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Resumo
Diferentes genes de pigmentagdo tém sido associados com a diversidade na coloragdo nas

espécies de animais domésticos. Os genes receptor da melanocortina 1 (MCIR), proteina
sinalizadora agouti (ASIP), proteina relacionada a tirosinase 1 (TYRPI) e homdlogo do
oncogene de sarcoma felino viral v-kit Hardy-Zuckerman 4 (KIT) sdo genes candidatos a
responsaveis pela variagdo na coloracdo da 12 nas ragas ovinas. Embora a influéncia desses
genes tenha sido descrita em algumas ragas, em muitas outras o efeito da interagdo entre os
genes subjacentes a cor da 18 ndo foi investigada. Os ovinos crioulos brasileiros sdo uma raga
local com uma ampla variedade de cores na 13, variando entre o preto e o branco com diversos
tons intermediarios. Nos analisamos neste estudo a influéncia dos genes MCIR, ASIP, TYRPI ¢
KIT no controle da cor da 13 nesta raca. Um total de 410 amostras foi analisado, incluindo 148
individuos brancos e 262 pigmentados. Os polimorfismos nos genes MCIR e ASIP foram
significativamente associados com a segregacdo da 1a branca e colorida. O alelo dominante no
MCIR (E° p.M73K e p.DI2IN) estava presente apenas em animais coloridos. Todos os
individuos brancos eram homozigotos para o alelo recessivo do MCIR (E") e portadores do
alelo duplicado do gene ASIP. O experimento de expressao génica demonstrou que apenas os
portadores da copia duplicada do gene ASIP apresentam niveis elevados do produto do gene na
pele, ndo sendo detectada expressdo nos homozigotos para a copia simples do gene. Estes
resultados demonstram que a interagdo epistatica entre os gen6tipos dos genes MCIR e ASIP ¢
responsavel pela notavel variagdo na colorag@o na raga crioula.
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Introducao

Os animais domésticos apresentam uma ampla variedade de fendtipos de cores na pelagem, os
quais sdo determinados pela produgdo do pigmento melanina nos melanécitos localizados na
pele e nos foliculos pilosos (Cieslak et al. 2011). Dois tipos de melanina, eumelanina e
feomelanina, sdo responsaveis pelas cores preto/marrom e vermelho/amarelo, respectivamente
(Slominski et al. 2004). O fendtipo da coloragdo ¢ influenciado por um grande niimero de genes
envolvidos em diferentes estagios da melanogénese, da migracdo e maturagdo dos melandcitos
até a produ¢do da melanina (Hoekstra, 2006). Polimorfismos em alguns desses genes foram
associados com a variagdo na cor da pelagem em espécies domésticas (Cieslak et al. 2011).
Dentre estes, os loci Extensdo e Agouti desempenham papéis principais na regulagdo da
quantidade relativa de eumelanina e feomelanina produzida. O 16cus Extensdo codifica para o
receptor da melanocortina 1 (MCIR). Este receptor é responsavel pela troca entre a sintese de
feomelanina para eumelanina através do aumento na atividade da enzima tirosinase por meio da
sinalizacdo por AMPc apos a ligagdo do hormonio melanocito estimulante (a-MSH) ao receptor
(Robbins et al. 1993). O locus Agouti codifica a proteina sinalizadora agouti (ASIP), uma
pequena molécula sinalizadora paracrina que antagoniza com o a—MSH pela interacdo com o
MCIR. A ASIP inibe a cascata de sinalizacdo que ativa as enzimas melanogénicas, resultando
na diminui¢ao da produ¢ao de eumelanina (Graham et al. 1997).

A coloragdo nos ovinos € uma caracteristica importante, com aplicagdes na producao de fibras e
no reconhecimento das ragas (Fontanesi et al. 2011). Vage e colaboradores (1999) descreveram
duas mutagdes no gene MCIR (p.M73K e p.D121N) na raga Norwegian Dala que resultam na
ativacdo constitutiva do receptor. As mutagdes sdo responsaveis pelos alelos selvagem (E':
p.73M e p.121D) e preto dominante (E°: p.73K e p.121N) e foram associadas com a cor preta
nas racas Merino, Damara, Corriedale (Vage et al. 2003), Manchega (Calvo et al. 2006),
Castellana, Karakul (Royo et al. 2008), Massese (Fontanesi et al. 2010a), Crioula (Hepp et al.
2012) e Minxian Black-fur (Yang et al. 2013a). Entretanto, em algumas racas ovinas que
possuem fenotipos coloridos como, por exemplo, Aragonesa, Salz, Norwegioan Pelt, Soay,
Nanping Black-boned, Romney Marsh Black-boned, Xalda, Dubian e Privorian, o alelo
dominante E* do MCIR nio foi encontrado, indicando que outros genes estio envolvidos na
regulacdo do fenotipo da cor nos ovinos (Vége et al. 2003; Beraldi et al. 2006; Royo et al. 2008;
Fontanesi et al. 2012; Traoré et al. 2012).

O gene ASIP ovino foi caracterizado por Norris ¢ Whan (2008), que identificaram uma
duplicagdo em tandem de 190 kb na raga Merino, incluindo a regido codificante dos genes ASIP
e AHCY, e a regido promotora do gene /TCH como causadora do alelo branco dominante (A"").
O fendtipo branco ¢ causado pela expressdo ubiquitaria do gene AS/P. Polimorfismos na regiao
codificante do ASIP foram associados com o alelo recessivo ndo-agouti (A”) (Smit et al. 2002;
Norris ¢ Whan, 2008). Variagdes no gene ASIP também foram associadas com a coloragdo em
Soay, Massese e em duas ragcas Pramenka, Dubian e Privorian. Diferentes fen6tipos ocorreram
em associagdo com os haplétipos contendo a copia duplicada (AP) e simples (AY) do ASIP
nestas ragas (Gratten et al. 2010; Fontanesi et al. 2011; 2012).

Até agora, porém, a interagdo entre os genes MCIR e ASIP na determinagdo da cor da 13 ndo foi
completamente investigada em ragas com uma ampla variedade de fenotipos de coloracdo. Os
ovinos crioulos brasileiros s3o um notavel caso para estudo devido a sua alta diversidade de
cores na 13, do preto ao branco e incluindo diversos tons intermediarios de cinza ao marrom
(Gongalves et al. 2010; Hepp et al. 2012). Esta raca nativa ¢ descendente dos animais



introduzidos no sul do Brasil pelos colonizadores europeus no século XVII (Henkes et al. 1993).
Hepp e colaboradores (2012) demonstraram a influéncia do gene MC/R na cor da 13 nos ovinos
crioulos. Foram analisados fenotipos pretos, marrons, cinza escuros, cinza claros e brancos.
Todos os individuos com o alelo EP foram coloridos, enquanto os brancos foram homozigotos
para o alelo E*. Entretanto, alguns animais coloridos apresentaram o gendtipo homozigoto para
o alelo E”, indicando que pelo menos um segundo gene pode estar envolvido na expressio do
fendtipo da cor nesta raga, e esta possibilidade foi explorada no presente trabalho.

Além dos genes MCIR e ASIP outros genes candidatos podem estar envolvidos no controle da
coloragdo em ovinos. A proteina relacionada a tirosinase 1 (TYRP1) ¢ o produto do locus
marrom ¢ estd envolvida na sintese de eumelanina agindo como uma DHICA oxidase
(Slominski et al. 2004). O gene TYRPI foi associado com a variagdo na cor em outras espécies,
incluindo cabras (Becker et al. 2015), suinos (Ren et al. 2011) e bovinos (Berryere er al. 2003),
e com o albinismo oculocutaneo tipo 3 em humanos (Rooryck et al. 2006). Em ovinos o TYRP1
foi descrito como responsavel pelo locus da cor da pelagem na raga Soay (Beraldi et al. 2006;
Gratten et al. 2007), com a substituigdo nao-sindnima c.869G>T (p.C290F) resultando no
fendtipo claro recessivo.

Além deste, o gene KIT (homdlogo do oncogene de sarcoma felino viral v-kit Hardy-Zuckerman
4) codifica um receptor tirosina quinase com fungdo na hematopoiese, gametogénese ¢ na
melanogénese, regulando o crescimento e proliferagdo celular. Alteragdes no gene KI/T podem
afetar a producdo de pigmentos, levando a fen6tipos de manchas brancas ou totalmente brancos,
e foram associadas com mudangas na pigmentacdo em diferentes espécies, incluindo suinos
(Fontansei et al. 2010b), cavalos (Haase et al. 2007), gatos (David et al. 2014) e bovinos
(Durkin et al. 2012), e com piebaldismo em humanos (Yang et al. 2013b). Entretanto, até¢ onde
estamos cientes, este gene nao foi testado quanto ao seu efeito na pigmentacdo de ovinos.

Neste estudo nos caracterizamos os loci MC1R, ASIP, TYRP1 e KIT em ovinos crioulos de
diferentes cores a fim de investigar o papel destes genes candidatos na determinagdo da
coloragdo. Isto foi alcancado efetuando a medi¢do da cor da 1, em associagdo com o
sequenciamento dos genes e a analise da expressao génica, com base em cruzamentos familiares
para a segregacdo dos diferentes fendtipos.

Materiais e Métodos
Amostras e animais

Um total de 410 ovinos crioulos foi analisado. Para a extragdo do DNA 328 amostras de sangue
ou tecido epitelial foram coletadas de individuos de dois rebanhos pertencentes a membros da
Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos Crioulos (ABCOC), localizados no estado do Rio
Grande do Sul. Estes rebanhos foram da Sobrado Branco em Cangugu (31°23°42S,
052°40°33”W; N = 259) e da Santo Inacio em Sao Martinho da Serra (29°51°98”S,
053°95°09”W; N = 69). Os rebanhos estdo sobre controle genealogico da ARCO (Associagdo
Brasileira de Criadores de Ovinos). As amostras incluiram 4 machos (2 coloridos e 2 brancos) e
196 fémeas (129 coloridas e 67 brancas), utilizadas em cruzamentos, e a prole correspondente
(128 cordeiros, totalizando 90 coloridos e 38 brancos). Para a analise da expressdo do RNAm
amostras de tecido epitelial foram coletadas de 82 individuos (rebanho Sobrado Branco: 41
coloridos e 41 brancos), mantidas em RNAlater (Ambion, Carlsbad, CA) e refrigeradas e -81°C
até o processamento. O experimento foi conduzido seguindo os Principios Eticos da Medicina



Veterinaria ¢ o guia dos Principios Internacional para a Pesquisa Biomédica Envolvendo
Animais.

Foram realizados cruzamentos direcionados entre 6 grupos de fémeas com idade entre 2 ¢ 4
anos (de 22 a 32 individuos em cada grupo), formados de acordo com a cor da 1a: 2 grupos
brancos (1 e 3) e 4 grupos coloridos (2, 4, 5 e 6). Os grupos foram cruzados com machos
brancos (3 e 4) e coloridos (1, 2, 5 e 6) de idade similar. A identificagdo materna da prole e o
registro da cor dos cordeiros como brancos ou coloridos foi realizada no primeiro més de vida,
durante a marcacao.

Analise da cor da 1a

Amostras de 13 foram obtidas de 197 animais consistindo de mechas inteiras coletadas usando
um par de tesouras sobre a ultima ondulacao, cerca de 4 dedos abaixo lateralmente. As amostras
foram analisadas utilizando um colorimetro CR-410 (Konica, Osaka, Japdo) para obter os
parametros de coloragdo L*, a* e b* de acordo com o sistema especial de cores CIELAB (CIE,
1995; Minolta, 2007). O parametro L* indica a luminosidade. Em uma escala de 0 a 100, quanto
maior o valor de L* mais branca é a cor. O eixo cromatico ¢ * indica a cromaticidade entre as
direcdes verde (negativo) e vermelho (positivo), € o eixo b* indica a cromaticidade entre as
direcdes azul (negativo) e amarelo (positivo) no espaco de cores.

O parametro tonalidade (hue — /°) foi determinado pela co-tangente da razdo de b* por a* (h° =
tg — 1[b*/a*]). Trés medi¢des foram realizadas de cada amostra de 1a e os valores médios
correspondentes foram utilizados na analise. Os pardmetros L* ¢ i° foram comparados entre as
categorias de animais brancos e coloridos. O teste de Levene foi utilizado para avaliar a
homocedasticidade dos pardmetros L* e /° nas categorias de animais brancos e coloridos. As
diferencas nas médias dos parametros L* e 4° entre os grupos de cores foram comparadas pelo
teste U de Mann-Whitney. Todos os testes foram aplicados com nivel de significancia de 0,05.

Extracio do DNA e sequenciamento dos genes MCIR, ASIP, TYRPI e KIT

O DNA gendmico total foi extraido utilizando o método de CTAB (Doyle e Doyle, 1990),
utilizando 400 pL de sangue ou aproximadamente 100 mg de tecido epitelial.

As regides codificantes dos genes MCIR, ASIP, TYRPI e KIT foram amplificadas com os
primers descritos na Tabela Suplementar S1. Os primers para o gene TYRPI foram desenhados
para abranger os exons 1 a 8 utilizando o programa PRIMER3 (Untergrasser et al. 2012;
http://fokker.wi.mit.edu/primer3/) com base nas sequéncias do gene em ovinos (EU760771) e
bovinos (NM174480). Os primers para o gene KIT bovino desenvolvidos por Durkin e
colaboradores (2012) foram modificados para a sequéncia do gene ovino (NC_019463). As
reacdes em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas em um volume de 25 pL contendo 10
a 100 ng de DNA, 1 U de Taq DNA polimerase (Ludwig Biotec, Alvorada, Brasil), tampao 1X,
2 mM dNTPs, 10 pmol de cada primer ¢ MgCl, na concentragdo otimizada (Tabela suplementar
S1). As condi¢des de PCR foram de 5 min. a 95°C, 35 ciclos de amplificagdo de 30 s a 95°C, 30
s na temperatura de anelamento apropriada (Tabela suplementar S1), 30 s a 72°C ¢ 5 min. a
72°C.

Os exons 2, 3 e 4 do gene ASIP foram sequenciados utilizando os primers na Tabela
Suplementar S1. A presenca das delegdes no exons 2 do gene ASIP (5 pb: g.100-
105delAGGAA e 9pb: g.10-19del AGCCGCCTC) foi determinada pela analise de fragmentos
utilizando marcados a 5> com 6-FAM os primers Agtl e Agtl1 (Tabela Suplementar S1) (Norris



e Whan, 2008; Fontanesi et al. 2011). Dois sitios polimoérficos descritos por Norris ¢ Whan
(2008), o polimorfismo de um nucleotideo (SNP) g.5051G>C e o SNP g.5172T>A, o qual
prediz uma mudanca de cisteina para serina (p.C123S), foram analisados por sequenciamento do
exon 4.

Uma andlise de fragmentos foi utilizada para identificar a copia duplicada contendo o gene
ASIP. Os primers Agtl6R e Agtl8F (Tabela Suplementar S1) anelam na regido da jung@o entre
as copias duplicadas, produzindo um fragmento de PCR de 242 pb, enquanto os primers
Agtl6R e Agtl7F anelam na sequéncia do ponto de quebra a 5°, produzindo um fragmento de
238 pb. O primer Agtl6R foi marcado a 5° com 6-FAM. A amplificagdo dos dois fragmentos
indica que um individuo carreia pelo menos uma copia do gene duplicado, enquanto apenas o
fragmento de 238 pb esta presente nos individuos que ndo carregam nenhuma copia duplicada
(Norris ¢ Whan, 2008). Os fragmentos foram detectados por eletroforese capilar em um
sequenciador 3730XL Applied Biosystems e analisadas pelo programa Peak Scanner 2.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

Os produtos de PCR foram tratados com 2uL. de ExoSAP (USB Corporation, Cleveland, OH)
seguindo o protocolo do fabricante. O ciclo de sequenciamento foi realizado com o kit Big Dye
v3.1 (Applied Biosystems) apos os passos de limpeza realizados com 73,5 pL de etanol 70% e
1,5 uL de MgCl, a 50 mM. Todas as sequéncias foram inspecionadas visualmente, editadas,
unidas e alinhadas utilizando o programa CodonCode Aligner. Os haplotipos foram inferidos
utilizando o algoritmo PHASE 2.1 implementado no DnaSP v5.10. A associac@o entre os alelos
dos genes MCIR e ASIP e os grupos de cor da 13 foi avaliada através do teste de Qui-quadrado.
A associagdo dos polimorfismos nos genes TYRP! e KIT com os parametros de cor L* e h° foi
avaliada pela analise da varidncia (Anova) seguida pelo teste de Tukey de comparacdes
multiplas quando o teste de Levene foi positivo para a homocedasticidade das varidncias entre
os diferentes genotipos. Quando as varidncias dos parametros L* ou h° foram ndo
homocedaticas os testes de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney foram utilizados para
polimorfismos com 3 e 2 genétipos, respectivamente.

Quantifica¢ao da Expressao do RNA do ASIP

Amostras de pele da barriga de 41 fémeas coloridas e 41 fémeas brancas foram coletadas e
preservadas em RNAlater (Ambion). O RNA total foi extraido de aproximadamente 30 mg de
tecido epitelial utilizando o kit RNeasy Fibrous Tissue Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha).

O RNA foi congelado a -80°C até o processamento. O cDNA foi obtido com primers
randomicos utilizando 100 ng de RNA total com o kit High-Capacity DNA Reverse
Transcriptions (Applied Biosystems). O ensaio 5’-nuclease TagMan Real-Time PCR foi
realizado em multiplex. Os primers direto (5’-GCAGAAATGAAGCGGAAAAGAAGAA-3’) e
reverso (5’-GGGTCCGTGCCACGTT-3’) e a sonda (5’- ATCGGAGCCTTTCTCTTG-3’)
localizada na juncdo dos exons 3 e 4 (Custom TagMan Gene Expression Assay; Applied
Biosystems) foram desenhados com base no gene ASIP ovino (Refseq NM 001134303). O
ensaio com sonda marcada com VIC para o gene GAPDH bovino foi utilizado como controle
endogeno (Bt03210914 gl — TagMan Endogenous Control; Applied Biosystems) para
normalizar a variagdo no carregamento das amostras.

O ensaio de PCR em Tempo Real foi realizado em triplicatas para cada amostra, em um volume
de reagdo de 20pL com 2X TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems). A
quantificacdo relativa da expressdo do ASIP foi realizada através do método comparativo Ct (2°



AACTY descrito por Livak e Schmittgen (2011). A eficiéncia das reagdes foi avaliada por diluigdes

10 vezes do cDNA. O Ct médio dos animais com o mesmo genotipo foi normalizado pelo Ct do
GAPDH e comparado pelo teste de Mann-Whitney. A associag@o entre o grupo de cor e o
gendtipo do MCIR e ASIP foi avaliada pelo teste de Qui-quadrado.

Disponibilidade dos dados

De acordo com a politica de arquivamento do Journal of Heredity (Baker, 2013), os dados
primarios subjacentes as analises foram depositados conforme segue:

As sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas no GenBank sob os niimeros de acesso
KP600969 a KP690976, KP721160 a KP721167, e KU598955 a KU598974. Os arquivos com a
identificacdo das amostras, os resultados da quantificacdo da expressdo, os parametros
colorimétricos CIELAB e os alinhamentos, foram depositados no repositorio Dryad
(http://dx.doi.org/10.5061/dryad.24v5).

Resultados
Animais e cor da la

Do total de 410 ovinos crioulos coletados, 148 eram brancos e 262 coloridos (Figura 1). Em um
primeiro estagio, a cor da 1a foi analisada colorimetricamente em 115 fémeas adultas (43
brancas e 72 coloridas; Figura 2). O ntimero de machos disponiveis foi baixo nos rebanhos e,
assim, estes ndo foram incluidos nas amostras. Nas amostras do grupo colorido os parametros
de cor variaram amplamente, com tonalidades do preto e marrom escuro ao cinza € marrom
claro (Figura suplementar S1). A variancia dos dois grupos foram nao homocedasticas em L* (F
= 34,701; P<0,05) e h° (F=44,637;, P<0,05). Assim, as diferengas nos parametros foram
comparadas pelo teste de Mann-Whitney, indicando a significancia nas diferengas na

distribui¢ao dos parametros de cor entre os ovinos brancos e coloridos (L*: U=0,001; P<0,005;
h°: U=21,0; P<0,05).
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Figura 1: Carneiros crioulos com os fenétipos branco (A, B) e colorido (C, D).



Genotipagem do MCIR

A associagdo entre a cor da 13 e os polimorfismos no gene MCIR foi analisada em 328 ovinos
crioulos. Um total de 1017 pb do gene MCIR foram seqiienciados, incluindo a regido
codificante inteira de 954 pb e 63 pb da regido 5’ ndo traduzida (UTR), e foram encontrado 6
haplotipos (Tabela 1). Seis SNPs foram encontrados, incluindo o p.218T>A e o c.361G>A
causadores das mudancas nos aminoacidos p.M73K e p.DI2IN do alelo E®. Um SNP estava
localizado na regido 5’-UTR (c.-31G>A) e os outros 3 SNPs (¢c.429C>T; c.600T>G; c.735T>C)
eram substituicdes sindnimas.

As frequéncias genotipicas dos alelos dominante e selvagem do gene MCIR foram
significativamente diferentes entre os grupos branco e colorido (Tabela 2). Todas as ovelhas
brancas (107, 32,6% do total) possuiam o gendtipo homozigoto para o alelo selvagem, enquanto
aquelas com o alelo E” (203, 61,9%) eram coloridas. Entretanto, algumas das ovelhas coloridas
(18, 5,5%) ndo possuiam o alelo E°. O teste de Qui-quadrado indicou que o genétipo do MCIR
esta significativamente associado com a cor. O gendtipo homozigoto E'E” ocorreu em 100% do
grupo branco, e os portadores do alelo E” estio em alta frequéncia no grupo colorido (32 =
257,90; P<0,05).

Tabela 1: Diversidade haplotipica do gene MCIR nos ovinos crioulos.

Haplotipo Nucleotideo
n° -31 218 361 429 600 735 n  Frequéncia
Hl A T G T G T 109 0.166
H2 G T G C T C 287 0.438
H3 A A A T G T 256 0.390
H4 G T G C G T 2 0.003
H5 AT G T G C 1 0.002
Hé6 AT G C T C 1 0.002

As seis variagdes nucleotidicas encontradas nos 328 individuos e a correspondente frequéncia haplotipica
sdo mostradas. Os sitios ¢.218T>A e ¢.361G>A sdo ndo-sindnimos e resultam na substituicdo dos
aminoacidos p.M73K e p.D121N, respectivamente. O haplotipo H3 representa o alelo ED. O niimero dos
nucleotideos corresponde a posigdo na sequéncia do Genbank NM_001282528.

Polimorfismos no ASIP

O alelo carregando a duplicagdo envolvendo o gene ASIP (alelo AP) foi detectado em 290
(88,4%) das amostras de ovinos crioulos, enquanto os outros 38 individuos foram homozigotos
para o alelo de copia simples do gene (AV).

Todos os individuos possuiam uma cépia normal do exon 2 do gene ASIP (Tabela 3) com a
proteina considerada funcional. Os portadores do alelo AP incluiam animais que eram
heterozigotos para as delecdes de 5 ¢ 9 pb no exon 2 descritas por Norris ¢ Whan (2008),
enquanto nos homozigotos para a copia normal do ASIP (ANA™) somente a delegio de 5 pb foi
encontrada (DsN 13,9%). Os homozigotos para o alelo A do SNP ¢.5172T>A no exon 4 foram
mais frequentes nos ovinos ANAN (25,7%) do que em portadores do A (2,3%).
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Figura 2: Variagdo na cor da ld nos ovinos crioulos. Valores médios (+desvio padréo) dos pardmetros de
coloragdo L*, a*, b* e h° no espaco de cor CIELAB, separadamente para os grupos branco e colorido na
populacéo total (A) e no experimento de quantificagdo (B).

Genoétipos MCIR e ASIP e coloracio

Para analisar a influéncia dos genes MCIR e ASIP na coloragdo nds consideramos os seus
gendtipos em conjunto. O alelo EP estava presente em 203 (61,9%) ovinos coloridos. Destes,
183 (55,8%) ovinos carregavam o alelo AP e 20 (6,1%) eram homozigotos ANAN. Dos 125
(38,1%) ovinos homozigotos para o alelo E*, 107 carregavam o alelo A® e eram brancos,
enquanto os outros 18 ovinos eram homozigotos ANAN e eram coloridos (Figura 3A). Existe
uma forte associagdo entre a combinagdo dos gendtipos dos dois genes e o grupo de cor (x°:
328,00; P<0,05). As delecdes no exon 2 do ASIP ¢ o SNP ¢.5172T>A ndo mostraram associagdo
significativa com os grupos de cores (P>0,05).

Tabela 2: Propor¢ao genotipica do MCI1R nos ovinos crioulos brancos e coloridos.

Genotipo MCIR
Grupo E'E" EPE+ EPEP Total
Colorido 18 149 54 221
Branco 107 0 0 107

Frequéncia (%) 38.1 454 165 328

B D P
E": alelo recessivo; E°: alelo dominante

Segregaciao das cores nos cruzamentos

A relagdo entre a segregacdo dos fendtipos brancos e coloridos e os genotipos MCIR e ASIP foi
avaliada por cruzamentos familiares de ovinos crioulos (Figura 4). Os 128 cordeiros obtidos
foram genotipados e classificados como brancos ou coloridos. A heranga do alelo E® resultou
em individuos coloridos, independentemente do gendtipo do gene ASIP. Somente ovinos
homozigotos recessivos para o MCIR e portadores do gene ASIP duplicado (E'E"/A®  foram
brancos.

Tabela 3: frequéncia genotipica (%) dos polimorfismos no gene ASIP nos ovinos crioulos
apresentando os haplotipos das delegdes de 5 e 9 pares de base no exon 2 e do SNP no exon 4.
Genotipo delecdes Genotipo
Duplicagdo ASIP Exon 2 c.5172.T>A /¢.5051.G>C
DsDogN DsN DoN NN TT/GG TT/GC TA/GC AA/CC
AD_ 4,1 26,6 18,6 50,7 57,8 5 34,9 2,3




ANAN - 139 - 86,1 50 3,1 21,9 25
Populagdo Total 3,7 25,1 16,6 54,6 56,9 4.8 33,5 4.8
Os resultados sdo mostrados separadamente para os portadores da duplicagdo do gene ASIP
(AP ) e para os homozigotos para o alelo normal (ANAY), e na populagéo total. Ds: delecio de
AGGAA,; Dy: delecdo de AGCCGCCTC; N: exon 2 sem delegdes.
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Figura 3: Frequéncia genotipica dos genes MCIR e ASIP nos ovinos crioulos. A combinacdo
dos genotipos para os genes MCIR e ASIP é mostrada separadamente para os grupos brancos e
coloridos na populagdo total (A) e no experimento de quantificagio (B). A”: alelo ASIP
duplicado; AN alelo ASIP ndo-duplicado; E": alelo MCIR recessivo; EP: alelo MCIR
dominante.



Group 1 Group 2 Group 2 Group 2
E'EA°_ E"E"/A°_ E°E'/A°_ E"E"/A°_ E'E'/A"A E"E"/A°_ EPE%A°_ E°EY/A”_
20x 12x 2x 1x
20x 5x ;x 7 2x 1x
E°EY/A°_ EPE%/A"_ E°E'/A"_ EET/A"_ EPE%/A°_
Group 3 Group 4 Group 4 Group 4
E'EA°_ E'EIA_ E°E'/A°_ E'EVA°_ E'E/A"A" E'E/A°_ EPEY/A°_ E'E'IA°_
21x 15 x. 3x 1x
21x 7x 6 X8 3x 1x
E'EVA"_ E°E'/A°_ E'EVA°_ E'EVA°_ E'ET/A°_
Group 5 Group 5 Group 5 Group 6
EE'/A"_ E'EVA"A" E'EJ/AA" E'EJAA" E°E"/A°_ E'EVA"A" EE°A°_ E°E"/A°_
1 6 ’ .__. 3 g 1 g 1 2 ’ ._ _.
9 x‘ ‘ x6 3x 1ix 11x : x1
E°E+/A°_ E'EJAAN x1 E'E/A"_ E‘E‘/AMAY E°E'/A°_ E°E°/A°_ E°E°/AMAN
Group 6 Group 6 Group 6 Group 6
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Figura 4: Genealogias para a segregacdo da coloragdo nos cruzamentos de familias nos ovinos crioulos.
Os gendtipos para os genes MCIR e ASIP sdo mostrados para os seis grupos. Simbolos brancos e pretos
representam a 1d branca e preta, respectivamente. O sexo na prole ndo foi especificado. A®: alelo ASIP
duplicado; AN: alelo ASIP ndo-duplicado; E*: alelo MCIR recessivo; EP: alelo MCIR dominante.

SNPs no TYRPI1

Um total de 3105 pb do gene TYRPI ovino foram sequenciados, incluindo as sequéncias dos
exons 1 a §, parte dos introns e das regides 5’ ¢ 3° UTR. Dos 16 polimorfismos encontrados
(Figura suplementar S3), 8 ocorreram em introns. Dos 8 SNPs localizados nos exons, 5 eram
sindnimos ¢ 3 ndo-sinénimos (c.861C>T, p.A68V; ¢.864T>C, p.I69T; ¢ ¢.4758G>A, p.V4901I;
Tabela suplementar S2). A influéncia do gene TYRPI na variagdo da cor da 12 foi avaliada
através da genotipagem dos 16 SNPs do TYRPI em animais coloridos. Nao foi observada



associacdo significativa entre os gendtipos e os parametros de coloragdo L* e h° nos testes de
Anova, Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney (P>0,05).

SNPs no KIT

A regido codificante do gene KIT ovino foi sequenciada, resultando em 8231 pb contendo os
exons 2 a 21. Vinte e sete SNPs foram observados, 23 destes em introns, um na regido 3’-UTR e
3 sindnimos localizados nos exons 2 e 3 (Tabela suplementar S3). Estes ndo apresentaram

associacdo com a cor da la na analise pelos testes de Anova, Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney
(P>0,05).

Analise da expressdo génica

A expressao do gene ASIP na pele dos ovinos crioulos foi analisada por quantificagdo por PCR
Real Time em 41 animais brancos ¢ 41 animais coloridos. A eficiéncia das rea¢des foi de 91%
(ASIP: slope = -3,545; R? =0,998; GAPDH: slope = -3,552; R*= 0,997), com Ct detectavel até
a diluigdo 10° do cDNA. O controle endégeno GAPDH confirmou o sucesso das reagdes de
amplificagdo em todas as amostras. A fim de avaliar a associacdo da expressao do ASIP com os
fenotipos da cor da 13 e com os genes MCIR e ASIP, os gendtipos foram determinados nestas
amostras (Figura 2B e 3B). Os individuos portadores da copia duplicada (A") apresentaram
niveis altos de expressdo (Ct médio de 23,43 para ASIP e 22,74 para GAPDH). Os 11
homozigotos para a copia nio duplicada (ANA™) ndo apresentaram niveis detectaveis de RNAm
do ASIP (Ct médio de 23,00 para GAPDH — Figura 5A). O ACt dos portadores da copia
duplicada foi significativamente diferente quando comparado com os homozigotos para a copia
ndo duplicada (Teste de Levene: F = 8,944; p<0,05; Teste de Mann-Whitney U: 781,00;
P<0,05). Os grupos de cor da Ia foram significativamente associados com os genoétipos de
MCIR e ASIP (XZ: 82,00; P<0,05). Todos os animais brancos eram homozigotos para o alelo E”,
carregando pelo menos uma copia do alelo A” e apresentaram niveis altos do RNAm do ASIP
(Figura 5B). No grupo colorido, 34 animais apresentaram o alelo E®, destes, 30 eram portadores
do alelo com a copia duplicada do ASIP e 4 eram homozigotos para a copia ndo duplicada
(ANAY). Sete individuos coloridos eram E'E"/ANAN e ndo apresentaram expressio do RNAm do
ASIP.
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Figura 5: Quantificagdo relativa do gene ASIP na pele dos ovinos crioulos. Valores do ciclo limiar
(threshold cycle, Ct) médio (£desvio padrao) para o PCR em Tempo Real do RNAm de ASIP e GAPDH



de acordo com o gendtipo do ASIP (A) e com a combinacdo do MCIR e ASIP nos grupos branco e
colorido (B). AP: alelo A4SIP duplicado; AN: alelo ASIP nao-duplicado; E": alelo MCIR recessivo; EP:
alelo MCIR dominante.

Discussao

Nos analisamos o efeito dos polimorfismos nos genes candidatos MCIR, ASIP, TYRPI e KIT no
controle da cor da 12 em ovinos crioulos de diferentes cores. Os resultados claramente indicaram
que a interacao entre os alelos de MCIR e ASIP explica a ocorréncia da 12 branca e colorida
nesta raca. A associagdo de TYRPI e KIT com a varia¢do na cor foi descartada. Embora o efeito
do TYRPI na cor da Ia tenha sido descrita previamente na raca Soay (Gratten et al. 2007), o
SNP ¢.869G>T, responsavel pela variagdo fenotipica naquela raca ndo foi encontrada nos
ovinos crioulos, e os outros polimorfismos detectados ndo foram associados com a variagdo na
cor da la.

A epistasia ¢ definida como a interagdo entre os genes. Ela afeta os fenotipos com base em
diferentes mecanismos, incluindo a interacdo funcional entre os genes e mutagoes agindo dentro
do mesmo metabolismo genético (Phillips, 2008). Assim, diferentes formas de interacdo dentro
do mesmo sistema podem resultar em fen6tipos de coloragdo similares. Por exemplo, mudancas
estruturais no AS/P e mudancgas regulatorias no MCIR resultaram nas cores branca e preta em
camundongos (Steiner et al. 2007). Aqui n6s demonstramos que estes dois genes interagem
epistaticamente, isto é, os efeitos fenotipicos do MCIR sao visiveis (com todos os portadores do
EP sendo coloridos) independentemente do genétipo do ASIP. A expressio do fendtipo branco
ocorreu apenas em individuos que eram tanto homozigotos recessivos para o MCIR (E'E") e
carregavam o alelo A°. A analise dos cruzamentos de familias segregando os fendtipos brancos
e coloridos concordou com a interagdo epistatica dos dois genes: um genotipo funcional (alelo
selvagem) no MCIR ¢é necessario para a manifestacdo dos efeitos do alelo duplicado do gene
ASIP.

Embora a influéncia dos genes MCIR e ASIP na pigmentacdo em ovinos tenha sido identificada
previamente em outras racas (Vage et al. 1999, 2003; Calvo et al. 2006; Royo et al. 2008;
Fontanesi et al. 2010a, 2011), existem divergéncias na relagdo entre os fendtipos e os genotipos
descritos em diferentes ragas, demonstrando que a combinagao especifica de alelos existente em
cada raga afeta a diversidade de cores (Vége et al. 2003; Royo et al. 2008).

Noés demonstramos neste estudo a ocorréncia de fenotipos coloridos em individuos da raga
crioula que sdo ou portadores do alelo E® ou homozigotos E'E"/ANA", enquanto o fendtipo
branco foi significantemente associado com a duplicagcdo do gene ASIP. Norris ¢ Whan (2008)
indicaram que a expressao do gene ASIP no alelo duplicado ¢ dirigida pela regido promotora do
ITCH posicionada a montante da sequéncia da segunda copia codificante do ASIP, resultando na
transcricdo ubiquitdria do RNAm do ASIP nos portadores da duplicacdo. A relagdo entre a
duplicacdo do ASIP e o fenotipo branco estd de acordo com a associacdo observada nas racas
Merino, Texel, Appenninica, Bergamasca e Sarda (Norris ¢ Whan, 2008; Fontanesi et al. 2011).

A influéncia de ambos os alelos dominante no MCIR e recessivo no ASIP na determinacdo dos
fenotipos de coloragdo também foi reportada por Fontanesi e colaboradores (2011) na raga
Massese. Entretanto, diferentemente dos resultados encontrados aqui, naquele caso, o alelo
duplicado do ASIP estava associado com a cor cinza. Além disso, em duas racas Pramenka,
Dubian e Privorian, nas quais o alelo E” nfio estava presente, os individuos com a cdpia
duplicada do ASIP apresentaram heterogeneidade nos fenotipos, com manchas escuras e 1a



branca/creme (Fontanesi et al. 2012). Assim, em adi¢do a presenca da duplicagdo, a atividade
funcional do gene ASIP ¢é necessaria para a manifestagdo do fendtipo branco (Norris e Whan,
2008).

Em ovinos Soay, haplétipos de copia simples nao-funcionais do 4SIP formados pela delecdo de
5 pb no exon 2 e pelo SNP g.5172T>A foram associados, embora ndo completamente, com a
segregacdo de dois fenotipos de coloragdo: o fenotipo selvagem com barriga e traseira claras e o
resto do corpo escuro, € o fenotipo self que ¢ colorido uniformemente. Foi proposto que esses
fenotipos sio determinados pelos alelos do ASIP recessivo ndo-agouti (A") e selvagem (A"),
respectivamente (Gratten et al. 2010). Apesar da 13 nos ovinos crioulos possuir uma ampla
diversidade de tonalidades, estas variagdes na regido codificante do ASIP ndo apresentaram uma
associacdo com os fenotipos de coloragio.

Modificacdes na expressdao do ASIP tém sido identificadas em associacdo com mudangas na cor
em diferentes espécies, tais como suinos (Drogemiiller et al. 2006) e bovinos (Girardot et al.
2005). A expressdo do ASIP ovino foi analisada na raga Xalda por Royo e colaboradores (2008),
que observaram niveis de expressao significativamente baixos em animais pretos em relagcdo aos
brancos. Porém, neste caso, o polimorfismo da delecdo de 5 pb foi rejeitado como causa da
variagdo na cor dos ovinos Xalda. Nos analisamos a a¢do do alelo duplicado descrito por Norris
e Whan (2008) sobre a expressao do ASIP por meio da quantificagdo por PCR em Tempo Real.
A identificagdo de niveis elevados de RNAm somente nos portadores do A" estd em
concordancia com a alteragdo esperada na transcri¢do induzida pela duplicagdo em tandem e
indica que a copia simples presente nos ovinos crioulos AYA™ ndo expressa o gene, resultando
na auséncia do efeito inibitério da proteina ASIP sobre a sinalizagdo via MCIR e na produgdo
de fenotipos coloridos.

A ovelha crioula é uma raga local rara criada por séculos nos estados mais ao sul do Brasil, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, e esta incluida nos esfor¢os para a conservacao dos recursos
genéticos animais (Henkes et al. 1993; Gongalves et al. 2010). A preservagdo dos recursos
genéticos existentes nas racas locais pode prevenir a perda irremedidvel da variabilidade
genética subjacente a variacdo fenotipica das espécies domésticas (Taberlet et al. 2011). Os
ovinos crioulos apresentam uma alta diversidade de cores na 12 em relagdo a outras ragas, a qual
¢ essencial para a sua aplicabilidade no artesanato, por exemplo. A 13 colorida tem importancia
na economia local e pode ser utilizada na melhoria dos rebanhos animais, destacando a
importancia da preservacdo desta raga. A elucidagdo dos genes envolvidos na segregacdo da
coloragdo da 13 pode beneficiar os criadores na formagdo de rebanhos para propositos
especificos e na preservagao da diversidade de fenotipos existente na raga.

Em sintese, os resultados descritos aqui demonstram que a ampla diversidade de cores na raga
crioula ¢ influenciada pela interacdo entre os genes MCIR e ASIP. Embora a variagdo nas
tonalidades da 13 observada na raga crioula também possa ser determinada por outros genes que
nao foram investigados aqui, a analise de genes candidatos neste estudo foi capaz de esclarecer
os principais reguladores da segregagdo dos fenotipos nesta raca.

Material suplementar
O material suplementar pode ser obtido em http://www.jhered.oxfordjournals.org/

Financiamento: CNPq e FAPERGS.
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