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RESUMO

A principal fonte de proteina animal do mundo é a carne suina, o que coloca o Brasil em
destague neste segmento ao possuir a quarta posicdo mundial em total de producdo. O
Hormonio Receptor de Estrogeno — ESR é um hormonio esteroide e seus receptores
desempenham no organismo dos animais um papel importante durante a reproducéo,
principalmente quando o tamanho da leitegada é determinante para o desenvolvimento da
producdo ao longo dos anos, sendo proposto, portanto, estudar esse gene como um candidato
para identificacdo de marcadores genéticos de interesse econdmico. O ganho genético dentro
dos programas de melhoramento genético da espécie pode ser otimizado caso essas variaces
genéticas entre os individuos estejam associadas a caracteristicas de interesse econémico na
suinocultura. Objetivou-se verificar a possivel existéncia de polimorfismos no gene Receptor
de Estrégeno em reprodutores suinos das ragas Landrace e Large White. Os foliculos pilosos
coletados foram submetidas a extracio de DNA pelo método Fenol-Cloriférmico-Alcool-
Isoamilico, e 0 DNA gendmico extraido foi quantificado e amplificado mediante a PCR, para
verificar o resultado da reacdo de amplificacdo, as amostras foram expostas a eletroforese. As
amostras foram submetidas & técnica de PCR-RFLP utilizando a enzima de restrigdo Pvull.
Diante do estudo, observou-se que a marcacdo molecular com a técnica de PCR RFLP
utilizando a enzima Pvull apresentou padrdo polimorfico para o grupo de animais avaliados.
Foram identificados os padrGes de migracdo AA, Aa e aa, e as frequéncias alélicas obtidas
foram A= 0.345 e a= 0.655.

Palavras chave: Marcadores Moleculares; Landrace; Large White; Reproducéo; RFPL.
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1. INTRODUCAO

A carne suina é utilizada pela humanidade como fonte eficiente de alimento,
primeiramente pela forma simples de producdo, além de, sua carne e seus subprodutos
possuirem alto valor nutricional. Até o inicio da década de 1960, os suinos tinham como
principal objetivo a obtencdo de gordura, utilizada no consumo, preparo e conservacdo dos
alimentos (MORAES et al., 2012).

Verificou-se diversas mudancas no produto que se busca na producdo dos suinos nas
ultimas décadas, sendo um animal que, em sua grande maioria atualmente € destinado a
industrializacdo, perante um rendimento maior de carne se comparado a gordura na carcaga.
Essa mudanca significativa de rendimento é resultado da modificacéo dos habitos de consumo
alimentar e de vida da populagdo, que iniciando a utilizacdo mais intensa de 6leo vegetal em
detrimento da gordura animal no preparo dos alimentos e a busca por cortes da carne mais
magros. (DEIMLING, 2014)

Analisando o comportamento de consumo da carne suina € possivel avaliar o
funcionamento da cadeia produtiva. Segundo ARAGAO e CONTINI (2021), a carne suina é a
mais consumida mundialmente, sendo a China principal consumidor e produtor, seguida da
Unido Europeia, Estados Unidos, Brasil, Rlssia e Vietnd, sendo que de acordo com a
EMBRAPA (2021) esses paises representaram 89% do consumo global em 2021.

O mercado consumidor € o fator determinante na demanda e preferéncia no setor de
carnes. O aumento da renda, crescimento populacional e a urbanizagdo geram um aumento da
rigidez nessa demanda e, se for considerado esses fatores, o crescimento do consumo em paises
desenvolvidos ocorre de maneira mais lenta que os que estdo em desenvolvimento. Além dos,
fatores internos do mercado consumidor, pois o0 uso econdmico de qualquer espécie de animal

domestico também depende de seu potenciale eficiéncia de produc&o.

O desenvolvimento de técnicas moleculares influenciou na compreensdo de como o0s
genes afetam as caracteristicas de interesse econémico, tornando acessivel o reconhecimento e
a utilizagéo de polimorfismos de DNA com marcadores moleculares (LEDUR, 2001). Por meio
dessa identificacdo é possivel selecionar os individuos que possuem alelos vantajosos para 0s

genes envolvidos, os quais, podem estar associados a uma ou mais caracteristicas fenotipicas.

Se estes polimorfismos existirem e forem capazes de ser associados a caracteristicas de

interesse econdmico favoraveis a suinocultura, como maior precocidade sexual e a capacidade
10



reprodutiva, genes relacionados com horménios reprodutivos, como por exemplo o gene
receptor de estrdgeno, poderdo ser utilizados em programas de selecéo assistida por marcadores

moleculares, proporcionando, desta forma, maior ganho genético para estas caracteristicas.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi analisar a ocorréncia de polimorfismo na regido
estrutural do gene receptor de estrogeno, utilizando a da técnica de PCR-RFLP, em uma
populacdo de suinos reprodutores da raca Landrace e Large White, de modo a verificar a

possivel viabilidade de implementacéo de um programa de selecéo assistida.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

De maneira geral, este projeto foi conduzido no intuito identificar polimorfismos no gene
do Horménio Receptor de Estrogeno (ESR) em suinos, utilizando técnicas que possuem
acuracia na deteccdo de SNPs (Polimorfismo de nucleotideo Unico) associadas ao baixo custo

de aplicacdo relativo ao nimero de individuos avaliados.

2.2. Objetivos especificos

Extrair o DNA gendmico de amostras de pelos (foliculos) previamente coletadas
(CEUA/UFSC - PP00873)

Isolar e amplificar uma regido especifica do gene ESR nos animais a partir do DNA

genbémico, utilizando a técnica de PCR;

Identificar a possivel existéncia de polimorfismos do tipo SNP utilizando a técnica de
RFLP para, em havendo polimorfismos na regido isolada, genotipar os animais na populacao

estudada.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Realidade da suinocultura atual e sua importancia econémica

Nas ultimas décadas o Brasil teve um crescimento elevado na producdo de suinos,
resultado de investimentos em ampliacdes e evolucdo de produtividade nas granjas. Segundo a
ABCS (2016) ocorre uma diferenciacdo no sistema de producdo dependendo da regido do pais,
em que nos estados no Sul em sua maioria os produtores sdo de granjas com até 500 matrizes,
sendo integrados ou cooperados de agroindudstrias. Na regido Sudeste hd predominancia de
produtores independentes. Nos estados do Centro-Oeste observa-se asmaiores escalas de
producdo por propriedade, tendo em média 1000 matrizes e, por fim, as regibes Norte e

Nordeste tem 100% de sua producédo independente e em pequena escala.

A producdo da carne suina em 2021 foi marcada por crescimentos expressivos em relacdo
ao mesmo periodo do ano de 2020, estando ainda posicionada como maior responsavel pela
oferta de proteina animal (ABPA, 2021). Todavia, ha previsdes que de que producao de aves
ultrapassara a carne suina, tornando-se a encarregada pelo maior fornecimento de alimentos de

origem animal nas proximas décadas (NEVES et al., 2016). O crescimento da producéo de

12



suinos em média e de 0,5% ao ano, sendo que 1995 a 2015 teve um aumento de 42%, passando
de 78,2 milhdes de toneladas para 111,7 respectivamente (CIAS, 2020). Porém, em 2020 houve
uma queda para 101 milhdes de toneladas e essa reducdo esta relacionada a problemas sanitarios
com a Peste Suina Africana (PSA), em que observou-se maiores propor¢des na China, mas
também no Vietnd, nas Filipinas e nos Estados Unidos. Apesar disso, as estatisticas indicam
um aumento na producéo global podendo chegar a 130 milhGes de toneladas em 2024 (FAO,
2019).

A China, maior produtora mundial teve um aumento produtivo até 2013 com o &pice de
producdo em 58.137 milhdes de toneladas, uma reducgéo para 54.316 toneladas em 2016, e para
36.000 toneladas em 2020. Essa queda de producdo, como ja mencionado esta relacionada a
problemas sanitarios envolvendo o surto de PSA, assim, sucedendo a diminuicdo do alojamento
de matrizes, decréscimo dos precos dos animais e drastica queda no ritmo da producéo (DO
CARMO KLAUS et al., 2020).

A Unido Europeia, segundo maior produtor, rendeu em 2016 um total de 23.671 milhdes
de toneladas, tendo um indice de crescimento de 2,44% em 2020 subindo para 24.250 milhdes
de toneladas (CIAS, 2020). Os Estados Unidos, terceiro maior produtor, em 2016 produziu
11.491 milhdes de toneladas, com um crescimento médio anual de 2,19% até 2020 chegando
em 12.999 milhdes de toneladas. Esse crescimento dos valores é reflexo de investimentos que
ocorreram nos Ultimos anos, crescimento na quantidade de animais abatidos e melhoria no

ganho de peso das carcagas. (USDA, 2020)

Com uma producédo de 3.724 milhdes de toneladas em 2016, e um aumento de 2,89%
anualmente até 2020, atingindo 4.155 milhdes de toneladas, o Brasil se consolida como quarto
maior produtor mundial de suinos (NEVES et al., 2016). Apesar de, ser um dos maiores
exportadores ocupando a 42 posicao, apenas 19% da producdo nacional é exportada, isso
significa que, 81% fica destinada a0 mercado interno (ARAGAO e CONTINI, 2021). O
mercado de suinos esta pleno crescimento e sera necessario procurar opgdes que contribuam

para otimizar cada vez mais esses indices (FERREIRA et al., 2020).

Para isso, € importante avaliar como a pandemia estabelecida no ano de 2020,pelo
Coronavirus (COVID-19) afetou praticamente todos os setores do mercado, e quais foram
seus impactos no mercado. Observou-se uma reducdo na demanda interna devido a restricdo e
fechamento de restaurantes e lanchonetes, e passou-se a Se concentrar apenas nos
supermercados (SCHENEIDER et al., 2020). Apesar disso, as exportages continuaram

13



crescentes, uma pesquisa realizada por ARAGAO e CONTINI (2021) em abril de 2020
demostrou que a carne suina teve um volume corresponde a 34% maior do que no Mesmo
trimestre do ano anterior. Além de que, a receita das exportacdes foi 53,5% superior quando

registrada no mesmo periodo de 2019.

Entender os processos que a producdo de suinos enfrentou ao longo dos anos no Brasil,
ajuda a entender quais podem ser as metodologias utilizadas para melhorar ainda mais os
indices produtivos. A suinocultura brasileira € marcada por quatro principais processos
produtivos, sendo que a tecnificacdo, profissionalizacdo, integracdo e consolidacdo (NEVES
etal., 2016). Os primeiros avangos tecnoldgicos importantes surgiram entre as décadas de 1950
a 1970, quando ocorreu a criacdo da maioria das associa¢fes de produtores nacionais, estaduais
e locais, e esses desenvolvimentos tinham sobretudo o foco no melhoramento genético dos
rebanhos planejando um aumento de produtividade (GONCALVES e PALMEIRA, 2006).

Com os avancos nos processos de melhoramento genético, ocorreu desenvolvimento das
pesquisas e experimentos para melhoria da sanidade e nutricdo animal, ndo visando mais
apenas a produtividade, mas sim a qualidade da carne (FAVERO, 2015). Essas evolugdes
acompanhadas de melhores préticas, processos e sistema de gestdo, podem fazer com que o
produtor tire o maximo de proveito dessas tecnologias, a quais ele passou a ter acesso,
controlando seus custos e melhorando sua rentabilidade (MORAES e CAPANEMA, 2012).

Por conta do alto investimento em tecnologias, a suinocultura brasileira tem apresentado
ganhos de produtividade, evidenciados por um maior numero de leitées produzidos por matriz,
pela reducdo da conversdo alimentar e aumento do ganho de peso, refletindo diretamente no

crescimento da producdo (MIELE et al., 2011).

Pensando na producdo de alimentos do futuro, deve-se considerar o aumento da
populacdo mundial, que chegara a 9 bilhdes de habitantes em 2050, por isso sera necessario
produzir alimentos para mais 2 bilhdes de pessoas, considerando a necessidade de reduzir
custos de producdo (MARIN et al., 2016). Com isso, aintensa evolugdo em pesquisas e
tecnologias de métodos ja existentes e novos que contribuam com esses fatores é fundamental

para a evolucdo da competividade da producéo brasileira no futuro.

3.2. Ragas — Landrace e Large White

Assim como em outros paises dedicados aos mercados de exportacdo, a producao

comercial é desenvolvida utilizando cruzamentos entre ragas para obter maiores indices de
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produtividade (PASTRE et al., 2013). Os descendentes desses animais com alto valor genético
para as caracteristicas de produtividade e reprodutivas gera retorno financeiro para os criadores
e satisfaz a demanda do consumidor (LAZARO et al., 2015) Por isso, é importante ter
conhecimento sobre as principais caracteristicas de origem e fenotipicas, além das principais

vantagens das racas trabalhadas.

A raca Landrace tem como origem a norte da Espanha e regides de Portugal, Franca e
Italia. Tem como principais caracteristicas fenotipicas a pelagem branca, grande profundidade
e comprimento corporal, além de, um perfil cefélico e retilineo com orelhas do tipo céltico
(ABCS, 2014). Séo utilizados em cruzamentos, principalmente nas linhas maternas, isso por ter
como fatores favoraveis a precocidade sexual, prolificidade, grande capacidade de producéo de
leite com 6 a 8 pares de tetos, baixa deposicéo de gordura, altas taxas de crescimento e eficiéncia
alimentar (DIAS, 2011)

A raca Large White € originaria do condado de Yorkshire na Inglaterra. Tem como
principais caracteristicas pelagem branca, orelhas eretas, perfil fronto nasal subconcavilineo e
concavilineo (ABCS, 2014) As linhas materna e paterna séo utilizadas para cruzamentos, isso
por fatores como precocidade sexual, alta prolificidade, 6 a 8 pares de tetos, excelente taxa
reprodutiva e crescimento diario com producdo de carcacas com alto rendimento e qualidade
de carne (DIAS, 2011)

3.3. Melhoramento genético na suinocultura

O mecanismo basico do melhoramento genético animal consiste na selecdo dos
progenitores geneticamente superiores para as caracteristicas de interesse, e dos sistemas de
acasalamento destes progenitores, geralmente baseados em seus respectivos parentescos e
distancias genéticas. Para aprimorar os gendtipos disponiveis, assim como também determinar
os melhores acasalamentos, sdo utilizados conceitos de genética e estatistica, com o objetivo de
obter uma populacdo de filhos superior a média dos pais, para adquirir avangos por um longo
periodo para as caracteristicas desejadas. Realiza-se esse procedimento para obter
acasalamentos vantajosos. Os reprodutores considerados melhores sdo identificados, sejam eles
machos ou fémeas, por meio do valor genético das caracteristicas de relevancia para a selecéo
(PEIXOTO et al., 2014).
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3.4. Hormonio Receptor de Estrogeno (ESR)

A reproducdo exerce um papel muito importante para o sucesso da producdo animal,
principalmente quando o tamanho da leitegada € determinante para esse desenvolvimento, pois,
se considerado o custo de producéo dos leitbes observa-se que é inversamente proporcional ao
tamanho da leitegada (KMIEC et al., 2002). Como o0s nimeros de leitdes estdo associados a
genes reprodutivos é dificil de seleciona-lo, visto que, € uma caracteristica considerada de

baixa herdabilidade.

ROSTHSCHILD et al (1995) identificaram a mutacdo no gene receptor de estrégeno
(ESR) em suinos, no ano seguinte o associou a caracteristicas reprodutivas, e o correlacionou
principalmente ao tamanho da leitegada. O ESR esta localizado no final do primeiro ramo
cromossémico dos suinos (p25 — p24) e é um gene candidato para caracteristicas reprodutivas.
Este pertence ao grupo intracelular de receptores, e tem o comprimento da proteina de 595
aminoacidos, sendo igual para suinos e humanos (TERMAN et al., 2006).

Os hormonios esteroides e seus receptores desempenham no organismo dos animais um
papel importante durante a reproducdo. No decorrer do estagio inicial, as células em tecidos
alvos possuem proteinas que se conectam especificamente ao hormdnio, sendo que, 0
Estrogénio esta estritamente envolvido com a gravidez, e sua funcdo é regulada pelo receptor
de estrégeno (ER) (ROSTHSCHILD et al., 1996). Apesar de, estar associado a maturacdo das
glandulas de leite e a embriogénese nas fémeas, ele também tem impactos significativos na
espermatogénese, presumindo-se que, mutagcdes nos seus receptores podem causar alteragdes
nos parametros do sémen, ou seja, estando relacionado a produtividade de ambos 0s sexos
reprodutores. (TERMAN et al., 2006).

A partir do conjunto de respostas fisioldgicas relacionadas ao efeito do Hormonio
Receptor de Estrogeno (ESR), pode-se considerar a utilizacdo de tecnologias como
marcadores moleculares em reprodutores suinos para identificacdo de polimorfismos

geneéticos, e que possam estar relacionados a caracteristicas de interesse econémico.

3.5. Marcadores moleculares e polimorfismo do tipo SNP

A identificacdo de individuos geneticamente superiores para programas de selecédo esta
diretamente relacionada aos tipos de caracteristicas de interesse. Geralmente, estas
caracteristicas sdo classificadas, pelo nimero de genes associados a sua expressdo. As

caracteristicas denominadas qualitativas, geralmente possuem poucos pares de alelos na
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expressdo de seu fendtipo e sdo menos susceptiveis a acdo de fatores ambientais. J& as
caracteristicas denominadas quantitativas, possuem centenas ou mesmo milhares de alelos em
sua expressdo fenotipica e sdo, frequentemente, mais susceptiveis a agdo ambiental. (ELER,
2017).

Uma das principais ferramentas na identificacdo de individuos geneticamente superiores
a serem selecionados para caracteristicas quantitativas € a avaliacdo genética. Nessa, em geral
verifica-se a contribuicdo de um individuo como progenitor de uma populacdo com base na sua
fracdo genética aditiva. Como uma maneira de auxiliar esta identificacdo, algumas
caracteristicas quantitativas tém seus efeitos atribuidos aos chamados “genes de efeito maior”.
Neste caso, a identificacdo de alelos de efeito maior favoraveis a caracteristica de interesse pode

auxiliar o processo de selecéo.

Um dos primeiros genes de efeito maior efetivamente implementado em programas de
selecdo de suinos foi o gene do Halotano (Hal"N, HalN" e Hal™), também conhecido como gene
da Sindrome do Stress Suino (PSS). Esta sindrome, identificada por LUDVIGSEN (1953), era
associada inicialmente a mas condicdes de embarque e manejo pré-abate dos animais.
Caracteriza-se pelo aumento na temperatura corporal, dispneia e espasmos musculares e tem
como principal consequéncia reflexos extremamente negativos na carne do animal, denominada

PSE (Palida, mole e exsudativa).

HARRISON et al. (1968) identificaram que alguns animais, quando expostos ao
anestésico Halotano, apresentavam sintomas semelhantes a PSS. Isto viabilizou o
desenvolvimento do chamado “teste do Halotano” por SYBESMA ¢ EIKELENBOOM (1969)
e ALLEN et al. (1970). Neste, os animais eram submetidos a presenga do anestésico e
identificados, a partir da presenca ou auséncia de manifestacdo dos sintomas, como portadores
ou nao do alelo causador da PSS e, consequentemente, da carne PSE. Desta forma, a selecédo
dos reprodutores com o auxilio do teste do Halotano tornou-se mais acurada para a diminui¢édo
das frequéncias dos alelos causadores da PSS e melhorando geneticamente os animais para a

diminuig&o da incidéncia da carne PSE.

Com os avangos das técnicas de biologia molecular, a partir de 1953 com a descoberta da
estrutura do DNA e posteriormente em 1970, com a tecnologia do DNA recombinante
combinada ao advento dos marcadores moleculares, vislumbrou-se a possibilidade de melhorar

as informacdes oriundas do fendtipo com aquelas oriundas diretamente do DNA, de modo que
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0s processos de identificacdo e selecdo dos animais com gendtipos superiores pudessem ser
realizadas mais eficientemente (COUTINHO e ROSARIO, 2010).

A utilizacéo destas técnicas de marcagdo molecular, permitiu genotipar os animais para
alelos de efeito maior em caracteristicas de interesse e promover uma ferramenta de auxilio nos
programas de selegdo, caso 0s genotipos identificados possuam efeitos estatisticamente
associados aos fenoOtipos destas caracteristicas. Este € o conceito de selecdo assistida por
marcadores moleculares (S.A.M.M.). Nesta, a selecdo dos individuos sera realizada pelos seus
genotipos previamente identificados, o que aumenta consideravelmente o ganho genético
devido a diminuicdo no intervalo de geracBes e ao aumento na acurécia de selecgdo.
(REGITANO e COUTINHO, 2001).

A escolha da técnica de genotipagem dos animais esta diretamente relacionada ao do
objetivo do estudo, infraestrutura, recursos financeiros e recursos humanos disponiveis. Como
exemplo das técnicas mais utilizadas pode-se citar a Reacdo em Cadeia da Polimerase —
Polimorfismo de Tamanho do Fragmento de Restricdo (PCR- RFLP) (FALEIRO, 2007). Nesta,
a regido de interesse do gene dos animais é isolada a partir de amostras de DNA gendmico e
digerida por endonucleases de restricdo. Se houver diferencas nos sitios de corte da
endonuclease entre os animais, o polimorfismo genético fica caracterizado e a populacdo sera
genotipada. (REGITANO e COUTINHO,2001).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta de amostras e extracdo de DNA gendmico

O grupo de animais avaliados neste projeto é pertencente a granjas de producéo de suinos
localizadas no Estado de Santa Catarina. O estudo foi realizado no periodo de 06 de marco de
2018 a 01 de marco de 2019, nas dependéncias do laboratério de Ensino e Pesquisa em Genética
Animal (LEPGA) da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, localizado no Centro de
Ciéncias Agrarias — CCA no municipio de Floriandpolis/SC.

Para os procedimentos de extracdo do DNA gendmico foram utilizadas amostras
remanescentes de pelos de 42 animais, sendo 18 da raca Landrace e 24 Large White de um
projeto de pesquisa prévio e com aprovacdo na CEUA/UFSC (PP00873), em consonancia com
o principio dos “3Rs”. O DNA gendmico foi extraido dos foliculos pilosos utilizando-se o

método Fenol-Cloroférmio-Alcool Isoamilico, adaptado de LIMA (2003).
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Este método consiste em submeter as amostras com os foliculos (aproximadamente 40
foliculos/amostra), a incubagdes com TE-Tween e Proteinase-K, seguidas da extracao efetiva
do DNA com PCL (Fenol-Cloroférmio- Alcool Isoamilico / 25:24:1), precipitagdo com acetato
de Sodio (0,3 M) e etanol absoluto e ressuspensdo do DNA em tampéo TE (10 mM Tris HCI
pH=7,6 e 1ImM EDTA pH = 8,0) na proporcdo de 10:1, sendo posteriormente armazenadas a
4°C,

Uma aliquota de 10 L da solucéo de cada amostra do DNA gendémico foi diluida com 5
pL de tampdo de corrida (0,05% de azul de bromofenol) e submetidos a eletroforese em gel de
agarose (0,8%), em tamp&o TBE 1X (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM e Acido B6rico 89 mM
e pH 8,3) com corante Sybr (ou similar) a 70V, por aproximadamente 50 minutos. A
visualizacdo do DNA genémico foi conduzida por meio da luz ultravioleta (UV) e o gel foto

documentado, permitindo assim a visualizacdo da concentracdo e pureza do DNA extraido.

4.2. Andlises de Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR)

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores especificos para isolar a regido
codificadora do gene ESR abaixo foi desenhada a partir de informacdes disponiveis no
GenBank inerentes a espécie suina e outras espécies com similaridade genética. As amostras de
DNA genémico foram as regifes de interesse isoladas e amplificadas por PCR, em reacdes
contendo 100 ng de DNA, 0,5 uM de cada iniciador, 1X PCR buffer [10 mM Tris-HCI (pH
9,0), 1,5 mM MgCI2 e 50 mM KCI], 100 uM de dNTPs e 0,5 U de Taq polimerase num volume
final de 25 pl. A sequéncia dos iniciadores utilizados foi:

ESR - Forward 5° CCT GTT TTT ACA GTG ACT TTT ACA GAG 3’
ESR - Reverse 5> CAC TTC GAG GGT CAG TCC AATTAG ¥’

Apos a amplificacdo, uma aliquota 5 pl de cada amostra foi diluida com 5 pL de tampéo
de corrida (0,05% de azul de bromofenol) e submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%),
em tampéo TBE 1X (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM e pH 8,3) com

corante Sybr a 70V, por aproximadamente 50 minutos.

Para o0 estudo em questdo foi necessario a realizacdo da PCR-touchdown, que visa uma
melhor visualizacdo de genes inferiores a 100pb, por isso, a partir do resultado da PCR outra
reacdo de amplificacdo foi realizada com a mesma programacdo de temperatura e tempo,
porém, com gel de agarose numa propor¢do de 2,5% por aproximadamente 1h e 15 min na

mesma voltagem. A visualizagdo do DNA genémico foi feita em luz ultravioleta (UV), e o gel

19



foto documentado em aparelho de Sistema de Foto Documentacdo, objetivando avaliar a
eficiéncia da PCR em funcéo do tamanho do fragmento amplificado.

4.3. Andlises de Polimorfismo de tamanho dos Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP)

Os produtos obtidos nas reacGes de PCR foram digeridos com tempo e temperatura
descrito no protocolo fornecido pelo fabricante das enzimas, utilizando-se 10 pL da reagdo de
amplificacdo, 1/10 de tampdo para a enzima de restricdo e 5 unidades da enzima de restricdo

Pvull, em um volume final de 20 pL.

Apos a digestdo, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(3,0%), em tamp&o TBE 1X (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM e Acido Borico 89 mMe pH
8,3) com corante Sybr a 100V, por aproximadamente 1 hora e 30 minutos. A visualizacdo das

bandas foram realizadas em luz ultravioleta (UV) e o gel foi foto documentado.

4.4. Procedimentos estatisticos

Com a confirmacdo da existéncia do polimorfismo genético na regido estudada, as
frequéncias génicas (A! e a?) e genotipicas (AlAl, Ata? e a%a?) obtidas foram determinadas a
partir da contagem direta dos gendtipos observados (Equacao 1). Para testar a aderéncia das
frequéncias observadas ao equilibrio de Hardy-Weinberg, foi utilizado o software estatistico
GENEPOP versdo 3.1 (RAYMOND e ROUSSET, 1995).

Equacgdo 1: Onde: nii, njj, nij correspondem ao nimero de homozigotos e heterozigotos observados nos alelos i
e j, respectivamente; n corresponde ao nimero de individuos analisados.

n, +(0,5n,)

n. +(0,5n,)

Fonte: Falconer e Mckay, 1996.

As frequéncias genotipicas esperadas, em equilibrio, foram estimadas a partir da
expansao do bindmio descrito por FALCONER &MCKAY, (1996) (Equacéo 2), além de, ser

realizadas analises utilizando-se o software Haploview versdo 4.1. (BARRETT et al., 2005).

Equacdo 2: Em que: Xi2 = frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo i; 2xixj = frequéncia esperada para
heterozigotos ij; Xj2 = frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo j.

2 _ 2 2
(x, +x;)" =x7 +2xx, +x;

Fonte: Falconer e Mckay, 1996.
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Para a determinacdo das frequéncias genéticas e genotipicas, foi realizado um teste de
Qui-quadrado para verificacdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de extracdo de DNA gendmico adaptado de Lima (2003), referente aos
foliculos pilosos retirados dos animais mostrou-se eficiente, como demonstrado na Figura 1.
Essas amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,5%, corados com
brometo de etidio e expostos a luz UV. A primeira banda constituida no padrdo de migracao
revelou uma boa quantidade de DNA extraido. As bandas que se formaram no padréo arrastadas
sdo indicativos de degradacdo do DNA, ao fim forma-se uma linha bem visivel, sendo indicador
da presenca de RNA (LAURENO et al., 2006) de forma que, esta ocorréncia ndo prejudicou as

etapas seguintes.

Figura 1: Resultado das extracdes de DNA utilizando o método de PCI (Fenol-Cloroférmio-Alcool Isoamilico)
adaptado por lima (2003).

DNA
Gendmico

RNA

Fonte: Autor

O resultado da PCR inicialmente apresentou uma banda de baixa visualizagéo, por isso,

foi necessario realizar o método de PCR-touchdown, que contribuiu com a amplificacdo da
imagem dos fragmentos do tamanho esperado (Figura 2), aproximadamente 120pb, provando a

eficacia dos primes desenhados para a regido em estudo.

Figura 2: Imagem do resultado das analises de PCR com os iniciadores. Gel de agarose a 2,5%. A= marcador de
peso molecular 1kb plus DNA Ladder.

>

200 pb
100 pb

Fonte: Autor 21




Na figura 2, é possivel verificar a eficiéncia dos iniciadores FWD e REV em isolar e
amplificar a regido de interesse, quando realizado a PCR-touchdown. Apds analise dos
resultados a técnica de RFLP foi aplicada, sendo as amostras digeridas pela enzima Pvull. Os
resultados podem ser observados na figura 3.

Figura 3: Imagem do resultado das analises de RFLP. Gel de agarose a 3,5%. A= marcador de peso molecular
1kb plus DNA Ladder.

120 pb
64 pb
55 pb

Fonte: Autor

Foi possivel identificar trés padrdes diferentes de migracdo de bandas (Figura 4), o qual
é um indicativo de padrdes homozigotos (AA), homozigotos (aa) e heterozigotos (Aa), sendo
uma banda com 120pb, outra com 65pb e 55pb caracterizando assim, a existéncia de
polimorfismo genético para a regido do gene Receptor de Estrdgeno.

Resultados semelhantes foram encontrados por KMIEC et al. (2002), que obtiveram um
produto de 120pb digerido pela Enzima de restricdo Pvull, além de, um gendétipo Aa com trés
bandas de 120, 65 e 55 pb.

Figura 4: PadrBes de migracdo encontrados nas amostras de RFLP-pela enzima Pvull.

Padroes de Migragao

AA Aa aa
I I I
—

Fonte: Autor

No presente estudo, dos 42 animais, 18 eram da raca Landrace e 24 eram Large White,
sendo que as respectivas frequéncias génicas e genotipicas obtidas entre esses animais avaliados
estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1: Frequéncias genotipicas e frequéncias alélicas obtidas na populacdo (p < 0,05) *

Racas N Gendtipos observados Frequéncias alélicas *
AA Aa Aa f(A)= f(a)=
Landrace 18 0,222 0,222 0,556 0,333 0,667
Large White 24 0,174 0,304 0,522 0,326 0,674
Total 42 0,214 0,262 0,524 0,345 0,655

* = Frequéncias observadas e esperadas estatisticamente diferentes pelo teste de x2 ao nivel
de 5% de significancia.

Os resultados obtidos com o teste de ¥? (qui-quadrado) indicam que as frequéncias
observadas na regido objeto deste estudo nos animais avaliados ndo estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Essa pode ser uma atribuicdo dos efeitos de selecdo tanto natural quando
artificial dos animais genotipados, 0s quais sao responsaveis pelas alteracdes nas frequéncias

alélicas em cada geracgdo dessa populacao.

Em um estudo utilizando RFLP com a mesma enzima de restricdo no gene ESR,
SANTANA et al. (2006) encontraram as frequéncias A= 0.809 a= 0.191 e A= 0.683 a= 0,317,
respectivamente para as ragas Landrace e Large White. Esses autores inferiram em seu trabalho
que a presenca do alelo A influenciou positivamente os fen6tipos das caracteristicas de tamanho
de leitegada, Ganho de Peso Diério e Espessura de Toucinho na populacdo de animais Large

White que avaliaram.

Esse resultado é um indicador de variabilidade genética, fato que contribui para futuras
associacfes dos genotipos e informacBes fenotipicas para caracteristicas de interesse,
contribuindo com a selecédo realizada pelos marcadores em programas de melhoramento de

suinos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que as técnicas de extracdo de
DNA gendémico e aplicacao da técnica de PCR para isolar e amplificar a regido de interesse do
gene ESR foram eficazes. Da mesma forma, os resultados mostram que a regido estudada é
polimérfica para os sitios de clivagem da enzima de restricdo Pvull no horménio Receptor de
Estrogeno em suinos. Foram identificados os padrdes de migracdo AA, Aae aa, e as frequéncias
génicas obtidas foram A 0.345 e a 0.655.
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