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Cresterea ovinelor reprezintd un sector important al zootehniei, contribuind
semnificativ la obtinerea unor productii valoroase, unele dintre ele avand valoare
biologica ridicati. In contextul cresterii cererii de carne de oaie, ameliorarea
performantelor de crestere a devenit o prioritate, iar utilizarea raselor specializate in
incrucisari cu rasele autohtone, a condus la obtinerea de indivizi cu dezvoltare corporala
superioara. Totusi, absenta unei selectii genetice sistematice a limitat progresul obtinut,
impunandu-se astfel o abordare moderna bazata pe markeri moleculari.

Prezenta cercetare se concentreazd pe gena miostatina (MSTN/GDF-§), un
marker implicat in reglarea negativd a cresterii musculare. Mutatiile acesteia pot
determina hiperplazie si hipertrofie musculara (McPherron & Lee, 1997), fapt ce implica
variatii semnificative ale caracterelor de crestere si dezvoltare musculard. Studiile
anterioare (Clop et al., 2006; Gan et al., 2008; Johnson et al., 2009; Han, 2012; Hickford
et al., 2010; Kolenda, 2016; Grochowska et al., 2019; Osman et al., 2021; Trapina et al.,
2024; Zhao et al., 2024) au identificat numeroase polimorfisme de tip SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms) in regiunile codificatoare (exonii), dar si in cele
necodificatoare precum intron 1 si 3'UTR ale genei MSTN, cu implicatii asupra mai
multor caractere legate de crestere, dezvoltare corporala si musculara la ovine.

Materialul biologic utilizat in studiu a inclus indivizi din rasele de ovine Cap
Negru de Teleorman, Suffolk si [le-de-France. Prima, o rasd autohtond robusti ce se
caracterizeazd prin dimensiuni corporale mari, rezistentd si aptitudini bune pentru
productia de carne, in timp ce Suffolk si ile-de-France sunt rase de import, amelioratoare,
recunoscute pentru dezvoltarea musculard accentuatd si randamentul superior la
sacrificare. Selectia acestor rase a fost justificatd de relevanta lor in ameliorarea
productiei de carne la ovinele din Romania si de raspandirea acestora in arealul de nord-
est al tarii, unde au fost desfasurate cercetarile.

Obiectivul general al lucrarii consta in identificarea si caracterizarea variatiilor
genetice din regiunile intron 1 si 3'UTR ale genei MSTN, precum si evaluarea influentei
acestora asupra caracterelor de crestere si dezvoltare corporala la cele trei rase.

Prima parte a tezei a fost elaborata pe baza consultarii literaturii de specialitate
si este structuratd in trei capitole care abordeaza aspecte teoretice privind originea speciei
Ovis aries, importanta sa economica si principalele rase de ovine crescute pentru
productia de carne in Romaénia, cu accent pe cele incluse in studiu. Totodata, sunt
analizate caracterele morfo-productive legate de dezvoltarea corporala, productia de
carne si calitatea carcasei, precum si parametrii genetici asociati acestor caractere. Al
treila capitol este dedicat rolului markerilor genetici in selectia si ameliorarea productiei



de carne la ovine, cu prezentarea celor mai relevante gene candidate implicate in
procesul de crestere si dezvoltare musculara, accentul fiind pus pe caracterizarea genei
miostatina (MSTN), descrisa detaliat din perspectiva rolului sdu de marker genetic, a
mutatiilor identificate in secventa acesteia si a impactului acestora asupra caracterelor
de crestere si conformatiei corporale, conform studiilor raportate de numerosi autori la
alte rase de ovine.

A doua parte a tezei integreazd cercetdrile experimentale realizate si
completeazd informatiile existente in literatura de specialitate privind diversitatea
geneticd a raselor de ovine si relatia dintre variatiile nucleotidice si caracterele de
productie. Aceastd sectiune cuprinde patru capitole, structurate astfel: metodologia
utilizatd in desfasurarea cercetdrii, rezultatele privind caracterizarea fenotipicd si
geneticd a populatiilor analizate, identificarea polimorfismelor din regiunile intron 1 si
3'UTR ale genei MSTN, precum si asocierea haplotipurilor si mutatiilor identificate cu
caracterele de productie.

Scopul prezentei cercetari este investigarea determinismului genetic al
caracterelor de crestere si dezvoltare corporald la ovine din rasele Cap Negru de
Teleorman, Suffolk si Ile-de-France, prin identificarea si analiza polimorfismelor de tip
SNP 1n doud regiuni specifice ale genei MSTN (GDF-8) - intron 1 si 3'UTR. Alegerea
acestor regiuni este justificatd prin numeroase studii care le descriu ca zone
hipervariabile cu rol in modularea expresiei genei MSTN, in special intronul 1, unde s-
au raportat frecvent polimorfisme cu efect asupra cresterii musculare (Clop et al., 2006;
Gan et al., 2008; Johnson et al., 2009; Han, 2012; Hickford et al., 2010; Kolenda, 2016;
Grochowska et al., 2019; Osman et al., 2021; Trapina et al., 2024; Zhao et al., 2024). in
plus, mutatia ¢.1232G>A din regiunea 3'UTR a fost asociatd constant cu dezvoltarea
musculara superioard la ovine, fiind consideratd un marker genetic valoros in selectia
pentru productia de carne.

Cercetdrile au fost orientate pe doud directii principale:

a) Evaluarea fenotipica a caracterelor de crestere (greutatea la nastere, greutatea
la intarcare, sporul mediu zilnic) si a principalelor caractere morfometrice (greutatea
corporald, inaltimea la greban, ndltimea la crupd, lungimea trunchiului, largimea
pieptului, largimea crupei, perimetrul toracic si perimetrul fluierului);

MSTN, prin identificarea SNP-urilor si evaluarea asocierii acestora cu caracterele
fenotipice analizate.

Pe baza acestor directii s-au formulat urmatoarele obiective specifice:

v’ Caracterizarea fenotipica a indivizilor pe baza masuratorilor corporale si a
datelor de crestere;
v Colectarea si procesarea probelor biologice pentru izolarea si evaluarea calitatii

ADN-ului;

v" Amplificarea fragmentelor tintd din regiunile intron 1 si 3'UTR si secventierea
acestora prin metoda Sanger;



v" Identificarea si descrierea polimorfismelor nucleotidice (SNP) prin alinierea
secventelor obtinute cu cele de referinta din baza de date NCBI;

v Evidentierea mutatiilor cu potential de marker genetic si evaluarea importantei
lor in ameliorarea raselor studiate;

v Analiza statistica a influentei haplotipurilor si a SNP-urilor identificate asupra
caracterelor de crestere si dezvoltare corporala.

Atingerea obiectivelor propuse in cadrul acestei teze a fost posibild prin
desfasurarea etapelor experimentale in teren si in laboratoare specializate din tara si
strainatate. Activitatile din teren au fost realizate in fermele de provenienta ale
efectivelor de ovine, unde s-au efectuat prelevarile de sange si masuratorile corporale
necesare evaludrii caracterelor de crestere si dezvoltare corporala ale indivizilor inclusi
in studiu. Etapele de documentare, fundamentare teoretica, elaborare a metodologiei si
sistematizare a datelor s-au desfasurat la Facultatea de Ingineria Resurselor Animale si
Alimentare din cadrul Universitatii de Stiintele Vietii ,,Jlon lonescu de la Brad” din Iasi.

Analizele moleculare au fost efectuate in Laboratorul de Geneticd Moleculara al
Facultatii de Biologie din cadrul Universitatii ,,Alexandru loan Cuza” din lasi, unde s-
au realizat izolarea si purificarea ADN-ului din sdnge, amplificarea fragmentelor tinta
prin reactia de polimerizare in lant (PCR), precum si pregatirea probelor pentru
secventiere. In total, au fost prelevate 35 de probe de sange, dintre care 34 au fost validate
pentru analizele genetice.

Secventierea ADN pentru regiunile intron 1 si 3'UTR ale genei MSTN a fost
realizatd 1n colaborare cu laboratorul international Macrogen-Europe (Amsterdam,
Olanda), specializat in tehnologii de secventiere de ultima generatie. Metoda utilizata
este secventierea de tip Sanger (Chain Termination). Rezultatele au fost transmise in
format electronic, sub formad de fisiere FASTA si cromatograme, corespunzitoare
fiecarei probe analizate.

Pentru analiza variabilitatii moleculare a genei MSTN (GDF-8), secventele
obtinute au fost comparate cu cele de referintd din NCBI-GenBank (Ovis aries ARS-
UI Ramb v3.0, Accession GCF_016772045.2; cromozom 2, Accession NC_056055.1).
Secventele brute, exportate in format FASTA, au fost corectate, aliniate gi analizate in
MEGA 11 (Tamura et al., 2021), utilizadnd algoritmul Clustal W (Thompson et al., 1994).
Pe baza acestor aliniamente s-au identificat SNP-urile, grupate ulterior in haplotipuri
distincte folosite in analizele comparative.

Diversitatea geneticd, frecventele haplotipurilor, distantele genetice si
dezechilibrul de legatura (LD) au fost calculate in DnaSP v.6 (Rozas et al., 2017), iar
retelele de haplotipuri reconstruite in Network 10 (Fluxus Technology Ltd.). Pentru
evidentierea relatiilor filogenetice, au fost integrate in analizd secvente ale regiunilor
analizate MSTN pentru alte rase de ovine descdrcate din GenBank, arborii fiind
construiti In MEGA 11 prin metoda Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987).

Analiza statisticd a datelor fenotipice si genetice s-a realizat in IBM SPSS
Statistics (v.26) si completatd cu Real Statistics Resource Pack (Zaiontz, 2013-2024).
Principalii estimatori (media aritmeticd, abaterea standard, coeficientul de variatie) au



fost calculati conform metodologiei clasice (Ivancia, 2007; Dronca & Ivancia, 2023).
Efectele haplotipurilor, sexului si rasei asupra caracterelor de crestere si dezvoltare
corporala au fost evaluate prin model liniar general (GLM) cu trei factori:

yijk = pu+t Hi +Sj + Rk + gijk ,unde:

e Y;ji= caracterul studiat

e u=media generald

e H;=efectul haplotipului (H 1,H 2, H 3)

o §;= efectul sexului (femela, mascul)

e R,=efectul rasei (Cap Negru de Teleorman, ile de France, Suffolk)
e &= eroarea reziduald

Diferentele semnificative intre grupuri au fost testate prin Tukey HSD, la un
prag de semnificatie de P < 0,05.

Analiza fenotipica

Rezultatele privind caracterele de crestere au aratat, in toate cele trei rase (Cap
Negru de Teleorman, Ile-de-France, Suffolk), valori superioare la masculi pentru toate
trasaturile analizate. Greutatea la nastere a variat Intre 3,5-5,8 kg, greutatea la intarcare
intre 24-52 kg, iar greutatea la bonitare intre 51-78 kg. Sporul mediu zilnic a fost mai
ridicat in primele 90 de zile, cu valori cuprinse intre 230-520 g/zi. Coeficientii de variatie
au fost, in general, sub 15%, indicand faptul ca efectivele au fost omogene .

Masuratorile corporale evidentiaza un dimorfism sexual pronuntat, masculii
avand greutdti corporale intre 80-115 kg, iar femelele intre 70-85 kg, cu diferente mari
pentru Tnaltimea la greban (63-79 cm) si perimetrul toracic (100-120 cm).

Comparatia intre rase, arata diferente clare in nivelul performantelor de crestere
si dezvoltare corporala: Indivizii din rasa Suffolk prezentand cele mai mari valori pentru
greutiti si sporuri medii zilnice; Ile-de-France a inregistrat valori intermediare, dar cu o
variabilitate mai redusd; in timp ce Cap Negru de Teleorman a avut valori mai mici
pentru caracterele de crestere, dar proportii corporale echilibrate, specifice tipului sau
morfologic.

Analiza secventelor genice

Analizele genetice efectuate pentru cele 34 de probe provenite din rasele Cap

Negru de Teleorman, fle-de-France si Suffolk au vizat secventele din regiunile intron 1

si 3’UTR ale genei MSTN (GDF-8), cu scopul de a identifica variatii nucleotidice fata

de secventa de referintd Ovis aries (GenBank: NC 056055.1). Cuantificarea

spectrofotometrica a ADN-ului, realizatd cu Nanodrop ASP-3700, a evidentiat

concentratii cuprinse intre 10,4 si 86,7 ng/ul (media 34,7 ng/pl) si rapoarte A260/A280

intre 1,7 si 2,0, confirmand puritatea adecvata pentru amplificare si secventiere.
Identificarea SNP-urilor si construirea retelei de haplotipuri

Analiza regiunilor intron 1 si 3’UTR ale genei MSTN a evidentiat existenta unor
SNP- uri cu distributie diferita intre rasele Cap Negru de Teleorman, Ile-de-France si
Suffolk. in regiunea intron 1 au fost identificate zece substitutii nucleotidice, dintre care
trei (g.824G>A, g.827T>C si g.840G>T) au prezentat frecvente ridicate si distributie



comund tuturor raselor. Polimorfismul g.840G>T a fost cel mai frecvent, prezent la
71,4% dintre indivizii Cap Negru de Teleorman, 40% la Ile-de-France si 100% la
Suffolk. Variantele g.824G>A si g.827T>C au avut o distributie similara, dar cu ponderi
mai mari In Cap Negru de Teleorman, unde multi indivizi au prezentat toate cele trei
substitutii concomitent, conturand un haplotip specific acestei populatii. In schimb, la
Suffolk s-au identificat si mutatii rare (g.607A>T, g.672A>G, g.822T>C etc.), fapt care
sugereaza o diversitate geneticd mai mare in interiorul acestei rase.

Comparativ cu literatura de specialitate, opt dintre polimorfismele identificate
coincid cu cele raportate anterior la alte rase de ovine (Clop et al., 2006; Hickford et al.,
2010; Kolenda et al., 2016; Han et al., 2013).

In regiunea 3’UTR au fost identificate opt variatii, majoritatea localizate la
indivizi din rasa Cap Negru de Teleorman, unde doi indivizi au avut sase mutatii
(g.6363T>A, g.6405T>C, g.6414T>G, g.6432T>G, g.6468C>G, g.6438T>G,
2.6507A>G.). La Ile-de-France a fost detectati o singura substitutie (g.6412A>C), iar la
Suffolk nu s-a observat nicio variatie, ceea ce confirma conservarea ridicatd a acestei
regiuni. In plus, polimorfismul ¢.*1232G>A, frecvent raportat in alte populatii ovine, nu
a fost identificat in niciuna dintre secventele analizate.

Analiza diversitatii genetice pe baza numarului mediu de substitutii per situs
(model Maximum Composite Likelihood, MEGAT11) a indicat o variabilitate redusa, dar
neuniform distribuitd intre rase. In interiorul raselor, distantele medii au fost de 0,0046
la Cap Negru de Teleorman, 0,0050 la fle de France si 0,0062 la Suffolk, ceea ce arata
cea mai mare heterogenitate genetica interna la Suffolk si cea mai mica la Cap Negru de
Teleorman. intre rase, distantele au variat intre 0,00491 si 0,00639 substitutii/situs, cu
cea mai mica diferentd intre Cap Negru de Teleorman si ile de France (0,00491) si cea
mai mare intre {le de France si Suffolk (0,00639).

Pe baza secventelor din intronul 1 au fost identificate 10 haplotipuri (H 1-
H_10), cu o diversitate haplotipica Hd = 0,7701, ceea ce indicad un nivel moderat-ridicat
de variabilitate in aceasta regiune. H 1 este haplotipul cel mai frecvent (13 indivizi din
toate cele trei rase), fiind predominant in Cap Negru de Teleorman (57,1%) si prezent la
Suffolk (40%) si ile de France (10%). H 2 (10 indivizi) apare doar la Cap Negru de
Teleorman si Ile de France si corespunde secventei de referinti NCBI, putand fi
considerat haplotip ancestral. H 3 (4 indivizi) este intalnit mai ales la fle de France, iar
celelalte haplotipuri (H_4-H_10) sunt rare, fiecare reprezentat de un singur individ;
aceste haplotipuri unice sunt mult mai frecvente la Suffolk, unde 60% din indivizi
prezinta variante proprii.

Analiza regiunii 3’UTR a genei MSTN a confirmat un nivel ridicat de
conservare geneticd in toate cele trei rase analizate, cu o variabilitate aproape nula.
Diversitatea nucleotidica a avut valori foarte scazute: 0 la Suffolk, 0.0009 la fle de France
si 0.0055 la Cap Negru de Teleorman, unde au fost identificate cateva haplotipuri rare.
Distantele genetice dintre rase au variat intre 0.00044 si 0.00329 substitutii per situs, cea
mai mica fiind intre le de France si Suffolk, iar cea mai mare intre Cap Negru de
Teleorman si ile de France.



Structura haplotipurilor in 3’UTR este simpld si dezechilibrata, cu patru
haplotipuri identificate (Hd = 0.17). H 1 domina populatia (91,2% din totalul
indivizilor), fiind prezent la toate exemplarele Suffolk, la 90% dintre indivizii ile de
France si la 85,7% din Cap Negru de Teleorman. Haplotipurile H 2, H 3 si H 4 sunt
rare, fiecare Intlnita la cate un singur individ.

Reteaua haplotipurilor evidentiaza H 1 ca haplotip central, din care deriva
celelalte prin substitutii unice, iar valorile foarte mici ale dezechilibrului de linkage (D
~ 0-0,06) confirma absenta blocurilor haplotipice stabile si segregarea independenta a
variantelor rare. Arborele filogenetic, caracterizat prin ramuri scurte si suport bootstrap
scazut, reflectd variabilitatea limitatd a regiunii, cu gruparea stransd a indivizilor
purtatori ai haplotipului H_1 si izolarea celor cu haplotipuri rare.

Arborii filogenetici construiti pentru regiunile intron 1 si 3’UTR ale genei
MSTN, pe baza comparatiei dintre secventele obtinute si cele disponibile Tn NCBI, au
oferit o imagine clara asupra pozitionarii genetice a indivizilor analizati.

Pentru intronul 1, topologia arborelui evidentiaza un grad ridicat de conservare,
cu clustere compacte care reunesc indivizii din toate cele trei rase (Cap Negru de
Teleorman, Ile de France si Suffolk). Majoritatea secventelor proprii se grupeaza alaturi
de inregistrari internationale, la rase precum Najdi, Barki, Romney si Latvian Darkhead.

In regiunea 3’UTR, structura arborelui este mai ramificatd si indici o
variabilitate geneticad mai mare. Cele mai multe secvente din esantion sunt apropiate de
cele ale rasei Malpura, iar altele se grupeaza cu secvente din rase europene precum
Texel) si Romney. Aceasta topologie reflecta atat un fond genetic comun intre rase, cat
si diferentieri punctiforme specifice unor indivizi care apar pe ramuri terminale, definind
haplotipuri unice.

Asociere haplotipurilor identificate cu caracterele fenotipice

In capitolul 7 au fost evaluate asocierile dintre variabilitatea MSTN si
performantele de crestere si dezvoltare corporala. Pentru regiunea intron 1, analiza
statistica a aratat cd haplotipurile au influentat semnificativ caracterele de crestere
timpurie. Indivizii din haplotipul H 1 au prezentat cele mai mari valori pentru greutatea
la nastere (4,58 kg fatd de 3,86 kg la H 2 si 3,45 kg la H 3), cu diferente distinct
semnificative fatd de H 2 si H 3. Un profil similar s-a observat pentru greutatea la
intarcare (33,9 kg la H 1, 26,21 kg la H 2, 30,85 kg la H_3) si sporul mediu zilnic 0—
90 zile (325,81 glaH 1,248,33 glaH 2, 304,45 gla H_3), unde comparatiile perechi
au evidentiat diferente foarte semnificative intre H 1-H 2 si semnificative intre H 2-
H_3, intimp ce diferentele H 1-H_3 nu au fost semnificative. In ansamblu, haplotipurile
care includ mutatiile din intron 1 (in special H 1 si partial H 3) sunt asociate cu o
dezvoltare timpurie mai bund comparativ cu haplotipul H_2, care corespunde secventei
comune cu cea de referinta, care nu prezinta polimorfisme, sustinand ideea ca variatiile
din intronul 1 pot modula indirect expresia MSTN si, implicit, performantele de crestere.

In ceea ce priveste caracterele morfometrice, aceleasi haplotipuri din intron 1 nu
au generat diferente semnificative statistic, desi se contureaza o tendintd consistenta:
indivizii cu H_3 au avut, in medie, valori mai mari pentru greutatea corporala (95,65



kg), perimetrul toracic (114,75 cm), largimea pieptului si a crupei (=29,25 cm) si
perimetrul fluierului (8,58 cm) decat indivizii H 1 si H_ 2, sugerand un posibil format
corporal mai robust, care insa nu poate fi confirmat n conditiile esantionului actual care
este redus ca numar. Pentru regiunea 3'UTR, SNP-urile identificate au fost rare si
concentrate la foarte putini indivizi (3FCN, 4MCN, 5MI); desi acesti purtatori au avut
adesea valori peste medie pentru greutatea corporala si sporul mediu zilnic, analizele nu
au evidentiat efecte constante sau reproductibile nici asupra caracterelor de crestere, nici
asupra celor morfometrice, variabilitatea observata fiind mai degraba explicata prin alti
factori genetici si de mediu. Per ansamblu, rezultatele sustin un rol mai clar al
polimorfismelor din intron 1 al genei MSTN in determinismul caracterelor de crestere
timpurie si un impact limitat al variatiilor 3'UTR asupra conformatiei corporale in rasele
analizate.

Lucrarea contribuie la completarea bazei de date privind polimorfismele MSTN
la ovine, avand importanta stiintificd - prin evidentierea diversitatii genetice intra- si
interrasd, si aplicativa - prin posibilitatea utilizarii acestor markeri in selectia indivizilor
cu potential superior de crestere musculara. In ansamblu, cercetarea sustine integrarea
geneticii moleculare in programele de ameliorare a productiei de carne la ovinele din
Romania.



