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RESUMO

O presente estudo foi conduzido com o intuito de isolar e identificar possiveis
polimorfismos genéticos em parte do Exon II no gene do Fator 9 de Diferenciacio Celular
(GDF9 - Growth Differentiation Factor 9) de fémeas Ile de France criadas no Estado de Santa
Catarina. Este fator de diferenciagdo celular esta relacionado com maiores incidéncias de partos
multiplos, influenciando diretamente a eficiéncia reprodutiva do rebanho. Amostras de sangue
foram coletadas de 30 fémeas, em idade reprodutiva, para extracio do DNA gendmico. A
regido de interesse foi isolada e amplificada via PCR (Reag¢do em Cadeia da Polimerase)
utilizando-se iniciadores desenhados a partir de sequéncias especificas disponiveis no
GenBank (NCBI). Para busca de sitios polimorficos foi utilizada a técnica de RFLP
(Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restricdo) aplicando-se a endonuclease de
restri¢ao Taqgal. Os resultados obtidos no presente estudo indicaram um padrao monomorfico
para o sitio de corte da enzima Taqgal nos animais avaliados, entretanto, estudos futuros podem
ser realizados com o intuito de identificar possiveis polimorfismos na mesma regido isolada,
utilizando-se a mesma técnica, porém com outras enzimas de restri¢do. Este trabalho permitiu
a realizagdo do isolamento ¢ amplificacio de parte do Exon IT do gene GDF9 via PCR,
possibilitando inferir que existe monomorfismo genético para a enzima Taqal nesta regido

genética de animais da raga Ile de France.

Palavras-chave: GDF-9, Ovis Aries, Ovinocultura, Prolificidade, RFLP.
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1. INTRODUCAO

Atualmente existem diversas racas com diferentes aptiddes, algumas voltadas para
produgdo de leite, outras para carne ou 1a e racas com dupla aptidao (VIANA, 2008). Com a
difusdo da espécie, pode-se encontrar ovinos em diversos paises, mas existem aqueles que
lideram a criagdo e producdo, como Nova Zelandia e Austrdlia. Em contrapartida, a
ovinocultura no Brasil vem recuperando forgas desde a crise da 1a em 1990, quando a producado
de tecidos sintéticos se disseminou, prejudicando os criadores de ovelhas com aptidao para 1a.
Porém, a retomada na criacdo com um direcionamento para carne tem interessado diversos
produtores a ingressar  no ramo (VIANA & SILVEIRA, 2009).

A regido Sul destaca-se por ter um grande rebanho, com finalidade de produgdo de carne
e 13, no entanto, ha possibilidade para aumento no numero de animais da regido. Assim, um
pardmetro importante para o aumento da producgdo ¢ a prolificidade desses animais, que
significa maior nimero de cordeiros nascidos vivos por ovelhas expostas a reproducio (LOBO
et al., 2011). Além dos efeitos ambientais e de manejo, leva-se em conta também a genética

para aumentar a prolificidade, podendo ser melhorada mediante sele¢do.

Com o advento de marcadores moleculares, genes especificos podem ser encontrados com
maior frequéncia em determinada raga, ¢ esse gene pode estar relacionado a uma caracteristica
fenotipica de interesse do criador. Dentre estas caracteristicas, estdo aquelas relacionadas a
desempenho produtivos e reprodutivos, como ter maior taxa ovulatéria nas fémeas por ciclo
estral e, consequentemente, maior nimero de partos multiplos. Nas ragas ovinas do sul do
Brasil, pesquisadores da Embrapa comecaram a acompanhar os servigos de registros
genealogicos para identificar rebanhos ovinos em que ocorriam partos multiplos com maior
frequéncia. Identificou-se que essa caracteristica estava relacionada a uma mutagdo em
determinado gene nos ovinos da raga Ile de France, em um municipio perto da cidade de
Vacaria, localizada no estado do Rio Grande do Sul, recebendo entdo o nome de “mutagdo
Vacaria”’(SOUZA;MORAES,2013).

Segundo Souza et al. (2011) dos animais que apresentavam maior prolificidade, eram
obtidas amostras de sangue para extracdo de DNA, no qual eram sequenciados diferentes genes
j& conhecidos, evidenciando o surgimento de um novo polimorfismo de nucleotideo unico
(SNP) no gene do fator de crescimento e diferenciagdo 9 (Growth Differentiation Factor 9 —
GDF9). O gene deste fator influencia a foliculogénese, que por sua vez ¢ responsavel pela

maturagdo do gameta feminino (SHIMASAKI et al., 2004). Quando o GDF9 ¢ inativado, pode



levar a infertilidade pela perda da capacidade de ativacdo no crescimento dos foliculos
primordiais. Animais portadores de gendtipos homozigotos, possuem a fertilidade
comprometida, apresentando ovarios de tamanhos reduzidos e infantilizados (DONG et al.,
1996; SOUZA et al., 2011). Entretanto, as fémeas portadoras dessas mutacdes, mas que

apresentam heterozigose possuem acréscimo na fertilidade (SOUZA et al., 2011).

A regido estrutural do GDF9 é composta por dois éxons e um intron, que codificam uma
proteina com 135 aminoécidos (SHIMASAKI et al., 2004; INCERTI et al., 1994). Com os
avangos na area da biotecnologia, tornou-se possivel identificar mutagdes na cadeia do DNA
através de técnicas de sequenciamento gendomico. Embora essas mutacoes sejam identificadas
utilizando-se sequenciamento direto de amostras de DNA, a utilizagdo de técnicas menos
onerosas para genotipar animais com polimorfismos, ja ¢ possivel com o auxilio de marcadores
moleculares. Dentre essas técnicas, destaca-se a PCR-RFLP (Reagdo em Cadeia da Polimerase
— Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restri¢ao). Nela, a regido de interesse do gene ¢
isolada e amplificada, para posterior digestdo especifica com endonucleases de restri¢do
(enzimas). Havendo o polimorfismo no sitio de corte da enzima, padrdoes polimorficos de
migracdo sdo facilmente detectados em eletroforese de géis de agarose. Tal aplicacdo de

genotipagem pode viabilizar a avaliacdo de muitos animais de maneira mais econdmica.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho foi conduzido com o intuito de isolar e identificar possiveis
polimorfismos genéticos em parte do Exon II no gene do Fator 9 de Diferenciagio Celular
(GDF9 - Growth Differentiation Factor 9) de fémeas Ile de France criadas no Estado de Santa
Catarina e verificar, quando detectados tais polimorfismos, a possivel associagao dos alelos com

a incidéncia de partos multiplos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ovinocultura

Acredita-se que os ovinos tenham sido uma das primeiras espécies domesticadas

proporcionando diversos produtos como carne, fonte de proteina e gordura; leite, com potencial



para produc¢ao de laticinios, 13 para confeccdo de roupas e até mesmo o couro e/ou pelego. Os
ovinos possuem alta capacidade de adaptacdo a diversos biomas, com excecdo de ambientes
quentes ¢ umidos, podemos encontrar a espécie em praticamente todos os continentes, com
diferentes climas, pastagens e relevos (VIANA, 2008).

Os principais paises relacionados a ovinocultura no mundo sdo Nova Zelandia e Australia.
O Brasil tem destaque na producdo de carne ovina na América do Sul, mas ainda possui area
para aumentar a produgdo desses animais, mesmo considerando que, a populagdo brasileira
possui baixa aceitacdo ou costume de consumir esse tipo de proteina (VIANA, 2008). Segundo
a Empresa Brasileira de Pesquisa e Pecuaria — EMBRAPA (2018), cerca de 25 milhdes de
brasileiros nunca provaram carne ovina, representando aproximadamente 12% da populagao.

O consumo ¢ frequente para apenas 25% dos brasileiros, ou seja, cerca de 52 milhodes de
pessoas. Os outros 62% se dividem em duas categorias, 27% que comem poucas vezes no ano
e 35% que comeram alguma vez na vida. O que indica a falta de adesdo e regularidade no
consumo por parte da populacdo, todavia sobre outro aspecto aponta para um setor pecuario
com potencial de desenvolvimento. Alguns dos motivos da falta dessa regularidade no
consumo sao a pouca disponibilidade do produto no mercado, a falta de costume ¢ a dificuldade
de encontrar cortes mais apropriados para preparo no dia a dia, como ocorre com outras fontes
de proteina animal. O consumo mais regular esta na regiao Sul do Brasil.

Entretanto, o maior grupo daqueles que nunca comeram carne ovina estd na regido
Sudeste, onde esta a maior concentracao populacional do pais e com maior poder de compra
(EMBRAPA., 2018). De acordo com a Associa¢ao Brasileira de Criadores de Ovinos (Arco)
(2018), o mercado brasileiro de produgdo ovina consegue atender uma demanda de 400 gramas
anuais de carne ovina per capita. A comparagdo de disponibilidade de carne ovina esta

demonstrada na Figura 1.
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Figura 1 — Disponibilidade per capita de carne por ano no Brasil (kg).
Fonte: Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (2018).



O crescimento demografico dos paises, além da urbanizacdo e mudanca nos hébitos
alimentares, acarreta um aumento na demanda de carne, possibilitando uma oportunidade de
mercado voltado para producdo de ovinos (FAO, 2007). Dessa forma, segundo Viana (2008)
o Brasil deve se beneficiar dos recursos naturais, de modo a aproveitar e despertar o interesse
de paises importadores que possuem maior consumo de carne ovina, abrindo espaco para mais
um setor no mercado pecuario.

Ao se procurar obter maior produtividade, a nutri¢do dos animais ¢ um elemento de
grande importancia, pois adequada alimentacdo dos individuos estd relacionada a melhores
resultados tanto em ganho de peso quanto no desempenho reprodutivo. Os fatores nutricionais
relacionados ao desempenho reprodutivo de uma ovelha sdo bastante complexos, pois ha
influéncia do ambiente, peso do animal, idade e condi¢do corporal (PIRES, 2011). Em suma, o
aporte nutricional adequado representa a expressao e funcionamento dos processos reprodutivos
do animal. A dieta balanceada deve atender os niveis de energia, proteina, vitaminas € minerais
para que a fungdo fisioldgica, a sintese de hormonios ocorra de maneira que a maturacao
odcitaria, a taxa ovulatdria, o desenvolvimento do feto, bem como o vigor do cordeiro ao
nascimento ocorram de forma saudavel proporcionando viabilidade econdmica ao processo
produtivo (ROBINSON et al., 2002; ROBINSON et al., 2006).

O flushing ¢ uma técnica de manejo que consiste em fazer um aumento no aporte
nutricional para as fémeas cerca de 30 dias antes de iniciar a temporada reprodutiva, sendo
bastante utilizado por produtores e técnicos. O intuito ¢ fornecer mais energia e nutrientes para
as fémeas durante essa fase pré-ovulatdria, acarretando um foliculo maior, melhor regulagao
hormonal, por fim melhorando as taxas de fertilidade e prolificidade (BOMFIM et al., 2014).

Todavia, além de manejos nutricionais para melhorar os indices reprodutivos de um
rebanho, existem técnicas mais complexas de selecdo de animais que abrangem mutagdes ¢
polimorfismos associados a maior capacidade reprodutiva. Como os genes da familia de fatores
do crescimento, os TGFB (Transforming Growth Factor beta) onde o gene GDF-9 (Growth
Differaction Factor - 9). A familia desses genes esta associada a expressoes nas células da teca,
granulosa ¢ odcitos. A regulagdo ¢ ativacao dos foliculos primordiais sofre interferéncia para
maturagdo e desenvolvimento dos oocitos (HAAS et al., 2019), etapas essas que ocorrem ao

longo da foliculogénese.



3.2 Estro e foliculogénese

A eficiéncia de um rebanho ovino esta associada com a capacidade reprodutiva dos
animais. Para que a reproducdo seja satisfatoria € importante entender a fisiologia da reproducao
dos animais, de modo a melhorar o manejo durante as épocas do ano mais importantes na
cultura, como, por exemplo, estacdo de monta, nascimento e desmame.

Quando a ovelha atinge puberdade ¢ a fase que determina o inicio da atividade sexual.
No caso de fémeas e machos a maturidade sexual acontece em tempos distintos. Para as fémeas,
a puberdade chega proximo a 7 - 10 meses com peso aproximado de 40 a 45 quilos. Ja para
machos a maturidade ¢ mais precoce, perto dos 4 - 6 meses e com 22 a 28 quilos (JUNIOR E
GIRAO, 2003). Destaca-se que nesse periodo inicial de puberdade, os animais ainda possuem
limitagdes reprodutivas, uma vez que anatomicamente a ovelha ainda nao estd completamente
desenvolvida e os machos tém maior producdo de células espermaticas inviaveis (CRUZ E
FERRAZ, 2012). Segundo Monteiro et al. (2012) ainda existem variaveis que interferem na
idade em que os ovinos entrardo em puberdade. Por exemplo, nutri¢do, estagdo de nascimento,
genética e interagdes sociais.

Conforme ilustra a Figura 2, a espécic ovina demonstra, principalmente,
comportamento reprodutivo poliéstrico estacional. Dessa forma, o ciclo estral ocorre em
determinadas épocas do ano de forma ciclica. Isso ocorre devido a exposi¢ao ao fotoperiodo
negativo, que corresponde ao final de verdo e durante o outono. Esse comportamento se deve
pela razao de que os fotorreceptores, quando estimulados com uma menor exposi¢ao luminosa,
transmitem uma informagao para o hipotalamo e hipdfise que transformarao o sinal luminoso
em um sinal hormonal. No que lhe concerne, a melatonina provocara um efeito no hormoénio
liberador de gonadotrofina (GnRH), acarretando a liberagdo do hormonio luteinizante (LH),

que ira provocar a ovulagdo (MACHADO, 2007; COSTA, 2007).
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Figura 2: Esquema de estacionalidade reprodutiva em ovinos.
Fonte: Granados et al. (2006).

O ciclo estral tem duragdo de 17 dias, dividido em fases. Segundo Fonseca (2005), os
13 primeiros dias ¢ a fase luteinica, caracterizada principalmente pela acdo da progesterona,
dando formagao ao corpo luteo. Essa fase ainda pode ser dividida em metaestro, diestro. E entdo
a partir do 13° e 14* dia, comega a fase folicular, onde ¢ dividido em proestro e estro e submetido
a acdo do hormonio estrogeno na corrente sanguinea (GRANADOS et al., 2006).

Durante o estro dos animais ocorre a foliculogénese, que consiste na evolugdo, no
crescimento, formagdo e maturagdo folicular. O foliculo possui uma fungdo essencial para o
desenvolvimento do gameta feminino, pois ¢ ele que dara origem a um ambiente propicio para
manuteng¢ao e viabilidade do odcito.

O crescimento folicular ocorre por transformacdes sub celulares e moleculares.
Composto por estruturas como odécito, células da granulosa e teca, seu desenvolvimento ocorre
por sinais hormonais, principalmente por participa¢ao do estrogeno. O processo se inicia com
o recrutamento de foliculos primordiais saudaveis, seguido de proliferacio por meiose ¢
diferenciagdo das células, formando assim as estruturas necessarias mencionadas. Entdo o
foliculo primordial avanga para primario, depois para secundario, terciario ¢ pré ovulatorio.
Nessa ultima etapa, com um pico do hormdnio LH acontecera a luteinizagdo, fazendo com que
acontega a liberagdo do odcito (gameta) e do corpo-luteo que serd responsavel por preparar o
utero para receber o embrido através de secrecdes hormonais (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A

Figura 3 representa o desenvolvimento e crescimento do foliculo primordial até pré ovulatorio.



Os bastonetes demonstram a regido pituitaria, composta por células da teca (externa) e

granulosa (interna); o circulo cinza demonstra o oocito.
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Figura 3: Esquema ilustrativo das diferentes fases do desenvolvimento folicular.
Fonte: Lima-Verde et al., (2011).

A importancia desse processo se da pela razdo de que o gene GDF-9 tem acdo
majoritaria expressa e secretada pelo oocito de ovelhas, levantando a possibilidade de ser
essencial para ativacdo das cé€lulas primordiais e seu desenvolvimento, tornando-se
determinante no processo de foliculogénese e reproducao (SILVA et al., 2009).

Promover o crescimento de foliculos primarios, recrutamento das células da teca,
manutencdo da viabilidade folicular, proliferagdo de células da granulosa, sinergia com FSH,
participagdo na ovulacdo e liberagdo do oocito sdo efeitos que o GDF-9 despende para a
foliculogénese. Entretanto, as expressdes do gene em organismos pode diferir devido a

mutagdes ou polimorfismos na regido do GDF-9.

3.3 Marcadores moleculares e polimorfismo no GDF-9

A implementag¢ao do uso de biotecnologias voltadas para atividades do setor zootécnico
iniciaram a partir em 1980, dessa forma aumentou a velocidade dos avangos na genética
mundial (CAETANO, 2009). No Brasil o inicio dos estudos genéticos envolvidos com a
prolificidade de ovinos se deu principalmente para modelos experimentais de modo a
compreender a fisiologia da reproducdo na década de noventa (SOUZA et al., 1994). Todavia,

o cenario tem mudado de trajeto, e produtores, assim como técnicos da area, tem buscado



implementar o uso desses genes para alavancar os rebanhos comerciais, o que tem trazido
aumentos nos numeros de cordeiros desmamados (SOUZA et al., 2006).

E com os avancos nos estudos voltado para area da biotecnologia, uma descoberta
revolucionaria, mudou o cenario, no ano de 1985 a técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) permitiu que a ciéncia amplifique determinados genes de interesse no DNA,
dependendo do primer (iniciador) utilizado (PERSING., 1991; ERLICH., 1989).

Atualmente sabe-se que ao longo do genoma existem os SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism), sendo pequenas mutacdes em um nucleotideo tinico que ocorrem na cadeia do
DNA, mas que influenciar na expressao de uma caracteristica totalmente inovadora (FALEIRO,
2007). Uma técnica muito utilizada para conduzir essa identificacdo ¢ o PCR (Polymerase
Chain Reaction) — RFLP (Restriction Fragment Lenth Polymorphism), essa ¢ uma ferramenta
extremamente importante para a engenharia genética. Sua principal funcdo ¢ clivar o DNA em
sitios correspondentes ao local de corte da enzima utilizada. Os fragmentos de DNA, durante a
eletroforese, formam as bandas, que diferem de posi¢ao devido ao seu tamanho e ao colocar em
luz ultravioleta permite a leitura do resultado.

Através dessas técnicas tornou-se possivel buscar mutacdes SNPs presente num gene
especifico. Estudos identificaram que na regido sul do Brasil existe o polimorfismo no GDF9,
em ovinos da raga Ile de France ¢ o alelo mutante foi nomeado de Vacaria (FecGv). O aumento
na ovulagdo e prolificidade dos animais esta relacionada com o polimorfismo neste gene do
animal, trazendo assim resultados que podem ser benéficos para reproducao (SOUZA et al.,
2014).

Destaca-se o fator de heterozigose e homozigose quando se trata de ovelhas
polimorficas, pois ovelhas homozigdticas apresentam esterilidade. Ao contrario de ovelhas
heterozigdticas (VN), que por usa vez, apresentaram uma taxa de ovulagdo, aferido por
laparoscopia, de 207%. Diferente de ovelhas ndo portadoras do polimorfismo (NN) que
apresentaram uma taxa ovulatoria de 134%, demonstrando que a mutacdo tem acdo direta na
quantidade de ovulacdo dos animais (SOUZA; MORAES, 2019).

A principal razao de ovelhas homozigotas apresentarem infertilidade se d4 pela razao
de que o trato genital permanece infantilizado e os ovarios com foliculos subdesenvolvidos,
explicando entdo a razdo destas ovelhas serem estéreis (BODIN et al., 2007). Barakat et al.
(2017) também relataram que ovelhas homozigotas portadoras do polimorfismo no gene GDF9
sdo inférteis e possuem uma falha no ovério elementar.

Uma forma simples de evitar problemas relacionados ao homozigoto ¢ implementagado

do polimorfismo em apenas um sexo do rebanho. Outra possibilidade para criadores de ovinos



¢ a venda de reprodutores que positivaram para mutagdo. Carneiros que apresentam homozigose
podem agregar valor, devido a capacidade de proliferar o gene mutante, pois no caso de machos
a homozigose ndo demonstra infertilidade (SOUZA; MORAES, 2019).

A implementacdo de animais portadores dessa genética pode gradualmente aumentar a
produgdo de cordeiros e consequentemente de carne. Mas € prudente apontar que animais com
maiores valores genéticos, fémeas mais prolificas, mais produtivas exigem cuidados
nutricionais e sanitarios maiores. Portanto, a melhoria genética voltada para maior nimero de
cordeiros por fémea deve ser algo bem estruturado e pensado. Ovelhas com gestacdo gemelares,
despendem de um aporte nutricional maior, principalmente no terco final da gestagdo

(AZEVEDO et al., 2015).
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IDENTIFICACAO DE ALELOS ASSOCIADOS A EFICIENCIA REPRODUTIVA EM
FEMEAS DA RACA ILE DE FRANCE EM SANTA CATARINA.!

ALELLIC IDENTIFICATON RELATED TO REPRODUCTIVE EFFICIENCY
TRAITS ON ILE DE FRANCE BREED FEMALES IN SANTA CATARINA.

Carvalho, Pedro Henrique Rosa Alves”
Lima, André Luis Ferreira™

RESUMO

O presente estudo foi conduzido com o intuito de isolar e identificar possiveis
polimorfismos genéticos em parte do Exon II no gene do Fator 9 de Diferenciagdo Celular
(GDF9 - Growth Differentiation Factor 9) de fémeas Ile de France criadas no Estado de Santa
Catarina. Este fator de diferenciacdo celular esta relacionado com maiores incidéncias de partos
multiplos, influenciando diretamente a eficiéncia reprodutiva do rebanho. Amostras de sangue
foram coletadas de 30 fémeas, em idade reprodutiva, para extracdo do DNA genomico. A regido
de interesse foi isolada e amplificada via PCR (Reac¢do em Cadeia da Polimerase) utilizando-se
iniciadores desenhados a partir de sequéncias especificas disponiveis no GenBank (NCBI). Para
busca de sitios polimorficos foi utilizada a técnica de RFLP (Polimorfismo de Tamanho de
Fragmento de Restri¢do) aplicando-se a endonuclease de restricio Tag.al. Os resultados
obtidos no presente estudo indicaram um padrao monomorfico para o sitio de corte da enzima
Tagq.al nos animais avaliados, entretanto, estudos futuros podem ser realizados com o intuito
de identificar possiveis polimorfismos na mesma regido isolada, utilizando-se a mesma técnica
de identificagdo de polimorfismos, porém com outras enzimas de restricdo. Este trabalho
permitiu a realizacdo do isolamento e amplifica¢do de parte do Exon II do gene GDF9 via PCR,
possibilitando inferir que existe monomorfismo genético para a enzima Tag.olnesta regiao
genética de animais da raga Ile de France.
Palavras-chave: RFLP, Ovis Aries, Prolificidade, Ovinocultura.

ABSTRACT

This study was carried on intent to isolate and identify genetic polymorphisms on part
of Exon II from Growth Differentiation Factor 9 (GDF9) gene in Ile de France sheep raised on
Santa Catarina State. This growth differentiation factor is related to higher rates of multiple
parturitions, which can directly influence on the herd reproductive efficiency. Blood samples
were collected from 30 females, at reproductive age, to genomic DNA extractions. Target
region was isolated and amplified by Polymerase Chain Reactions (PCR) using primers
designed from specific sequences available on GenBank (NCBI). For polymorphic
identification, were used RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) reactions with
Tagq.al restriction endonuclease. The results obtained on this study showed a monomorphic

1-A utilizagdo dos animais nesta pesquisa foi autorizada pela CEUA-UFSC.

2-Académico do Curso de Graduacdo em Zootecnia da Universidade Federal de Santa Catarina —
Floriandpolis - Brasl

3- Docente do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Catarina — Florianopolis
— Brasil
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pattern to the enzyme’s cut site. However, further investigations should be made with RFLP at
the same region of GDF9 gene using other restriction enzymes. This work allows the isolation
and amplification from part of Exon II of GDF9 gene, characterizing the existence of genetic
monomorphism to 7ag.olenzyme at this region on Ile de France sheep.

Keywords: RFLP, Ovis Aries, Prolificity, Sheep.

INTRODUCAO

Com aproximadamente 18,4 milhdes de animais, a ovinocultura brasileira apresenta o
18° maior rebanho de ovinos do mundo, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) de 2016. Deste efetivo, 60,5% estdo na regido Nordeste, 26,5% no Sul e em menores
percentagens nas demais regides. Porém, considerando-se a quantidade de ovinos por estado, o
Rio Grande do Sul e a Bahia tém praticamente o mesmo efetivo, com 3,5 milhdes cada. Outro
dado também oriundo do IBGE (2017) descreve que no Brasil hd, em média, 527 mil
estabelecimentos agropecuarios com ovinos. Comparando a regido Sul, o estado do Rio Grande
do Sul segue em primeiro, com 47 mil estabelecimentos, seguido do Paran4 com 17 mil e apos
vem Santa Catarina, com 12 mil envolvendo a ovinocultura, contendo em média 300 mil
animais.

A regido Sul destaca-se por ter um enorme rebanho, com finalidade de produgao de
carne e 1a. Um pardmetro importante para o aumento da escala de produgdo ¢ a prolificidade
desses animais, ou seja, buscar o maior nimero de cordeiros nascidos vivos por ovelhas
expostas a reprodugio (LOBO et al., 2011). Além dos efeitos ambientais e de manejo, leva-se
em conta também a genética desses animais para aumentar a prolificidade, podendo ser
melhorada mediante sele¢do assistida por marcadores moleculares, ou seja, genes especificos
que sdo encontrados com maior frequéncia em determinada raga, no qual podem estar
relacionados a uma maior taxa ovulatdria nas fémeas por ciclo estral, consequentemente, maior
nimero de partos multiplos. Nas racas ovinas do sul do Brasil, pesquisadores da Embrapa
comecaram a acompanhar os servigos de registros genealdgicos para identificar rebanhos
ovinos que ocorriam partos multiplos com maior frequéncia. Tal caracteristica foi detectada em
ovinos da raga Ile de France, em um municipio perto da cidade de Vacaria, localizada no Rio
Grande do Sul, recebendo entao o nome de “mutagdo Vacaria” (SOUZA E MORAES, 2013).

Segundo Souza et al. (2011) os animais que apresentavam uma maior prolificidade,
eram extraidas amostras de sangue para extracdo de DNA, no qual eram sequenciados diferentes
genes ja conhecidos, evidenciando o surgimento de um novo polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) no gene do fator de crescimento e diferencia¢do 9 (Growth Differentiation Factor
9 — GDF9). O gene deste fator ¢ expresso nos tecidos ovarianos de ovelhas ¢ demais mamiferos,
e tem efeito nas células da teca e da granulosa, atuando assim, de forma contributiva para a
foliculogénese e ovulacao (SHIMASAKI et al., 2004). Quando o GDF9 ¢ inativado, pode levar
a infertilidade pela perda da capacidade de ativag@o no crescimento dos foliculos primordiais.
Animais portadores de genotipos homozigotos VV possuem a fertilidade comprometida,
apresentando ovarios de tamanhos reduzido e sem foliculos evidentes. (DONG et al., 1996;
SOUZA et al., 2011). Entretanto as fémeas portadoras das mutagdes NNVN ¢ NNNN possuem
acréscimo na fertilidade em uma taxa média de 210% e 130%, respectivamente (SOUZA et al.,
2011). A regido estrutural do GDF9 ¢ composta por dois €xons ¢ um intron, que codificam um
proteina com 135 aminoacidos (SHIMASAKI et al., 2004; INCERTI et al., 1994).

Embora essas mutagdes sejam identificadas utilizando-se sequenciamento direto de
amostras de DNA, a utilizagdo de técnicas menos onerosas para genotipar animais em
polimorfismos com efeitos j4 conhecidos faz-se essencial como um fator viabilizador da
inclusdo destes genes de efeito maior em programas de melhoramento animal com sele¢ao
assistida por marcadores moleculares. Dentre essas técnicas, destaca-se a PCR-RFLP (Reagdo
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em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restri¢dao). Nela, a
regido de interesse do gene ¢ isolada e amplificada para posterior digestdo especifica com
endonucleases de restricdo. Havendo o polimorfismo no sitio de corte da enzima, padrdes
polimorficos de migragdo sdo facilmente detectados em eletroforese de géis de agarose. Tal
aplicacdo de genotipagem pode viabilizar a avaliacdo de um grande niimero de animais de
maneira mais econdmica. Em virtude destes fatos, o presente trabalho foi conduzido com o
intuito de isolar e identificar possiveis polimorfismos genéticos em parte do Exon Il no gene do
Fator 9 de Diferenciacdo Celular (GDF9 - Growth Differentiation Factor 9) de fémeas Ile de
France criadas no Estado de Santa Catarina e verificar, quando detectados tais polimorfismos,
a possivel associacao dos alelos com a incidéncia de partos multiplos.

MATERIAL E METODOS
Coleta de amostras e extracio do DNA genémico

Para extracdo do DNA gendémico dos animais, foram utilizadas amostras do sangue de
30 fémeas adultas em idade reprodutiva, da raca Ile de France, criadas no estado de Santa
Catarina. As amostras foram coletadas por venopun¢do jugular utilizando-se agulhas
descartaveis e tubos do tipo vacutainer com EDTA potdssico, em um volume de 4
mL/tubo/animal. Para o procedimento, os animais foram contidos em pé com a cabeca erguida,
tosquiados na regido jugular para facilitar localizagdo da veia e, de maneira minimamente
invasiva e buscando-se evitar qualquer tipo de stress, o sangue foi coletado. Apds a coleta, os
tubos devidamente identificados foram acondicionados em freezer a - 20°C até o momento da
extracdo do DNA genomico.

Todas as etapas laboratoriais foram realizadas no Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em
Gen¢tica Animal (LEPGA) da Universidade Federal de Santa Catarina, localizado no
Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias, Floriandpolis/SC. As extracdes
de DNA gendmico da fase leucocitaria foram realizadas conforme metodologia proposta por O
DNA genomico foi extraido da fase leucocitaria, conforme metodologia
descrita por ZADWORNY & KUHNLEIN (1990). As amostras descongeladas contendo1,5 mL
de sangue/cada foram transferidas para tubos de 2 mL e centrifugadas por 15 minutos. Logo em
seguida, o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, o volume dos tubos foi ajustado para 2
mL com uma solucao A (250 uL Tris HCl1 pH 7.6 1 M; 250 uL MgCl12 0.5M; 50 uL NaCl 5 M
Em seguida, serdo adicionados 500 uL de solucdo de Proteinase K (5 uL de Tris HC1 pH 8.0 1
M; 10 pLL de NaCl 5 M; 10 pLL de EDTA pH 8.0 0.5 M; 12.5 uL de SDS a 20% e completar o
volume com 460,5 pl. de dgua ultrapura ¢ adicionar 2 uL de solugdo de proteinase K na
concentragdo 20 mg/mL no momento do uso) ao sedimento de leucocitos armazenados na etapa
anterior ¢ misturados no vortex até que se desprenda do fundo do tubo. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado ¢ os tubos invertidos diversas e o sobrenadante foi
descartado. A seguir foi realizada a lavagem com 500 pL de etanol a 70% gelado e centrifugado
por 5 minutos ¢ a secagem em temperatura ambiente. O pellet serd ressuspendido em 250 uL
de solu¢do TE ¢ 0,25 mL de solugdo de RNase (10 mg/uL) e incubado por 12 horas a 4°C.Apos
a extragdo, uma aliquota de 5 ul de cada amostra foi diluida com 5 pL de tampao de corrida
(0,05% de azul de bromofenol) e submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%), em
tampao TBE 1X com corante Sybr a 70V, por aproximadamente 50 minutos. A visualizagao do
DNA genomico foi feita em luz ultravioleta (UV), e o gel foto documentado.
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Analises de PCR e genotipagem

As seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores especificos para isolar a regido
codificadora do gene GDF9, foram fwd 5'- GACCAGGAGAGTGCCAG -3 e rev 5'-
ACTAAGTGTACCTGTCG- 3’, desenhadas a partir de informagdes disponiveis no GenBank.
As amostras de DNA genomico tiveram as regides de interesse isoladas e amplificadas por
PCR, em reagdes contendo 100 ng de DNA, 0,5 uM de cada iniciador, 1X PCR buffer [10 mM
Tris-HCI (pH 9,0), 1,5 mM MgCl12 e 50 mM KCl], 100 uM de dNTPs e 0,5 U de Taq polimerase
num volume final de 25 pl.

Apos a amplificacdo, uma aliquota de 5 pl de cada amostra foi diluida com 5 pL de
tampao de corrida (0,05% de azul de bromofenol) e submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1,5%), em tampdo TBE 1X (Tris-HC1 89 mM; EDTA 2,5 mM ¢ Acido Bérico 89 mM ¢ pH
8,3) com corante Sybr a 70V, por aproximadamente 50 minutos. A visualizagdo dos
“amplicons” foi feita em luz ultravioleta (UV), e o gel foto documentado em aparelho visando
avaliar a eficiéncia da PCR em funcdo do tamanho do fragmento amplificado. As amostras
foram mantidas a 4°C até andlises de RFLP. Nesta etapa, os produtos obtidos nas reagdes de
PCR foram digeridos em banho-maria, com tempo e temperatura descrito no protocolo
fornecido pelo fabricante da enzima, utilizando-se 10 pL da reacdo de PCR, 1/10 de tampao
para a enzima de restricdo e 5 unidades da enzima de restrigdo Taqal (New England
Biosciences) que possui como sitio de corte a sequéncia palindromica 5°-TGCA-3’, em um
volume final de 20 pL. Apos a digestdo, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose (2,5%), em tampdo TBE 1X a 100V, por aproximadamente 1 hora e 30 minutos. A
visualizacdo das bandas foi feita em luz ultravioleta (UV) e o gel foto documentado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os procedimentos de extragdo de DNA gendmico foram realizados com éxito nas 30
amostras, obtendo-se DNA com integridade ¢ sem sinais de degradagdo, conforme ilustra a
Figura 1. Com estes resultados, foi possivel utilizar o material obtido para a etapa de Reagao
em cadeia da polimerase.

s ! DNA genomico
P ¢ e > extraido das amostras

de sangue oving

Figura 1. Imagem representativa do resultado das extra¢cdes de DNA genomico das amostras de Sangue. Gel
de agarose a 0,5% de concentrago.

Para otimizacdo das reacdes de PCR foi feita uma andlise prévia com gradiente de
temperaturas de anelamento dos iniciadores onde obteve-se a temperatura ideal correspondente
a 54,2° C. Apos este teste de otimizagdo, as reagdes de PCR foram realizadas nas 30 amostras
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seguindo 35 ciclos com as temperaturas e tempos de 95°C/1”, 54°C/1” e 72°C/1” para
desnaturacdo, anelamento e extensdo, respectivamente. A Figura 2 mostra, de forma
representativa, os resultados obtidos nas reacdes de PCR, que permitiram a amplificacdo do
fragmento aproximadamente 400pb, correspondente a parte do Exon II do gene GDF9 na
espécie ovina em todas as amostras. Resultados semelhantes foram obtidos por Araby et. al.
(2019), onde estes autores isolaram e amplificaram uma regido de 713pb do mesmo Exon, em
ovelhas da raga Rahmani, no Egito.

500pb
100pb
INNnh

Figura 2. Imagem representativa (Gel de agarose a 1,5%) dos resultados obtidos na etapa de PCR, para
isolamento e amplificagdo da regido de interesse. M= 1Kb Plus DNA ladder.

Apds o isolamento e clonagem da regido de interesse via PCR, a aplica¢do da técnica de
RFLP com a enzima Taq al mostrou-se eficiente no processo de clivagem dos fragmentos
realizada em todas as amostras testadas. Entretanto, foi obtido um padrdo monomorfico de
migracao das bandas, com dois fragmentos de aproximadamente 200pb em todos os animais,
conforme demonstrado na Figura 3.

M 2 34" 5 6 ISR

Figura 3: Figura 2. Imagem representativa (Gel de agarose a 2,5%) do padrdo monomorfico de
migracdo de bandas, na etapa de RFLP com a enzima Taq al. M= 1Kb Plus DNA ladder.

Trabalhando com a mesma regido do gene GFD9 em ovinos da Raca Shal, no Ir3,
Ghaffari et al.(2009) obtiverem resultado semelhante de padrao monomorfico utilizando RFLP
com a endonuclease Ddel. Estes autores se referiram ao padrao monomorfico obtido como AA
— Selvagem.
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O monomorfismo genético para o sitio de corte da enzima Taq al obtido para a regido
de interesse do GFD9 neste trabalho, pode ser atribuido a alta incidéncia de regides bastante
conservadas em genes associados as caracteristicas reprodutivas em mamiferos. Entretanto,
estudos futuros podem ser realizados para a mesma regido de interesse, mas com outras
endonucleases, para se buscar polimorfismo que sejam associados a eficiéncia reprodutiva das
ovelhas e que mostrem-se como uma ferramenta menos onerosa € mais acessivel para os
produtores inseridos em programas de melhoramento da raga Ile de France.

CONCLUSOES

Os resultado obtido no presente estudo permitem inferir que foi possivel isolar e
amplificar a regido de interesse, correspondente ao Exon II do gene GDF9 em fémeas Ile de
France e que as mesmas apresentaram um padrdo monomorfico para o sitio de corte da
endonuclease Taq al, com a utilizagdo da técnica de RFLP para genotipagem dos animais.
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