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RESUMO

Para a cadeia produtiva de caprinos e ovinos alcangar um nivel competitivo e
promissor é necessario o desenvolvimento de tecnologias que venham auxiliar na
eficiéncia das criagdes. O uso de marcadores moleculares em programas de
melhoramento genético pode auxiliar na selecdo dos animais geneticamente superiores.
A utilizacdo desses marcadores para investigacdo do polimorfismo existente nos genes
que estdo relacionados as caracteristicas produtivas séo técnicas bastante utilizadas dentro
da genética molecular. O objetivo desse estudo foi investigar o polimorfismo LEP 1620
(A/G) do gene que codifica horménio da leptina, assim como, o polimorfismo do gene do
receptor de leptina em reprodutores caprinos e ovinos. Para o gene Lepl2 os resultados
encontrados evidenciaram apenas 0 gendétipo homozigoto AA corresponde ao fragmento
de 522 pb ndo digerido. J& para o gene RecLep foi possivel identificar que todos os
individuos possuiam o polimorfismo CC (103 pb). O polimorfismo CC para o gene
RecLep esta relacionado a caracteristicas reprodutivas positivas para 0s ruminantes,
porém, devem ser realizados mais estudos para compreender melhor esse polimorfismo

presente no genoma dos caprinos e ovinos.

Palavras chaves: Genoma, Gene Candidato, Genética Molecular, Melhoramento
Genético.



ABSTRACT

In order to the productive chain of goats and sheep to reach a competitive and promising
level it is necessary the development of technologies that will help in the efficiency of the
breeding. The use of molecular markers in breeding programs may aid in the selection of
animals that are considered genetically superior. The use of these markers to investigate
the existing polymorphism in genes that are related to the productive is widely used when
it comes to molecular genetics. The objective of this study was to investigate the LEP
1620 (A / G) polymorphism of the gene coding for leptin hormone, as well as the leptin
receptor gene polymorphism in goat and sheep reproducers. For the Lepl2 gene the results
found only showed the homozygous AA genotype corresponding to the 522 bp fragment
undigested. For the RecLep gene, it was possible to identify that all individuals had the
CC polymorphism (103 bp). The CC polymorphism for the RecLep gene is related to
positive reproductive traits for ruminants, but more studies should be done to better

understand of this polymorphism that is present in the goat and sheep genomes.

Keywords: Genome, Gene Candidate, Molecular Genetics, Genetic Improvement.



1. INTRODUCAO

Os ovinos e caprinos sdo encontrados em todos 0s continentes, sdo espécies que
tém ampla distribuicdo devido ao seu potencial adaptativo a diferentes regides. Sendo
descritas como as primeiras espécies domesticadas pelo homem, fato esse, que
possibilitou a exploracdo dos seus produtos, como o uso da pele contra o frio, artesanato,
e da carne e leite para o consumo alimentar (VIANA, 2008).

Segundo Rego Neto et al. (2014) as exigéncias por produtos de qualidade de
origem animal pelo mercado consumidor estd mudando o cenario de criagdo animal no
Brasil, ocasionando um desenvolvimento consideravel na producdo animal como um
todo. Nos ultimos cinco anos o crescimento mundial dos rebanhos caprinos e ovinos
passou da ordem de 1% ao ano (MARTINS, 2016).

Para a cadeia produtiva da caprinovinocultura alcangar um nivel competitivo e
promissor é necessario o desenvolvimento de tecnologias que venham auxiliar na
melhoria da qualidade e eficiéncia das criacdes desde o pesquisador até o produtor, 0 uso
de dados moleculares como marcadores bioquimicos e de DNA em programas de
melhoramento genético pode auxiliar em melhorias na eficiéncia, intensidade e precisdo
na selecdo dos animais (SILVA et al, 2011).

Assim, as regides polimoérficas de DNA podem ser utilizadas para a localizacdo
relativa de segmentos cromossémicos ou de genes responsaveis por variagoes fenotipicas
observadas em caracteristicas de interesse zootécnico (LIU, 1998).

A identificacdo de polimorfismos em genes de acéo bioldgica conhecida e que
estdo envolvidos com o desenvolvimento ou a fisiologia de uma caracteristica de interesse
econbmico, constitui a chamada estratégia do gene candidato. Dentre os genes candidatos
mais utilizados em investigacoes, encontra-se o gene da leptina (Lep).

Segundo Passos (2006) a leptina € uma proteina composta por 167 aminoacidos,
produzida pelos adipécitos. Tal proteina tem como fungdo o controle da ingestdo
alimentar, agindo no sistema nervoso central (hipotalamo), em mamiferos, reduzindo tal
ingestdo, aumentando o gasto energético e regulando a funcdo neuroenddcrina e o
metabolismo da glicose e de gorduras. A leptina tem sido associada também a regulagéo
de outros processos biolégicos, como por exemplo, reproducdo e resposta imune
(ROMERO e ZANESCO, 2006).

Dentro da producdo animal, o gene da leptina e o receptor de leptina estdo

associados a diversas caracteristicas de interesse, como por exemplo, producdo de leite,
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porcentagem de gordura no leite, maturidade sexual, deposicao de gordura na carcaca,

sintese de hormonios e metabolismo energético (SALMAN e GIACHETTO, 2008).
Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo investigar o polimorfismo

LEP 1620 (A/G) do gene que codifica horménio da leptina, assim como, o polimorfismo

do gene do receptor de leptina em reprodutores caprinos e ovinos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O cenéario mundial e nacional da caprinovinocultura

A caprinovinocultura (criacdo de caprinos e ovinos) encontra-se distribuida por
todos os continentes do planeta, apesar da ampla distribuicdo dessas espécies, tais
criagBes estdo mais concentradas nos paises em desenvolvimento (CONAB, 2016). Em
2014 o rebanho mundial de caprinos era de ordem de 1,06 milhdes de cabegas. J& o efetivo
mundial de ovinos da ordem de 1,2 bilhdes de animais (FAO, 2016).

De acordo com o IBGE (2016), no ano de 2014 foi registrada uma quantia de
9.092.724 caprinos concentrados na regido nordeste, equivalente a cerca de 92,9% de
todo efetivo brasileiro. Para o rebanho ovino foram registrados 11.622.243 animais, com
distribuicdo de 63% no nordeste e 24% na regido sul do Brasil.

A criacdo de ovinos e caprinos no estado de Pernambuco representa 2.478.072 e
2.492.388, respectivamente. Diante do cenario brasileiro, o estado de Pernambuco
destaca-se em relacdo ao seu efetivo, ficando atrds apenas da Bahia, que possui 0 maior
rebanho do Nordeste. As regifes em destaque encontram-se na tabela 1. Dentre as
microrregibes com maior producdo no estado de Pernambuco estdo: Petrolina, Itaparica,
Moxotd, Pajeu e Salgueiro (IBGE, 2016).

Tabela 01. Distribuicéo de caprinos e ovinos por regido no estado de Pernambuco.

REGIAO CAPRINOS OVINOS
Metropolitana do Recife 4.767 14.719
Zona da Mata 21.929 34.830
Agreste 282.547 454.607
Sertdo 870.461 881.335

Sao Francisco 1.312.684 1.092.591

(Fonte: IBGE, 2016).

A caprinocultura em Pernambuco esta distribuida na regido do Sdo do Francisco
com efetivo de 51% do total de caprinos, destacando-se as cidades de Floresta e Petrolina
que representa 26% do total. No sertdo os polos mais produtivos estdo localizados nas
cidades de Serténia, Custodia e Serra talhada com 13,45% dos animais. Em relacdo a
ovinocultura as regides mais produtoras sdo as cidades de Floresta, Dormentes e Petrolina
para regido do Sao Francisco, representando 23,30%, ja no sertdo, as cidades de Afranio,
Serra Talhada, Custddia, Sertania, Santa Cruz e Parnamirim sao responsaveis por 21,63%

do total de animais no estado.
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Principais ragas Caprinas e Ovinas difundidas no Nordeste do Brasil

Raca caprina Anglo Nubiana

Nubiana. Fonte: Jodo Neto.

Pertencente as racas do tronco das cabras Asiaticas-Africanas, sendo originaria da
Inglaterra, a Anglo Nubiana (Figura 01) é resultante do cruzamento de cabras comuns
Inglesas com bodes Nubianos, importados da Nubia, india e Aréabia. O resultado foi uma
raca rastica de dupla aptidao (carne e leite). Essa raca é explorada em varios paises e foi
introduzida no Brasil por volta do ano de 1932 (BERRO, 2010).

Os animais desta raca séo rusticos e prolificos, de grande porte, com pelos curtos
e pele variada, sendo aceito qualquer cor para efeito de registro genealdgico. Suas orelhas
sdo longas, de implantacdo alta sua pele é solta, predominando a cor escura, da mesma

forma que as mucosas (RIBEIRO, 1997).

Raca caprina Boer

Figura 02. Caprino da raca Boer. Fonte:
Jodo Neto.
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Os caprinos que deram origem a atual raca Boer (Figura 02) foram encontrados
em regides da Africa e da Asia, e apresentavam porte inferior ao animal moderno tal qual
conhecemos. O Boer é um animal de porte médio, com cabeca forte, pelos brancos com
a cabeca e orelhas vermelhas. S8 muitos resistentes e adaptaveis a diversos tipos de
climas. Umas das principais caracteristicas de selecdo para a raca € a gestacdo de partos
duplos que levam em media de 148 a 149 dias. O abate € realizado entre cinco e nove
meses onde esses animais jovens apresentam uma carne de excelente qualidade, atingindo
um peso final entre de 38 kg a 43 kg, sendo 25 kg de carcaca. Dentre as ragas caprinas, 0
Boer consegue atingir o melhor peso entre os caprinos jovens comercializados
(ABCBoer, 2017).

Raca ovina Dorper

Figura 03. Ovino da raga Dorper. Fonte:
Google imagens.

A raca Dorper (Figura 03) é originaria da Africa do Sul, a partir do ano de 1942,
foram realizados cruzamentos de carneiros da raca Dorset Horn com ovelhas Blackhead
Persian. Apos oito anos desses cruzamentos, criadores e técnicos em ovinocultura,
realizaram a escolha do nome da raca. Para padrdes de registro da raca, o Dorper deve
apresentar uma cabeca de forma triangular, forte e longa, 0 pescogo deve ser de
comprimento médio, largo, bem inserido no quarto dianteiro, o peito moderadamente
largo, profundo e ligeiramente proeminente em relagdo as paletas, os membros anteriores
devem ser bem posicionados em rela¢do ao corpo, com bons aprumos, 0 quarto traseiro
deve ser musculoso, a garupa deve ser larga e longa, os membros traseiros, bem
aprumados, fortes e distantes entre si (ARCO, 2018). Deve possuir também um
temperamento calmo e uma aparéncia vigorosa, deve ser robusto e bem musculoso,

produzindo carne mais eficiente possivel.
19



Raca ovina Santa Inés

Figura 04. Ovino da raga Santa-Inés. Fonte:
Google imagens.

A raca Santa Inés (Figura 04) foi desenvolvida no nordeste brasileiro com aptidédo
para carne, resultante do cruzamento intercorrente das racas Bergaméacia, Morada Nova,
Somalis e outros ovinos sem raca definida (SRD). Possuindo caracteristicas oriundas da
selecdo realizada por técnicos e criadores atraves da sua genealogia, a raca foi selecionada
para total auséncia de 1&. Esses animais possuem pelos curtos e sedosos, de grande porte
com média de peso para 0s machos entre 80 e 120 kg e para as fémeas de 60 a 90 kg. Os
animais apresentam excelente qualidade de carne e baixo teor de gordura, rusticos,
precoces, adaptavel a qualquer sistema de criacdo e as mais diversas regides do pais, as
fémeas sdo proliferas e com boa habilidade materna. E sua pelagem pode variar de

vermelho, preta, branca e suas combinagdes (ARCO, 2018).

20



O uso de Marcadores Moleculares no Melhoramento Genético Animal

A utilizacdo dos marcadores moleculares vem se tornando uma pratica rotineira
no melhoramento genético animal, para o conhecimento da diversidade dos genes das
espeécies, confirmacdo de genealogias duvidosas, testes de paternidade, assessoramentos
em acasalamentos dirigidos e selecdo assistida por marcadores (DE VRIES et al., 1998).
Um marcador de DNA é tipicamente uma pequena regido do DNA apresentando
polimorfismo entre individuos (LIU, 1998). O termo “marcador” tem sido utilizado para
designar fatores morfoldgicos, bioquimicos ou genéticos passiveis de serem identificados
e que permite o estudo comparativo de genétipos.

Curi (2004) classifica os marcadores de duas formas: Diretos, sendo aqueles que
codificam proteinas, atuando nas caracteristicas fenotipicas de interesse, quer seja pela
funcédo de propria proteina, ou por sua atuacdo como intermediario em vias metabolicas
relacionadas ao fenotipo, contribuindo, assim, para a melhor compreensdo dos
mecanismos regulatérios de controle da funcdo génica. E indiretos, que sao marcadores
que estdo préximos aos genes de interesse, tendo como exemplo, marcadores
microssatélites e 0s “Quantitative Trait Loci” (QTLS).

As proteinas e isoenzimas foram os primeiros marcadores utilizados, seguidos pelo
Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP), Polimorfismo do
DNA Amplificado ao Acaso (RAPD), Variacdo do Numero de Repeticdes em Tandem
(VNTR), que constituem os minissatélites e os microssatélites, e pelo Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP). No entanto, esses marcadores nio
apresentam um uso comum, possuindo caracteristicas distintas utilizaveis em aplicacdes
especificas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

A utilizacdo dos marcadores moleculares para investigacao do polimorfismo existente
nos genes que estdo relacionados as caracteristicas de interesse econdémico sdo técnicas
bastante utilizadas dentro da genética molecular. Com analises mais detalhadas dos genes,
podemos diferenciar os alelos que tenham associa¢do positiva com caracteristicas de
interesse (AZEVEDO, 2014). A utilizacdo dessas informagdes dentro do melhoramento
genético animal, tem como vantagem principal, a utilizacdo direta da informacéo do
material genético para realizacdo da selecdo, possibilitando eficiéncia da mesma e
diminuindo o tempo na avaliagdo dos animais. (REGO NETO, 2017).

O termo polimorfismo é definido como uma variante genética presente na
populacdo com uma frequéncia maior que 1%, variantes da sequéncia de DNA que estéo

presentes em uma frequéncia menor que 1% na populacdo sdo chamadas de mutacao.
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Dentro de uma espécie, nos cromossomos homaélogos pode haver diferentes versoes de
mesma sequéncia de nucleotideos (SCHAFER, 1998).

Muitas variantes podem existir em um determinado locus, algumas delas sdo
evidentes, porque afetam o fendtipo, ja outras estdo ocultas, por ndo ter efeito visivel
(LEWIN, 2001). Os polimorfismos atuam como marcadores genéticos, sendo
transmitidos e associados a genes localizados na regido cromossémica ou proximos a eles.
Tais polimorfismos sdo responsaveis pela diversidade das espécies, pois distintos
fenotipos sdo decorrentes de distintos polimorfismos (OLSSON et al., 2001).

A maneira mais eficiente de tornar visivel o polimorfismo dos genes por meio da
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Segundo Nicholas (2011), a PCR se
tornou uma das ferramentas mais eficientes dentro da biologia molecular. Desenvolvida
no ano de 1985, por Kary Mullis, e colaboradores, a PCR ¢ utilizada intensamente em
pesquisas e também aplicada em diagndsticos e na deteccdo de determinados genes
(favoraveis ou danosos) para 0s animais domesticos.

A PCR (Figura 05) gera cerca de um milhdo de fragmentos de um pequeno
segmento de DNA molde, quantidade suficiente para permitir que esse segmento seja
clonado ou sequenciado. Para realizacdo da PCR é necessario conhecer a sequéncia do
segmento que se deseja amplificar ou, pelo menos, a sequéncia de cada extremidade do
segmento. Empregando-se essa referéncia sobre sequéncias, dois segmentos de
nucleotideos chamados de Oligonucleotideos, oligos, ou iniciadores (em inglés, primers),
devem possuir cerca de 20 pares de bases de comprimento. Os primers sdo sintetizados
artificialmente, e todas as fitas de DNA sintetizadas durante a PCR tem sequéncia dos
primers na extremidade 5’ e a sequéncia complementar aos primers na posi¢ao 3.
(NICHOLAS, 2011).

A técnica de PCR tem sido uma ferramenta de alta confiabilidade para o
desenvolvimento e 0 progresso na produtividade dos rebanhos, auxiliando programas de
melhoramento genético animal, que tem como objetivo o aumento e lucratividade da

producdo animal.
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Figura 05. Esquematizacao da técnica de PCR. Fonte: adaptada da New England BioLabs.
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Gene da Leptina

A leptina tem origem do termo grego (leptos = magro), € um hormonio que através
de um sinal enddcrino informa para o sistema regulador da alimentagdo, o tamanho das
reservas energeticas, substratos utilizados e o balanco energético ligando a energia,
utilizada como combustivel, com a quantidade. Possuindo, portanto, um papel fisioldgico
no mecanismo que adapta o comportamento alimentar as necessidades energéticas, de
acordo com estoques de energia (LEWANDOWKI, 2006).

A leptina é uma adipocitocina (substancia, secretada pelas células do tecido
adiposo), considerada como um sinal adipostatico ao cérebro e aos tecidos periféricos
sobre o balango energético e as reservas corporais em mamiferos (CATUNDA, et al
2014).

A leptina é uma proteina formada de 167 aminoécidos, com uma estrutura, que
consiste em um complexo de hélices, sendo identificada, pela primeira vez em
camundongos como produto de gene designado OB (obeso), possuindo duas cdpias
defeituosas (gendtipo ob/ob) uma forma mutante do gene. Apos a sua producéo, a leptina
é secretada na corrente sanguinea (LEWANDOWKI, 2006). O gene da leptina humana

localiza-se no cromossomo 7.

A leptina tem um papel fundamental na regulacdo da homeostasia energética,
sendo produzida predominante pelo adipdcito. Atuando como sinalizadora da massa
gorda presente no organismo, que esta relacionado com o controle e balanco dos lipideos
nos tecidos nao adiposos, na ingestdo alimentar e termogénese, com subsequentes

implicacdes metabdlicas (LAU et al., 2014).

A producéo e segregacao de leptina normalmente acontecem no tecido adiposo,
porém, podendo também ser sintetizada em muitos outros sitios, como na placenta,
ovarios, musculo esquelético, estbmago, células epiteliais da glandula mamaria, medula
Ossea, hipdfise e figado (CATUNDA, et al 2014). Seus niveis circundantes séo
correlacionados fortemente com as reservas de tecido adiposo, ou seja, 0 aumento da
adiposidade aumenta a producdo de leptina, e consecutivamente, sua reducdo esta

associada a diminuigdo de massa gorda (ZHANG et al., 1994).

A expressdo do gene da leptina no tecido subcutaneo abdominal em humanos teve
correlacdo positiva entre a leptina e o indice de massa corporal (CONSIDINE et al.,
1996).
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Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas em busca da associacdo de genes da
leptina com caracteristicas zootécnicas de interesse econémico, Kumar et al. (1998) e
Soares et al. (2006), investigaram a expressdo do mRNA gene da obesidade (ob) em
ovinos e suinos, respectivamente.

O SNP LEP - 1620 (A/G) (GenBank 11369), localizado na posi¢do 70 do intron 2 do
gene da leptina (LIEN, 1997), foi relacionado positivamente com o peso ao desmame da
raca nelore e com caracteristicas de producdo leiteira em bubalinos (COSTA, 2015;
SOUZA, 2010).

Duas variantes distintas da leptina podem ser produzidas por animais, dependendo do
genotipo, Leptina-C e Leptina-T, o gendtipo CC produzem apenas Leptina-C, e
igualmente para a Leptina-T, enquanto o gendtipo CT produz ambas as variantes.
Presume-se que apenas a variante Leptina-C é reconhecida pelos receptores de leptina, e
a Leptina-T ndo é reconhecida, os niveis elevados no sangue desta variante ndo resultam
em envios de sinais para supressdo do apetite. Essa variagcdo deve-se a uma substituicdo
de Timina (T) por Citosina (C) (BUCHANAN et al., 2002).

. ' //
ggﬁ:g/mm LN

Figura 06. Genotipo da Leptina. Fonte. Western Dary Digest (2004).

Marcadores moleculares relacionados a uma melhor qualidade de carne vém
sendo desenvolvidos, as informacdes obtidas do gendtipo do animal, vem possibilitando
a identificacéo e selecdo de animais com caracteristicas produtivas mais apropriadas, em
idade precoce (LANDI, 2011).

Woronuk et al. (2012) investigaram trés variagdes a partir da substituicdo de uma

citosina por uma timina, e relataram que o polimorfismo (CT) na leptina existente nos
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bovinos demonstram um impacto nas caracteristicas das carcacas, ja 0s animais com
polimorfismo CC precisavam de mais dias para atingir os 12 mm de gordura lombar (45
dias), os CT, 42 dias e os TT, 38 dias. Os resultados revelaram o polimorfismo genético
da leptina e sua contribuigéo para a deposi¢cdo de mais ou menos gordura em bovinos de
corte. Outro estudo relatou que animais (bovinos) com gendtipo TT tinham maior
deposicédo de gordura intramuscular do que os de polimorfismo CT e CC (MCEVERS et
al., 2012).

O gene da leptina é bastante associado a caracteristicas de interesse na producgéo
animal, mais investigacOes relacionadas a esse gene sao necessarias, principalmente paras
as espécies ovinas e caprinas, como uma forma de auxiliar na selecdo precoce dos

animais.

Gene do Receptor da Leptina

Os receptores da leptina sdo encontrados de duas formas, a longa (OB-RL) e a
curta (OB-RS). A forma longa esta presente em varias regides do cérebro e a forma curta
nos demais tecidos (adiposo, gastrico, gbnadas, placenta e etc). O OB-RL é encontrado
no ndcleo arqueado, dorsomedial, ventromedial e paraventricular do hipotalamo, regies
chave do controle do apetite (COSTA, 2001).

A funcdo principal dos receptores do hormonio da leptina é desencadear estimulos
celulares na presenca do hormonio especifico, no caso desses receptores apresentarem
alguma alteracdo, ndo havera resposta a acdo hormonal, 0 que ird comprometer a funcéo
fisiolégica do individuo (ABUB et al, 2017).

O RNA do receptor da leptina (Ob-R) foi isolado pela primeira vez em
camundongos. Tais resultados mostraram que a leptina se liga com alta afinidade nesta
regido, sugerindo que este seja o local de expressédo do receptor da leptina (TARTAGLIA
etal., 1995).

Em mamiferos, foram descritos duas isoformas de OB - R: a forma longa (OB -
RL) com padrédo de expressdo mais restrito, que inclui o ndcleo hipotalamico, importante
para a regulacdo do peso corporal. E a curta (OB — RS), nessa segunda h4 uma possivel
evidéncia, dessa forma estd envolvida com o transporte e eliminacdo da leptina,
entretanto, sua funcdo escala permanece desconhecida. Porém, a isoforma OB — RL tem
sua acdo conhecida como receptor hipotalamico (WHITE, 2000).

Em bovinos o gene do receptor de leptina foi mapeado e descrito no cromossomo

3 com 20 exons (PFISTER-GENSKOW et al., 1997) possuindo homologia de 84% com
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as sequéncias de humanos e 78% com as dos camundongos TARTAGLIA et al., 1997;
CHEN et al., 1996).

Caso ocorra uma mutacdo génica envolvendo a alteracdo em um Unico par de
bases numa determinada regido do gene do Receptor da Leptina (&T), ocorrerd a troca
de aminoédcidos, de treonina (ACT) para metionina (ATG). Tais alteracdes podem
modificar as funcdes da proteina e interferir na eficiéncia reprodutiva dos individuos.

Alguns estudos do polimorfismo do RecLep para ragas bovinas foram realizados e
seus resultados foram associados com caracteristicas de crescimento, carcaga e a
ocorréncia de precocidade sexual em fémeas bovinas (ABUD et al.,, 2017;
NASCIMENTO et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Assim, o estudo de possiveis associagdes de caracteristicas produtivas com
mutacdes no gene receptor de leptina permitira a sua utilizacdo para selecdo precoce de
animais, porém, até momento nenhum trabalho foi descrito com esse gene para espécies

caprinas e ovinas.
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3. MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram coletadas amostras de sangue de 14 reprodutores (oito ovinos e seis

caprinos) da EAIP (Tabelas 2 e 3), em dezembro de 2017. Cada amostra continha 5 ml

de sangue periférico, coletadas por puncéo da veia jugular, utilizando-se tubos vacutainer,

devidamente identificados com o nimero de registro de cada animal. Posteriormente as

amostras foram armazenadas a -20°C no Laboratério de Genética Aplicada (LAGA) da

Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Todas as analises laboratoriais foram realizadas nos meses de janeiro e fevereiro

do corrente ano.

Tabela 2. Amostras dos reprodutores caprinos e ovinos da EAIP.

AMOSTRAS RACA REGISTRO
01 Dorper 215
02 Dorper 274
03 Boer -
04 Santa Inés 276
05 Dorper 233
06 Dorper 267
07 Santa Inés 207
08 Anglo Nubiano 05010/14022
09 Santa Inés 235
10 Anglo Nubiano 063
11 Boer 1400
12 Boer 14017
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Tabela 3. Amostras dos reprodutores caprinos e ovinos da EAIP.

AMOSTRA RACA REGISTRO
01 Dorper 215
02 Dorper 274
03 Boer -
04 Dorper 233
05 Santa Inés 207
06 Anglo Nubiano 05016/14022
07 Santa Inés 235
08 Anglo Nubiano 063
09 Boer 1400
10 Boer 14017
11 Anglo Nubiano -
12 Santa Inés 175
13 Anglo Nubiano 4014
14 Dorper 171
15 Dorper 128

Extracdo do DNA gendmico

O DNA total foi extraido seguindo o protocolo padrdo de
Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico (FCI), com poucas modificacdes (SAMBROOK et
al., 1989). Em cada amostra foram adicionados 700uL de tampé&o de extracdo (Tris-HCI
100 mM pH 7.5, 1% SDS) e 30uL de Proteinase K (10pug/mL). Em seguida as amostras
foram incubadas a 50°C por 2 horas e depois a 37°C por 12 horas. Posteriormente 0o DNA
foi purificado sucessivamente com FCI (25:24:1), cloroférmio-alcool isoamilico (24:1)e
centrifugado a cada etapa a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi precipitado com
1 mL de etanol absoluto gelado, seguido de centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos. Para

a remocao final do excesso de sal e etanol o precipitado foi lavado com 500 uL de etanol
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a 70% e brevemente centrifugado (10.000 g por 5 min). O DNA foi re-suspendido em TE
(Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0) e armazenado no freezer a -20°C.

A concentracdo de DNA total foi estimada em espectrofotdmetro NanoVue Plus
TM (GE Healthcare). A qualidade e integridade foram verificadas a partir da anélise da
razdo OD260/0D280 e pela eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo

de etidio (Figura 07). A visualizacao foi realizada com o auxilio de transiluminador UV.

Figura 07. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% das amostras de DNA dos
reprodutores caprinos e ovinos da EAIP. Amostras: 01 (Dorper), 02 (Dorper), 03
(Boer), 04 (Santa Inés), 05 (Dorper), 06 (Dorper), 07 (Santa Inés), 08 (Anglo
Nubiano), 09 (Santa Inés), 10 (Anglo Nubiano), 11 (Boer) e 12 (Boer).

Amplificacdo dos genes da leptina (Lepl2) e do receptor de leptina (RecLep)

Todos os primers (Tabela 4) foram amplificados via Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), as reagdes foram conduzidas utilizando-se as seguintes condigdes:
desnaturacdo a 94°C por 5min; 35 ciclos sucessivos de desnaturacdo a 94°C por 15s,
anelamento por 30s, extensdo a 72° C por 1 min e extensdo final a 72° por 4 min. Cada
reacdo continha 1U de Taq polimerase, 200 uM de cada dNTP, 10 mM de Tris-HCL (pH
8,3), 50 mM de KCI, 2,5mM de MgCl,, 1uM de cada primer e 100ng de DNA para um
volume final de 10 pL.

Em seguida os produtos gerados pelas PCRs foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 2% corados com brometo de etidio. Um marcador de peso molecular de
100 pb (Invitrogen) foi utilizado para estimar o tamanho fragmento.

30



Tabela 4. Sequéncias dos primers da da leptina (Lepl2 ) e do receptor de leptina (RecLep) .

Primer Sequencia (5”- 3") T° anelamento Tamanho pb Referéncia
bibliografica
Lepl2 F: GTCTGGAGGCAAAGGGCAGAGT 58°C 522 LIEN et al.
R: CCACCACCTCTGTGGAGTAG aesn
RecLep F: ACCACACCTTCCGTTCTCAG 52°C 164 KAI\W(ACH; et
al., (2007).

R: GGGACAACACTCTTGACTC

Técnica de PCR- RFLP (Polimorfismo do comprimento de fragmentos de
restricdo).

Gene da Leptina (Lepl2)

Para realizagdo da PCR- RFL, utilizou-se uma reagéo contendo 10 pL produto da
PCR amplificada para o gene da leptina de todas as amostras, 0,5 pL da enzima de
restricdo BsaAl, 0,5 puL do tampdo da enzima 10X e 8,0 uL de agua ultrapura, em um
volume final de 19 pL.

Em seguida as amostras foram submetidas a 37°C por 3 horas, para a digestéo do
fragmento. Posteriormente os produtos de digestdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 2% corados com brometo de etidio. Um marcador de peso molecular de

100 pb foi utilizado para estimar o tamanho fragmento.

Gene do receptor de leptina (RecLep)

Para realizacdo da PCR- RFL, utilizou-se uma reacdo contendo 5 pL produto da
PCR amplificada para o gene do receptor de leptina de todas as amostras, 1 pL da enzima
de restricdo Hinfl, 1,5 uL do tampdo da enzima 10X e 2,5 pL de agua ultrapura, em um
volume final de 10 pL.

Em seguida as amostras foram submetidas a 37°C por 3 horas, para a digestdo do
fragmento. Posteriormente os produtos de digestdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 2% corados com brometo de etidio. Um marcador de peso molecular de

100 pb foi utilizado para estimar o tamanho fragmento.
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Para o gene RecLep foi feita também uma analise do gene pelo software
GeneRunner v.3.01 (HASTINGS SOFTWARE, 1994) para confirmacao do corte gerado

pela enzima Hinfl (anexo I).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Gene da Leptina (Lepl2 ) cortados com a enzima de restricdo BsaAl

O gene da leptina foi amplificado para todas as amostras analisadas, exceto para
amostra 02, obtendo-se fragmentos de 522pb (Figura 08). Através da técnica de RFLP foi
possivel identificar apenas o genotipo homozigoto AA corresponde ao fragmento de 522
pb nédo digerido (Figuras 9 e 10). Os resultados obtidos estdo de acordo com os estudos
encontrados por Maitra et al., (2014), que analisaram o polimorfismo do gene Lepl2 em

cabras indianas e observaram uma maior frequéncia de gendtipos homozigotos AA.

Figura 08. Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR do gene da Lepl2 (522pb).
M= Marcador 100pb; Amostras: 01 (Dorper), 02 (Dorper), 03 (Boer), 04 (Santa Inés), 05 (Dorper),
06 (Dorper), 07 (Santa Inés), 08 (Anglo Nubiano), 09 (Santa Inés), 10 (Anglo Nubiano), 11 (Boer)
e 12 (Boer).
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Figura 09. Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR do gene da Lepl2
cortados com a enzima BsaAl (522pb). M= Marcador 100pb; Amostras: 06 (Anglo Nubiano),
07 (Santa Inés), 08 (Anglo Nubiano), 09 (Boer), 10 (Boer), 11 (Anglo Nubiano) e 12 (Santa
Inés).

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 2% do produtos de PCR do gene da Lepl2
cortados com a enzima BsaAl (522pb). M= Marcador 100pb; Amostras 01 (Dorper), 05
(Santa Inés), 06 (Anglo Nubiano), 07 (Santa Inés), 08 (Anglo Nubiano), 09 (Boer), 10 (Boer),
11 (Anglo Nubiano), 12 (Santa Inés), 14 (Dorper) e 15 (Dorper).

Todavia, diferem dos encontrados por COSTA (2015), que investigou o
polimorfismo do gene Lepl2 em uma pesquisa com 139 budfalas dos estados de
Pernambuco e Alagoas, e obteve trés genotipos diferentes: AA (522pb), AG (522, 441 e
81pb) e GG (441 e 81pb) e AZARI et al (2012) que avaliaram o polimorfismo do mesmo
gene em trés populagBes animais (vacas holandesas, bovinos nativos e budfalos) que
obtiveram maior frequéncia do genotipo AG.

A expressdo do gendtipo heterozigoto (AG) do gene Lepl2 (SNP LEP-1620-A/G),
localizado na posi¢éo 70 do intron 2 do gene da leptina esta relacionado positivamente

com o peso ao desmame e a deposicao de gordura em ruminantes, j& em bubalinos esse
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gene esta associado com caracteristicas de producéo leiteira (COSTA, 2015; SOUZA,
2010).

O interesse pelo polimorfismo do gene da leptina para caprinos e ovinos € uma
ferramenta importante no auxilio do melhoramento genético, visto que, € um gene
amplamente associado a caracteristicas de interesse em ruminantes. Muitos estudos foram
publicados para outros polimorfismos desse gene (National Center for Biotechnology
Information Search database — NCBI), porém, fazem-se necessarias mais investigaces
desse gene para caprinos e ovinos, a fim de encontrar possiveis associa¢des entre seus

polimorfismos e as caracteristicas produtivas de relevancia.

4.2 Gene do receptor de leptina (RecLep) cortados com a enzima de restricdo Hinfl

O gene do receptor de leptina foi amplificado para todas as amostras analisadas,
obtendo-se fragmentos de 164pb (Figura 11). Através da técnica de RFLP foi possivel
identificar apenas individuos com polimorfismo CC (103 pb) (Figura 12), o que ndo
ocasionou a substituicdo do nucleotideo C—T (anexo I), ndo alterando o aminoacido
treonina—metionina e assim sua isoforma do receptor com porg¢do citoplasmatica longa

(RecLep-b).

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 2% do produtos de PCR do gene da RecLep (164
pb). Marcador de 100pb; Amostras: 03 (Boer), 05 (Santa Inés), 07 (Santa Inés) e 10 (Boer).
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 2% do produtos de PCR do gene do
RecLep cortados com a enzima Hinfl (103pb). M= Marcador 100pb; Amostras: 01
(Dorper), 05 (Santa Inés), 06 (Anglo Nubiano), 07 (Santa Inés), 08 (Anglo Nubiano),
09 (Boer), 10 (Boer), 11 (Anglo Nubiano), 13 (Anglo Nubiano), 14 (Dorper) e 04
(Dorper).

Resultados parecidos foram encontrados por Abud et al., (2017), quando avaliaram o
polimorfismo do gene RecLep para 56 animais da raca Nelore e encontraram 80,35% (45
animais) com polimorfismo CC e, com os descritos por Nascimento et al., (2012) eSilva
et al., (2012), que analisaram esse mesmo polimorfismo para animais Nelore, e
encontraram os valores de 77, 3% e 72, 7% de polimorfismo CC. Todos os referidos
autores relacionaram em seus estudos o polimorfismo do gene ReclLep com
caracteristicas de crescimento, carcaca e a ocorréncia de precocidade sexual em fémeas
Nelore.

Caso ocorra uma mutacdo génica envolvendo a alteracdo em um Unico par de
bases numa determinada regido do gene do Receptor da Leptina (C - T), ocorrera a troca
de aminoé&cidos, de treonina (ACT) para metionina (ATG). Tais alteracbes podem
modificar as funcGes da proteina e interferir na eficiéncia reprodutiva dos individuos.

O polimorfismo CC parece esta relacionado a caracteristicas produtivas positivas
para 0s ruminantes, porém, devem ser realizados mais estudos para compreender melhor

esse polimorfismo presente no genoma dos caprinos e ovinos.
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5. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos nesse estudo, concluiu-se que o polimorfismo encontrado
para o gene do RecLep esté relacionado positivamente com caracteristicas zootécnicas de
interesse.

Anédlises genéticas a partir de marcadores moleculares fornecem informacdes sobreo
polimorfismo de alguns genes de interesse comercial, auxiliando na selecdo precoce de
individuos geneticamente superiores. A integragdo das técnicas moleculares com as
metodologias tradicionais utilizadas no melhoramento genético animal, ird resultar em
melhorias na producdo do rebanho, permitindo, por exemplo, um menor intervalo entre
geraces com aumento do ganho genético.

Porém, fazem-se necessarias mais investigaces do polimorfismo desses genes em

espécies caprinas e ovinas.
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