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RESUMO

MAAGH, Francine Bastos. Influéncia da mutag&o no exon 2 do gene
SLC36A1 (Solute Carrier family 36 member 1) no fenétipo champanhe em
cavalos crioulos. 2014. 49f. Trabalho de Conclusédo de Curso— Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A raca de cavalo crioulo possui grande importancia para o agronegocio
brasileiro. Sendo que estes animais possuem caracteristicas significantes como
rusticidade e fécil adaptacdo ao clima, nutricdo e solo. Levando em
consideracdo, que a caracteristica fenotipica € um importante critério de
selecdo para os criadores de animais, € de grande valia o entendimento
molecular que determina de que forma ocorre o controle genético para cor da
pelagem em equinos. Sabe-se que para isso ocorre o envolvimento de genes
que definem a capacidade de produzir pigmento melanico basico ou ainda que
atuam diluindo a cor da pelagem. Essas variagdes no revestimento s&o
provenientes de uma variedade de mutacdes que interferem na atua¢céo normal
do gene em diversas fases da produgéo de pigmento. Existem pelo menos trés
genes envolvidos nas variantes diluidas, entre eles, o gene responséavel pela
diluicdo champanhe que pertence a familia Solute Carrier family 36 member 1
(SLC36A1) envolvido na produgéo de pigmento em equinos. Desta forma, o
objetivo do presente trabalho foi investigar a existéncia da diluicdo champanhe
e a base molecular que gera modificagBes fenotipicas para esta diluicdo em
cavalos da raca crioula. Foram utilizadas dez amostras de cavalos de criadores
registrados na Associacdo Brasileira de Cavalos Crioulos, dessa forma a partir
das amostras de sangue foi realizada a extragdo de DNA e a amplificagéo in
vitro da regi@o de interesse com primers especificos para posterior
sequenciamento. Os resultados obtidos com o alinhamento das sequéncias
evidenciam que ndo ha mutagéo na regido analisada nas amostras de cavalo
crioulo quando comparadas com a amostra controle para a mutagéo. Tal fato
sugere que a andlise pode ndo ter sido realizada em amostras com padrédo
champanhe ou a inexisténcia desta diluicdo na pelagem da raga crioula. Ainda,
foi constatada a presengca de dois pontos onde ocorreu troca de bases
demonstrando a possibilidade de muta¢cées na amostra referente a um cavalo
Lobuno, o que pode ter relagdo com um padrdo champanhe no cavalo crioulo
em um ponto ainda nao descrito. Dessa forma, sdo necessarias analises com
um namero maior de amostras de cavalos Lobunos para amplificacdo e analise
do ponto onde ocorreu a mudanga de bases, para verificar se realmente essa
troca de bases € uma mutagdo recorrente ou somente uma mutagdo causal
ndo codificante. Neste sentido, a pesquisa relacionada a pelagem pode
contribuir para otimizacdo ou criacdo de novos testes moleculares visando a
selecdo e melhoramento genético animal de acordo com as caracteristicas
desejadas pelo produtor.

Palavras-chave: Cavalo Crioulo; Mutagéo; Exon dois; Diluicdo; Gene SLC36A1;
Loci Champanhe (CH).



ABSTRACT

MAAGH, Francine Bastos. Mutation Influence on exon 2 of the gene
SLC36A1 (Solute Carrier family 36 member 1) on the phenotype
champagne in Crioulo horses. 2014. 49f. Trabalho de Concluséo de Curso—
Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The Crioulo horse breed has great importance to the Brazilian agribusiness as
these animals have significant features, like hardiness and easy adaptation to
climate, nutrition and soil. Taking into consideration that the phenotypic trait is
an important selection criterion for animal breeders, it is of great value that the
molecular understanding that determines how the genetic control occurs in the
pelage color in equines. It is known that for this to happen occurs the
involvement of genes that define the ability to produce the basic melanin
pigment or that even act diluting the pelage color. These variations in the
coating come from a variety of mutations which interfere with the normal role of
the gene in various stages of pigment production. There are at least three
genes involved in the diluted variants, among them there is the gene
responsible for the champagne dilution and that belongs to the family Solute
Carrier family 36 member 1 (SLC36A1) involved in pigment production in
equines. Thus, the aim of this study was to investigate the existence of
champagne dilution and the molecular basis that generates phenotypic changes
to this dilution in horses from the Crioulo breed. Ten samples of horses were
used from the Brazilian Association of Crioulo Horses. Moreover, from the blood
samples were performed the DNA extraction and the in vitro amplification of the
region of interest with specific primers for further sequencing. The obtained
results with the sequences alignment show that there is no mutation in the
analyzed region in the Crioulo horses samples when compared to the control
sample for the mutation. Such fact suggests that the analysis may not have
been performed on samples with the champagne standard or the non-existence
of this dilution in the Crioulo breed pelage. Furthermore, the presence of two
points was found where occured exchange of bases, demonstrating the
possibility of mutations in the sample regarding a Lobuno horse, which may be
related to a champagne standard in the Crioulo horse at a point not yet
described. Therefore, analysis with a greater number of Lobuno horse samples
are necessary for amplification and analysis of the point where the base change
has occurred, to verify whether this exchange of bases is actually a recurrent
mutation or only a non-coding casual mutation. In this regard, the research
related to the pelage may contribute to the optimization or creation of new
molecular tests aiming the selection and the improvement of animal genetics
according to the desired characteristics by the animal breeder.

Keywords: Crioulo horse; Mutation; Exon two; Dilution; SLC36A1 gene; Loci
Champagne (CH).
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1. Introducéo

A raca de cavalo crioulo € muito conhecida e possui grande
importancia no agronegdcio brasileiro, em especial, no Rio Grande do Sul. O
cavalo crioulo teve sua origem a partir de animais de sangue Andaluz, Berbere
e do Arabe trazidos por espanhois, durante a colonizagdo das Américas.S&0
animais ruasticos, ageis e que se adaptam a diversos fatores, entre eles, clima,
nutricdo e o solo (GIACOMONI, 2007).

Com relacdo a pelagem, o cavalo crioulo do Brasil, possui uma grande
variedade, as quais séo classificadas em 55 subdivisdes, relacionadas a tipo
depelagem, variacdes de tonalidade e particularidades (MOREIRA et al.; 2010).
Ainda, existem mais de 150 genes identificados que influenciam de diversas
formas a pigmentacdo, atuando na formacdo de células especializadas na
producédo de melanina e distribuicio da mesma (CIESLAK et al.; 2011;
HUBBARD et al.; 2010).

A determinacdo genética para cor da pelagem em equinos tem o
envolvimento de no minimo 30 genes identificados que definem a capacidade
de produzir pigmento meléanico para coloragdo bésica (baia, castanha ou preta),
que atuam produzindo manchas ou pigmentagéo especifica e ainda diluindo a
cor da pelagem, ou seja, modificando a cor base, diminuindo sua intensidade.
Tais variagbes no revestimento sdo ocasionadas por uma variedade de
mutagdes, incluindo, Single-Nucleotide Polymorphism (SNP), duplicagdes,
insercdes e delegdes que interferem na atuacdo normal do gene em diversas
fases da producgéo de pigmento (SPONENBERG, 2003; CIESLAK et al.; 2011;
VALLE; LEON, 2012).

Na literatura, sdo descritos pelo menos trés genes de diluicdo em
equinos, controlados pelo loci Champanhe (CH), Silver ou (Z) e Cream (CR)
(THIRUVENKADAN et al.; 2008). O gene responséavel pela diluicdo champanhe
pertence a familia SLC36A1 (Solute Carrier 36 family A1), sendo que este gene
codifica uma proteina simportadora que atua no transporte de
proton/aminoacido através do movimento transmembrana (THWAITES;
ANDERSON, 2011; COOK et al.; 2008).

Segundo, COOK et al. (2008) em sua pesquisa,uma mutagdo nao

sinbnima no segundo exon do gene SLC36A1 mostrou associagdo completa



com fendtipo de diversas racas de equinos para pelagem denominada
champanhe.

Desta forma, torna-se relevante realizar investigacdes relacionadas
com a base molecular que gera modificacdes fenotipicas para a pelagem
diluida champanhe em cavalos da raca crioula. Assim, contribuindo para
otimizacdo ou criacdo de novos testes moleculares visando a selecdo e
melhoramento genético animal de acordo com as caracteristicas desejadas
pelo produtor a partir desta raga que tem evidente importancia econdmica para

0 pais.



17

2. Objetivos

2.1.0bjetivo Geral

Analisar a ocorréncia de mutagcéo no exon 2 do gene SLC36Al e sua
relagdo com as caracteristicas fenotipicas de diluicdo champanhe na pelagem

de cavalos da raga crioula.

2.2.0bjetivos Especificos

Verificar a ocorréncia de mutagcdo no gene SLC36Al em diversas
pelagens possivelmente diluidas de cavalos da raga crioula.

Analisar comparativamente a ocorréncia de outras alteragbes
nucleotidicas nas sequéncias das amostras de cavalos crioulos quando

comparadas com uma sequéncia controle sem mutagao.
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3. Revisao de Literatura

3.1.Cavalo crioulo

A criagdo de equinos tem uma significante importancia comercial,
sendo o Brasil um dos paises que se encontra em evidéncia neste mercado.
De acordo com o Ministério da Agricultura, até o presente ano, o Brasil possui 0
maior rebanho na América Latina e o terceiro na classificagdo mundial, com
aproximadamente oito milhdes de animais, movimentando R$ 7,3 bilhdes
somente com a producéo de cavalos.

A América do Sul possui umas das racas de cavalos mais vigorosas do
mundo, o cavalo crioulo, observado na (Fig.1). Existem variacfes na estatura e
requinte dependendo da regido. Embora, alguns tipos sejam bastante
diferenciados do crioulo bésico, como crioulo da Argentina e do Uruguai, todos
descendem da mesma criagdo espanhola sendo introduzidos pelos
colonizadores no século XVI (SILVER, 2000). A origem desses animais se da
principalmente, a partir de animais de sangue Andaluz, Berbere e do Arabe
tendo como caracteristica a facil adaptacéo ao clima, nutricdo e o solo além de
possuir grande resisténcia e agilidade (GIACOMONI, 2007). Existem
afirmacgdes de que a distribuicdo de cores nas pelagens do tipo baia e ruiva
evoluiu como coloragdo conferindo protecao natural ao animal (SILVER, 2000).

Figura 1 - Imagem referente ao Cavalo Crioulo.
Foto: Francine Maagh.
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Com o crescimento econdmico relacionado coma reprodugdo de
cavalos e a procura por animais com alto valor genético, estudos feitos visando
o melhoramento podem auxiliar na obtencdo de animais ndo s6 com morfologia
e fisiologia desejada para o desempenho esportivo, mas também,
caracteristicas fenotipicas especificas visadas pelo criador (LEON;
COLLARES, 2012). Dessa forma, a pelagem merece destaque, tanto por seu
valor estético de coloragdo quanto por muitas vezes determinar patologias
relacionadas com um padréo de cor de pelos. Assim, pesquisas moleculares
relacionadas a pelagem podem contribuir na identificagdo de genes e mutacdes
responsaveis pelas variantes na cor do pelo, podendo aprimorar ou
desenvolver novos testes de diagnostico molecular e de selegcdo genética
(THIRUVENKADAN et al.; 2008).

3.2.A formagéao da cor da pelagem em equinos

A formacgéo do pigmento que confere a coloragdo na pelagem de cavalos
ocorre principalmente com o desenvolvimento de células especializadas na
producdo/distribuicdo de melanina e através de enzimas envolvidas nas
cascatas bioquimicas para formagdo de melanina (eumelanina ou feomelanina)
nos melanossomos. Sendo necessario, para que ocorra este processo, 0
envolvimento de genes que comandam estas etapas que vao desde a
migracdo e desenvolvimento dos melandcitos,a formacdo de melanossomos,
melanogénese até a transferéncia do melanossomo para quertindcitos ou
foliculo piloso em determinadas regibes (OLIVEIRA et al; 2003;
SPONENBERG, 1997; THIRUVENKADAN et al.; 2008).

3.2.1. Melandcitos e Biogénese do Melanossoma

A melanina é um pigmento sintetizado em pequenas vesiculas
intracitoplasmaticas chamadas melanossomas que sdo produzidas dentro de
melandcitos, sendo estes, células dendriticas embriologicamente derivadas dos
melanoblastos (provenientes da crista neural) e especializadas na biossintese
desse pigmento (SULAIMON et al.; 2003; THIRUVENKADAN et al.; 2008).
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Inimeras citocinas, fatores de transcricdo e de crescimento estdo
envolvidos como suporte para diferenciagdo de melandcitos e sintese de
melanossomos. Uma vez estabelecido o destino desta célula que pode ser
disposta em diversos locais, como exemplo, olhos (epitélio pigmentar retiniano,
corbide e iris), matriz dos pelos e pele, come¢am a serem produzidos o0s
melanossomos (BOISSY, 1988; SULAIMON et al.; 2003). Os melanossomos
sdo organelas especializadas na sintese e armazenamento de melanina e
depdsito de tirosinase, enzima produzida pelos ribossomos e que possui papel
fundamental na sintese de melanina (KUSHIMOTO et al.; 2001; MOSHER et
al.; 1999).

O desenvolvimento e diferenciagdo de melandcitos, a sintese de
melanossomos e migragdo ocorrem através de uma cascata de sinalizagédo
molecular que envolve diversos receptores de melandécitos que desempenham
papeéis cruciais nestas etapas. Como exemplo, Endothelin Receptor Type B
(EDNRB) juntamente com seu ligante Endothelin 3 (EDN3), v-kit Hardy-
Zuckerman4 feline sarcoma viral oncogene homolog (KIT) com seu ligante KIT
ligand (KITL) e fatores de transcricdo como, Microphthalmia-associated
transcription factor (MITF) que atua no processo de diferenciacdo dos
melandcitos, na regulacdo da expressédo de proteinas envolvidas na sintese de
melanina e ainda aciona uma via de sobrevivéncia dos melandcitos (CIESLAK
et al.; 2011; REID et al.; 1995; VIDEIRA et al., 2013). Os melanossomos
possuem proteinas estruturais como a Melanocyte protein 17 precursor
(PMEL17/ SILV), proteinas relacionadas com a regulacdo do potencial
Hidrogenibnico (pH) atuando na forma de canais de transporte de membrana,
como a Proteina P (P- Protein) também conhecida por OCA2, proteinas de
membrana da superfamilia transportadora de soluto como, SLC36A1 e ainda
enzimas relacionadas com a melanogénese e tipo de melanina produzida,
como exemplo, Tyrosinase (TYR), Tyrosinase Related Protein 1 e 2 (TYRP1 -
TYRP2) e Dopachrome Tautomerase (DCT) (CIESLAK et al.; 2011; COSTIN et
al.; 2007).

A formacédo do melanossomo passa por estagios de maturacdo, sendo
basicamente, quatro niveis de diferenciacdo de acordo com a sua estrutura,
quantidade e arranjo de melanina produzida. Desta maneira, a evolugcéo

morfolégica comega com estruturas despigmentadas sem atividade da
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tirosinase e sem elementos estruturais internos, apenas, uma matriz
filamentosa pouco definida (estagio | ou pré-melanossomo), posteriormente é
detectada a presenca e atividade de tirosinase e da proteina estrutural
PMEL17, sendo que esta confere a formagdo de fibras alongadas ao
melanossoma (estagio 1), no estagio (Il e IV) o pigmento passa a ser
depositado nas fibrilas internas e por fimas organelas ficam altamente
preenchidas de melanina e com baixa atividade de tirosinase. Assim a
melanogénese nos mamiferos € dependente de componentes funcionais e
estruturais, sendo estes, as enzimas e matriz, respectivamente (BERSON et
al.; 2001; CIESLAK et al.; 2011; KUSHIMOTO et al., 2001; MACHADO, 2006).

3.2.2. Melanogénese e tipos de Melanina

Um aspecto importante para que ocorra a melanogénese é o
desencadeamento do processo de sintese do tipo de melanina. Os melandcitos
possuem o receptor de superficie chamado Melanocortin 1 receptor (MC1R) ao
qual se liga o horménio pituitario Melanocyte-Stimulating Hormones (a-MSH)
para sintese de eumelanina ou ainda pode ocorrer a ligacdo da proteina de
sinalizacdo ASIP (Agouti Signalling Peptide), que atua bloqueando a ligagéo do
a-MSH no mesmo receptor, acarretando na produgdo de feomelanina
(THIRUVENKADAN et al.; 2008). Além disso, existe a proteina B-Defensina
103 B (CBD103) que atua alternando a produgéo de eumelanina e feomelanina
(CIESLAK et al.; 2011). Assim a pigmentagdo € principalmente determinada
pela quantidade relativa de duas melaninas basicas, a eumelanina, envolvida
com a pigmentagdo preta e marrom e a feomelanina, com a pigmentacéo
vermelha e amarela (LE PAPE et al.; 2008). Em geral, a morfologia do
melanossoma tem relagdo com o tipo de melanina produzida. Sendo que o
eumelanossoma é eliptico e contém matriz fibrilar, enquanto o melanossoma
que produz feomelanina tem formato variavel, contudo, apresenta normalmente
uma estrutura vesiculoglobular (SLOMINSKI et al., 2003).

Ambos os pigmentos sdo sintetizados a partir da tirosina que é obtida
atravées da conversdo da fenilalanina por acdo da enzima fenilalanina

hidroxilase. A tirosina é um aminoacido que é convertido através da enzima
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tirosinase em subprodutos que participam de cascatas bioquimicas para
geracdo de ambos os pigmentos (HEARING et al.; 1991). A sintese de
tirosinase ocorre nos ribossomos que se encontram aderidos & membrana da
superficie do reticulo endoplasmético rugoso, sendo entdo, transferida para o
complexo de Golgi ocorrendo assim a formacdo de uma vesicula formada a
partir de um precursor endossomal/ lisossomal, sendo esta a etapa de
transicdo do estagio Ipara o estdgio Il de formagdo do melanossomo onde,
comecga 0 processamento da tirosina para gerar o pigmento. Sendo que, este
processo de formag&o vesicular e constituintes deste processo ainda nédo sao
totalmente compreendidos (ANCANS et al.; 2001; CIESLAK et al.; 2011;
KUSHIMOTO et al.; 2001; NICOLETTI et al.; 2002).

A atividade bioquimica da tirosinase para obtengdo da eumelanina e

feomelanina ocorre nas etapas demonstradas a seguir, conforme a (Fig. 2).

Tirosina

l Tirosinase
3,4-Dihidroxifenilalanina

l Tirosinase

Dopaquinona

|
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Dopacromo
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(DHI) acido carboxilico
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\
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/
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Benzotiazeno

|
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Figura 2 - Processo bioquimico da sintese de melanina.
Fonte: Adaptado de THIRUVENKADAN et al.; 2008.

A tirosinase catalisa a hidroxilagdo da tirosina para 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) e a posterior oxidagdo para dopaquinona, sendo
esta etapa comum a formacgédo das duas melaninas (ANCANS, J. et al., 2001;

FULLER, B. B. et al., 2001). A partir desta etapa, para a sintese de eumelanina,
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dopaquinona é convertida em dopacromo, sendo que existem duas vias de
degradagédo de dopacromo. A primeira via forma 5,6- diidroxiindol (DHI) e a
segunda forma 5,6-diidroxiindol-2-4cidocarboxilico (DHICA), tal processo
catalisado pela proteina relacionada com a tirosinase 2 (Tyrp 2) que tem
atividade funcional como dopacromo tautomerase (Tyrp 2-Dct), oxidando
dessa forma, diidroxiindois a quinonas. Ja a proteina relacionada com a
tirosinase 1 (Tyrp 1) esta envolvida com o processo de oxidagdo da DHICA até
a formagcdo de eumelanina. No entanto, para formacdo de feomelanina, a
atividade enzimética da cisteina a partir da dopaquinona resulta em 5-S-
cisteinildopa e, em menor proporgdo, a 2-S-cisteinildopa. Em seguida, as
cisteinildopas sé@o oxidadas em intermediérios benzotiazinicos produzindo
feomelanina (HEARING, 1999; ITO, 2003; JACKSON, 1994; SEARLE, 1968).

Dessa forma, apos a pigmentacdo do melanossomo, 0s mesmos sao
transportados, através de microtubulos, a partir da regido perinuclear para a
regido dos prolongamentos (dendritos) do melandcito. Este transporte ocorre
via cinesina ao longo da rede microtubular, através de um complexo de
proteinas motoras como exemplo, Melanophilin (MLPH) e Myosin VA (MYO5A).
Assim, por exocitose, o pigmento é transferido para células da epiderme
(queratindcitos) e podem permanecer na mesma ou migrar para o foliculo
piloso conferindo coloracdo especifica através do pigmento (CIESLAK et al.;
2011; OLIVEIRA et al.; 2003; SPONENBERG, 1997).

3.3.Classificacao da Pelagem e Controle Génico

As cores preta, castanha e baia sdo as cores basicas da maioria dos
cavalos (SPONENBERG, 2003). As pelagens podem ser classificadas, de uma
forma geral, como simples, compostas e justapostas. As pelagens simples séo
as formadas por pelos e crinas de uma s6 cor dispostos de maneira uniforme,
sdo exemplos as pelagens de cor branca (evento raro), preta e castanha. As
pelagens consideradas como compostas séo formadas por duas ou trés cores
diferentes de pelos, ou até mesmo, variagdo de cores no mesmo pelo, como a
pelagem tordilha. Ao passo que, as pelagens conjugadas ou justapostas s&o
diferenciadas pela presenga de manchas brancas ou despigmentadas como,
overo e tobiano (REZENDE; COSTA, 2007). Além disso, a pelagem pode variar
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de acordo com a intensidade de cor produzida, como as diluidas ou ainda, com
a incapacidade de formar pigmentos meléanicos, relacionada com a homozigose
recessiva de alelos do gene responsavel pela pigmentagdo gerando animais
albinos (THIRUVENKADAN et al.; 2008).

Uma série de genes tem envolvimento em diversas etapas da
pigmentacdo na pelagem, codificando proteinas que estdo envolvidas no
desenvolvimento embrionério, migracdo e diferenciacdo de melanoblastos,
proliferacdo de melandcitos, formagdo do melanossoma (integridade
estrutural), sintese de melanina e distribuicdo do pigmento. Dessa forma,
alteracdes nesses genes implicam em variadas desordens que interferem no
resultado do processo de pigmentagédo (HEARING et al.; 2006).

Os alelos de variados genes causam determinadas caracteristicas
fenotipicas na pelagem de equinos e em alguns momentos interferem um na
acdo do outro. Como exemplo, temos o l6cus A (agouti) e E (extension) que
controlam as duas proteinas mais importantes na melanogénese e ainda o loci
D (dilution) que é fundamental para a compreensdo molecular das variantes de
que interferem na intensidade de coloragéo no pelo (VOISEY; DAAL, 2002).

O Loci Extension (E) codifica o receptor MC1R e 0 seu antagonista
peptidico ASIP é codificado pelo Loci Agouti (A) e controlam as quantidades e
tipo de melanina sintetizada pelos melandcitos (RIEDER, 2009).

O MC1R é um receptor associado a proteina Ge localiza-se na
superficie de melandcitos. A atividade melanogénica do MC1R é ativada, ap0s
a traducdo de peptideos derivados de propiomelanocortin (POMC), como
exemplo, o hormbnio estimulante de melandcitos (a-MSH) que foi o primeiro
peptideo proveniente da POMC a ser identificado na pele. A acdo do horménio
ocorre com o aumento da adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc), dessa
forma, a proteina quinase A (PKA) é ativada, aumentando a expressdo do
Fator de Transcricdo Associado a Microftalmia (MITF). Tal fator é fundamental
para regulagdo dos processos que envolvem o melandcito, como sintese de
melanina e regula ainda a tirosinase e proteinas relacionadas além de
proteinas estruturais (BERTOLOTTO et al., 1998; BUSCA, BALLOTTL; 2000).
Com isso, a sinalizagéo pelo a-MSH ou ASIP através do MCR1 regula o tipo de

melanina produzida, sendo que a interacdo do a-MSH com MCR1 ativa a via
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conduzida pela tirosinase e resulta na producdo de eumelanina (CIESLAK et
al.; 2011; THODY et al.; 1998; VOISEY et al.; 2003).

A proteina de sinalizagdo ASIP, participa significativamente na via de
sinalizagdo por MC1R. O resultado da atuagdo desta proteina € aumento da
feomelanina e na diminuic&do da sintese de eumelanina, através do blogueio da
via de sinalizacdo MC1R (CIESLAK et al.; 2011; RIDER et al.; 2001).0 alelo
mais comum no l6cus Agouti € dominante, atua restringindo o preto a locais
especificos, ou seja, crinas e caudas e, em alguns casos a linha dorsal e as
extremidades dos membros, resultando em cavalos baios. Por outro lado o
alelo recessivo em homozigose produz cavalos pretos (SPONENBERG, 2003).

Este aumento de feomelanina determina o clareamento da pelagem em
areas especificas. Desta forma, se o animal estiver produzindo pigmento preto
e 0 gene para feomelanina estiver sendo expresso em determinadas &reas da
pelagem ocorrera a coloracdo vermelha e se o pigmento produzido for
castanho a presenca da feomelanina produz areas especificas de tonalidade
amarelada (VALLE; LEON, 2012). Outro aspecto importante € o de que
diferentes mutagdes dominantes ou recessivas nestes genes podem alterar a
propor¢cdo das duas melaninas e como consequéncia causar variagdo na
pelagem (CIESLAK et al.; 2011; JACKSON, 1997).

Assim sendo, a partir das coloracdes basicas, todas as outras
tonalidades de pelagem de cavalos podem ser construidas por varias
modificagdes sobrepostas a elas. Entre as modificagdes das pelagens devem
ser citadas as diluicbes, que ocorrem com a agao do alelo dominante D
(dilution) diluindo a tonalidade da pelagem e agindo na intensidade e
distribuicdo do pigmento produzido. As pelagens resultantes das diluicdes séo
basicamente prata, a creme e a champanhe (COOK et al, 2008;
SPONENBERG, 2003).

3.4.Pelagens de diluigéao
Os genes que atuam sobre pelagens bésicas e conferem diminui¢cdo na

intensidade de coloracdo sdo denominados “diluidores” ou genes de diluicdo. E

sabida a existéncia de no minimo trés genes de diluicho em equinos,
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controlados pelos loci Cream ou (CR) Silver ou (Z) ou Champanhe (CH)
(COOK et al., 2008).

A diluicdo creme esté relacionada com o gene Solute Carrier 45 family
A2 (SLC45A2). Sendo este efeito fenotipico oriundo de um polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) no exon 2 do gene localizado no cromossomo 21
(MARIAT et al.; 2003; COOK et al; 2008). J4 a mutacdo no gene
Premelanosome Protein (PMEL17) situado no cromossomo seis, esti
relacionada com a diluicdo prata. Esta alteracdo ocorre no exon 11 deste gene
sendo que a diluicdo prata em equinos mostra uma heranga autossomica
dominante caracterizada pela diluicho da eumelanina, mas com efeito da
feomelanina diminuido ou inexistente (BRUNBERG, et al., 2006).

Por conseguinte, a diluicdo champanhe é o resultado de uma mutacéo
no segundo exon do gene Solute Carrier 36 family A1 (SLC36A1) (COOK et al.,
2008). Dessa forma, o gene e a mutagéo responséavel pelo fenotipo champanhe
serdo melhor elucidados, a partir de agora, contribuindo para o entendimento

dessa variagdo na pelagem de equinos.

3.4.1. Diluicdo Champanhe

A pelagem champanhe em equinos é resultado da agdo de um gene
autossémico dominante CH. O gene SLC36A1 foi descrito e com comprovada
correlagdo com a diluicAo champanhe em diversas ragas de equinos, porém,
em fung@o do fendtipo resultante dessa diluicdo, os criadores tém dificuldade
de diferenciar a pelagem champanhe da produzida pelo gene Cream (CR).
Sendo uma caracteristica de ambos os l6cus génicos a ocorréncia de diluicdo
em eumelanina e/ou feomelanina (COOK et al.; 2008).

Algumas caracteristicas auxiliam na identificac@o do efeito gerado pelo
CH, como exemplo, a diluicAo de ambos os tipos de melaninas em sua forma
heterozigotica, a dificuldade de distingdo do fenétipo champanhe quando esta
em homozigose ou heterozigose e ainda, a pele rosada e a cor dos olhos que
sdo azuis ao nascer e gradualmente se tornam ambar conforme o crescimento

do animal. Os animais apresentam ainda sardas escuras, especialmente em
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torno da boca, olhos e cauda, sendo mais escuras e mais humerosas do que
em cavalos com diluicdo creme (COOK et al.; 2008; SPONENBERG, 2003).

De uma forma geral, os cavalos diluidos geram cores intermediarias a
partir de cores base, dessa forma, existe o champanhe dourado (sobre o
castanho) com crina e cauda semelhante ou quase branca, champanhe ambar
(sobre o baio), champanhe classico- castanho claro (sobre o preto) com crina,
cauda e pernas mais escuras e ainda a combinagdo de champanhe com creme
produzindo fendtipos duplos diluidos em heterozigotos (SPONENBERG;
BOWLING, 1996; COOK et al.; 2008).

3.4.2. Familia SLC- gene SLC36A1

Em todos os organismos estéo presentes proteinas de membrana que
sdo responséaveis pelo controle da entrada de nutrientes essenciais, ions e
saida de toxinas e residuos celulares. Sendo estas proteinas denominadas
transportadoras (BORST et al.; 2002). A caracterizagdo funcional de sistemas
de transporte de aminoacidos ocorre devido & analise de uma série de
caracteristicas, como exemplo, especificidade do substrato e dependéncia de
ions (CHRISTENSEN, 1990; PALACIN et al.; 1998).

A familia SLC (Solute Carrier) inclui genes que sdo responséveis pela
codificac@o de proteinas denominadas transportadoras de soluto. Sendo este
transportador incluso em determinada familia SLC dependendo da similaridade
na sequéncia de aminoacidos (20 % ou mais) com outros integrantes da
familia. Como exemplo, o SLC36, os integrantes desta familia, estdo
envolvidos no movimento transmembrana de amino4cidos e seus derivados
(HEDIGER et al., 2004; THWAITES.; 2011). A atividade de transporte, é de
uma forma geral, dependente do pH, o que conduz a uma acidificacéo
intracelular.

O gene evidenciado no presente trabalho, trata-se do SLC36A1 (solute
carrier family 36 (proton/amino acid symporter) member 1). Sendo este um
gene codificador de proteinas de membrana transportadoras de préton e

7

aminoacidos. A nomenclatura € referida ao primeiro gene da familia 36,
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localizado no cromossomo 14 em cavalos (Equus caballus) conforme (fig. 3)
(NCBI, 2013).

Location: chromosome: 14
Sequence: Chromosome: 14; NC_009157 2 (26674422 26718008, complement)

Chromosome 14 - NC_009157.2

[ 26507114 pr [ 26845705

SPARG FAT2 FLECIEAZ
SLCSEAL Af— SLCIGAT

Figura 3 - Localizagdo e sequéncia do gene SLC36A1 no cromossomo 14.
Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI), 2013.

O gene SLC36A1 j4 foi clonado a partir de varias espécies como
camundongo, humano e coelho, sendo o transporte conhecido como
Proton/Amino acid Transporter 1 (PAT1) (BOLL et al., 2002; CHEN et al., 2003;
MIYAUCHI et al.,, 2005). Assim, PAT1 é um sistema caracterizado pelo
transporte, ou seja, um préton acoplado ao transportador de amino&cidos
localizados de forma mais ativa na membrana da superficie luminal do
intestino,responséavel pela absor¢do de aminoacidos (SUNDBERG, 2008).

O primeiro membro da famila SLC36 teve seu cDNA isolado a partir de
cérebro de rato e a proteina caracterizada com o nome Lysosomal Amino Acid
Transporter 1 (LYAAT1) (SAGNE et al.; 2001; WREDEN et al., 2003). Assim, a
proteina LYAAT1 est4 localizada na membrana de lisossomos e associada com
uma proteina lisossomal, Lysosomal Associated Protein 1 (LAMP1). Nos
lisossomos, permite o transporte de aminoacidos e protons externos ao
lisossomo para o seu interior (citosol) (WREDEN et al.; 2003).

Pesquisas com evidéncias sobre o envolvimento desse gene
especificamente na pigmentagdo ndo existiam. Na literatura, existem
evidéncias de genes ortdlogos em outras espécies que interferem na
pigmentacdo. O gene SLC45A2 (MATP), responsavel por fenotipos de diluigcdo
creme em cavalos e tem suas variantes associadas com a pigmentagao da
pele em humanos (GRAF et al.,, 2005). Contudo, os resultados obtidos na
pesquisa de COOK et al. (2008) foram a primeira evidéncia da correlagdo do

gene SLC36A1 com efeito sobre a pigmentacdo capilar e caracteristicas da
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colorac@o dos olhos e pele em cavalos. Sendo esta caracteristica fenotipica,
produto de uma substituicdo de bases de DNA, alterando um amino&cido no
dominio transmembrana (arginina por uma treonina), acarretando em uma
baixa intensidade da coloragdo em base- preta ou vermelha. Levando em
consideragdo, que o pesquisador ndo descarta a possibilidade de ter ocorrido
uma mutagéo causal ndo codificante que levou ao fenétipo champanhe.

As suposicdes que sustentam a influéncia da mutacdo no fendtipo
champanhe ocorrem, pois segundo KUSHIMOTO et al. (2001), ao isolar
melanossomos, na fase inicial, sdo observadas elevadas concentracdes de
Lysosomal-associated membrane protein 1 (LAMP1) também conhecida como
Cluster of Differentiation 107a (CD107a) em melanosomas de fase Il. Sendo
este, um marcador para organelas da linhagem lisossomal (BHATNAGAR et
al.; 1998; DIMENT et al.; 1995). Tal fato pode ser explicado por melanossomos
e lisossomos coexistirem em células de pigmento de mamiferos e ambos os
tipos de organelas evoluem inicialmente pela mesma via compartilham a
mesma formacgdo e mecanismos de trafico podendo ocorrer & interagdo de
proteinas nas fases iniciais de formagdo do melanossoma (CIESLAK et al.;
2011; COOK et al.; 2008; LUDWIG et al.; 1991). Assim, tem sido sugerido que
0 melanossoma representa um lisossoma altamente especializado em vez de
uma estrutura completamente original.

Resumidamente, sabe-se que o pH da organela, é um dos principais
fatores que afeta o processamento da tirosina, um SNP (single-nucleotide
polymorphism) nesta proteina pode afetar o pH do melanossoma e como
consequéncia interferir na atividade enzimética que é de fundamental
importancia para formagdo do pigmento. Ha, no entanto, a controvérsia a
respeito o pH oOtimo para a atividade da tirosinase, podendo ser acido e,
portanto, este baixo pH melanosomal facilita a melanogénese. E a inativagcéo
da enzima em pH neutro (DEVI et al.; 1987; TRIPATHI et al.; 1988). No
entanto, isso ndo € consistente com os achados de varios independentes
grupos de mamiferos em que a tirosinase tem Gtima atividade em pH neutro e
sua atividade é perdida gradualmente com a diminui¢do do pH (HEARING et
al.; 1976; TOWNSEND et al.; 1984). Contudo, também é necessario manter o
gradiente do pH citosdlico para atuagdo de outras proteinas necessarias para a

formacéo e desenvolvimento do melanossoma, dessa forma, o gradiente de pH
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da célula também pode ser alterado por esta mutacao (WATABE et al.; 2003;

WATABE et al.; 2008). A posi¢éo da proteina transmembrana do melanossomo

€ demonstrada conforme a (Fig. 4). Sendo assim, muito provavel que a

alteracdo do gradiente de ph celular em funcdo dessa mutacéo interfere na

atividade enzimética da proteinase e por consequéncia a diminuicdo na

formacdo de pigmento. Dessa forma, esta proteina de membrana esté

envolvida no processo de melanogénese nas fases iniciais de formagao do
melanossoma (COOK et al.; 2008).
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Figura 4 - Posicdo da proteina transmembrana no melanossomo.
Fonte: Adaptado de CIESLAK et al.; 2011.
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4. Materiais e Métodos

4.1.Coleta de amostras

As amostras para extracdo de DNA e andlises do gene relacionado
com a pelagem champanhe foram obtidas de animais em cabanhas localizadas
no Rio Grande do Sul. Sendo seus criadores registrados na Associagdo
Brasileira de Criadores de Cavalos Crioulos (ABCCC), e a coleta ocorreu
conforme contato previamente estabelecido com a respectiva associagao.

Os materiais utilizados para coleta de amostra bioldégica foram:
algodao, éalcool 70%, luvas de procedimento, tubosBD Vacutainer® contendo
Ethylenediamine Tetraacetic Acid (EDTA), para que ndo houvesse coagulagéo
do sangue, agulha e seringa. Foi feita a contencdo do animal na propria
cabanha e realizada a assepsia na regiao da jugular do animal, local este que é
mais recomendado para coleta de sangue, utilizando algoddo embebido em
alcool 70%. Apos a limpeza do local foi feita uma leve pressdo na regido e a
agulha foi introduzida na veia jugular, entdo foi colocado o tubo com EDTA e
pela presséo formada o sangue fluiu para o tubo, onde ao final coletou-se 5 ml
de sangue de cada animal. Depois deste procedimento foi retirado o tubo com
a amostra e este foi imediatamente fechado, identificado e armazenado. Foi
realizada novamente uma limpeza do local com algoddo embebido em alcool
70% e o animal era liberado, sempre procurando evitar a formacgédo de
hematomas e sem estressar o animal.

As pelagens especificas foram fotografadas e os dados dos animais a
serem analisados foram obtidos dos registros da ABCCC, além de informag6es
coletadas diretamente dos criadores que disponibilizardo os animais para
andlise.Foram coletadas amostrasno rebanho de 10 animais com as seguintes
pelagens: Baia Encerada, Baia Ruana, Rosilha Gateada Ruiva, Colorada,
Gateada Ruiva, Cremella, Lobuna e Baia com olhos negros, ilustradas na (Fig.
5).
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Figura 5 - As diferentes pelagens de cavalos crioulos escolhidas para anélise molecular.Os animais foram
identificados na imagem pelas letras (A) Lobuno, (B e C) Gateado Ruivo, (D) Baio Ruano, (E) Baio Encerado,
(F) Colorado, (G) Cremella e (H) Baio com olhos negros.

4.2 .Extracao de DNA

As extracbes de DNA a partir de sangue foram realizadas de acordo
com o protocolo do kit da Axygen® - AxyPrepBloodGenomic DNA Miniprep Kit,
no Laboratério de Engenharia Genética Animal (LEGA) da Universidade
Federal de Pelotas. As etapas béasicas sao resumidamente, a lise das células
nucleadas do sangue, estabilizacdo do DNA para que n&o haja degradacgéo por
nucleases e purificacdo através de membranas presentes nas colunas
fornecidas pelo kit. O DNA genémico purificado € diluido em tampé&o Tris com
baixo teor de sal, contendo EDTA, o que aumenta a solubilidade do DNA e
ajuda a proteger o alto peso molecular do DNA contra subsequente
degradacédo por nuclease. O DNA genémico sanguineo é diretamente isolado
dos glébulos brancos (WBC) componente do sangue total, sem que seja
preciso remover os glébulos vermelhos (RBC'’s) antecipadamente. Ao longo do
processo, existem diversas lavagens e centrifugacdes. Foram utilizados:
tampéo de lise celular, tampéo para remocédo de proteina, tampé&o de lavagem,
tampdo de dessalinizagcdo e tampdo de purificagdo e protecdo contra

degradacéo por nucleases (TE).
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Logo apés essa etapa, foi confirmada a presenca de DNA obtido a
partir da extracdo do material gendémico das amostras com a realizagdo de uma
corrida de eletroforese em gel de agarose 1%, verificando-se dessa forma a
presenca de bandas com peso molecular elevado, significando que a extragéo

de material genémico foi bem sucedida.

4.3.Escolha do primer e Gradiente de Temperatura

Apos a checagem da integridade do material genémico para analise do
polimorfismo no gene, foram desenhados primers para amplificar fragmentos
entre 320 a 400 pb. As sequéncias para desenho dos primers foram propostas
com base no trabalho de COOK et al.; 2008.Dessa forma, foram utilizados os
primers Forward 5-CAG AGC CTA AGC CCA GTG TC-3' e Reverse 5-GGA
GGA CTG TGT GGA ATT GG-3'para possivel visualizagdo e avaliagdo da
regido em questao.

Uma vez estabelecido os primers utilizados foi necessério realizar um
gradiente de temperatura para estabelecer a temperatura ideal para as etapas
de desnaturacéo, anelamento e extens&o (polimerizagcdo propriamente dita)
que ocorrem durante os ciclos da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para uma eficiente amplificacdo da regido almejada no material gendomico. O
gradiente de temperatura € baseado na utilizagdo de diferentes temperaturas
de anelamento para amplificar amostras controles, a fim de se encontrar a
temperatura ideal de cada primer. Com a verificagdo do gradiente ficaram
estabelecidas as seguintes temperaturas: 94°C para desnaturagdo, 61,4°C

para anelamento e 72°C para extensao.

4.4.PCR e Purificagcédo do Produto

Para este gene, primeiramente, foi realizado a PCR para amplificagéo
da regido desejada com os primers desenhados para flanquear a mutacdo. Os
ciclos de amplificacéo da PCR foram realizados no termociclador GeneTouch —
Bioer®. Para a realizacdo da reagdo de PCR utilizou-se enzima DreamTaq™
DNA Polymerasee os demais reagentes da empresa Fermentas®. A reacao de

PCR foi conduzida em um volume total de 25upl contendo 50ng de DNA
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gendmico, 0,20mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgClI2, 0,20 mM de cada primer-
Forward e Reverse e 0,5 U de enzima DNA polimerase, seguindo um volume
final de 25pL.

A analise dos fragmentos amplificados de todas as amostras se deu
atraves de corrida de eletroforese das amostras em gel de agarose 1%,coradas
com Gel Red e visualizadas pelo equipamento de captura de imagem por luz
UV, L-PIX HE da empresa Loccus tecnologia. Seguindo o protocolo de 3ul de
buffer diluido, 2ul de gel rede 6,0ul de produto de PCR. As amostras forma
aplicadas no gel e para comparacéo de tamanho foi aplicado juntamente 2,0ul
de marcador de peso molecular.

Para que as amostras possam seguir para 0 sequenciamento é
necessario, que estas estejam purificadas e livres de quaisquer contaminantes
gue possam interferir posteriormente nas analises, para isso foi realizada a
purificagdo dos produtos de PCR. A purificagdo do produto de PCR foi feita
conforme o Kit da AxyPrep DNA Gel Extraction da empresa Axygen®.
Resumidamente, a seguir serdo descritas as etapas realizadas no processo de
purificagéo. Primeiramente, foi retirada a banda formada no gel de agarose
contendo o fragmento de DNA de interesse com auxilio de um bisturi sob
iluminacao ultravioleta. O gel excisado é transferido um recipiente de pesagem,
sendo nesta aplicacdo, o peso do gel considerado equivalente ao volume. Em
seguida é adicionado um volume de tampdo de solubilizacdo (tamp&o que
confere cor avermelhada). Esta cor € usada para adicionar o contraste no
passo seguinte, de modo que todos os pedagos de agarose nao solubilizados
podem ser visualizados. Apos, o gel é ressuspendido no mesmo tamp&o por
meio de vortex e aquecido até que o gel esteja completamente dissolvido. O
gel deve ser completamente dissolvido ou o fragmento de DNA ser& reduzido.
Posteriormente, é adicionada a segunda solu¢do tampéo, que consiste em um
tampao de ligacao, dessa forma, preparando um mix. Se o fragmento de DNA é
menor do que 400 pb, complementar ainda mais com um volume de amostra
de isopropanol. A cor da mistura ficar4d amarela depois da adicdo do segundo
tampé&o. Foi colocada uma coluna de miniprep para um microtubo e transferida
a agarose solubilizada para a coluna e posterior centrifugacdo. O filtrado &
descartado e retornando a coluna Miniprep é adicionado o tampéo de lavagem.

E realizada a centrifugacdo sendo descartado o filtrado, nos dois passos
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seguintes, apenas mudando a solu¢do adicionada, que passa a ser o segundo
tampéo de lavagem. As duas lavagens com este tampao séo realizadas para
garantir a remogao completa do sal, eliminando potenciais problemas em
reacbes enzimaticas subsequentes, como ligacdbes e reacdes de
sequenciamento. Apos a centrifugacdo a coluna Miniprep foi transferida para
um microtubo de 1,5 ml limpo. Para diluir o DNA, adicionar o diluente (pré-
aquecendo geralmente aumenta a eficiéncia de diluicdo) ou 4gua deionizada

para o centro da membrana. Por fim, sendo novamente centrifugado.

4.5.Sequenciamento

Apos a purificag@o e o impedimento da acéo de qualquer contaminante
que possa interferir no sequenciamento, as 10 amostras de cavalos da raga
crioula referentes ao exon do gene SLC336A1 foram encaminhadas a Coréia
para empresa Macrogen®, para que os fragmentos fossem sequenciados pelo
método de sequenciamento de Sanger, realizado através de eletroforese
capilar, sendo capaz de gerar sequéncias de pequenos fragmentos com uma
boa qualidade. Sendo para isso necessario seguir um protocolo de envio de
amostras, no qual as amostras de DNA precisam estar na concentragéo
50ng/pl, no volume 10ul e cada primer utilizado devem ser fornecidos
separadamente, tanto o Forward, quanto o Reverse na concentragdo de
5pmol/ul (picomolar) cada e em um volume final de 20ul, assim é possivel que
sejam sequenciadas as duas extremidades da fita de DNA, podendo assim,
obter um resultado mais efetivo para analise posterior dos dados. O site da
Macrogen para envio de amostras pode ser acessado

em<http://dna.macrogen.com/>.
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5. Resultados e Discusséao

Os resultados obtidos pelo sequenciamento foram analisados pelo
programa Vector NTI Advance 11 e Finch TV 1.4.0. Programas estes, que tem
por finalidade, alinhar as sequéncias e gerar uma imagem que evidencie 0s
resultados obtidos. Primeiramente foi analisada a ocorréncia de mutacdo
fazendo uma andlise comparativa entre as 10 amostras obtidas de cavalo
crioulo, a sequéncia em que ocorreu a mutacdo (CH/CH), a sequéncia sem
mutacéo (ch/ch) obtida a partir da pesquisa de COOK et al. (2008) juntamente
com a sequéncia controle obtida a partir do Genebank no NCBI. Dessa forma,
investigando possiveis alteracdes no DNA em uma regido ndo esperada e que
possa conferir envolvimento dos individuos com o fendtipo em analise.

Apés a analise comparativa das sequéncias na imagem gerada com o
alinhamento foi possivel constatar que ndo houve a presenca da variante
nucleotidica, ou seja, nao foi encontrada a mutacdo ja descrita na regido

esperada, como demonstrado na (Fig. 6).

[ 713 730 738 FIT] L ZES Fili) 280 FET 300 ]

Controle_chch | 1
cavalol-ECO24SLCI6F | 207
Cavalo2-EC1302SLCI6F | 206
Cavalo3-ECLSLCISF | 206
Cavalo4-ECLE13SLCIGF | 206
Cavalo5-ECSSLC36F | 203
Cavalob-ECL627SLCI6F | 208
Cavalo7-ECADESLCIGF | 201
CavaloB-ECLE29SLCI6F | 208
CavaloD-EC407SLECI6F | 206
ravalo10/AL3-ECE1GSLCIOR | 205

Consensus | 2131 TICOCACC [CAGATRT ICCAGACE T TOATCCACT I G T RRAGAGCARCAT TOUCACAGORE I L GUUGCICCICTOUCUGT GARGAR T GLAGET]

Figura 6 - Alinhamento da sequéncia controle com as de amostras de cavalo Crioulo.

As hipoOteses para o0 resultado podem estar relacionadas com a
auséncia de amostras de pelagem com verdadeiro padrdo champanhe ou
ainda, a ndo existéncia da pelagem de diluicdo champanhe na raca crioula,
pelo menos no que diz respeito ao tipo de mutacdo e regido ja descrita
anteriormente na literatura.

Com esta constatacdo, passou a ser observado outros aspectos ao
longo da sequéncia, como outras trocas de nucleotideos (SNPs) que tivessem
alguma importancia para o fenotipo analisado. Foram observadas duas trocas

de bases na mesma amostra referente a pelagem do Lobuno (cavalo 8) que
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poderia sugerir uma mutagao que néo existe nas outras amostras, inclusive na

controle, conforme pode ser verificado na (Fig. 7).
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Controle_CHCH i e a2z -—-CTGCTRR

Controbe_chch o = = T G TR

avalol0/A11-EC709SLCI6F
avalol1/A13-ECB165LCI6F

| Consensus

Figura 7 - Possivel mutacdo evidenciada com SNPs ap6s o alinhamento. Ocorrendo a troca de bases nos pontos 125 e 130.
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Analisando os gréficos evidenciados nas Figuras 8 e 9
respectivamente, foram observados dois picos definidos nos locais onde
ocorreram as trocas de bases, o que pode sugerir um heterozigoto com

mutac&o em dois pontos ainda néo descritos.

Figura 8 - Presenca de dois picos (Timina e Guanina) sugerindo mutacdo em um possivel
heterozigoto.

Figura 9 - Presenca de picos (Timina e Adenina) sugerindo mutacao em um possivel
heterozigoto.
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O grafico gerado possui cores diferentes para cada tipo de base
nitrogenada, sendo a cor vermelha para timina, verde para adenina, azul e
preta representando citocina e guanina, respectivamente. No primeiro
nucleotideo localizado na posicao 125 ocorreu a troca da base Guanina (G) por
Timina (T), porém, no grafico aparecem dois picos bem definidos no mesmo
ponto demonstrando a presenca das duas bases, sendo que a Timina
encontra-se um pouco mais evidente e Guanina presente em menor escala.
Por outro lado, no segundo ponto, localizado no nucleotideo 130 ocorreu a
troca de Adenina (A) por Timina (T), contudo, o gréfico gerado mostra dois
picos definidos na mesma posi¢céo contendo as duas bases, Timina e Adenina,
sendo a primeira mais elevada que a segunda.

Dessa forma, no animal denominado Lobuno pode ter ocorrido
mutagdes localizadas em outras regides nao descritas em pesquisas anteriores
com equinos. Este fato pode levar a suposi¢do, de que o fenétipo diluido
champanhe na raga crioula brasileira apresenta outro padrdo de mutagéo.
Sendo pertinente salientar, que este animal, j& é descrito com um padrédo
fenotipico diluido, variando de acordo com a cor base, que pode ser preta ou
alaza. Contudo, nado é descartada a hip6tese de uma mutacao causal que deve

ser melhor avaliada com investigag0es posteriores.
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6. Conclusao

Os resultados obtidos com o sequenciamento e alinhamento das
sequencias evidenciam que ndo h4 mutacdo na regido analisada nas amostras
de cavalo crioulo para diluicdo champanhe quando comparadas com a amostra
controle para a mutacdo. Este fato leva a uma série de suposicdes, entre elas,
a de que nas amostras analisadas de animais diluidos pode n&o ter um
representante da pelagem com padré@o fenotipico champanhe ja descrito na
literatura, ou até mesmo, a inexisténcia desta diluicdo na pelagem da raca
crioula.

Outro aspecto importante esti relacionado com a presenca de dois
pontos nucleotidicos onde ocorreu troca de bases. Este fato leva a crer na
possibilidade de mutacées na amostra referente a pelagem de um cavalo
Lobuno, o que pode ter relagdo com um padrdo champanhe na pelagem de
cavalo crioulo em um ponto ainda n&o descrito onde SNPs poderiam alterar o
aminoacido produzido alterando a fungdo da proteina codificada.

Dessa forma, sdo necessarias andlises com um ndmero maior de
amostras de cavalos Lobunos (aparentados e n&o aparentados), a fim de
amplificar o ponto onde ocorreu a mudanga de bases, para verificar se
realmente essa troca de bases € uma mutagdo recorrente ou somente uma

variante causal.
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