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RESUMO: Embora os equinos tenham participado da formagdo e do desenvolvimento de varias
civilizagdes no mundo todo desde sua domesticagdo ha 6.000 anos, em relacdo a outras espécies de
interesse zootécnico, poucas pesquisas vém sendo realizadas na area de melhoramento genético,
especialmente no Brasil. Dificuldades inerentes a espécie e em funcdo de aspectos operacionais
tém sido alguns dos contratempos. No entanto, avangos na genética ao longo das tltimas décadas
contribuiram para o melhor entendimento de caracteristicas relacionadas a reproducao, a satde,
ao comportamento e ao desempenho dos animais domésticos, incluindo os equinos. Tecnologias
recentes como os métodos de sequenciamento de tltima geragdo e os chips de genotipagem de
SNPs de alta densidade permitiram progresso nas pesquisas até entdo realizadas, as quais se
utilizavam basicamente da estratégia do gene candidato, proporcionando a identificacdo de
regides gendmicas relacionadas a patias e sindromes e, mais recentemente, a desempenho em
provas esportivas e aptiddes especificas. Pela utilizacdo dessas ferramentas de analise do genoma,
regides relacionadas ao desempenho em corridas vém sendo identificadas, e a partir dessas infor-
macoes, testes genéticos para a selecdo de individuos superiores para desempenho em corridas
comecam a ser disponibilizados no mercado.

Palavras-chave: cavalo, DNA, polimorfismo.

MARKED ASSISTED SELECTION FOR HORSES RACING PERFORMANCE

ABSTRACT: Although equines have participated in the forming and development of several
civilizations around the world since their domestication 6,000 years ago in comparison to other
species that have zootechnical interest, few researches have been done related to animal breeding
area, especially in Brazil. Some reasons for that are difficulties associated with the species as well
as operational aspects. However, developments in genetics in the last decades contributed to a
better understanding of the traits related to reproduction, heath, behavior and performance of
domestic animals, including equines. Recent technologies as next generation sequencing methods
and the high density chips of SNPs for genotyping allowed some advances in the researches
already done. These researches used basically the candidate gene strategy, and identified genomic
regions related to diseases and syndromes and, more recently, the performance in sport competition
and specific abilities. Using these genomic analysis tools, some regions related to race performance
have been identified and based on this information; genetic tests to select superior animals for
racing performance have started to be available in the market.
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INTRODUCAO

Os cavalos tém ocupado posicao de destaque na
civilizagdo por mais de 6.000 anos em razdo de sua
atuagdo em guerras, na agricultura, no esporte e como
animal de companhia. Ao longo dos tltimos séculos,
mais de 400 diferentes racas de cavalos foram cunha-
das a partir da selegdo genética para grande nimero
de caracteristicas desejaveis (AQHA, 2012). Em con-
traste com outras espécies de animais domésticos como
bovinos, ovinos, suinos, caprinos e aves, as quais sdo
criadas essencialmente para a producado de alimen-
tos (carne, leite, ovos), o cavalo doméstico é principal-
mente um animal utilitario, criado para exibir resis-
téncia ao exercicio, forga, velocidade, e eficiéncia me-
tabolica (Wabke et al., 2009).

Em relacdo a outras espécies de exploragao
zootécnica, os estudos na drea de melhoramento ge-
nético sdo proporcionalmente menores em equinos,
no mundo todo, incluindo no Brasil. Embora algu-
mas pesquisas publicadas em cavalos envolvam a drea
de melhoramento genético, ainda ndo existem, efeti-
vamente, programas consistentes de sele¢do nas dife-
rentes racas criadas no Pais. Existem algumas vanta-
gens quando se pesquisa na 4rea de melhoramento
genético de cavalos, utilizando-se principios de ge-
nética quantitativa. A profundidade da genealogia
na maioria das racas é alta, caracteristicas de desem-
penho geralmente podem ser medidas em ambos os
sexos, repetidamente, e em periodos de tempo relati-
vamente curtos. Por outro lado, dificuldades ineren-
tes a espécie equina (baixos indices reprodutivos, al-
tos intervalos de geracdo e de parto, baixo niimero de
progénies por pari¢do e longo periodo de gestacdo), e
em fungdo de aspectos operacionais (informagdes es-
cassas e imprecisas de caracteres reprodutivos,
comportamentais e de desempenho em grande parte
das ragas, baixa receptividade das associacdes de cri-
adores as tecnologias reprodutivas, relagdo superfi-
cial entre 6rgaos técnicos e criadores) tém sido alguns
dos contratempos.

Recentemente, os marcadores moleculares ou
marcadores de DNA, entre os quais o polimorfismos
de nucleotideo tnico (SNPs - Single Nucleotide
Polymorphisms), surgiram como ferramenta importan-
te no sentido de impulsionar estudos genéticos na
espécie. Marcadores de DNA sao variagdes encontra-
das ao se comparar segmentos correspondentes do
genoma de individuos da mesma espécie ou de espé-
cies proximas. Essas variagdes podem estar associa-
das a diversas caracteristicas de interesse, entre as
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quais doencas genéticas, resisténcia a patégenos e
desempenho atlético.

Principalmente em razdo da disponibilidade de
equinos para pesquisas, muitas vezes consideradas
invasivas tendo em vista as finalidades da espécie,
existe dificuldade de desenvolvimento de estudos para
posterior aplicagdo de ferramentas moleculares que
visem a selecdo e ao melhoramento genético de cava-
los, situagdo que ndo ocorre quando se trata de bovi-
nos, suinos, aves e ovinos. A despeito disso, nos ulti-
mos anos as informagdes geradas a partir do estudo
do genoma equino vém apresentando significativo
crescimento.

De acordo com CHOwDHARY e Raupsepp (2008) entre
os maiores destaques provenientes da analise do
genoma de equinos estdo o seu sequenciamento com-
pleto (EquCab2.0) e, a partir deste, a identificacdo de
1,5 milhao de SNPs que ocorrem entre diversas ragas.
Como resultado destes desenvolvimentos e da apli-
cacdo dos chips de SNPs de alta densidade, as bases
genéticas de importantes caracteristicas monogénicas
estdo sendo analisadas com maior acuracia e rapi-
dez, e as caracteristicas complexas/multigénicas de
interesse estdo tendo seus componentes genéticos dis-
secados.

Neste sentido, esta revisao pretende apresentar em
linhas gerais a atual situagdo do cavalo no mundo e
no Brasil, bem como as iniciativas voltadas para o
desenvolvimento e para a aplicagdo de ferramentas
moleculares ao melhoramento genético de caracteris-
ticas de interesse em equinos, com maior énfase para
o desempenho em corridas.

Difuséo e situagdo do cavalo no mundo e no Brasil

Existem aproximadamente 60 milhdes de cavalos
no mundo, maioria deles vivendo nas Américas, Asia
e alguns paises da Europa. China é o pais com maior
contingente (aproximadamente 8 milhdes), seguindo-
se Estados Unidos (7 milhdes), México (pouco mais
de 6 milhdes), e Brasil (pouco menos de 6 milhdes).
Estes quatro paises, conjuntamente, possuem cerca
de 45% da populagédo global de cavalos (GHiLPa, 2011).

A taxa de crescimento das populagdes de cavalos
tem se mantido constante ou em decréscimo na maior
parte dos paises, sendo que apenas algumas regides
da América Central, Europa e Asia vém apresentan-
do altas taxas positivas.
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Entre 2003 e 2007, o pais com maior taxa cresci-
mento foi Porto Rico, (45,4%), ao passo que o maior
decréscimo foi constatado em Benin, Africa (-12,9%).
O Brasil, com valores ao redor de 0,1%, tem mantido
rebanho praticamente constante ao longo da tltima
década (GHiLPa, 2011), representando aproximada-
mente 10% dos cavalos existentes no mundo.

Considerando-se os ultimos 50 anos, o efetivo de
equinos nacional cresceu acentuadamente entre os
anos de 1960 e 1995 (6.394.140 cabecas), ano a partir
do qual observa-se queda (aproximadamente 8%) e
estabilizagdo aos padrdes atuais (5.496.817 -
5.600.053 animais, dependendo da fonte de informa-
¢do - IBGE, 2012 e FAO, 2006, respectivamente. Tal
reducado pode, em parte, estar relacionada a implan-
tacdo da nova unidade monetaria no Pais em 1994
(Plano Real), o qual, de certa forma, desvalorizou o
inflacionado preco dos cavalos no Brasil até este ano.

Atualmente, de acordo com dados do Censo
Agropecuario / Pesquisa Pecudria Municipal - IBGE
(IBGE, 2012) as regites Nordeste e Sudeste sdo as que
concentram maior efetivo de cavalos no Brasil, ambas
praticamente com o mesmo montante (1.375.419 e
1.357.322, respectivamente), e tendendo a estabilida-
de nos tltimos anos. O Sul, detentor do maior contin-
gente no inicio dos anos de 1970, foi a regido em que a
tropa equina mais decresceu (diminuicao de aproxi-
madamente 470 mil cabegas entre 1970 e 2009), ao
passo que os rebanhos das regides Centro-Oeste e
Norte foram os que mais cresceram neste periodo, es-
pecialmente até 2004 - 2005. Minas Gerais, Bahia, Rio
Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Para sao os esta-
dos com maior niimero de equinos dentro das respec-
tivas regides.

Em pesquisa acerca do complexo do agronegoécio
cavalo no Brasil, Liva et al. (2006) constataram a im-
portante participacdo deste setor no contexto
agropecudrio nacional, movimentando, anualmente,
R$ 7,5 bilhdes e abrangendo 3,2 milhdes de empregos
diretos e indiretos. Isto significa que, considerando-
se o efetivo de quase seis milhdes de cabegas, aproxi-
madamente dois cavalos geram um emprego no pafs,
valor menor que o da Alemanha, por exemplo, onde
sdo necessarios entre 3 a 4 animais.

Apesar da grandeza da producéo de cavalos no
Brasil, varios fatores tém dificultado a maior partici-
pacao econdmica desta espécie nos cenarios nacio-
nal e internacional. Dentre os gargalos prioritarios,
segundo GuUErra (2006), estdo a deficiéncia na indas-

tria brasileira de selaria e acessoérios, a inexisténcia
de terminal adequado para exportacao de cavalos vi-
vos, a caréncia de um evento de grande porte, capaz
de dinamizar o mercado em torno do cavalo, além da
baixa qualidade no sistema de educacao e pesquisa
relacionados a equinocultura.

Melhoramento genético de equinos

A expressdo “melhoramento das espécies
equinas”, segundo MuLLIEZ (1983), data dos artigos
franceses a respeito de cavalos e jumentos no “Histoire
Naturelle” de Buffon em 1753. Nao obstante os fortes
dogmas criacionistas da época, estes artigos anteci-
param idéias evolucionistas, na medida em que des-
creviam o conceito de degeneragao racial devido a
influéncia do local ou clima. Adotado pelas escolas
de veterindria francesas, acreditava-se que, para
retornar a um tipo ideal de Criagao, era necessario
acasalar-se éguas e garanhdes com tipos opostos, a
fim de compensar caracteristicas que divergiam do
ideal. Isto implicava, basicamente, procurar garanhdes
em terras ou regides distantes.

Somente décadas mais tarde, apds a teoria da evo-
lucdo de Darwin introduzir o conceito de selecao, é
que o melhoramento de populac¢des nativas emergiu
para contrabalancar a situacdo, e eficientemente subs-
tituir o mero desejo de conservar tipos locais. Posteri-
ormente, e de modo gradual, o manejo de animais
puros predominou sobre cruzamento, culminando na
criacdo Stud Book do cavalo Puro-Sangue Inglés (pri-
meiro em todo mundo), passo fundamental para a
aplicagdo das técnicas de produgao animal no século
XIX (LancLors, 1996). Segundo este autor, essas técni-
cas exigiam procedimentos de identificagdo precisa
dos registros de corridas realizadas em diferentes
momentos e locais, a fim de relaciona-los a um mes-
mo cavalo. O Stud Book, a partir da certificacdo de
linhagem dos animais, tornou possivel relacionar ndo
somente os desempenhos dos cavalos em si, mas tam-
bém os de seus parentes. Tal fato abriu caminho para
a selecdo genealdgica e os testes de progénie.

Além disso, até o inicio do século passado, cavalo
era o foco dos testes experimentais de teorias heredi-
tarias. Nesse sentido, historicamente as principais
nogdes introduzidas pelos equinos, em especial da
raca Puro-Sangue Inglés, foram (LANGLOIS, 1996): sele-
¢do para desempenho dentro de uma raga pura, in-
troducdo de método preciso de identificagdo do ani-
mal e seus parentes, reflexdo acerca dos papéis do
macho e dafémea no rebanho e o uso generalizado de
acasalamentos planejados.
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Atualmente, embora pesquisas em varios paises
sejam publicadas anualmente na literatura envolven-
do de alguma forma melhoramento genético de
equinos, poucos sdo aqueles que realmente possuem,
em andamento, programas consistentes de sele¢do.
Isto significa, de certa forma, que a maior parte dos
resultados de pesquisas nesta area ndo gera aplica-
¢do prética e, portanto, pouco contribui para o desen-
volvimento da espécie (Mora e Recrano, 2012).

Na maioria das vezes, esta ndo aplicagdo decorre
mais da falta de interesse dos criadores em utilizarem
oresultado da pesquisa, do que de sua qualidade em
si. Os estudos, dependentes da disponibilidade e qua-
lidade das informag6es, normalmente ndo conside-
ram o interesse dos criadores. Nesse sentido, em gran-
de parte dos paises existe largo distanciamento entre
Institutos de Pesquisa/Universidades e associacdo
de criadores. Parte desta distancia refere-se ao fato de
que, mais que em outras espécies, os criadores de ca-
valos considerarem os demais criadores como poten-
ciais concorrentes e darem pouca importancia a agdes
conjuntas necessarias em programas de melhoramen-
to genético (Mora e Recrano, 2012).

No Brasil, até o momento, o distanciamento entre
associagdes de criadores e Institutos de Pesquisa/
Universidade permanece grande. Pequenos grupos
de pesquisadores ligados as universidades e institu-
tos de pesquisa tém publicado na érea, especialmente
aspectos quantitativos de caracteres de interesse eco-
ndémico ou conservacional, em racas nacionais.

Nesse sentido, embora existam pesquisas de me-
Ihoramento genético envolvendo vérias ragas criadas
no pais, em nenhuma delas h4 programas consisten-
tes e continuos de selecdo. Apesar de grande parte
das associacGes nacionais de criadores de cavalos
possuir setor de controle de dados, com técnicos alta-
mente capacitados na drea de informatica, raras sdo
aquelas em que hé corpo técnico capaz de ndo sé ar-
mazenar informacio, mas de transforma-la em ferra-
menta util para que os criadores possam emprega-las
em processos seletivos. Tradicionalmente, os criado-
res tém combinado informagoes de desempenho com
avaliacOes de “pedigree” para a selecdo de seus ani-
mais, entretanto esta anélise tem sido baseada, prin-
cipalmente, numa sintese subjetiva das informagdes
disponiveis (ToLLEY et al., 1983).

Brasil no contexto mundial de corridas de cavalo

Anualmente, a International Federation of Horseracing
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Authorities (IFHA, 2012) recebe informagoes enviadas
por seus paises membros e elabora sumario de esta-
tisticas envolvendo corridas rasas e de obstaculos
ocorridas no mundo, normalmente incluindo dados
de criagdo, apostas, premiagdes, ntimero de corridas,
etc. Embora haja algumas inconsisténcias em razdo
das diferentes maneiras com que os paises organi-
zam seus dados, o relatério promove visdo tnica e
abrangente das corridas de cavalos no mundo, espe-
cialmente da raca Puro-Sangue Inglés. O Brasil, 10°
colocado em 2010 com 2,61% da producao global de
potros desta raca, produziu 2.844 animais, oriundos
de 3.827 éguas e 235 garanhdes. No mundo todo,
109.095 potros Puro-Sangue Inglés nasceram naque-
le ano, produto do acasalamento de 176.993 fémeas e
8.936 reprodutores, nos 63 paises considerados no
relatério. Com relacdo as descricbes de corridas
registradas pela IFHA relativas a 2010 em animais
Puro-Sangue Inglés de 51 paises, constatou-se a ocor-
réncia de 154.340 pareos com médias de 6,27 larga-
das por cavalo e 9,52 animais por largada. O Brasil,
com 2,95% do total global de corridas, posiciona-se
em 8°lugar, e os 10 primeiros abrangem aproximada-
mente 77 % das corridas realizadas em 2010.

Marcadores moleculares

Marcador molecular é toda e qualquer varia¢do
oriunda de um gene expresso ou de um segmento es-
pecifico de DNA (correspondente a regides expressas
ou ndo do genoma). Ao se verificar que esses
marcadores segregam de acordo com as leis
mendelianas para caracteristicas monogénicas, ou
apresentam distribui¢des compativeis com as espera-
das para caracteristicas poligénicas, um marcador
molecular é também definido como marcador genéti-
co (FERREIRA € GRATTAPAGLIA, 1998). Do ponto de vista
molecular ocorrem trés tipos principais de variagdes
na molécula de DNA, as regides repetitivas
(minissatélites e microssatélites), as insercdes e
delecdes (InDels) e as alteraces de uma tnica base
(Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs).

Marcadores moleculares permitem que os
genoétipos dos individuos sejam determinados em
muitos locos para varias espécies diferentes (O’ BREN
e Graves, 1991), possibilitando que parametros gené-
tico-populacionais como frequéncias alélicas e
genotipicas sejam estimados. Estas informagoes per-
mitem a comparacao de frequéncias entre populagdes
e revelam diferencas em suas composigdes genética
que podem contribuir para variagdes fenotipicas
(Moopy et al., 1996). Isto é possivel tendo em vista que
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ao longo da domesticacao e formacao das ragas, os
animais domésticos experimentaram a selecdo natu-
ral e a artificial. Estas pressdes de sele¢do levaram ao
aumento da frequéncia de algumas mutagdes em re-
gides especificas do genoma, as quais tornaram os
individuos mais adaptados ou deram a eles caracte-
risticas favoraveis com base na demanda humana.
Ao mesmo tempo, outros polimorfismos apresenta-
ram diminuicdo de frequéncia ou eliminagdo comple-
ta.

Entretanto, para a identificagdo das regides do
DNA responsaveis por caracteristicas de interesse,
geralmente, recorre-se a algumas estratégias diferen-
tes, como a localizagado de locus para caracteristicas
quantitativas (QTL - Quantitative Trait Loci) pela ana-
lise de regides microssatélites do maior niimero pos-
sivel de individuos de grandes familias, origindrias
de acasalamentos direcionados (HALEY, 1995). Porém,
aaplicagdo dessa ferramenta (varredura do genoma)
esbarra na dificuldade de se constituir familias para
o estudo, no elevado custo para a manutencdo dos
animais, principalmente em espécies cujo intervalo
entre geragdes é grande (caso dos equinos), e na quan-
tidade de trabalho e tempo necesséarios para a coleta
dos dados moleculares. Além disso, apds a identifi-
cacdo de QTL ainda ha um longo caminho a percor-
rer até a descoberta dos genes e polimorfismos direta-
mente implicados com o fenétipo.

Metodologia alternativa para minimizar essas di-
ficuldades é a busca de genes candidatos principais,
onde o objetivo é estudar os mecanismos fisiol6gicos
envolvidos com a manifestacdo das caracteristicas de
producdo em questdo, na tentativa de pesquisar vari-
acoes de genes especificos entre individuos que apre-
sentam fenétipos diferentes (Womack, 1993). A estra-
tégia do gene candidato tem como maior vantagem o
fato de ndo ser obrigatério a genotipagem de um gran-
de ntiimero de individuos de grandes familias origi-
nados de acasalamentos direcionados, uma vez que,
a principio, espera-se que o polimorfismo estudado
seja determinante direto de variagao fenotipica.

Entretanto, polimorfismos que segregam e se en-
contram associados a caracteristicas interessantes em
animais de certa linhagem ou raga, podem néo segre-
gar em animais de outras linhagens ou racas da mes-
ma espécie. Além disso, resultados positivos de asso-
ciagdo entre polimorfismos e caracteristicas de inte-
resse obtidos para populagdes de animais de uma li-
nhagem ou raca ndo sdo imediatamente aplicaveis a
populagdes de linhagens ou ragas diferentes, uma vez

que efeitos de substituicdo de alelos de um
polimorfismo sdo pardmetros intrinsecos de cada
populacdo ou raca em determinado ambiente
(Recitano, 2004). Assim sendo, antes de transpor
marcadores das populagdes onde foram identifica-
dos para a comercializagdo, é fundamental a corrobo-
racdo dos seus efeitos sobre as caracteristicas de inte-
resse em diferentes ragas e ambientes em processo
conhecido como validacao.

Marcadores SNPs

A medida que as sequéncias de nucleotideos dos
genomas foram sendo desvendadas, uma caracteris-
tica observada foi o grande ntimero de variagdes de
ponto encontradas ao se comparar segmentos corres-
pondentes do mesmo genoma. As mais comuns ocor-
rem, aproximadamente, a cada 600 bases e sdo deno-
minadas polimorfismos de nucleotideos tnicos ou
SNPs.

As substitui¢des mais frequentes observadas no
DNA envolvem bases nitrogenadas de mesma carac-
teristica estrutural, ou seja, sdo trocas entre duas
purinas (A/G ou G/ A) ou duas pirimidinas (C/T ou
T/C) e sdo denominadas transi¢des. As transversdes
sdo substitui¢des de uma purina por uma pirimidina
ou o contréario. Essas alteracdes podem ser provocadas
por erros de incorporacdo de bases durante a
replicacdo do DNA ou em outros casos sdo causadas
por agentes ambientais. Caso essas alteragdes ocor-
ram em células germinativas, sejam transmitidas as
geracOes seguintes e se fixem na populagdo a uma
frequéncia minima de 1%, passam a ser denomina-
das de polimorfismos (Kwok e Gu, 1999).

Os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras
ou com fungdo regulatéria, bem como em espagos
intergénicos, sem funcdo determinada. Em regides
codificadoras, quando resultam em uma substituicdo
de aminoacido na sequéncia protéica, sdo denomina-
dos ndo sindnimos, podendo a substituicdo ser
conservativa ou ndo conservativa em fungao das ca-
racteristicas dos aminoacidos envolvidos na troca.
Nesses casos, pode haver modifica¢des estruturais e
funcionais na proteina. Embora SNPs sinonimicos ndo
alterem a sequéncia protéica, eles podem modificar a
estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro, e,
consequentemente afetar a quantidade de proteina
produzida. Esta também pode ser afetada quando
ocorrem alteragdes nas regides ndo traduzidas do
RNA mensageiro (5 UTR e 3 UTR). Além disso,
polimorfismos génicos podem promover
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processamentos alternativos, geragdo ou supressao
de cédons de terminacgao, alteracdo nos cédons de
iniciacdo da traducdo e alteragdes no padrao de ex-
pressdo de genes quando a troca de bases ocorre em
sequéncias promotoras (GUIMARAES e Costa, 2002).
Recentemente, polimorfismos introénicos ganharam
importancia pelo fato de ndo mais poderem ser des-
cartados como possiveis responsaveis diretos por al-
teracdes fenotipicas. RNAs nédo codificantes transcri-
tos a partir de regides de introns (microRNAs) estdo
envolvidos em diferentes processos biolégicos tais
como os controles transcricional e pds-transcricional
da expressdo génica (Nakava etal., 2007).

Estudos em humanos e em espécies de interesse
zootécnico mostraram a ocorréncia de milhdes SNPs
aolongo do genoma de um individuo (Human Genome
Project Information, 2012, The SNP Consortium LTD,
2012, Bovine Genome Sequencing and Analysis
Consortium, EquCab2.0 SNP Collection, 2012). Além dos
marcadores SNP serem abundantes, suas bases
moleculares permitem sua distribuicdo homogénea
pelo genoma (Cagtano, 2009).

Meétodos de genotipagem de SNPs

Em razdo da possibilidade de relacdo entre SNPs
e doencas genéticas em humanos e caracteristicas
produtivas e reprodutivas em animais e vegetais, ao
longo das dltimas décadas muitas tecnologias foram
desenvolvidas para sua genotipagem.

Entre as metodologias basicas para genotipagem
individual de SNPs, emregides especificas do genoma,
estdo a PCR-RFLP (Maepa et al., 1989), a PCR alelo-
especifico (Saietal., 1986) ea PCR-SSCP (Oriracetal.,
1989). Estes métodos ndo requerem estruturas
laboratoriais sofisticadas e podem ser aplicados a
experimentos que envolvam genotipagem em peque-
na escala, nos quais o nimero de polimorfismos
genotipados seja da ordem de algumas dezenas e o
de animais analisados ndo ultrapasse algumas cen-
tenas.

O préximo avango tecnoldgico para genotipagem
de SNPs surgiu com metodologia que utiliza o
sequenciamento direto de produtos de PCR. Neste
caso, ap6s a amplificagdo do fragmento desejado, rea-
liza-se a determinac¢do do gendtipo com base na ana-
lise da sequéncia produzida. Embora esta metodologia
permita a genotipagem de mais de um SNP em um
mesmo fragmento, e seja baseada em equipamentos
geralmente encontrados em instituicdes de ensino/
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pesquisa (sequenciadores automaticos de DNA), ain-
da é necessaria grande quantidade de trabalho para
a geracao de dados. Seguindo a mesma tendéncia,
foram desenvolvidas metodologias de genotipagem
de SNPs utilizando equipamentos de PCR em Tempo
Real, concebidos inicialmente para quantificacdo de
RNA mensageiros em experimentos de anélise da
expressdo génica. Alternativas para a genotipagem
de dezenas de SNPs em paralelo ocorrem por meio
das metodologias de extensdo (ou sequenciamento)
de uma tnica base, cromatografia liquida de alta pres-
sdo desnaturante (DHPLC) e espectrometria de mas-
sa (MALDI-TOF).

Avangos tecnoloégicos recentes culminaram com
o desenvolvimento de metodologia para genotipagem
de dezenas de milhares de SNPs em um tinico ensaio
a baixos custos (de US$ 0,10 a US$ 0,001 por SNP
genotipado), trazendo novas perspectivas para apli-
cagdes ja consolidadas, além do desenvolvimento de
novas aplicagdes, produtos e processos, com uso di-
reto nas cadeias produtivas de animais de interesse
zootécnico (Caerano, 2009). Neste sentido, os chama-
dos chips de genotipagem de SNPs de alta densida-
de, contendo em média mais de 50 mil SNPs, foram
gerados e validados para humanos, bovinos, equinos,
ovinos, suinos e caninos, sendo extensamente utili-
zados por grupos de pesquisa mundo afora para o
desenvolvimento de ferramentas de diagnéstico de
doencas genéticas e selecdo gendmica.

A genotipagem de alta densidade por meio de
chips estd disponivel na forma de servigo terceirizado,
eliminando a necessidade de grandes investimentos
em equipamentos especializados e em de mao-de-obra
para a geragdo dos dados moleculares. Os ensaios
sdo conduzidos com altos niveis de redundéancia e de
forma altamente automatizada, reduzindo erros de
genotipagem para indices menores que 0,01%. Estes
pontos tornaram possivel a coleta de dados
moleculares de um estudo de mapeamento em dias,
ao invés de meses ou até anos como no caso das pes-
quisas conduzidas com marcadores do tipo
microssatélites (CaETano, 2009).

Marcadores moleculares no melhoramento genéti-
co de equinos

Apesar da maior dificuldade de aplicagdo de fer-
ramentas moleculares em estudos visando a selecao e
o melhoramento genético de equinos em fungao, entre
outros, da disponibilidade de animais, as informa-
¢Oes referentes ao genoma da espécie vém experimen-
tando expansao sem precedentes.
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Ao longo dos tltimos nove ou dez anos, muitas
equipes de pesquisa ao redor do mundo analisaram
grande quantidade de genes candidatos individuais
buscando a identificagdo de marcadores potencial-
mente associados a caracteristicas de interesse em
cavalos tais como: cor da pelagem (BRUNBERG et al.,
2006; ReissmaNN et al., 2007; RoseNGReN et al., 2007);
doencas (Hansen et al., 2007; Tryon et al., 2007; Young
etal., 2007); resisténcia a doengas (SOLBERG et al., 2004;
Brown et al., 2006; Rios et al., 2007); reproducdo e ferti-
lidade (Hamannetal., 2007; Giesecke et al., 2009); com-
portamento e temperamento (Momozawa et al., 2005,
2006); e desempenho (Hanzawa et al., 2002; ReeBeN et
al., 2006; McGivney et al., 2007; Gu et al., 2010; HiLL et
al., 2010a,c).

A principal limitagdo nos estudos de associacdo
entre polimorfismos de DNA e caracteristicas de inte-
resse por varredura do genoma est4 na necessidade
de ndmero suficientemente grande de marcadores
para aumentar a possibilidade de identificagdo de
marcadores em desequilibrio de ligacdo (DL) com QTL.
Até recentemente, o escasso namero, assim como o
alto custo de genotipagem dos marcadores, eram fa-
tores limitantes. Com o desenvolvimento dos chips
de genotipagem de SNPs de alta densidade com na-
mero suficiente de marcadores, maior propor¢ado do
genoma é coberta, aumentado as possibilidades de
identificagdo de QTL associados as caracteristicas de
interesse.

Projetado para permitir a identificacao de regices
gendmicas modificadas pela selegdo e a identificacdo
de SNPs e genes que contribuem para caracteristicas
de interesse nas principais racas de equinos criadas
atualmente no mundo, o Equine SNP50 BeadChip da
empresa [llumina (Illumina Inc., USA) constitui-se em
poderosa plataforma para a selecdo e o melhoramen-
to genético da espécie, habilitando pesquisadores da
drea a conduzir vasta gama de experimentos em que
a aplicacdo da genotipagem de polimorfismos de
DNA é necessaria.

Em um primeiro momento, os chips de
genotipagem de alta densidade serviram com suces-
so, principalmente, a identificagdo de SNPs, regides
genomicas e genes relacionados a importantes patias
e sindromes que acometem determinadas ragas tais
como lordose (Cook et al., 2009, 2010), osteocondrose
(Lyxxgen etal., 2010; TeysseDrE et al., 2012), neuropatia
laringeal recorrente (Dupuis et al., 2011), Dwarfismo
(EsertH etal., 2009) e Lavender Foal (Brooksetal., 2010).

Mais recentemente, caracteristicas complexas re-
lacionadas a desempenho em provas esportivas e
aptidoes especificas tém sido alvo de pesquisas por
meio de chips de SNPs de alta densidade para equinos
(Binns et al., 2010; Hii et al., 2010b; ScHRODER et al.,
2011; Sraiceretal., 2011). Hie et al. (2010b) e Binns et
al. (2010) identificaram, em trabalhos paralelos, SNPs
do cromossomo 18 (ECA 18), préximos ao gene da
miostatina (MSTN), como poderosos preditores da
distancia 6tima de corrida para equinos da raca Puro-
Sangue Inglés. Scuroper et al. (2011) identificaram na
raca Hanoveriana seis QTL (significativos) para sal-
tos de obstaculo nos cromossomos equinos 1, 8, 9 e
26, proximos a genes envolvidos com estrutura mus-
cular, desenvolvimento e metabolismo. Outros pro-
vaveis QTL (proximos de significativos) foram encon-
trados nos cromossomos ECA1,3,11,17e21. Coma
finalidade de investigar a contribuigdo da genética
em relagdo a marcha em equinos, StaIGer et al. (2011)
estudaram animais de 32 racas diferentes. Identifica-
ram duas regides gendmicas independentes signifi-
cativamente associadas a marcha em quatro tempos,
umano ECA 18 e outrano ECA 11.

Além dos estudos de associagdo ampla do genoma
(Genome Wide Associations Studies - GWAS), a investi-
gacao simultanea de milhares de polimorfismos es-
palhados ao longo do genoma tem possibilitado a
andlise da estrutura genética de diferentes popula-
¢Oes em vérias espécies de animais domésticos (McKay
etal., 2008; Gssset al., 2009; Kyaset al., 2009), a estima-
tiva do grau de diversidade dentro e divergéncia ge-
nética entre populagdes (ZeNGer Et al., 2006) e, recen-
temente, a identificacdo e localizagdo de regides do
genoma sujeitas a selecdo (Haves et al., 2006; Prasap et
al., 2008; Barenpsk et al., 2009; MacEacHerN et al., 2009).

A identificacdo de regides do genoma sob selegio
é de grande interesse e pode ser realizada utilizando-
se apenas a andlise de padrdes gendmicos, ndo ne-
cessitando de informagdes fenotipicas. Uma vez
identificadas e mapeadas, é possivel anotar o plano
funcional dessas regides do genoma, levando a me-
lhor compreensdo de como a sele¢do atua sobre as
caracteristicas complexas de interesse (SIMIANER €t al.,
2010).

A comparagdo das frequéncias alélicas entre po-
pulacdes selecionadas e ndo selecionadas ou entre
populagdes selecionadas para diferentes finalidades
fornece indicios das regides do genoma que tenham
sido modificadas em fungdo da selecdo positiva. En-
tretanto, a divergéncia nas frequéncias alélicas pode
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ter origem nao somente na selecdo, como também na
deriva genética e na endogamia. Porém, segundo
MacEAcHERN et al. (2009), a endogamia e a deriva ge-
nética devem afetar igualmente todos os loci, ndo cau-
sando desequilibrio de ligagdo entre loci adjacentes,
como seria esperado no caso da selecdo.

Com o intuito de identificar alteragdes provocadas
pela selegdo positiva em diferentes regices do genoma,
alguns métodos principais tém sido utilizados, entre
0s quais a estatistica homozigose do haplétipo esten-
dido (EHH - Extended Haplotype Homozygosity) (Sabeti
etal., 2002), utilizada para a identificacdo dessas re-
gides dentro de populagdes, e o indice de fixacdo, Fy
(WRIGHT, 1951; CockerHAM, 1969; WEIR e HiLL, 2002),
utilizado para a identificacdo de regides sob selegdo,
considerando-se mdltiplas populacées (Sivianeretal.,
2010).

MEIRA et al. (2012) utilizaram o Equine SNP50
BeadChip e o indice de fixagdo F, para identificar re-
gides do genoma alteradas pela selegdo entre as li-
nhagens de corrida e de trabalho da raca Quarto de
Milha. Foram identificadas 2.558 regides com poten-
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cial de haverem sido submetidas a selecdo divergen-
te, as quais, supostamente, abrigam genes responsa-
veis por caracteristicas com importancia diferente para
ambas as linhagens.

Genes candidatos para desempenho de equinos em
corridas

O potencial atlético em mamiferos é influenciado
por complexa inter-relacdo entre conjunto de genes e
fatores ambientais (Hmr et al., 2010c). A contribuigdo
genética para potencial atlético em humanos é bem
documentada, onde mais de 220 genes ja foram des-
critos (Bray et al., 2009). Embora seja provével que o
desempenho atlético em equinos também seja influ-
enciado por grande niimero de genes, até o momento,
poucas variantes genéticas foram relacionadas a ca-
racteristica, exclusivamente em animais Puro-Sangue
Inglés, entre estas os SNPs nos genes myostatin- MSTN
(Bmnsetal., 2010; Hie et al., 2010a,b; Tozaxi et al., 2010),
piruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 —PDK4 (Gu et
al., 2009; HiLL et al., 2010c), creatine kinase, muscle -
CKM e cytochrome ¢ oxidase, subunit 4, isoform 2 —
COXA412 (Guetal., 2010) (Tabela 1).

Tabela 1. Genes candidatos para desempenho em corridas em equinos, cromossomo e posigao de localizacédo do gene,
fenotipos de interesse e genotipos associados no Puro-Sangue Inglés

Simbolo N d Crom. Posi¢do no crom. Fenéti Genoétipo
do Gene ome do gene (Mpb) enotipo favoravel
MSTN myostatin 18 66.493737 Distancia 6tima de TT - loPg.a
corrida CT - média
CC - curta
pyruvate dehydrogenase Desempenho em
PDK4 kinase, isozyme 4 4 38.973.231 corrida AAeAG
pyruvate dehydrogenase Desempenho em
PDK4 kinase, isozyme 4 4 38.969.307 corrida AAeAC
tine ki |
CKM creatine kinase, muscle 10 15.884,567 Desempepho em AAe AG
corrida
cytochrome ¢ oxidase Desempenho em
COxal2 subunit IV isoform 2 22 22.684.390 corrida T

O MSTN é membro da familia de genes transforming
growth factor-beta (TGF-p), é expresso no tecido mus-
cular esquelético e atua como regulador negativo do
crescimento da massa muscular. Varias mutagdes ou
polimorfismos tém sido identificados no MSTN em
bovinos (Groser et al. 1997, 1998; Kamsapur et al., 1997;
MCcPHERRON e LEE, 1997), ovinos (Cror et al., 2006), ca-
mundongos (Nism et al., 2002) e mais recentemente
em humanos (ScHUELKE et al., 2004), resultando em
fenétipos de hiperplasia e hipetrofia muscular (du-

plamusculatura). O polimorfismo do MSTN em cées
de corrida da raga Whippet mostrou-se associado com
aumento da massa muscular e também com habilida-
de atlética (MosHer et al., 2007). Binns et al. (2010) utili-
zando 189 cavalos Puro-Sangue Inglés vencedores de
corrida na América do Norte identificaram por meio
chips de SNPs de alta densidade (Equine SNP50
BeadChip) dois SNPs (BIEC2-417274 e BIEC2-417495)
associados com distancia 6tima de corrida. Analises
de bioinformatica revelaram que estes SNPs com mai-
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ores significancias estatisticas e localizados no
cromossomo equino 18 (ECA18), sdo vizinhos ao loco
do gene MSTN. Em pesquisa paralela e publicada no
mesmo ano, HiL et al. (2010b), também utilizando o
Equine SNP50 BeadChip em 118 cavalos elite Puro-San-
gue Inglés de corrida, divergentes em relagao a dis-
tancia 6tima de corrida, identificaram o SNP BIEC2-
417495 (localizado no cromossomo 18 a, aproxima-
damente, 690Kb do gene MSTN), como o mais signifi-
cativamente relacionado a caracteristica. Ao analisar
o gene MSTN equino em amostra de 148 cavalos Puro-
Sangue Inglés registrados, HiLL et al. (2010a) identifi-
caram um novo polimorfismo (g.66493737C>T) forte-
mente associado com distancia 6tima de corrida, onde
animais de genétipo CC mostraram-se adequados
para corridas de distancias curtas (rapidas), animais
de gendtipo CT para corridas de distancias médias e
animais de genodtipo TT para corridas de distancias
longas (resisténcia). Segundo HiLL et al. (2010a), tes-
tes comparativos de associagdo demonstraram con-
sistentemente o SNP g.66493737C>T como variante
superior na predicdo de aptidado para distancias em
cavalos de corrida da raga Puro-Sangue Inglés.

A expressdo do gene PDK4, localizado no
cromossomo equino 4 (ECA4), é coordenada pelo co-
ativador transcricional PGC-1o. (WEeNDE et al., 2005),
o qual tem sido identificado como uns dos fatores cri-

ticos no controle da adaptagdo ao exercicio (ARANY,
2008). O PGC-1a é umregulador chave do metabolis-
mo energético que atua regulando a sensibilidade a
insulina pelo controle do transporte de glicose, medi-
ando a angiogénese induzida por exercicio
(CrmsomsooN etal., 2009) e coordenando a biogénese
mitocondrial (ScarpuLLA, 2008). A regulagdo da utili-
zagdo da glicose é rigidamente controlada pela cap-
tagdo de glicose pelos seus transportadores, pela taxa
de fluxo glicolitico e pela conversdo de piruvato em
acetil-CoA na mitocondria por meio da funcado
catalisadora do complexo piruvato desidrogenase
(PDC). O passo critico limitante da velocidade de oxi-
dacdo da glicose é a regulagdo da montagem do PDC,
que é controlado pela piruvato desidrogenase quinase
(PDK). A PDK bloqueia a formagao do PDC, resultan-
do na beta-oxidacdo de 4cidos graxos para acetil-CoA
como substrato para a fosforilagdo oxidativa. A oxi-
dacao de acidos graxos é altamente eficaz na geracao
de ATP e é controlada pela expressdao de PDK4 no
musculo esquelético durante e apés o exercicio

(PiLEGAARD e NEUEER, 2004). Eivers et al. (2010) identifi-
caram aumento significativo da expressdo do mRNA
do gene PDK4 (aumento de 7,4 vezes) em musculos

esqueléticos de equinos durante a recuperacdo do
exercicio fisico. Considerando-se que variacdo na ex-
pressdo génica é fortemente influenciada por varia-
¢Oes genéticas estruturais, HiLL et al. (2010c) investi-
garam a possibilidade de associagdes entre SNPs iden-
tificados no PDK4 e desempenho em corrida de cava-
los da raga Puro-Sangue Inglés. Encontraram o SNP
g.38973231A>G fortemente associado com a caracte-
ristica, onde individuos de genétipo AA e AG apre-
sentaram maior indice de handicape em relacdo aos
de genétipo GG.

O creatine kinase, muscle gene (CKM), mapeado no
cromossomo equino 10 (ECA10), codifica um tipo
muscular de isoenzima da creatina quinase encon-
trada exclusivamente no musculo estriado e envolvi-
daem processos celulares energéticos. Durante exer-
cicio, camundongos CKM nocaute mostraram falta
de explosdo muscular, mas mantiveram as condigdes
normais de forca absoluta (van Deursen et al., 1993).
Polimorfismos no gene CKM humano tém sido asso-
ciados com aumento na resisténcia cardio-respiraté-
ria assim como ao consumo méximo de oxigénio apds
vinte semanas de treinamento (ECHEGARAY e RIVERa,
2001). O transcriptoma do musculo esquelético de
cavalos Puro-Sangue Inglés mostrou que o mRNA do
CKM ¢ o mais abundantemente expresso, represen-
tando 6,9% de todo o transcrito (McGIvNEY et al., 2010).
Por outro lado, estudos indicaram que o mRNA do
CKM compde aproximadamente 1% do transcriptoma
miusculo esquelético humano (WELLE et al., 1999). A
expressao muito elevada do mRNA do CKM no mus-
culo esquelético equino em comparagdo ao humano é
indicativo da importancia do produto do gene no
fenétipo atlético altamente adaptado do Puro-Sangue
Inglés. Em apoio a estes dados, transcritos do gene
CKM equino aumentaram significativamente ap6s 4
horas de exercicio em esteira e apds periodo de 10
meses de treino (Erversetal., 2010). O fator de regulagao
interferon (IRF-1) é um fator de transcri¢do mediado
por oxigénio envolvido na biogénese e metabolismo
mitocondrial. Em humanos foi demonstrado ser sig-
nificativamente ativado apds um periodo de persis-
téncia no exercicio fisico (MAHONEY et al., 2005). O SNP
§.15884567 A>G do gene CKM equino, localizado no
intron 4, rompe um suposto sitio de ligacdo do IRF-1
(Guetal., 2010). Ao investigar o efeito do polimorfismo
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g.15884567A>G do gene CKM sobre a retrospectiva
de desempenho em corridas em 148 animais da raca
Puro-Sangue Inglés, Gu et al. (2010) encontraram o
alelo A como favoravel para a caracteristica, sendo
queindividuos de genétipos AA e AG apresentaram-
se superiores em relacdo aos GG. Os autores ressalta-
ram, entretanto, que tais resultados preliminares de
associacdo entre o polimorfismo do CKM e
performance em corrida deve ser validado e outras
populagdes de equinos antes que a aplicagdo da in-
formagédo possa ser utilizada.

Citocromo c oxidase (COX) é uma enzima multi-
subunidade (Complexo IV) que catalisa a transferén-
cia de elétrons do citocromo ¢ reduzido para o oxige-
nio na respira¢do mitocondrial. COX é um dimero no
qual cada mondémero é composto de treze
subunidades, das quais 3 sdo codificados pelo
genoma mitocondrial (COX1, 2 e 3). O COX4, codifi-
cado pelo DNA nuclear, é responsével pelaregulagdo
e montagem das subunidades mitocondriais codifi-
cadas no interior da membrana mitocondrial e tem
sido associado com o volume da organela. O COX4
compreende 2 isoformas (COX4-1 e COX4-2) codifi-
cadas pelos genes COX411 e COX4I2, os quais sdo
diferencialmente regulados em ambientes de
normoxia (oxigénio normal) e hipéxia (falta de oxigeé-
nio) (Fuxupa et al., 2007). Em ambientes com oxigénio
normal, o gene COX4I1 é preferencialmente transcri-
to. Em ambientes de oxigénio limitado o regulador
principal de resposta a hipoxia, HIF-1 (fator induzivel
de hipoxia 1), ativa a transcri¢do dos genes COX4l2 e
LON mitocondrial, o que inibe a expressdao do
COXA411. Neste sentido, tem sido proposto que a
regulagdo ambiental de COX4-2 pode aumentar a efi-
ciéncia da respiragdo celular (Fukupa etal., 2007). Gu
et al. (2010) identificaram uma fraca, mas significati-
va, associagao entre o SNP intrénico g.22684390C>T
do gene COX412 de equinos, localizado no
cromossomo 22 (ECA22), e aretrospectiva de desem-
penho em corridas utilizando 278 animais da raca
Puro-Sangue Inglés. Animais homozigotos para o
alelo menos frequente (T) foram fenotipicamente su-
periores aos de genétipo CC e CT. Ainda de acordo
com estes autores, o SNP g.22684390C>T pode ser o
causador direto de varia¢ao na caracteristica uma vez
que rompe um possivel sitio de ligacdo de um elemen-
to de resposta a glicocorticéides (GRE).

CONCLUSOES

A espécie equina, em razdo da diversidade de ap-
tidGes que apresenta, é de grande importancia para o
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homem. Desde a sua domesticacdo tem sido selecio-
nado para forga, resisténcia ao exercicio fisico e velo-
cidade.

Existe dificuldade maior de desenvolver pesquisa
na area de melhoramento genético de equinos, tanto
de forma quantitativa (utilizando-se informagoes
fenotipicas e de pedigree) quanto molecular (utilizan-
do-se informagdes provenientes diretamente do DNA)
ou pela integracdo de ambas, quando comparada a
outras espécies de interesse zootécnico. Apesar dis-
so, avangos recentes como os métodos de
sequenciamento de proxima geracdo e os chips de
genotipagem de SNPs de alta densidade permitiram
avango nas pesquisas até entdo realizadas, as quais
se utilizavam basicamente da estratégia do gene can-
didato, proporcionando a identificagdo de regides
gendmicas relacionadas a patias e sindromes e, mais
recentemente, ao desempenho em provas esportivas e
aptiddes especificas.

Pela utilizacdo dessas ferramentas modernas de
analise do genoma, regides relacionadas ao desem-
penho em corridas vém sendo identificadas princi-
palmente na raga Puro-Sangué Inglés. A partir des-
sas informacdes, testes genéticos para a selecdo de
individuos superiores para a modalidade, como o
Equinome Speed Gene Test e o Equinome Elite Performance
Test (EQumoMg, 2013), comecam a ser disponibilizados
no mercado, os quais possivelmente movimentarao
milhdes de délares ao ano.
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