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RESUMO

COSTA, Erica Cristina Xisto da. Polimorfismo do gene MSTN e do SNP BIEC2-808543 e
sua relacdo com crescimento de potros da raca Brasileiro de Hipismo. 2015. 48 p.
Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

O gene que codifica a miostatina (MSTN), localizado no cromossomo 18 (ECA 18) e o SNP
BIEC2-808543 localizado na regido intergénica que antecede o gene que codifica a proteina
semelhante a correpressor de receptor nuclear dependente de ligante (LCORL), localizado no
cromossomo 3 (ECA 3) de cavalos, ambos posicionados em regides que estdo associadas as
caracteristicas conformacionais destes animais. Diante disto, objetivamos identificar se as
variacdes descritas nos loci MSTN e LCORL, existem na populacdo em estudo; além de verificar
os efeitos desses polimorfismos sobre os perfis de crescimento desses animais. Com este intuito
foram mensuradas as caracteristicas massa corporal, altura na cernelha e altura na garupa de
potros em diversas faixas etarias, pertencentes a Coudelaria e Campo de Instrucdo de Rincédo
do Exército Brasileiro. Foram ajustados modelos ndo lineares mistos que resultaram da
combinagdo de seis modelos n&o lineares simples, Brody (1945), Gompertz (Winsor, 1932),
Logistico (Ratkowski, 1983), Von Bertalanffy (1957), Michaelis-Menten generalizado (Lopez
et al., 2000) e Richards (1959), associados a quatro tipos de func¢bes de variancia para cada
modelo, homogénea, exponencial, assintdtica e escalonada. O polimorfismo descrito na regido
promotora do gene MSTN néo foi encontrado na populacgdo estudada, na qual observa-se apenas
o alelo T, entretanto o polimorfismo BIEC2-808543, localizado na regido que antecede o gene
LCORL, esta significativamente associado (P<0,05) as caracteristicas avaliadas, sendo 0s
animais que apresentaram o genotipo TT menores e mais leves quando comparado com 0s
demais genotipos. Néo foi observada diferenca significativa entre os animais com genotipo TC
e CC. O modelo que melhor descreve a curva de crescimento para a variavel massa corporal é
0 modelo de Brody (1945) associado com a variancia escalonada, para a variavel altura na
cernelha o modelo que melhor se ajustou foi o de VVon Bertalanffy (1957) (ajustado sem efeito
de polimorfismo no parametro b) associado com a variancia assintotica e para a caracteristica
altura na garupa o modelo que melhor a descreveu foi o de Brody (1945) associado a variancia
assintotica, elucidando que os modelos ndo-lineares mistos sdo de fato promissores para a
descricdo de curvas de crescimento de equinos, pois 0s modelos simples ndo diferiram muito
entre si 0 que definiu de fato a selecdo do modelo foi a variancia, sendo para massa corporal a
variancia escalonada e para as alturas, na cernelha e na garupa, a variancia assintotica. Este
polimorfismo pode ser utilizado como marcador molecular para selecdo precoce de potros
quanto as caracteristicas avaliadas.

Palavras-chave: Curva de crescimento, Equinos, Genes candidatos.



ABSTRACT

COSTA, Erica Cristina Xisto da. Polymorphism of MSTN gene and SNP BEC2-808543 and
its relation to growth of Brasileiro de Hipismo foals. 2015. 48 p. Dissertation (Master
Science in Animal Science). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

The gene encoding myostatin (MSTN), located on chromosome 18 (ECA 18) and the SNP
BIEC2-808543 located in the intergenic region, which precedes the gene encoding the protein
similar to the nuclear corepressor receptor dependent binder (LCORL), located on chromosome
3 (ACE 3) in horses, both positioned in regions that are associated with conformational traits
of these animals. In view of this, we aimed to identify if the variations described in MSTN and
LCORL loci exist in the study population; and to identify the effects of these polymorphisms
on the growth profiles of these animals. For this purpose, the characteristics measured were
weight, height at withers and hip height of foals at different ages, belonging to the Coudelaria
e Campo de Instrucdo de Rincdo do Exército Brasileiro. Nonlinear mixed models were adjusted
resulting from the combination of six nonlinear simple models, Brody (1945), Gompertz
(Winsor, 1932), Logistics (Ratkowski, 1983), Von Bertalanffy (1957), generalized Michaelis-
Menten (Lopez et al., 2000) and Richards (1959) associated with four types of variance
functions for each model, homogeneous, exponential, asymptotic and staggered. The
polymorphism described in the promoter region of the MSTN gene was not found in the studied
population, in which there has been only the T allele, however the BIEC2-808543
polymorphism, located in the region prior to the LCORL gene is significantly associated (P <0,
05) to the characteristics evaluated, in which the animals who presented the genotype TT were
smaller and lighter when compared to the other genotypes. There was no significant difference
between animals with CT and CC genotype. The model that best describes the growth curve for
body mass variance is the model of Brody (1945) associated with the scaled variance for the
variable height at the withers the model that best fit was the Von Bertalanffy (1957) (adjusted
without polymorphism effect in b) parameter associated with the asymptotic variance and the
characteristic hip height the model that best described was that of Brody (1945) associated with
the asymptotic variance, explaining that the nonlinear mixed models are indeed promising to
describe equine growth curves, for the simple models did not differ much among themselves
what defined in fact the selection of the model was the variance, being for body mass staggered
variance and the height at the withers and on the back, the asymptotic variance. This
polymorphism can be used as molecular markers for early selection of foals as to the
characteristics evaluated.

Keywords: Growth Curve, Horses, Candidate Genes.
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1 INTRODUCAO

A raca Brasileiro de Hipismo (BH) foi formada com o intuito de obter animais aptos
para adestramento, salto, concurso completo de equitacédo e enduro. Originou-se do cruzamento
de diferentes racas de esporte reconhecidas pela World Breed Federation for Sports Horses
(WBFSH). Séo registrados pela Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalo de Hipismo
(ABCCH) os produtos dos cruzamentos do cavalo Brasileiro de Hipismo, das racas formadoras
entre si ou das ragas formadoras com o cavalo Brasileiro de Hipismo (ABCCH, 2011).

A Coudelaria e Campo de Instrucdo de Rincdo do Exército Brasileiro destaca-se entre
as OrganizagOes Militares (OM) de todo o pais por ser a Gnica OM destinada a producéo de
equinos, seu plantel é composto em sua maioria por animais da raca BH, entretanto ha animais
da raca Bretd e sem raga definida (SRD), todos sé&o distribuidos a partir dos 36 meses de idades
para as OM de todo o Brasil. O Exército Brasileiro é detentor de um dos maiores rebanhos de
equinos do Brasil, possui cerca de 1.876 equinos em seu efetivo, segundo o boletim do Exército
n°48/2014, publicado em 28 de novembro de 2014.

Os cavalos militares tém por finalidade atividades de patrulhamento, guarda,
participacdo em cerimbnias militares tais como desfiles, guarda de honra e escolta de
autoridades, instrucGes militares nas escolas de formacdes de oficiais e pracas, além de praticas
esportivas como adestramento, salto, polo e Concurso Completo de Equitacdo (CCE).
Entretanto para cada uma destas finalidades a adequacao de caracteristicas através de selecdo
dos animais se faz necessaria. Equinos destinados a cerim6nias militares deverdo apresentar
altura na cernelha superior a 1,60m, para instrugdes militares e representagéo desportiva acima
de 1,55m e para servico equinos com altura entre 1,45m e 1,54m. (COLOG, 2013). Neste
contexto a selecdo precoce dos reprodutores é de suma importancia, pois permite identificar
aqueles que proporcionardo descendentes mais adequados aos padr@es necessarios para 0s
cavalos do Exército Brasileiro, possibilitando direcionar os cruzamentos conforme a
necessidade.

As avaliagdes morfométricas podem proporcionar uma estimativa das taxas de
crescimento especificas para cada raga. Esse tipo de avaliacdo € muito utilizada para a selecao
de cavalos atletas e em estudos de crescimento. Nos equinos da raca Brasileiro de Hipismo, ja
foram feitos estudos nos quais utilizaram medidas morfométricas da altura na cernelha, do
perimetro toracico e o peso corporeo para avaliar o crescimento dos potros até um ano de idade
(Santos et al., 1992) e até a idade adulta (Mcmanus et al., 2010), mas em nenhum destes
trabalhos foi levado em consideracdo polimorfismos genéticos para serem utilizados como
marcadores moleculares na selecdo de equinos para esporte.

A genética molecular ¢ uma importante ferramenta nas pesquisas e em praticas
rotineiras em diversas areas, como medicina, criminalistica e melhoramento genético de
espécies domesticas, e na pecuaria ndo tem sido diferente, entretanto em cavalos ha poucos
estudos nesta area com enfoque em crescimento quando comparado a outras espécies como a
bovina. Atualmente a pesquisa em genética molecular de cavalos tem focado em genes
envolvidos com patologias e performance esportiva. Contudo, em alguns estudos estdo
descritos polimorfismos em genes como o LCORL (Signer-Hasler et al., 2012) e MSTN
(Dall’Olio et al., 2010) que podem exercer influéncia sobre o desenvolvimento dos equinos.
Assim, assumimos que animais com diferentes gendtipos para esses dois genes, podem
apresentar diferentes perfis de crescimento.

O gene miostatina (MSTN) localizado no cromossomo 18 (ECA 18), a proteina
semelhante a correpressor de receptor nuclear dependente de ligante (LCORL) e o SNP BIEC2-
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808543 localizado na regido intergénica que antecede o gene LCORL no cromossomo 3 (ECA
3) de cavalos encontram-se em regibes que tem sido associadas as caracteristicas
conformacionais destes animais.

Dessa forma, objetivou-se avaliar se os polimorfismos genéticos descritos para 0s genes
MSTN e LCORL existem na raca BH e se as variacGes genéticas estdo relacionadas ao perfil da
curva de crescimento desses animais para as variaveis massa corporal, altura na cernelha e
altura na garupa.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Raca Brasileiro de Hipismo

A raca Brasileiro de Hipismo (BH) tem obtido reconhecimento internacional
principalmente apds se destacar nas Olimpiadas de Atlanta (1996) e Sydney (2000), nos Jogos
Pan Americanos (2007) e nos Jogos Mundiais Militares (2011), além de ser uma promessa para
0 Pan Americano de Toronto, Canada (2015) e para as Olimpiadas de agosto de 2016 que
acontecera no Rio de Janeiro. A Associacdo Brasileira de Criadores do Cavalo de Hipismo
(ABCCH) foi fundada em julho de 1977 com o objetivo de promover e incentivar a criagdo de
cavalos destinados aos esportes hipicos.

Desde sua fundacdo a ABCCH ¢é reconhecida pelo Ministério da Agricultura como
entidade responsavel pelo Servigo de Registro Genealdgico (SRG, também conhecidos como
Stud-Books ou livros genealdgicos) das ragas de cavalos atletas no Brasil, além de participar da
Unica associacdo internacional de livros geneal6gicos de equinos para o esporte (World
Breeding for Sport Horses) e atuar junto a Federacdo Equestre Internacional (FEI) e a
Confederacdo Brasileira de Hipismo (CBH) que sao responsaveis por regulamentar, coordenar
e promover 0s esportes equestres de Saltos, Adestramento e Concurso Completo de Equitacao
(CCE). A raca BH foi formada a partir do acasalamento de um grupo de éguas denominadas
Eguas-Base com ou sem genealogia conhecida, de caracteristicas morfométricas funcionais
capazes de produzir potros dentro do padrdo racial do Cavalo Brasileiro de Hipismo com
garanhdes nacionais ou importados de qualquer idade ou procedéncia, devidamente inscritos e
aprovados para reproducdo no SRG das racas formadoras (ABCCH, 2011).

A Associacdo Brasileira de Criadores de Cavalo de Hipismo (ABCCH) define como
“ragas formadoras”: Arabe, Anglo Arabe, Andaluz, Anglo European, American Saddlembred,
Americam Warmblood, Bavarian, Bayern, Hannoveriana, Hessen, Holsteiner, Mecklenburg,
Anglo Normando, Oldenburguer, Puro Sangue Inglés, Rheiland, Sachsen-anhalt, Sela
Argentina, Sela Belga, Sela Dinamarquesa, Sela Francesa, Sela Holandesa, Sela Irlandesa, Sela
Italiana, Sela Luxemburguase, Sela Mexicana, Sela Norueguesa, Sela Polonesa, Sela Suiga,
Sela Sueca, Sela Uruguaia, Trackener, Westfalen, Wurttenberg, Zanguersheide, Zwebrucken e
Friesian (ABCCH, 2011).

Dias et al. (2000) relataram a existéncia de 20 racas nos bancos de dados da ABCCH
durante o periodo de julho de 1977 até setembro de 1998. As racas que mais influenciaram na
formacdo da raca BH foram Puro Sangue Inglés (15%), Hannoverana (8,1%), Westfalen
(5,2%), Holsteiner (4,8%) e Trakehner (4,1%). Sendo os garanhdes formadores da raga
pertencentes principalmente as racas Puro Sangue Inglés (20,9%), Hannoverana (16,1%),
Westfalen (10,5%), Holsteiner (9,6%), Trakehner (8,2%) e os machos da prépria raca (8,7%);
e em relagdo as “éguas-base” a maioria de matrizes nacionais com ou sem genealogia conhecida
(42,8%), Puro Sangue Inglés (10,8%) e éguas da raca BH (36,2%). Segundo os autores a raca
ainda encontra-se em formacéo e; o grande nimero de racgas utilizadas na formacéo do cavalo
BH explica o fato do coeficiente de endogamia observado e esperado serem préximo de zero e
a alta variabilidade genética possibilita a implementacdo de futuros programas de
melhoramento genético. Atualmente sdo aceitas como matrizes todas as éguas BH e das racas
formadoras registradas no SRG e os machos reprodutores devem ser escolhidos em eventos de
julgamento intitulado “Aprovagdo de Garanhdes” realizados anualmente, promovido e
regulamentado pela ABCCH (ABCCH, 2011).

Segundo os registros do Exército Brasileiro os equinos produzidos por seu criatorio, na
Coudelaria e Campo de Instrucdo de Rincdo do Exército Brasileiro possuem sangue das ragas:

3



Brasileiro de Hipismo (BH), Puro Sangue Inglés (PSI), Hanoverano (HAN), Holsteiner (HOL),
Sela Francesa (SF), Sela Belga (SB) e Sela Holandés (SH). De acordo com o regulamento do
Stud Book brasileiro do cavalo de hipismo, o cavalo BH deve ter aos cinco anos de idade altura
na cernelha de 1,65m para fémeas e 1,68m para machos, perimetro toracico 1,90m para machos
e 1,85m para fémeas; e perimetro da canela 21,5cm para machos e 20cm para fémeas.

2.2 Crescimento dos Equinos

O crescimento dos equinos inicia-se na fecundacao, atinge seu apice em torno dos 12-
18 meses, posteriormente reduzindo de maneira gradual até a fase adulta, sendo influenciado
por fatores genéticos, ambientais e as interagfes genotipo e ambiente. Segundo Jorddo &
Camargo (1950) os potros nascem com aproximadamente 60% da altura de cernelha do animal
adulto e o crescimento pode ser dividido em duas fases, um periodo de crescimento rapido, até
um ano de idade, sendo o primeiro més de vida o periodo de maior intensidade; e outro de
crescimento lento. O primeiro de crescimento rapido € caracterizado pelo aumento da taxa de
crescimento em relacdo ao tempo, até alcancar o ponto de inflexdo da curva, ou seja, o nivel
maximo da taxa de crescimento. Para alguns parametros de crescimento, como o peso e altura
na cernelha, as taxas maximas de crescimento ocorrem até a puberdade, aproximadamente aos
18 meses, 0 qual representa 0 marco do segundo periodo de crescimento do potro. Durante esta
segunda fase a taxa de crescimento diminui em relacdo ao tempo, podendo ser afetada por
diversos fatores como disponibilidade de alimentos, condi¢des climaticas, tipo de treinamento,
aptiddo do animal, dentre outros. Fatores como raga, porte, sexo, ano e més de nascimento,
idade e ordem de parto das éguas podem influenciar no crescimento de equinos, devendo ser
considerados no manejo destes animais (Martin-Rosset, 2005).

A influéncia do sexo sobre o crescimento dos animais é diferenciado variando de acordo
com a regido do corpo, como observado por Cabral et al (2004?) cujos resultados demonstraram
diferenca entre o crescimento de machos e fémeas, os quais até os 12 meses de idade, machos
apresentam maior taxa de crescimento na altura na cernelha enquanto que as fémeas apresentam
maior crescimento da altura na garupa no mesmo periodo. Hintz et al. (1979) observaram que
0 peso, a altura e a densidade 6ssea dos machos sdo maiores que das fémeas nos primeiros
meses de idade e essa diferenca tende a aumentar com o tempo. Estes autores também
observaram que éguas com idade até sete anos produzem potros mais leves, menores e com
menor densidade 6ssea em relacdo as fémeas entre 7 e 11 anos de idade. O més e o ano de
nascimento também influenciam no crescimento e desenvolvimento dos potros, por causa da
disponibilidade de nutrientes, devido a melhor ou pior, quantidade e qualidade das forrageiras;
e das condicdes climaticas impostas a égua lactante e ao animal em crescimento; podendo este
efeito do més de nascimento, estar também relacionado ao estado nutricional e sanitario da égua
ao entrar em reproducdo, propiciando assim condi¢des pré e pos-natal mais adequadas a cria.

Mota et al. (2010) observaram efeitos significativos do sexo, ano e més de nascimento
sobre as caracteristicas morfométricas avaliadas de altura na cernelha, perimetro toracico, altura
na anca, largura do térax, perimetro de canela e altura do térax, sendo que os machos e 0s
animais nascidos no final do inverno apresentaram valores mais altos nas variaveis
supracitadas. Faria et al. (2004) ao avaliar a conformacéo de equinos em crescimento das racgas
Quarto de Milha, Mangalarga e Arabe, observaram que a estacio e ano de nascimento, a
genética, o sexo e o padrdo de pelagem dos potros apresentaram influéncia significativa na
altura na cernelha, perimetro toracico, perimetro na canela, comprimento do corpo e peso
corporal dos animais.

A definicdo de uma Unica curva de crescimento aplicada a todos os tipos e racas de
equinos ainda € uma possibilidade apenas tedrica, pois equinos de racas de diferentes portes
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apresentam padrdes de crescimento diferenciados, as racas de maior porte tendem alcancar o
peso adulto mais lentamente quando comparadas as que apresentam menor porte (Hintz et al.,
1979). Entretanto, na literatura, a maioria das informacdes disponiveis é oriunda de pesquisas
realizadas com poucas racas ou em animais de um Unico porte acarretando a sub ou
superestimacao dos parametros nos potros de diferentes racas (NRC, 2007).

Luszczynski et al. (2011) comparando o crescimento de equinos de quatro ragas entre o
nascimento e 20 meses de idade, observaram aumento na altura da cernelha de 42,7% nos
equinos da raca Puro Sangue Inglés (PSI), 39,5% Arabes, 37,9% Anglo-Arabes e 39,4%
equinos Hucul, raca de origem na regido das montanhas Carpathians. No Brasil, Santos et al.
(1992) observaram que animais da raca Brasileiro de Hipismo apresentaram, em média, altura
na cernelha de 0,98m ao nascer, 0 que corresponde a 67% da altura do animal aos 12 meses,
que é de aproximadamente 1,46m.

2.2.1 Avaliacfes morfométricas

As avaliagdes dos equinos podem ser objetivas ou subjetivas. As subjetivas classificam
0s animais utilizando escores para tipo, conformacdo de cabeca, de pescoco e de corpo,
aprumos, andamento ao passo e ao trote, entre outros (Holmtrém, 2000). No entanto, este tipo
de avaliacdo é pouco precisa, pois ha grande influéncia do avaliador. As avaliacdes objetivas
sd0 mais precisas, pois sdo baseadas em medidas lineares, angulares e perimétricas da
conformacdo dos equinos. As avaliacbes objetivas podem ser realizadas com uso de
instrumentos especificos como o hipdmetro, artrogoniémetro e fita métrica, ou através de
filmagem ou fotografia (2D ou 3D) dos equinos, cujos pontos anatdmicos sdo previamente
enfatizados com marcadores reflexivos, e as imagens digitalizadas em programa especifico para
obtencdo das medidas (Godoi et al., 2013).

A morfometria, que representa uma avaliacao objetiva, é o estudo das mensuragdes das
regides do corpo dos animais, também conhecida como biometria, € fundamental no
entendimento da execucdo dos movimentos inter-relacionando-se com a aptidao dos equinos
(Godoi, 2012). Os parametros de avaliacdo mais utilizados podem ser divididos em medidas
lineares, distancias, perimetros (Camargo & Chieffi, 1971; Barbosa, 1993; Thompson, 1995);
medidas angulares e propor¢des corporais (Oom & Ferreira, 1987). Cabral et al. (2004%)
verificaram que as medidas de altura, comprimento do corpo e perimetro toracico sdo
parametros eficientes para andlise do crescimento de equinos. Estas avaliagdes permitem
selecionar aqueles animais que mais se adéquam morfologicamente a uma determinada funcgéo
ou padrdo racial. Algumas caracteristicas morfoldgicas estdo associadas ao desempenho, como
por exemplo, o perimetro toracico e a largura do peito que indicam indiretamente a capacidade
pulmonar do animal que é uma das caracteristicas fundamentais para cavalos atletas (Bakhtiari
& Heshmat, 2009). Os animais longilineos estdo mais aptos a velocidade. Os animais
caracterizados como brevelineos sdo mais aptos para forca, e os mediolineos, possuem aptiddo
intermediaria (Torres & Jardim, 1987).

Cabral et al. (2004°) observaram que em equinos da raca Mangalarga Marchador, as
medidas angulares ndo apresentaram variacdo crescente durante o periodo de crescimento,
podendo ser utilizada como ferramenta de selecdo fenotipica dos animais jovens e
melhoramento genético da raca. Pinto et al. (2005) realizaram a avaliagdo morfométrica de
potros da mesma racga ao nascimento, aos 6 e aos 12 meses, atraves da analise de componentes
principais e observaram que foi possivel reduzir o nimero de medidas lineares necessarias para
a avaliacdo do potro.

Os indices conformacionais e as propor¢des corporais sdo utilizados como referéncias
morfometricas que correlacionam as medidas do animal com sua aptid&@o. Os principais indices
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de conformagcéo dos equinos sdo o Indice Corporal (IC), indice meloscdpico (IM), indice
déctilo-toracico (IDT), indice de carga na canela (ICC) e Proporcdes corporais. O IC é
determinado pela relacdo entre o comprimento do corpo (CC) e o perimetro toracico (PT) (IC
= CC/PT) e através de seu valor é possivel classificar os animais em longilineos (IC >0,9),
mediolineos (0,86 < IC <0,88) e brevelineos (IC < 0,85) (Torres & Jardim, 1987).

2.2.2 Modelos de crescimento de equinos

A literatura disponibiliza-nos inUmeros modelos para avaliacao de crescimento, onde 0s
mais utilizados na avaliacdo de crescimento de animais de producédo séo os modelos ndo lineares
Logistico (Ratkowski, 1983), Gompertz (Winsor, 1932), Brody (1945), Von Bertalanffy (1957)
e Richards (1959). A vantagem de aplicarmos estes modelos ndo-lineares para a descricdo de
curvas de crescimento € que os mesmos dispdem de alguns parametros que possuem explicacédo
biologica. Estes modelos apresentam formato variavel de acordo com a espécie animal,
condi¢cdes ambientais e outras caracteristicas, sendo necessaria a comparacao e a escolha do
modelo que mais se adeque ao perfil de crescimento de cada animal.

A comparacao dos modelos que melhor descrevem o crescimento de animais tem sido
feita em diversos estudos (Paz, 2002; Freitas et al., 2005). Ao comparar oito modelos lineares
e ndo lineares para descrever a curva de crescimento de equinos de corrida, Valette et al. (2008)
observaram que o modelo linear foi o que pior se ajustou, sendo 0s modelos nédo-lineares os
mais adequados para descrever o crescimento do animal ao longo do tempo.

McManus et al. (2010) ao estudar modelos de curvas de crescimento dos equinos das
racas PSI, Brasileiro de Hipismo, Hanoverano e mesti¢cos, com mais de trés anos de idade
observaram que a curva de Richards para peso ou altura na cernelha ndo ajustou em nenhuma
das categorias de sexo ou grupo genético. A curva Logistica ndo ajustou para as caracteristicas
de peso enquanto que a de Gompertz ndo convergiu para as caracteristicas de altura na cernelha
dos equinos das racas estudadas. Valette et al. (2008) observaram que os modelos de Gompertz,
Logistica e de Brody foram eficientes na estimativa da altura da cernelha dos potros até 3 anos
de idade, no entanto nos animais entre 2 e 6 anos de idade os modelos que mais se ajustaram
para altura da cernelha foram as equacdes logaritmicas e modelo exponencial.

Ao avaliar o crescimento de potros da raca Brasileiro de Hipismo e mesticos da
Coudelaria de Rincdo utilizando a medida de altura na cernelha pelo modelo Logistico para
ambos 0s sexos, Almeida et al. (2011) observaram que ndo houve diferenca significativa no
padrdo de crescimento tornando assim possivel a construcdo de uma equacao geral capaz de
gerar uma Unica curva de crescimento atendendo aos grupos genéticos estudados.

Objetivando identificar entre as diversas funcdes matematicas citadas na literatura, as
que melhor descreveriam a curva de crescimento de equinos da raca BH e dos animais sem raca
definida (SRD) do Exército brasileiro da Coudelaria Rincdo, Dornelles (2011), indicou a
utilizagéo das funcgdes Brody (1924) e Bianchini Sobrinho (1984) em estudos que visem ajustar
equac0es de regressdo para dados de crescimento das racas em foco no estudo, pois estes foram
os modelos ndo lineares que apresentaram pequenas diferencas entre si, permitindo afirmar que
ambos se ajustam de forma satisfatorias aos dados de crescimento desses animais, além de
obterem melhor ajuste para a caracteristica altura na cernelha.

A definicdo de curvas de crescimento que levam em consideracdo fatores que
influenciem diretamente o crescimento, tais como 0 sexo, a raca, a idade da égua na paricéo, o
ano do nascimento do animal é importante para aumentar a acuracia dos dados. Os trabalhos
sobre curvas de crescimento de equinos levam em consideracdo o crescimento do animal até
12,18 ou 24 meses de idade (Thompson, 1995; Cabral et al., 2004?; Ringler & Lawrence, 2008).



O estudo realizado por Ringler & Lawrence (2008) compara os valores de crescimento
e as equacdes descritas pelo NRC (1989) e pelo NRC (2007) e demonstra que ambos sdo pouco
precisos em predizer o crescimento de potros. A equacdo proposta pelo NRC (2007) quando
comparada ao NRC (1989) subestima os dados de propor¢éo de peso corporal de animais de
racas com peso adulto até 500 kg, enquanto que nas racas com peso adulto acima de 600kg, 0s
resultados na curva de crescimento sdo superestimados. Os resultados utilizados pela equacéo
proposta no NRC (2007) foram insuficientes para determinar se ha interferéncia do porte da
raca na taxa de crescimento dos equinos. Os valores preditos pelo NRC (2007) podem
subestimar o crescimento dos equinos durante os primeiros cinco meses de vida. Entre 9 e 12
meses de idade a média de peso corporal predita por este sistema apresenta valores maiores que
os resultados originais, desta forma os resultados observados por Ringler & Lawrence (2008)
permitem supor que o tempo de coleta de dados de crescimento de 12 a 18 meses utilizados
pelo NRC (1989) e (2007) foi insuficiente para construcdo de curvas de crescimento. No
entanto, estas referéncias podem ser utilizadas como ferramenta de aproximagéo, sendo
necessarios novos ajustes nas equacbes de forma a obter resultados mais coerentes aos
observados a campo.

Todos os modelos nédo lineares propostos na literatura admitem a mesma variacdo ao
longo da curva entretanto, na pratica ndo é o que se pode observar. No periodo de crescimento
0 que se constata é que a variancia é crescente ao longo da curva. A priori ha uma variaco
pequena que acompanha de forma crescente o comportamento da curva, chegando ao final do
crescimento com uma variacao maior do que a observada no inicio do crescimento. Diante do
exposto, Vieira et al. (2012) e Rocha et al. (2015) testaram para diferentes fins perfis de
crescimento associado a diferentes fungdes de variancia (covariancia) para cada modelo.

2.3 Genes Candidatos

Genes candidatos s@o genes ja sequenciados com acéo bioldgica conhecida e que estdo
envolvidos com caracteristicas do desenvolvimento ou da fisiologia, a qual pode afetar a
caracteristica biologica de interesse (Bryne & Mcmullen, 1996). Neste contexto, o gene LCORL
(do inglés: ligand-dependent nuclear receptor correpressor-like protein), o qual codifica um
fator de transcricdo e o gene MSTN (do inglés: myostatin), o qual codifica a miostatina, um
fator de crescimento, podem ser considerados genes candidatos a exercer influéncia sobre
caracteristicas de crescimento, tendo isto ja sido comprovado em outras espécies, como em
humano (Schroeder, 2010; Dall’Ollio et al., 2014) e bovinos (Lindholm-Perry et al.,2011; Xu
et al., 2014; Paz, 2002).

Em janeiro de 2007 foi publicado o sequenciamento completo do genoma equino
(EquCab2.0) que hoje encontra-se disponivel “online” em HTTP://genome.ucsc.edu/, segundo
Regatieri e Mota (2012). A disponibilidade da sequéncia facilitou a pesquisa genémica em
cavalos, identificando e estimando os efeitos genéticos de QTL’s (Quantitative Trait Loci) que
sdo regides do genoma responsaveis pela expressdo de caracteristicas fenotipicas quantitativas,
como peso e altura e, a identificacdo de milhares de porlimorfismos de nucleotideo Unico (SNP;
do inglés: Single Nucleotide Polymorfism), o que resultou no desenvolvimento e aplicagdo dos
chips de SNP’s. Esses chips foram projetados para detectar regides gendmicas modificadas ao
longo da selegdo e permitir a identificacdo de SNP’s e genes que estdo associados a
caracteristicas de interesse nas varias ragas de equinos, o0 EqQuineSNP50 BeadChip da empresa
Illumina (Illumina Inc., USA), por exemplo esti em sua segunda geracdo, esse novo chip possui
74,5 mil SNPs, dos quais 21 mil sdo novos marcadores.

Nos ultimos anos, diversos pesquisadores analisaram uma gama de genes candidatos
com o objetivo de identificar potenciais marcadores geneticos associados a caracteristicas de
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interesse em equinos tais como: cor da pelagem (Rosengren et al., 2007; Reissmann et al.,
2007); doencas (Brooks et al., 2010); reproducéo, fertilidade (Giesecke et al., 2010%Y); e
desempenho (Gu et al., 2009, 2010; Hill et al., 2010*°; Mcgivney et al., 2012).

Atualmente caracteristicas complexas relacionadas ao desempenho em provas
esportivas e aptiddes especificas, além de caracteristicas conformacionais sdo alvo de pesquisas
por meio de chips de SNPs para equinos (Hill et al., 2010°; Schréder et al., 2011; Petersen et
al., 2013). Meira et al. (2014) indicam os genes candidatos WWOX (do inglés: WW domain
containing oxidoreductase) para peso e comprimento da garupa e o gene AVPR1A (do inglés:
arginine vasopressin receptor 1A) para comprimento da garupa em cavalos Quarto de Milha.

Para altura na cernelha estudos indicam varios QTL’s e diferentes genes candidatos
como os genes HMGA2 (High Mobility Group AT-hook 2) localizado no cromossomo
autossomal de numero 6 de equino (ECA 6), ZFAT (Zinc Finger and AT hook domain
containing) no ECA 9, LASP1 (LIM and SH3 protein 1) no ECA 11 e NCAPG (non-SMC
condensin | complex, subunit G) no ECA 3 para diversas ragas, entretanto todos os estudos
apontam um QTL no ECA 3 adjacente ao gene LCORL. Evidenciando o gene LCORL como
gene candidato para altura na cernelha (Schroeder, 2010; Signer-Hasler et al., 2012; Makvandi-
nejad et al., 2012; Metzger et al., 2013; Tetens et al., 2013).

2.3.1 Gene da miostatina (MSTN)

A miostatina € um modulador negativo da massa muscular que limita o crescimento dos
musculos esqueléticos através do controle do nimero e do tamanho das fibras musculares.
Codificada pelo gene MSTN (anteriormente conhecido como fator de crescimento e
diferenciacdo - GDF-8) foi identificada em vérias especies de mamiferos como em roedores
(McPherron et al., 1997), seres humanos (Gonzalez-Cadavid et al.,1998), suinos (Stinckens et
al., 2008) e equinos (Petersen et al., 2013; Dall’Olio et al., 2014).

O gene MSTN é um membro da superfamilia de genes TGFp (do inglés: Transforming
Growth Factor-beta) e da familia de proteinas morfogenéticas do osso (BMP’s), localiza-se no
cromossomo 18 da espécie Equus caballus, € constituido de 3 éxons e 2 introns e possui cerca
de 2028 pb (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100033832 - NM_001081817) (Velie et al.,
2015). Foram descritas muta¢cfes que diminuem a quantidade de miostatina e/ou inibem sua
funcdo em seres humanos (Schuelke et al., 2004), bovinos (Grobet et al., 1998; Marchitelli et
al., 2003), ovelhas (Boman et al., 2009) e cées (Mosher et al., 2007).

Ao sequenciar amostras de DNA obtidas a partir de 332 cavalos de 20 racas distintas e
promover a comparagdo com a sequéncia do gene MSTN depositada no GenBank, Baron et al.
(2012) observaram a presenca de 11 hapl6tipos representados por 10 mutac@es, sendo oito
destas responsaveis por variacfes na sequéncia de aminodcidos. Este gene apresenta alta
variabilidade, quando comparado com outros genes, podendo sugerir que algumas racgas tém a
mesma ascendéncia, mas diferentes pressoes de selecao.

Dall’Olio et al. (2010) ao analisarem a sequéncia deste gene em 396 cavalos de 16 ragas
diferentes identificaram sete SNP’s em racas de diferentes tipos morfologicos, sendo dois no
promotor (GQ183900: g.26T> C e GQ183900: g.156T> C), quatro no intro 1 e um no intron 2;
observaram que os alelos g.26C e g.156C apresentaram maior frequéncia nas ragas mais
pesadas do que nas ragcas mais leves o que sugere que estes polimorfismos podem estar
associados com a variabilidade das caracteristicas morfométricas nas varias ragas de cavalos.

Estudos com cavalos Puro-Sangue destacam a utilizagdio do gene MSTN
(9.66493737C>T) como marcador molecular para performance esportiva, Hill et al. (2010%)
observaram que cavalos que apresentavam o gendtipo C/C sdo explosivos, mais adequados para
corridas de curta distancia; os com genétipo C/T destacam-se em corridas de meia-distancia,

8


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100033832%20-%20NM_001081817

enquanto que os animais com genoOtipo T/T sdo mais resistentes, adequados para longas
distancias. Com sequenciamento e analise histoldgica Petersen et al. (2013) revelaram que o
SNP em questdo (g.66493737C>T) e uma variagdo na regido promotora, foram
significativamente associados ao volume da fibra muscular do tipo 1Ix, que € uma caracteristica
ideal para esportes de explosdo como corrida.

Binns et al. (2010) estudando cavalos da raga Puro Sangue Inglés por meio chips de
SNPs (lllumina Equine SNP50 BeadChip) encontraram dois polimorfismos (BIEC2-417274 e
BIEC2-417495), ambos localizados no cromossomo n° 18 (ECA18), vizinhos ao loco do gene
MSTN e foram associados com distancia 6tima em corrida. Em outro estudo Hill et al. (2010°),
também fazendo uso do Equine SNP50 BeadChip em cavalos de elite da raca Puro Sangue
Inglés de corrida, identificaram o SNP BIEC2-417495 como o mais significativamente
relacionado & distancia 6tima em corrida.

Os SNP’S £.65809482T> C, g.65868604G>T, 0.66493737C>T e (.66539967A>G
localizados no gene MSTN e seus haplétipos podem ser marcadores moleculares indicadores de
desempenho em corrida, pois segundo Tozaki et al. (2011%), a regulacdo do gene MSTN afeta
diretamente o desempenho neste esporte. Em outro estudo os mesmos autores determinaram o
gendtipo de 91 cavalos da raga Puro Sangue em treinamento para os mesmos 4 SNP’s do
trabalho anterior. Neste novo estudo os autores avaliaram a associa¢do entre 0s gendtipos e
caracteristicas morfométricas de massa corporal, altura na cernelha, perimetro torécico,
perimetro da canela e a razdo massa corporal - altura na cernelha, das quais somente massa
corporal e a razdo massa - altura na cernelha foram associados significativamente com 0s
genotipos especificamente em machos. Os estudos consolidam o gene MSTN como um
marcador genético para performance esportiva, especificamente para distancia étima em corrida
e para caracteristicas conformacionais nas diversas ragas de equinos, pois os resultados dos
estudos supracitados sugerem que a regulacdo do gene influencia a massa muscular e o
desempenho, particularmente na raca cavalos Puro Sangue.

2.3.2 Gene LCORL

O gene LCORL que codifica a proteina semelhante ao correpressor de receptor nuclear
dependente de ligante (do inglés: ligand-dependent nuclear receptor compressor-like protein)
localizado no cromossomo autossomal 3 de Equus caballus (ECA 3) codifica um fator de
transcricdo que possivelmente estd envolvido na espermatogénese (Palijan et al.; 2009)
entretanto, a funcéo deste gene ainda é incerta. Contudo, ha polimorfismo neste gene associado
a altura em seres humanos (Sovio et al., 2009) e ao crescimento em bovinos (Lindholm-Perry
etal., 2013). Em equinos o LCORL encontra-se em uma regido cromossomal na qual localizam-
se genes associados a caracteristicas de conformacao (Schroeder, 2010).

Diversos estudos de gendmica ampla foram realizados em equinos com o intuito de
localizar QTL’s significativos para altura, sendo esta uma das principais variaveis
conformacionais utilizadas para escolha de equinos, principalmente para atividades esportivas
e para definicdo do padréo racial definido pelas Associa¢des de Criadores. O controle genético
da altura em cavalos é semelhante aos resultados encontrados em cdes domésticos que assim
como todos os mamiferos domésticos, possuem um pequeno numero de loci com alelos que
apresentam grandes efeitos sobre a altura, isso devido a intensa pressao de selecéo que ocorre
dentro de cada raca, que varia de acordo com o objetivo da mesma; entretanto contrasta em
complexidade da genética da altura em humano, que possui muitas variaveis genéticas com
pequenos efeitos sobre a altura (Sovio et al., 2009).

Signer-Hasler et al. (2012) ao realizar estudos de associagdo gendmica ampla avaliando
40 mil SNP’s em 1077 cavalos Franches-Montagnes revelou dois QTL’s para a altura na
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cernelha localizados em regiGes intergénicas no ECA 3, proximo aos genes NCAPG e LCORL
(SNP BIEC2-808543 T/C, sendo o alelo C associado ao aumento da altura na cernelha); e no
ECA 9 proximo ao gene ZFAT (SNP BIEC2-1105377, sendo o alelo A associado ao aumento
da altura), juntos sdo responsaveis por explicar 18,2% da varia¢do na altura em cavalos desta
raca, sendo o menor efeito atribuido ao SNP BIEC2-1105377. Os mesmos autores ainda
descrevem a regido de QTL no ECA 3 (SNP BIEC2-808543) como tendo uma associagéo
significativa também com a conformacéo dos patas, borda ventral da mandibula, andamento e
conformagdo da cabeca. E 0 QTL no ECA 9 (BIEC2-1105377) além de associado a altura na
cernelha também foi descrito associacdo com comprimento na garupa e comprimento do dorso-
lombo.

Makvandi-Nejad et al. (2012) relataram 4 loci localizados nos cromossomos 3, 6,9 e 11
que sdo capazes de explicar 83% da variacdo na altura de cavalos, entretanto o SNP mais
significativo foi o localizado no cromossomo 3, adjacente aos genes LCORL e NCAPG (SNP
BIEC2-808543). Outro gene que também esta relacionado a altura dos equinos é 0o HMGAZ2 (do
inglés: High Mobility Group AT-hook 2), o qual codifica um fator de transcricdo e apresenta
dois SNP’s, um dentro e outro ao lado do gene.

Ao realizar um estudo gendmico para associacdo com altura em cavalos da raca
Warmblood, Tetens et al. (2013) revelaram um Unico grande QTL capaz de explicar 18% da
variacdo fenotipica, localizado no ECA 3 adjacente aos genes LCORL e NCAPG indicando-0s
como genes candidatos para altura na cernelha.

Segundo Metzger et al. (2013) o SNP BIEC2-808543 localizado em um sitio de ligacao
do fator de transcricdo TFIID e o gene LCORL s&o componentes centrais do aparato de
transcricao de genes envolvidos com o desenvolvimento 6sseo, possui associacao significativa
com altura da cernelha dentro e entre ragas de cavalos de diferrentes tamanhos, sendo o alelo T
mais frequente em racas com altura na cernelha inferior a 1,48 m e o alelo C em ragas que
apresentavam altura superior a 1,60 e maior massa corporal. Esta variagdo genética é apontada
como reguladora da expresséo do gene LCORL, seus estudos revelaram que nos cavalos
maiores, 0s que apresentaram o genotipo CC, o gene LCORL foi cerca de 56% menos expresso
e nos heterozigotos TC foram 40% menos expressos quando comparados com 0S menores
cavalos, 0s que possuiam gendtipo TT.

Em outro estudo de associacdo gendmica para caracteristicas morfométricas em cavalos
Quarto de Milha, 13 regiGes cromossdmicas importantes foram identificadas (P<0,001), das
quais trés SNP’s encontrados nos cromossomos 2 ¢ 3 foram associados ao peso, outros dois
SNP’s localizados nos ECA 3 e 8 foram associados ao comprimento do corpo e oito SNP’s
encontrados nos cromossomos 2, 3, 6, 7, 9, 21 e 26 foram associados ao comprimento da garupa
(Meiraet al., 2014).

Ao avaliar a variabilidade genética do SNP BIEC2-808543 em ragas contrastantes,
Tozaki et al. (2015), dispondo de 20 cavalos de racas pesadas (Percheron e Bretdo) e 48 cavalos
de racas pequenas nativas do Japédo (Kiso e Yonaguni) observaram que todos os animais de
racas pesadas apresentaram o gendtipo CC, enquanto que, os das ragas pequenas apresentaram
gend6tipo TT. No mesmo trabalho os autores analisaram a influéncia desta variagdo genética
sobre as continuas mudancgas no tamanho do corpo de cavalos da raga Puro Sangue na Gltima
fase de pré-treino, fazendo uso de 175 animais e relataram que 0s que apresentaram o gendtipo
CT eram significativamente (P < 0,05) mais altos, mais pesados e possuiam maior proporcao
peso / altura na cernelha que os de gendtipo TT. As frequéncias genotipicas observadas foram
de 0,17 para o gen6tipo CT, 0,83 parao TT e zero para o CC, sendo assim 0s autores concluiram
afirmando que o gene LCORL € um dos responsaveis pelas alteraces corporais nos equinos da
raca Puro Sangue na fase de pré-treino e destaca os genes LCORL e MSTN como genes
candidatos para desempenho atlético em cavalos de corrida.
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Conforme exposto acima, trabalhos diferentes apontam que o polimorfismo localizado
na regido anterior ao gene LCORL, ou mais especificamente, no SNP BIEC2-808543 no ECA3,
como o responsavel por variagdes dentro e entre diferentes racas de cavalos sobre a
caracteristica altura na cernelha. No levantamento bibliogréafico realizado ndo foram
encontrados trabalhos que investigassem a existéncia deste polimorfismo em equinos da raca
BH e sua relagdo com outras caracteristicas de interesse.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Composic¢ado da Amostra

Os animais avaliados pertencem a Coudelaria e Campo de Instrucdo de Rincdo do
Exército Brasileiro, localizada na cidade de Sdo Borja, Rio Grande do Sul. Foram utilizados
cerca de 161 potros de ambos os sexos da raca Brasileiro de Hipismo em diferentes faixas
etarias entre 0 e 864 dias de idade, mensurados durante o periodo de janeiro de 2013 a mar¢o
de 2015. Os potros foram criados em sistema extensivo, mantidos a pasto com suas mées até o0s
6 meses de idade quando foram desmamados, marcados e separados em lotes de acordo com o
sexo. Os animais permaneceram em sistema extensivo segundo o manejo padréo do criatdrio
até os trés anos de idade, quando foram selecionados e distribuidos para as Unidades Militares
do Exército de todo o Brasil.

Foram mensurados em estacdo forgada, ou seja, com 0s quatro membros apoiados
uniformemente ao chdo de forma que os membros anterior e posterior estivessem na
perpendicular sobre um piso plano, formando um paralelogramo retangular, que visto de perfil,
seus membros, para cada bipede, se encobrem e vistos de frente ou detras estdo, na vertical e
igualmente apoiados no piso (Pinto et al., 2005). Foram avaliadas duas medidas lineares e massa
corporal, em potros de diferentes faixas etarias, utilizando os aparelhos hipémetro e balanca.
As mensuracdes lineares foram realizadas na face lateral esquerda do corpo do potro conforme
descricdo abaixo, adaptada de Pinto et al. (2005), Pinto et al. (2008) e Godoi (2012):
Mensurages Lineares
- Altura na cernelha - distancia vertical do ponto mais alto da regido interescapular, localizado
no espaco definido pelo processo espinhoso da 52 e 62 vértebra toracica, até o solo;

- Altura na garupa - distancia vertical do ponto mais alto da garupa, mais especificamente sobre
a tuberosidade sacral, até o solo.

3.2 Estudo de Polimorfismos Génicos
3.2.1 Material bioldgico

Foram coletados cerca de 8 mL de sangue da jugular de cada animal, em tubos
vacutainer estéreis contendo EDTA 8% (Ethylenediaminetetraacetic acid 8%) para
genotipagem. Esta etapa foi executada na Coudelaria e Campo de Instrucdo de Rincdo. Estas
amostras foram congeladas e transportadas para o Laboratorio de Genética Molecular, no
Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

As amostras foram descongeladas homogeneizadas e lavadas com tampdo fosfato salino
1X (PBS do inglés: phosphate buffered saline) 3 vezes para a remo¢do do excesso de
hemoglobina e formacdo do pellet de restos celulares, a separacdo foi efetuada por
centrifugacdo a 7359 por 10 minutos com a transferéncia destes para tubos estéreis,
acompanhados da identificacdo de cada animal, onde foi estocado a —20°C e pequenas aliquotas
foram retiradas para a extracdo de DNA.

3.2.2 Extragdo de DNA

A extragdo do DNA genbmico foi feita utilizando o reagente brometo
hexadeciltrimetilaménio (CTAB) a 2%, onde a cada amostra contendo cerca de 100 pL do
lisado celular lavados foram adicionados 500 uL do tampédo a base de CTAB (brometo
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hexadeciltrimetilaménio 2%) em tubos de 1,5 mL. As amostras foram incubadas em banho-
maria a 65°C por duas horas com agitacdo depois da primeira meia hora.

Ap0s o resfriamento dos tubos em temperatura ambiente, foram adicionados 500 pL da
solucdo contendo cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) com posterior agitacdo vigorosa para
qgue a solugdo entrasse em contato com todo o material. As amostras foram levadas a
centrifugacdo por 15 minutos a 8.161g. Em eppendorfs estéreis de 1,5mL e devidamente
identificados, o sobrenadante foi transferido e a ele foram adicionados 350 L de isopropanol
gelado (mantido a 4°C) com o objetivo de promover a precipitacdo do DNA ao se homogeneizar
a mistura. Essa etapa foi seguida por resfriamento a 4°C em geladeira durante 1 hora e posterior
centrifugagéo a 11.752g durante 20 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado duas vezes em 1 mL de etanol 75%,
com centrifugacdo a 11.752g por dois minutos nas duas lavagens. Ap6s a evaporacao do alcool,
as amostras de DNA foram hidratadas com aproximadamente 50 pL de agua ultrapura
dependendo do tamanho do pellet. O DNA gen6émico extraido foi armazenado a cerca 4°C em
geladeira para uso durante o processo de genotipagem.

3.2.3 Avaliacéo de polimorfismos — PCR

As analises foram realizadas através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction), onde foram adicionados aproximadamente 100
ng de DNA gendmico, 1 unidade de Taq DNA polimerase, tampéo da enzima, 2 mM de MgCls,
4 pmol de cada primer (Tabela 1) que séo responsaveis pela delimitacdo do fragmento de
interesse e 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo (ANTP), tendo a amostra um volume final
de 20 pL cada. O programa utilizado no termociclador Applied Biosystems® ProFlex™ PCR
System consistiu de uma etapa de desnaturacéo inicial de 94°C por 4 min., 35 ciclos de 94°C
por 30 segundos (s), 62°C por 30s e 72°C por 40s e um etapa final de desnaturacao de 72°C por
10 min. para amplificacdo de um fragmento de 347 pb, correspondente a regido intergénica
adjacente ao gene LCORL, 0 SNP BIEC2-808543.

Para a amplificacdo do gene MSTN foram utilizados cerca de 100 ng de DNA gendmico,
1,5 unidade de Tag DNA polimerase, tampédo da enzima, 2 mM de MgClz, 4 pmol de cada
primer (Tabela 1) e 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP), tendo a amostra um
volume final de 20 puL cada. O programa utilizado no mesmo termociclodor consistiu
inicialmente de uma etapa de 94°C por 5 min, 35 ciclos de 94°C de 30 segundos (s), 56°C de
30s, e 72°C de 45 s; e uma finalizacdo a 72°C por 10 min para extensdo final da fita.

Posteriormente as amostras amplificadas foram submetidas a técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) 5%, corado com nitrato de prata para confirmacdo da
amplificag&o.
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Tabela 1. Sequéncia, tamanho e temperatura de anelamento dos pares de primers equinos

Par de primers Regido de Condicaes
F: Forward (5’ - 3’) anelamento do ara PGCR Produto da PCR
R: Reverse (5° - 3°) primer P
PCR-RFLP
F: CAGGGAAACAAGTTTCTCAAAT Z;erpgge?zl Mz?)-[(l)\: 58/1 5/45*% Integrated DNA
R: TGCTCCACAATGAATCTCG 484 b*;* ' Technologies
P (IDT)**
SNP BIEC2-808543 PCR-RFLP
F: GCCATCTATTTGCATGTTCTTG . .
_ (Metzger etal., 2013)  62/2/40* Invitrogen by Life
R: GGCAAGTTCATAGGCTGGTTC 347 ph*** Technologies ™+

*Temperatura de anelamento (°C) / concentragdo de MgCl./ tempo de extensdo da fita (segundos)
**Empresa especializada responsavel pela sintese dos primers
***Tamanho do fragmento amplificado (pares de bases — pb)

3.2.4 Analise de PCR-RFLP

Os fragmentos amplificados foram clivados com a endonuclease especifica através de
uma técnica denominada PCR-RFLP (do inglés: PCR - Restriction Fragment Length
Polymorphism), as reacGes foram realizadas conforme as recomendacdes do fabricante de cada
enzima em um volume final de 10 pL cada.

O produto da PCR do gene LCORL foi encubado em banho-maria a 65°C por 8 horas
utilizando a enzima de restricdo Bsrl (BioLabs Inc., New England), que posteriormente foi
inativada a 80°C por 20 min. O amplificado do gene MSTN foi deixado overnight em banho-
maria a 37°C para que ocorresse a digestdo pela endonuclease Afal (Invitroven™ Life
Technologies), que posteriormente foi inativada a 65°C por 20 min (Tabela 2). Apos a digestéo,
os fragmentos resultantes foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
5% e corado com nitrato de prata para genotipagem dos animais.

14



Tabela 2. Sitios de corte das enzimas de restricdo e padrdo de corte para genotipagem

Tamanho do fragmento (pb)

Gene Endonuclease Sitio de
corte Amplificado
(PCR) Alelo T Alelo C
LCORL
(g‘li—;gﬁ‘g* Bsrl g’;g;gfg‘ljz 347 pb 235/57/55 292/55
808543
(105.547.002)**
MSTN 5’GT|AC3’
(AY840554.2) Afal 3'CA|TGS’ 484 pb 484 437147
SNP g.26T>C

*Acesso da sequéncia génica no GeneBank (Banco de dados internacional)
**Posicao do polimorfismo no cromossomo ECA3

3.2.5 Sequenciamento

Os produtos de PCR do gene LCORL obtidos de amostras de DNA de dois animais com
padrdo de corte contrastantes evidenciados pela técnica de PCR-RFLP para o SNP BIEC2-
808543, foram enviados para sequenciamento de acordo com a técnica de terminacdo de cadeia
(Sanger et al., 1977) na empresa (Macrogen INC, Seul Korea: http://www.macrogen.com/eng/).
Os eletroferogramas gerados foram editados e apos a edicéo as sequéncias foram comparadas
entre si por intermédio do programa ChromasPro version 2.4. As sequéncias editadas foram
alinhadas com a sequéncia NC_009146 depositada no GenBank, utilizando o programa Clustal
W2 (disponivel em http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

As variacOes observadas entre as sequencias geradas foram diferenciadas quanto a
possibilidade de utilizacdo da mesma endonuclease de restri¢do utilizada para identificacdo de
outros sitios de corte, com o auxilio dos programas Restriction Mapper version 3 e Webcutter
2.0 (disponivel em www.restrictionmapper.org e http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/).

3.3 Analise Estatistica

A estrutura geral dos modelos de crescimento foi Y, =puy, +e., para
Ye~Normal(uy,, a,?t), ou seja, foi assumida distribuicdo normal para variavel Y; com funcgdes
de media e variancia py, e a,?t, respectivamente, como explicito na tabela 3.
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Tabela 3. Modelos ndo- lineares de crescimento utilizado no estudo

Modelos Equacéo
Brody (1945) wy, = Y; — bexp(—kt)
Gompertz (Winsor, 1932) ty, = Yrexp{—b[exp(—kt)]}
Logistico (Pear & Reed, 1923) ty, = Ye /{1 + blexp(—kt)]}
Von Bertalanffy (1957) ty, = Ye{1 — blexp(=kD)]}?

Michaelis-Menten
(Lopez et al., 2000)

Richards (1959) py, = bY:/[b™ + (Y;™ — b™)exp(—kt)]*/™

y, = (DK™ + Yt™) /(K™ + ™)

Né&o foram introduzidos efeitos aleatorios nos modelos, exceto o termo do erro que foi
assumido como independentemente distribuido, e;~Normal (0, a,?t). As equacdes apresentadas
representam os modelos de Brody (1945), Gompertz (Winsor, 1932), Logistico (Ratkowski,
1983), Von Bertalanffy (1957), Michaelis-Menten generalizado (Lépez et al., 2000) e Richards
(1959) respectivamente. Para todos os modelos apresentados, o parametro Y representa o peso
do animal, altura na cernelha ou altura na garupa a maturidade, e 0 parametro k a taxa de
maturidade, ou velocidade de crescimento e 0 b é um pardmetro de escala. Para equacdo de
Generalized Michaelis-Menten, o parametro K representa o tempo (dias) no qual é atingida
metade do tamanho adulto; e o n € um parametro de escala, adimensional. Para equacéo de
Richards, o m é um parametro adimensional que escala o0 crescimento aos pProcessos
metabdlicos.

A suposicdo convencional de homocedasticidade foi desafiada com uso do
procedimento NLMIXED do software SAS (v.9, SAS Systems,Inc., Cary, NC, USA). Foram
feitas tentativas para corrigir a heterogeneidade de variancia ao longo do tempo na estimativa
do parametro ndo-linear (Matis & Hartley 1971; Bard 1974; Rocha, et al. 2015). Assim, a
variancia foi modelada como demonstrado na tabela 4.

Tabela 4.Variancias

Modelo de Variancia Equacéo
Homogénea oy, = 0*
Exponencial oy, = o exp(ct)
Assintotica oy, = 0§ + o5 [1 — exp(—st)]
Escalonada of = 02 (uy,)*

No qual o2 é a variancia homogénea residual, como mostrado pela equacéo (7) (f’é =
a?). A variancia exponencial ou equacéo (8) contém a variancia residual inicial (a,?t = o),
associada com a variavel (peso vivo, altura de cernelha ou altura de garupa) ao nascimento (t =
0), no qual aumenta de forma exponencial durante o crescimento a uma taxa (1/d). A equacéo
9 descreve uma variancia assintoticamente crescente, em que oy = o5 COmo a variancia
relacionada ao nascimento, o € 0 aumento na variancia assintdtica ao longo do tempo, e s (1/d)
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representa a taxa de aumento de primeira ordem em cryzt. A equacéo 10 representa a variancia
residual escalonada por uma fungao exponencial (1) em funcdo da média esperada, py,.

3.3.1 Procedimento estatistico

Os modelos foram ajustados para os dados de crescimento utilizando o procedimento
NLMIXED do software SAS (v.9, SAS Systems,Inc., Cary, NC, USA). A informacdo do
critério de Akaike (Akaike, 1974) é um saida do procedimento NLMIXED. Portanto, 0s
critérios de verossimilhanca derivados foram calculados para estabelecer um quadro de selecédo
do melhor modelo (Burnham & Anderson 2004; Vieira et al. 2012). Os gendtipos (TT, TC e
CC) foram utilizados como efeitos fixos nos modelos. Matricialmente, este modelo pode ser
especificado como segue:

01, [W1Q11 + Wa Q12 + W33

62, Wiz + Waz, + Wil

Ly = 03,1 _ |wiass + woaz, + wiass
v, = =

. 7 Wiy + Walyy + W3y

_943_ _W1a41 + W2a42 + W3a43_

Se 0s modelos possuirem 4 parametros, caso contrario serd utilizado apenas até 65. Os
parametros foram atribuidos ao efeito fixo de polimorfismo («,,). Para a variavel indicadora
w sdo atribuidos os valores zero ou um para produzir o nivel desejado para cada um dos fatores
que afetam os parametros dependendo de cada i. Por exemplo, o peso assintético (Y;) para a
populacdo de individuos com polimorfismo TT (na equacdo (1)), sera igual a seguinte
combinagdo linear: 6;, = 1ay; + O0a;, + O0a,3. A taxa de crescimento (k) para a populagao
com polimorfismo CC (na equacdo (1)) sera igual a seguinte combinagdo linear: 8,, = 0a,; +
O0ay, + 1ays.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencdo dos Fragmentos por PCR Convencional e Digestdo por Enzimas de
Restricao

4.1.1 MSTN (GDF-8)

Por intermédio dos primers descritos por Dall’Olio et al. (2010) foi amplificado um
fragmento de 484 pares de base (pb), referente a regido promotora do gene MSTN, de 170
amostras de DNA gendmico de cavalos da raca BH. Quando submetidas a digestdo por
endonucleases nenhuma das amostras apresentou sitio de corte para a enzima Afal (sitio de
reconhecimento GT |AC) logo, todos os animais possuem o gendtipo TT (Figura 1), ou seja, na
populacdo em estudo o alelo T esté fixado.

Esse resultado ndo era esperado visto que Dall’Olio et al. (2010) relata a existéncia de
maior frequéncia do alelo T nas racas mais leves do que nas racas mais pesadas, sendo as racas
Sela Italiana e Puro Sangue, formadoras da raca BH. Assim, havia uma grande expectativa de
gue ambos os alelos (T/C) estivessem presentes na popula¢do. Embora outros polimorfismos
no gene MSTN tenham sido apresentados em diversos trabalhos, o polimorfismo
GQ193900:9.26 T>C utilizado no presente estudo foi selecionado por esta associado com a
variabilidade de caracteristicas morfométricas importantes como o perimetro da canela e
comprimento da perna e possivelmente com a variacdo da composi¢do muscular corporal desses
animais, segundo Dall’Olio et al. (2014).

Como o polimorfismo foi descrito em ragas formadoras da raca Brasileiro de Hipismo
e segundo Dias et al. (2000) trata-se de uma raca em formacao, acreditamos que o fato do alelo
T esta fixado na populacdo em estudo se deve provavelmente ao efeito fundador, que € um
fendmeno evolucionista que foi descrito por Mayr (1963) como sendo o estabelecimento de
uma nova populacéo a partir de poucos fundadores originais, que contém somente uma pequena
fracdo da variacdo génica total da populacdo parental, ou seja uma amostra limitadas de alelos
estardo presentes na populacdo fundada e nas proximas geracdes 0s quais sdo uma pequena
amostra da variacdo genética total encontrada nas racas formadoras, afetando a constituicdo
genética dessa raca diminuindo assim sua variabilidade.
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Figura 1. Gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, M = Marcador de peso
molecular de 50 pares de base (pb), P = Fragmento de 484 pb amplificado por PCR sem
digestdo, correspondente a regido promotora do gene MSTN (PCR), canaletas de 1 a 9 =
fragmentos sem corte ap0s a reacao de digestdo com a enzima Afal (PCR-RFLP), genétipo TT

4.1.2 LCORL

Dispondo dos primers descrito por Metzger et al. (2013) efetuou-se & amplificacdo de
um fragmento de 347 pares de base (pb), de 161 amostras de DNA genémico de equinos,
concernente ao SNP BIEC2-808543, localizado na regido que antecede o gene LCORL. Ao
submeter os fragmentos a digestdo com a enzima Bsrl (sitio de reconhecimento ACTGGN)),
constatou-se distintos padrBes de corte. Foram identificados os gendétipos homozigotos TT, o
qual apresentou trés fragmentos de 235, 57 e 55 pb e CC com dois fragmentos de 292 e 55 pb.
O gendtipo heterozigoto TC apresentou ambos padrées de corte, identificado pelo aparecimento
de quatro fragmentos: 292, 235, 57 e 55 pares de bases, como pode ser observado na figura 2.
Na populagdo em estudo encontrasse em equilibrio e a frequéncia alélica encontrada foi de 0,21
e 0,79, para os alelos T e C, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncias referentes ao SNP BIEC2-808543 em equinos da raca BH

. Frequéncia Frequéncia Alélica HWE
Niotal - N° - Gendtipo ol el AloloC Tes 2
14 TT 0,09
161 40 TC 0,25 0,21 0,79 p>0,05
107 CC 0,66

*Teste 2. Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) — valor ¥*> (p > 0,05 indica equilibrio e p < 0.05 indica
desequilibrio)
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Figura 2. Gel de poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata. Canaletas de 1 a 9 =
Fragmentos amplificados de 347 pares de base (pb) correspondentes ao SNP BIEC2-808543
upstream ao gene LCORL ap0s digestdo com a enzima Bsrl (PCR-RFLP), canaletas 1 a 3 =
genotipo TT (fragmentos de 235 pb, 57 pb e 55 pb), canaletas 4 a 6 = gen6tipo TC (fragmentos
de 292 pb, 235 pb, 57pb e 55 pb), canaletas 7 a 9 = geno6tipo CC (fragmentos de 292 pb e 55
pb), P = Fragmento amplificado de 347 pb sem ter sido submetido a digestdo, M= Marcador de
peso molecular de 50 pb

A metodologia usada para avaliar o genétipo dos animais no presente estudo foi obtida
de Metzger et al. (2013). A maioria das amostras seguiu o padrdo esperado descrito pelos
autores, entretanto, algumas amostras ndo seguiram o padrdo de corte esperado e duas delas
foram enviadas para sequenciamento. Os eletroferogramas gerados pelo sequenciamento
automatico evidenciaram outro polimorfismo identificado nas nossas amostras (raga BH). Uma
das amostras sequenciada apresentava o padrao de corte esperado e a outra ndo, correspondendo
as amostras de numero 209 e 861 respectivamente (Figura 3). Na figura 4 este novo
polimorfismo pode ser observado, 0 mesmo foi destacado em negrito e a regido de corte pela
enzima de restricdo encontra-se sublinhada. A variacdo € referente a uma transicdo G/A,
identificada simplesmente como R, de “puRina”, a qual insere um sitio de corte para a enzima
de restri¢do Bsrl. O polimorfismo descrito por Metzger et al., (2013) foi observado (Figura 5).
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CLUSTAL 2,1 alinhamento de sequéncias miltiplas

208 e TGCATGTTCTTGﬁGﬁSA&hCCAﬁﬁTTTSCCTGGETAEAGAAGCATEElCEG
il ECCATCTATTTGCATSTTCTTSAGAGRAACCAAATTTGCCTGGCTAGAEAASC&IEElCRG
NCO058146 GCCATCTATTTGCATSTTCTTSRGAGAEACCAAATTTGCETGGCTAGAGAASCEIEElCEG 6l

L R L L P L LT L

oy oh
[ T |

208 ETTAITTCTGTACCCEEAAGSC&EAATC&CAGSG&RCRE&ETAGTGCREEETTHAETGEE 110
gel EFTRTTTCTETACCCCAAAGGCAGAATCACAGGGAACACQATAGTGCRA&ETTAAAIGAC 120

HC00914¢ TTTATTTCTGTACCCCARRGGECAGRRTCACAGGCEARCACAATAGTSCARRCTTARRTGRAC 120
B T

208 AACCTCTACARAGRATATTCCTCTCTCAACTCTCCTCTCTCTATGCTATCCGETCARAGT 170

gel AACCTCTACARRGRATATTCCTCTCTCAACTCTICCTCTCTCTATGCTATCCRGTCARRGT 180

HCO0914¢ ARCCTCTACAARGRATATTCCTCTCTCARACTCTCCTCTCTCTATGCTATCOGETCARRGE 180
B L T T T T T T e T L L T

208 CAGAGET GEAGACTACCTATATGTTAATGCGTITGARTATATTAATARCARACATTTGITT 230

3el CAGAGETGEAGAGTACCTATATGTTAATGCGTITGARTATATTRAATARCARACATTTGTITT 240

HCO0058148 CAGAGGTGGAGRGTACCTATATGTTAATGCGTITGALRTATATTAATAACARACATTTGTTT 240
L T T T T T e T P T T e T

208 TR CTCCATTTTARA T TAGCAATCAGACTITCAGATGGAGAGCTCACTGEA | AGECTETE 250
3al TGRAETCCATTTTEAATTEECE&IGAGACTTTCAGRTGGASRGCTCRCTGG@iEECCTGTG 300
NCO0581486 IEEAETCCAITTTQAETTAECE&IGEGAETITCRGATEGASAGCTCACTEGﬁlAECCTGTG 300

LR R R R e R R R L R R R R R

208 TTITGTGARCAATSGTTGET TAAT CATTGAACCAGCCT - 326
del TTITGTCARCAATCTTGET TRAATCATTGARACCAGCCT - 336
Co0514a TTTSTGQAEAATETTSGTTAETCETTGAPCCAGECTQTGAACTTGEC 347

FEEREE kAR R Rk AR R kA AR R ek bk Rk A Rk

Figura 3. Resultado do alinhamento entre as sequéncias da regido génica do SNP BIEC2-
808543 de equino, n° de acesso no GenBank (NC009146). 209 e 861 referem-se as amostras da
mesma regido para a raca Brasileiro de Hipismo. O SNP BIEC2-808543 T/C esta identificado
pela letra Y, de pirimidina (do inglés: “pYrimidine”) e a variagao referente transicdo G/A esta
identificada pela letra R, de “puRina”, ambos destacados em negrito. O novo sitio de corte
ocorre toda vez que a adenina (A) esta presente no fragmento. Os sitios de corte da endonuclease
Bsrl estdo sublinhados. As letras A, T, C e G correspondem as bases nitrogenadas adenina,
timina, citosina e guanina respectivamente

Este “novo” polimorfismo pdde ser constatado nos eletroferogramas enviados pela
empresa Macrogen (Figura 4), cujos picos menores e sobrepostos de dois nucleotideos ao
mesmo tempo indicam um individuo heterozigoto. Analises de associacao estatisticas precisam
ser realizadas para confirmar se esta variacdo apresenta algum efeito sobre perfis de
crescimento.
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Figura 4. Eletroferogramas mostrando resultado de sequenciamento pelo método de Sanger et
al., 1977 do fragmento amplificado pelo par de primers correspondentes a regido antecedente
ao gene LCORL. Cada base é representada por uma cor: A= Verde, G= Preto, C= Azul e
T=Vermelho. Os dois gréaficos correspondem a mesma amostra (amostra 861). O
eletroferograma (a) corresponde ao fragmento amplificado pelo primer-F (direto, do inglés

forward) e o (b) pelo primer-R reverso (do inglés: reverse). O novo SNP G/A encontrado esta
sinalizado pela seta
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Figura 5. Eletroferogramas mostrando resultado de sequenciamento pelo método de Sanger et
al., 1977 do fragmento amplificado pelo par de primers correspondentes a regido antecedente
ao gene LCORL. Cada base é representada por uma cor: A= Verde, G= Preto, C= Azul e
T=Vermelho. O gréfico corresponde a amostra 861 evidenciando o polimorfismo ja descrito. O
eletroferograma (a) corresponde ao fragmento amplificado pelo primer-F (direto, do inglés
forward) e o (b) pelo primer-R reverso (do inglés: reverse). O SNP BIEC2-808543 T/C
encontrado esté sinalizado pela seta

O inicio da transcricdo pela RNA polimerase Il requer a participacdo de varios fatores
de transcricdo basais que precisam interagir com promotores nas sequencias génicas corretas
para iniciar a transcri¢do, sendo que o fator de transcricdo D da RNA polimerase Il (TFIID) é
um dos primeiros fatores de transcri¢do basal a interagir com o promotor (Snustad e Simmons
2003). Embora a estrutura do cerne do promotor, onde os fatores basais se ligam, tenha sido
inicialmente entendido como invariavel entre os genes transcritos pela RNA polimerase 11, ndo
é 0 que se observa em muitos estudos, conforme pode ser constatado na revisao realizada por
Smale e Kadonaga (2003) sobre a diversidade estrutural e funcional do cerne do promotor.
Segundo Metzger et al. (2013) o SNP BIEC2-808543 modifica um sitio de ligacdo para o
TFID, resultando em menor expressao do gene LCORL. O polimorfismo T/C esta situado em
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uma regido TATA, onde o alelo T possibilitaria a ancoragem do TFIID, ao contrario do alelo C
que poderia possivelmente modificar este sitio de ligagdo dificultando seu reconhecimento pela
TFIID.

Palijan et al. (2009) ao estudarem linhagem de células humana provenientes de cancer
de mama (MCF-7), verificaram que a proteina codificada pelo gene LCORL atua como
atenuador da transcricdo de genes regulados por progesterona. Entretanto os autores discutem
que devido aos seus multiplos dominios, a proteina LCOR também pode atuar no aumento da
transcricdo de alguns genes. Song et al. (2012) encontraram que o LCOR atua um corepressor
de receptor de hormdnio da tiredide e reprime a lipogénese hepatica em ratos. A sequéncia do
gene LCORL é semelhante ao LCOR e foi anotado no Centro Nacional de Informagéo sobre
Biotecnologia (NCBI - National Center for Biotechnology Information -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov — Acesso: NC_009146), como gene que codifica um fator de
transcricdo que parecer ter funcdo na espermatogénese, embora polimorfismos neste gene
estejam associados com medida do porte esquelético e peso adulto. Além disso, splicing
alternativo resulta em multiplos transcritos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov / IEB / Research /
Acembly / av . cgi?db = human&c = Gene &l = LCORL), entretanto, a funcéo deste gene ainda
é incerta.

4.2 Influéncia do SNP BIEC2-808543 Sobre os Perfis das Curvas de Crescimento

Ajustados os modelos ndo-lineares mistos provenientes da associacdo dos modelos
simples de Brody (1945), Gompertz (Winsor, 1932), Logistico (Ratkowski, 1983), Von
Bertalanffy (1957), Michaelis-Menten generalizado (Lopez et al., 2000) e Richards (1959); com
as variancias homogénea, exponencial, assintotica e escalonada; selecionou-se o modelo que
melhor descreve o perfil de crescimento para cada uma das caracteristicas conformacionais
avaliadas baseando-se pelo critério de akaike, que possibilita o ranqueamento dos modelos do
melhor para o pior. As metodologias tradicionais partem do pressuposto que ha uma variancia
homogénea, ou seja, ocorre a mesma variancia ao longo de toda a curva de crescimento,
entretanto essa pode ndo ser uma verdade, por isso 0s modelos mistos podem descrever melhor
o perfil sigmoide do crescimento entretanto, de acordo com Rocha et al., 2015 embora cada
modelo, tenha sua particularidade, com algumas variacdes com relacdo a interpretacdo e
conteddo, os modelos nao-lineares possuem alguns pardmetros em comum, passiveis de
associar significado bioldgico, onde: py: corresponde a caracteristica conformacional na idade t
(tempo); Y+é a caracteristica conformacional assintética, quando t tende a mais infinito, ou seja,
esse parametro é interpretado como a caracteristica a maturidade; b é uma constante, sem
interpretacdo bioldgica definida, relacionada as caracteristicas morfologicas iniciais do animal,
que influencia o formato da curva; k é descrito como a taxa de crescimento, isto €, a velocidade
com que se aproxima do seu tamanho a maturidade; e, m que é o pontos de inflexdo da curva,
sendo esse parametro responsavel por modelar a curva, determinando o formato que a mesma
tera.

Selecionado o melhor modelo para cada uma das caracteristicas avaliadas, observamos
no presente estudo que o aumento da complexidade do modelo resultou em piora no ajuste do
mesmo as variaveis avaliadas. Em seguida foi analisado o efeito do SNP BIEC2-808543 sobre
0s parametros das curvas de crescimento e consequentemente sobre o seu perfil. Visto que na
literatura existem diversos trabalhos associando esse polimorfismo a altura em cavalos de
diferentes racas (Signer-Hasler et al.,2012; Metzger et al., 2013; Tetens et al., 2015). Constatou-
se que ha influéncia do polimorfismo sobre os pardmetros Y (variavel a maturidade), K (taxa
de crescimento) e b (constante, sem interpretacdo bioldgica definida, relacionada as
caracteristicas morfologicas iniciais do animal) dos modelos néo-lineares, com exce¢do da
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variavel altura na cernelha que néo apresentou efeito do polimorfismo sobre o parametro b do
modelo.

4.2.1 Variavel massa corporal

O modelo misto que melhor descreve a curva de crescimento para a varidvel massa
corporal é oriundo da associacdo entre 0 modelo de Brody (1945) com a variancia escalonada,
que é ponderada de acordo com o peso vivo atual do animal. Esse foi o melhor modelo pois foi
0 que melhor se ajustou a todos os critérios de Akaike (Tabelas 6 e 7). Entretanto podemos
observar que os modelos de Richard e Von-Bertalanffy (ajustado sem efeito de polimorfismo
no parametro b), ambos associados a variancia escalonada, sao muito semelhantes ao modelo
selecionado, sendo assim também passiveis de serem selecionados para descricdo desta
variavel.

McManus et al. (2010) ao testar cinco modelos ndo lineares simples (Brody, Richards,
Gompertz, Logistico e Weibull) para descricdo da curva de crescimento da variavel massa
corporal em cavalos das racas Hanoveriana (HA), Brasileiro de Hipismo (BH), Puro Sangue
Inglés (PSI) e mesticos (PSIXBH), criados pelo Exército Brasileiro recomendam, assim como
neste estudo, o0 modelo de Brody para a descricdo da curva de crescimento. Entretanto os
mesmos autores observaram que os modelos de Brody e Weibull se ajustaram de forma similar
para esta variavel, sendo o modelo de Brody recomendado como o melhor, por possuir menos
parametros. Essa similaridade ndo foi observada por Santos et al. (2007) que ao utilizar os
mesmos cinco modelos, selecionando os que apresentaram menor erro médio quadratico
combinado, recomenda o modelo de Weibull como o melhor para descricdo da curva de
crescimento para esta varidvel em cavalos da raca Pantaneiro criados a pastos. Contudo em
nenhum dos trabalhos foram feitas tentativas para corrigir a heterogeneidade de variancia ao
longo do tempo, com a utilizagdo de modelos mistos como no presente estudo.

Tabela 6. Valores de Akaike e os critérios de verossimilhanca para os melhores modelos
ajustado para varidvel massa corporal em equinos da raca Brasileiro de Hipismo

MODELO VARIANCIA AlCC! A? w2 ER*
Brody Escalonada 1432,8 0 0,392 1,0E+00
Richard Escalonada 1433,8 1 0,238 1,6E+00
Von Bertalanffy —b  Escalonada 1433,9 1,1 0,226 1,7E+00
Y Informacéo do critério de Akaike.

2 Delta.

3 Probabilidade de Verossimilhanga.

4 Razdo de evidéncia.

5 Modelo ajustado sem efeito de polimorfismo no pardametro b.
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Tabela 7. Valores de Akaike e os critérios de verossimilhanca para os piores modelos ajustado
para variavel massa corporal em equinos da raga Brasileiro de Hipismo (continua)

MODELO VARIANCIA  AICC! A? w3 ER*
Brody Assintotico 1437,3 4,5 0,041 9,5E+00
VVon Bertalanffy Escalonada 1437,8 5,0 0,032 1,2E+01
Richard Assintotica 1438,0 5,2 0,029 1,3E+01
Von Bertalanffy — b Assintotica 1438,0 5,2 0,029 1,3E+01
Gompertz —b Escalonada 1441,2 8,4 0,006 6,7E+01
VVon Bertalanffy Assintotica 1442,1 9,3 0,004 1,0E+02
Gompertz Escalonada 1445,2 12,4 0,001 4,9E+02
Gompertz — b Assintotica 1445,8 13,0 0,001 6,7E+02
Brody — b Escalonada 1446,2 13,4 0,000 8,1E+02
Lopez Escalonada 1446,9 14,1 0,000 1,2E+03
Richard — b Escalonada 1449,3 16,5 0,000 3,8E+03
Gompertz Assintotica 1450,0 17,2 0,000 5,4E+03
Richard — b Assintética 1450,6 17,8 0,000 7,3E+03
Brody — b Assintotica 1451,1 18,3 0,000 9,4E+03
Lopez Assintotica 1452,8 20,0 0,000 2,2E+04
Von Bertalanffy — b Exponencial 1453,0 20,2 0,000 2,4E+04
Richard Exponencial 1454,6 21,8 0,000 5,4E+04
Brody Exponencial 1455,7 22,9 0,000 9,4E+04
Von Bertalanffy Exponencial 1456,7 23,9 0,000 1,5E+05
Logistico— b Escalonada 1458,1 25,3 0,000 3,1E+05
Gompertz —b Exponencial 1460,4 27,6 0,000 9,8E+05
Lopez—b Escalonada 1461,4 28,6 0,000 1,6E+06
Logistico Escalonada 1462,0 29,2 0,000 2,2E+06
Richard — b Exponencial 1463,4 30,6 0,000 4,4E+06
Logistico— b Assintotica 1463,8 31,0 0,000 5,4E+06
Gompertz Exponencial 1464,0 31,2 0,000 6,0E+06
Lopez —b Assintotica 1464,0 31,2 0,000 6,0E+06
Brody — b Exponencial 1467,1 34,3 0,000 2,8E+07
Logistico Assintética 1468,0 35,2 0,000 4,4E+07
Lopez Exponencial 1473,1 40,3 0,000 5,6E+08
Logistico— b Exponencial 1478,1 45,3 0,000 6,9E+09
Lopez —b Exponencial 1480,1 47,3 0,000 1,9E+10
Logistico Exponencial 1481,5 48,7 0,000 3,8E+10
Von Bertalanffy —b  Homogénea 1590,1 157,3 0,000 1,4E+34
Gompertz — b Homogénea 1592,1 159,3 0,000 3,9E+34
Von Bertalanffy Homogénea 15943 161,5 0,000 1,2E+35
Richard — b Homogénea 1595,2 162,4 0,000 1,8E+35
Gompertz Homogénea 1596,1 163,3 0,000 2,9E+35
Richard Homogénea 1596,5 163,7 0,000 3,5E+35
Logistico—b Homogénea 1600,0 167,2 0,000 2,0E+36
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Tabela 7. Continuacao

Brody Homogénea 1601,5 168,7 0,000 4,3E+36
Lopez—b Homogénea 1602,8 170,0 0,000 8,2E+36
Logistico Homogénea 1604,3 1715 0,000 1,7E+37

Lopez Homogénea 1604,8 172,0 0,000 2,2E+37
Brody — b Homogénea 1628,8 196,0 0,000 3,6E+42

Y Informagéo do critério de Akaike

2 Delta

3 Probabilidade de Verossimilhanca

4 Razdo de evidéncia

5 Modelo ajustado sem efeito de polimorfismo no parametro b

Ap0s a escolha do modelo, foi avaliado se ha influéncia do polimorfismo para cada
pardmetro do modelo ndo-linear misto. Observou-se que ha diferenca nos perfis das curvas de
crescimento para a caracteristica massa corporal (Figura 6), confirmando a influéncia do SNP
BIEC2-808543 sobre o perfil da curva para esta caracteristica.

27



600 1T 600 TC

500 500
I a I
Z 400 f— 400
[ o
) ]
£ 300 £ 300
[=] [=]
(W] W
[4-} [4-}
@ 200 @ 200
1) (1)
= =
100 L= 381,28-334,63exp(-0,004644.1) 100 p= 445,79-388,15exp(-0,004161.t)
0 0
0 500 1000 0 500 1000
Idade (dias) Idade (dias)
600
500
&
= 400
[
=]
£ 300
[=]
(W]
3 200
1)
=
100

u= 482,78 - 423,94exp(-0,003655.t)

0 200 400 600 800 1000
Idade (dias)

Figura 6. Dados observados (A), valores preditos (linha solida) e intervalos de confianga 95%
(linhas tracejadas) do massa corporal dos equinos da raca Brasileiro de Hipismo. Gréfico a:
gendtipo TT, grafico b: genotipo TC, e gréfico c: genotipo CC

De acordo com o parametro Y, que prediz a massa corporal assintética a maturidade os
animais com genétipo TT foram mais leves quando comparados com 0s que apresentaram 0s
genotipos TC e CC ao nivel de 5% de significancia. Nao houve diferenca significativa entre os
gendtipos TC e CC (Figura 7).

28



Massa Corporal

Maturidade (YY)

600
0
= 483 A
=< 500 446 A
=
. 3818
2 400
=
=
2 300
=
S 200
(=18
S
S 100
=T
2
= o

T TC cc

Figura 7. Massa corporal a maturidade para o polimorfismo do gene LCORL (BIEC2-808543)
em equinos da raca Brasileiro de Hipismo. Gendtipo TT =yf1, genotipo TC = yf2 e gendtipo
CC=yf3

O modelo de Brody (1945) admite que a taxa de crescimento € inversamente
proporcional a caracteristica avaliada e a idade do individuo, entretanto apesar de observarmos
essa inversa proporcionalidade, onde a taxa de crescimento dos menores animais (genétipo TT)
é superior a taxa de crescimento animais heterozigotos (gendtipo TC), que por sua vez é
superior aos maiores animais (CC); essa diferenga ndo foi significativa. (Figura 8).
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Figura 8. Taxa de crescimento referente a massa corporal para o polimorfismo do gene LCORL
(BIEC2-808543) em equinos da raca Brasileira de Hipismo. Gen6tipo TT = k1, gendtipo TC =
k2 e gendtipo CC = k3
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4.2.2 Variavel altura na cernelha (AC)

O modelo misto que melhor descreve a curva de crescimento para a variavel altura na
cernelha é o de Von Bertalanffy (1957) (ajustado sem efeito de polimorfismo no parametro b)
associado com a variancia assintotica, que é ponderada de acordo com 0 tempo, ou seja a
variancia vai aumentam ao longo do tempo até que se alcance um platd. Sendo este 0 modelo
que melhor se ajustou a todos os critérios de Akaike.(tabelas 8 e 9). Como podemos observar
na tabela 8 os modelos pouco diferiram entre si o que realmente definiu o modelo que melhor
descreve a variavel AC foi a variancia assintatica.

Diferindo do relatado por Santos et al. (1999) que recomendam o modelo de Weibull
para descricao da curva de crescimento da variavel altura na cernelha em cavalos pantaneiros e
de Santos et al. (2007) que recomenda 0 modelo de Richard para a mesma varidvel utilizando
a mesma raca. McManus et al. (2010) em estudos com cavalos do criatorio do exército
brasileiro, citam o modelo de Brody como o melhor para a descricdo de crescimento desta
variavel. Essas diferencas na escolha do modelo provavelmente ocorreram por causa da numero
de animais e de observag6es em cada trabalho, pois todos os autores testaram 0s mesmos cinco
modelos nao-lineares simples: Brody, Richards, Gompertz, Logistico e Weibull, entretanto em
nenhum dos trabalhos foram feitas tentativas para corrigir a heterogeneidade de variancia ao
longo do tempo.

Tabela 8. Valores de Akaike e os critérios de verossimilhanca para os melhores modelos
ajustado para variavel altura na cernelha (AC) em equinos da raca BH

MODELO VARIANCIA  AlCC! A? w3 ER*
Von Bertalanffy —b®>  Assintdtica  -541,3 0 0,118 1,0E+00
Gompertz - b Assintotica -541,2 0,1 0,112 1,1E+00
Brody - b Assintética -541,0 0,3 0,102 1,2E+00
Logistico - b Assintotica -541,0 0,3 0,102 1,2E+00
Brody Assintotica -540,5 0,8 0,079 1,5E+00
Gompertz Assintética -540,4 0,9 0,075 1,6E+00
Von Bertalanffy Assintotica -540,4 0,9 0,075 1,6E+00
Lopez Homogénea -540,3 1,0 0,072 1,6E+00
Y Informagéo do critério de Akaike
2 Delta

% Probabilidade de Verossimilhanga
4 Razdo de evidéncia
5 Modelo ajustado sem efeito de polimorfismo no parametro b
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Tabela 9. Valores de Akaike e os critérios de verossimilhanca para os piores modelos ajustado

para variavel variavel altura na cernelha (AC) em equinos da raga BH.

MODELO VARIANCIA  AlCC! A? w3 ER*
Lopez Exponencial -538,7 2,6 0,032 3,7E+00
Lopez Assintotica -538,0 33 0,023 5,2E+00
Brody - b Homogénea -5637,5 3,8 0,018 6,7E+00
Brody Homogénea -537,4 3,9 0,017 7,0E+00
Von Bertalanffy -b ~ Homogénea -537,2 4,1 0,015 7,8E+00
VVon Bertalanffy Homogénea -537,0 4,3 0,014 8,6E+00
Gompertz - b Homogénea -5637,0 4,3 0,014 8,6E+00
Gompertz Homogénea -536,8 4,5 0,012 9,5E+00
Logistico Homogénea -536,2 51 0,009 1,3E+01
Logistico — b® Homogénea -536,2 51 0,009 1,3E+01
Von Bertalanffy - b Escalonada -536,1 5,2 0,009 1,3E+01
Brody Escalonada -536,0 5,3 0,008 1,4E+01
Brody - b Escalonada -536,0 5,3 0,008 1,4E+01
Gompertz - b Escalonada -535,9 54 0,008 1,5E+01
Von Bertalanffy Escalonada -535,6 57 0,007 1,7E+01
Gompertz Escalonada -535,5 5,8 0,007 1,8E+01
Logistico - b Escalonada -535,5 5,8 0,007 1,8E+01
Brody - b Exponencial -5635,3 6,0 0,006 2,0E+01
Brody Exponencial -535,2 6,1 0,006 2,1E+01
Von Bertalanffy - b  Exponencial -5635,1 6,2 0,005 2,2E+01
Gompertz - b Exponencial -534,9 6,4 0,005 2,5E+01
Logistico Escalonada -534,9 6,4 0,005 2,5E+01
\Von Bertalanffy Exponencial -534,8 6,5 0,005 2,6E+01
Gompertz Exponencial -534,6 6,7 0,004 2,9E+01
Logistico - b Exponencial -534,3 7,0 0,004 3,3E+01
Lopez - b Homogénea -534,2 7,1 0,003 3,5E+01
Logistico Exponencial -534,0 7,3 0,003 3,8E+01
Lopez - b Exponencial -5632,5 8,8 0,001 8,1E+01
Lopez - b Escalonada -5632,0 9,3 0,001 1,0E+02
Lopez Escalonada 541,3 0,000 3,5E+117
Logistico Assintotica 541,3 0,000 3,5E+117
Lopez - b Assintotica 541,3 0,000 3,5E+117

Y Informagéo do critério de Akaike
2 Delta

3 Probabilidade de Verossimilhanca
4 Razdo de evidéncia

> Modelo ajustado sem efeito de polimorfismo no parametro b.
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Escolhido 0 modelo, avaliou-se se ha influéncia do polimorfismo em cada parametro do
modelo ndo-linear misto. Observou-se que h& diferenca nos perfis das curvas de crescimento
para a caracteristica altura na cernelha (AC) como demonstrado na Figura 9. O que indica a
influéncia do polimorfismo BIEC2-808543 sobre o perfil da curva de crescimento para esta
variavel.

Esses resultados corroboram com os Signer-Hasler et al. (2012) onde o alelo C do SNP
BIEC2-808543 T/C esta associado a maiores valores de altura na cernelha em cavalos Franches-
Montagnes (FM) e com os resultados de Metzger et al. (2013) que relata a associagdo desse
mesmo polimorfismo a altura na cernelha dentro e entre racas de cavalos, sendo o genotipo TT
mais frequente em animais com altura na cernelha inferior a 1,48m (poneis); o gen6tipo TC
mais frequentes em animais com AC entre 1,30 e 1,60m e a maior frequéncia do homozigoto
CC foi observada em animais com altura na cernelha superior a 1,60m. Segundo esses autores
0 alelo C esta associado a reducdo da expressdo do gene LCORL, em cavalos de maior porte,
pois nos equinos que apresentaram o geno6tipo CC, o gene LCORL foi cerca de 56% menos
expresso e nos heterozigotos TC 40% menos expresso quando comparados com oS menores
cavalos, os que possuiam genoétipo TT. E discutem que a proteina apresenta motivos de fatores
de transcricdo e por esta razdo sdo essenciais em varios processos biologicos. Tozaki et al.,
2015 ao investigarem a variabilidade genética do mesmo SNP em cavalos de racas pesadas
(Percheron e Bretd) e de racas leves nativas do Japao (Kiso e Yonaguni) observaram que todos
0s animais das racas pesadas possuiam o genétipo CC, enquanto que todos os das ragas nativas
apresentaram o gendtipo TT. Os mesmos autores ao avaliarem a influéncia deste polimorfismo
sobre as variagdes de peso e altura em animais da raga Puro Sangue durante a fase de pré-treino
ndo encontraram o geno6tipo CC na populagdo em estudo, todavia os animais com genétipo TC
foram significativamente (p>0,05) maiores (AC), mais pesados e possuiam propor¢do peso
corporal / altura na cernelha superior, quando comparados com o0s animais com genotipo TT.

Apesar de encontrarmos na literatura trabalhos de associacdo deste polimorfismo a
altura de cernelha em cavalos, ndo ha trabalhos de associacdo desta variacdo génica a
parametros da curva de crescimento, afim de estimar o efeito do polimorfismo sobre perfil da
curva de crescimento.
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Figura 9. Dados observados (A), valores preditos (linha sé6lida) e intervalos de confianga 95%
(linhas tracejadas) da altura de cernelha dos equinos da raca Brasileiro de Hipismo. Gréafico a:
gendtipo TT, grafico b: genotipo TC, e grafico c: genotipo CC.

Para o parametro Yt que prediz a altura na cernelha assintética a maturidade, os animais
com gendtipo TT foram mais baixos quando comparados com 0s que apresentaram 0s genétipos
TC e CC ao nivel de 5 % de significancia. Nao houve diferenca significativa entre os genétipos
TC e CC (Figura 10). No entanto a altura na cernelha assintotica (Yr) para cada genotipo ndo é
obrigatoriamente a altura deste animais na fase adulta, mas sim a média a ser atingida
independente de condicBes sazonais. Os valor estimados pelo modelo para cada genotipo, esta
representado pela figura 10.
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Figura 10. Altura na Cernelha a maturidade para o polimorfismo do gene LCORL (BIEC2-
808543) em equinos da raca Brasileira de Hipismo. Genétipo TT = yfl, gen6tipo TC = yf2 e
gendtipo CC = yf3.

O modelo de Von Bertalanffy (1957) baseia-se na suposicdo de que a taxa de
crescimento resume-se na diferenca entre as taxas de anabolismo e catabolismo do individuo.
O parémetro k que representa a taxa de crescimento relacionada a altura na cernelha néo diferiu
entre os gendtipos (Figura 11).
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Figura 11. Taxa de crescimento referente a altura na cernelha (AC) para o polimorfismo do
gene LCORL (BIEC2-808543) em equinos da raca Brasileira de Hipismo. Gen6tipo TT = k1,
genotipo TC = k2 e gendtipo CC = k3.
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4.2.3 Variavel altura na garupa (AG)

Na avaliacdo do crescimento para a variavel altura na garupa o modelo misto
proveniente da associagdo do modelo de Brody (1945) a variancia assinttica, que € ponderada
em funcédo do tempo, até que se alcance um plat6, foi o que melhor descreveu o crescimento de
equinos da raca BH para esta variavel, sendo este 0 modelo que melhor se ajustou aos critérios
de Akaike (Tabela 10 e 11). Como podemos observar na tabela 10, com excecdo do modelo de
Lopes, os modelos pouco diferiram entre si, o que realmente definiu o0 modelo que melhor
descreve a variavel AG foi a variancia assintotica.

N&o foram encontrados trabalhos sobre curvas de crescimento especificamente para a
variavel altura na garupa, possivelmente por ser mais habitual medir a altura dos equinos pela
altura na cernelha. Contudo Pinto et al. (2005) ao realizarem a avaliagdo morfométrica de potros
da raca Mangalarga Marchador, a partir da analise de componentes principais, relatam que em
potros recém-nascidos de ambos 0s sexos, a caracteristica altura na garupa esta entre os
componentes principais necessarios para explicar um percentual minimo de 80% da variagédo
total existente e descartam a necessidade de mensuracdo da variavel altura na cernelha para
avaliacdo do crescimento em potros desta idade, pois, segundo a analise efetuada esta variavel
ndo apresenta variacdo importante ou esta fortemente relacionada com uma das variaveis
selecionadas, sendo possivel reduzir o numero de variaveis morfométricas de 25 para nove, em
potros, e para 7 em potras com a mesma idade. Neste mesmo trabalho ao analisarem potros de
um ano a altura na garupa juntamente com a largura da anca foram capazes de explicar cerca
de 62,8% da variacdo total existente, evidenciando a importancia desta variavel na analise de
crescimento em equinos, mesmo sendo diretamente proporcional a altura na cernelha.

Tabela 10. Valores de Akaike e os critérios de verossimilhanca para os melhores modelos
ajustado para varidvel altura na garupa (AG) em equinos da raca Brasileiro de Hipismo.

MODELO VARIANCIA AICC! A2 w3 ER*
Brody Assintotica  -577,0 0 0,115 1,0
Von Bertalanffy Assintotica  -576,6 0,4 0,094 1,2
Gompertz Assintética  -576,4 0,6 0,085 1,3
Logistico Assintética  -575,7 1,3 0,060 1,91
Von Bertalanffy —b°®>  Assintdtica  -574,5 2,5 0,033 3,49
Brody - b Assintotica  -574,4 2,6 0,031 3,67
Gompertz - b Assintética  -574,2 2,8 0,028 4,05

Y Informagéo do critério de Akaike

2 Delta

3 Probabilidade de Verossimilhanca

4 Razdo de evidéncia

> Modelo ajustado sem efeito de polimorfismo no parametro b.
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Tabela 11. Valores de Akaike e os critérios de verossimilhanca para os piores modelos ajustado
para variavel variavel altura na cernelha (AC) em equinos da raca Brasileiro de Hipismo

(continua)

MODELO VARIANCIA AlICC! A2 w3 ER*

Brody Homogénea  -573,5 3,5 0,020 5,75

VVon Bertalanffy Homogénea  -572,8 4,2 0,014 8,17

Gompertz Homogénea  -572,4 4,6 0,011 9,97
Brody Escalonada  -571,6 5,4 0,008 14,87
Brody Exponencial  -571,4 5,6 0,007 16,44
Logistico Homogénea  -571,3 5,7 0,007 17,29

VVon Bertalanffy Escalonada  -570,9 6,1 0,005 21,11
Brody — b° Homogénea  -570,7 6,3 0,005 23,34
VVon Bertalanffy Exponencial  -570,7 6,3 0,005 23,34
Gompertz Escalonada  -570,6 6,4 0,005 24,53
Gompertz Exponencial  -570,3 6,7 0,004 28,50
Von Bertalanffy -b ~ Homogénea  -569,7 7,3 0,003 38,47
Logistico Escalonada  -569,6 7,4 0,003 40,45
Logistico Exponencial  -569,3 7,7 0,002 46,99
Gompertz - b Homogénea  -569,2 7,8 0,002 49,40
Brody - b Escalonada  -568,5 8,5 0,002 70,10
Brody - b Exponencial  -568,4 8,6 0,001 73,69

Von Bertalanffy - b Escalonada  -567,9 9,1 0,001 94,63
Logistico - b Homogénea  -567,8 9,2 0,001 99,48
Gompertz - b Escalonada  -567,6 94 0,001 109,94
Von Bertalanffy -b ~ Exponencial  -567,5 9,5 0,001 115,58
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Tabela 11. Continuagéo

Gompertz - b Exponencial
Logistico - b Escalonada
Logistico - b Exponencial
Logistico - b Assintotica

0,001 141,17
0,001 172,43
0,000 244,69
0,000 812,40

Y Informagéo do critério de Akaike
2 Delta

3 Probabilidade de Verossimilhanca
4 Razéo de evidéncia

> Modelo ajustado sem efeito de polimorfismo no parametro b.

Selecionado o modelo que melhor descreve a variavel altura na garupa (AG), avaliou-
se a influéncia do polimorfismo em parametros do modelo ndo-linear misto derivado do modelo
de Brody (1945) associado a variancia assintotica. Observou-se que ha diferencga nos perfis das
curvas de crescimento para a variavel altura na garupa (AG) como demonstrado na Figura 12.
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Figura 12. Dados observados (A), valores preditos (linha sdlida) e intervalos de confianga 95%
(linhas tracejadas) da altura na garupa dos equinos da raga Brasileiro de Hipismo.
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Para o parametro Y que prediz a altura na garupa assintotica a maturidade, os animais
com gendtipo TT foram mais baixos quando comparados com 0s que apresentaram o0s genétipos
TC e CC (P<0,05). Ndo houve diferenca significativa entre os genotipos TC e CC (Figura 13).
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Figura 13. Altura na Cernelha a maturidade para o polimorfismo do gene LCORL (BIEC2-
808543) em equinos da raca Brasileira de Hipismo. Gendtipo TT = yf1, gen6tipo TC = yf2 e
gendtipo CC = yf3.

Assim como na caracteristica peso o melhor modelo foi 0 modelo de Brody (1945) que
admite uma taxa de crescimento inversamente proporcional a altura na garupa, entretanto apesar
de observarmos essa inversa proporcionalidade, onde a taxa de crescimento dos menores
animais (0s que apresentam o gendtipo TT) € superior a taxa de crescimento dos maiores (0s
que apresentam gendtipo TC e CC), essa diferenca ndo é significativa (Figura 14).
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Figura 14. Taxa de crescimento referente a altura na cernelha para o polimorfismo do gene
LCORL (BIEC2-808543) em equinos da raca Brasileira de Hipismo. Gendtipo TT = k1,
gendtipo TC = k2 e gendtipo CC = k3.
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Nos criatorios geralmente os cavalos sdo medidos e pesados, entretanto ndo possuem
uma curva de referéncia para auxiliar na interpretacdo das informacdes coletadas, logo a
utilizacdo das curvas de crescimento como referéncia permite que os criadores possam avaliar
precocemente o desenvolvimento dos potros, tomando decisdes adequadas de manejo e selecéo
conforme o padréo da raca e necessidade do criatorio. O desenvolvimento ideal dos potros deve
estar nas faixas de variacdo definidas pelas curvas. Potros que estdo com peso ou altura abaixo
ou acima da respectiva curva de crescimento devem receber maiores atencdes, visando
identificar as provaveis causas do sub ou super desenvolvimento (Santos et al., 2007).
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5 CONCLUSOES

A variacdo génica descrita na regido promotora do gene MSTN ndo foi observada,
estando o alelo T fixado na populacdo. O SNP BIEC2-808543 estéa significativamente associado
as caracteristicas: altura na cernelha (AC), altura na garupa (AG) e massa corporal,
influenciando o perfil da curva de crescimento destas variaveis em equinos da raca BH. Os
animais que apresentaram o gendtipo TT foram menores e mais leves quando comparados com
0s demais genotipos, no entanto os individuos com genotipo TC e CC néo diferiram entre si em
nenhuma das estimativas das variaveis avaliadas. Este polimorfismo pode ser utilizado como
marcador molecular para a selecdo precoce de potros quanto as trés caracteristicas avaliadas.
Os modelos ndo-lineares mistos sdo de fato promissores para a descricdo de curvas de
crescimento de equinos, pois 0s modelos simples ndo diferiram muito entre si 0 que definiu a
selecdo do modelo foi a variancia, sendo para massa corporal a variancia escalonada e para as
alturas (na cernelha e na garupa) a variancia assintética.
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