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Resuma O objetivo desse estudo foi investigar a assé@ociaptre marcadores moleculares do tipo SNP
(Polimorfismo de base Unica) prospectados no &l (fator de necrose tumoral alfa) e resisténcia a
verminose gastrintestinal em caprinos. Para issanf produzidos 229 caprinos a partir de animass da
racas Saanen, raca considerada susceptivel a easitge gastrintestinais e Anglo-nubiana, raca
considerada resistente. Para a prospeccdo de 8M@s, sequenciados 44 animais extremos para OPG
(contagem de ovos por grama de fezes) escolhidoarte dos residuos obtidos através do modelo
estatistico usado para corrigir os dados fenotipjgara as variagdes ambientais. O sequenciamento
inclui quatro regides do gefi@&Fa. Nestas regifes, foram encontrados dez SNPsedtis localizados

na regido promotora do gene, doisinimon 2 e seis n@xon 4. Através da aplicacéo do teste de Fisher
foi encontrada uma associagéo de cinco dos SNBpgntados ( R 0,05), o que indica que esses SNPs
sdo potenciais marcadores moleculares para ress@werminose gastrintestinal.

Palavras—chave'marcador molecular, gene candidato, OPG, caprinos.

Prospection of SNPs inTNFa gene and possible association with gastrointestihnendoparasites
resistance

Abstract: The aim of this study was to investigate the asson between prospected
molecular markers, SNPs (Single Nucleotide Polymismp) in the TNFa gene and resistance to
gastrointestinal nematode parasites in goats. sy 229 goats were produced from animals of Sganen
breed considered susceptible to gastrointestirddgarasites and Anglo-Nubian breed considered
resistant. For SNP prospection, 44 extreme anifoalfecal egg counting (FEC) chosen residues of a
statistical model that corrected the phenotypesforironmental variations and, from four regionghadf
geneTNFa were sequenced. Ten SNPs were found: two areelddatthe promoter region, two in the
intron 2 and six in theexon 4. By applying the Fisher test association of fofethe SNPs prospected
(P < 0.05) were found indicating that these SNPs arential molecular markers for resistance to
gastrointestinal nematode parasites.

Keywords: Molecular marker, candidate gene, OPG, goat.

Introducéo

A verminose gastrintestinal € um grande problenfeeetado pela producéo animal, inclusive a
de caprinos, pois causa sérios prejuizos ao rebasthazindo o retorno econdémico da atividade dewido
morte de animais e perda no desempenho. O comtaolerminose é feito através da aplicacdo de anti-
helminticos, porém ao longo do tempo os parasitasnf mais resistentes ao produto. Além disso, o uso
indiscriminado do mesmo pode deixar residuos nie,leia carne e no ambiente, causando Ssérios
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prejuizos a saude e ao meio ambigMEIRA & CAVALCANTI, 1999). Sabe-se que a selecde
animais resistentes baseada em marcadores mokecdarma alternativa promissora (REGITANO &
COUTINHO, 2001). Buscou-se, entdo, a prospeccamateadores tipo SNP em quatro segmentos do
geneTNFa (fator de necrose tumoral alfa) para a verificagd@ua possivel associagdo com a resisténcia
a verminose gastrintestinal.

O TNFa foi o gene escolhido pois codifica uma citocinag dem fundamental importancia no
sistema imunolégico, pois, participa de diversaap&$ da resposta imune, estd relacionada com
inflamacdes sistémicas, causa morte apoptoéticeéhlgas, proliferacdo celular, diferenciagdo, combat
tumores e replicacdo viral (JANEWAY-JR et al.).

Como atualmente ndo se encontram na literaturallvab relacionando SNPs com a verminose
gastrintestinal em caprinos, espera-se que o fieesstudo possa contribuir com a selecdo assistida
marcadores de caprinos resistentes, espécie imporéan especial para a agropecudria do nordeste
brasileiro.

Material e Métodos

Foram produzidos caprinos a partir de animais da@®& Saanen, raca considerada susceptivel a
endoparasitas gastrintestinais e Anglo-nubiana capsiderada resistente aos mesmos endoparasitas.
Apoés dois cruzamentos a terceira geracdo de animarsiderada F2, possuia 229 animais. Foram
coletadas amostras de sangue para posterioress eapaxtracdo de DNA e quantificagdo; foram
coletadas também amostras de fezes para contagemosi@or grama de fezes (OPG). Os dados foram
transformados em logl0(OPG+1) e analisados usandmeedimento dos modelos mistos do SAS
(2002/2003). Os efeitos fixos incluidos no model@m sexo, coleta e idade a coleta e a variavedani
foi utilizada como efeito aleatério. Com base residuos obtidos dessa andlise, escolheu-se 44ianima
extremos para resisténcia.

Visando a prospeccdo de SNPs foram sequenciada® qegides do gen&NFa incluindo os
exons 1, 2 e 3 e parte dexon 4. A reagdo de sequenciamento dessas regidesediada com o kit
BigDye® Terminator e analisada no sequenciador automABt3100 Avant , daApplied Biosystems.

O teste de Fisher foi aplicado para verificar difgias de frequéncia alélica nos dois grupos de
extremos para resisténcia a parasitas gastromaestiForam consideradas associacdes significativas
aquelas com valores de<®,05.

Resultados e Discusséao

Foram sequenciados quatro segmentos do fdRa. O segmento 1 contémegon 1 completo,
0 segmento 2, osxons 2 e 3 completos, os segmentos 3 e 4 contém parézod 4. Nestas regibes
foram encontrados dois SNPs no segmento 1. O parS&P é referente a alteracdo de uma citosina por
uma adenina (C/A) e o segundo SNP é referenteeeagfio de uma guanina por uma adenina (G/A).
Observou-se que os SNPs estdo bem préximos umtdm com apenas uma base de diferenca e que
ambos estéo localizados na regido promotora do. e foram encontrados SNPsexon 1 e sim na
regido promotora do gene.

No segundo segmento foram encontrados dois SNR&salocalizados nmtron 2. O primeiro
é referente a alteracdo de uma guanina por adéBitfg e o segundo referente a alteracdo de uma
citosina por guanina (C/G). No terceiro segmeeaton 4, foram encontrados seis SNPs, G/T, G/A, C/T,
A/G, A/G localizados na regido 3'UTR. Ambos SNPsGAbcalizados no final do terceiro segmento
foram também encontrados no inicio do quarto setpne@s dez SNPs encontrados podem ser
visualizados na Figura 1. Aplicando-se o teste idkef, verificou-se que cinco deles apresentaram um
valor de P< 0,05, o que indica que esses SNPs séo potencaacadores moleculares. Séo eles: C/A e
G/A da regido promotora e G/T, G/A, e C/Takon 4.
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Figura 1. Esquema posicionando os dez SNPs endostma suas localizacdes no géidFa. SNPs
potencialmentes associados (*).
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Conclusbes

Dentre os dez SNPs encontrados no geMEa, cinco deles podem estar associados com a
resisténcia a verminose gastrintestinal. Para assaciacao ser validada é necessario estudarto efei
desses SNPs na populacao completa e em outrasapoesiide caprinos.
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