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CARACTERIZACAO DO GENE DO ESTRESSE SUINO

CHARACTERIZATION OF THE SWINE STRESS GENE

Reginaldo Gaspar Bastos' Jodo Carlos Deschamps’ Odir Anténio Dellagostin®

-NOTA -

RESUMO

O gene do estresse suino foi caracterizado em 59
animais das ragas Landrace, Large White, Duroc e cruzas destas
ragas com a Pietran, através da andlise do dcido desoxirribonu-
cléico (DNA) amplificado por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e clivado com endonuclease de restri¢do. Como fonte de
DNA foi utilizado sangue, sémen e foliculo piloso, sendo que, este
wltimo revelou-se um modo rdpido e ndo-invasivo de obtengdo de
amostra que viabiliza a execugdo da técnica a qualquer animal
dentro do sistema de produgdo. A fregiiéncia genotipica foi de 0,73
para NN, 0,26 para Nn e 0,01 para nn.
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SUMMARY

The porcine stress gene was characterized from 59
animals (Landrace, Large White, Duroc and Pietran) through
analysis of deoxyribonucleic acid (DNA) amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and digested with a restriction endonuclease.
Blood, semen and plucked hair were used as source of DNA. The
use of plucked hair is fast and non-invasive method that can be
used for any animal within the production system. The genotype
Jfrequency was 0.73 to NN, 0.26 to Nn and 0.01 to nn.
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O gene do estresse suino (gene hal) esta
localizado no cromossomo 6 e codifica para os recep-

tores ryanodine, os quais sdo proteinas que atuam
como canais liberadores de célcio do reticulo sarco-
plasmatico do musculo esquelético (OTSU er al.,
1991). O gene hal em homozigose recessiva (nn)
determina o aparecimento da Sindrome do Estresse
Suino (PSS), sendo que 0 mesmo gene em heterozigo-
se (Nn) mantem relagdo com a diminuig¢do da qualida-
de de carne (KOLNT er al, 1993; POMMIER &
HOUDE, 1993; SMET et al, 1996). A principal
manifestagio post-mortem da sindrome € o apareci-
mento da caracteristica de carne palida, macia (soft) e
exudativa (PSE) (SMET et al, 1996). Comparagdes
feitas entre seqiiéncias de cDNA do gene hal de
animais suscetiveis a PSS com animais normais
demonstraram uma mutago na posi¢do do nucleotideo
1843. Nesta posi¢do em animais suscetiveis ha a troca
de uma citosina (C) por uma timina (T), com isto
ocorre a alteragfo do residuo de amino-acido 615, que
passa de uma arginina a uma cisteina (FUJJI et al.,
1991; OTSU et al., 1991). Os canais liberadores de
célcio alterados tornam-se hipersensiveis ao estimulo
nervoso ¢ abrem-se facilmente, ficando seu fechamen-
to inibido. Conseqiientemente hd um aumento na
concentragdo de calcio no citosol, ocasionando contra-
¢do muscular, hipertermia, taquicardia, acidose
metabolica e respiratoria devido ao aumento da
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glicolise anaerdbica, aumento na concentragdo de
acidos graxos e catecolaminas circulantes, sendo que
a morte se da de 4 a 6 minutos depois do aparecimento
dos sintomas (LOUIS et al., 1990; SHEN et al., 1992).

A caracterizagdo do gendtipo do gene hal
com endonuclease de restrigdo ¢ uma técnica rapida e
segura e além disso, ¢ a unica maneira de identificar
animais heterozigotos (Nn) (FUJJI et al, 1991; SHEN
et al., 1992; HOUDE et al., 1993; REMPEL et al.,
1993). A anélise com endonuclease de restrigdo é
baseada no fato de que em animais suscetiveis ocorre
a delegdo do sitio de clivagem da enzima Cfol (GIB-
CO BRL). Sendo assim, o trabalho teve por objetivo
a otimizag¢do da técnica de caracterizagdo e a determi-
nagdo do gendtipo do gene hal em suinos.

Foram coletadas amostras de pélo e sémen
de animais do Centro Agropecuario da Palma/UFPEL
e de sangue de animais de abatedouro da regido de
Pelotas. Tais amostras foram selecionados aleatoria-
mente entre animais das ragas Landrace, Large White,
Duroc e animais cruzas destas ragas com a Pietran.

Para a extragao de DNA gendmico a partir
de sangue e sémen foi utilizado o protocolo descrito
por SAMBROOK et al. (1989). Para a extragdo a
partir de foliculo piloso, foi utilizado o protocolo
descrito por BAUEROVA et al. (1996) o qual utiliza
0,4 mg/ml de proteinase K, e o protocolo descrito por
DISSING et al. (1996) que utiliza apenas NaOH-Tris.

Foi amplificado por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) um fragmento especifico de 81
pares de bases (pb) do gene hal. A seqiiéncia de
“primers” utilizada foi a descrita por FUJII et al
(1991). Foi utilizado um termociclador "Thermal
Reactor" (HYBAID) onde foram executados 35 ciclos
compreendendo desnaturag@o a 95 °C por 1 minuto,
anelamento a 56°C por 1 minuto e extensdo a 72°C
por I minuto.

Uma aliquota do produto do PCR (5pl) foi
digerida com a enzima Cfol (5U por amostra), por 3
horas a 37°C, e apds a digestdo as amostras foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose a 4%. As
freqiiéncias genotipicas e alélicas foram determinadas
através de contagem direta.

Os resultados obtidos revelaram que a
analise do DNA por PCR, seguido por digestdo com
endonuclease de restrigdo para determinar o genotipo
do gene hal, ¢ uma técnica rapida e eficiente, que
torna possivel a identificagdo tanto de animais homo-
zigotos recessivos, como também de heterozigotos
(FUJIT et al., 1991). A Figura 1 mostra que animais
normais, apos a digestdo, apresentam duas bandas de
DNA no gel de agarose. Isto se deve ao fato de que
nestes animais ha a presenga do sitio de clivagem da

Figura | - Linha 1 - 10 bp DNA Ladder (GIBCO-BRL).
Linhas 2, 3. 5, 7, 8 € 9 - homozitos normais.
Linhas 4, 10, 11, 12, 13 e 14 - heterozigotos.
Linha 5 - homozito recessivo.

endonuclease Cfol. Por outro lado, animais homozigo-
tos recessivos apresentam uma tnica banda devido a
auséncia do sitio de clivagem. Conseqiientemente, os
animais heterozigotos apresentam trés bandas de DNA
(OTSU et al., 1991; FUlIl et al., 1991).

A utilizagdo de foliculo piloso para a
extragdo de DNA gendmico, constitui-se em um
método ndo invasivo que viabiliza a execu¢do da
técnica a qualquer animal dentro do sistema de produ-
¢do (_BAUEROVA et al., 1996). A extragdo de DNA
de foliculo piloso através do método NaOH-Tris
permite a obten¢do de uma quantidade suficiente de
DNA gendmico para o PCR a partir de 20 foliculos,
sendo que o processo de extragdo ndo leva mais do
que 5 minutos. Além disso, a técnica ndo necessita de
tampdes de lise, proteinase ou centrifugagdes
(DISSING et al., 1996).

Os resultados apresentados na Tabela |
mostram que dos 68 animais investigados, 18 sdo
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heterozigotos e um apresentou-se como homozigoto
recessivo. Estes resultados referem-se a amostras de
animais os quais foram utilizados para otimizar a
técnica de caracterizagdo do gene do estresse suino,
segundo as condi¢des do Laboratério de Biologia
Molecular, do Centro de Biotecnologia, da Universi-
dade Federal de Pelotas, portanto, ndo pode ser feita
nenhuma inferéncia quanto a prevaléncia do gene do
estresse em suinos da regido de Pelotas.
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