38 1,49 0,025
Perimetro da coxa 4 CGCCC >TAGTC -2,84 1,37 0,040

'BDL — Blocos de desequilibrio de ligagdo

Concluséo
Haplotipos no gene CAST estdo associados a caracteristicas morfométricas em ovinos Santa Inés,
informacdo que pode ser Gtil para programas de melhoramento genético.
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