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a chave. Eu o ajudarei a tornar visivel o seu préprio mundo,
e isso é tudo”.
(Hermann Hesse)
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RESUMO

A leptina é uma proteina codificada pelo gene Obese, produzida no
tecido adiposo e circulante no sangue. E proposto que esse horménio
tenha funcio de “fator de saciedade’. O gene da obesidade, incluindo o
de suinos, ja foi sequenciado em varias espécies, sugerindo funcao
altamente conservada. Estudos buscam marcadores moleculares para
caracteristicas favoraveis a comercializagcdo da carne suina. Os
objetivos deste trabalho foram determinar a freqiiéncia genotipica e
alélica para o polimorfismo Hinf | do gene Obese por PCR-RFLP;
associar possiveis relacbes deste com caracteristicas de desempenho
em uma populacdo de suinos da raca Landrace e, por fim, otimizar a
técnica de LIS-SSCP para caracterizacao deste polimorfismo. Dos 216
animais genotipados, 182 destes apresentaram geno6tipo TT (84,26 %),
33 TC (15,28 %) e 01 CC (0,46%), as frequéncias alélicas encontradas
foram 0,92 para o alelo T e 0,07 para o alelo C. O valor de v> encontrado
foi 0,14212 (0,50<P<0,75) mostrando que a populacdo encontra-se em
equilibrio de Hardy - Weinberg. Notou-se diferenca significativa para
Ganho de Peso Médio Diario e Espessura de Toucinho (DEPS).

Palavras-chave: Polimorfismo, Lanrdrace, Leptina



1 — INTRODUGAO

A genética € uma das principais ciéncias a servico do homem. Ela tem
contribuido em varios campos de atividades merecendo destaque
sobretudo na agropecuaria, onde o crescimento populacional exerce
grande pressdo. No incremento da producdo, uma das principais
ferramentas que o homem dispde € o melhoramento genético de plantas
e animais que assume um papel muito importante na obtencdo de
individuos superiores, com o objetivo final de melhorar o padrao de
nutricio do povo brasileiro, especialmente das classes menos
favorecidas (RAMALHO et al. 2000).

Com a evolucdo das técnicas de Biologia Molecular, muitos genes de
interesse ligados a caracteristicas econdmicas, vém sendo estudados,
propiciando  grandes beneficios para o setor produtivo €
consequentemente para a populagdo de um modo geral. Nao obstante,
a industria de carne suina utiliza das técnicas de melhoramento genético
tradicionais, assim como da Biologia Molecular propriamente dita, na
tentativa de aumentar a producao de carne “rentavel”, buscando manter

em seus plantéis reprodutores que possuam caracteristicas que levem a

uma maior viabilidade de suas progénies.
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Importantes caracteristicas econdmicas, relacionadas ao
desenvolvimento corporal, sdo freqientemente controladas por muitos
genes e modificadas por fatores de meio. Muitos genes estudados
intensivamente parecem ter efeitos pleiotropicos, ou seja, controlam
duas ou mais caracteristicas. Genes envolvidos na biologia de uma
determinada caracteristica de interesse sao genes candidatos e sao
alvos para os estudos de marcadores (FRANCO, 1999).

As diferencas genéticas entre 0s individuos que sao fornecidas como
resposta da utilizagado da genética quantitativa, sao nada mais que a
diferenca nas frequéncias alélicas para 0s diferentes genes que constitui
o genoétipo do individuo. Partindo desse ponto de vista, as diferencas
sdo geradas pela constituicao genética de cada individuo dentro da
populac@o, seja por meio de efeito genético aditivo ou combinacao de
alelos, através de suas relacbes de dominancia e epstasia
(BORGES,1997).

1.1 - A proteina-OB - Leptina

Na década de 1950 pela primeira vez descobriu-se um gene mutante em
camundongos obesos e nas duas décadas seguintes Douglas Coleman
sugeriu que a obesidade poderia ser corrigida por uma substancia
reguladora de peso presente no sangue de um individuo normal, ao
observar que quando ligava os sistemas circulatérios de dois animais,
um rato portador do gene mutante (rato ob-ob) e um rato normal, O
animal obeso perdia peso (DIO et al., 2002).

A Figura 1, mostra camundongos geneticamente obeso e normal.
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Figura 1: Camundongo geneticamente obeso €
normal. O camundongo da esquerda (ob/ob),
apresenta mutagao no gene.

Com tais descobertas, posteriormente, Zang e colaboradores (1994),
caracterizaram a leptina como uma proteina codificada pelo gene
Obese, produzida no tecido adiposo e circulante no sangue.

A proteina-ob ou leptina & uma proteina de 16 KD, secretada pela célula
adiposa em resposta ao aumento da massa gordurosa € age sobre O
hipotalamo ventro-medial onde diminui a biossintesé € a secregao do
NPY (neuropeptidio Y), reconhecido como o mais potente modulador do
apetite (DIO, et al, 2002).

Existem demonstracdes de que mutacdes no gene ob € no receptor da
leptina causam obesidade massiva nos roedores (CHUA et al., 1996).

O receptor da leptina & um membro da classe da familia do receptor da
Citicina |, e existe pelo menos 5 isoformas derivadas de “splicings’
alternativos do mRNA. O Ob-Rb é o receptor predominante expresso no
cérebro, particularmente no hipotalamo, © Ob-Ra €& encontrado
principaimente em tecidos periféricos como O figado, pancreas, gbnadas
e musculo esquelético, todavia, 0 Ob-Ra esta presente no plexo cordide
e nos capilares neurais, onde esta envolvido no transporte da leptina
entre o sangue e o fluido cérebro espinhal atraves da barreira
hematoencefalica. Outra isoforma, o Ob-Re & soluvel e serve cCOmMo
proteina circulante (SMITH, et al. 2002).
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A concentracdo de leptina no plasma € tecidos adiposos diminuem
rapida e profundamente como resultado da deprivagdo alimentar e
balanco negativo de energia (BARB, et al., 2001).

1.2 = O gene Obese

Os suinos ja eram considerados como modelos para a obesidade pela
sua propensao natural para engordar, a qual pode ser maior pela
composi¢do da dieta e ingestao (MERSMANN, 1986) e atuaimente o
gene da obesidade desta espécie ja esta clonado (BIDWEL et al,
1997).Existem atuaimente, experimentos que afirmam a hipotese da
expressao do gene variar de acordo com a propensao de tecido adiposo
(RAMSAY et al., 1998).

O gene ja foi sequenciado em varias espécies, incluindo o suino, o qual
apresenta-o N0 Cromossomo 18 com homologia de 88% ao do humano
(cromossomo 7), 85% ao do camundongo (cromossomo 6) e 92% ao do
bovino (cromossomo 4) (RAMSAY et al, 1998); isto sugere que sua
funcéo deve ser altamente conservada ja que é extensa a homologia do
produto do gene ob entre 0s vertebrados (ZHANG et al., 1994).

Stratii e colaboradores (1997), utilizaram um par de “primers’ que
amplificava uma seqiéncia de 152 pares de bases (pb) do gene Obese
do suino, utilizando a enzima Hinfl, que cliva uma sequéncia constituida
por GANTC, que € reconhecida neste gene quando existe uma mutacao
de ponto na ultima base desta seqiiéncia, substituindo uma base T por
C, que gera a formacgéo de dois fragmentos em individuos mutados (84
e 68 pb). Neste trabalho, foi encontrado para os animais Landrace
genotipados as freqiiéncias alélicas de 0,96 e 0,04 para os alelos T e C

respectivamente.
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Krenkova & Urban (1998), analisaram as frequiéncias genotipicas €

alélicas ( 0,925 para o alelo T e 0,075 para C) para o gene da
leptina em suinos Landrace X Large White, podendo demonstrar que a
populacéo estudada encontrava-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Borges (1999), estudou 0 mesmo polimorfismo do gene € encontrou
para os individuos Landrace genotipados uma frequéncia de 0,95 para o
alelo T e 0,04 para o alelo C.

Recentemente, Keenes et al., (2001), trabalhando com suinos Yorkshire,
Landrace e Duroc, caracterizaram e avaliaram 4 polimorfismos no gene
da leptina (LEP) em suinos, para associacdo com caracteristicas de
producao economicamente importantes. Os resultados mostraram que
dois destes polimorfismos sao de baixa freqiiéncia ou ausentes e dois
podem estar associados com caracteristicas de consumo de alimento €

crescimento em suinos Landrace.

1.3 - Marcadores Moleculares

O surgimento da Engenharia Genética envolve um grande numero de
técnicas da Biologia Molecular e todas elas representam um enorme
potencial na solucdo de muitos problemas da agropecuaria (RAMALHO
et al., 2000).

Qualquer segmento de DNA ou RNA que esteja acompanhando por uma
caracteristica fenotipica & considerado um marcador molecular.

O uso de marcadores moleculares tem sido de suma importancia para o
avanco da genética moderna. Marcadores morfolégicos contribuiram
significativamente para o desenvolvimento tedrico da analise de ligacao
génica e construcao das primeiras versbes de mapas genéticos
(FERREIRA & GRATTAPLAGLIA, 1998). Hoje, segmentos especificos



;
de DNA sio usados como marcadores moleculares para varias

caracteristicas fenotipicas.

1.4 - Marcadores RFLP

Na década de 70 iniciou-se o estudo das isoenzimas. Logo em seguida
foram descobertas um grupo de enzimas (endonucleases) que eram
capazes de cortar a moléculas de DNA em grande nimero de sitios
especificos (SOLLER, 1990). As enzimas de restricdo sdo as principais
ferramentas utilizadas pelos biologistas moleculares na manipulacao do
DNA. Estas se ligam ao DNA e clivam a dupla fita do mesmo em sitios
especificos dentro ou ao lado de seqiiéncias particulares reconhecidas
por cada enzima (SAMBROOK et al.,1989).

O DNA digerido por endonucleases € seus fragmentos separados em
gel de agarose podem ser transferidos para uma membrana de nylon ou
nitrocelulose, hibridados com uma sonda (geralmente um
oligonucleotideo marcado com P*2) e entdo a membrana exposta a um
fiime de raios-X, permitindo determinar variabilidade genética entre
individuos, esta técnica & denominada RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

A base genética do polimorfismo RFLP resulta de mutacdes e/ou
delecbes e insergdes no sitio de restricdo das enzimas ao longo do
genoma. (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).



1.5- PCR - Polymerase Chain Reaction

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma nova ferramenta para
a Biologia Moleular e tem tido efeito na pesquisa similar ao
descobrimento das enzimas de restricao e do Southern Blot (INNIS, et
al., 1990).

Um avanco extraordinario ocorreu quando, na decada de 80, a
tecnologia da reagdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase
Chain Reaction) foi concebida. Isto valeu o Prémio Nobel de Quimica
em 1993. A PCR é um método in vitro de produgado de grandes
quantidades de fragmentos de DNA a partir de pequenas quantidades,
por uma polimerase termoestavel (Taqg DNA Polimerase). Na
amplificacdo enzimatica pela polimerase, um fragmento & flanqueado
por dois oligonucleotideos que hibridam com cadeias opostas de
segiéncia alvo. Ciclos repetidos de desnaturagéo do DNA molde,
anelamento dos "primers" e extensao destes pela Taqg DNA polimerase,
resultam em amplificacdo dos segmentos definidos pelo término 5' dos
"primers”. O produto de extensao de cada "primer" serve como molde no
ciclo seguinte. Assim, em cada ciclo, dobram-se as quantidades de DNA
produzido (WHITE et al., 1989).

1.6 -PCR-RFLP

Recentemente, o desenvolvimento do processo de amplificagao em
cadeia utilizando uma DNA Polimerase (PCR) levou a descricao de
outras classes de marcadores moleculares. Com a possibilidade
crescente de sequenciamento de fragmentos de DNA aliado a

amplificacdo de DNA in vitro, surgiu a opcao de se converter
marcadores RFLP em marcadores baseados em PCR, sendo possivel
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construir “primers” especificos para identificar fragmentos polimoérficos

(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Neste procedimento o DNA é amplificado por PCR (sequéncias
especificas) e o produto amplificado € submetido a digestao por uma
enzima de restricdgo. Como O0s fragmentos obtidos foram
exponenciaimente amplificado por PCR isso € o suficiente para sua
visualizacdo no gel de Agarose sem a necessidade de hibridacao com
sondas marcadas radioativamente (HOY, 1994).

1.7 -LIS-SSCP

O SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), € um método
alternativo para identificar mutacoes, foi desenvolvido por Orita et al.,
(1989) e baseia-se no fato de que a mobilidade eletroforética dos acidos
nucléicos de fita simples em gel de poliacrilamida nao desnaturante ndo
dependem somente do seu tamanho, mas também de sua seguéncia.
Para o uso desta técnica submete-se a amostra a aquecimento na
presenca de formamida para desnaturar o DNA formando o ssDNA (fitas
simples de DNA). Maruya et al., (1996) ao observarem a instabilidade
das ssDNA em solucdo de formamida, desenvolveram o LIS-SSCP
(Single Strand Conformation Polymorphism em Baixa Concentragao
|6nica), uma adaptacdo da técnica de SSCP, onde a solugdo de
formamida é substituida por uma solugéo de baixa forca ionica (LIS)
capaz de garantir maior estabilidade das fitas simples.

A vantagem da genotipagem por essa técnica reside na rapidez €
diminuicdo de custos, pois evita 0 emprégo de enzimas de restricao
(SILVA, 1998). Além do baixo custo e alta eficiéncia este método detecta
polimorfismos no DNA, incluindo mutacdes de ponto em uma variedade
de posigoes dentro do gene estudado.
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Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar a

frequéncia genotipica e alélica para polimorfismo Hinf | do gene Obese
por PCR-RFLP; associar possiveis relacoes deste com caracteristicas
de desempenho em uma populacdo de suinos da raca Landrace, testar
o Equilibrio de Hardy-Weinberg para a populacdo estudada e, por fim,
otimizar da técnica de LIS-SSCP para caracterizacao deste

polimorfismo.
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2 - MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genética

Molecular da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG.

2.1 - Material Biologico

Para a realizacao deste trabalho utilizou-se uma amostra de 216 suinos
da raca Landrace, machos e nao castrados, dos quais foram
criteriosamente medidas ou inferidas as caracteristicas de desempenho
que se seguem: Espessura de toucinho (ET), Ganho de Peso Médio
Diario (GPMD), Diferenca Esperada na Progénie para Ganho de Peso
Médio Diario (DEP GPMD), Diferenga Esperada na Progénie para
Espessura de Toucinho (DEP ET), Diferenca Esperada na Progénie
para Tamanho de Leitegada (DEP TL) e Peso Final (PESO). Tais
avaliacbes foram possibilitadas pela Granja Rezende S/A, Uberlandia -
MG, de onde obteve-se também, da mesma amostra de individuos,
aliquotas de sangue periférico, coletado na veia marginal da orelha em

tubos a vacuo contendo solucao anticoagulante com agulhas individuais.



2.2 — Extracao de DNA

A partir das amostras de sangue, foi extraido o DNA pelo método
descrito em: A Workshop on DNA Technologies and Selection of Animal
Genetic Resources (1992), com algumas modificacdes propostas
anteriormente (BORGES, 1997).

Apbds a sedimentacao em tubos de 2 mL, foram retirados 500uL de
sangue na camada de transicao entre o plasma e 0s eritrocitos aos
quais adicionou-se 1mL de tampéao de lise ndo diluido (20mM de Tris-
HCI, 5mM de EDTA pH 7,5, 640 mM de sacarose, 10 mM de MgCl; e
4% de Triton X-100), submetendo a solucdo a agitacdo lenta e
incubacdo em gelo por 10 minutos. Apbs este procedimento, foi
realizada a centrifugacdo a 7.23g por 1 minuto descartando-s€ em
seguida o sobrenadante. Mais duas lavagens foram necessarias com
tampéao de lise diluido (1:1) até que o precipitado (pellet), ficasse limpo
(branco). Em seguida, foram acrescentados 20ul de TE + Sarcosyl 1%
(10 mM de Tris-HCl, 1mM de EDTA pH 7,5 e 1% de Sarcosyl) € 10 ub
de Proteinase K (10mg/mL). As amostras foram incubadas overnight a
50°C, para que o precipitado fosse desfeito. Posteriormente, foi
adicionado 500uL de 8mM Guanidina-HCI / 0,49 M Acetato de Amonio ,
agitando a temperatura ambiente por 1 a 2 horas até que o precipitado
fosse solubilizado. O DNA foi precipitado adicionando 800 ul de
isopropanol puro. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 8000 rpm
por 10 minutos e O sobrenadante foi descartado. Procederam-se mais
duas lavagens com isopropanol 60% (7.23 g por 2 minutos). O
precipitado de DNA foi seco sob vacuo e diluido em 0,5 -1 mL de TE
(10 mM Tris-HCl e 1,mM de EDTA) dependendo do tamanho do mesmo.
Foi necessario 1 - 4 horas de incubacao a 65°C para completa
dissolucdo do precipitado. Apos terminada a extracdo, algumas
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amostras foram submetidas a espectrofotometria (260 nm) para

quantificacédo do DNA. Para calcular a concentracado do DNA foi usada a
seguinte formula: Concentracao do DNA em ng/ul = Absorbancia 260 nm
x 50 x Fator de Diluicdo (FRANCO, 1999).

Desta forma, foi possibilitada a montagem de um banco de dados de
caracteristicas genéticas e de parametros quantitativos, que pudesse

ser usado para diversos marcadores moleculares.

2.3 - Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Devido ao grande nimero de animais a serem genotipados; durante o
periodo de otimizacao das reacoes, foram testados diferentes volumes
de DNA para que pudesse ser estipulada uma quantidade fixa de
amostra a ser usada em todas as reacOes, sem a necessidade de
quantificagcdo por espectrofotometria de todas as amostras antes de
submeté-las a reagao.

As condicdes usadas para a amplificagao das amostras foram: 0,5 - 2,5
ul (0,5; 1,0, 1,5; 20 e 2,5 pl) de DNA. 1,5 mM de MgCl,, 100 uM de
dNTPS, 10pmoles de “primers” e 1 U de Tag DNA Polimerase, sendo 0O
volume completado para 20 pL com agua ultapura em tubos de 0,2 mL
que foram submetidos ao termociclador por 30 ciclos, com a seguinte
programagao:

o temperatura de desnaturacao - 95°C/ 1 minuto

temperatura de anelamento - 55°C/ 1 minuto

temperatura de extensao - 72°C/ 1 minuto

desnaturacéo inicial - 2 minutos

extensao final de - 7 minutos



14
Para a prévia confirmacao da amplificacdo das amostras, anteriormente

3 restricdo enzimatica, os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese horizontal, em géis de agarose 1.5%, corados com Brometo
de Etidio (10 ng/mL), sob corrente elétrica de 100 Volts por 30 minutos,
e visualizados através de raios ultravioleta pelo sistema VDS®

(Pharmacia Biosciences).
2.4 — Restri¢ao Enzimatica

A restricdo enzimatica foi realizada a partir de 10 pL de cada um dos
produtos PCR, utilizando-se 5 unidades da enzima Hinfl e tampao
especifico, submetidos a 37°C por no minimo 1 hora, como descrito por
BORGES (1999), salvo a quantidade de enzima que foi aumentada de 1
para 5 unidades para uma melhor eficacia.

Os produtos das restricoes foram também submetidos a eletroforese,
sendo o gel de agarose 3.5% e a voltagem 120 Volts por 1 hora,

também corados e visualizados tal como descrito anteriormente.

2.5 — LIS-SSCP

Na otimizacdo da técnica de LIS-SSCP para a caracterizacédo deste
polimorfismo, foi utilizada uma aliquota de 2 pL do produto de PCR
(fragmento de 152 pb), ao qual foi adicionado 20 pL da solucao de LIS
(Sacarose 10%, Azul de Bromofenol 0,01%, Xilenocianol 0,01%), as
misturas foram incubadas por 5 minutos a 95°C e imediatamente
submetidas a eletroforese vertical em gel de poliacrilamida (Acrilamida /
Bisacrilamida 49:1), variando a voltagem, e as concentragbes entre 8
15%, para que fosse encontrada uma concentragao que atendesse as
necessidades requeridas para a separacao das bandas de interesse.
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Apos a corrida eletroforética, os géis foram corados por Nitrato de Prata

da maneira que se segue: realizou-se a fixacdo em solugdo de Acido
Acético 10% por 10 minutos, em seguida lavados com agua destilada 2
vezes por 2 mintutos cada lavagem. Assim, foram emergidos em
solugdo 0,012 M de Nitrato de Prata (200 mg/100mi) e 0,056% de
formalina (150 pl de formaldeido / 100 ml ) por 20 minutos em ambiente
escuro e lavados 2 vezes por 30 segundos com agua destilada. Apos as
lavagens foram revelados em solucdo gelada (8°C, aproximadamente),
de 028 M de Carbonato de Sédio anidro (3g/100ml), 0,056% de
formalina (150 pl de formaldeido/ 100ml) e 4uM de tiossulfato (10
mg/100ml) até o aparecimento das bandas correspondentes aos
fragmentos amplificados. Para terminar a reacao, foi utilizado Acido

Acético Glacial 10%, gelado.
2.6 — Analise dos Resultados

Os dados (gen6tipos) encontrados através da PCR-RFLP foram
catalogados € discriminados, utilizando-se 0S nameros 1, 2 e 3 para
identificar respectivamente 0S genétipos TT, TC e CC. Para a
associacdo do marcador molecular (genétipo) com as caracteristicas de
desempenho (ET, GPMD, DEP GPMD, DEP ET, DEP TL e PESO), 0s
dados foram submetidos & Andlise de Variancia, utilizando o gendtipo
Obese como tratamento e cada uma destas caracteristicas e DEPS

como variaveis independentes pelo Software STAT 5.0. Além disto,
foram obtidas também as frequéncias genotipicas e alélicas e teste x°
para testar o equilibrio de Hardy — Weinberg.
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3 -RESULTADOSE DISCUSSAO

Nas primeiras amplificacbes do material genético, para a otimizacao da
quantidade de DNA a ser usado, obteve-se resultado satisfatorio para
todos os volumes analisados (0,5 — 2,5uL), portanto, foi estipulado que
as reacdes subsequentes seriam realizadas com 0 menor volume de

DNA testado, ou seja, 0,5 pL, por ser a amostra que apresentou menor
quantidade de residuos. Os padroes de amplificacdo obtidos com as
variacbes da quantidade de DNA sdo mostrados na FIGURA 3.

10pb "

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 3,5% para
otimizacdo do volume de solugdo necessario para
amplificagéo satisfatoria. M — Marcador Molecular, 1

—0,5uL de DNA, 2 - 1,0uL de DNA, 3 - 1,5 uL de
DNA, 4 —2,0uL de DNAe 5— 2,5uL de DNA.
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Posteriormente ao periodo de otimizagdo, cada uma das amostras foi

amplificada, encontrando-se o fragmento esperado de 152 pb do gene

Obese como mostrado na Figura 4.

200 pb,
PP—p 152 pb

100 pb—>

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1,5% de
amplicons do gene Obese (152 pb). Amplificagéo pre-
restricdo enzimatica.

Apos a amplificacdo dos fragmentos, e realizada a restricdo enzimatica
com a enzima Hinfl, foram verificados, como na Figura 5, os fragmentos
de 152 pb para individuos de genétipo TT, 152, 84 e 68 pb para
genétipos TC e finalmente, 84 e 68 pb para genotipos CC, que €
mostrado claramente na Figura 6.

152 pb

Figura 5. Eletroforese em gel de Agarose 3,5% de
fragmentos gerados por restrigéo enzimatica. Canaletas
1, 2, 3, 5, 7, 8 9 Genétipo TT, canaletas 4 e 6:
gendtipo TC.
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152 pb

84 pb
68 pb

M

Figura 6: Eletroforese em gel de Agarose 3,5% de
fragmento gerado por restrigdo enzimatica. Canaleta 1:
Genotipo CC; demais canaletas: Genotipo TT.

Com a realizacdo da genotipagem por LIS-SSCP, concomitantemente
com a PCR-RFLP, notou-se a possibilidade de utilizacao da primeira
para a deteccao deste polimorfismo, mostrando diferentes
conformacOes, para visualizagdo clara e precisa de cada um dos
polimorfismos. Ap0s realizacao de testes com diferentes concentracoes,
foi utilizado gel de acrilamida/bisacrilamida (49:1, 12%), submetido a
eletroforese vertical por 4 horas, sob voltagem de 300 V, em
temperatura ambiente, obtendo o padrao mostrado na Figura 7.

Figura 7: Padrao eletroforético LIS-SSCP para o polimorfismo Hinfl do
gene Obese. Gel de Poliacritamida (49:1) 12%. Canaletas 1, 2, 3, 4, 7, 8,
9 e 10: Gendtipe TT. Canaletas 6, 11 e 12: Gendtipo TC. Canaleta 5:
Gendtipo CC.

De acordo com este resultado, notamos que a técnica de LIS-SSCP,

tem a total capacidade de substituir a PCR-RFLP no estudo deste
polimorfismo do gene Obese, sem gerar nenhum problema com a
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identificacdo dos polimorfismos, além de ser economicamente mais

viavel, pelo fato de nao utilizar enzimas de restricdo e o custo do gel de
acrilamida ser inferior a0 de Agarose, que deve ser bastante
concentrado para que se possa detectar os polimorfismos (3,5%).
Pode-se mencionar, a confiabilidade do padrao obtido, devido a prévia
genotipagem utilizando a enzima Hinf |.

Dos 216 animais genotipados, encontrou-se que 182 destes eram
gendtipo TT (84,26 %), 33 TC (15,28 %) e 01 CC (0,46%), as
frequéncias alélicas sdo mostradas na tabela 1 onde estas séao
comparadas com as encontradas anteriormente por STRATIL et al,
(1997); KRENKOVA & URBAN, (1998) e BORGES (1999).

Observando as freqiiéncias genotipicas e alélicas encontradas, notamos
a grande discrepancia entre as frequiéncias dos individuos com genotipo
TT, que possuem a maior freqiéncia na populacao (84,26%), € os
individuos com gendtipo CC que tém baixa frequéncia (0,46%).
Partindo-se deste ponto de vista, o genétipo CC apareceria teoricamente
0,994 vezes em uma populacdo de 216 individuos, o que pdde ser
confirmado pelo unico gendtipo CC encontrado na populacdo estudada.
Além disto, os dados obtidos nesta pesquisa foram notavelmente
semelhantes aos anteriormente pesquisados por outros pesquisadores,
nao havendo diferenca estatistica significante entre os resultados por
eles encontrados e os do presente estudo (Tabela 1), mostrando-nos
que em diferentes regides podemos encontrar frequéncias aproximadas,
e também que, devido a estas semelhangas, marcadores moleculares

universais podem ser futuramente gerados.
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TABELA 1: Freqiiéncias alélicas para polimorfismo do gene Obese

encontradas segungo os autores Stratil et al, Krenkova

& Urban, Borges e presente estudo.

AUTORES
Alelos Stratil Krenkova Borges Presente
& Urban estudo
T 0,96 0,93 0,95 0,92
C 0,04 0,07 0,04 0,07

Tabela 1: Frequencias alélicas encontrados nos estudos de Stratil, et al
(1997), Raga Landrace; Krenkova & Urban (1998) Landrace x Large
White; Borges (1999) Landrace e presente estudo (2002). Nao houve
diferenca estatistica pelo teste de ¥ para as freqiéncias dos alelos T e C
do gene OB entre as populacbes avaliadas (p > 0,05).

O valor de %2 encontrado foi 0,14212 (0,50 < P < 0,75) mostrando que
a populacao encontra-se em equilibrio de Hardy - Weinberg.

Para a analise da variancia foram considerados somente os animais TT
e TC devido ao fato do gendtipo CC ter sido encontrado em apenas um
individuo da populacdo estudada, podendo ser portanto,
estatisticamente insignificante. Dentre todas as caracteristicas
analisadas, notou-se diferencas significativas para DEP GPMD
(Diferenca Esperada na Progénie para Ganho de Peso Médio Diario)
com animais TT com média de 49,27 g e TC com média 57,40 g e para
DEP ET (DEP para Espessura de Toucinho), que apresentaram médias
—-0,04 mm para animais TT e 0,061 mm para os TC. As médias
encontradas para cada caracteristica em relacdo aos genotipos sao
mostradas na Tabela 2.
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TABELA 2: Médias para as caracteristicas de desempenho

segundo os genotipos do gene OB.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

ET. GPMD. DEP. DEP. DEP. Peso

GENOTIPOS
Real. Real GPMD. ET. LT. Final
(mm) (Kg) (9) (mm) (N) (Kg)
TT 11,24 0,865 49 27* -0,04* 0,39 90,02
TC 11,52 0,884 57,40* 0,061* 0,37 91,77

Tabela 2: ET REAL = Espessura de Toucinho em mm; GPMD Real = Ganho de Peso
Médio Diario em Kg; DEP GPMD = Diferenca Esperada na Progénie para GPMD em
g; DEP ET = Diferenca Esperada na Progénie para Espessura de Toucinho em mm;
DEP TL = Diferenca Esperada na Progénie para Tamanho de Leitegada em numero
de animais. Foi observado diferenca estatistica entre as médias para DEP. GPMD
(p = 0,0259) e DEP. ET. (p = 0,0458) segundo os genétipos para OB. Para as demais
médias ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05).

Ao encontrarmos tais resultados, podemos inferir que animais com
gendtipos TC geram progénies com maior GPMD do que animais de
gendtipo TT, devido as diferencas encontradas entre ambas as médias
para a DEP GPMD, caracteristica esta desejavel para a industria de
carne suina. Em contrapartida, nota-se também, que poderiamos
esperar em progénies de animais TC, uma maior Espessura de
Toucinho, 0 que ndo é uma caracteristica apreciada pelos produtores
que valorizam a producdo de carne magra para o abate. Portanto, os
resultados encontrados sao antagOnicos, se 0 marcador molecular for
observado isoladamente. Por este motivo, faz-se necessario estudos
subsequentes para a busca de marcadores moleculares adicionais que
se complementem, para a realizagdo de uma selecao mais efetiva
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associada a caracteristicas de interesse econOmico atendendo,

concomitantemente, um maior nimero de caracteristicas viaveis a
producéo comercial. Deve-se também considerar, que mesmo sendo
estatisticamente insignificantes, alguns dados podem ser relevantes
quando extrapolados para grandes industrias produtoras de carne suina.



4 - CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e na prépria realizacao deste trabalho,

podemos concluir que:

A técnica de PCR — RFLP ¢é eficaz para a determinagcdo do
polimorfismo estudado e pode ser substituida com tranqilidade pela
técnica de LIS — SSCP.

O polimorfismo do gene Obese, ndo pode ser utilizado isoladamente
para fins de selecdo assistida, pois a associacao com as
caracteristicas quantitativas para maiores DEP GPMD e DEP ET, €
antagonica ao desejado, ou seja, espera-se maior ganho de peso €

menor espessura de toucinho, o que néo foi observado.

A populagdo estudada encontra-se em equilibrio de Hardy -

Weinberg.

Nao ha diferenca significativa entre as frequéncias alélicas
encontradas para o polimorfismo estudado neste trabalho e nos

anteriormente publicados.
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