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Resumo: A identificacdo e uso de polimorfismos em genes candidatos € uma das estratégias que
podem ser usadas em melhoramento atualmente. Desta forma, um total de 279 animais da raca
Santa Inés foi genotipado para o polimorfismo T242C no gene da aromatase pela técnica de PCR-
RFLP/Reacdo em Cadeia da Polimerase — Analise de Polimorfismo no Comprimento dos
Fragmentos de Restricdo. A enzima Dpnll foi usada como ferramenta diagndstico para analise do
sitio de restricdo. Na populagdo analisada, foi confirmada a presenca de uma transicao T>C no
éxon 3, na posicao 242 da seqiiéncia AJ012151. A frequéncia dos gendtipos foram: CC — 1,08%
(3 animais), TC — 86,02% (240 animals) e TT — 12,90% (36 animais). Estes resultados ser&o
usados para auxiliar a montagem e escolha de reprodutores para futuros experimentos de
associacdo de alelos favoraveis com caracteristicas quantitativas desejaveis para ovinocultura
nacional.
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Abstract: PCR-RFLP was used to genotype 279 Santa Inés Sheep for T242C aromatase
polymorphism. The enzyme Dpnll was used as a diagnostic tool for restriction site analysis. A T>C
transition was verified within exon 3 at position 242 of sequence AJ012151 (database accession
number) according to Vanselow et al. (1999). The genotype frequencies were: CC - 1.08 % (3
animals), TC — 86.02 % (240 animals) and TT — 12.90 % (36 animals). The knowledge of allelic
frequencies for this polymorphism will facilitate in the choice of those animals with favorable alleles
for the quantitative traits under selection.
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Introducao

A enzima aromatase citocromo P450 (P450arom) catalisa a converséo de esteroides Cig
(androstenediona, testosterona) a Cig estrogenos (estrona, estradiol), um passo primordial na
biossintese de estrogénios (Thompson & Siiteri, 1974). A P450arom é o produto de um Unico
gene chamado Cypl9 que pertence a superfamilia do citocromo P450 que contém mais de 600
membros pertencentes a 100 familias das quais a P450arom é o Unico membro da familia 19. O
gene Cyp19 ovino esta localizado na regido q24-g31 do cromossomo sete e possui um tamanho



de 1546 bp com uma janela aberta de leitura de 1509 bp e um codon de parada da tradugéo, TAA.
A traducao do RNA pode gerar uma proteina de 503 aminoacidos.

O estrogénio € um hormbnio de importante atividade enddcrina, paracrina e autécrina,
envolvido ndo somente na regulacdo da reproducéo de machos e fémeas, mas também em outras
caracteristicas como deposicdo de gordura e crescimento (Zsolnai et al., 2002). Os horménios
estrogénios, progesterona e estradiol sdo importantes reguladores da gestacdo e parto. Diante
disso, a enzima aromatase apresenta importante papel no desenvolvimento, funcéo e regulacao
do ciclo reprodutivo das fémeas. Portanto, o gene Cypl9 é considerado um candidato afetando o
desempenho reprodutivo e a producdo dos animais.

Objetivou-se neste trabalho verificar a presenca de polimorfismo do tipo SNP — Single
Nucleotide Polymorphism no gene da aromatase e a freqiiéncia alélica destas variantes em
ovinos da raca Santa Inés como subsidio a futuros programas de associagdo com caracteristicas
de producgéo.

Material e Métodos

A amostra analisada consistiu de 279 animais Santa Inés, selecionados do rebanho
comercial da Gaasa Agropecuaria Ltda, Goids. A propriedade é associada ao Programa de
Melhoramento Genético de Caprinos e Ovinos de Corte (GENECOC) da Embrapa Caprinos e
Ovinos. Nesta populacdo 16 animais eram reprodutores, cada um com uma média de filhas (meio-
irméaos) de 6,63. A manipulacdo e subsequente analises do DNA genémico foram realizadas no
Laboratorio de Biotecnologia Animal (LABTEC) da Universidade Federal de Vigosa. Primers
propostos por Vanselow et al. (1999) foram usados para amplificacdo da regido do gene Cypl9
contendo o polimorfismo. Foi realizado o resequenciamento da seqiéncia referéncia depositada
no GenBank (AJ012153) para confirmacdo do polimorfismo na populacdo analisada. A enzima
Dpnll foi usada como ferramenta diagndstico para analise de restricdo do sitio no qual foi
localizado uma substituicdo de base T>C na posicdo 242. A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foi realizada em termociclador em um volume final de 20 ul por rea¢do. A mistura continha
5pmol de cada primer, 1,5 unidades de Tag DNA polimerase, 100 uM de cada dNTP, 2,0 mM de
MgCl,, 50 mM Tris-KCIl e 25 ng de DNA genbémico. O programa de amplificacdo consistiu de
desnaturacéo a 94°C for 5 min, seguido por 33 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 70°C por
2 min e extensao final a 72°C por 20 min. O produto amplificado foi visualizado em gel de
poliacrilamida a 8% (w/v) corado com nitrato de prata. O produto de PCR (8,0 ul) foi incubado com
a enzima de restricdo (5 U Dpnll; Biolabs) e tampéo por 3 h a 37°C. Os fragmentos de restricao
foram subsequentemente analisados em gel de poliacrilamida a 8%.

Resultados e Discusséao

Na populacdo analisada foi confirmada a presenca de uma transicdo T>C no éxon 3, na
posicéo 242 da seqiiéncia AJ012151 (nimero de acesso GenBank) descrita por Vanselow et al.
(1999). O fragmento amplificado do gene Cypl9 contém 140 bp e o polimorfismo T242C é
localizado no cédon 69. O alelo T (produto de PCR néo digerido) tem um tamanho de 140 bp e o
alelo C tem dois fragmentos de 82 bp e 58 bp (Figura 1). A freqiéncia do gene para o alelo T foi
55,91% e para o alelo C foi de 44,09%. A frequéncia dos genétipos foram: CC — 1,08% (3
animais), TC — 86,02% (240 animals) e TT — 12,90% (36 animais). L6bo (2008), analisando
polimorfismo neste gene em diversas racas de ovinos de corte, verificou que as freqiiéncias
alélicas foram diferentes entre racas. Vanselow et al. (1999) descreveu heranca Mendeliana
codominante em duas familias da raca Merino Hlungaro. Lébo et al. (2009, em prelo) encontraram
evidéncias de associacdo deste polimorfismo com caracteristicas de reproducéo e habilidade
materna em ovinos de corte. Os autores justificaram a possibilidade de que o polimorfismo
promova diferencas na atividade da enzima, resultando em diferencas no desempenho dos
animais. Zsolnai et al. (2002) descreveram dois polimorfismos no gene Cyp19, um localizado no
promotor 2 (P2) e o outro no intron 9 (19). Jedrzejczak et al. (2006) ndo encontraram associacao
entre polimorfismo no gene Cypl9 e producao de leite em bovinos.

Apesar de ndo afetar a proteina, o polimorfismo T242C pode alterar a estrutura do RNA
mensageiro afetando a concentracgéo final da proteina. Ha evidéncias que a reducao nos niveis de
expressdo da aromatase podera reduzir os niveis de estrégenos.



A associacdo deste polimorfismo com caracteristicas de importancia econémica em
ovinos podera auxiliar a selecdo de caracteristicas produtivas e reprodutivas em ovinos. O
conhecimento das frequéncias alélicas para este polimorfismo facilitara na escolha daqueles
animais com alelos favoraveis para as caracteristicas quantitativas sob selecéo.

Conclusodes

O presente trabalho demonstrou a presenca de SNP em ovinos Santa Inés, sendo o
mesmo considerado um marcador para o gene Cypl9. As informacBes de marcadores diretos
verificados neste trabalho poderdo ser usadas como ferramenta adicional para selecdo de
reprodutores para experimentos de associacdo deste e de outros polimorfismos com
caracteristicas de importancia econdmica em ovinos de corte.
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Figura 1. Diagndstico de fragmentos por PCR-RFLP do gene
(Cyp19). Produto de PCR néo digerido tem 140 pb (alelo T) e, e no
caso do alelo C, sé@o dois fragmentos, um de 82 pb e 58 pb. L =
Marcador de peso molecular 100pb - Ladder (Promega®). Linha 1,
2e6=TT,; Linha 3, 4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23,25 e 26 = TC; Linha 24 = CC.



