" UNIVERSIDADE DE BRASILIA
.‘ FACULDADE DE AGRONOMIA E VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE ANIMAL

DETECCAO DOS GENES HALOTANO E RENDIMENTO
NAPOLE EM PLANTEIS DE SUINOS NO DISTRITO
FEDERAL E ENTORNO.

DEBORA CRISTINA ALVES DAS CHAGAS

DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE ANIMAL

BRASILIA/DF
Julho 2014



" UNIVERSIDADE DE BRASILIA
.‘ FACULDADE DE AGRONOMIA E VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE ANIMAL

DETECCAO DOS GENES HALOTANO E RENDIMENTO
NAPOLE EM PLANTEIS DE SUINOS NO DISTRITO
FEDERAL E ENTORNO.

DEBORA CRISTINA ALVES DAS CHAGAS
ORIENTADORA: PROF.2 DR.2 SIMONE PERECMANIS
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE ANIMAL

PUBLICACAOQ: 098/2014

BRASILIA/DF
Julho 2014



3 UNIVERSIDADE DE BRASILIA
/ FACULDADE DE AGRONOMIA E VETEBINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE ANIMAL

DETECCAO DOS GENES HALOTANO E RENDIMENTO NAPOLE EM PLANTEIS DE
SUINOS NO DISTRITO FEDERAL E ENTORNO.

DEBORA CRISTINA ALVES DAS CHAGAS

DISSERTACAO DE MESTRADO
SUBMETIDA AO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM SAUDE ANIMAL, COMO
PARTE DOS REQUISITOS NECESSARIOS A
OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM
SAUDE ANIMAL

APROVADA POR:

B _-i
e At iin

T AN,
———

SIMONE PERECMANIS, PROF.? DR® (Universidade de Brasilia)
(ORIENTADORA)

Q)-»QQ-QS‘-—- {70\ N J = Frex s S
ANGELA PATRICIA SA ANA, PROF.® DR? (Universidade de Brasilia)
(EXAMlNADqRA INTERNA)

/
e

/m:ﬁnone FLORIANI RAMOS, PESQUISADOR. DR® (EMBRAPA)
" (EXAMINADOR EXTERNO)

BRASILIA/DF, 01 DE JULHO DE 2014.



REFERENCIA BIBLIOGRAFICA E CATALOGACAO

CHAGAS, D.C.A. Deteccao dos Genes Halotano e Rendimento N4pole em plantéis
de suinos no Distrito Federal e Entorno. Brasilia: Faculdade de Agronomia e

Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, 2014, 48 p. Dissertacdo de Mestrado.

Documento formal, autorizando reproducao desta
dissertacdo de mestrado para empréstimo ou
comercializacao, exclusivamente para fins
académicos, foi passado pelo autor a Universidade
de Brasilia e acha-se arquivado na Secretaria do
Programa. O autor reserva para si 0s outros direitos
autorais, de publicagdo. Nenhuma parte desta
dissertacdo de mestrado pode ser reproduzida sem a
autorizacdo por escrito do autor. Citacbes sao
estimuladas, desde que citada a fonte.

Chagas, Débora Cristina Alves

Estudo da Presencga dos Genes Halotano e Rendimento Napole
em Suinos no Distrito Federal e Entorno/ Débora Cristina Alves das
Chagas, orientacdo de Simone Perecmanis — Brasilia, 2014. 48 p.: Il
Dissertacao de Mestrado (M) — Universidade de Brasilia/Faculdade de

Agronomia e Medicina Veterinaria, 2014.

1. Doencgas Genéticas de Suinos. 2. Gene Halotano. 3. Gene
Rendimento N4pole. 4. PCR-RFLP. Perecmanis, S.

CDD ou CDU

Agris / FAO




Dedico este trabalho:

Ao meu marido Giancarlo, com amor, admiragéo e gratiddo, por sua compreensao,

carinho e incansavel apoio ao longo do periodo de desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus pais, Mauro e Maura, e irmdo Daniel, que mesmo distantes souberam me
confortar, apoiar e motivar com suas palavras de carinho e sabedoria. Vocés séo as

inspiracdes e forcas que busco diariamente para percorrer 0 meu caminho.

A minha querida V6 Maria (in memorian), que com sabedoria, amor e generosidade,
pdde me proporcionar a formacéo de principios e ensinamentos que estarao sempre
presentes nos meus dias.

Aos meus amigos e familiares, que ndo pouparam incentivos e palavras de carinho, me
proporcionando inimeros momentos de alegria e descontragdo ao longo desta
trajetoria.



AGRADECIMENTOS

A professora Simone Perecmanis, exemplo a ser seguido, pela orientagéo,
confianga, oportunidade, serenidade transmitida e ensinamentos concedidos durante

esta caminhada.

Aos participantes da banca examinadora, professora Angela Patricia, professor
Gino Chaves e Dr° Alexandre Floriani, pelo aceite, aprendizado e conhecimento
compartilhado.

As propriedades, Fazenda Sucupira da EMBRAPA Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Escola Agrotécnica do Instituto Federal de Brasilia (IFB) e frigorifico
comercial, pela disponibilidade dos animais e ajuda nas coletas realizadas neste
trabalho.

Aos membros da equipe (técnicos, residentes e estagiarios) do Laboratorio de
Microbiologia Médica Veterinaria da Universidade de Brasilia, Hudson Holanda, Ana
Paula Faria, Cléia Nunes, Marcela Tokatjian, Luciana Lobo, Diego Ribeiro, Marcus
Portugal, Fernando Maidana e Dalila Gonzaga, pela amizade, motivacdo, apoio e

colaboracéo direta e indireta na execucéao deste trabalho.

A equipe técnica do laboratério de Patologia Clinica Veterinaria, em especial &

Marcela Scalon, pela ajuda técnica na conducao do experimento e incentivo.

Aos colegas de orientacéo e de jornada, Manuela Rodrigues, Anne Daianne (in
memorian), Gustavo Martins, lvanildo Santos e Bidiah Mariano, pelo compartilhamento

de ideias, angustias e conhecimento.

Aos demais colegas e funcionarios da Universidade de Brasilia, que de alguma

forma auxiliaram na realizacdo deste trabalho.

A Universidade de Brasilia, pela oportunidade e pela qualidade de ensino

proporcionada aos alunos.



“Se vi mais longe é porque estava apoiada nos

ombros de gigantes”.

Isaac Newton

“Renda-se, como eu me rendi. Mergulhe no que
vocé ndo conhece como eu mergulhei. Nao se
preocupe em entender, viver ultrapassa todo o

entendimento”.
Clarice Lispector

iv



SUMARIO

LISTA DE TABELAS E GRAFICOS.......coi oottt vii
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e ettt e e e ettt e e e ettt e e e e e nbe e e e e e nbt e e e e e nneeeaas viii
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES .....coiioeceeeeeeeee et iX
RESUMO ...ttt oottt e e ekttt e e oo R bt e e e e bbbt e e e e R b bt e e e e n e e e e e nnr e e e n Xi
AB ST R A CT -ttt e et e e et e e b e e oo E e e e e h et e e E e e e e e n e e e e e nrr e e e e nees Xii
CAPITULO | ettt ettt ettt ettt st e sttt ete et e et et e st essebesae st et e s ereare e 1
1N LRI 510 07:Y @ 1SR 1
REFERENCIAL TEORICO .....ocouiitiiiieieie ettt ettt ettt ettt ve sttt sesbe st et e s ensaveea s 2
1. ClassSifiCaG80 A0S SUINOS .....cciiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e aeeeee s 2

2. Historico da DOMEStICAGAD 08 SUINOS ......uueiiiiieiiiiiiiiiiiee ettt e e e 3

3. A Producao de SUiNOS NO BrasSil.........ccouiiuuiiiiiiiieeeiiiiiie ettt 4

4. MelhoramentO GENETLICO ....cciiii e 6

5. Qualidade da Carne e EfeitoS GENELICOS .......cccvvuiiiieiiiieeiiteeeee e ee e e e e e e 8

T | (T = oo TSR T 1= o TN 9

7. Relagédo entre a Sindrome do Estresse Suino (PSS) e a Carne Pdlida, Macia e
EXSUAALIVA (PSE) ...ttt e e e e e e ettt e s e e e e e e e e ettt e e e eeeaeaanees 9

PO T¢= T (ST 4= Tor=To lo [o M €T=T o[ o F= 110] 7= L o [o R 11

ST OF: 11 1 =3 Voo - RSP 15

8.1 Caracterizac@o do Gene Rendimento NAPOIE ...........uuuuuumiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienennnnnees 16

L0 ] = L LV 1 PP 20
GBIl e 20
1] o= oA { Lo o 1< PSRRI 20
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coiiuiiiieeee ettt 21
CAPITULO 1 ettt ettt et te et e et et esseaeeteeteese s eneaaeeaens 29
1N RESI0] 510 07:Y @ 1S 29
MATERIAL E METODOS .......oooiitiieeeee ettt ettt ettt ettt ettt ae et e et nsereeae e 31
I Y o 11 F= VLS 1122 o [0 USRS 31

2. Coleta e Processamento das AMOStras SaNQUINEAS...........ovcuvvvviieieeeeeiiiiiiiiieeaaaee e 31



3. Deteccdo dos Genes Halotano e Rendimento Napole pela técnica de Reacdo de

Polimerizacdo em Cadeia do DNA (PCR) ...coooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32

3.1, GeNE HAIOtANO (HAL) ... 32
3.2. Gene Rendimento NAPOIE (RN) ....ooiiiiiiiiiiiieeee e 34
RESULTADOS ...ttt ettt e ekttt e o4 a ket e 2o h bttt e e ekttt e e e s e e e e e anbb e e e e anbneaeans 35
1. Deteccao do Gendtipo Halotano (HAL) pela técnica de PCR ..........coooviiiiiiiiiiiiiennnnn, 35

2. Deteccédo do Gendtipo Rendimento Népole (RN) pela técnica de PCR....................... 37

3. Gendtipo Halotano x Gendtipo Rendimento NApoIe ..........cceeviieiiiiiiiiiiiee e, 40
DISCUSSAD ..ottt ettt ettt et ettt et eae et e et et et ese et e et et et eaeeaeete st et eneereeaeane 40
CONCLUSAOD . ...ttt ettt ettt et et et e et e et et e e eseeteste et et eneaaeeeens 43
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cuiitiieeeeee ettt 44
ANEXO A ettt e e h e ettt h et e et ee e aR e et e aRtee et ee e e beeeebeeeabeeennte e e ennee 47

vi



LISTA DE TABELAS E GRAFICOS

Tabela 1: Gene de origem, sequéncia de oligonucleotideos, tamanho dos produtos de
amplificacdo e referéncia bibliogréfica das reagfes de PCR utilizadas ....................... 32

Tabela 2: Frequéncia genotipica do Gene Halotano de 52 suinos oriundos da coleta em trés

diferentes origens do Distrito Federal @ ENtOrNO.............ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 36

Tabela 3: Frequéncia do genétipo HAL™ e do alelo n do Gene Halotano de 52 suinos oriundos

trés diferentes origens do Distrito Federal € ENtOrNO0...........ccoovvviiiiiiiiii e, 37

Tabela 4: Frequéncia genotipica do Gene Rendimento Napole de 52 suinos oriundos da coleta

em trés diferentes origens do Distrito Federal € ENtOrN0...........cccoovvvviieiiieeeeevevivinnnnnn. 39

Tabela 5: Apresentagcdo dos resultados de acordo com as propriedades, animais coletados,
raca e a frequéncia genotipica do Gene Halotano e Rendimento Népole de 52 suinos

provenientes da coleta de sangue de propriedades do Distrito Federal e Entorno ...... 47

Vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 0,03% corado com brometo de etidio do gene HAL
amplificado por PCR e digerido com a enzima Hhal. M) marcador molecular de 100pb;
1) Fragmento de 81pb de animal homozigoto recessivo ou mutante (HAL™); 2)
Fragmentos de 81pb, 49pb e 32pb de animal heterozigoto (HAL""); 3) Fragmentos de
49pb e 32pb de suino homozigoto dominante (HALMY). .....ccooiiieeceiie e 36

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio 0,018% do gene RN
amplificados por PCR e digeridos com a enzima BsrBl. M) marcador molecular de
100pb; 1) Fragmento com 616pb referente ao genétipo RN’, 2) Fragmentos com

aproximadamente 200pb e 416pb apds digestao, referentes ao gendtipo ™. ............ 38

viii


file:///C:/Users/Eliane/Downloads/Tese%20-%20Eliane%20-%2008-06-2014.docx%23_Toc390195434
file:///C:/Users/Eliane/Downloads/Tese%20-%20Eliane%20-%2008-06-2014.docx%23_Toc390195434
file:///C:/Users/Eliane/Downloads/Tese%20-%20Eliane%20-%2008-06-2014.docx%23_Toc390195434
file:///C:/Users/Eliane/Downloads/Tese%20-%20Eliane%20-%2008-06-2014.docx%23_Toc390195434
file:///C:/Users/Eliane/Downloads/Tese%20-%20Eliane%20-%2008-06-2014.docx%23_Toc390195434

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES

ABIPECS

ABCS

ATP

pb

°C

DNA

dNTP
EMBRAPA
GP

HAL
HALN
HALN"
HAL™
MAPA
MicroMedVet
MgCl,

mM

PCR
PCR-RFLP
pH
PRKAG3
PSE

PSS

RFLP

RN

RN'RN’
RNrn*

rnrn*

- Associacédo Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de Carne

Suina.

- Associacao Brasileira de Criadores de Suinos

- Adenosina Trifosfato

- Pares de base

- Graus Celcius

- Acido Desoxirribonucleico

- Desoxinucleotideotrifosfato

- Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

- Potencial Glicolitico

- Gene Halotano

- Gene Halotano Homozigoto Normal

- Gene Halotano Heterozigoto

- Gene Halotano Homozigoto Recessivo Mutante

- Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

- Laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria

- Cloreto de magnésio

- Mili Molar

- Reagéo em Cadeia da Polimerase

- Reacdo em cadeia de polimerase com digestdo enzimatica
- Potencial Hidrogenibnico

- Proteina quinase, AMP-activada, gama 3 subunidade nao catalitica
- Carne Pédlida, Flacida e Exsudativa

- Sindrome do Estresse Suino

- Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo
- Gene Rendimento Napole

- Gene Rendimento Napole Homozigoto Dominante

- Gene Rendimento Napole Heterozigoto

- Gene Rendimento Napole Homozigoto Recessivo



RYR1

ML
VP

- Rianodina
- Unidade
- Micro litros

- VogesProskauer



RESUMO

As caracteristicas genéticas ndo desejadas para a producdo de suinos ainda
sdo pouco estudadas no plantel brasileiro. O gene Rendimento Népole (gene RN) e o
gene Halotano (gene HAL) sdo exemplos de selecédo génica de genes que apresentam
influéncia direta na qualidade tecnoldgica da carne. O objetivo deste trabalho foi
identificar a presenca dos genes HAL e RN em rebanhos suinos do DF e Entorno,
utilizando a técnica de PCR-RFLP. Os animais estudados foram provenientes de trés
diferentes origens do Distrito Federal e Entorno, que apresentavam diferentes
finalidades de producéo, as quais foram analisadas no Laboratério de Microbiologia
(MicroMedVet) da Universidade de Brasilia. De 52 amostras analisadas, utilizando-se a
enzima de restricdo Hhal, 75% foram provenientes de suinos com genétipo HAL™N, com
producdo de dois fragmentos de 49 e 32pb; 21,1% foram oriundos de animais HAL",
apresentando a formacao de trés fragmentos de 81, 49 e 32pb; e 3,8%de suinos com
gendtipo Halotano recessivo ou mutante (HAL™), com producdo de somente um
fragmento de 81pb. Para o gendtipo Rendimento Napole, 84,6%apresentaram a
digestao do fragmento original de 616pb com a enzima BsrBI originando 2 fragmento de
aproximadamente 416pb e 200pb (r*) e em 15,4%, n&o houve digestdo, mantendo o
fragmento original com 616pb (RN"). A analise da populacao total mostra que um animal
da raca Moura, apresentou gendtipo HAL™ e RN. Com a realizacdo do presente
trabalho, foi possivel concluir que os genes Halotano e Rendimento N&pole estdo

presentes em plantéis de suinos do Distrito Federal e Entorno.

Palavras-chave: Doencas Genéticas de Suinos, Gene Halotano, Gene
Rendimento Napole, PCR-RFLP.
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ABSTRACT

The unwanted genetic traits for pig raising are still poorly studied in the Brazilian
breeding stock. Rendement Napole (RN gene) and Halothane genes (HAL gene) are
examples of gene selection that have direct influence on the technological quality of
pork. This study aimed at identifying the presence of HAL and RN genes in pig herds in
the Federal District and surrounding areas, using PCR-RFLP. The animals were from
three different origins in the Federal District and surrounding areas, having different
farming systems, and then, samples were analyzed in the Microbiology Laboratory
(MicroMedVet) at the University of Brasilia. Fifty-two samples were analyzed using the
restriction enzyme Hhal and 75% of them were from pigs with HAL™N genotype,
producing two fragments with 49 and 32bp; 21.1% were from HAL" animals, with the
formation of three fragments with 81, 49 and 32bp; and 3.8% with recessive or mutant
Halothane genotype (HAL™), producing a single fragment with 81lbp. For the
Rendement Napole genotype, 84.6% showed digestion of the original fragment with
616bp with the BsrBl enzyme yielding 2 fragment with approximately 416bp and 200bp
(™) and for 15.4%, there was no digestion, keeping the original fragment with 616bp
(RN"). The analysis of the total population shows a Moura breed pig presenting HAL™
and RN genotypes. In accomplishing this study, it was concluded that Halothane and
Rendement Napole genes are present in swineherds of the Federal District and

surrounding areas.

Keywords: Swine Genetic Diseases, Halothane Gene, Rendement Napole
gene, PCR-RFLP.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de carne suina e o quarto maior
exportador mundial. Dados da ABIPECS (2012) informam que em 2012 foram
produzidos 3,49 milhdes de toneladas de carne suina, com indices de empregabilidade
do setor em torno de 605 mil empregos gerados, produzindo uma receita de 1,49
bilhdes de dodlares (ABIPECS, 2012). A carne suina € a proteina animal mais
consumida no mundo, tendo ultrapassado a preferéncia dos consumidores pela carne
bovina no ano de 1979 (ELAM, 1997). No Brasil, a atividade da suinocultura esta
concentrada nos estados do RS, PR, SC, MT, MS, GO, MG e SP (ABIPECS, 2012). Em
especial a regido centro oeste vem crescendo em producdo, principalmente com a
vinculagdo a oferta de alimento para estes animais. A maioria das granjas industriais
produtoras de suinos, nestes estados, utiliza material genético obtido de granjas de
reprodutores suideos certificadas, cuja preocupacdo maior € com quesitos sanitarios
como: ser livre de peste suina classica, doenca de Aujeszky, brucelose, tuberculose,
sarna e livre ou controlada para leptospirose, de acordo com a Instrugdo Normativa
SDA - 19, de 15/02/2002, do MAPA - Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2009).

Racas como Duroc, Pietran, Large White e Landrace, assim como seus
cruzamentos, sdo as racas mais comuns criadas no Brasil pelo perfil industrial para
massa muscular que os mesmos apresentam. Algumas granjas de reprodutores de
suinos certificadas ja realizam a selecdo pelo gene Halotano, mas sem realizar para
outros genes a investigacdo (FAVERO e PEREIRA DE FIGUEIREDO, 2009). Além da
suinocultura industrial encontramos em todos os estados brasileiros pequenos criadores
de suinos, que mantém racas industriais e racas localmente adaptados (Piau, Nilo,
Moura, Porco Monteiro, Casco de Burro entre outras) que, na maioria das vezes, nao
contam com o0 uso de critérios de selecdo para caracteristicas indesejaveis (SILVA
FILHA, 2008).



As doengas genéticas, ou também denominadas caracteristicas genéticas nédo
desejadas para a producao de suinos, ainda sao pouco estudadas no plantel brasileiro.
A mais estudada em animais de producdo ainda é a presenca do gene Halotano
(BASTOS et al.,, 2001; BRIDI et al., 2003) que induz a sindrome PSE (pale soft
exsudative), inviabilizando a carcaca para consumo. Outras caracteristicas nao
desejadas, principalmente para a industria, também sao citadas, como o gene Napole,
hérnia escrotal e umbilical, atresia anal, criptorquidia, hermafrodita, tremores,

anormalidade dos tetos, splayleg, “bentlegs”, polidactilia (SEE et al., 2010).

Neste contexto, pesquisas sdo necessarias para o aprimoramento das técnicas
de producao de carne de boa qualidade, a fim de se alcancar mercados mais exigentes
e maior rentabilidade sobre o produto nacional (ANTUNES, 2002). Visando tracar
estratégias de cruzamentos para se reduzir ao maximo a incidéncia de problemas de
qualidade da carne que afete diretamente os ganhos da industria brasileira, produtor

rural e consumidor final.

Assim, a proposta deste projeto foi detectar a presenca genes Halotano e
Rendimento Napole em plantéis de suinos do Distrito Federal e Entorno, utilizando para

tanto a técnica da reacdo de polimerizacdo em cadeia.

REFERENCIAL TEORICO

1. Classificacao dos Suinos

Suinos sdo mamiferos que surgiram ha 40 milhées de anos e que apresentam-
se classificados como (LOVATTO, 2002):

Reino Animalia

Filo Chordata

Classe Mamalia

Ordem Artiodactyla

— Familia Suidae



— Género Sus

— Espécies Sus scrofa, Sus vittatus, Sus mediterraneus

2. Histérico da Domesticagcédo de Suinos

Segundo Amills e colaboradores (2010), a provavel historia de domesticacao de
suinos iniciou-se em varios pontos diferentes na Eurasia entre 9000 a 10000 YBP
(yearsbeforepresent) e provavelmente foi o suino o primeiro dos animais a serem
domesticados, conforme demonstrado em sitios mesoliticos no norte da Europa
(KRAUSE-KYORA et al., 2013).

De acordo com Sarcinelli e colaboradores (2007), o suino doméstico (Sus
domesticus) € originario do javali selvagem, sendo supostos descentes dos Sus scrofa,
uma espécie de javali que habitava as regides da Europa e Asia. O suino Sus scrofa
apresenta grande tamanho, robusta constituicdo, grande capacidade toracica e grande
habilidade de procurar alimento. Estes animais atendiam as necessidades dos homens,
viviam acima de 20 anos, as fémeas possuiam 12 tetas, produziam carne de boa
qualidade e eram facilmente adaptados aos diversos ambientes da época, tonando-se a
espécie domesticada mais importantes da Eurasia (RUVINSKY e ROTHSCHILD, 1998).
Outras espécies de suinos modernos, como Sus vittatus, habitavam grandes
quantidades na Asia e na bacia do Mar Mediterraneo. Eram de porte menor, habitava
regides férteis e encontravam grandes facilidades em conseguir alimento, adquiriu um

temperamento mais docil e grande propenséo a engorda (SARCINELLI et al.,2007) .

O inicio do consumo da carne suina foi alvo de discordancia entre o0s
pesquisadores. Chegou-se a conclusdo que o europeu, os habitantes da Asia e de
parte do Mediterraneo comiam carne de porco desde a Idade da Pedra Polida (18.000 a
5.000 a.C.). Sua domesticacdo, que antes se creditava aos chineses ou aos
mesopotamios, foi datada ha 10.000 anos. nessa época, 0S primeiros homens,
moradores de aldeias fixas, tinham como principal fonte de alimento os suinos e nao
cereais (BRANDAO, 2014).



A compreensao sistémica da suinocultura implica em conhecer as bases
histéricas que fundamentam a origem e evolucao das racas. No contexto mundial, estdo
catalogadas mais de 350 racas, sendo que um pequeno numero tem distribuicdo
universal. Do ponto de vista comercial, o Brasil se sustenta com racas exdgenas. As
racas nacionais tém uma importancia relevante aquelas propriedades que executam a
suinocultura de subsisténcia. A chegada do suino light diminuiu consideravelmente a
rejeicdo e preconceitos sobre a carne suina. Percebe-se que o preco deste produto €
mais elevado devido a tecnologia aplicada na producdo, mas o produto tem forte apelo
devido aos mitos sobre a carne de porco e as preocupacbes com a saude
(BRAGAGNOLO et al., 2002).

3. A Producéao de Suinos no Brasil

As primeiras racas introduzidas e criadas no Brasil foram as racas entdo
existentes em Portugal. Do tipo ibérico vieram as racas Alentejana e Transtagana; do
tipo céltico, a Galega, a Bizarra e a Beiroa; do tipo asiatico, a Macau e a China. Todas
elas cruzaram-se desordenadamente e depois se mesticaram com racas originarias da
Espanha, Estados Unidos, Italia, Inglaterra e Holanda; houve, ainda, influéncia do meio
e da alimentacao (SEBRAE, 2008).

De acordo com Favero e colaboradores (2014), com a criacdo da Associacao
Brasileira de Criadores de Suinos (ABCS) em 1958, teve inicio o controle genealégico
dos suinos e a importagcdo de racas exoticas, com o0 objetivo de melhorar a
produtividade da criacdo e aumentar a producdo de carne, ja que a banha, principal
produto das racas nativas, comecava a perder espaco para os 6leos vegetais. Porém,
foi somente no inicio do século XX que realmente comecou o melhoramento genético
das racas, com a importacédo de animais das racas Berkshire, Tamworth e Large Black,
da Inglaterra e, posteriormente, das ragcas Duroc e Polland, da China. Em 1930 e 1940
chegaram as ragas Wessex e Hampshire, em 1950 o Landrace e, na década de 60, os
Large White. Outras introducdes de material genético, da América do Norte e Europa,

deram origem a varios grupamentos genéticos, que nas décadas de 1960 e 1970



formavam um mosaico de genoétipos criados em condigbes que ndo permitiam a

obtencado da produtividade alcancada nos paises de origem.

De acordo com Albuquerque e colaboradores (1990), a suinocultura brasileira €
constituida de animais que podem ser classificados em trés grupos: 1, os de racas
exoticas ou especializadas, incluindo os produtos de cruzamentos e os hibridos; 2, os
de racas nacionais, também denominados de racgas localmente adaptadas, indigenas,
nativas ou autoctones e seus mesticos; 3, os produtos oriundos do cruzamento exotico
X autoctone. Os suinos do grupo 1 sao, geralmente, criados em sistemas que
empregam niveis de tecnologia elevados. Constituem animais de maior interesse para o
abate industrial, dada a exigéncia do mercado, especialmente nos grandes centros
consumidores, em carnes com menores teores de gordura. Os suinos dos grupos 2 e 3
sao criados em condi¢cdes mais extensivas, com caracteristicas, na maioria das vezes,
de subsisténcia familiar. S&o animais de menos exigentes que os do grupo |,
principalmente no que diz respeito ao manejo e a alimentacdo. As racas localmente
adaptadas sofreram bastante mesticagem e sdo utilizadas, principalmente, para

producdo de banha ou para o estudo de genética e nutricdo, entre outros usos.

De acordo com o MAPA (2014), especialistas brasileiros investem na evolucéo
genética ha mais de 20 anos, fato que reduziu em 31% a gordura da carne, 10% do
colesterol e 14% de calorias, tornando a carne suina brasileira mais magra e nutritiva,

além de saborosa.

A producdo de suinos em algumas regibes do Brasil pode ser considerada
como uma das mais tecnificadas da América do Sul, atingindo bons indices de
produtividade, colocando o pais entre 0s quatro maiores produtores e exportadores
mundiais de carne suina. Cerca de 70% da carne suina produzida no Brasil é
consumida sob a forma de produtos industrializados, entretanto, 0 consumo da carne
suina "in natura” tem demonstrado elevacédo nos ultimos anos. O mercado consumidor
esta cada vez mais exigente, demandando produtos de melhor qualidade produzidos
sob critérios de seguranca alimentar, respeito ao meio ambiente e ao bem estar animal.

Estas exigéncias tém feito com que a carne suina mereca maior atencdo por parte da
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cadeia produtiva, principalmente no que diz respeito as alteracdes e consequentemente

ao aspecto que o produto possa a vir apresentar ap0s o abate (FREITAS, 2009).

O rebanho suino brasileiro tem sua maior representacdo numérica, econémica
e tecnoldgica na regido Sul; tendo em vista a influéncia europeia na criacdo de suinos,
€ nessa regido que se concentra a maior parte das industrias, boa arte delas utilizando
tecnologia de ponta. As regifes Sudeste e Centro-Oeste também tém se destacado na
suinocultura brasileira; grandes investimentos que estdo sendo feitos em Minas Gerais,
Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (IBGE, 2006).

A suinocultura brasileira vem investindo em reproducgéo, sanidade, manejo e,
principalmente, em programas genéticos que priorizam o valor econdmico das
caracteristicas fenotipicas desejaveis, contribuindo para aumentar a oferta interna e
colocar o Pais em destaque no cenario mundial. O complexo agroindustrial de suinos
em parceria com a comunidade cientifica trabalha incessantemente para melhorar a
eficiéncia na producdo de carne e atender as exigéncias constantes do mercado
consumidor, combinando adequadamente a qualidade e quantidade, com o objetivo de
garantir a viabilidade econémica da industria (MONTEIRO, 2007).

Estima-se que a producdo de carne suina atinja média anual de 2,84%, no
periodo de 2008 a 2019, e o seu consumo, 1,79%. Em relacdo as exportacdes, a
representatividade do mercado brasileiro de carne suina saltard de 10,1%, média
alcancada em 2008, para 21% em 2019 (MAPA, 2014).

4. Melhoramento Genético

A primeira mudanca direcionada para melhorar a qualidade da carne suina e
atender as novas exigéncias do mercado ocorreu na década de 1960, com o inicio da
produgéo de suinos do “tipo carne” (MACHADO, 1961), em lugar dos suinos do “tipo
banha” e do “tipo misto” (carne e banha). Em termos de melhoramento genético foram
substituidas as racas localmente adaptadas de suinos, tais como Nilo, Piau, Caruncho
e Canastra, grandes produtoras de banha e pouco produtoras de carne, por ragcas com

maior teor de carne na carcaga, como Wessex e Duroc, depois Landrace e Large White,
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e Pietrain, na década de 1990. A organizacdo de programas de melhoramento genético
locais, a producdo de suinos mesticos das racas melhoradas e a intensificacdo do
sistema de tipificacdo de carcacas pelas industrias de abate permitiram reduzir a
espessura de toucinho e aumentar o rendimento de carne, resultando no que o
mercado denomina de “suino light” (IRGANG, 2004).

Outro avanco obtido estd relacionado ao conhecimento dos marcadores do
genoma suino, capazes de predizerem alteracdes génicas importantes para resisténcia
aos patogenos e caracteristicas de producdo. A producdo de carne de suinos vem
sendo influenciada por fatores de ordem genética e de meio ambiente. Na genética
destacam-se 0s genotipos, produzidos por distintos programas com diferentes critérios
de selecdo, 0s genes maiores e 0 sexo, cada um contribuindo de forma diferenciada e

em funcdo do ambiente a que sdo submetidos os animais (FAVERO, 2003).

Na China, onde a carne suina é a preferida da populagdo, suas qualidades
organolépticas estdo associadas a presenca de gordura na carne, ao ponto das racas
nativas de suinos do pais terem sofrido pouco melhoramento no sentido de aumentar a
porcentagem de carne magra na carcaca. Em outros paises, notadamente na
Dinamarca, maior exportador mundial de carne suina, o melhoramento genético para
aumentar a quantidade de carne em lugar da gordura na carcaca dos suinos foi iniciado

no final do século 19, com a realizacéo de Testes de Progénie (FREDEEN, 1984).

A raca ou a linhagem genética utilizada contribuem positiva ou negativamente
para a qualidade da carne. Dessa forma, atualmente, as grandes industrias nacionais
trabalham ndo mais com racas puras ou cruzadas, mas sim com linhagens especificas
para producao de carne de melhor qualidade. As linhagens modernas sdo responsaveis
por melhorias diretas tanto na carcaca (maior rendimento de carne magra e menor
espessura de gordura subcutanea), quanto na prépria carne (cor — aspecto mais
observado no ato da compra, textura - desejavel que seja firme, mas néo dura e sem
perda de agua no cozimento — fator que interfere na maciez e no rendimento da carne).

Entretanto, com as diversas e diferentes linhagens disponiveis no mercado, ainda nao



se possui 0 exato conhecimento do comportamento dos parametros acima citados para

cada uma das linhagens comerciais (FREITAS, 2009).

Varios sdo os fatores que podem afetar as caracteristicas de qualidade da
carne, como a raca ou a linhagem, o sexo, o peso ao abate, a presenca dos genes
Halotano e Rendimento Napole, o pH post mortem final e 0 manejo pré-abate (BEATTIE
et al., 1999, BREWER et al., 2002, LATORRE et al., 2003).

Até os anos 90, os programas de melhoramento genético de suinos eram
essencialmente voltados para a melhoria nas taxas de crescimento, a eficiéncia de
conversdo alimentar e a qualidade da carcaca e, com excecdo dos problemas
relacionados com a presenca do gene Halotano, a qualidade da carne n&o era levada
em consideracdo (BEATTIE et al., 1999). A partir desse momento, a melhoria da
qualidade da carne suina representa uma das principais metas a serem alcancadas

pela indUstria.

As informacdes obtidas por meio de testes e estudos do DNA, juntamente com
0s registros fenotipicos, podem ser extremamente Uteis no aumento da acuracia na
predicdo dos valores genéticos e, consequentemente, da resposta obtida no processo
de selecéao (DE VRIES et al., 1998).

5. Qualidade da Carne e Efeitos Genéticos

A necessidade de se obter linhagens genéticas suinas com maior percentual de
carne magra na carcaca trouxe como consequéncia o fato destes animais serem mais
susceptiveis ao estresse e seu produto final apresentar problemas de qualidade
(LAVILLE et al., 2005).

De acordo com Peloso (1999), o comprometimento de qualidade da carne suina
pode ocorrer pela associagdo de fatores genéticos e ambientais, cujas relagbes de
causa e efeito mais evidentes sdo, principalmente, a Sindrome do Estresse Suino
(PSS) e a carne palida, flacida e exsudativa (PSE). Dentre os fatores genéticos, os dois
principais genes que tém influéncia direta na qualidade tecnologica da carne, sdo o
gene Rendimento Napole (gene RN) e o gene Halotano (gene HAL), sendo o ultimo
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altamente correlacionado com a incidéncia de carne PSE (ROSENVOLD e
ANDERSEN, 2001).

6. AlteracOes Genéticas

A procura por genes que influenciam a qualidade da carne suina cresce de
forma muito r4pida, devido a facilidade da genotipagem e reducdo de seu custo. O
arquivo de dados do genoma suino inclui mais de 3.000 genes e mais de 1.400.000
marcadores moleculares (DAVOLI e BRAGLIA, 2008). No entanto, dois genes com
efeito maior sdo bem conhecidos: 0 gene receptor de rianodina ou gene Halotano
(HAL), que regula o transporte de Ca’" através da membrana celular das fibras
musculares, e o gene Rendimento Napole (RN), que afeta o conteddo muscular de
glicogénio (ANTUNES, 1997).

Dentre os fatores genéticos, esses dois genes sdo os que tém influéncia direta
na qualidade tecnoldgica da carne (ROSENVOLD e ANDERSEN, 2001). Dessa forma,
a estratégia dos melhoristas para evitar os efeitos danosos na qualidade da carne dos
dois genes tem sido de remové-los dos principais genotipos onde se encontravam em
frequéncia consideravel, especialmente de algumas linhas mais musculares de
Landrace (FAVERO et al., 1997). A questdo de remover do alelo HAL" do gene
Halotano de suinos da raca Pietrain, na qual se encontra normalmente em alta
frequéncia, € controversa, uma vez que o gene tem efeito aditivo no aumento do
rendimento de carne (FAVERO et al., 1997). A mesma situacdo ocorre com o alelo RN"
do gene Rendimento Napole, cuja consequéncia é maior em suinos Hampshire
(MOELLER et al., 2003).

7. Relacao entre a Sindrome do Estresse Suino (PSS) e a Carne Pélida, Macia e
Exsudativa (PSE)

O aumento na producdo de carne magra, exigido na criacdo de suinos
acarretou em modificacbes substanciais tanto na composi¢cdo proximal como nas

caracteristicas bioquimicas do musculo. Constatou-se que essas alteracbes foram



provocadas por uma mutagdo genética na proteina reguladora do fluxo de célcio, a
rianodina, causadora da PSS (“Porcine Stress Syndrom”) ou Sindrome do Estresse
Suino, com consequente comprometimento da qualidade pela formacdo das carnes
PSE (“Pale, Soft, e Exsudative”), ou Palida, Mole, e Exsudativa. Estas carnes
apresentam variacbes em suas coloracfes e alteracbes de suas propriedades
funcionais (MAGANHINI et al., 2007).

Uma das principais perdas econémicas na industria suinicola esta relacionada
com a producao de carne PSE (péalida, mole e exsudativa). Animais portadores da PSS
(Sindrome do Estresse Suino) tém maior tendéncia a apresentar essa carne de baixa
qualidade (SANTANA et al., 1998).

A carne PSE representa o principal problema de qualidade na industria de
carne suina, devido as suas caracteristicas como baixa capacidade de retencdo de
agua, textura flacida e cor pélida que levam as elevadas perdas de &gua durante o
processamento. A carne é indesejavel tanto para os consumidores como para a
indUstria de processamento e a principal causa do desenvolvimento dessa condi¢do é
uma decomposicdo acelerada do glicogénio apés o abate, que causa um valor de pH
muscular baixo, geralmente inferior a 5,8, enquanto a temperatura do musculo ainda
esta proxima do estado fisiolégico (>38 °C), acarretando um processo de desnaturacao
proteica comprometendo as propriedades funcionais da carne (D’SOUZA et al., 1998).

As carnes do tipo PSE apresentam variacdes em suas coloracdes e alteractes
de suas propriedades funcionais, com consequentes perdas econd6micas calculadas,
preliminarmente, em cerca de US$ 4,5 milhdes (ODA et al, 2004). Assim, a atencéo
especial por parte da industria em monitorar a qualidade do manejo dos suinos desde a

genética até o produto final sdo fatores decisivos para garantir a qualidade da carne.

Em um trabalho, Sayre e colaboradores (1963) descreveram que certas ragas
como Pietran, Poland China, ou certas linhagens genéticas com racas Landrace,
apresentavam alta incidéncia de carne PSE, enquanto, outras ragas ou linhagens
genéticas estavam praticamente livres deste defeito. Outros fatores que podem

influenciar sua incidéncia, além dos fatores genéticos séo: o tempo de transporte dos
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animais da granja ao frigorifico (ANDRADE JUNIOR et al., 1992), o manejo utilizado no
periodo pré-abate do frigorifico o tempo de descanso dos animais antes do abate
(ANDRADE JUNIOR et al., 1992), os métodos de atordoamento (VELARDE et al.,
2000), o intervalo de tempo entre sangria e a entrada da carcaca na camara de
resfriamento (BRESSAN et al.,1992), entre outros.

A ocorréncia de carne PSE tem sido reportada em torno de 10 a 30%. (O’NEILL
et al., 2003). Estudos indicam que esta taxa varia entre 6 e 33% nos Estados Unidos,
dependendo das condicbes de cada plantel de abate (OWEN et al., 2000).
Pesquisadores brasileiros verificaram incidéncia de carne PSE da ordem de 22,83%
(MAGANHINI et al., 2007), 30,69% (CULAU et al., 1994) e 46,36% (CULAU et al., 2002)

na regido sul do pais.

Favero (2003) afirmou que o gene Halotano, também conhecido como gene do
estresse, surgiu de uma mutagdo no cromossomo 6. Sua presenca contribuiu para o
aumento do percentual de carne na carcaga suina, porém tornou o animal susceptivel a
Sindrome do Estresse Suino (PSS), com consequente morte subita, especialmente

durante a movimentacéao e transporte.

Segundo Davolio e Braglio (2008), a PSS esta ligada ao gene autossomal
Halotano e ao seu alelo recessivo HAL", ou receptor de rianodina (RYR1), que regula o

transporte de Ca™" entre as membranas das fibras musculares.

7.1 Caracterizacdo do Gene Halotano

Os conhecimentos adquiridos até o momento em relacdo ao genétipo Halotano
(HAL) sao frutos da integracdo de varias areas de pesquisa, que iniciou-se na década
de 60, com observacdo e mais tarde comprovacdo, de que alguns suinos possuiam
uma predisposicdo maior ao estresse, a qual era geneticamente herdada. Na década
de 70 desenvolveu-se um teste, no qual os suinos eram submetidos a anestesia
inalatoria por Halotano, que permitia separar os animais com maior predisposicdo ao
estresse daqueles resistentes. Utilizando-se do teste foi possivel delinear cruzamentos

e determinar o modo de heranca do entdo denominado gene HAL. Na década de 80,
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véarias pesquisas foram conduzidas com a intencdo de caracterizar as diferencas a nivel
fisiologico, bioquimico e genético, entre esses dois grupos de animais (ANTUNES,
2002).

Concomitantemente, outras pesquisas mostravam que o gene HAL, além de
determinar a maior predisposicdo ao estresse, em suinos, era responsavel pela
producdo de carcagas com maior producéo de carne magra, mas a0 mesmo tempo era
relacionado a producdo de carne PSE, um problema sério para a industrializacdo de
carnes. E finalmente, na década de 90, estudos de biologia molecular, conseguiram
mapear, clonar e sequenciar um gene, que codifica uma proteina fazendo parte de um
canal de calcio, podendo ser a responsavel pela sindrome do estresse suino e suas

consequéncias (FUJII et al., 1991).

Fujii e colaboradores (1991) encontraram uma mutacdo no gene que codifica
para o receptor rianodina do musculo esquelético, correlacionada com a hipertermia
maligna. Os autores desenvolveram um teste ndo invasivo, baseado em PCR-RFLP
(reacdo em cadeia de polimerase - polimorfismos do comprimento dos fragmentos de

L"N (normal, dominante), HAL""

restricdo), que permite diferenciar trés genotipos: HA
(heterozigoto) e HAL™ (sensivel, recessivo) e com este material é possivel, atualmente,
fazer estudos de consequéncia do gene Halotano, nas diferentes racas de suinos, para

que melhores estratégias de cruzamentos sejam tracadas.

A técnica de PCR-RFLP permitiu detectar que o DNA extraido de amostras de
tecidos é produzido um fragmento de 81 pares de bases que, submetido a digestédo
pela enzima de restricdo Hhal (CGC/C) produz dois fragmentos de 49 e 32 pares de

bases em suinos homozigotos normais com dois alelos dominantes (HAL"

). Em suinos
heterozigotos (HAL""), obtém-se trés fragmentos de 49, 32 e 81 pares de bases
respectivamente e somente um fragmento de DNA de 81 pares de bases para suinos

PSS, mutantes homozigotos recessivos (HAL™) (FUJI et al., 1991).

Segundo Antunes (1997) e Culau (1999), o gene halotano tem efeito
pleiotropico sobre a susceptibilidade ao estresse, conteudo de carne na carcaca e

qualidade da carne, sendo que em homozigose recessiva (nn) o gene esta associado
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com o aparecimento das caracteristicas de PSE. A existéncia de correlacdo entre
animais portadores do gene halotano e producéo de carne PSE (SILVEIRA, 1996), nao
€ explicado apenas pelo gendétipo na ocorréncia de carne PSE (WARRIS, 1995). Sabe-
se que os procedimentos de abate por si SO constituem em fatores estressantes muito
fortes para os animais (GRANDIN, 1994). A presenca do gene Halotano nos suinos
intensifica mais ainda a influéncia desse importante componente de estresse que € 0
abate e que inclui os instantes que o precedem, ou seja, o deslocamento dos animais
das pocilgas de matanca até o momento da sensibilizacdo (SELLIER, 1995; CULAU,
1999).

Na Australia, Trout (1994) mostrou que, em carcagcas com escores baixos de
PSE, houve pouca relacdo entre a consequéncia do gene Halotano e incidéncia desse
tipo de carne. O autor concluiu que o gene Halotano € um dos fatores de maior
contribuicdo somente em casos severos de PSE. Carnes com PSE menos intenso
podem ser originadas, provavelmente, por mau manejo pré-abate ou processamento

poOs-abate inadequado.

Os suinos de genédtipo HAL"" apresentam propriedades intermediarias na
liberagéio de célcio pelos receptores rianodina em relagdo a animais HAL"N e HAL™. A
sUbita elevacdo de ions Ca'™ no sarcoplasma aumenta a velocidade de utilizacdo do
ATP muscular e da glicogendlise e com isso, a velocidade de declinio do pH é
acelerada. A carne pode atingir valores iguais ou mesmo inferiores a 5,8 em menos de
uma hora post mortem (pH4,5 + 5,8). Neste momento, a temperatura da carcaca
encontra-se em torno de 36°C ou mais, dependendo dos estimulos recebidos pelo
animal antes do abate e de como o animal responde aos mesmos. A consequéncia
deste efeito € o aparecimento de musculos palidos, flacidos que perdem muita agua

(ANTUNES, 2002).

Quanto a aparéncia da carne de suinos heterozigotos e homozigotos recessivos
a mesma caracteriza-se pela baixa retencdo de agua, e cor palida quando comparada
com a de suinos de genétipo HALYN (DE SMET et al., 1998). Segundo De Smet e

colaboradores (1996), o gene Halotano ndo somente afeta a qualidade da carne de
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suinos homozigotos recessivos (HAL™), como também afeta a qualidade da carne de
carcacas suinas heterozigotas HALN" (SATHER et al., 1991). Os suinos heterozigotos
apresentam um rendimento de carne significativamente maior que os homozigotos
dominantes, e isso tem efeito significativo para a espessura de toucinho, mostrando que
o gendtipo HALY" é superior ao genétipo HAL™Y, quanto & composicéo das carcacas
(ANTUNES, 1997). J& as pesquisas realizadas por De Smet e colaboradores (1996)
indicam que suinos de gendtipo HAL™ apresentaram carcaca com maior porcentagem
de carne, porém com qualidade de carne inferior quando comparados com suinos
HALYN e HAL™. Quanto ao pH final, nenhuma diferenca entre os trés genétipos tem
sido observada. Diferencas entre ragas (Landrace Belga e Pietrain) e entre sexos
(fémeas e castrados) nao foi importante quando comparado com o efeito do gendtipo

Halotano.

As alteracbes provenientes do gene Halotano na carne suina tém grande
impacto econdmico, uma vez que estas carnes sédo inadequadas para a industrializagao
e sdo de aspecto desagradavel ao consumidor. Os principais masculos afetados séo o
lombo e pernil, os principais musculos da carcaca em termo de venda (ANTUNES,
1997).

A literatura apresenta contradicdo a respeito de ser recessiva ou aditiva a acao
do gene Halotano sobre o desempenho e a qualidade da carne (ANTUNES, 1997;
BRIDI et al., 2003). Comercialmente, o gene Halotano é de interesse porque melhora a
conversdo alimentar (ELLIS, 1998), aumenta o conteudo de carne e diminui a
deposicdo de gordura na carcaca (GISPERT et al., 2000). De Vries e colaboradores
(1998) afirmaram que ainda ndo é possivel chegar a uma conclusdo definitiva em razéo
das grandes diferencas observadas nas condi¢cdes de abate (interacdo gendtipo x meio
ambiente) e no tipo de processamento da carne nos varios trabalhos que estudaram o
gene Halotano e sua influéncia sobre a qualidade da carne. Os autores sugeriram que a
melhor estratégia ainda é eliminar o gene das linhas fémea e monitorar nas linhas de
machos terminais, o que € possivel utilizando o teste de DNA desenvolvido por Fujii e
colaboradores (1991).
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Mesmo diante das contradi¢cdes levantadas, a tendéncia, a longo prazo, é a
eliminagdo do gene dos plantéis de selegcdo com o objetivo de reduzir a0 maximo os
riscos de estresse nos animais, que afetam diretamente o bolso do produtor, bem como
garantir a producédo de carne sem uma predisposi¢cado genética que possa comprometer
suas qualidades até chegar no consumidor final. Essa premissa é particularmente
importante para um pais como o Brasil onde muito ainda precisa ser feito para melhorar
as condicdes de manejo pré abate dos suinos. O eventual decréscimo na producéo de
carne, provocado pela retirada do gene Halotano, pode ser facilmente compensado
pela incorporagéo de animais de ragas e/ou linhas livres, com potencial de deposicao
de carne tdo elevado quanto o verificado nos animais portadores do alelo Hal"

(FAVERO et al., 1997).

8. Carne Acida

As caracteristicas de qualidade das “carnes acidas” sdo semelhantes as das
carnes PSE sendo detectadas porém, somente no final do resfriamento das carcacas,
guando apresentam valores de pH final muito abaixo do normal, igual a 5,4 ou menos.
A velocidade de declinio do pH nestas carnes é normal mas a intensidade com que
ocorre o desdobramento do glicogénio muscular € muito maior do que em suinos
normais. Por isso, esta caracteristica se manifesta tardiamente ap6s o abate
(EMBRAPA, 2001).

O Gene Néapole esta associado diretamente com as “carnes suinas acidas”.
Este gene, denominado “Rendimento Napole”, € associado ao potencial glicolitico, que
afeta a capacidade de retencdo de agua dos musculos ricos em fibras brancas
causando perda de agua (4-6%) durante o resfriamento e durante o cozimento
provocando uma diminui¢do do rendimento tecnoldgico de produtos curados cozidos na

ordem de 56% em comparagdo com carnes suinas normais (GARIEPY et al., 1997).
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8.1 Caracterizacdo do Gene Rendimento Napole

Primeiro observado na Franca por Monin e Sellier (1985), o gene Rendimento
Napole (RN) causa um efeito indesejavel sobre carne suina. O gene afeta
negativamente o ganho econdémico no processamento de carne devido ao baixo
rendimento na producdo de presuntos resultantes de um pH final baixo, que leva
diretamente a diminui¢cdo da capacidade de retencdo de 4gua (MOELLER et al., 2003).

A importancia econdémica da eficiéncia da producdo, ganho da carcaca e
qualidade muscular para a industria de suinos resultou na necessidade de compreender
melhor o impacto do gene sobre esses tracos. Antes da descoberta da mutagcao causal
e da disponibilidade de Técnicas de analise de DNA, os pesquisadores investigaram o
Gene RN em suinos através de um método indireto para determinar o gendtipo RN com
base em uma medida de potencial glicolitico (GP) do musculo. A partir do trabalho de
Milan e colaboradores (2000) foi desenvolvido um teste de DNA que permite identificar
0s animais portadores do gene RN-, o que permitiu elimina-lo nos plantéis de sele¢ao.

A producdo de carne acida esta associada ao alelo dominante RN™ na
comparagdo com seu recessivo rn* (LUNDSTROM et al., 1998).0s animais com alto
potencial glicolitico nos musculos séo classificados como homozigotos dominantes (RN
RN) ou heterozigotos (RN'rn*). Animais homozigotos recessivos (rn‘rn) s&o
classificados como normais, produzindo carne com caracteristicas de qualidade
normais. O efeito do gene RN™ se manifesta pelo aumento da concentracdo de
glicogénio muscular, em torno de 70% acima do valor normal, no masculo Longissimus
dorsi, tipico “musculo branco” (SELLIER, 1995).

A presenca da mutacdo dominante, chamado RN, em suinos da raca
Hampshire foi o primeiro reconhecimento dos grandes efeitos na carne de qualidade e
processamento ocasionados pelo gene. A carne dos suinos RN™ tem um baixo final pH
(medida 24 horas apés o abate), e reduzida capacidade de retencdo de agua. O alelo
RN foi encontrado apenas em porcos Hampshire, sendo provavel que a mutacao surgiu
na raca e tem aumentado em frequéncia, devido aos seus efeitos favoraveis sobre a

taxa de crescimento e contetdo de carne da carcaga (MILAN et al., 2000). Até bem
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pouco tempo acreditava-se tratar-se de um problema restrito a populacbes de
Hampshire, porém um trabalho conduzido por Meadus e colaboradores (2000) no
Canada, mostrou a presenca do gene RN™ em populacbes comerciais de suinos
brancos, provavelmente devido ao intenso uso de machos terminais da raca Hampshire
(FAVERO e PEREIRA DE FIGUEIREDO, 2009).0 alelo RN™ é de consideravel
importéancia econdmica no suinocultura industrial, sendo desejo de eliminagédo da
mutacao por causa de seus efeitos negativos sobre o processamento da carne (MILAN
et al., 2000).

De Vries e colaboradores (1998) referem-se a uma perda de 5 a 6% no
processamento de presunto cozido derivado de gendétipos portadores do gene RN,
além de uma perda significativa durante o fatiamento. O fato da frequéncia desse gene
ser alta na raca Hampshire, levou alguns pesquisadores a identifica-lo como efeito
Hampshire. Essa relacdo com a raca pode ser comprovada pelo estudo de Milan e
colaboradores (2000), que encontraram uma frequéncia genotipica de 0,397 (RN'RN),
0,466 (RNrn*) e 0,137 (rn*rn+) nos suinos Hampshire e 100% de homozigotos normais
(rm*rn™) nos suinos Yorkshire. Os mesmos autores mostram ainda que os animais RN"
RN e RNrn* apresentaram baixo pH no lombo, menor gordura intramuscular, menor
escore de marmoreio, maior percentagem de umidade no lombo e maior perda por
gotejamento do que nos Hampshires de gendtipo r’rn* do que em Yorkshires. Esses
achados caracterizam o grau de influéncia negativa do gene da carne acida sobre a

qualidade da carne.

Desde o seu descobrimento, muitos estudos tém sido realizados sobre o gene
Rendimento Napole. Estrade e colaboradores (1993a) com base em bidpsias realizadas
em suinos afetados pelo gene RN relataram uma alteracdo na aparéncia reticulo
sarcoplasmatico, com acumulo de glicogénio facilmente observado. Em outro estudo
observou-se alteracdo na morfologia mitocondrial relacionada com fibras glicoliticas,
que sugeriu uma modificacdo do metabolismo energético (ESTRADE et al, 1993b).
Porém, as observacbes derivadas desses estudos ndo explicaram sobre a

microestrutura da carne suina afetada com o gene RN'.
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A presenca do gene RN em suinos de ascendéncia Hampshire e o impacto do
gene na qualidade de carne de porco tem sido demonstrados por um certo nimero de
investigadores (ENFALT et al.,, 1997). Milan e colaboradores (2000) descreveu a
mutacdo causal pelo alelo a RN’, permitindo a avaliacdo do gendtipo direto e uma

investigacdo mais aprofundada do efeito da mutacdo RN em populagfes suinas.

Segundo Moeller e colaboradores (2003), o gene RN localiza-se no
cromossoma 15 dos suinos, causando formacéo de depdsitos elevados de glicogénio
muscular e baixo pH final. Os danos que causa a qualidade da carne (maior perda de
agua por gotejamento e maior indice de refletancia de luz devido a cor palida da carne)
assim como suas vantagens (maior rendimento de carne na carcaca) sao semelhantes
aos do gene Hal". Diferencia-se, porém, por ndo apresentar queda de pH inicial tdo
brusca e por apresentar maior extensdo da queda do pH final, que pode alcancar
valores menores do que no caso da carne PSE, causando perdas maiores de agua e

menor rendimento de presunto cozido.

A principal questdo observada na carne com presenca do gene RN é um
aumento acentuado no potencial glicolitico, devido ao acumulo de glicogénio afetando o
processo post-mortem, com desenvolvimento de carne PSE (JOSELL et al., 2000).
Vérios estudos tém indicado o gene PRKAG3 como um dos principais genes que
causam variacdo da carne de porco no que se refere ao pH, coloragéo da carne e perda
por gotejamento entre os animais. A proteina codificada pelo gene PRKAG3 do
musculo esquelético € especifico de células da subunidade reguladora gama 3 da
proteina quinase AMP-activada (AMPK). AMPK é um sensor de energia que, quando
ativado em resposta a estresse metabdlico celular, visa fosforilar e inativar as principais
enzimas que regulam os envolvidos da biossintese de acidos graxos e colesterol. Uma
mutac&do dominante identificada pelo gene PRKAG3 causa uma substituicao de arginina

por glutamina correspondente ao gene RN (MILAN et al., 2000).

Outro polimorfismo observado é a substituicdo de isoleucina na posicéo 199 por
valina, juntamente com a mutacdo no locus 200, implicando no acamulo de glicogénio
(CIOBANU et al., 2001). A mutacdo mais conhecida no PRKAG3 ¢é a 200Q, encontrada
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apenas na raga porco Hampshire. A substituicdo ndo conservada (R200Q) no gene
PRKAG3, inicialmente caracterizada em suinos da raca Hampshire (MILAN et al.,
2000), resultou num aumento de aproximadamente 70% no contetudo de glicogénio
muscular, com grandes efeitos na qualidade, rendimento e processamento da carne (LE
ROY et al., 2000).0 alelo 200Q provoca um alto conteudo de glicogénio armazenado
nos musculos esqueléticos brancos, que resulta em baixo pH muscular post mortem,
fraca capacidade de retencédo de agua e baixo rendimento do processamento, fatores

gue influenciam na qualidade da carne (MILAN et al., 2000).

A incidéncia do gene RN tem sido relatada na Europa e na América do Norte
(MEADUS et al.,1998), mas nao existem relatos da outra regides geogréficas. Guevara
(2005) relata uma incidéncia de 10,13% do gene RN em um matadouro local em
Chihuahua, México. Em alguns paises, como o Canadd, a Suécia e os Estados Unidos
séo relatados para ter sido capaz de estabelecer zonas livres RN gene (FERNANDEZ e
MONIN, 1994; MEADUS et al., 1998)

A industria de suinos dos Estados Unidos tem mostrado um interesse crescente
no gene Rendimento Napole (ENFALT et al, 1994; SUTTON, 1997). De acordo com
Fernandez e colaboradores (1992) esse é um Unico gene dominante em que 0s animais
portadores do alelo prejudicial (RN) aumenta o glicogénio no interior do musculo,

convertido em lactato em estado post-mortem, resultante em baixo pH final.

Alguns autores discutem a aceitacdo das caracteristicas da carne afetada pelo
gene RN por produzir um sabor mais suave, devido a sua acidez (GUEVARA, 2005).
No entanto, essa ndo € uma aceitacdo generalizada e ndo € economicamente
acessivel. Atualmente, as industrias e os produtores de suinos destinam-se a eliminar a

frequéncia do gene RN, a fim de fornecer carne de qualidade superior.
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OBJETIVOS

Geral

Identificar e estudar a presenca de alteragcdes génicas nos genes Halotano e

Rendimento Napole em plantéis de suinos do Distrito Federal e Entorno.

Especificos

Detectar nas amostras coletadas o gene Halotano (HAL), com uso da técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e, por meio do uso da técnica de
Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP) com a
enzima de restricdo Hhal, identificar a presenca de animais homozigotos normais
(HAL™Y), heterozigotos (HAL"") e homozigotos mutantes (HAL™);

Detectar nas amostras coletadas em diferentes propriedades o gene Rendimento
Napole (RN), com uso da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e,
por meio do uso da técnica de RFLP com a enzima de restricdo BsrBI, identificar

a presenca de animais RN e os animais rn".
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CAPITULO Il

INTRODUCAO

Por décadas, a industria e o0 comércio da carne suina preocuparam-se com a
producdo de carcacas com grande quantidade de carne, mas atualmente, o sistema de
producdo busca também metas para qualidade de carne. A suinocultura mundial esta
passando por grandes mudancgas, nas quais 0s consumidores possuem uma maior
capacidade de discriminacdo e ndo aceitam carnes de qualidade inferior, fazendo com
que a industria de carne torne disponivel um produto com a qualidade sensorial

compativel com a demanda e os requisitos dos consumidores (BRIDI et al. 2003).

Para tanto, o uso de linhagens suinas modernas vém elevando a produtividade
da suinocultura, tornando-a mais eficiente, reduzindo os custos de produc¢ao, com maior
prolificidade das matrizes e reducdo da conversao alimentar dos cevados. Para isso, as
empresas de genética tém procurado combinar diferentes genoétipos que imprimam

caracteristicas determinadas (SILVA, 2000).

Com o auxilio de estudos genéticos moleculares, caracteristicas relacionadas ao
produto final podem ser selecionadas, podendo analisar e modificar aspectos como a
qualidade da carne, que representa uma das principais preocupacdes dos
consumidores, cada vez mais exigentes (ANTUNES et al., 2001). Exemplos de selecéo
génica podem ser encontrados com o estudo de dois principais genes que apresentam
influéncia direta na qualidade tecnoldgica da carne, a saber: o gene Rendimento Napole
(gene RN’) e o gene Halotano (gene HAL) (ROSENVOLD e ANDERSEN, 2001).

O gene Halotano, além de determinar a maior predisposicdo a Sindrome do
Estresse em Suinos (PSS), é responsavel por carcagas com maior propor¢cdo de carne
magra, mas relacionado a produgédo de carne pélida, macia e exsudativa (PSE) néo

somente afetando a qualidade da carne de suinos homozigotos recessivos (HAL™),
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como também a qualidade da carne de carcacas suinas heterozigotas HAL"" (SATHER
et al., 1991). Causa um problema grave para a industrializacdo de carnes, pois ambos
os fendtipos animais quando expostos a fatores estressantes, podem apresentar
alteracdes musculares, morte ou produzir carne PSE (FUJI et al. 1991). Mesmo em
situacdes ndo criticas como quanto a espessura de toucinho, o genétipo HALN" é
superior ao genétipo HAL™
SMET et al., 1998).

, quanto a composicao das carcacas (ANTUNES, 1997; DE

O gene Napole é um gene dominante que caracteriza-se por causar um
decréscimo no rendimento industrial durante o processamento de produtos curados e
cozidos, devido ao baixo conteddo de proteina na carne e a um pH ultimo reduzido,
provocado pelo alto contetdo de glicogénio nas fibras brancas dos muasculos. Foi
denominado de RN’ pelo fato de ter sido estudado pela primeira vez em avaliacdes do

Rendimento Napole de presuntos (MILAN et al., 2000).

A frequéncia desse gene € alta na raca Hampshire, o que levou alguns
pesquisadores a identifica-lo como efeito Hampshire. Até bem pouco tempo acreditava-
se tratar-se de um problema restrito a populacdes de Hampshire, porém um trabalho
recente conduzido por Meadus e colaboradores (1998) no Canada, mostrou a presenca
do gene RN em populacdes comerciais de suinos brancos, provavelmente devido ao
intenso uso de machos terminais da raca Hampshire. A partir do trabalho de Milan e
colaboradores (2000), foi desenvolvido um teste de DNA que permite identificar os
animais portadores do gene RN’, o que permite elimina-lo nos plantéis de selecéo
(MILAN et al., 2000; MOELLER et al., 2003; GUEVARA, 2005).

Este trabalho teve como objetivo a identificacdo da presenca dos genes Halotano
(HAL) e Rendimento Napole (RN) em rebanhos suinos do DF e Entorno, utilizando a
técnica de reacdo de polimerizagdo em cadeia do DNA (PCR) seguida da técnica do

estudo de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restri¢cao.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais Utilizados

Os animais utilizados no experimento foram originados de duas diferentes
propriedades (denominadas origem A e B), que apresentavam distintas finalidades de
producdo, e de um frigorifico do Distrito Federal e Entorno (denominado origem C).
Foram obtidas 52 amostras de sangue de suinos. As amostras foram organizadas em 3

grupos, de acordo com a origem dos animais:

a) ORIGEM A - 10 animais cruzados, pertencentes a propriedade da
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia da Fazenda Sucupira. A propriedade
consistia na producao de suinos localmente adaptados, com predominancia de animais

da raca Moura, Piau.

b) ORIGEM B - 10 animais cruzados, originarios de propriedade da Escola
Agrotécnica do Instituto Federal de Brasilia (IFB), com producdo baseada para fins
comerciais e de pesquisa. Os animais eram mesticos, oriundos da raca branca

industrial.

c) ORIGEM C - 32 animais cruzados, oriundos de frigorifico localizado no
Distrito Federal. Os animais abatidos sdo provenientes de diferentes criadouros do
sistema de integracdo de uma empresa comercial, sendo os animais levados na fase de
recria e terminagdo para a mesma propriedade. Assim, os animais abatidos foram
trazidos de uma mesma propriedade. Os suinos eram mesticos e de raca branca

industrial.

2. Coleta e Processamento das Amostras Sanguineas

Os animais foram escolhidos de forma aleatdria, independentemente de idade,
raca, sexo ou condi¢do clinica. Foram coletadas 52 amostras de sangue de suinos de
diferentes origens em tubo coletor estéril, contendo solucdo anticoagulante,

previamente identificado, concomitantemente a coleta de dados do animal. As amostras
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foram armazenadas em bolsa refrigerada até o transporte ao Laboratério de
Microbiologia Médica Veterinaria (MicroMedVet) da UnB, onde foram armazenadas em

geladeira e posteriormente processadas.

Para a realizacéo da analise molecular, reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
foi extraido DNA gendmico das amostras de sangue com kits comerciais, Purelink® e
GE Healthcare® seguindo as recomendacfes dos fabricantes. O DNA extraido ficou

armazenado a -20°C até o momento da realizacédo da PCR.
3. Deteccéao dos Genes Halotano e Rendimento N4pole pela técnica de Reacéo de
Polimerizacdo em Cadeia do DNA (PCR)
Na PCR, para os genes Halotano e Rendimento Napole foram utilizados

oligonucleotideos descritos na Tabela 1:

Tabela 1. Gene de origem, sequéncia de oligonucleotideos, tamanho dos produtos de
amplificacéo e referéncia bibliografica das reacdes de PCR utilizadas

. Tamanho
Gene Primer Sequéncia 5 -3 do Referéncia
produto
MH-F 5-GTTCCCTGTGTGTGTGCAATGGTG-3’
Fujii et al.,
Halotano 5. 81pb 1991
MH-R ATCTCTAGAGCCAGGGAGCAAGTTCTCAGTAA
T-3

NAP-F  5-GAGGCCCAAATAAGTCAATGTA-3'
Rendimento 616pb Moeller
Napole NAP-R 5-ACCGGGGTCAAATGCTC-3' etal., 2003

3.1. Gene Halotano (HAL)

Para a determinacdo do genoétipo Halotano, utilizou-se o par de
oligonucleotideos especificos (primers) para a amplificagdo da sequéncia de DNA do

gene do receptor rianodina suino, conforme descrito na Tabela 1 (FUJII et al., 1991).
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ApOs a incubagédo, 2uL de cada DNA extraido foram adicionados a tubos com
23uL de uma solugéo contendo: 2,5uL tampao (Platinum®) 10XPCR (200 mM Tris-HCI
(pH 8,4), 500 mMKCI); 1uL de MgClI, (50 mM); 0,25uL da solugdo dNTP; 0,25uL de
Taqg DNA polimerase (Platinum®); 1uL de cada oligonucleotideo, descritos na Tabela 4
(forward e reverse); e 17uL de agua ultrapura estéril. As amostras contendo o volume
de 25pL da reagdo foram acondicionadas no termociclador automatico e submetidas ao
seguinte protocolo de amplificacdo por PCR: a) 94°C por 5 minutos; b) 40 ciclos
consecutivos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; e c)
72°C por 8 minutos (CULAU et al, 2002). As amostras foram colocadas em um
termociclador da marca BIO-RAD®. A desnaturagédo, extensdo e anelamento sofrem

variacfes de acordo com cada primer.

Os produtos da amplificacdo da PCR foram submetidos a eletroforese
(Biotech®) em gel de agarose a 1,8%. A eletroforese foi realizada em cuba horizontal
(Major Science®) com a fonte ajustada para 80V; 95mA; 100W por 40 minutos. Foi
utilizado como padrdo de massa molecular de100bp (EasyGen®). Em seguida o gel foi
banhado em uma solucédo de agua destilada com Brometo de Etidio (5mg/ml) por 20
minutos e posteriormente submetido a luz ultravioleta em transiluminador (UVP®), para
a visualizacdo das amplificagcbes. O aparecimento de bandas, de acordo com a
visualizagcéo da altura dos pares de bases esperadas, foi considerado o parametro para

classificar as amostras como positivas e submeté-las a posterior digestao.

Para realizar a digestdo do Gene Halotano, apos a amplificacdo do DNA por
PCR, foram adicionados a cada 10uL de amostra amplificada do gene HAL 10U (1pL)
de enzima Hhal (Amersham Life Science®), 2uL de tampao de reagdo 10X Hhal e 7pL
de agua ultra pura estéril, perfazendo um volume final de 20uL. Os tubos foram
submetidos a incubagéo a 37°C por 90 minutos e 65°C por 10 minutos (BRIDI et al.,
2003). Os 20uL de amostra, contendo o DNA amplificado por PCR e submetidos ao
ensaio de restricdo com Hhal, foram levados a eletroforese em gel de agarose 3% em
tampéao TBE 0,5X (SAMBROOK et al., 1989).

33



A digestao do amplicon de 81pb, com a enzima de restricdo Hhal, produz dois

fragmentos de 49 e 32pb para animais homozigotos normais (HAL"M

), trés fragmentos
de 49, 32 e 81pb para heterozigotos (HAL"") e somente um fragmento de 81pb para

individuos homozigotos mutantes (HAL™) (BRIDI et al., 2003).

3.2. Gene Rendimento Napole (RN)

O teste de PCR para determinar o gendtipo Rendimento Napole foi projetado
conforme Moeller (2003) que utilizou informacdes de sequéncia disponivel no GenBank
(adesdo No. AF214521). O par de oligonucleotideos especificos para a reacdo de
amplificacdo da sequéncia de DNA do Napole, conforme descrito na Tabela 1, foram
concebidos para amplificar uma regido de 616pb, incluindo a substituicdo né&o
conservativa R200Q no dominio cistationina 3 - sintase - 1 da isoforma PRKAGS3 e
reguladora da subunidade de adenosina 5' - monofosfato ativado por proteina quinase
(MILAN et al., 2000).

As reacBes de PCR para o gene Rendimento Napole foram realizadas
utilizando 2uL de DNA gendmico extraido, 2,5uL de tampao de PCR (200 mM Tris-HCI
(pH 8,4), 500 mM KCI), 1uL de MgCl, (50 mM), 0,25uL de dNTPs, 1uL de cada
oligonucleotideos (primers) forward e reverse (citados na tabela 4), 0,25uL de Tag DNA
polimerase (Platinum®) e 17uL de agua ultrapura estéril. A reagdo contendo 25uL, apés
um periodo de incubacéo inicial de 4 minutos a 94°C, o perfil de ciclos térmicos foi
repetido 35 vezes, sob as seguintes condicfes: desnaturacdo a 94°C durante 45
segundos, anelamento a 62°C durante 1 minuto e extenséo a 72°C durante 1,5 minuto.
Um periodo de incubacao final de 5 minutos a 72°C, seguidos por uma espera a 4°C
para uma completa amplificacdo (MOELLER et al. 2003). Para a amplificacdo das

amostras utilizou-se um termociclador da marca BIO-RAD®.

Posteriormente, os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em
gel de agarose corado com brometo de etidiol por 20 minutos e observados sob
transiluminador (UVP®), de fluorescéncia ultravioleta. Utilizou-se marcador molecular

(EasyGen®) com intervalos de pesos moleculares de 100pb. Sendo que o
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aparecimento de bandas na altura dos pares de bases esperadas foi considerado o

parametro para classificar as amostras como positivas.

Apoés a PCR, 10uL do produto de PCR foi digerido com 1uL de endonuclease
de restricdo BsrBl (New England Biolabs®), 2uL de tampdo de 10X (50 mM Potassium
Acetate, 20 mM Tris-acetate, 10 mM Magnesium Acetate, 100 pg/ml BSA, pH 7,9) e 7uL
de &gua. A substituicdo ndo conservativa do nucleotideo A/G introduz um sitio de
restricio na sequéncia, para a determinacdo do gendtipo Napole, permitindo a
separacdo dos fragmentos de restricdo via eletroforese em gel de agarose (1,8%),
seguido por coloracdo com brometo de etilico e visualizag&do sob luz UV (MOELLER et
al., 2003).

A digestdo do amplicon de 616pb, com a enzima de restricdo Bsrbl, produz dois
fragmentos de aproximadamente 200 e 416pb para animais homozigotos normais (rn*),

e somente um fragmento de 616pb para individuos homozigotos mutantes (RN").

RESULTADOS

1. Deteccédo do Gendtipo Halotano (HAL) pela técnica de PCR

De 52 amostras analisadas, 39 (75%) foram detectadas de suinos com genotipo
Halotano Normal (HALY), sendo destes 8 (15,5%) da origem A, 6 (11,5%) da origem B
e 25 (48%) da origem C; 11 (21,1%) de animais heterozigotos (HAL"), nos quais 1
(1,9%) da origem A, 3 (5,8%) da origem B e 7 (13,4%) da origem C; e 2 (3,8%) de
gendtipo Halotano Recessivo (HAL™), sendo 1 (1,9%) da origem A e 1 (1,9%) da
origem B.
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 0,03% corado com brometo de etidio do gene HAL amplificado
por PCR e digerido com a enzima Hhal. M) marcador molecular de 100pb; 1) Fragmento de 81pb de
animal homozigoto recessivo ou mutante (HAL™); 2) Fragmentos de 81pb, 49pb e 32pb de animal
heterozigoto (HAL""); 3) Fragmentos de 49pb e 32pb de suino homozigoto dominante (HAL™).

Tabela 2: Frequéncia genotipica do Gene Halotano de 52 suinos oriundos da coleta em
trés diferentes origens do Distrito Federal e Entorno

: GENOTIPO
Origem NN N — TOTAL %
HAL % HAL % HAL %
A 8 15,5 1 1,9 1 19 10 19,2
B 6 11,5 3 5,8 1 19 10 19,2
C 25 48 7 13,4 0 0 32 61,6
TOTAL 39 75 11 21,1 2 3,8 52 100

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, 80% dos animais

analisados da origem A, caracterizada por suinos localmente adaptados, apresentaram
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gendtipo normal (HALM

), enquanto que os outros 20% analisados apresentaram a
presenca do alelo n, proveniente de animais de genétipo HAL" e HAL™. Na origem B,
40% dos animais analisados foram provenientes do alelo n e 60% apresentaram o
gendtipo Halotano homozigoto dominante (HALM). J& na origem C, 78% dos animais
analisados apresentaram o gene Halotano normal (HALMY). Assim, dos animais
mesticos brancos analisados, pertencentes as origens B e C, 31 animais (73,8%)
apresentaram gendtipo normal para o gene Halotano, NN, enquanto que o restante

(26,1%) apresentou pelo menos um alelo recessivo n para o genétipo analisado.

Tabela 3: Frequéncia do genétipo HALYN e do alelo n do Gene Halotano de 52 suinos

oriundos trés diferentes origens do Distrito Federal e Entorno

. GENOTIPO
Origem NN
HAL % Alelo n % TOTAL %
A 8 80 2 20 10 100
B 6 60 4 40 10 100
C 25 78 7 22 32 100
TOTAL 39 75 13 25 52 100

Com relacéo aos animais testadas, a presenca da mutacao do genétipo Halotano
(HAL™) foi detectada em 1 animal (2%) da raca Moura, proveniente da origem A, e
outro em animal (2%) mesti¢co branco, pertencente a origem C, conforme representado
na Tabela. O alelo HAL" esteve presente em 2 animais da raca Moura e em 11 suinos

mesticos brancos, pertencentes as origens B e C.

2. Deteccao do Genotipo Rendimento Napole (RN) pela técnica de PCR

Para o genétipo Rendimento Napole, das 52 amostras analisadas, 44 (84,6%)
apresentaram a digestdo do fragmento original de 616pb com a enzima BsrBI

originando 2 fragmento de aproximadamente 416pb e 200pb (rn*), sendo 8 (15,3%) da
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origem A, 9 (17,3%) da origem B e 27 (52%) da origem C. Com relacdo as 8 amostras
restantes, equivalentes a 15,4% do total, nao houve digestdo, mantendo o fragmento
original com 616pb (RN’). Destas, 2 (3,8%) foram da origem A, 1 (1,9%) da origem B e
5 (9,6%) da origem C.

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 0,018% corado com brometo de etidio do gene RN
amplificados por PCR e digeridos com a enzima BsrBl. M) marcador molecular de 100pb; 1) Fragmento
com 616pb referente ao gendtipo RN’; 2) Fragmentos com aproximadamente 200pb e 416pb apos
digestao, referentes ao genétipo rn”.

38



Tabela 4: Frequéncia genotipica do Gene Rendimento Napole de 52 suinos oriundos
da coleta em trés diferentes origens do Distrito Federal e Entorno

, GENOTIPO
Origem : .
RN % rn % TOTAL %
A 2 3,8 8 15,3 10 19,2
B 1 19 9 17,3 10 19,2
C 5 9,6 27 52 32 65,6
TOTAL 8 15,4 44 84,6 52 100

Segundo os dados apresentados na Tabela 5, dos suinos localmente adaptados
testados, pertencentes a origem A, 20% apresentaram genoétipo RN’, enquanto que dos
animais mesticos brancos analisados, oriundos das origens B e C, 14% ou 6 dos suinos
foram provenientes do genoétipo indicador de carne acida, RN". Deste resultado,
pertencem a origem C 5 animais, perfazendo-se um total de 15,6% dos suinos testados
desta origem.

Tabela 5: Frequéncia do gendtipo Rendimento Népole (RN) em animais localmente
adaptados e mesticos brancos de 52 suinos oriundos de coleta do Distrito Federal e
Entorno

. GENOTIPO
Suinos - m
RN % rn % TOTAL %
LOCALMENTE ADAPTADOS 2 20 8 80 10 100
MESTICOS BRANCOS 6 14 36 86 10 100
TOTAL 8 15,4 44 84,6 52 100

A presenca de fragmento de 616pb para o gendtipo Rendimento Napole (RN),
caracteristico de carnes acidas, foi detectada em 2 suinos (4%) da origem A, um da
raca Moura e outro da raca Piau; e em 6 animais (12%) mesticos brancos, sendo que 1
(2%) é oriundo da propriedade B e 5 (10%) da propriedade C (Tabela 5).
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3. Gendtipo Halotano x Gendtipo Rendimento Napole

O resumo dos resultados apresentados pelos gendtipos Halotano (HAL) e
Rendimento Napole (RN) estdo representados em anexo. A analise da populacéo total
utiizada no estudo mostra que 1 animal (2%), pertencente a propriedade A
caracterizado da raga Moura, apresentou gendtipo Halotano recessivo ou mutante
(HAL™) e gendtipo Rendimento Napole (RN") com producéo de 1 fragmento de 616pb.

Cruzando-se a producéo do alelo n presente no gene Halotano (HAL") com a
producao de 1 fragmento de 616pb do gene RN, nota-se que a prevaléncia de 1 animal

(2%), pertencente a propriedade C caracterizada com animais hibridos comerciais.

DISCUSSAO

Os resultados encontrados neste trabalho para o genétipo Halotano, a partir das
52 amostras analisadas, com a deteccdo de 75% de suinos com genétipo Halotano
Normal (HAL™Y), 21,1% de animais heterozigotos (HAL"") e 3,8% de genétipo Halotano
Recessivo (HAL™) diferem dos estudos realizados por Bridi e colaboradores (2003).
Esses pesquisadores ao analisar 96 suinos machos castrados da genética
AGROCERES®, encontraram 50% dos animais com o genétipo HAL™" e 50% de suinos

heterozigotos (Hal"

). Assim, 0 estudo ndo aponta animais do genétipo Halotano
mutante (HAL™). O mesmo ocorre nas pesquisas relatadas por Freitas (2009), que
analisando 115 carcacas de suinos hibridos, com presenca das racas Pietran e Duroc,
para o genétipo halotano, detectou que 46 (40%) foram provenientes de animais HALY,
69 (60%) de HAL"" e nenhuma (0%) do genétipo recessivo HAL™. A explicacdo para a
divergéncia nos dados encontrados por esses pesquisadores e aqueles obtidos neste
trabalho pode estar na adocdo de medidas de controle para o gene Halotano nas

propriedades analisadas.
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J& outros resultados apontados nos estudos realizados por Culau e
colaboradores (2002), Pormmiee e Houde (1993), Luercee colaboradores (2009)
demonstram maior relacdo com os dados encontrados neste trabalho, com a presenca

Inn

de suinos homozigotos recessivos ou mutantes (Hal™). Culau e colaboradores (2002),
ao genotipar 151 carcacgas analisadas, encontrou 93 carcagas (61,59%) provenientes
de suinos com genétipo Halotano normal (Hal™™), 51 de carcacas (33,77%) de suinos
heterozigotos (Hal™"
(Hal™). Enquanto que Pormmiee e Houde (1993) encontraram 88,4% de HALMY, 11%

de HAL" e 0,6% de HAL™. Dos 165 animais testados para a presenca do Gene

) e 7 carcacas (4,64%) de suinos com genatipo halotano recessivo

Halotano no estudo realizado por Luerce e colaboradores (2009), 49% eram NN, 50%
Nn e 1% foi nn. Segundo o relatado pelo autor, a alta frequéncia do alelo n é o
resultado das diferentes racas utilizadas no programa de melhoramento em fazendas

comerciais.

A presenca de animais de genétipo mutante também foi citado por outros
pesquisadores. Bastos e colaboradores (2001) relataram que a frequéncia genotipica
do gene HAL na populacao estudada foi de 84 (52,58%) animais NN, 67 (41,80%) Nn e
9 (5,62%) nn. Outro estudo em uma populacdo de suinos escolhida aleatoriamente, a
freqiiéncia do gene HAL foi de 23% para HAL"" e 1,8% para animais HAL™ (MURRAY
et al.,1989), Zang e colaboradores (1992) estudando 131 suinos de sete grupos raciais
diferentes e de trés gendtipos diferentes para o gene Halotano, observaram 48 animais
do gendtipo Halotano homozigoto positivo (HAL™) e 83 suinos dentre os genotipos
HALYN e HAL"". Este elevado nimero de trabalhos e pesquisadores que relataram os
dados com a presenca do genétipo HAL™, bem como do genétipo HAL", pode refletir o
fato que o alelo n e as caracteristicas indesejadas provocadas pelo gene Halotano

ainda estdo no plantel de suinos mundial.

Os dados encontrados neste trabalho demonstraram que 80% dos animais
suinos localmente adaptados apresentaram genétipo HAL™Y, enquanto que os outros
20% analisados apresentaram a presenca do alelo n. Dos animais mesticos brancos

analisados, 73,8% apresentaram genétipo HALN e os outros 26,1% apresentaram pelo
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menos um alelo recessivo n para o genétipo analisado. Os dados sugerem que 0s
criterios de selecdo e melhoramento genético deverdo permanecer, jA que as
alteracdes provenientes deste gene na carne suina tém grande impacto econémico,
uma vez que estas carnes sao inadequadas para a industrializacdo e sdo de aspecto
desagradavel ao consumidor, sendo genétipo HAL" indicativo da presenca de carnes do
tipo PSE ou de animais PSS.

Quanto aos dados obtidos neste trabalho para o gene Rendimento Napole
(RN), das 52 amostras analisadas, 84,6% apresentaram a digestdo do fragmento
original de 616pb com a enzima BsrBIl originando 2 fragmento de aproximadamente
416pb e 200pb (rn*). Em 15,4% das amostras testadas, ndo houve digestdo, mantendo
o fragmento original com 616pb (RN"). Esses dados encontrados diferem dos resultados
apresentados por Moeller e colaboradores (2003) na avaliacdo do Genétipo RN, pelo
fato dos animais serem da raca Hampshire ou mesticos dessa ragca. Os estudos
realizados pelos pesquisadores utilizaram testes de PCR-RFLP, em progénies
descendentes de cruzamentos com suinos da raca Hampshire, com identificacdo de 81
animais apresentando genoétipo RN’, 0s quais apresentam o genétipo positivo para o

gene Rendimento Napole, e 37 suinos normais, de genoétipo rn’.

Ja o trabalho desenvolvido por Guevara (2005), utilizando-se a sequéncia de
NAP-F 5-GGAACGATTCACCCTCAACT-3 e NAP-R 5-AGCTCTGCTTCTTGCTGTCC-
3’, produto de PCR de 114pb que inclui os codons 199 e 200 do gene PRKAG3, obteve
maior correlacdo com o0s resultados e a origem das amostras observadas neste
trabalho, mesmo com a utilizacdo de primers diferentes daqueles utilizados neste
trabalho. Utilizando-se do sitio da mutacdo R200Q com a digestdo pela enzima de
restricdo BsrBl (Biolabs), o pesquisador identificou que os animais normais (rn*)
resultaram em uma sequéncia com dois fragmentos de 81pb e 33pb e que a frequéncia
do gene RN testado, considerado o gene associado a presenca da carne acida, foi de
4,6%. Estes dados demostram compatibilidade aos achados deste trabalho,

provavelmente devido a origem dos animais. Os resultados obtidos por meio dos suinos
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mesti¢cos brancos da origem C, oriundos de um frigorifico comercial, demonstraram que

9,6% destes animais apresentaram o genétipo associado a carne acida.

A populacao analisada neste trabalho para o gendétipo Rendimento Napole, com
a deteccdo um animal da raca Moura e outro da raca Piau de gendtipo RN, que
apresenta forte relagdo com as carnes acidas, sugerem que estes animais podem ter
sido oriundos de cruzamentos com animais industrializados, ou que ainda a presenca
do gendtipo RN™ também pode ser encontrada nestas racas, além da Hampshire. Ja a
presenca de 12% do gendétipo RN nas racas industrializadas analisadas sugere que os
programas de selecdo e melhoramento genético deverdo permanecer, com o intuito de

controlar e eliminar a producéo de carnes &cidas no plantel brasileiro.

CONCLUSAO

Com a realizacdo do presente trabalho, foi possivel concluir que os genes
Halotano e Rendimento N4pole estdo presentes em plantéis de suinos do Distrito

Federal e Entorno.
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ANEXO A

Tabela 5: Apresentacdo dos resultados de acordo com as propriedades, animais
coletados, raca e a frequéncia genotipica do Gene Halotano e Rendimento Napole de
52 suinos provenientes da coleta de sangue de propriedades do Distrito Federal e
Entorno

RESULTADO
Propriedade Animal Raca Genodtipo Genotipo Rendimento
Halotano Napole

1 Moura HALNN rm*
2 Moura HALN rm*
3 Piau HAL™ rn’*
4 Moura HALNN m*
5 Piau HALNN rm*

PROPRIEDADE A
6 Piau HALNN rm*
7 Piau HAL™ m’*
8 Moura HAL™ RN
9 Piau HAL rn’*
10 Piau HAL™ RN’
11 Mestica branca HALN" m*
12 Mestica branca HAL™W RN
13 Mestica branca HALN" m*
14 Mestica branca HALNN m*
15 Mestica branca HAL™W rm*

PROPRIEDADE B
16 Mestica branca HAL™W rm*
17 Mestica branca HAL™ m*
18 Mestica branca HALNN m*
19 Mestica branca HALN m*
20 Mestica branca HAL™ m’

PROPRIEDADE C 21 Mestica branca HAL™ RN
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22 Mestica branca HAL™W n

23 Mestica branca HAL™W m*
24 Mestica branca HAL™ "
25 Mestica branca HAL™ RN
26 Mestica branca HAL™W m*
27 Mestica branca HAL™W m*
28 Mestica branca HAL™ "
29 Mestica branca HAL™ "
30 Mestica branca HALNN m*
31 Mestica branca HALNN m*
32 Mestica branca HALNN rm*
33 Mestica branca HALNN m*
34 Mestica branca HALN" m*
35 Mestica branca HALN" m*
36 Mestica branca HALN m*
37 Mestica branca HALN RN
38 Mestica branca HALN" m*
39 Mestica branca HALN" m*
40 Mestica branca HALNN m*
41 Mestica branca HAL™W m*
42 Mestica branca HAL™W m*
43 Mestica branca HALNN "
45 Mestica branca HALNN RN
46 Mestica branca HALNN m*
47 Mestica branca HAL™W m*
48 Mestica branca HALNN RN
49 Mestica branca HALN m*
50 Mestica branca HALNN m*
51 Mestica branca HALNN rm*
52 Mestica branca HALNN rm*

48



49



