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PALAVRAS CHAVE ADICIONAIS

Marcadores moleculares.

RESUMO

Objetivou-se estudar a relagdo entre o
polimorfismo no gene da leptina (LEP), especi-
ficamente o éxon 2, e o microssatélite do receptor
do horménio do crescimento (SSR-GHR) com as
caracteristicas de crescimento em animais das
racas Anglo-Nubiana e Boer, a fim de identificar
marcadores que possam ser Uteis na selegéo
desses animais da espécie caprina de elevado
mérito genético. Foram obtidas as frequéncias
alélicas e heterozigosidade com auxilio do progra-
ma Toolkit. O teste para o equilibrio de Hardy-
Weinberg foi feito com auxiliodo GENEPOP, no qual
os marcadores se mostraram em desequilibrio
para as populagdes. Para a LEP os valores de
heterozigosidade observada foram bem maiores
do que os esperados e todos os animais
apresentaram o mesmo padrdo eletroforétrico
com dois alelos (150 e 152 pb). No loco do GHR
observou-se cinco alelos com tamanho variando
de 90 a 125 pb. Para verificar a influéncia dos
genotipos dos fragmentos polimérficos do GHR e
da leptina sobre o desenvolvimento dos animais
foram utilizados os pesos ao nascer (PN) e ao
desmame (PD), para os quais foi feito analise de
variancia e teste de médias com auxilio do
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procedimento GLM do programa SAS. Observou-
se efeito significativo dos genétipos sobre os
pesos ao nascer (PN)e a desmame (PD). Sugere-
se, o estudo destes polimorfismos em maior nime-
ro de animais para confirmagédo do efeito sobre
caracteristicas de crescimento.

SUMMARY

This study aimed to evaluate the relationship
between leptin gene polymorphism (LEP),
specifically exon 2, and microsatellite of the growth
hormone receptor (GHR-SSR) with the growth
characteristics of Anglo-Nubian and Boer goats to
identify useful markers for selecting animals with
high genetic merit. The Toolkit program was used
for obtaining the allele frequencies and heterozy-
gosity. Hardy-Weinberg equilibrium test was
performed with GENEPOP software. Markers were
in desequilibrium in all populations studied.
Observed heterozygosity values for LEP were
greater than expected heterozygosity. All animals
showed the same electrophoretic pattern with
two alleles (150 and 152 bp). On GHR locus was
detected five alleles ranging from 90 to 125 bp.
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Birth weight (BW) and weaning weight (PD) were
used to evaluate the influence of polymorphic
fragments on the animal growth. They were
analyzed by GLM procedure of SAS software.
The genotypes showed a significant effect on
birth (BW)and weaning weight (PD). Itis necessary
to increase the number of samples to confirm the
relationship among GHR and leptina polymorphic
fragments GHR and growth characteristics.

INTRODUCAO

E notéria a crescente preocupagio com
a qualidade da carne nas espécies de
interesse econdmico devido ao mercado em
expansdo e a crescente demanda por carnes
mais magras e de melhor qualidade. A Chi-
na, India, Australia, Nova Zelandia e Turquia
sd0 os paises com maior concentragido de
rebanhos, enquanto o Brasil vem ocupando
o nono lugar (Correia, 2007). O rebanho
caprino brasileiro estd em torno de 9,450
milhdes de cabecas, sendo aregido Nordes-
te detentorade 8,637 milhdes (IBGE, 2007).
Embora o Nordeste possua condigdes
edafoclimaticas favordveis para a criacdo
destes animais, (Madruga et al., 2005), o
desenvolvimento do agronegoécio da
caprinocultura, quanto a sua tecnificacao,
ainda ¢ inexpressiva, se comparada aos de
bovinos e suinos. Dentre as ragas caprinas
com aptidao para producdo de carne estdo
aBoer e Anglo-Nubiana, que segundo (Ma-
druga et al., 2005), vem sendo utilizadas
recentemente em cruzamentos comrebanhos
SPRD (sem padraoracial definido) e também,
com ragas nativas como a Moxoto.

Paraacadeiaprodutiva da caprinocultura
de corte alcangar um nivel promissor e com-
petitivo ¢ indispensavel o desenvolvimento
de tecnologias que possam auxiliar a
melhoria da qualidade e eficiéncia na
producdo. E necessario profunda mo-
dificacdo de logistica, para que ocorram
mudangas no cendrio nacional, em todas as
classes envolvidas na producdo de caprinos
de corte, desde o pesquisador até o produtor.

Uso de dados moleculares como os mar-
cadores bioquimicos e de DNA em progra-

mas de melhoramento genético ajuda o
melhorista a alcangar o objetivo desejado e
essas vantagens vao desde a selecdo
precoce de animais, por meio da andlise de
genes antes que ocorra sua expressdo, até
a selecdo de caracteristicas que sao
mensuradas apo6s a morte do animal
(Schierholt, 2005), como por exemplo, os
pardmetros de qualidade da carne (for¢a de
cisalhamento e atividade da calpastatina)
que requerem serem realizadas no final do
ciclo produtivo.

Coutinho et al. (2007) em uma revisao
sobre gendomica animal, destacam que,
dentre as espécies domésticas de interesse
econdmico, a caprina ¢ a que tem sido me-
nos estudada e seu genoma ainda nao foi
completamente estudado, com apenas 637
dbEST, ou seja, a Sequence Tag ¢ uma sub-
sequéncia pequena de cDNA transcrito,
bem inferiores aos de espécies como bovi-
na, ovina, suina, equina, canina e peixes.

O uso eficiente de marcadores molecu-
lares deve considerar como base, o poli-
morfismo genético, bem como os aspectos
técnicos dos métodos que os definem inclu-
sive as vantagens e limitacdes de cada classe
(Faleiro, 2007). Os marcadores moleculares
destacam-se por serem altamente polimor-
ficos, detectados em qualquer fase da vida
do individuo e apresentarem caracteristicas
dominantes ou co-dominantes, além de nao
serem influenciados pelo ambiente. Uma
das principais metas da pesquisa genémica
tem sido a identificacdo de locos que con-
trolam caracteristicas quantitativas, sendo
a analise de genes candidatos uma das
abordagens mais utilizadas para esse fim.

A busca de genes candidatos para carac-
teristicas ligadas a produtividade vem aumen-
tando consideravelmente, sendo ferramenta
valiosa para o melhoramento animal.

O gene candidato deve apresentar um
oumais polimorfismos nos animais parentais
usados; deve-se verificar se a mutacdo ¢
conservativa e em seguida, realiza-se
estudos visando identificar associagdes
com caracteristicas de interesse nos pro-
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gramas de melhoramento (Schierholt, 2005).

Na espécie caprina sdo poucos 0s
estudos realizados com essa finalidade como
o de (Singh et al., 2009) com duas ragas
indianas, o que torna necessario ampliar os
estudos, para identificagdo de genes candi-
datos com implicacdo em caracteristicas de
interesse econdmico. Faz parte desta cate-
goriade marcadores, o gene do hormoénio do
crescimento e o gene da leptina. Ambos
exercem atividades biologicas no organis-
mo, podendo estar associados a uma ou
mais caracteristicas de produgao.

A caracterizagdo do gene da leptina na
regido do éxon 2 tem sido analisada em
diferentes espécies, como suina, bovina,
bubalina, humana (Liefers et al., 2002;
Zwierzchowskietal.,2001). Dois alelos (T
e C) foram observados no gene da leptina
com a enzima de restricdo Hinf1, anélise de
restri¢do na espécie suina (Stratil et al.,
1998). O padrao de polimorfismo foi
associado com a deposicao de gordura cor-
poral e maior nivel de RNAm da leptina no
tecido adiposo em bovinos de corte
(Buchanan et al., 2002).0 presente estudo
teve como objetivo estudar um seguimento
do gene da leptina na regido do éxon 2 e o
microssatélite do receptor do hormoénio do
crescimento em duas racas de caprinos
Anglo-Nubiana e Boer, investigando a
ocorréncia de polimorfismos e sua associa-
¢do com caracteristicas de crescimento, com
afinalidade de gerar informacdes que possam
auxiliar na sele¢do destes animais.

MATERIAL EMETODOS

Foram utilizados 62 caprinos, dos quais
30 daragaBoer (25 fémeas e 5 machos) e 32
daraca Anglo-Nubiana (24 fémeas e 8§ ma-
chos) provenientes de diferentes fazendas
dos municipios: Bezerros (16 Anglo-
Nubiana) e Cha-Grande (15 Boer) do Estado
de Pernambuco e do municipio Juazeiro (16
Anglo-Nubiana)e (15 Boer), Estado da Bahia.

Para as andlises moleculares foram
coletados cerca de 5 mL de sangue periféri-

codecadaanimal, por punc¢ao da veiajugular,
utilizando-se tubos vacutainer contendo
7,5 mgde EDTA. Apds a colheita, os tubos
foram mantidos a -20°C até o momento da
extracdo de DNA. No momento da coleta de
material bioldgico também foram obtidos
dados de peso ao nascer e ao desmame de
cada individuo.

As analises foram realizadas no Labora-
torio de Fisiologia Animal Molecular Aplica-
da do Departamento de Morfologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

A extragdo do DNA foi realizada de
acordo com o protocolo descrito por
Maniatis et al. (1989). Posteriormente a
obtencao do DNA gendmico realizou-se uma
analise qualitativa.

O DNA extraido mostrou-se integro, sem
quaisquer sinais de contaminacdo e em boa
quantidade, como pode ser observado na
figura 1.

Asreacdes de PCR foramrealizadas em
termociclador (Biocycler) utilizando agua
ultra-pura, tampao, dNTP, primers sinteti-
zados para o gene da leptina na regido do
éxon 2 e para o gene do GHR.

OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE AMPLIFI-
CACAO POR PCR DO EXON 2 DA LEP E DO
GENEDO GHR

As genotipagens dos polimorfismos do

Figura l. Eletroforese contendo amostras de
DNA genomico extraido. (Electrophoresis of
samples containing the extracted genomic DNA).

Archivos de zootecnia vol. 61, num. 234, p. 189.
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éxon 2 do gene da leptina e do microssatélite
do gene GHR (SSR-GHR) foram realizadas
por PCR, utilizando oligonucleotideos ini-
ciadores (primers) descritos por Neuensch-
wander et al., 1996 para leptina: primer
Forward—5"-TGCAGTCTGTCTCCTCCA
AA -3 'primer Reverse:5- CGATAATTG
GATCACATTTCTG-3"eporLucyetal.
(1998) para o microssatélite do GHR: primer
Forward -5’ gtg ctc taa tet ttt ctg gtacca gg
3" e primer Reverse - 5" cct ccc caa atc aat
tac att ttg tc 3PCR - leptina.

Para o éxon 2 do gene da leptina foi
utilizado o PCR Optimizer Kit (Invitrogen),
constituido por tampao com 200 mM de
Tris-HCL e 50 mM de sulfato de amonio.
Para a reagao foi utilizado 2 pL. de DNA
genomico (20 ng/pL) adicionados a23 pul do
mix de reagdo compostos pelos seguintes
reagentes: 2,5 de um tampao de buffer; 2,5
pL de dNTP (2mM), 1,5 uL MgClI2, 1uL (2
mM) de cada primer (10 pmoles/uL), 0,1 uL
(1U) de enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen), paraum volume final de 25 uL.
O termociclador foi programado para 35 ci-
clos térmicos constituidos por: desna-
turagdo inicial a 95°C por 2 minutos (1 ciclo);
desnaturagdo a 95°C por 1 minuto; anela-
mento dos primers a 55°C por 1 minuto;
extensao a 72°C por 1 minuto e extensao
final a 72°C por 7 minutos (1 ciclo). Apds
amplificacdo, os amplicons foram visua-
lizados em gel de agarose 2% para posterior
digestdo com enzimapelatécnica PCR-RFLP,
como pode ser visto na figura 2.

A analise daregido do exon 2 revelaram
o produto amplificado de 150 pb.

PCR-RFLP HINF |

A digestdo com aenzima HinfI(Fermen-
tas), que reconhece sitio de restricdo, 5'-
GLANTC-3'3"-CTNATG-5", conduziu-se de
acordo com o seguinte protocolo (cada
reagdo): 1,5 uL tampao (10x BufferR), 1 uL
enzima Hinf1(10ng/mL),5 uL PCR daleptina
e2,5 pL aguaultra pura, tendo como produto
final de 10 uL. Essa etapa foi realizada em
termocicladora37°C por 4 horas. Em segui-

da os produtos da digestao foram analisados
em gel de poliacrilamida 5% para eficiéncia
da enzima e avaliacdo dos tamanhos dos
fragmentos utilizando um marcador de 10 bp
(Invitrogen).

As amostras de PCR amplificadas foram
submetidos a digestao Hinf-1 e analise de
RFLP mostrou um produto de 152 pb no
ex6n 2 do gene da leptina em ambas as racas.

PCR-GHR

Para o microssatélite GHR a reagdo de
amplificacdo (PCR) foi constituida por: 10
ng de DNA gendmico; 10 pmol de cada
primer; 1,25 mM de dNTP mix; 2,5 pL tampao
PCR 10x concentrado (200 mM Tris-HCl pH
8,0; 50 mM KCl); 2mM deMgCl2e0,2 uLe
Tag DNA polimerase para um volume final
de 25 pL. O termociclador foi programado
para 35 ciclos térmicos constituidos por:
desnaturagdo inicial a 94°C por 4 minutos (1
ciclo); desnaturacdo a 94°C por 1 minuto;
anelamento dos primers a 60°C por 45 se-
gundos; extensdo a 72°C por 1 minuto e
extensao final a 72°C por 4 minutos (1 ciclo).
Apos a PCR, os produtos da amplificagdo

Figura 2. Eletroforese contendo produtos
amplificados do gene da leptina do éxon 2 em
4 animais das duas ragas, mostrando o padrdo
de migracdo dos fragmentos em gel de
agarose 2,0%. M: Marcador de DNA de 50
pb. (Electrophoresis whit amplified products from
leptin gene exon 2 on animals of Anglo-Nubiana and
Boerbreeds, pattern migration of the fragmentsin the
agarose gel with 2.0%. M: DNA marker with 50 pb).

Archivos de zootecnia vol. 61, num. 234, p. 190.
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foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 5%.

No gel de poliacrilamida foramutilizados
5 pL de cada produto de PCR e 5 uL do
tampao de carregamento da amostra (NaOH,
azul de bromophenol, xileno cianol em uma
proporcdo de 1:1). Um marcador de peso
molecular de 10pb (Invitrogen) foiutilizado
nas eletroforeses a fim de se estimar o
tamanho dos amplicons. A eletroforese foi
conduzida em uma cuba vertical, a 1500 V,
60MA e 55W, com uma duragdo médiade 1
hora e 30 minutos a uma concentracao de
0,5% em tampao de TBE. A revelagdo dos
géis de poliacrilamida foi feita com nitrato
de prata.

ANALISES ESTATISTICAS

Foram obtidas as freqiiéncias alélicas e
heterozigosidade esperada (He) e observa-
da (Ho) segundo Nei (1987) com auxilio do
programa Toolkit (Park, 2001). O teste para
o equilibrio de Hardy-Weinberg foi feito
com auxilio do GENEPOP versao 4.0.10,
conforme Rousset (2008).

Paraverificar ainfluéncia dos gendtipos
dos fragmentos polimoérficos do GHR e da
leptina sobre o desenvolvimento dos animais
foram utilizadas as caracteristicas peso ao
nascer (PN) e peso ao desmame (PD) de
animais alimentados com ra¢do comercial.
Foi feito analise de varidncia e teste de
médias com auxilio do procedimento GLM
do programa SAS (1999), de acordo com o
seguinte modelo:

yijk\= ”’ + Si + I_j + Lk + eij\

emque:
Y= variavel dependente, peso ao nascer (PN) e
ao desmame (PD);

pn=meédia geral;

S= o efeito fixo do sexo i, i= 1 macho ou 2 fémea;
L=oefeitofixoderagaj, j= Anglo-Nubiana ou Boer;
L, = efeito fixo de local k. k= Fazenda 1, 2, 3 e 4;
e,= erro aleatorio com média zero e variancia c2.

Asmédias foram submetidas ao teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS EDISCUSSAO

Observou-se a amplificacdo de ambos
os marcadores estudados nas duas ragas
avaliadas. O tamanho de alelos no loco do
GHR variou de 90 a 125 pb enquanto a
leptina apresentou-se com um padrio unico
de 150 e 152 pb.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi feito
com auxilio do GENEPOP versao 4.0.10,
conforme Rousset (2008), onde os marcado-
res se mostraram em desequilibrio para as
populagdes.

Na tabela I, encontra-se a freqiiéncia
alélica daleptinano éxon 2 nas racas Anglo-
Nubiana e Boer estudas.

Os valores de heterozigosidade obser-
vada foram bem maiores do que a esperada,
devido ao excesso de heterozigotos nessas
populacdes. Todos os animais apresentaram
o mesmo padrao eletroforétrico, com frag-
mentos de amplitude de 150 e 152 pb,
gerando gendtipo heterozigoto (150/152)
emtodos os animais (figura 3). Portanto na
amostra estudada, ocorre a presenca desse
unico gendtipo no qual possui polimorfismo.

As amostras de PCR amplificados foram
submetidos a digestdo Hinf I e andlise de
RFLP mostrouum fragmentode 150e 152 pb
(figura 3), comprovando a eficicia da
digestdo pela Hinf I no exon 2 do gene da
leptina em ambas as racgas.

Singh et al. (2009) ao analisar o polimor-
fismono éxon 2 do gene daleptina em caprinos

Tabelal. Frequéncias alélicas, heterozigoses
observada (Ho) e esperada (He) para a
leptina nas ragas Anglo-Nubiana e Boer.
(Allele frequencies, observed (Ho) and expected
(He) heterozygosity for leptin in both Anglo-Nubian
and Boer breeds).

Alelos Anglo-Nubiana Boer
150 50,00 50,00
152 50,00 50,00
Ho 1,0 1,0
He 0,508 0,508

Archivos de zootecnia vol. 61, num. 234, p. 191.
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152 pb
150 pb 1

Figura 3. Eletroforese contendo os produtos de digestdo pela enzima de restrigdo Hinf 1 para
o gene leptina na regido do éxon 2, com visualizagdo dos fragmentos em gel de poliacrilamida
5,0%. M: Marcador de DNA 10 pb. (Electrophoresis containing the products of digestion by the
restriction enzyme Hinf for leptin gene in the region of exon 2, with visualization of the fragments on
polyacrycrylamide gel with 5.0%. M: DNA marker with 10 pb).

indianos da raca Jamunapari e Barbari
obtiveram na amplificacdo um produto
homozigoto de 152 pb em ambas as ragas.

Na figura 4, apresenta-se os produtos
de PCR que foram amplificados do GHR em
gel de poliacrilamida a 5%.

Os alelos do loco SSR-GHR apresen-
taramalelos de 90,95,115,120¢ 125 pb nos
rebanhos analisados, mostrando-se bastan-
te polimorfico. O alelo de 125 pb foi exclusi-
vo do rebanho Anglo-Nubiana além do que
no grupo Boer os alelos 95 ¢ 120 ocorreram
em freqii€éncia muito baixa, como pode ser
visto na tabela II.

O locus SSR-GHR foi um marcador de
microssatélite desenvolvido para a espécie
bovina. Neste estudo foram identificados
cinco alelos com fragmentos de 94, 104, 106,
108 e 112 pb, descritos por Lucy et al. (1998).
Leal (2009), utilizando este mesmo oligo-
nucleotideos iniciadores (primers) na

espécie ovina com a raca Morada Nova e
Santa Inés encontraram polimorfismo nas
diferentes racas, independente do numero
de crias por parto. Contudo, quando se

TabelaIl. Fregqiiéncia alélica, heterozigoses
observadas (Ho) e esperada (He) para o
GHR nas ragas Anglo-Nubiana e Boer. (Allele
frequencies observed heterozygosity (Ho) and
expected (He) for GHR in both Anglo-Nubian e
Boer breeds).

Alelos Anglo-Nubiana Boer
90 14,06 48,33
95 35,94 1,67
115 15,63 48,33
120 29,69 1,67
125 4,69 -
Ho 1,0 1,0
He 0,748 0,541
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Figura 4. Eletroforese contendo os produtos da PCR para o gene GHR, com visualiza¢do dos
fragmentos em gel de poliacrilamida 5%. M: Marcador de DNA 100 pb (A). Detalhe dos
padrées de migragdo dos trés genotipos encontrados na populagdo(B). (Electrophoresis of PCR
products containing the gene for GHR with visualization of the fragments in the polyacrylamide gel with
5%. M: DNA marker with 100 pb (A). Detaits of the migration patternsfor the three genotypes found in

the population (B)).

compararam animais de mesma raga com
numero de crias diferentes esse mostrou-se
monomorfico.

Foram identificados os gendtipos 90/
115,95/120€95/125 com freqiiénciade 62,9%,
32,26% e 4, 84%, para as ragas estudadas,
respectivamente, sendo o genotipo 95/125
especifico da raca Anglo-Nubiana.

Os animais daraga Anglo-Nubiana com
genotipo 95/120,90/115 ndo apresentaram
diferencas nas médias de pesos ao nascer.
No entanto, observou-se diferencas signi-
ficativas nos pesos ao desmame entre esses

gendtipos, sendo que os animais de
genotipos 95/120 apresentaram peso supe-
rior aos demais (tabela ITI).

Na Raca Boer predominou o gendtipo
90/115(96,67%) e esses também apresenta-
ram pesos ao nascer € ao desmame signifi-
cativamente superiores aqueles de gendtipo
95120.

O gendtipo 95/125 exclusivo da raca
Anglo-Nubiana apresentou a menor média
paraPN e PD comuma freqiiénciade 9,375%.
A menor proporcao desse gendtipo sugere
a possibilidade de selecdo contra esse

Archivos de zootecnia vol. 61, num. 234, p. 193.
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Tabela Ill. Numero de observagoes (N), média
de peso ao nascer (PN), média de peso a
desmame (PD), de acordo com gendtipos
para o gene GHR nas populacdes Anglo-
Nubiana e Boer. (Number of observations (N),
mean birth weight (PN), average weight at weaning
(PD), according to the gene GHR genotypes in
Anglo-Nubian and Boer populations).

Gendtipos  Anglo-Nubiana Boer

N PN PD N PN PD
90/115 10 3,18 14,85° 29 3,90 23,96
95/120 19 3,40° 16,76= 1 3,50 19,0
95/125 3 267" 13,50° - - -

*nao foi feito teste de média para essa variavel
nessa raga por conter apenas um animal no
gendtipo 95120. Letras diferentes em colunas
diferem estatisticamente pelo teste t (p<0,05).

gendtipo por apresentarem menor peso.

Em geral, observou-se predominéncia
do genotipo 90/115 naracaBoere 95/120 na
raga Anglo-Nubiana, genotipos esses com
maior desempenho em ambas as racas, o que
sugere que a selecdo estd sendo direcionada
possivelmente para esses genotipos pela
maior capacidade produtiva que apresentam.

De uma maneira geral, a literatura ¢
escassa em estudos com marcadores
genéticos para caracteristicas de producao
em caprinos. Entretanto, em sistemas de
producdo de carne, a eficiéncia da sele¢do
deve ser constantemente avaliada por
estarem diretamente relacionadas a rentabi-
lidade econdmica da produgao.

Osestudos com o GHR tem sido alvo em
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