JINC - 42 Jornada de Iniciacéo Cientifica Embrapa / UnC — 21 de outubro de 2010 — Concérdia,SC

FREQUENCIA ALELICA E GENOTIPICA DE POLIMORFISMO NO GENE RECEPTOR DA
LEPTINA (LEPR) EM DUAS LINHAGENS DE AVES (Gallus gallus)

Fongaro, G.**; Peri, E.:; Tessmann, A. L.% Ribeiro, J. B.% Peixoto, J. 0.% Ledur, M. C.?
'Graduanda do Curso de Ciéncias Bioldgicas, Universidade do Contestado, Campus Concérdia, Bolsista na Embrapa
CNPQ / PIBIC. E-mail: gislainefongaro@hotmail.com
’Embrapa Suinos e Aves

Palavras-chave: gene candidato; marcador molecular;
caracterizagdo molecular.

Introducéo

Resultados e Discusséo

A caracterizacdo molecular das linhagens de aves
existentes, a relagdo genética entre elas, bem como o
conhecimento de suas origens genéticas sdo importantes
para obtencdo de subsidios para programas de
elhoramento, manejo e conservagcdo das linhagens de
aves utilizadas no Brasil.

Uma importante forma de caracterizacdo genética é a
caracterizagdo das linhagens para genes candidatos
conhecidos associados a caracteristicas de interesse
econdmico. O gene receptor da leptina (LEPR) esta
associado a deposi¢do de gordura em galinhas sendo,
por esse motivo, considerado gene candidato (1). Dessa
forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as
frequéncias alélicas e genotipicas de um marcador no
gene receptor da leptina em duas linhagens de aves
(Gallus gallus).

Material e Métodos

No presente estudo foram utilizadas duas linhagens de
aves sendo uma a linhagem de postura de ovos
castanhos GG pertencente ao Banco de Germoplasma da
Aves da Embrapa Suinos e Aves e outra a linhagem
hibrida de corte Cobb 500. O sangue de 50 animais de
cada linhagem foi coletado para a extracdo de DNA
gendmico com Kit DNAzol® (Invitrogen). Posteriormente
realizou-se quantificagdo do DNA por meio de
espectrofotometria e diluiu-se o DNA para a concentra¢do
de uso: 25ng/pl.

Através da técnica ja padronizada pelo Laboratério de
Genética Animal — Embrapa Suinos e Aves realizou-se a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tendo um
volume final de 25uL, amplificando-se o fragmento do
gene do Receptor da Leptina com o seguinte conjunto de
primers: LEPR F: 5 TCTGGAGTGAATGGAGCACA 3’ e
LEPR R: 5 GCTACGCTCTGGGTTTTGTT 3. As
condi¢cbes de amplificacdo foram as seguintes: 95°C por 6
minutos, seguido por 32 ciclos com as seguintes
condigBes: 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto, e uma etapa de extenséo final a 72°C por
10 minutos.

Para a clivagem utilizou-se a enzima BsrGl, que
reconhece e cliva o polimorfismo A>G; Na reagéo foram
utilizados 12,5 pL do produto de PCR, 0,25 uL da enzima
BsrGl (1U/uL), 2,0 pL de Buffer 10X e 5,5 uL de agua
ultra-pura. Os padrées de bandas possiveis e seus
respectivos genotipos estao dispostos na Figura 1.

A reacdo foi incubada a temperatura de 60° C por 2
horas. Todo material da reagéo de clivagem foi submetido
a eletroforese em gel de agarose 1% e visualizado por
meio de luz UV. Os genétipos foram obtidos e
posteriormente, calculou-se as freqiiéncias (alélica e
genotipica), dos genotipos possiveis nessas duas
linhagens industriais.

Foi possivel amplificar o fragmento esperado de
aproximadamente 940 pb do gene Receptor Leptina. Na
Figura 1 esta apresentado o padrédo observado na técnica
de PCR-RFLP.
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Figura 1. Padrdo de bandas clivadas pela enzima BsrGl e seus
respectivos genotipos.

As frequéncias alélicas e genotipicas estdo apresentadas
na Tabela 1. Verificou-se que os animais avaliados para o
polimorfismo LEPR A>G da Linhagem GG apresentaram
os trés gendtipos possiveis (AA, GG e AG), ja a linhagem
Cobb 500 ndo apresentou variagcao genotipica, estando o
alelo G fixado.

Tabela 1. Freqliéncia genotipica dos individuos genotipados
para o Receptor da Leptina.

Frequéncia Freqguéncia
Linhagem Alélica Genotipica
GG 78% G 22% A 65% GG 7% AA 28% AG
Cobb 500 100% G 0% A100% GG 0% AA 0% AG

O levantamento das frequéncias alélicas de genes
candidatos € importante para se caracterizar
geneticamente as linhagens em estudo a fim de auxiliar
na manutengdo da maxima variabilidade possivel dentro
de suas populagfes e 0 uso sustentavel destes recursos
genéticos animais. Uma vez que a diversidade genética é
fundamental para o melhoramento genético de aves.

Conclusdes

Existe variabilidade entre as linhagens para o marcador
no gene LEPR, estando esse polimorfismo segregando
na linhagem GG e fixado na linhagem comercial Cobb
500. A perspectiva € que esse trabalho se estenda a
futuras andlises caracterizacdo genética utilizando
diversas linhagens de galinha buscando evidenciar o
potencial das linhagens nacionais no melhoramento
genético.
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