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RESUMO 

 

GENES RELACIONADOS À PROLIFICIDADE EM USO DE PROGRAMAS DE 

CONSERVAÇÃO E MELHORAMENTO DE OVINOS. Thaísa Sant’Anna Lacerda1 

Samuel Rezende Paiva, Ph.D2. 

 

 

1 – Doutoranda na UnB, Brasília/DF  

2 – Pesquisador Embrapa Labex EUA – Secretaria Relações Internacionais 

 

A prolificidade (número de cordeiros nascidos por ovelhas expostas à reprodução) está 

relacionada à taxa de ovulação e pode ser considerada como um parâmetro importante no 

aumento da produtividade. Atualmente, a fenotipagem dessa característica só pode ser avaliada 

em fêmeas em idade reprodutiva e, em geral, apresenta um custo relativamente alto para 

espécie. No entanto, esta é uma característica controlada por poucos genes de forma que pode 

ser factível a implementação de esquemas de seleção por marcadores moleculares. Três genes 

de efeito principal tem sido considerados para explicar grande parte dos fenótipos de partos 

múltiplos: GDF9, BMP15 e BMPR1-b. O presente trabalho foi executado de forma a aumentar 

o conhecimento dos polimorfismos existentes nestes genes em raças localmente adaptadas de 

ovinos bem como avaliar a possibilidade de aplicar conhecimento adquirido em programas de 

conservação e melhoramento no Brasil. No primeiro experimento, 252 animais da raça Morada 

Nova provenientes de testes de desempenho do Programa de Melhoramento genético 

participativo da raça foram genotipados para presença ou ausência do alelo FecGE do gene 

GDF9, inicialmente descrito apenas na raça Santa Inês. A referida mutação foi identificada em 

alta frequência na raça Morada Nova e ela não aparenta estar associada a características de 

produção/crescimento usadas nos testes de desempenho da raça Morada Nova. No segundo 

experimento, sequências completas dos genes: BMP15, BMPR1-b e GDF9 foram obtidas por 

dados de sequenciamento de nova geração de 75 ovinos de diferentes raças provenientes do 

repositório do Consórcio Internacional do Genoma Ovino (ISGC). Foram identificados um total 

de 1610 SNPs a partir de dados de sequenciamento de nova geração de 75 genomas ovinos. 

Pelo menos três SNPs foram identificados na região de exon dos genes BMPR1-b e BMP15, 

que resultaram em alterações não conservativa de aminoácidos e, portanto, são candidatos 

imediatos a serem testados em raças com históricos de partos múltiplos. A identificação e 

seleção destes SNPs serão usadas para compor um painel de baixa densidade para a 

prolificidade e, depois de validados em raças prolíficas com histórico de parto simples e 

múltiplos, poderão ser usados para otimizar programas de conservação e melhoramento de 

ovinos.  

 

Palavras Chaves: GDF9, BMP15, BMPR1-b, Ovis aries, prolificidade, taxa de ovulação, SNP, 

recursos genéticos animais.   
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ABSTRACT 

 

GENES ASSOCIATED WITH PROLIFICACY FOR USE IN SHEEP 

CONSERVATION AND BREEDING PROGRAMMES. Thaísa Sant’Anna Lacerda1 

Samuel Rezende Paiva, Ph.D2. 

 

1 – School of Agronomy and Veterinary Medicine-UnB, Brasília/DF  

2 –Embrapa Labex EUA  

 

 

The prolificacy (number of lambs per sheep exposed to reproduction) is mainly related to 

ovulation rate and can be considered as an important parameter in sheep productivity. This 

phenotype can only be evaluated in reproductive age female and still has a reasonable cost. On 

the other hand, it is know this trait is controlled by few genes and it might be feasible to 

implement marker assisted selection scheme. Three major genes have been recognized to 

explain phenotypes related to litter size: GDF9, BMP15 and BMPR1-b. The objective of the 

present study was to increase the knowledge of existing polymorphisms in genes related to 

prolificacy in locally adapted sheep breeds and evaluate its use in conservation and breeding 

programs in Brazil. In the first experiment it was genotyped, for the FecGE mutation (GDF9), 

252 Morada Nova animals who participated in breed performance tests The FecGE mutation is 

not restricted to Santa Ines breed and it was found in high frequency in Morada Nova sheep. In 

addition, this mutation does not appear to be associated with production traits used on 

performance tests of Morada Nova sheep breed. The second experiment was analyze the 

complete sequence of genes: BMP15, BMPR1-b and GDF9 from 75 sheep of different breeds 

from the International Consortium repository Genome Ovine (ISGC). It was identified a total 

of 1610 SNPs from 75 sheep genomes. Three SNPs from BMP15, BMPR1-b genes change in 

non-conservative amino acid . The identification and selection of these SNPs will be used to 

develop a low density panel for prolificacy that might be applied to conservation and breeding 

programs. 

 

Keywords: GDF9, BMP15, BMPR1-b, Ovis aries, prolificacy, ovulation rate, SNP, animal 

genetic resources 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Problemática e relevância 

 

 

A domesticação dos ovinos resultou em uma seleção de raças específicas para a 

produção de lã, carne e pele em diferentes ambientes. O resultado dessa pressão de seleção e da 

deriva genética acarretou a formação de diversas raças com uma grande amplitude de fenótipos 

e, segundo Primo (2004), uma alta capacidade de adaptação a todos os continentes e 

ecossistemas existentes. Estudos genéticos para caracterizar as consequências do processo de 

domesticação foram realizados em uma amostragem de 74 raças de ovinos ao redor do mundo 

e mostraram que os ovinos contém maior diversidade genética e maior tamanho efetivo 

populacional ancestral quando comparados com outras espécies domesticadas (Kijas et al., 

2012). O processo de domesticação da espécie ocorreu a partir de uma base genética mais ampla 

(Kijas et al., 2012) que realça o potencial de seleção para características de interesse econômico. 

O rebanho mundial de ovinos é hoje representado por volta de 1 bilhão de 

cabeças, destacando a China, Austrália, Índia, Iran e Sudão como os maiores produtores (FAO, 

2013). O Brasil hoje ocupa o 18º lugar representado por uma população de 17,291 milhões de 

animais (IBGE, 2013). Os ovinos foram introduzidos no Brasil há aproximadamente 500 anos 

vindos, principalmente, do Paraguai e Argentina no período do descobrimento os quais se 

adaptaram às condições locais de cada região (McManus et al., 2010). Na última década, a 

ovinocultura aumentou sua participação no agronegócio total brasileiro, e ainda se estima que 

esse crescimento se mantenha em expansão (IBGE, 2013). No último século, houve um 

aumento de 24,4% no tamanho populacional de ovinos no Brasil, porém esse crescimento ainda 

foi aquém quando comparado com outras espécies de animais de produção. Adicionalmente, a 

produtividade da ovinocultura ainda é considerada baixa (Hermuche et al., 2013a). 
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Historicamente, a produção de ovinos no Brasil foi vista como uma cultura 

secundária, principalmente representada por produção de subsistência de pequenos agricultores 

(Hermuche et al., 2013a; Lobo, 2006; McManus et al., 2010). De maneira geral, os principais 

gargalos para a ovinocultura no Brasil podem estar associados aos seguintes fatores: problemas 

sanitários, manejo reprodutivo deficiente, inexistência de um programa amplo de 

melhoramento genético dos rebanhos e baixos investimentos em pesquisa e tecnologias de 

produção.  

A necessidade por ações dos programas de melhoramento e conservação de 

ovino no Brasil surgiu com a alta demanda por produtos. Pesquisas voltadas à essas áreas visam, 

em médio e longo prazo, a avaliação e identificação de animais superiores que, em último caso, 

poderão ser importantes para aumentar a produtividade dos rebanhos (Souza et al., 2009; 

McManus et al., 2010; Silva et al., 2011; Kijas et al., 2012). Um dos gargalos para expansão 

dos programas de melhoramento deve-se ao pequeno interesse e a participação dos produtores. 

O que pode ser devido ao desconhecimento da importância do melhoramento genético para o 

aumento da produtividade (Lobo, 2006) por parte dos mesmos. Dentre os programas de 

melhoramento de ovinos existentes atualmente no Brasil pode se destacar o programa de 

melhoramento genético GENECOC como o núcleo participativo de ovinos da raça Morada 

Nova coordenado pela Embrapa Caprinos e Ovinos desde 2008. 

Após a crise internacional da lã na década de 90, cresceu o interesse em raças 

deslanadas pelos criadores e associações, de forma que a região nordeste tornou-se a maior 

produtora de ovinos do país (IBGE, 2013). No entanto, as raças deslanadas apresentam baixos 

índices de produtividade (Sousa & Leite, 2000), taxas de crescimento mais lento e qualidade da 

carne inferior quando comparadas as raças lanadas (McManus,et. al., 2010). Além do mais, 

cruzamentos direcionados entre as principais raças localmente adaptadas do Nordeste com raças 

especializadas vêm ocorrendo com grande frequência reduzindo a adaptação desses animais aos 

sistemas de produção locais (Paiva et al., 2005). Tais fatores podem ser controlados por 

investimentos em pesquisas voltados para o melhoramento na produção e o uso das raças 

apropriadas em sistema de produção adequado. A implementação dos programas de 

melhoramento e conservação são estratégias de longo prazo imprescindíveis para minimizar os 

riscos expostos acima bem como qualificar os grupos genéticos para atenderem as demandas 

de produção do país. Uma estratégia alternativa de curto prazo poderia ser a exploração de 

características de interesse produtivo controladas por poucos genes. Essas características podem 

ser selecionadas de maneira rápida e acurada, via marcadores moleculares, com ganhos reais 

para os sistemas de produção.  
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A prolificidade, número de cordeiros nascidos por ovelhas expostas à 

reprodução, se corretamente manejada, pode ser considerada como um parâmetro importante 

no aumento da escala de produção (Lôbo et al., 2011). Como a prolificidade é dependente da 

taxa de ovulação (Galloway et al., 2000) esse seria um dos entraves para seleção massal dessa 

característica, já que a fenotipagem pode ser avaliada apenas em fêmeas com idade reprodutiva 

e possui um custo relativamente elevado quando comparado ao valor do animal comercializado 

no país. Porém estudos foram realizados em genes relacionados à taxa de ovulação de ovinos e 

alguns candidatos para seleção assistida por Marcadores (MAS- Marker Assisted Selection) 

foram localizados nos cromossomos X (BMP15), 5 (GDF9) e 6 (BMPR1-b) (Otsuka et al., 

2011). 

Nos últimos cinco anos as tecnologias de sequenciamento de nova geração e de 

genotipagem em larga escala avançaram de forma exponencial gerando grandes impactos em 

pesquisas com a espécie ovina (Heaton et al., 2013; Kijas et al., 2012). Com isso, estudos de 

associação genômica ampla (Genome Wide Association Study - GWAS) para características 

controladas por poucos genes, passaram a ser realizados de maneira satisfatória, em um curto 

período de tempo quando comparado as tecnologias anteriores como microssatélites ou re-

sequenciamento utilizando metodologia de Sanger.  

A partir dessa realidade tecnológica, bem como dos cenários para produção de 

ovinos no Brasil (Hermuche et al., 2013a) o presente trabalho foi proposto para aumentar o 

conhecimento dos polimorfismos existentes em genes relacionados a prolificidade em raças 

localmente adaptadas de ovinos bem como aplicar parte dessas tecnologias em programas de 

conservação e melhoramento no Brasil.  
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1.2 Objetivos 

 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

 

Gerar informações genômicas e adaptar tecnologias para auxiliar programas de 

melhoramento e conservação de ovinos em genes relacionados à taxa de ovulação. 

 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

 

 Fazer levantamento da frequência da mutação FecGE (gene 

GDF9) em animais do programa de melhoramento participativo da raça Morada Nova 

 Analisar o potencial de se incorporar a mutação FecGE (gene 

GDF9) em testes de desempenho da raça Morada Nova. 

 Identificar marcadores moleculares SNP nos principais genes 

(BMP15, BMPR1-b e GDF9) relacionados à taxa de ovulação na espécie ovina por meio 

de dados de sequenciamento de nova geração. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Breve estado da arte da ovinocultura no Brasil. 

 

 

A ovinocultura constitui uma importante atividade econômica regional para o 

país, apresentando um crescimento da produção nestas últimas décadas. Segundo dados 

publicados pelo IBGE (2013), o rebanho brasileiro é representado por mais de 17 milhões de 

cabeças distribuídas por todo o país de acordo com as adaptações das raças às regiões, 

destacando as regiões Nordeste e Sul com maior número de cabeças no Brasil. A criação de 

ovinos na região Sul é baseada em raças de ovinos lanados adaptados ao clima subtropical com 

aptidão mista para a produção de carne e lã. No Nordeste do Brasil a produção é voltada para 

raças de ovinos especializadas para corte representado por raças deslanadas adaptadas ao clima 

tropical da região e com alta rusticidade e capacidade adaptativa às condições peculiares da 

região; além de servir como fontes de proteína para as populações locais (McManus, et al., 

2010; McManus et al., 2014). 

A produção de carne é o maior insumo da ovinocultura na região Nordeste e tem 

sido observado um contínuo crescimento no número efetivo de ovinos na região. Com a crise 

internacional da lã na década de 1990, a demanda por raças especializadas na produção de carne 

em todo Brasil estimulou a criação de ovinos deslanados principalmente na região Nordeste 

(Viana, 2008). Assim, a exploração econômica pelo uso de raças especializadas e adaptadas ao 

ambiente da região, e sistemas de produção, estimulou o melhoramento genético e técnicas de 

manejo, aumentando a produtividade dos rebanhos no Nordeste brasileiro. O Nordeste 

brasileiro é considerado atualmente o novo centro produtor de ovinos (Viana, 2008). Ao longo 

dos últimos anos, tem sido observado exigências de carcaças de melhor qualidade por 
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consumidores brasileiros e melhoria na regulamentação do Governo Federal para a 

comercialização de carnes. E como isso, observa-se também o aumento no número de pesquisas 

voltadas para o melhoramento genético e manejo de rebanhos especializados, maior interesse 

de produtores e consequentemente melhor qualidade dos animais produzidos (Hermuche et al., 

2013a; Simplício & Simplício, 2006). 

 

 

2.2 Breve estado da arte do programa de conservação de recursos genéticos animais no 

Brasil. 

 

 

A introdução de animais de produção no Brasil teve início com colonizadores 

portugueses que os trouxeram em seus navios (McManus et al., 2010). As raças dos animis 

chegadas nesta época eram originadas da Europa e África (Primo, 2004), e com o passar dos 

anos passaram por processos de seleção natural e adaptação resultando em diferentes raças 

localmente adaptadas na maioria dos diversos ecossistemas brasileiros (Hermuche et al., 2013b; 

Paiva et al., 2005). Não existem registos específicos de ovelhas introduzidas diretamente para 

o Brasil vindos da Europa (Rodero et al., 1992), mas sim ovinos introduzidos no Brasil, 

principalmente, vindos do Paraguai e Argentina no período do descobrimento os quais se 

adaptaram às condições locais de cada região (McManus et al., 2010).  

Animais de raças localmente adaptadas desenvolveram características únicas 

como a rusticidade, prolificidade e, resistência às doenças e parasitas, com uma vasta 

diversidade genética, que são considerados hoje, um importante material genético para a 

conservação (Mariante et al., 2011). A conservação dessas raças permitirá, no futuro, sua 

utilização em cruzamentos para melhorar a resistência e adaptação de outras raças a condições 

ambientais desfavoráveis contribuindo para a melhoria na produção de animais doméstico no 

país (Mariante et al., 2011).  

Os dois últimos séculos foram marcados por um aumento na importação de raças 

exóticas e produção de raças comerciais substituindo as raças localmente adaptadas, e 

impactando diretamente na diminuição da variabilidade genética culminando em uma situação 

de ameaça de extinção destas raças. Desta forma, programas de conservação são cada vez mais 

necessários para ampliar a capacidade de gerenciar os recursos genéticos animais do país 

(Mariante et al., 2009). 
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No Brasil, ações de programas de conservação vêm sendo desenvolvidas por 

centros de pesquisa da EMBRAPA em parceria com Universidades, Empresas de Pesquisa 

Estaduais e produtores (Mariante et al., 2011). O programa desenvolvido pela EMBRAPA 

compõe a Rede de Recursos Genéticos Animais-Rede Animal, que integra a Plataforma de 

Recursos Genéticos e foi criado com o objetivo de desenvolver e monitorar núcleos de 

conservação de raças ameaçadas de extinção, assim como realizar a caracterização fenotípica 

destes núcleos, a criopreservação de material genético, a caracterização genética de raças 

envolvidas no programa, e a conscientização da sociedade sobre a importância da conservação 

dos recursos genéticos animais (Mariante et al., 2009). As raças de ovinos incluídas no 

programa de conservação Brasileiro distribuídas por todas as regiões do país são: Barriga 

Negra, Bergamacia Brasileira, Somalis Brasileira, Rabo Largo, Morada Nova e Santa Inês 

(Mariante et al., 2009). 

A conservação dos recursos genéticos animais é hoje realizada por meio de: (1) 

conservação in situ, por núcleos de conservação onde os animais são mantidos em seu habitat 

de origem e (2) conservação ex situ, in vivo, onde os animais são mantidos fora de seu habitat 

de origem, ou in vitro, baseado no armazenamento de material genético como sêmen, embriões 

e ovócitos em Bancos de Germoplasma (Mariante et al., 2011).  

A caracterização por meio de marcadores moleculares também tem sido uma 

importante ferramenta para uso em programas de conservações para a quantificação da 

diversidade genética dentro e entre raças da mesma espécie, com a finalidade de identificar 

padrões de estrutura genética e estimar a distância e influências genéticas das raças comerciais 

em raças localmente adaptadas (McManus et al., 2010). Atualmente, a caracterização molecular 

tem sido usada auxiliando o manejo de rebanhos mantidos em Núcleos de Conservação e para 

seleção de doadores para conservação em bancos de germoplasma (McManus et al., 2010). 

Portanto, a importância da caracterização molecular para manter uma ampla diversidade 

genética de populações de animais de produção é fundamental não só ao desenvolvimento rural, 

mas para assegurar alimentação mundial das próximas gerações, permitindo a seleção de ações 

ou desenvolvimento de novas raças em reposta às grandes mudanças futuras que podem 

ameaçar as necessidades nutricionais humanas.  
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2.3 Breve estado da arte do programa de melhoramento de ovinos no Brasil. 

 

 

O melhoramento genético em ovinos é uma ferramenta eficiente capaz de 

atender aos sistemas de produção específicos, a demanda de mercado e expectativas do 

consumidor. Apesar da ovinocultura ter sido introduzida no Brasil desde a época colonial, só 

nas últimas décadas tem se observado a ação do melhoramento genético nos rebanhos de ovinos 

do país por ação das associações e produtores individuais que realizam atividades de seleção de 

animais superiores baseados na morfologia para o aprimoramento das características de 

produção de interesse. No entanto, programas de melhoramento de ovinos a longo prazo ainda 

são escassos no Brasil e isso se dá principalmente, a desorganização da cadeia produtiva e 

desinteresse por parte dos produtores (McManus et al., 2010; Hermuche et al., 2013a).  

A Associação Rio-Grandense de Criadores de Ovinos, atualmente denominada 

Associação Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO) fundada em 1942, iniciou as primeiras 

avaliações objetivas para seleção de ovinos visando a melhoria na produção e qualidade da lã 

(Ojeda, 1999). Os programas de melhoramento em ovinos tiveram seu início com o PROMOVI 

(Programa de Melhoramento Genético em Ovinos), visando a melhoria na produção de carne e 

lã, entre 1977 a 1995 no Rio grande de Sul, se estendendo depois para outros estados (McManus 

et al., 2010). Atualmente, os programas de melhoramento disponíveis no Brasil são geridos por 

órgãos públicos, privados e associações de criadores. A maioria desses programas são 

centralizados na melhoria das raças deslanadas Dorper e Santa Inês representados por 

programas especializados principalmente na ovinocultura de corte. 

Os principais programas no Brasil são: PMGSI/USP (Programa de 

Melhoramento Genético da raça Santa Inês) iniciado em 2004 pela USP em parceria com a 

ASCCO (Associação Sergipana de Criadores de Ovinos e Caprinos), SANTAGEN (Programa 

de Melhoramento Genético de Ovinos Santa Inês) desenvolvida pela UFPI, PROMOSI 

(Programa de Melhoramento Genético de Ovinos da Raça Santa Inês) gerido pela EMEPA-PB 

(Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuária da Paraíba), GENECOC- (Programa de 

Melhoramento Genético de Caprinos e Ovinos de Corte) lançado em 2003 pela EMBRAPA 

caprinos e ovinos, onde destaca-se o núcleo participativo da raça de ovinos Morada Nova; e 

programas desenvolvidos por empresas privadas como a OVINOPLUS (Programa de 

Avaliação Genética de Ovinos) pela empresa Alta Genetics e OviGol®/AbacusBio 

desenvolvido pela empresa Aries Reprodução e Melhoramento Genético Ovino – Ltda 

(Azevedo et., al., 2005; Lôbo, 2007; Lobo, 2006; Sousa et al., 2007).  
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Todos esses programas encontram dificuldades para manutenção e expansão 

principalmente devido ao pouco interesse e participação dos produtores, em alguns casos por 

desconhecimento da importância do melhoramento genético para o aumento da produtividade 

(Lobo, 2006).  

 

 

2.4 Prolificidade e taxa de ovulação em ovinos. 

 

 

A prolificidade, no que se refere a quantidade de cordeiros nascidos por ovelhas 

paridas, é um parâmetro importante para determinar a eficiência produtiva e reprodutiva de um 

rebanho (Notter, 2008). A prolificidade economicamente satisfatória para um sistema de 

produção semi-intensivo ou intensivo está relacionada com uma alta taxa de concepção gemelar 

que é resultado principalmente de uma alta taxa de ovulação materna e baixas taxas de 

mortalidade fetal e embrionária. A condição genética materna e/ou paterna é o fator com maior 

influência sobre a prolificidade em ovinos (Davis, 2005). Outros fatores que podem influenciar 

diretamente essa característica são: a idade da ovelha, estação do ano, nível nutricional e 

hormonal (Debus et al., 2012; Lewis et al., 1996; Notter, 2000). Porém, em um sistema de 

produção extensivo, onde os animais são criados soltos e com pouco cuidado, as taxas de 

concepção mais baixas são geralmente aceitáveis, assim como em ambientes extremos 

(Walkden-Brown; et al., 2008), já que partos múltiplos podem aumentar a taxa de mortalidade 

devido à seca e escassez de alimento como ocorre na região Nordeste do Brasil (da Silva et al., 

2014; Paim et al., 2013). 

Os índices de prolificidade nos rebanhos de ovinos do Brasil são considerados 

baixos, caracterizando um grande obstáculo para o desenvolvimento de uma ovinocultura 

rentável e de alta produção (Paim et al., 2011). O índice de prolificidade é um parâmetro 

reprodutivo que pode ser manejado para aumentar a escala de produção, resultando em níveis 

mais elevados de produtividade com redução de custos e, consequentemente, aumento das 

margens de lucro, devido à maior diluição dos custos fixos totais com um maior número de 

cordeiros por ovelha e maior disponibilidade de produto para venda (Lôbo et al., 2011).  

A prolificidade em ovinos é uma característica limitada pelo sexo e idade 

reprodutiva da fêmea e dependente principalmente da taxa de ovulação. Essa característica é 

controlada por poucos genes, o que facilita o seu uso em programas de seleção assistida por 

marcadores moleculares (Davis, 2005). O emprego de metodologias de seleção assistida pela 
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genotipagem com a introgressão de alelos em genes de efeito principal pode produzir grandes 

e rápidas modificações nos índices de produção. 

O processo de ovulação em mamíferos é resultado do crescimento e maturação 

dos folículos ovarianos, onde a cada ciclo estral, muitos folículos são recrutados (folículos 

antrais pequenos), no entanto poucos chegam ao estágio pré-ovulatório e são ovulados, o 

restante sofre atresia. O desenvolvimento e maturação destes folículos envolve um complexo 

de sinais endócrinos (FSH, LH, Progesterona e Estradiol), dependentes do eixo hipotálamico-

hipófisário-gonadal, além de sinais parácrinos determinados pela ação de fatores de crescimento 

(GDFs e BMPs) que influenciam o desenvolvimento e a disposição das células da granulosa, 

esteroidogênese, apoptose e expansão das células do cumulus (Mcnatty et al., 2001; Matzuk et 

al., 2002; Gilchrist et al., 2008). 

 

 

2.5 Genes associados a taxa de ovulação. 

 

Os genes que controlam a expressão fenotípica da prolificidade (associados à 

taxa de ovulação) pertencem, principalmente, à superfamília do fator transformador de 

crescimento beta (TGF- β), como é o caso dos genes da proteína morfogenética do osso (BMPs- 

Bone morphogenetic proteins), Fator de Diferenciação e Crescimento-9 (GDF9- Growth and 

differentiation factor) e seus receptores (Davis, 2005). A família dos TGF-β, representada por 

40 membros, é dividida nas subfamílias ativina/inibina, e são produzidas pelo próprio ovócito 

(Fortune, 2003). 

Os BMPs e seus receptores, proteínas que atuam como homodímeros 

encontrados principalmente nas células da granulosa dos folículos, tem ação de regulação, 

proliferação e diferenciação celular, desde o estágio de folículo primário até o de folículo antral 

(Juengel & McNatty, 2005). O GDF9 também é uma proteína homodimérica, e é responsável 

pela proliferação das células da granulosa e da teca, tanto nos folículos pré-antrais como nos 

antrais (Bodensteiner et al., 1999), enquanto a expressão do BMP15 se inicia nos ovócitos dos 

folículos primários (Galloway et al., 2000).  

Estudos genéticos identificando mutações nos genes relacionados à taxa de 

ovulação em mamíferos demonstraram que os ovinos têm sido um excelente modelo para 

elucidar a importância destes genes para a função reprodutiva nas fêmeas (Otsuka et al., 2011). 

Na Tabela 1 encontra-se um resumo dos estudos nos principais genes relacionados à taxa de 

ovulação localizados nos cromossomos X (BMP15), 5 (GDF9) e 6 (BMPR1-b).  
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Os fenótipos diferem de acordo com as mutações descritas nos três genes de 

efeito principal: GDF9, BMP15 e BMPR1-b (Tabela 1). Ovelhas normalmente, ovulam de 1 a 

2 folículos por ciclo (Davis et al., 2008), entretanto quando observamos mutações em genes 

associados à taxa de ovulação, nota-se diferentes fenótipos de ovulações únicas, múltiplas ou 

até infertilidade (Otsuka et al., 2011). O fenótipo de esterilidade foi observado por diferentes 

mutações no gene BMP15 nas raças: Galway, (Galloway et al., 2000), Belclare, Cambridge 

(Hanrahan et al., 2004); Lacaune (Bodin et al., 2007); Aragonesa (Martinez-Royo et al., 2008); 

e no gene GDF9 nas raças Belclare, Cambridge (Hanrahan et al., 2004) Icelandic Thoka (Nicol 

et al., 2009), e Ile de France (Souza et al., 2014) (Tabela 1). Estas mutações levam a inativação 

das respectivas proteínas dos genes GDF9 e BMP15 resultando na não formação dos folículos 

secundários, levando assim a infertilidade em ovelhas homozigotas para os alelos mutantes, 

enquanto aquelas em heterozigose resultam em um aumento na taxa de ovulação (Figura 1) 

(Otsuka et al., 2011).  

 

 

Tabela 1- Mutações encontradas em genes associados à taxa de ovulação relacionadas com fenótipos de 

prolificidade em ovinos. 

GENE Alelo 
Mudança 

no AA  
Mutação/Raças 

Fenótipo em 

Homozigotos 
Referência 

BMP15 

(FecX) 

 

FecXI V299D Romney Inverdale) Estéril Galloway et al., 2000 

FecXH Q291ter Romney (Hanna) Estéril Hanrahan et al., 2004 

FecXB S367I Belclare Estéril Hanrahan et al., 2004 

FecXG Q239ter 
Galway/Belclare-

Cambridge 
Estéril Galloway et al., 2000 

FecXL C321Y Lacaune Estéril Bodin et al., 2007 

FecXR W154S159 Aragonesa Estéril Matinez-Royo et al., 2008 

FecXO A337H Olkuska Hiperprolífico Demars et al., 2013 

FecXGr T317I Grivette Hiperprolífico Demars et al., 2013 

BMPR1-b 

(FecB) 
FecBB Q249R 

Booroola Merino, 

Garole, Hu 
Hiperprolífico Wilson et al.2001 

GDF9 

(FecG) 

 

FecGH S395F 

High 

Fertility/Belclare-

Cambridge 

Estéril Hanrahan et al., 2004 

FecGTT S427R Icelandic Thoka Estéril Nicol et al., 2009 

FecGE F345C Santa Inês Hiperprolífico Silva et al., 2011  

FecGV A315C 
Vacaria/ Ile de 

France 
Estéril Souza et al., 2014 

FecGHan G243H Han - Dorset Hiperprolífico Chu et al., 2011 

FecGF V371M 
Finnsheep, 

Norwegian White 
Hiperprolífico 

Mullen & Hanrahan, 2014; 

Vage et al., 2013  

 

O fenótipo de ovelhas hiperprolíficas ocorre pelo aumento na taxa de ovulação 

tanto em ovelhas heterozigotas quanto em homozigotas em diferentes mutações encontrados 
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nos genes BMPBR1-b (Wilson et al., 2001), BMP15 (Demars et al., 2013) e GDF9 (Chu et al., 

2011; Mullen & Hanrahan, 2014; Silva et al., 2011; Vage et al., 2013). As altas taxas ovulatórias 

são resultado do aumento da sensibilidade ao FSH, o qual atuaria promovendo o 

desenvolvimento folicular e permitindo a ovulação precoce nos pequenos folículos em 

crescimento (Jansson 2014; Shimasaki et al., 2004) (Figura 1). Portanto, diferentes estudos 

evidenciam o papel dos genes GDF9, BMP15 e BMPR1-b no controle da foliculogênese, na 

taxa de ovulação e consequentemente na determinação da fertilidade (Otsuka et al., 2011). 

 

 

Figura 1- Diferentes alelos nos genes GDF9, BMP15 e BMPR1-b envolvidos na regulação do 

desenvolvimento folicular ovariano resultando em fenótipos de hiperprolificidade e infertilidade em 

diferentes raças ovinas. Fonte: (adaptada- Juengel et al., 2013). 

 

 

Outras ovelhas prolíficas têm apresentado mutações em outros genes de efeito 

principal. Estes outros genes incluem o BG4ALNT2, com alta expressão gênica no ovário 

(Drouilhet et al., 2013) em linhagens de ovelhas Laucane (FecLL), e genes ainda desconhecidos, 

localizados no cromossomo X, em linhagens Woodlands (FecX2W e FecX2M) (Davis et al., 

2008; Feary et al., 2007). 
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A existência de diferentes linhagens de ovinos com alta prolificidade e diferentes 

mutações em genes de efeito principal, levanta a hipótese que outras raças prolíficas possam 

apresentar as mesmas ou ainda desconhecidas mutações em genes relacionados à taxa de 

ovulação. Essa constatação cria a possibilidade de identificação de linhagens com 

polimorfismos associados a essa característica, o que abre novos caminhos para pesquisas e a 

utilização efetiva deste conhecimento, caracterizando geneticamente raças associadas à 

característica de prolificidade. 

 

 

2.6 Impacto das novas tecnologias genômicas em características controladas por poucos 

genes. 

 

 

A década de 80 foi um marco para os primeiros estudos de identificação, 

caracterização e utilização de marcadores moleculares em recursos genéticos e na geração de 

ferramentas para o melhoramento animal (Caetano, 2009). Nas últimas décadas, as inovações 

tecnológicas da genética molecular trouxeram novas metodologias de alto desempenho e 

acurácia, as quais permitem acessar e manipular o genoma, facilitando a genotipagem por 

marcadores moleculares, em especial os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism- Polimorfismo 

de base única), a custo reduzido.  

Os marcadores SNPs são variações de bases única sendo elas transições (trocas 

de purina por purina-ex.: A/G ou de uma pirimidina por pirimidina C/T) ou transversões (troca 

de uma purina por uma pirimidina, ou vice-versa). Estes marcadores preferencialmente bi 

alélicos estão distribuídos de forma homogênea por todo o genoma em eucariotos 

(Sachidanandam et al., 2001) e podem estar localizados em regiões de exon, com função 

regulatória, ou íntrons e espaços intergênicos. 

O uso desses marcadores em pesquisas genéticas, como polimorfismos 

associados a características de produção, foi limitado por muitos anos devido aos custos e 

tecnologias primárias. O surgimento das novas tecnologias para caracterização, prospecção e 

genotipagem de marcadores SNP por um menor custo e de forma massal foi uma grande 

revolução para as pesquisas genéticas no mundo (Liu, 2009; The Bovine Hapmap Consortium, 

2009). 
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2.6.1 Sequenciamento de nova geração 

 

 

As tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS), representadas pelas 

plataformas de sequenciamento da 454 FLX da Roche (Margulies et al., 2005), Solexa da 

Illumina (Bennett, 2004), SOLiD System da Applied Biosystems (Valouvev et al., 2008), Ion 

Torrent-PGM da Life Technologies e HeliScope True Single Molecule Sequencing (Helicos) 

(Thompson & Steinmann, 2010) e SMRT (Single Molecule Real-Time) da PacBio (Eid et al., 

2009); foram capazes de promover o sequenciamento de DNA em plataformas, gerando 

informação de milhões de pares de bases (pb) em uma única corrida, números 

significativamente maiores quando comparados ao sequenciamento de Sanger (Ansorge, 2009) 

Obviamente, as novas tecnologias trouxeram grandes avanços para a genômica, reduzindo 

tempo e custos por base de sequenciamento, além do mais sem a necessidade de investimentos 

em equipamentos por grupos de pesquisas individuais (Ansorge, 2009; Metzker, 2010). 

Existem diversas empresas realizando prestação de serviços na área de sequenciamento de nova 

geração nacional e internacionalmente e com a vantagem de que os laboratórios contratados já 

serem especializados, o que diminui a taxa de erro e o tempo entre a contratação do serviço e 

obtenção dos dados (Shendure & Ji, 2008). 

Espécies importantes para a pecuária já tiveram todo genoma sequenciado, como 

é o caso do genoma do bovino (The Bovine Hapmap Consortium, 2009), da galinha (Hillier et 

al., 2004), cavalo (Wade et al., 2009), ovelha, (Archibald et al., 2010a; Jiang et al., 2014) suíno 

(Archibald et al., 2010b), abelha (Weinstock et al., 2006), e bicho da seda (The International 

Silkworm Genome Consortium, 2008). Após o sequenciamento do genoma completo das 

espécies outros esforços vêm sendo feitos com a finalidade de se obter sequências de outros 

indivíduos da mesma espécie, e/ou diferentes raças, permitindo assim aumentar o conhecimento 

das espécies, identificação e caracterização das raças (Stothard et al., 2011; Heaton et al., 2013); 

Xing et al., 2016). 

O grande desafio para o sequenciamento total de grandes eucariotos, por 

segmentos de leitura curtas (reads) (< 100 pb) geradas por NGS, é a montagem dos genomas 

completos, que exige o emprego de ferramentas de bioinformática (Li et al., 2009a; Mardis, 

2008; Shen et al., 2010). O sequenciamento completo do genoma do panda (Li et al., 2010), 

serviu como demonstração da possibilidade da utilização de sequências curtas geradas por 

apenas NGS (sequenciamento gerado pelo Illumina Genoma Analyser) para obtenção de 

genomas completos. 
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Após o sequenciamento completo do genoma ovino, novos esforços foram feitos 

com o objetivo de se encontrar marcadores SNPs (Jiang et al., 2014). As estimativas de distância 

dos SNPs podem determinar a densidade de SNPs necessários para construção de painéis 

associados a uma característica de interesse (Allen et al., 2010; Bolormaa et al., 2011a; Ilic et 

al., 2011), como, por exemplo, a taxa de ovulação em ovinos. 

 

 

2.6.2 Painéis de genotipagem de SNPs de baixa densidade 

 

 

Os chips para a genotipagem de SNPs de alta e média densidade, de centenas a 

milhares de marcadores, contribuíram para o desenvolvimento de plataformas de genotipagens 

de grande rapidez e automação com um grande número de amostras em um único ensaio (Liu, 

2009). Essa nova tecnologia de genotipagem em larga escala permitiu a geração de 

metodologias para avaliação genética e seleção com base no Valor Genômico (Genomic 

Estimated Breeding Value- GEBV). Grandes avanços foram realizados em pesquisas 

genômicas em espécies animais importantes para a pecuária durante os últimos anos (Allen et 

al., 2010; Spencer & Palmarini, 2012; Wiedmann et al., 2008). Esses esforços disponibilizaram 

chips de genotipagem de alta (>500k) (Anderson et al., 2010; Kijas et al., 2014; Matukumalli 

et al., 2009), média (>50k) (Bolormaa et al., 2011b; Kijas et al., 2012; Hayes et al., 2009; Finlay 

et al., 2012; Snelling et al., 2010) e baixa densidade (>100) (Beynon et al., 2015; Boichard et 

al., 2012) nas espécies bovina e ovina. 

O Consórcio Internacional do Genoma Ovino (International Sheep Genomics 

Consortium, ISGC, (http://www.sheephapmap.org/) validou um painel de 60.000 marcadores 

SNP (Illumina ovineSNP50Beadchip) em mais de 2800 animais provenientes de mais de 70 

raças de ovinos (Kijas et al., 2012), e atualmente esse painel se encontra comercialmente 

disponível para toda comunidade científica.  

A aplicação de testes com baixo número de marcadores em um grande número 

de amostras foi desenvolvida primeiramente para ensaios relacionados a doenças. Como 

exemplo pode-se citar as metodologias Taqman (Heid et al., 1996) ou de minissequenciamento. 

Os painéis de baixa densidade foram usados também nos processos de 

rastreabilidade de amostras (Heaton et al., 2005), e para detectar polimorfismos em genes 

associados a características de produção de interesse comercial (Chessa et al., 2007). Essas 

aplicações requerem a genotipagem de algumas dezenas de marcadores em grandes números 
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de amostras, fazendo com que as metodologias Taqman e minissequenciamento não sejam mais 

indicadas para atender a essas demandas. Por outro lado, as plataformas baseadas em 

espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization – time of 

flight mass spectrometry) (Heaton et al., 2005) e microarranjos (Chessa et al., 2007; Kaminski 

et al., 2005) são as melhores tecnologias aplicadas para esses estudos. O sistema MassARRAY 

iPLEX™ é recomendado para o uso em trabalhos com mapeamento finos e validação de GWAS 

em estudos de ligação, bem como os testes de rotina genética de painéis de SNPs de interesses 

(Oeth et al., 2007). 

O ensaio Illumina® SNP Genotyping GoldenGate em conjunto com a tecnologia 

VeraCode® (Lin et al., 2009), um método baseado na detecção a partir de fluorescência, 

permite um grau elevado de multiplexação de locos a partir de 48 SNPs por ensaio. A 

Plataforma Fluidigm (Fluidigm Dynamic ArrayTM Integrated Fluidic Circuits –IFCs- 

https://www.fluidigm.com) e KaspTM (Kompetitive Allele Specific PCR Genotyping System- 

http://www.lgcgroup.com/products/kasp-genotyping-chemistry) baseada em PCR alelo-

específico, permite analisar uma densidade baixa a média de SNPs em grande número de 

amostras (He et al., 2014; Ilic et al., 2011). 

Como exemplo, o desenvolvimento de um painel de 48 SNP e sua validação pela 

plataforma Fluidigm foi usado para caracterização de germoplasma de cacau, apresentando 

resultados de genotipagem de alta qualidade (Ilic et al., 2012). Outro trabalho com a mesma 

plataforma permitiu o desenvolvimento de um painel de 96 SNPs em organismos não modelos, 

como o salmão, permitindo atender mesmo animais com genoma ainda não inteiramente 

sequenciado (Narum et al., 2009). 

 

 

2.6.3 Estudos de associações de genômica ampla (GWAS). 

 

 

Desequilíbrio de ligação (DL) é a medida estatística da associação entre alelos 

de diferentes locos, que não se dá ao acaso, e é afetado por forças evolutivas, como: 

recombinação, seleção, migração e deriva genética (Slatkin, 2008). O DL é correlacionado com 

taxa de recombinação e quanto maior a taxa de recombinação mais rápida será a aproximação 

do equilíbrio entre os dois locos (Slatkin, 2008). Assim, a cada nova geração, a recombinação 

tende a criar uma situação de equilíbrio entre os locos, e o tamanho de um dado segmento 
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cromossômico que contém dois locos quaisquer sem recombinação diminui, reduzindo o DL 

(Mcrae et al., 2002).  

A disponibilidade e genotipagem de um grande número de marcadores SNPs 

distribuídos por todo o genoma de um indivíduo aumenta a probabilidade de encontrar 

marcadores em desequilíbrio de ligação (DL) com QTLs ou genes de interesse (Dekkers, 2004, 

2007). Assim, o uso eficiente de marcadores moleculares para auxiliar o melhoramento genético 

requer um maior número possível de marcadores, para que se aumente a possibilidade de 

encontrar um marcador em DL com um determinado QTL ou gene de interesse (Dekkers, 2004, 

2007). A associação encontrada entre o marcador e o gene e/ou QTL tem que ser validada em 

diferentes populações e a cada geração de melhoramento para que se garanta que a mesma não 

seja perdida pelo processo natural de recombinação (Mackay, 2001). 

As ferramentas de genotipagem de SNPs em larga escala disponíveis atualmente 

possibilitaram o desenvolvimento da metodologia denominada estudos de associação genômica 

ampla (GWAS- Genome Wide Association Study), os quais já foram realizados utilizando 

características controladas por poucos genes em algumas espécies de animais de produção como 

bovinos (Charlier et al., 2008; Tosser-Klopp et al., 2014), equinos (Dupuis et al., 2011) e ovinos 

(Becker et al., 2010). A GWAS é baseada na associação entre marcadores espalhados por todo 

o genoma genotipados num grupo de indivíduos e uma característica de interesse produtiva ou 

uma doença  
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CAPÍTULO 2 

 

SELEÇÃO ASSISTIDA POR MARCADOR DE BASE ÚNICA (SNP) EM OVINOS 

DOS NÚCLEOS DE MELHORAMENTO GENÉTICO PARTICIPATIVO DA RAÇA 

MORADA NOVA. * 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Artigo publicado no periódico Small Ruminant Research  
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RESUMO 

 

 

Ovinos da raça deslanada Morada Nova apresentam características desejáveis para a produção 

de cordeiros, especialmente em sistemas de produção extensivo no Nordeste do Brasil, 

representando um importante recurso genético para a produção de cordeiros em climas 

semiáridos do Brasil e em outros países. Testes de desempenho tem sido realizado anualmente 

com esta raça desde o ano 2008. No presente estudo, ovelhas Morada Nova de dois estados 

brasileiros: Ceará (140 animais) e São Paulo (112 animais); foram genotipados para o SNP 

(alelo FecGE) associado à taxa de ovulação em ovelhas, que até o momento, somente foi 

encontrado em raças brasileiras de ovinos localmente adaptadas. A frequência total observada 

de FecGE foi de 0,65, e, também, foi observado um aumento do número de heterozigotos 

(χ2=7.274, p< 0.01). Não foram observadas diferenças significativas das frequências do alelo 

FecGE (p = 0,3708) em 139 carneiros que participavam do teste de desempenho, classificados 

como Elite/Superior ou Regular/Inferior nos estados do Ceará e São Paulo. Considerando que 

o tamanho da ninhada pode afetar positivamente a rentabilidade nas fazendas, a inclusão de 

informações de genotipagem de FecGE para índices de seleção futuras, estimadas em dados de 

testes de desempenho, poderá aperfeiçoar os sistemas de produção regionais que contribuirá 

para o aumento na rentabilidade e ganhos observados no programa de melhoramento da raça 

Morada Nova.  

 

 

Palavras Chaves: Recursos genéticos animais, GDF9, Ovis aries, teste de desempenho, ovinos 

Morada Nova, taxa de ovulação.  
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ABSTRACT 

 

SINGLE MARKER ASSISTED SELECTION IN BRAZILIAN MORADA NOVA 

HAIR SHEEP COMMUNITY-BASED BREEDING PROGRAM. 

 

 

Morada Nova hair sheep show traits desirable for lamb production especially in extensive 

production systems in Northeastern Brazil, representing an important genetic resource for 

producing lamb in semi-arid climates in Brazil and elsewhere. Performance testing has been 

carried out annually with this breed since 2008. In the present study, Morada Nova sheep from 

two Brazilian states: Ceará (140 animals) and São Paulo (112 animals) were genotyped for a 

SNP associated with litter size, which is almost only found in Brazilian locally adapted sheep 

breeds (FecGE). The total observed frequency of FecGE was 0.65, while an increased number 

of observed heterozygotes was also observed (χ2=7.274, p< 0.01). No significant FecGE allele 

frequency differences were observed (p= 0.3708) in 139 performance-tested rams classified as 

Elite/Superior or Regular/Inferior in the states of Ceará and São Paulo. Considering that litter 

size has been shown to positively affect farm profitability in medium to high input systems, we 

suggest that inclusion of FecGE genotyping information in future selection indexes estimated 

with basis on performance test data, fine-tuned to regional production systems may contribute 

to increase profitability gains observed in the Morada Nova community-based breeding 

program. 

 

Keywords: Animal Genetic Resources, GDF9, Ovis aires, performance test, Morada Nova 

sheep. 
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1 INTRODUCTION 

 

 

The use of locally adapted sheep breeds for meat production has been increasing 

in Brazil as farmers look for animals that are productive in stressful environments, especially 

in the Northeast region, where soils are shallow, poor and climates range from tropical semi-

humid to semi-arid, with irregularly distributed rainfall rates ranging from 250 to 700 mm/year. 

Purebred and crossbred hair sheep breeds with high heat tolerance (Castanheira et al., 2010) 

and parasite resistance (McManus et al., 2009) are frequently raised in these areas (McManus 

et al., 2014), and account for most of the regional lamb production.  

The Morada Nova breed was originally described by Domingues (1954) and is 

one of the most important hair sheep used for lamb production in the aforementioned regions. 

The breed shows good production traits, such as high rusticity and average growth in pasture-

based systems (Facó et al., 2008). Ewes are sexually precocious, highly fertile and prolific, and 

show good maternal ability, which added to the small average adult size contribute to the 

profitability of local lamb production in low input systems (Facó et al., 2008; Lôbo et al., 2011). 

Recent studies in animal nutrition, reproduction, genetics and breeding, 

combined with  restructuring of the Morada Nova Breed Association in 2008, provided the basis 

for the establishment of a local community-based breeding program coordinated by Embrapa 

Sheep and Goat Research Centre (CNPCO). The program is responsible for overlooking 

production and pedigree data collection and analysis, and for centralizing performance testing 

to identify young superior rams for use as sires in associated flocks (Faco et al., 2009).  

Profitability studies showed that prolificacy (number of lambs born per adult 

ewe) is a major determining factor affecting production efficiency in local systems (Paim et al., 

2011). Lobo et al. (2011) and McManus et al. (2011) showed that prolificacy is directly linked 

to the economic viability of using Morada Nova as well as other hair sheep breeds for lamb 
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production in Brazil, respectively. According to Rao & Notter (2000), litter size can be easily 

measured and can respond to directional selection besides its low estimated heritability 

(Fernandes, 1992). Genetic gains of 1% in the litter size have been estimated to result in profit 

increments of US$ 0.781 ewe/year (4% of the total profit), considering a pasture-based 

production system with Morada Nova sheep in Brazil´s semi-arid region (Lobo et al., 2011).  

Sheep have provided a valuable model to study ovulation rate in mammals, as 

several genes/mutations have been identified in parallel studies in multiple breeds (Otsuka et 

al., 2011; Juengel et al., 2013). Polymorphisms on ovine GDF9 (Growth and Differentiation 

Factor 9) exon 2 have been shown to cause ovulation rate differences. At least three distinct 

mutations have been described: FecGH(Hanrahan et al., 2004), FecGT  (Nicol et al., 2009) and 

FecGE (Silva et al., 2011). Ewes homozygous for the GDF9-S77F (Hanrahan et al., 2004) and 

GDF9-S109R (Nicol et al., 2009) mutations have been shown to be infertile, while 

heterozygotes show increased ovulation rates.  

The GDF9 FecGE allele was identified in the locally adapted Brazilian Santa 

Ines breed (Silva et al., 2011). The mutation results in a change of a phenylalanine to a cysteine 

in the mature peptide, and causes an increase in ovulation rate only in homozygotes. The aim 

of this work was to estimate FecGE allele frequencies in Morada Nova flocks in Brazil and to 

elaborate a strategy and to estimate potential results from implementing marker assisted 

selection for this SNP as a regular procedure in the breed´s community-based breeding program. 
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2 MATERIAL AND METHODS 

 

 

DNA was extracted from blood from 252 Morada Nova sheep with a protocol 

modified from Miller et al.(1988). Samples included 122 young rams from four distinct 

Performance Tests (PT) (between 2008 - 2010) originated from 20 production farms and 18 

animals from Embrapa Sheep and Goats (Sobral, CE, Brazil) genetic conservation nucleus. 

These animals were all from Ceará State (Northeast region), Brazil. Additional samples from 

112 sheep derived from five farms in São Paulo State (Southeast region) were also used (17 of 

which were derived from a single PT in São Paulo State). Samples were derived from major 

rams for each farm included in the study to reduce within-farm relationships when pedigree 

data was not available and avoid sampling of animals with common grandparents on farms 

where pedigree data was available. 

Performance testing of young rams was carried out according to Facó et 

al.,(2009). Rams received a final score based on daily weight gain (DWG), rib eye area (REAp 

= REA/ final weight0.75) and scrotal circumference (SCp= SC/ final weight0.75) weighted by 

metabolic weight, as well as fat thickness (FT) and visual scores (VS) (Facó et al.,2009) where: 

Final Index (FI) = 0.40(DWG) + 0.15(REAp) + 0.10(SCp) + 0.10(FT) + 0.25(VS). Animals 

were then classified as Elite (FI> mean + 1.0 standard deviation (SD), Superior (FI between 

mean and 1 SD), Regular (FI between mean and -1 SD) and Inferior (FI < mean – 1SD). The 

number of observed FecGE alleles (FecGE/FecGE (1), FecGE/FecG+ (2) and FecG+/FecG+ (3)) 

in rams from the Ceará PT was regressed on final category (Elite/Superior (1) or 

Regular/Inferior (0)) in a logistic regression using SAS v. 9.3 (SAS Institute, Cary, North 

Carolina). The model is stated in terms of the probability that Final Category (Y) = 1 

(Elite/Superior), referred to as 𝑝̂. The probability that Y is 0 (Regular/Inferior) is 
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𝑙𝑛 (
𝑝̂

1 − 𝑝̂
) = 𝛽0 + 𝛽1𝑋 

where X is the number of FecGE alleles; ln is the natural log; 𝛽0 and 𝛽1 are the regression 

coefficients and the odds ratios were calculated as 𝑂𝑑𝑑𝑠 =  𝑒𝛽0+𝛽1𝑋. 

The GDF9FecGE mutation was genotyped by direct Sanger sequencing of PCR-

amplified fragments. Two pairs of primers were used: one pair for amplifying a larger fragment 

of ~900bp (5´-GAGAAAAGGGACAGAAGC-3´ and 5`-ACGACAGGTACACTTAGT-3´, 

from Silva et al. (2011) and one internal pair for amplifying a smaller fragment of ~400 bp (5´-

CCTCCACCCTAAAAGGAAGC-3´ and 5`-GGTCTTGGCACTGAGGAGTC- 3´). PCR was 

carried out with annealing temperature of 58oC for 30 cycles, in a final volume of 10 ul 

containing 6 ng genomic DNA, 1X QUIAGEN Multiplex PCR Master Mix Mix (Qiagen Inc., 

Valencia, CA, USA), 0.5x Q-Solution, 0.1μM of each primer and RNase-Free Water to 

complete the final reaction volume. PCR products were purified with an EXOSAP-IT and used 

for sequencing, following BigDye terminator v.3 (Applied Biosystems) manufacturer 

instructions. Electrophoresis was performed in an ABI3100 automated sequencer (ABI Prism ® 

3100 Applied Biossystems) and electropherograms were analysed by SeqScape v2.5 Software 

(Applied Biosystems). GENES version 2009.7.0 (Cruz, 1998) and Arlequin (Excoffier & 

Lischer, 2010) was used to obtain allelic and genotypic frequency and Hardy-Weinberg 

Equilibrium (HWE) estimates, and to perform chi-square tests of frequency comparisons. To 

reduce the bias from unbalanced sample size among locations, samples were grouped by State 

(Ceará vs São Paulo) and performance test. 
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3 RESULTS 

 

 

Table 1 shows FecGE allelic and genotypic frequencies for individual farms. 

Overall observed FecGE frequency was 0.65. HWE deviations were observed in samples from 

Ceará and São Paulo, with an increase number of observed heterozygotes (χ2=7.274, P< 0.01). 

The same was true for an AMOVA test were 7% (p<0.001) of genetic difference was observed 

between both States. FecGE genotypic and allelic frequencies for performance-tested rams 

classified according to performance test classification are shown in Table 2. Observed FecGE 

allelic frequencies in samples from Ceará, São Paulo and overall were 0.76, 0.70 and 0.75, 

respectively and they do not departed from HWE. In addition, significant differences in FecGE 

allelic frequencies between Elite/Superior (0.76) and Regular/Inferior (0.70) groups were not 

observed (χ2= 1.98, P=0.3708). Logistic regression with Ceara PT samples showed a moderate 

association of homozygous FecGE (geno=1- Figure 1) for animals classified as Regular/Inferior 

(class 0- Figure 1) with an odds ratio of 0.463. 
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Table 1. FecGE allele and genotype frequencies by farm for Morada Nova sheep from Ceará (N= 140) and São Paulo (N= 112) States, Brazil. 

 

*Difference between states was significant p< 0.01. 

 

Ceará São Paulo 

Farms 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Total A B C D E Total  

Genot

ypic 

Freque

ncy* 

FecGE/

E 
0.3 0.4 0.4 0.4 0.6 0.7 0.6 0.8 0.8 1 0.8 0.6 0.7 0.3 0 1 1 0.3 0.7 0.5 0.3 0.53 0.6 0.1 0 0.3 0.1 0.2 

FecGE/

+ 
0.7 0.6 0.5 0.6 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0 0.2 0.2 0.3 0.7 1 0 0 0.7 0.2 0.5 0.7 0.42 0.4 0.7 1 0.7 0.8 0.67 

FecG+

/+ 
0 0 0.1 0 0.1 0 0.1 0 0 0 0 0.2 0 0 0 0 0 0 0.1 0 0.1 0.05 0.1 0.2 0 0 0.2 0.13 

Numb

er 

Anima

ls 

  7 7 17 5 8 9 10 3 13 1 5 5 10 3 1 1 1 3 9 4 18 140 20 32 1 23 36 112 

Allele 

Freque

ncy* 

FecG+ 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 0.2 0.3 0.2 0.1 0 0.1 0.3 0.2 0.3 0.5 0 0 0.3 0.2 0.3 0.4 0.26 0.3 0.5 0.5 0.4 0.6 0.46 

FecGE 0.7 0.7 0.6 0.7 0.8 0.8 0.8 0.8 0.9 1 0.9 0.7 0.9 0.7 0.5 1 1 0.7 0.8 0.8 0.6 0.74 0.8 0.5 0.5 0.6 0.4 0.54 
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Table 2. FecGE genotypic and allelic frequencies in Morada Nova rams in Ceará (N= 122) and 

São Paulo (N= 17) States according to performance test classification. 

Performance 

test 
Genotypes 

Frequency 

(N) 
Alleles Frequency 

Elite/ 

Superior 

Regular/   

Inferior 

2008 (CE) 

 +/ + 0.03 (1) FecG+ 0.20 0.10 (1) 0.00 (0) 

 +/E 0.33 (9) FecGE 0.80 0.10 (1) 0.47 (8) 

E/E 0.64 (18) -   0.80 (9) 0.53 (9) 

2009-1 (CE) 

 +/ + 0.08 (2) FecG+ 0.32  0.17 (2) 0.00 (0) 

 +/E 0.48 (12) FecGE 0.68  0.33 (4) 0.62 (8) 

E/E 0.44 (11) -   0.50 (6) 0.38 (5) 

2009 -2 (CE) 

 +/ + 0.03 (1) FecG+ 0.23  0.00 (0) 0.05 (1) 

 +/E 0.41(14) FecGE 0.77  0.37 (6) 0.45 (8) 

E/E 0.56 (19) -   0.63 (10) 0.50 (9) 

2010 (CE) 

 +/ + 0.06 (2) FecG+ 0.23  0.06 (1) 0.05 (1) 

 +/E 0.34 (12) FecGE 0.77  0.44 (7) 0.27 (5) 

E/E 0.60 (21) -   0.50 (8) 0.68 (13) 

CE (Total)* 

 +/ + 0.05 (6) FecG+ 0.24 0.07 (4) 0.03 (2) 

 +/E 0.39 (47) FecGE 0.76 0.33 (18) 0.43 (29) 

E/E 0.56 (69) -   0.60 (33) 0.54 (36) 

SP* 

 +/ + 0.00 (0) FecG+ 0.30  0.00 (0) 0.00 (0) 

 +/E 0.59 (10) FecGE 0.70  0.55 (5) 0.63 (5) 

E/E 0.41 (7) -   0.45 (4) 0.37 (3) 

Total**  

 +/ + 0.04 (6) FecG+ 0.25  0.06 (4) 0.03 (2) 

 +/E 0.41 (57) FecGE 0.75  0.36 (23) 0.44 (34) 

E/E 0.55 (76) -   0.58 (37) 0.52 (39) 

*Difference between States was non-significant. 

** Difference between Performance Test Classification was non-significant. 

 

Figure 1- Logistic regression of genotypes FecGE/FecGE  (1), FecGE/FecG+ (2) and 

FecG+/FecG+ (3) for Morada Nova animals classified as Regular/inferior in performance test 

(grp=0).  
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4 DISCUSSION 

 

 

Previous GDF9 studies in sheep (Chu et al., 2011b; Mullen & Hanrahan, 2014; 

Souza et al., 2014) and goat breeds (Ahlawat et al., 2013) with a high frequency of multiple 

ovulations, did not observe the FecGE allele after its discovery by Silva et al. (2011). In addition, 

analyses of whole genome shotgun NGS data generated by the International Sheep Genome 

Consortium from 75 animals from 39 different breeds and two wild species (Ovis canadensis 

and Ovis dalli) did not reveal any FecGE alleles in any of the sequenced animals (data not 

shown), corroborating claims from Silva et al. (2011) that this mutation was first identified in 

Brazilian hair sheep. Nevertheless, additional ovulation studies are required to corroborate the 

present hypothesis. 

The results represent the first FecGE frequency estimates reported for Morada 

Nova sheep and show that this GDF9 mutation is not restricted to Santa Inês hair sheep, as 

previously reported (Silva et al., 2011). In fact, observed FecGE frequencies in Morada Nova 

(0.74) were significantly higher than reported frequencies for Santa Inês (0.52, Silva et al., 

2011). Considering the effect of FecGE, these results are corroborated by average litter size 

comparisons between the two breeds.  While mean litter sizes of 1.25 have been reported in 

Santa Ines (Mexia et al., 2004), litter sizes ranging from 1.37 to 1.48 have been observed in 

Morada Nova (Machado, 1999; Quesada, et al., 2002; Selaive-Villarroel & Fernandes, 2000). 

Analyses of the genetic relationship between the two breeds suggest that Santa Inês was 

probably derived by alternate crossbreeding between Morada Nova, Brazilian Bergamacia and 

other locally adapted sheep breeds from Brazil (McManus et al., 2010).  

The high number of Morada Nova animal homozygote and heterozygote for 

FecGE observed in farms in Ceará and São Paulo States, and previous studies with Santa Ines, 

suggest that this allele may be found in most Brazilian locally adapted sheep breeds. In addition, 

low levels of introgression of FecGE have also been observed in commercial or specialized 
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breeds in Brazil (data not shown). These observations reveal a new possible approach for 

conservation and breeding of Brazilian sheep breeds as genotyping and selection for this GDF9 

variant may be done at low costs with great potential impacts to local production systems. 

Farmers with extensive production systems in extreme environments may select against FecGE 

while those with semi-intensive systems and better pastures can select in favor of this allele to 

increase twin birth rates in their flocks.  

The significant difference of FecGE allelic frequencies observed between 

samples from Ceará and São Paulo States suggests distinct selection practices may be in place 

in different regions. Litter size has been shown to significantly affect farm profitability, but this 

may be highly influenced by production system and region. Energy requirements from ewes 

with multiple lambs may not be fully met in low input systems frequently observed in Brazil´s 

semi-arid region, therefore resulting in higher lamb mortality rates and lower profits as a 

consequence. Selection for multiple lambing may therefore lead to higher profits only in 

production systems using higher inputs usually seen in Southeastern Brazil. Conversely, 

founder effects and drift may represent significant factors to explain observed FecGE allelic 

frequencies differences as studied flocks have small effective numbers.  

Litter size was identified as one of the most important traits for determining 

overall profitability of lamb production with Morada Nova sheep in Brazilian production 

systems (Lôbo et al., 2011), but current performance tests do not consider this trait for 

computing final scores and ranking. Rao & Notter (2000) did not find any strong genetic 

correlations between litter size and different growth traits. Therefore, current performance tests 

based solely on growth and carcass traits are not likely to directly or indirectly contribute to 

increase prolificacy in Morada Nova sheep. The overall observed frequency of FecGE was 0.75 

and differences in homozygote frequencies in the Elite/Superior and Regular/Inferior groups 

were not significant (Table 2, Figure 1). These results indicate that FecGE allele is widespread 

in Morada Nova sheep and that inclusion of genotyping results in final performance test scores 

would contribute to increase allele frequencies and therefore, litter size and overall profitability 

of lamb production with this breed. Future studies to derive distinct indexes, fine-tuned to the 

production system used (intensive and extensive), may greatly improve genetic gains obtained 

in line with selection objectives based on regional farm profitability. Moreover, this study is 

important to connect the community-based breeding program with the National conservation 

program. There is urgency in adding germplasm with both FecGE and wild type alleles in gene 

banks to assure food security and phenotypic plasticity to the activities performed by private 

sector.   
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5 CONCLUSION 

 

 

Sheep on the community-based breeding program for Morada Nova hair sheep 

showed a high allelic diversity for the FecGE allele (GDF9 gene), which has been shown to 

increase litter size. Genetic characterization for this allele in young rams on performance tests 

may contribute to increase litter size in the breed, a trait shown to affect farm profitability. 

Genetic monitoring for this SNP mutation in the GDF9 gene may be useful in the breeding 

program even if prolificacy is an inherently female characteristic. This allele had previously 

been described only in Brazilian Santa Ines sheep and results from this study suggest that this 

mutation might be associated with Brazilian locally adapted sheep breeds and can be used to 

improve sheep production in the country. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

MINERAÇÃO DE POLIMORFIMOS DE BASE ÚNICA (SNPs) EM GENES 

RELACIONADOS À TAXA DE OVULAÇÃO EM OVINOS 
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RESUMO 

 

Como resultado de estudos em diferentes raças de ovinos no Brasil e no mundo, mutações foram 

descobertas em genes associados ao controle da foliculogênese, o que no final pode afetar na 

fertilidade e taxa de ovulação. A identificação de sítios polimórficos em genes associados à taxa 

de ovulação realizados nesse trabalho irão compor painéis ligados à prolificidade em ovinos. 

Sequências completas de três genes relacionados à taxa de ovulação: BMP15, BMPR1-b e 

GDF9 foram obtidas por dados de sequenciamento de nova geração do genoma inteiro de 75 

ovinos de diferentes raças provenientes do repositório do Consórcio Internacional do Genoma 

Ovino (ISGC). Este estudo mostra a identificação de 1610 SNPs em genes relacionados à 

prolificidade em ovinos, baseado em sequenciamento de genes completo (Pop 1) e de 

fragmentos do exon (12 SNPs) (Pop 2). Dos SNPs identificados na Pop 1 (ISGC, N=75), 36 se 

encontram em exons dos genes GDF9 (13), BMP15 (7) e BMPR1-b (16). Onze destes SNPs (6 

no gene GDF9, 2 no gene BMPR1- b, e 3 no gene BMP15) já foram descritos anteriormente na 

literatura em diferentes raças deslanadas e lanadas de ovinos. O SNP 488Br encontrado no gene 

BMPR1-b, associado a fenótipos de hiperprolificidade em raças de ovinos, foi observado pela 

primeira vez nas raças prolificas: Bangladeshi, Garut e Sumatra. Dois SNPs que provocam 

alterações não conservativas nos AAs de BMP15, foram pela primeira vez relatados em quatro 

animais de raças consideradas prolíficas; Cheviot, Churra e Swiss White Alpine. Desvio de 

EHW (0,05> P < 0,001) foram identificados em 634 SNPs, enquanto 1404 SNPs apresentaram 

valor de MAF>0,01 nas sequências dos três genes da população 1. Foram estimados haplótipos 

utilizando SNPs com mutações não conservativas, e observamos haplótipos com presença de 

duas ou mais variantes alélicas entre genes diferentes. A identificação e seleção dos SNPs 

encontrados no atual trabalho, serão no futuro utilizados para compor um painel de baixa 

densidade para a prolificidade e após analises de validação em raças prolíficas, com histórico 

de parto simples e múltiplos, poderão ser usados para otimizar genotipagem dos animais 

pertencentes aos programas de conservação e melhoramento de ovinos.  

 

Palavras-chave: prolificidade, GDF-9, BMP15, BMPR1-b, ovis airies, sequenciamento de 

nova geração, seleção assistida por marcadores 
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ABSTRACT 

 

 

SCREENING THE SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS (SNPS) IN GENES 

RELATED TO OVULATION RATE IN SHEEP 

 

 

Genetic studies using different breeds of Brazil and around the world have found 

mutations in genes associated with the control of folliculogenesis, which is related to fertility 

and ovulation rate. The identification of polymorphic sites in genes associated with fertility 

aims to compose small panels associated to prolificacy in sheep. We isolated the complete 

sequence of three genes related to ovulation rate generated by Next Generation Sequence 

(NGS); BMP15, BMPR1-b and GDF9 of 75 individuals from the International Sheep Genome 

Consortium (ISGC) repository. The search for polymorphisms using bioinformatics tools in the 

sequences resulted in 48, 101 and 1461 polymorphic sites, 19, 69 and 1314 and located in intron 

13, 6, and16 in the exons of the genes GDF9, BMP15 and BMPR1-b, respectively. Eleven of 

these SNPs (6 in GDF9 gene, 2 in BMPR1- b gene, and 3 in BMP15 gene) were previously 

described in the literature in different hair breeds sheep. Noteworthy is the SNP 488Br in the 

BMPR1-b gene, associated with hyper prolific breeds, this SNP was observed for the first time 

in the prolific breeds; Bangladeshi, Garut, and Sumatra. Two SNPs that cause non-conservative 

changes in AAs of the gene BMP15 were first time reported in four animal breeds considered 

prolific; Cheviot, Churra and Swiss Alpine White. HWE disequilibrium (0.05> P <0.001) were 

identified in 634 SNPs, and 1404 SNPs with MAF > 0. 01 were found in the sequences of the 

three genes. Estimates of haplotypes were calculated using non-conservative mutations, and 

was observed the presence of haplotypes with with two or more allelic variants in different 

genes. The selection of SNPs identified in the current work will be useful in the future to 

compose a low-density panel for prolificacy and after that; the panel should be validated in 

prolific breeds with history of simple and multiple parturition. As a final goal, the panel should 

be used for routinely genotyping of animals belonging to conservation programs and breeding 

programs. 

 

Keywords: Prolificacy, GDF-9, BMP15, BMPR1b, ovis airies, next generation sequence, 

markers assisted selection (MAS). 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Muitos trabalhos de prospecção de polimorfismos de base única (SNPs) em 

genes que afetam características de interesse econômico vem sendo executados desde a década 

de 90 por diferentes grupos de pesquisa no mundo (ex., Rothschild & Soller, 1997; Meira et al., 

2014; Goddard & Hayes 2009). Estes estudos foram, em geral, baseados em marcadores 

moleculares associados a um QTL, marca de seleção de interesse para a detecção de genes, e 

mutações causais responsáveis pelos efeitos observados (Borevitz & Chory, 2004; Das et al., 

2014; Ernst & Steibel, 2013; Purvis & Franklin, 2005; Sahana et al., 2014). É importante 

reforçar que a maioria das características de interesse pecuário é controlada por muitos genes 

de efeito pequeno, o que dificulta a busca das mutações causais responsáveis pela maior 

variação do fenótipo de interesse (Andersson & Georges, 2004; Goddard & Hayes, 2009). Além 

disso, as tecnologias disponíveis há 10-15 anos atrás eram restritas à um número pequeno de 

marcadores e a populações experimentais pequenas, compostas de centenas de animais 

tipicamente estruturados em famílias segregantes.  

Apenas como exemplo, as técnicas padronizadas para prospecção de SNPs eram 

baseadas na metodologia de sequenciamento de Sanger (Calvo et al., 2006; De Camargo et al., 

2012; Fahrenkrug et al., 2002; Veneroni et al., 2010), na qual o custo por pares de bases, bem 

como no tempo necessário para obtenção dos resultados é infinitamente maior (Ansorge, 2009).  

O desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de nova geração (NGS) 

representadas principalmente pelas plataformas: 454 FLX da Roche (Margulies et al., 2005), 

Solexa da Illumina (Bennett, 2004) e a SOLiD System da Applied Biosystems (Valouev et al., 

2008), permitiu a disponibilização de um grande conjunto de dados a partir de um único 

experimento, reduzindo custos e acelerando a velocidade da pesquisa. Esses dados vêm 

permitindo a identificação de vários polimorfismos de sequências que podem ser incorporados 
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em estudos visando uma melhor compreensão das características poligênicas, 

consequentemente, a aplicação de novas estratégias de seleção em programas de melhoramento. 

O desenvolvimento de novas tecnologias para obtenção de sequências de DNA permitiu, 

paralelamente, o desenvolvimento acelerado de metodologias de genotipagem em larga escala 

a um baixo custo dos SNPs encontrados (Kijas et al., 2012). 

Estudos vêm sendo realizados com sucesso para busca e prospecção de SNPs em 

genes de interesse econômico usando a tecnologia sequenciamento de nova geração em plantas 

(Barchi et al., 2011; Kumar et al., 2012; Zou et al., 2014) e animais (Barris et al., 2012; 

Fontanesi et al., 2015; Heaton et al., 2014). Heaton et al. (2013), a partir de sequências dos 

genomas completos de 75 indivíduos do Consórcio Internacional de Genoma de Ovinos (ISGC 

– www.sheephapmap.com), por exemplo, identificaram polimorfismos de sequências em 

regiões codantes de um gene associado à suscetibilidade/resistência da infecção do vírus da 

pneumonia progressiva ovina (OPPV), que foram utilizados para compor painéis relacionados 

à resistência dessa infecção (OPPV) em ovinos. De maneira geral, podemos dizer que com a 

finalização do sequenciamento do genoma completo de ovinos (Jiang et al., 2014) o processo 

de identificação de SNPs para a espécie foi simplificado. 

A abordagem do presente capítulo é similar à de Heaton et al. (2013), onde foram 

usados os mesmos dados de sequências geradas pelo ISGC ( www.sheephapmap.com) de 75 

indivíduos de diferentes raças, sendo que, no presente estudo, o objetivo foi identificar SNPs 

nos principais genes associados à taxa de ovulação: Bone morphogenetic proteins-15 (BMP15), 

Bone morphogenetic protein receptor type 1b (BMPR1-b) e Growth and differentiation factor 

(GDF9) e suas regiões flanqueantes. Essa procura, visa em última instância, auxiliar o 

desenvolvimento de painéis de marcadores SNP de baixa densidade para testes diagnósticos 

simplificados. 

 

.  

http://www.sheephapmap.com/
http://www.sheephapmap.com/
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Material biológico e amostragem  

 

 

2.1.1 Amostras do consórcio Internacional do genoma Ovino (População1). 

 

 

Foram utilizadas sequências geradas via NGS do genoma completo de 75 ovinos 

provenientes do repositório do Consórcio Internacional do Genoma Ovino – (ISGC – 

www.sheephapmap.com) (Tabela 1). As sequências dos genes BMP15, BMPR1-b e GDF9 

foram obtidas por alinhamento de curtos segmentos de leitura (reads), com média de ≈100 pb 

de comprimento contra o genoma de referência Oar3.0  

(http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.0.php) (montagem disponível no ano 2012, 

quando foram geradas as sequências). Cada um dos 75 animais gerou em média um total de 

38,4 Gb com coberturas de 10X.  

Os animais pertencentes ao ISGC são de 39 raças e duas espécies selvagens (Ovis 

canadensis e Ovis dalli) dos quais seis eram representantes de três raças brasileiras: dois ovinos 

da raça Crioula Lanada, dois da raça Morada Nova, dois da raça Santa Inês (Tabela 1). A 

escolha dos animais pelo Consórcio, baseou-se no trabalho de Kijas et al. (2012) em que foi 

avaliada a distribuição da variabilidade genética e o impacto da seleção após a domesticação 

em 2.819 animais de 74 raças ovinos a partir da genotipagem de mais de 49.000 SNPs contidos 

no Illumina ovineSNP50Beadchip (Illumina Inc., San Diego, Califórnia, EUA).  

 

 

http://www.sheephapmap.com/
http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.0.php
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2.1.2 Amostras de ovinos das raças brasileiras: Morada Nova e Santa Inês (População2). 

 

 

A População2 (N=436) é composta de duas raças localmente adaptadas 

brasileiras: Morada Nova (OMN) e Santa Inês (OSI). A raça Morada Nova com N = 250 contém 

111 animais do programa de melhoramento da Embrapa Caprinos e Ovinos, e dentre estes, 23 

ovinos possuem informação de genotipagem OvineSNP50 Genotyping BeadChip - Illumina 

(Illumina Inc., San Diego, CA) usados no trabalho de Kijas et al. (2012), e sendo dois (BMN3 

e BMN4) selecionados para compor a população dos 75 ovinos do Consórcio Internacional. Os 

139 animais restantes eram carneiros jovens que participaram de quatro testes de desempenho 

(entre 2008 e 2010 - capitulo 2), distribuídos em fazendas de dois estados brasileiros, Ceará 

(122 animais) e São Paulo (17 animais) (Facó et al., 2009).  

A raça Santa Inês (OSI) com N= 186 possui 49 animais que também foram 

usados para genotipagem de 50K Illumina OvineSNP50 beadchip (Illumina Inc, San Diego, 

CA) (Kijas et al., 2012), dois ovinos dos quais (BSI3 e BSI4) foram selecionados para o 

experimento de sequenciamento do genoma completo. Adicionalmente, 137 ovinos da raça 

Santa Inês que participam do programa de conservação da Embrapa Tabuleiros Costeiros 

(CPATC) foram utilizados. 

As amostras de DNA desses animais se encontravam estocadas no banco de 

DNA do laboratório de Genética Animal (LGA) da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia (CENARGEN). A população 2 foi inserida nesse estudo para servir como 

amostra adicional para verificar a frequência de possíveis SNPs identificados no exon 2 do gene 

GDF9. Esse exon/gene foi verificado mais profundamente em razão de possuir uma mutação 

de interesse para ovinos deslanados identificada por Silva et al. (2011). 

 

.  

http://www.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_ovinesnp50.pdf
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*Informações sobre aptidão, prolificidade, país de origem e tipo de raça foram adquiridas pelo banco de dados on line http://dad.fao.org. 

**Informação de prolificidade foi avaliado pela média do tamanho da ninhada (TN), considerando prolíficos aqueles com a TN ≥ 1,

 Tabela 1- Os 75 animais de 39 raças e duas espécies selvagens que serão usados para a análise 

de sequências dos genes associados à alta taxa de ovulação, provenientes do repositório do 

Consórcio Internacional do Genoma Ovino (ISGC). 

Raças Pais de origem* Aptidão* 

Prolificidade 

(TN)** 

Tipo* 

Número de 

animais 

por raça 

(N) 

African White Dorper África do Sul Carne Prolifica Deslanada 2 

Afrikaner, Namaqua África do Sul Carne, couro Prolifica Deslanada 1 

Afrikaner, Ronderib África do Sul Carne, couro Não informado Deslanada 2 

Afshari Irã Carne Prolifica Lanada 2 

Awassi Oriente medio Leite Não prolífica Lanada 1 

Awassi, Turkish Turquia Leite, carne e lã Não prolífica Lanada 2 

Bangladeshi Bangladesh Lã Prolífica Lanada 2 

Brazilian Creole Brasil Lã Prolífica Lanada 2 

Castellana Espanha Carne, leite, lã Prolífica Lanada 2 

Changthangi 

Jammu e Caxemira 

(Índia) Couro, carne, lã 

Não prolífica 

Lanada 2 

Cheviot Inglaterra-Escócia Carne, lã Prolifica Lanada 2 

Churra Espanha Carne, leite Prolifica Lanada 2 

Cine Capari Turquia Carne, Leite Não prolífica Lanada 1 

Dorset, Poll EUA Carne Prolífica Lanada 1 

Ethiopian Menz Etiópia Carne Não prolífica Lanada 1 

Finnsheep Finlândia Carne Prolífica Lanada 2 

Garole Bangladesh Carne Prolífica Lanada 1 

Garole, Indian India  Carne Prolífica Lanada 1 

Garut Indonésia Carne Prolífica Lanada 2 

Gulf Coast native Estados Unidos Carne, lã Prolífica Lanada 2 

Karakas Turquia Lã Não prolífica Lanada 2 

Karya Turquia Carne, leite Prolífica Lanada 1 

Lacaune, Meat França Carne Prolífica Lanada 1 

Lacaune, Milk França Carne, leite Prolífica Lanada 1 

Merino Espanha Carne, lã Prolifica Lanada 3 

Morada Nova Brasil Carne, Couro. Prolifica Deslanada 2 

Norduz Turquia Lã Não prolífica Lanada 2 

Ojalada Espanha Carne Não prolífica Lanada 2 

Ovis canadensis América do Norte 

Espécie 

selvagem 

Não prolífica 

Deslanada 3 

Ovis dalli América do Norte 

Espécie 

selvagem 

Não prolífica 

Deslanada 2 

Romney Reino Unido Carne, lã Prolífica Lanada 1 

Sakiz Turquia Lã Prolífica Lanada 2 

Salz Espanha Carne Prolifica Lanada 3 

Santa Inês Brasil Carne Prolifica Deslanada 2 

Scottish Blackface Escócia Carne, lã Prolifica Lanada 1 

Sumatra Sumatra Carne Prolifica Lanada 2 

Swiss Mirror Suíça Carne Prolifica Lanada 1 

Swiss White Alpine Suíça Carne, lã Prolifica Lanada 4 

Texel Holanda Carne, lã Prolifica Lanada 1 

Tibetan, Eastern Tibet Carne Não prolífica Lanada 1 

Tibetan, Northern Tibet Carne Não prolífica Lanada 1 

Valais Blacknose Suiça Carne Prolifica Lanada 1 

Welsh Hardy Speckled 

Face País de Gales Carne 

Não informado 

Lanada 1 

Welsh Mountain, 

Dollgellau 
País de Gales 

Carne 

Não prolífica 

Lanada 1 

Welsh mountain, 

Tregaron País de Gales Carne 

Não prolífica 

Lanada 1 

http://dad.fao.org/
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2.2 Montagem das sequências completa dos genes candidatos selecionados utilizando a 

População 1 

 

 

Os dados recebidos do Consórcio Internacional do Genoma Ovino (ISGC) foram 

previamente alinhados com genoma de referência ovino versão 3.0 (Oar3.0) 

http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.0.php, usando a ferramenta Burrows 

Wheeler Alignment (BWA) (Li et al., 2009) para gerar uma sequência referência própria da 

população dos 75 indivíduos do ISGC na região dos três genes reconhecidamente relacionados 

a taxa de ovulação (GDF9, BMP15 e BMPR1-b).  

Em razão da presença de muitas lacunas (gaps) na versão do genoma ovino 

usada, foi empregada uma estratégia adicional de fazer uma montagem de novo da sequência 

de referência dos três genes em estudo (GDF9, BMP15 e BMPR1-b). Deste modo, as sequências 

dos três genes de interesse de cada animal foram extraídas utilizando SAMtools (Sequence 

alignment/map) (Li et al., 2009) e convertidas para o formato fastQ usando o bam2fastQ, 

ferramenta do repositório BamUtil (http://genome.sph.umich.edu/wiki/BamUtil). Em seguida 

foi feito uma montagem de novo comparando os 75 animais do Consórcio usando o programa 

velveth (Zerbino & Birney, 2008).  

A remontagem gerou uma nova sequência referência, denominada REFISGC, de 

cada um dos três genes: BMP15, GDF9 e BMPR1-b, abrangendo 2000 pb antes e depois da 

região codificadora. Quando as sequências REFISGC de cada gene foram alinhadas contra o 

genoma referência, a versão referência atualizada utilizada foi a Oar3.1 

(http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.1.php). Posteriormente foi realizado um 

alinhamento contra as sequências depositadas no RefSeq sequence Genebank: NC_019462.1 

(GDF9), NC_019463.1 (BMPR1-B) e NC_019484.1 (BMP15), via BLASTN v.2.2.312 (Basic 

Local Alignment Search Tool) (Zhang et al., 2000). Os limites entre introns e exons em cada 

gene sequenciado foi obtido novamente via BLASTN v.2.2.312 contra as sequências de mRNA 

depositadas no também no GeneBank; NM_001142888.2 (GDF9), NM_001114767.1 (BMP15) 

e NM_001009431.1 (BMPR1-B). 

Estas sequências foram consideradas como a referência para o alinhamento das 

sequências gênicas de todos 75 indivíduos que, por sua vez, foram alinhadas usando o software 

BWA (Li et al., 2009) a partir da nova sequência referência REFISGC de cada gene. Os 

arquivos, depois de alinhados, foram transformados no formato BAM e a indexação do arquivo 

foi realizada usando o programa SAMtools (Sequence alignment/map) (Li et al., 2009). A 

http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.0.php
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visualização da montagem das sequências de cada animal foi realizada a partir do programa 

IGV (Integrative Genomics Viewer) (Robinson et al., 2011).  

Os módulos SeqManGen e Megalign do software DNASTAR Navigator 

(DNASTAR Inc., Madison, WI. USA) foram usados para conversão dos diferentes formatos de 

sequências (*.bam; *.bami e *.fasta) bem como para realizar os alinhamentos; e o software 

MEGA (Tamura et al., 2013) foi usado para realinhamentos das sequências gênicas em fasta 

dos 75 indivíduos. 

 

 

2.3 Identificação de SNPs na População1 para os três genes selecionados. 

 

 

A identificação dos SNPs nas sequências dos três genes GDF9, BMP15 e 

BMPR1b, geradas por NGS, foi realizada pelo programa SamTools com o comando mpilleup 

(Li et al., 2009), que posiciona os alinhamentos de todos os segmentos de leitura a partir da 

sequência referência. Este programa também estima todos os possíveis genótipos gerados pelos 

segmentos de leitura e calcula a probabilidade do verdadeiro genótipo de cada amostra, baseado 

em algoritmo que calcula a probabilidade de um provável polimorfismo vir a ser um erro de 

sequenciamento. Os resultados foram gerados no formato BCF (binary call format), que por 

sua vez foram usados para identificação dos SNPs e InDels a partir do comando bcftools. As 

variantes identificadas foram exportadas em um arquivo de formato VCF versão 4.0 (variant 

call format), gerados a partir de scripts customizados em PERL. 

Os arquivos VCF continham as seguintes informações de cada SNP: 

identificação (ID); cromossomo (CHROM); posição (POS); alelo da sequência da referência 

(REF); o provável polimorfismo (ALT); e qualidade do SNP calculado pela probabilidade de 

todas as amostras serem homozigotos conforme a referência baseados na escala Phred (QUAL). 

Adicionalmente, o arquivo gerado exportou uma uma lista de informações (INFO) sobre os 

SNPs para cada animal contendo: o genótipo (GT); número de segmentos de leitura de alta 

qualidade baseado na cobertura de cada SNP detectado (DP) e qualidade genotípica (GQ). A 

partir dessas informações os SNPs foram filtrados utilizando dois parâmetros: (1) Qualidade do 

SNP calculado (baseados na probabilidade de escala Phred), (2) índice de cobertura dos 

segmentos de leitura (DP).  

 

 

http://www.broadinstitute.org/igv/


50 

 

2.4 Amplificação, sequenciamento e alinhamento das sequências gênicas do exon 2 do gene 

GDF9. (População2). 

 

 

A população2 foi sequenciada para o segundo exon no gene GDF9 

(GB:AF078545) de tamanho de 965 pb (Bodensteiner et al., 1999). Os amplicons foram gerados 

por dois pares de iniciadores (vide capítulo 2) e o produto obtido foram fragmentos de 400 e 

600pb em média. O sequenciamento foi realizado utilizando metodologia Sanger em 

sequenciador automático ABI3100 (ABI Prism ® 3100 Applied Biossystems) e a rotina foi a 

mesma descrita no Capítulo 2.  

 

 

2.5 Análises estatísticas 

 

 

Parâmetros genéticos de cada SNP incluindo: (1) frequência alélica, (2) 

frequência de heterozigotos observados (HETObs) e (3) esperados (HETEsp); (4) Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (EHW); (5) percentual mínimo de genotipagem (%Geno), (6) frequência do 

alelo menor (MAF) foram obtidos utilizando os programas Genealex (Pealkall & Smouse, 

2012) e Arlequin (Schneider et al., 2000). Essas estimativas foram calculadas na população 1 e 

2, separadamente. 

Haplótipos dos 75 indivíduos diplóides (150 sequências – Pop1) de cada gene 

foram estimados utilizando PHASE v2.1.1 (DNAsp) (Librado & Rozas, 2009) para todos os 

genes juntos e, em seguida, para cada gene separadamente. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Montagem e alinhamento da sequência completa dos genes BMP15, BMPR1-b e GDF9  

 

 

As sequências dos genes BMP15, BMPR1-b e GDF9 foram montadas por 

alinhamento de curtos segmentos de leitura (reads) obtidas do banco de dados do Consórcio 

Internacional do Genoma Ovino, com média de ≈100 pb de comprimento contra o genoma de 

referência Oar3.0 (http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.0.php), resultando nas 

sequências referências (REFISGC) de cada gene. Foram extraídos fragmentos de sequências 

mapeados nos cromossomos 5, 6 e X com tamanho de 4544 pb, 233001 pb e 8675 pb, que 

corresponde aos genes GDF9, BMPR1-b e BMP15, respectivamente (Tabela 2). 

A sequência REFISGC do gene BMPR1-b, gerada pela montagem dos 75 

individuos, apresentou diversos gaps, já que grande parte das sequências originais da população 

usada possuíam gaps. Portanto, remontagem para uma nova sequência referência foi realizada, 

utilizando somente os 6 animais brasileiros, selecionados devido à baixa taxa de gaps 

apresentados pelos mesmos. A sequência referência final possui tamanho de 227665 pb e 

posteriormente foi alinhada com a sequência referência do genoma versão Oar3.1 

(http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.1.php).  

A partir da nova sequência referência para o gene BMPR1-b, foi possível 

remontar somente 59 sequências dos 75 animais.  As amostras: AWD1, AWD3, AWT1, 

AW454, BGE4, CHVC1, DWM1, LAC84, MER454, OCAN1, ODAL2, OJA5, SUM7, 

SALC1, SWA27 e WHSF1 apresentavam regiões com grandes lacunas (gaps) impossibilitando 

a montagem das sequências desses animais de acordo com a nova referência. Já os genes GDF9 

e BMP15 tiveram 100% das sequências de todos animais montadas.  

http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.0.php
http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.1.php
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Os resultados dos alinhamentos dos três genes, gerados por BLASTN v.2.2.312 

estão apresentados na Tabela 2. A montagem gerada pela sequência do gene BMPR1-b foi 

alinhada a partir da posição 29362087 a 29415836 pb da sequência REFISGC, incluindo parte 

da sequência do gene BMPR1-b contra as sequências do cromossomo 6 (REFOar3.1) 

depositadas no NCBI. Uma nova sequência REFISGC do gene BMPR1-b foi obtida com um 

tamanho de 54300 pb, eliminando grandes sequências repetidas e considerando a região que 

abrange o gene e mais 2000pb das regiões flanqueantes.  

 

 

3.2 Identificação de SNPs nos genes: GDF9, BMPR1-b e BMP15 para População1 

 

 

A mineração por SNPs na Pop1 resultou em um total de 1610 SNPs encontrados 

nos 3 genes e regiões flanqueantes: GDF9 (48), BMP15 (101) e BMPR1-b (1461) (Tabela 3). 

No total, 1402 SNPs estavam presentes em regiões de íntrons, 36 em regiões de exons e ainda 

172 em regiões não traduzidas, sendo 116 em 5’ UTR e 56 em 3’ UTR. Dentre os 36 SNPs 

localizados na região codificadora, 20 se caracterizaram como mutação conservativas, 15 não 

conservativas e um códon de parada no gene GDF9. A frequência de SNPs encontrados nos 

genes foram de 1/95pb para o GDF9, 1/37pb para o BMPR1-b e 1/86 pb para o BMP15. Os 

SNPs foram nomeados por ordem sequencial e com as letras G, B e Br que corresponde aos 

genes: GDF9, BMP15 e BMPR1-b, respectivamente. 

No gene BMPR1-b, 79% das amostras tiveram suas sequências remontadas, para 

uma nova busca de SNPs nessas regiões. O processo da busca de SNP nesse gene foi realizado 

de duas formas: (1) nas 75 sequências resultantes da montagem a partir da sequência referência 

de regiões com muitos gaps e (2) nas 59 sequências resultantes da remontagem a partir da 

sequência referência com regiões reduzidas de gap. Foram encontrados 903 SNPs em (1) e 1347 

em (2) e 803 SNPs estavam presentes nas duas análises, ou seja, 120 SNPs únicos em (1) e 538 

únicos em (2), totalizando 1461 SNPs, que foram utilizados em análises posteriores.  
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Tabela 2- Resultados do alinhamento das sequências REFIGSC contra os cromossomos da sequência referência (REFOar3.1┼) depositada no Genbank 

(refSeq), 

Genes Id. Sequência Cobertura (%) Identidade (%) Nucleotideos 

divergentes (SNPs) 

InDel** Direção do 

alinhamento 

Localização em pb 

REFISGC REFoar3.1* 

*GDF9 NC_019462.1 100 99 18 5 Reversa 1 a 4544 41840071 a 

41844611 

**BMP15 NC_019484.1 100 99 10 6 Reversa 1 a 8675 50969838 a 

50978518 

***BMPR1-b NC_019463.1 90 99 41 27 Complementar 1 a 51865 29363564 a 

29414140 

┼http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.1.php 

* Sequência referência Oar_v3.1 de Ovis aries da raça Texel dos cromossomos :5,6 e X 

** Inserção ou deleção de nucleotídeos entre os alinhamentos das respectivas sequências. 
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O total dos sítios polimórficos nos três genes foi caracterizado em 972 transições, 

390 transversões e 248 InDels (inserções/deleções) (Tabela 2). As InDels nas regiões 

sequenciadas mostraram variantes com regiões repetitivas do mesmo nucleotídeo em 58 indels. 

Isto pode sugerir erros no base calling, um erro comum em dados de sequenciamentos 

utilizando NGS, assim como InDels heterozigotos em baixa frequência, o que pode refletir erros 

na montagem das sequências.  

A média da qualidade dos SNPs (medida na escala phred) encontrada foi 925,33 

(GDF9), 925,292 (BMP15) e 872,455 (BMPR1-b). A média da qualidade dos SNPs no gene 

BMPR1-b foi menor se comparada aos outros genes, o que pode estar associado ao tamanho da 

sequência, presença de diversas regiões de gaps, e regiões duplicadas encontradas na montagem 

da sequência do gene.  

Quinze SNPs localizados em região exônica dos três genes: GDF9 (7), BMP15 

(3) e BMPR1-b (5) e os mesmos já foram previamente identificados e relatados na literatura em 

diferentes raças, estando eles associados ou não a específicos fenótipos (Tabela 4).  

Foram encontrados 51 SNPs monomórficos entre os 75 animais, no entanto 

polimórficos em relação à sequência REFISGC dos três genes. Dentre os SNPs polimórficos 

(1559) nos 75 animais 966 (62%) apresentaram MAF acima de 0,05. O percentual de sítios 

polimórficos entre as raças variou de 3% (N = 50) para raça Garole a 42% (N = 684) para a raça 

Churra, porém, o efeito de baixa amostragem da maioria das raças (N < 4) pode estar 

influenciando esse percentual.  

Os sítios polimórficos 33G, 146Br, 442Br, 489Br, com alteração conservativa e 

o InDel 11-12B, alteração não conservativa no aminoácido correspondente, e localizados em 

regiões de exon, apresentaram MAF > 0,28 (tabela 4) presentes em mais de 21 raças da Pop1 

(Tabela 5, 6 e 7). 

Todas as raças apresentaram SNPs privativos, ou seja, aqueles encontrados 

exclusivamente em uma raça, variando de apenas um SNP para a raça Garole (no gene GDF9 

a 25 (nos três genes) para a raça Chura (Tabelas 5, 6 e 7). A espécie selvagem O. dalli e mais 

sete raças: Cheviot, Scottish Blackface, Ethiopian Menz, Karya, Garut, Morada Nova e 

Changthangi apresentaram SNPs específicos em região de exons de um ou mais dos três genes, 

sendo cinco mutações conservativas e seis não conservativas (Tabelas 5, 6 e 7). 

.
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ɸ Percentual de SNPs não genotipados que estavam presentes em (1) animais que possuíam regiões com gaps e de desconhecida região sequenciada montada; (2) animais que 

foram excluídos da re montagem das sequências com gaps reduzidos; *número de exons por gene. † Comprimento em pares de bases da região total de cada gene analisado,  

Tabela 3- Distribuição por classe e localização dos SNPs encontrados após busca de variantes nos genes GDF9, BMPR1-b e BMP15 na População1 

(n=75).  

Gene 

Região do gene   

Total 

†Tamanho 
Posição 

(pb) 
*Exons Referência GB 

ɸ percentual 

de dados 

perdidos 

(n=75) 

Transição Transversão Indels 
Exon 

(sinônimos) 

Exon (não-

sinônimos) 
Introns 

GDF9 

4544pb  

686 a 

5230pb 

2 

AF078545 

0  33 9 6 8 5 

19 

48 

BMPR1-B 54300pb 
1538 a 

52007pb 
10 AF357007.1 1,6% 880 346 235 11 5 1314 1461 

BMP15 8683 pb 
 946 a 

7586 pv 
2 JN65567.1 0  59 35 7 1 6 69 101 

TOTAL      972 390 248 20 16 1402 1610 
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Um total de 684 (42%) sítios polimórficos, sendo dez deles localizados em 

regiões de exon dos genes, foram encontrados entre as raças brasileiras (N=6): Crioula, Morada 

Nova e Santa Inês, nos genes GDF9 (9), BMP15 (18) e BMPR1-b (657). 

Desvios de EHW foram observados em 40% (634) do total (1610) dos SNPs na 

Pop1 (N=75), dentre eles, 145 apresentaram valores significativos (P < 0,05), 128 (P < 0,01) e 

361 (P <0,001) (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4– Sítios polimórficos (36) encontrados nas regiões de exon dos genes: GDF9, BMPR1-b e 

BMP15 na Pop1 (n=75). 

Genes SNP Alteração no mRNA Exon 
Alteração na 

Proteína. 

Qualidade 

(Phred) 
MAF HetObs. 

EHW 

(P.value) 

Referência 

Bibliográfica. 

GDF9 

10G  238c>t 1 Q80Stop 71.3 0,007 0,013 1 - 

11G  260g>a 1 R87H 999 0,06 0,067 0,0329 Hanrahan et al. 2004 

12G 282g>a 1 K94K 94.5 0,027 0,027 0,0803 - 

32G  471c>t 2 V157V 999 0,06 0,067 0,0329 Hanrahan et al. 2004 

33G  477g>a 2 L159L 999 0,45 0,347 0,0122 
Hanrahan et al. 2004/ 

Chu et al 2011 

34G 531c>t 2 N177N 6.46 0,007 0 0,0134 - 

35G  721g>a 2 E241K 999 0,15 0,093 5,22E-02 Hanrahan et al. 2004 

36G 750a>g 2 L249L 999 0,053 0,067 0,0041 Silva et al. 2011 

37G 894a>c 2 L298L 999 0,067 0 2,95E-04 - 

38G  978a>g 2 E326E 999 0,173 0,24 0,2824 Hanrahan et al. 2004 

39G  994g>a 2 V332I 999 0,17 0,227 0,1024 Hanrahan et al. 2004 

40G 1203g>a 2 V401V 91.3 0,007 0,013 1 - 

41G 1357c>t 2 R453C 10.7 0,007 0,013 1 - 

 

BMPR1-B 

 

35Br 1470c>a 10 T490T 999 0,28 0,027 1 Chu et al. 2011 

57Br 1366c>a 9 R456R 33.6 0,007 0,013 1   

58Br 1299t>c 9 S433S 999 0,05 0,027 3.0E-4   

145Br 1147t>c 8 L382L 19 0,008 0,033 1.0 Chu et al. 2011 

146Br 1113c>a 8 R371R 999 0,38 0,307 0,0044 Chu et al. 2011 

439Br 1023g>a 7 K341K 999 0,025 0,017 0,0513   

440Br 1019t>c 7 V340A 3.89 0,008 0,017 1   

441Br 879c>t 7 S293S 19.8 0,008 0,017 1   

442Br 864t>c 7 Y288Y 999 0,28 0,356 0.5125 Chu et al. 2011 

488Br 746a>g 6 G249R 999 0,053 0,107 1 
Mulsant et al., 2001; 

Wilson et al., 2001 

489Br 597a>g 6 T199T 999 0,449 0,39 0,1499   

490Br 594g>a 6 L195L 999 0,085 0,136 0.6797   

737Br 511c>t 5 P171S 8.03 0,007 0,013 1   

1088Br 192g>a 2 M64I 999 0,033 0,067 1 Chu et al. 2011 

1363Br 126g>a 1 S42S 999 0,06 0,013 4,16E-02   

1364Br 104a>g 1 H335R 13 0,008 0,033 1   

BMP15 

11B  28del30/exon1 1 Leu10del 999 0,46 0,28 2.0E-4 Hanrahan et al. 2004 

12B  28del30/exon1 1 Leu10del 999 0,46 0,28 2.0E-4 Hanrahan et al. 2004 

13B 116c>g 1 P39R 999 0,03 0,067 1 - 

83B 529c>g 2 P177A 41.4 0,007 0,013 1 - 

84B  747t>c/exon2 2 P249P  20 0,013 0,027 1 Hanrahan et al. 2004 

85B 755t>c 2 L252P 999 0,1 0,12 0,0389 - 

86B 1037g>a 2 S346N 999 0,05 0,04 0,0095 - 
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Tabela 5- Sítios polimórficos encontrados em região de exon no gene GDF9 (13) e sua frequência 

absoluta por raça. 

 

 

Raças Animais 

diplóides 

(n) 

1
0

G
  

1
1

G
  

1
2

G
 

3
2

G
  

3
3

G
  

3
4

G
 

3
5

G
  

3
6

G
 

3
7

G
 

3
8

G
  

3
9

G
  

4
0

G
 

4
1

G
 

African White Dorper 2                           

Afrikaner, Namaqua 1         1     1           

Afrikaner, Ronderib 2         4     2   2 1     

Afshari 2         1   1             

Awassi 1         2   2             

Awassi, Turkish 2   1   1 2   1     1 1     

Bangladeshi 2                          

Brazilian Creole 2         3         2 2     

Castellana 2   2   2 3   2             

Changthangi 2     2   3   2 2 2         

Cheviot 2 1       2   2   2         

Churra 2         3   2   2         

Cine Capari 1                           

Dorset, Poll 1         2     1           

Ethiopian Menz 1                         1 

Finnsheep 2         2                 

Garole 1                           

Garole, Indian 1                           

Garut 2                           

Gulf Coast native 2         3         3 3     

Karakas 2   1   1 1   1             

Karya 1   1   1 1   1             

Lacaune, Meat 1         2                 

Lacaune, Milk 1                           

Merino 3         2         2 2     

Morada Nova 2         2     1   1 1     

Norduz 2   1   1 2   1     1 1     

Ojalada 2   1   1 3   1     2 2     

Ovis canadensis 3   2   2 6   4 1 2 1 1     

Ovis dalli 2         3         2 2     

Romney 1         1                 

Sakiz 2                           

Salz 3       1 6   1     5 5     

Santa Inês 2                           

Scottish Blackface 1         1 1           1   

Sumatra 2                           

Swiss Mirror 1                           

Swiss White Alpine 4     1   5   2   2 1 1     

Texel 1         1         1 2     

Tibetan, Eastern 1                           

Tibetan, Northern 1         1                 

Valais Blacknose 1         1         1 1     

Welsh Hardy Speckled Face 1         1                 

Welsh Mountain, Dollgellau 1         1         1 1     

Welsh mountain, Tregaron 1         2                
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Tabela 6- Sítios polimórficos encontrados no exon do gene BMPR1-b (16) e sua frequência absoluta por 

raça. 

 

Raças Animais 

diplóides 

(n) 

3
5

B
r 

5
7

B
r 

5
8

B
r 

1
4

5
B

r 

1
4

6
B

r 

4
3

9
B

r 

4
4

0
B

r 

4
4

1
B

r 

4
4

2
B

r 

4
8

8
B

r 

4
8

9
B

r 

4
9

0
B

r 

7
3

7
B

r 

1
0

8
8

B
r 

1
3

6
3

B
r 

1
3

6
4

B
r 

African White Dorper 2                                 

Afrikaner, Namaqua 1 1       1                       

Afrikaner, Ronderib 2 3                   2 1         

Afshari 2 4       1       1   1 1   1     

Awassi 1 1       1                       

Awassi, Turkish 2 4               1   1           

Bangladeshi 2         4         2 2           

Brazilian Creole 2 3       1       3   1           

Castellana 2 1       4       2   1           

Changthangi 2 1       1           1 2         

Cheviot 2     2   1       1           2   

Churra 2     1     2                 3   

Cine Capari 1 1                   2     1     

Dorset, Poll 1 1       1       1   1           

Ethiopian Menz 1 1                   2           

Finnsheep 2                 1   3           

Garole 1         2         1 2           

Garole, Indian 1         1         1 2           

Garut 2 1       2     1   2 4           

Gulf Coast native 2         1       4               

Karakas 2                 1   1 2         

Karya 1       1 1   1   1               

Lacaune, Meat 1         2       1   1           

Lacaune, Milk 1 1       2                       

Merino 3 1       2       1   2           

Morada Nova 2         4           4         1 

Norduz 2 3       1           2     1     

Ojalada 2         1       2               

Ovis canadensis 3   1 2   1 1     2           2   

Ovis dalli 2 1       2       1   1   1       

Romney 1 1       2       1   1           

Sakiz 2 2               2   2     2     

Salz 3         1           4           

Santa Inês 2         4       2   2           

Scottish Blackface 1                 2               

Sumatra 2 1       3         2 2           

Swiss Mirror 1 2       2       1   2           

Swiss White Alpine 4 3   2   2           1 2     2   

Texel 1 2       2           1           

Tibetan, Eastern 1 1                               

Tibetan, Northern 1 1               1     1         

Valais Blacknose 1 1       1           1           

Welsh Hardy Speckled 

Face 

1         2                       

Welsh Mountain, 

Dollgellau 

1         1                       

Welsh mountain, 

Tregaron 

1                 1   1 1         
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 Tabela 7- Sítios polimórficos encontrados no exon do gene BMP15 (7) e sua frequência absoluta por 

raça. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Raças Animais 

diplóides (n) 1
1

B
  

1
2

B
  

1
3

B
 

8
3

B
 

8
4

B
  

8
5

B
 

8
6

B
 

African White Dorper 2 3 1       1   
Afrikaner, Namaqua 1 2         1   
Afrikaner, Ronderib 2 4         2   

Afshari 2   4           
Awassi 1   2           

Awassi, Turkish 2   4           
Bangladeshi 2 4         1   

Brazilian Creole 2 2 1           
Castellana 2   4           

Changthangi 2   3   1   1   
Cheviot 2 2 1 1       1 
Churra 2 2 2 2       3 

Cine Capari 1 2             
Dorset, Poll 1   2           

Ethiopian Menz 1 1             
Finnsheep 2 4             

Garole 1 1 1       1   
Garole, Indian 1 1 1           

Garut 2 4         3   
Gulf Coast native 2 1 2           

Karakas 2   4           
Karya 1   1           

Lacaune, Meat 1 2             
Lacaune, Milk 1   2           

Merino 3 5 1           
Morada Nova 2 2 2           

Norduz 2 1 2           
Ojalada 2 1 3     1     

Ovis canadensis 3 4 1 1   1   1 
Ovis dalli 2 1 3           
Romney 1   2           

Sakiz 2   4           
Salz 3 6             

Santa Inês 2 3             
Scottish Blackface 1 1             

Sumatra 2 3 1       3   
Swiss Mirror 1   2           

Swiss White Alpine 4 4 2 1       2 
Texel 1   2           

Tibetan, Eastern 1   1           
Tibetan, Northern 1   2           
Valais Blacknose 1 2             

Welsh Hardy Speckled Face 1 1 1       1   
Welsh Mountain, Dollgellau 1   2           
Welsh mountain, Tregaron 1   2           
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3.3 Estimativas de haplótipos formados pelos SNPs identificados nos genes GDF9, BMP15 

e BMPR1-b. 

 

 

Para os três genes separadamente foram estimados, a partir de 1610 SNPs, 45 

haplótipos para GDF9, 95 para BMP15 e 150 para BMPR1-b, com diversidade haplotípica (DH) 

igual a 0,807, 0,98 e 1, respectivamente. 

No gene GDF9, os haplótipos 2 e 7 (HG2 e HG7) se destacam pelas altas 

frequências: 0,407 (N = 61, em 29 raças) e 0,16 (N = 24, em 15 raças), respectivamente, e não 

foram observados SNPs com alteração não conservativas nesses haplótipos. Treze haplótipos 

apresentaram SNPs com mutações funcionais em 15 diferentes raças (Tabela 1A - Anexo), 

destacando-se os haplótipos HG1, HG14 e HG45 observados em mais de uma raça. O HG1 foi 

observado em cinco raças (Changthangi, Morada Nova, Namaqua Afrikaner, Pool Dorset e 

Ronderib Afrikaner), o HG14 em quatro raças (Castellana, Karakas, Norduz e O. Canadensis) 

e o HG45 em duas raças (Changthangi e Cheviot) (Tabela 1A - Anexo). Não foi observada a 

presença de dois ou mais alelos que causam mutações não conservativas no mesmo haplótipo. 

Para o gene BMP15, 20 haplótipos estão presentes em duas ou mais raças, sendo 

o haplótipo HB46 o mais frequente na população, 0,07 (N = 11, em nove raças) sem SNPs com 

alterações não conservativas nos AAs. Oito haplótipos apresentaram mutações não 

conservativas, contendo o SNP 85B e InDel 11-12B, estes foram observados em mais de uma 

raça, destacando os haplótipos HB3 e HB8, observados em oito e quatro raças diferentes, 

respectivamente (Tabela 1A - Anexo). Os seis haplótipos restantes foram observados no 

máximo em duas raças cada um. 

Haplótipos com SNPs que apresentavam mutações não conservativas foram 

observados em 23 raças da Pop1 (Tabela 1A - Anexo). Para esse gene a frequência de dois 

alelos que causam alterações não conservativas, representados pelos SNPs 13B e 86B, foram 

encontrados na mesma fase haplotípica. Esses alelos estão presentes em três haplótipos nas 

raças: Churra (HB70, HB76) e Swiss White Alpine (HB65) (Tabela 1A - Anexo). Outros sete 

haplótipos também possuem a combinação da deleção 11-12B e o alelo 85B, os quais alteram 

sequências de aminoácidos na proteína de BMP15. Esses sete haplótipos estão distribuídos nas 

raças: Garut (HB14), Namaqua Afrikaner (HB18), Sumatra (HB48 e HB49), Ronderib 

Afrikaner (HB42 e HB43) (Tabela 1A - Anexo). 

Para o gene BMPR1-b o valor da DH=1, com 150 haplótipos estimados, dois 

haplótipos para cada indivíduo. Essa diversidade provavelmente é explicada pela extensão da 
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região gênica analisada (54300 pb), além da alta diversidade entre indivíduos da população 

estudada. Nesse gene também não foi observada a frequência de dois ou mais alelos que causam 

mutações não conservativas no mesmo haplótipo (Tabela 1A - Anexo).  

O valor da diversidade haplotípica entre os três genes foi maior 

(proporcionalmente) de acordo com o tamanho (em pb) de cada região gênica analisada. A alta 

diversidade haplotípica (DH > 0,8) encontrada em cada gene demonstra a grande diversidade 

genética entre os animais e as raças da Pop1. 

A estimativa de haplótipos para os três genes juntos, a partir de 1610 SNPs, 

resultou na formação de 150 haplótipos (N = 75), com DH igual a 1, ou seja, alta diversidade 

haplotípica na população, onde cada indivíduo mostrou um haplótipo único.  

Adicionalmente foram estimados novos haplótipos utilizando somente os SNPs 

(14) e a InDel (1) (Tabela 8) representando as mutações não conservativas na região codante 

dos três genes em conjunto. Foram estimados 24 haplótipos nas 150 sequências (Tabela 8).  

Os haplótipos foram nomeados como HEx (haplótipos em exon) de 1 a 24 para 

cada haplótipo específico. O haplótipo HEx1 foi o mais frequente (f=0,28, N=42) e apresentou 

todos os alelos de cada polimorfismo igual à sequência referência do genoma (REFOav3.1- 

http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.1.php). Nos haplótipos onde se observou 

variações em relação à sequência referência do genoma, cinco (HEx2, HEx4, HEx5, HEx8 e 

HEx11) foram representados por apenas um SNP e 20 haplótipos com dois ou mais SNPs (de 

2 a 4) que causaram alterações não conservativas nos aminoácidos (Tabela 8).  

No total, nessa segunda estimativa, 16 haplótipos apresentaram duas ou mais 

variantes em dois genes diferentes, sendo três haplótipos com variação nos genes GDF9 e 

BMPR1-b, nove em GDF9 e BMP15 e quatro em BMP15 e BMPR1-b (Tabela 8). O InDel 11-

12B do gene BMP15 é encontrado em 15 haplótipos, sendo 12 destes com pelo menos um SNP 

nos genes GDF9 e BMPR1-b. A variante denominada Booroola (FecBB), foi encontrada em 

dois haplótipos (HEx6 e HEx7) e observada sempre com alguma das variantes do gene BMP15 

(Tabela 8). 
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Tabela 8- Segunda estimativa de haplótipos utilizando SNPs encontrados nos exons dos genes GDF9, BMPR1-b e BMP15 (com mutação não conservativa) e 

suas respectivas mutações e frequências. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

**N= Número absoluto de haplótipos. 

Haplótipo Frequência (N)* 

GDF9 (CR.5) BMPR1-B (CR.6) BMP15 (CR.X) 

10G  11G  35G 39G  41G 440Br 488Br 737Br 1088Br 1364Br 11-12B  13B 83B 85B 86B 

HEx.1 0,28 (42) C G G G C A T G C T - C C T G 

HEx.2 0,24 (36) . . . . . . . . . . CTT . . . . 

HEx.3 0,04 (6) . . . . . . . . . . CTT . . C . 

HEx.4 0,026 (4) . . . . . . . . T . . . . . . 

HEx.5 0,026 (4) . . A . . . . . . . . . . . . 

HEx.6 0,05 (7) . . . . . . C . . . CTT . . C . 

HEx.7 0,006 (1) . . . . . . C . . . CTT . . . . 

HEx.8 0,05 (7) . . . A . . . . . . . . . . . 

HEx.9 0,1 (15) . . . A . . . . . . CTT . . . . 

HEx.10 0,05 (7) . A A . . . . . . . . . . . . 

HEx.11 0,006 (1) . . . . . . . . . . . . G . . 

HEx.12 0,01 (2) . . A . . . . . . . CTT . . . . 

HEx.13 0,033 (5) . . A . . . . . . . CTT G . . A 

HEx.14 0,006 (1) T . . . . . . . . . CTT . . . . 

HEx.15 0,006 (1) . . A . . . . . . . . . . . A 

HEx.16 0,006 (1) . . . . . . . . T . CTT . . . . 

HEx.17 0,006 (1) . . . . T . . . . . CTT . . . . 

HEx.18 0,006 (1) . A A . . G . . . . . . . . . 

HEx.19 0,006 (1) . . . . . . . . . C CTT . . . . 

HEx.20 0,006 (1) . . . A . . . . . C . . . . . 

HEx.21 0,006 (1) . . . A . . . A . . . . . . . 

HEx.22 0,01 (2) . . . A . . . . . . CTT . . C . 

HEx.23 0,01 (2) . A A . . . . . . . CTT . . . . 

HEx.24 0,006 (1) . . A . . . . . . . . . . . A 
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No total 436 amostras foram amplificadas e sequenciadas na região do segundo 

exon do gene GDF9, sendo, 186 amostras da raça Santa Inês (OSI) e 253 da raça Morada Nova 

(OMN). A amplificação gerada via PCR resultou em diferentes tamanhos de fragmentos 

sequenciados em cada indivíduo que variaram entre 270 a 392 pb e foram alinhadas entre a 

posição 3746 a 4137 pb da sequência referência depositada no GeneBank (AF078545). Como 

o tamanho do fragmento variou por indivíduos, foi necessário padronizar o tamanho dos 

fragmentos de todos os indivíduos reduzindo para 270 pb de sequência em comum em toda 

amostragem usados para a busca de polimorfismo e estimativa de haplótipos. 

Foram identificados 12 SNPs no exon 2 do gene GDF9. Os SNPs foram 

nomeados de 1 a 12 sequencialmente de acordo com sua posição em relação à sequência 

referência usada para o alinhamento (AF078545), além da identificação da letra G (referente ao 

gene GDF9) e B (referente a População 2 ser composta de raças brasileiras) (Tabela 9). Destes 

12 SNP encontrados, sete foram alterações do tipo transversões e cinco transições, e sete SNPs 

resultaram em alteração não conservativa em aminoácidos (Tabela 8). Quatro polimorfismos, 

(2GB, 9GB, 10GB, e 11GB) já haviam sido relatados na literatura nas raças Belclare/Cambridge 

e Santa Inês (Hanrahan et al., 2004 e Silva et al., 2011).  

O número médio de alelos por SNP foi de 2,08, com apenas um SNP (2GB) 

apresentando três alelos (G, T C), que também resultaram em diferentes AA na região 291 da 

proteína, de G291C (alelo T) e G291R (alelo C) (Tabela 9). Quatro SNPs apresentaram MAF 

baixo (MAF<0,01) (Tabela 9), no entanto, o índice de qualidade Phred (QV) variou de 14 a 30, 

para os mesmos; 5GB (QV= 14 a 20), 6GB (QV=21 a 30), 7GB (QV=14 a 20), e 8GB (QV=22 

a 29), assumindo a confiabilidade da existência destes polimorfismos.  

Todos os polimorfismos encontrados estavam presentes em uma ou nas duas 

raças. O alelo mais frequente em toda população foi o alelo G (0,56), do SNP 11GB, presente 

nas duas raças da Pop2 (Tabela 9). 

Desvios de EHW foram observados para os SNPs: 1GB (P<0.001), 7GB 

(P<0,001) e 12GB (P<0,01); quando analisados na população total (N=436). As análises de 

EHW por raça mostraram que os SNPs 1GB (P<0.05) e 11GB (P<0.05) apresentam desvios de 

EHW na raça OMN; e os SNPs 1GB (P<0.001), 7GB(P<0.001) e 12GB (P<0.001) na raça OSI. 
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Tabela 9- Caracterização dos SNPs encontrados via re-sequenciamento do exon 2 do gene GDF9 na 

Pop2. 

1 – Raças brasileiras utilizadas: OMN – Ovino Morada Nova, OSI – Ovino Santa Inês 

* http://www.livestockgenomics.csiro.au/sheep/oar3.1.php 

 

 

3.4 Estimativas de haplótipos no exon 2 do gene GDF9 para População2. 

 

As análises para gerar uma estimativa de haplótipos foram realizadas utilizando 

os doze SNPs encontrados nessa população (Tabela 10); obtendo-se 30 haplótipos únicos com 

DH= 0,73, compreendendo uma região de 355pb entre as posições 3763 a 4118pb da sequência 

de referência (AF078545) do gene GDF9.  

O haplótipo denominado 1 (HGB1) foi o mais frequente na população (0,4), 

seguido do haplótipo 2 (HGB2 –f=0,3) que é idêntico ao haplótipo presente na sequência de 

referência (Tabela 10). A diferença entre o HGB1 e a sequência referência, é apenas por um 

SNP (11GB). Esse SNP é um polimorfismo altamente frequente em populações da raça 

brasileira de ovelhas prolíficas Santa Inês (Silva et al. 2011).   

SNP 
Altera

ção 

Posição 

(pb) 

mRNA 

Alteração 

no AA 

 

 

Número de 

Alelos 
 

 

MAF (Frequência do 

alelo Menor) 

HetOb

s. 

Cr. 5 

REFOav3.

1*  

Total 

(n=43

6) 

OMN1 

(n=25

3) 

OSI1 

(n=18

6)   

1GB A>T 41841537 859a>t K287stop 2 0,213 0,156 0,271 0,43 

2GB 
G> 

T/C 
41841525 871a>t 

G291C 

/G291R 
3 0,015 0,019 0,009 0,03 

3GB G>C 41841505 891g>c G297G 2 0,035 0,031 0,042 0,07 

4GB T>C 41841466 930t>c G310G 2 0,031 0,026 0,039 0,06 

5GB G>A 41841457 939g>a S313S 2 0,008 0,01 0,005 0,02 

6GB C>G 41841446 951c>g R317R 2 0,005 0,004 0,005 0,01 

7GB G>C 41841444 953g>c R318T 2 0,008 0,004 0,014 0,01 

8GB G>C 41841442 955g>c D319H 2 0,003 0,002 0,005 0,01 

9GB A>G 41841418 978g>a E326E 2 0,031 0,03 0,03 0,06 

10GB G>A 41841402 994g>a V332I 2 0,034 0,032 0,035 0,07 

11GB T>G 41841362 1034t>g F345C 2 0,44 0,44 0,44 0,46 

12GB T>A 41841182 1214t>a I405N 2 0,143 0 0,325 0,29 
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Tabela 10- Haplótipos estimados na Pop2 (N=436,) na região do exon 2 do gene GDF9.  

Haplótipos 

da Pop2 

(N=872) * 

Frequência 

(n) 

1GB 2GB 3GB 4GB 5GB 6GB 7GB 8GB 9GB 10GB 11GB 12GB 

A G G T G C G G A G T T 

HGB1 0,40 (358) . . . . . . . . . . G . 

HGB2 0,30 (266) . . . . . . . . . . . . 

HGB3 0,02 (19)  . . . . . . . . G A . A 

HGB4 0,22 (84) T . . . . . . . . . G . 

HGB5 0,006 (5) . C . . . . . . . . . A 

HGB6 0,006 (5) . . . . . . . . G A . . 

HGB7 0,004 (4) . . . . . . . . . A G . 

HGB8 0,007 (6) T . . . . . . . . . . . 

HGB9 0,011 (10) T . C C . . . . . . . . 

HGB10 0,004 (4) . . . . A . . . . . . . 

HGB11 0,007 (6) T T C C . . . . . . . . 

HGB12 0,002 (2) . . C . . . . . . . . . 

HGB13 0,002 (2) . . . . . G C . . . G . 

HGB14 0,001 (1) T T C . . . . . . . . . 

HGB15 0,009 (8) T . C . . . . . . . G . 

HGB16 0,001 (1) N N N . A . C C . . G . 

HGB17 0,001 (1) . . C C . . . . . . . . 

HGB18 0,007 (6) T . . C . . . . . . . . 

HGB19 0,002 (2) T . C C . . . . . . G . 

HGB20 0,001 (1) T . . C . . . . . . G . 

HGB21 0,001 (1) . . . C . . . . . . . . 

HGB22 0,002 (2) . . . . . . C . . . . . 

HGB23 0,001 (1) . . . . A . C C . . G . 

HGB24 0,001 (1) . . . . A G C C . . G . 

HGB25 0,008 (7) T . . . . . . . . . . A 

HGB26 0,047(41) . . . . . . . . . . . A 

HGB27 0,014 (12) T . . . . . . . . . G A 

HGB28 0,022 (20) . . . . . . . . . . G A 

HGB29 0,001 (1) . . . . . . . . G A G . 

HGB30 0,001 (1) . . . . . . . . G . . A 

*N= Número de haplótipos.  
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Os SNPs são considerados unidades fundamentais de variações genéticas e, 

atualmente dentre os marcadores genéticos é o mais indicado para compor painéis de 

genotipagem por serem abundantes em todo o genoma (Kijas et al., 2012), e possuírem grande 

potencial para automação e baixos custos em plataformas de genotipagens (Ding & Jin, 2009). 

Atualmente, estudos de busca por variantes genéticas em raças prolíficas de 

ovinos tem sido realizadas principalmente com objetivo de se detectar SNPs de grande efeito 

com características de prolificidade (Chu et al., 2011a; López-Ramírez et al., 2014; Mullen et 

al., 2013; Souza et al., 2014).  

Este estudo descreveu a identificação de 1610 SNPs em genes relacionados à 

prolificidade em ovinos baseado em sequenciamento de genes completos e de 12 SNPs 

baseados em fragmentos do exon 2 do gene GDF9. Dos SNPs identificados na Pop 1 (ISGC, 

N=75), 36 estão localizados em exons nos genes: GDF9 (13), BMP15 (7) e BMPR1-b (16).  

Para o gene GDF9, oito dos 13 SNPs em exon já foram identificados 

previamente por outros estudos. Os SNPs: 11G, 32G, 33G, 35G, 38G e 39G já foram descritos 

nas raças Belclare e Cambridge (Hanrahan et al., 2004),o 36G em ovinos da raça Santa Inês 

(Silva et al., 2011), e mais recentemente, o SNP 35G foi também encontrado no mRNA do gene 

GDF9 em ovários de ovelhas da raça Afshari (Eghbalsaied et al., 2012). Em nosso trabalho o 

SNP 35G também foi observado em indivíduos da raça Afshari, (f= 0,15) assim como nas raças 

Awassi, Castellana, Cheviot, Churra, Karakas, Karya, Norduz, Ojalada, O. canadensis, Salz e 

Swiss White Alpine.  

O InDel 11-12B, e o SNP 84B, presentes no gene BMP15, também foram 

identificados previamente por Hanrahan et al. 2004 nas raças Belclare e Cambridge, sem 

nenhum efeito associado com características de prolificidade. No trabalho atual os SNPs 13B e 

86B, com variantes que provocam alterações não conservativas nos AAs, foram relatados pela 
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primeira vez em quatro animais de raças consideradas prolíficas: Cheviot (1 animal), Churra (2 

animais) e Swiss White Alpine (1 animal). Os SNPs13B e 86B por serem mutações com 

alterações não conservativas no aminoácidos e presentes em exon de raças prolificas serão 

importantes candidatos para compor o painel de genotipagem associado a prolificidade.  

No gene BMPR1-b, o SNP 488Br, foi encontrado no presente estudo nas raças 

Garole, Garut, Sumatra e Bangladeshi (Tabela 6) e anteriormente identificado por vários autores 

em diferentes raças, sendo primeiramente reportado na raça Merino (Davis et al., 1982, Mulsant 

et al., 2001; Wilson et al., 2001) e depois nas raças Chinesas Hu (Davis et al., 2006), e Small 

Tain Han (Chu et al., 2011), Garole (Polley et al., 2010), Javanese (Davis et al., 2002) e Bonpala 

(Roy et al., 2011). Em nosso estudo a presença do SNP 488Br foi identificado nas raças 

prolíficas (pela primeira vez nessas raças) de origem asiáticas: Bangladeshi da Índia (Pervage 

et al., 2012), Garut e Sumatra da Indonésia (Mason, 1980). A raça Garut surgiu de cruzamentos 

da raça Merino (Mason, 1996), o que portanto sugere que essa variante pode ter sido herdada a 

partir desta raça.  

Outras cinco variantes encontradas no gene BMPR1-b, 35Br, 145Br, 146Br, 

442Br e 1088Br também já foram identificadas por Chu et al. (2011) nas raças chinesas 

prolificas de ovinos Small Tail Han e Hu (Tabela 5), mas sem nenhum efeito conhecido 

associado com a prolificidade. 

Os 634 SNPs identificados com desvios de EHW (0,05> P < 0,001) na Pop1 

podem ter se apresentado fora do equilíbrio pelo fato dos mesmos estarem sendo afetados pela 

seleção artificial no processo de domesticação dos ovinos, já que a Pop1 tem alta diversidade 

entre os animais das diferentes raças do mundo selecionados para representar a diversidade da 

espécie ovina (Kijas et al., 2012). A presença de 1404 SNPs com MAF>0,01 nos três genes 

evidencia alta diversidade das amostras e a alta diversidade gênica dos genes relacionados a 

taxa de ovulação em ovinos.  

Seis SNPs (1GB, 2GB, 3GB, 4GB, 11GB e 12GB) identificados no segundo 

exon do gene GDF9, na Pop2 com MAF>0,015, sugerem ser específicos de raças brasileiras, já 

que foram observados apenas nas raças brasileiras localmente adaptadas: Morada Nova e Santa 

Inês. Adicionalmente, os SNPs 2GBe 11GB já foram previamente identificados por Silva et al. 

(2011) em ovelhas prolíficas da raça Santa Inês.  

Baseado nas estimativas haplotípicas utilizando SNPs com mutações não 

conservativas, foram observados haplótipos com presença de duas ou mais variantes alélicas 

entre genes diferentes. A frequência de haplótipos (f=0,2) com mutações nos genes GDF9 e 

BMP15 varia de acordo com as raças, uma vez que, estas mutações foram encontradas em nove 
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haplótipos, que diferiram entre cinco SNPs em GDF9 (10G, 11G, 35G, 39G e 41G) e quatro 

em BMP15 (InDel 11-12B, 13B, 85B e 86B). Haplótipos com mutações nos genes BMPR1-b e 

GDF9 (4 haplótipos, f=0,066) e BMPR1-B e BMP15 (3 haplótipos, f=0,02) foram também 

observados na Pop1. Destaca-se o haplótipo Hex13 (f=0,006), representado por quatro SNPs 

com variantes que causam alterações não conservativas nos AAs dos genes GDF9 (35G) e 

BMP15 (InDel 11-12B, 13B e 86B). Esse haplótipo (Hex13) esteve presente nos mesmos 

animais citados anteriormente das raças Churra, Cheviot e Swiss Alpine.  

Os resultados de frequência de haplótipos representados por uma ou mais 

mutações que alteram aminoácidos das proteínas em um ou dois genes diferentes, podem 

sugerir a associação dos genes relacionados à taxa de ovulação em ovinos. Esses resultados 

juntos com estudos genéticos encontrados na literatura (Hanrahan et al., 2004; Barzegari et al., 

2009; Chu et al., 2007; Polley et al., 2010) sugerem que as variantes em genes que afetam a 

taxa de ovulação podem estar ligadas entre si, além de terem efeitos variados nos fenótipos de 

diferentes raças.  

Como resultado deste estudo, foram identificados, a partir da mineração nos 

genes GDF9, BMP15 e BMPR1-b, polimorfismos que poderão compor um painel reduzido e 

informativo de SNPs relacionados a características de prolificidade em ovinos. A validação 

destes SNPs, e a associação de um painel reduzido composto pelos mais informativos, com 

características de prolificidade em ovinos, devem ser realizadas em análises futuras em raças 

prolíficas com histórico de parto simples e múltiplos. Os polimorfismos, depois de validados 

em populações de raças prolíficas, poderão auxiliar programas de conservação e melhoramento 

de raças de ovinos ao redor do mundo. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

A mineração das sequências completas dos genes GDF9, BMP15 e BMPR1-b 

utilizando a População 1 identificou um total de 1610 polimorfismos nas diferentes raças de 

ovinos do mundo.  

Os SNPs 488Br, 13B e 86B identificados na região de exon dos genes BMPR1-

b e BMP15, que resultam em alterações não conservativas nos aminoácidos, são candidatos 

imediatos a serem testados nas raças conhecidas por serem prolíficas.  

O SNP 11GB foi encontrado apenas na Pop2, de raças brasileiras. Esse SNP é 

um polimorfismo altamente frequente em populações da raça brasileira deslanadas de ovelhas 

prolíficas.   
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CAPITULO 4 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÕES 

 

 

Os principais resultados desse trabalho mostraram que a estratégia de busca de 

polimorfismos em genes de interesse econômico cuja característica é controlada por poucos 

genes tem sua aplicação potencializada, mesmo com a forte tendência da implementação da 

seleção genômica nos programas de melhoramento tradicionais. Na presente tese, três genes 

(GDF9, BMP15 e BMPR1-b) relacionados com taxa de ovulação/número de cordeiros nascidos 

por gestação foram escolhidos. A razão principal para essa escolha foi que um processo de 

seleção, mediado por marcadores moleculares identificados nesses genes, poderá ter um 

impacto rápido e direto nos rebanhos da espécie ovina.  

No Capítulo 2 os objetivos e resultados foram voltados para uma mutação no 

gene GDF9 (FecGE) comprovadamente relacionada a um aumento da taxa de ovulação na raça 

localmente adaptada Santa Inês (Silva et al., 2011). O primeiro resultado identificado foi que 

essa mutação não é restrita a raça Santa Inês e foi identificada em alta frequência na raça Morada 

Nova. O segundo resultado mais expressivo foi que esta mutação aparenta não estar associada 

a características de produção/crescimento reconhecidamente importantes em programas de 

melhoramento animal avaliadas em teste de desempenho. Não foi observada diferença 

estatística entre animais com altos e baixos escores em testes de desempenho da raça Morada 

Nova. Estudos econômicos realizados por Lobo et al.(2011) identificaram que número de 

borregos nascidos por parto é um importante parâmetro para o lucro das fazendas. Dessa forma, 

a adição desse teste genético no programa de melhoramento participativo da raça poderá 

agregar importante informação aos produtores e dar a eles subsídios para as escolhas dos 

acasalamentos. 

O Capítulo 3 teve como foco principal usar as vantagens sobre dados de 

sequenciamento de nova geração como uma ferramenta para identificação de novos SNPs em 
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três genes relacionados a taxa de ovulação. Dessa forma, a partir de uma amostragem de 75 

animais representantes de várias raças de ovinos espalhadas pelo mundo, foram identificadas 

novas variantes em genes associados a taxa de ovulação, além de mutações conhecidas já 

associadas com prolificidade em animais de diferentes raças prolíficas: Morada Nova (FecGE-

Capitulo 2-GDF9), Bangladeshi (488Br- BMPBR1-b) Garut (488Br- BMPBR1-b), Garole 

(488Br- BMPBR1-b), Sumatra (488Br - BMPBR1-b), Churra (35G- GDF9, 13B e 86B- 

BMP15), Cheviot (35G- GDF9, 13B e 86B- BMP15) e Swiss White Alpine (35G- GDF9, 13B 

e 86B- BMP15).  

A perspectiva futura é desenvolver e validar um painel de genotipagem de baixa 

densidade de SNPs relacionados ou potencialmente relacionados a taxa de ovulação/ número 

de borregos por parto na espécie ovina. Uma das prioridades, por exemplo, será selecionar 

mutações não conservativas nas regiões exônicas dos genes relacionados à taxa de ovulação 

(GDF9, BMP15 e BMPR1-b) identificadas no Capítulo 3. Adicionalmente os demais SNPs 

serão selecionados in silico, baseado em estudos já publicados (ex.,  Hanrahan et al.,2004; Silva 

et al., 2011; Demars et al., 2013; Souza et al., 2014). 

Com essa ferramenta será possível, em um único teste, prever qual mutação 

causal dos três genes principais poderia estar associada a rebanhos com histórico de partos 

múltiplos. A presente equipe possui uma parceria com o Centro Nacional de Preservação e 

Recursos Genéticos (National Center for Genetic Resources Preservation- NCGRP), unidade 

do USDA-ARS, para realizar essa validação com amostras depositadas no banco de 

germoplasma americano. 

Adicionalmente, o painel de baixa densidade em genes relacionados a taxa de 

ovulação desenvolvido a partir de SNPs identificados no trabalho atual será útil para expandir 

os estudos de interação entre genes/alelos envolvidos com características de prolificidade em 

diferentes raças do mundo. O painel permitirá a identificação de mutações e posterior seleção 

(a favor ou contra) de animais a partir de variantes associadas a efeitos de prolificidade em 

rebanhos de ovinos ao redor do mundo. A identificação desses polimorfismos ainda pode ser 

importante para qualificar germoplasma criopreservado em Bancos Genéticos Animais e 

agregar valor ao produto conservado.  
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CAPÍTULO 3 

 
Tabela 1A- Haplótipos estimados para os genes GDF9, BMP15, BMPR1-b e sua distribuição por raças 

na Pop1.  

Raças Genes Variantes na proteina. Total de 

sequências (n) 

GDF9 (HG) BMP15 (HB) BMPR1-B (HBr) GDF9 BMP15 BMPR

1-B 

 

African White 

Dorper 

2  3, 18, 86,87 1, 2, 3,4.   Leu10del 

L252P 

  4 

Afshari 2 , 5  6, 35, 36,37 5,6,7,8.     M64I 4 

Awassi 5  6, 30 9,10.       2 

Bangladeshi 2  8, 68, 84 e 85 11,12,13,14.   Leu10del  

L252P  

G249R 4 

Brazilian Creole 2 , 7  3, 8, 9 e 10. 15,16,17,18.   Leu10del   4 

Castellana 4 , 13 , 14, 42 23, 25, 40,41 19,20,21,22. R87H     4 

Changthangi 1, 2, 45 9, 11, 45, e 95 23,24. E241K P177A 

L252P 

  2 

Cheviot 2 , 10, 11, 30, 45 12, 13, 46 e 61 25,26,27,28. Q80Stop 

E241K 

P39R 

S346N 

  4 

Churra 27, 28, 37, 38 70, 71, 76 e 77.  29,30,31,32,33,34.   P39R 

P177A 

S346N 

M64I 6 

Cine Capari 2  2 e 19 35,36.   Leu10del M64I 2 

Ethiopian Menz 2, 43 46 e 59 37,38. R453C   M64I 2 

Finnsheep 2, 4  3, 33, 49 e 90 39,40,41,42.   Leu10del   4 

Garole 34 44 4 e 45 43,44.   L252P G249R 2 

Garut 2, 44 14 e 74 45,46,47,48.   Leu10del 

L252P 

G249R 4 

Gulf Coast native 2 e 7  26, 27, 63 e 64 49,50,51,52.       4 

Indian Garole 7 , 13  46 e 54 53,54.   L252P G249R 2 

Karakas 2 , 14, 29 46 e 53 55,56,57,58. R87H     4 

Karya  2, 12   31 e 321 59,60. R87H   V340A 2 

Meat Lacaune 4, 33 3 e 39 61,62.   Leu10del   2 

Merino 4 , 7  50, 78, 79, 82 e 87 63,64,65,66,67,68.   Leu10del   6 

CONTINUA... 
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Raças Genes Variantes na proteina. Total de 

sequências (n) 

 GDF9 (HG) BMP15 (HB) BMPR1-B (HBr) GDF9 BMP15 BMPR

1-B 

 

Mmilk Lacaune 2  80 e 81 69,70.       2 

Morada Nova 1 , 2 , 7  4, 5, 6 e 7 71,72,73,74. E241K Leu10del H335R 4 

Namaqua Afrikaner 1, 3  17 e 18 75,76. E241K Leu10del 

L252P 

  2 

Norduz 2 , 7 , 14 . 55, 61 e 62 77,78,79,80. R87H     4 

Ojalada 2, 7, 40 55, 72, 73 e 94 81,82,83,84.       4 

Ovis canadensis 1, 14, 15, 16, 17, 22 3, 17, 50, 51, 56 e 

57 

85,86,87,88,89,90. R87H, 

E241K 

Leu10del 

S346N 

  6 

Ovis dalli 2, 7, 18 6, 21 e 52. 91,92,93,94.     P171S 4 

Poll Dorset 1, 25 52 e 58 95,96. E241K     2 

Romney 2 , 4  9 e 25 97,98.       2 

Ronderib Afrikaner 1, 7, 22 8, 42, 43 e 60 99,100,101,102. E241K Leu10del 

L252P 

  4 

Sakiz 2  23, 24, 91 e 92 103,104,105,106.     M64I 4 

Salz 7, 31 15, 16, 88, 89. E 93 107,108,109,110,111,11

2. 

R87H Leu10del   6 

Santa Inês 2  1, 2 e 3 113,114,115,116.   Leu10del   4 

Scottish Blackface 23, 24 46 e 50 117,118. V332I     2 

Sumatra 2, 39  48, 49, 53 e 54. 119,120,121,122.   Leu10del 

L252P 

G249R 4 

Swiss Mirror 2  23,28 123,124.       2 

Swiss White Alpine 2, 3, 4, 7, 16, 21, 26 e 

39. 

3, 30, 38, 46, 47, 65, 

66 e 83 

125,126, 127, 128, 129, 

130, 131, 132. 

  Leu10del

P39R 

S346N 

  8 

Texel 7, 36 46 e 67 133,134.       2 

Tibetan, Eastern 2, 41 6 e 29 135,136.       2 

Tibetan, Northern 2, 35 46 e 52 137,138.       2 

Turkish Awassi 2, 7, 19, 20 6, 25, 53 e 69 139,140,141,142. R87H     4 

Valais Blacknose 2  7  3 e 8 143,144.   Leu10del   2 

Welsh Hardy 

Speckled Face 

2  21 e 22 145,146.   L252P   2 

Welsh Mountain, 

Dollgellau 

2 , 7  61 e 67 147,148.       2 

Welsh mountain, 

Tregaron 

8 , 9  46 e 75 149,150.       2 

Total 45 95 150 5 6 5 150 

 


