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Freqiiéncia da Mutacido Gene da Sindrome do Estresse Suino e sua Associa¢io com
Caracteristicas Reprodutivas em Marras Hibridas

Simone Eliza Facioni Guimaraes', Ricardo Frederico Euclydes’

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi determinar a freqiiéncia do gene causador da sindrome do estresse em suino (PSS)
e sua associacdo com caracteristicas reprodutivas em marras hibridas. Setenta e duas marras hibridas Landrace x Large White,
provenientes de granjas comerciais localizadas naregido de Ponte Nova - Minas Gerais, foram analisadas para a presenga da mutagéao
PSS. No diagnéstico da mutagdo feito por reacdo em cadeia da polimerase - polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrigao
(PCR-RFLP), o fragmento de 659pb do gene ryr-1 foi amplificado e, nos mutantes a substitui¢do de citosina por timina, que acarreta
mudanca de aminoacidos da proteina madura de arginina para cisteina nos animais afetados, foi identificado. Dados relativos ao
numero de leitdes nascidos vivos, leitdes nascidos com baixa viabilidade e leitdes natimortos por leitegada, peso médio dos leitdes
ao nascer e repetigdes de cio foram analisados. Do total de marréds analisadas, foram encontradas 13,88% de marrés heterozigotas

e nenhuma homozigota recessiva. Nao houve efeito dos genotipos sobre as caracteristicas analisadas.
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Frequency of the Porcine Stress Sindrome Gene Mutation and its Association with
Reproductive Traits in Crossbred Gilts

ABSTRACT - The objective of this work was to determine the frequency of the porcine stress sindrome (PSS) gene mutation and
its association with reproductive traits in crossbred gilts. Seventy two crossbred Landrace x Large White females from commercial farms
of Ponte Novaregion location - Minas Gerais State, were analyzed for the PSS mutation. The mutation diagnose was made by polimerase
chain reaction - restriction fragment length polimorphism, where the 659pb fragment from the ryr-1 gene was amplifyied, and in the
mutants the substitution of cytosine by thimine, that leads to the change in the mature protein amino acids from arginine to cysteine
in the affected animals, was identified. Data relative to the number of piglets born alive, born alive with low viability and dead piglets
per litter, average piglets born weight and estrus return were analyzed. From the total gilts, 13,88% ofheterozygous gilts and none recessive

homozygous were found. There was no effect of the genotypes on the analyzed traits.
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Introducao

A sindrome do stress suino (PSS) ¢ miopatia
hereditaria, na qual ocorre a contratura muscular
esquelética, acompanhada de hipermetabolismo e
elevacdo da temperatura corporal. Esses sintomas
podem ser provocados por anestésicos inalantes e
relaxantes da musculatura esquelética. Em suinos
homozigotos para a mutagdo, a miopatia pode tam-
bém ser desencadeada por estresse. As perdas eco-
noOmicas na industria incluem morte dos animais por-
tadores e desenvolvimento pds-abate de carnes pali-
das, moles e exudativas, complexo conhecido por
PSE - Pale, Soft, Exudative, em animais susceptiveis
a PSS (O’BRIEN, 1987).

O padrao de heranga da PSS ¢é monogénico ¢
autossémico, mas a sua dominancia depende da ca-
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racteristica a ser considerada (OLLIVIER et al.,
1975). O padrao reflete a dosagem do gene da PSS
necessaria para exibir a caracteristica. A expressao
deste gene pode ser modificada por fatores
fenotipicos, ambientais, farmacologicos e de manejo
(O’BRIEN, 1995).

Apesar de as analises do gene ryr-1 (receptor
rianodina) mostrarem que a mutacdo PSS surgiu de
um unico animal fundador, por volta do inicio do
século XX (FUJII et al., 1991), esta mutacdo esta
hoje presente em cerca de 25% dos suinos
multiplicadores na América do Norte e na Europa
(O’BRIEN et al., 1993). De acordo com O’BRIEN
(1995), a rapida dissemina¢ao da mutagao pela in-
dustria suina em t3o poucas décadas ¢ o resultado de
fatores como o pequeno estoque suino existente para
aumento de produgdo de carne, a introdug¢do cons-
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tante de diferentes racas e linhagens nas criagdes, o
fato de a mutagdo PSS ter efeitos favoraveis na
musculatura, produzindo carcaga mais magra, com
melhor distribui¢ao de gordura, e a ndo-existéncia de
penalidades para os produtores que produzem suinos
com caracteristicas deletérias associadas com a
mutacdo PSS (ex.: carnes PSE).

Apos a descoberta da mutagdo no gene ryr-1
por FUIJII et al. (1991), desenvolveu-se um teste
especifico e definitivo para o diagndstico desta alte-
ra¢do, o qual implica na amplificagdo por PCR (rea-
¢do em cadeia da polimerase), da regido génica
afetada, e subseqiiente clivagem por enzimas de
restri¢do que reconhecem unicamente o sitio modifi-
cado geneticamente.

Esta técnica ¢ utilizada para estudo de outros
genes em animais, vegetais ¢ humanos, sendo tam-
bém chamada de PCR-RFLP (reacdo em cadeia da
polimerase - polimorfismo no tamanho dos fragmen-
tos de restricio) (GUIMARAES e PINHEIRO, 1996).
O’BRIEN (1995) afirma que esta tecnologia tem
precisdo de 99% na identificacdo ndo apenas dos
homozigotos mutantes, mas também dos heterozigotos
portadores e assintomaticos. Esta técnica se baseia
na amplificacdo in vitro do DNA genomico da regido
em que se encontra amutagao responsavel pela sindrome,
que é caracterizada pela substituigdo da citosina 1843
pela timina 843, resultando na troca da arginina %1 por
uma cisteina 15, na proteina madura resultante da
transcri¢do do alelo mutado. Apos a amplificacdo, a
mutacao ¢ reconhecida por endonucleases de restrigao.
Neste trabalho utilizou-se a BsiHKA 1.

Juntamente com os efeitos favoraveis na muscu-
latura, como a producdo de carcagas mais magras,
com melhor distribui¢do de gordura, a PSS tem
efeitos deletérios, como a morte de animais
homozigotos. Em ambientes com estresse controla-
do, porém, a sindrome pode chegar a ndo se desen-
volver, mesmo nos homozigotos mutantes. A maior
perda dentro da suinocultura, acarretada pela muta-
¢do PSS no estado homozigoto, consiste no desenvol-
vimento de carnes PSE.

Objetivou-se detectar e levantar a freqiiéncia do
gene PSS, em animais da regido de Ponte Nova -
Minas Gerais, e avaliar seus efeitos sobre caracte-
risticas reprodutivas, em uma amostra de matrizes
hibridas pertencentes a granjas comerciais localiza-
das nessa regido.

Material e Métodos

Utilizando-se EDTA como anticoagulante, cole-
taram-se 5 mL de sangue por venopun¢ao no sinus
orbital de 72 matrizes hibridas Landrace (L) x Large
White (LW) de granjas comerciais situadas na regiao
de Ponte Nova - MG. Estas fémeas foram separadas
em trés linhas distintas; a linha L1 foi composta por
fémeas L x LW de variedade comercial; alinha L2 foi
representada por fémeas produto dos acasalamentos
dalinha L1 com outra variedade comercial introduzida
no rebanho e também produzida a partir de animais L
x LW; e, finalmente, a linha L3 era produto dos
acasalamentos de animais L2.

Apods a coleta, as amostras foram transportadas
para o Laboratdrio de Melhoramento Animal do Depar-
tamento de Zootecnia da UFV e mantidas em geladeira
para a extracdo do DNA gendmico. De cada fémea
coletaram-se também os dados referentes ao niimero de
leitdes nascidos vivos, com baixa viabilidade e natimortos
por leitegada, bem como o peso médio dos leitdes vivos
ao nascer ¢ as repeticdes de cio das fémeas.

Para a extracdo do DNA, utilizou-se a técnica
do fenol:cloroférmio descrita por SAMBROOK et
al. (1989). Apods a extragdo, o DNA foi quantificado
e diluido na concentragdo de aproximadamente
20 ng/ UL, para ser entdo utilizado nas amplifica-
¢Oes. Basicamente os sistemas de PCR foram
constituidos de 20 ng de DNA gendmico, tampao
(KC150 mM e TRIS 20 mM pH 8,3),4 mM MgCl,, 0,2
mM dNTPs, 0,2 uM de cada primer (O’BRIEN,
1995), 1U Taq polimerase e dagua Milli-Q na quanti-
dade suficiente para 20 pL. O programa de amplifi-
cagdo constou dos seguintes passos: 94°C/1 min.,
68°C/1 min. e 72°C/1 min., repetidos por 33 vezes.

Ao final dos ciclos de PCR, analisaram-se 2 uL
do material por eletroforese em géis de poliacrilamida
a5 % (PAGE 5%), corados por brometo de etideo e
visualizados em transiluminador de luz ultra-violeta,
para confirmar a amplificagdo pela presenca de um
fragmento de 659 pb (pares de base). Apos as ampli-
ficagdes, submeteram-se 2L do produto amplifica-
do as analises de restrigdo para diagnoéstico do alelo
mutante. Para diagndstico da mutagdo, utilizou-se a
endonuclease BsiHKA I (New England Biolabs, Inc.),
cujo sitio de restri¢@o estd esquematizado na Figura
la, que, além de reconhecer o sitio polimorfico para
a mutacdo, reconhece e cliva um sitio monomorfico
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Figura 1 - a) as setas indicam o sitio de restricdo reconhecido pela enzima BsiHKA I. A letra W indica adenina ou timina. b)
esquema representando o sitio de corte monomérfico (1) da enzima BsiHKA | no fragmento génico amplificado de
659pb, utilizado na detecgdo da mutagdo PSS, cuja restricdo origina dois fragmentos menores, 135pb e 524pb; c)
representacdo do sitio monomorfico (1), e o nucleotideo que, quando mutado (1), gera fragmentos de 135pb, 358pb
e 166pb, o que permite entdo reconhecer os alelos afetados.

Figure 1- a) arrows indicate BSiHKA | cleavage site. Letter W indicates adenine or thimine. b) representation of BSIHKA | monomorphic
cleavage site (U) in the 659pb fragment amplifyed to detect PSS mutation, this cleavage generates two fragments, 135bp and 524bp.
¢) in is shown the monomorphic (U) and the polymorphic site (J/) , that diagnoses the affected allele, generating three fragments,

135bp, 358bp and 166bp.

presente em todos os animais, gerando o padrao de
restricdo esquematizado nas Figuras 1b e 1c. Poste-
riormente, as amostras foram analisadas por PAGE
5% corado pelo brometo de etideo ou pelo nitrato de
prata, para diagnostico dos genotipos.

Analise estatistica

As freqiiéncias génicas entre as trés diferentes
linhas foram comparadas por Qui-quadrado e os
dados de producdo de leitegadas e de repeticao de cios
das porcas foram analisados pelo pacote computacional
SAEG (Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas),
descritopor EUCLYDES (1989), sendo asignificancia
estabelecida em 5% para todas as analises.

Os dados foram comparados por analise de
variancia, segundo um modelo que continha os efeitos
de linha (L1, L2 e L3) e genotipo do gene PSS
(homozigoto normal e heterozigoto).

Resultados e Discussao

Das 72 matrizes hibridas analisadas, 10 (13,88%)
apresentaram genotipo heterozigoto detectado por
PCR-RFLP. Nao foram encontradas fémeas
homozigotas recessivas. Esta freqiiéncia génica esta
de acordo com citagdes da literatura (O’BRIEN,
1993). Apesar de ndo terem sido detectados animais
homozigotos recessivos na populacdo, estes podem
estar sendo produzidos pelo acasalamento das marras

com machos heterozigotos. Como a mutagdo altera
apenas um /ocus, a probabilidade de um animal
heterozigoto, quando acasalado com um animal nor-
mal, transmitir a sua progénie ¢ de 50%, ja no
acasalamento entre dois animais heterozigotos, 25% da
progénie sera normal, 50% portadora e 25% afetada.
Portanto, o diagnostico da mutagao deve ser feito com
freqiiéncia, para que os prejuizos advindos das mortes e
das carnes PSE possam ser quantificados e, entlo,
minimizados por programas de controle da mutagao.
Alguns autores (O’BRIEN etal., 1993; O’BRIEN
1995) citam que, devido aos efeitos aparentemente
benéficos desta mutacdo sobre as caracteristicas de
carcaga dos animais portadores, varios fatores de-
vem ser considerados antes de serem desenvolvidas
estratégias para uso ou erradicagdo da mutagdo PSS.
Pode ser vantajoso o desenvolvimento de animais
heterozigotos destinados unicamente ao abate, pelo
uso de cachagos reconhecidamente portadores e
fémeas sabidamente livres. Como os lucros dos cria-
dores sao geralmente pequenos, o ganho obtido na
produgdo de animais mais magros, musculosos € com
menor teor de gordura poderia trazer beneficios aos
suinocultores, pela tipificagdo das carcagas, princi-
palmente quando se sabe que os riscos de os
heterozigotos desenvolverem PSE sdo minimos.
Sabe-se, também, que em criagdes onde o estresse
¢ controlado, a sindrome pode chegar a ndo se desen-
volver, mesmo nos animais homozigotos mutantes,
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sendo nestas situagdes as maiores perdas advindas do
desenvolvimento pos-abate da PSE. Contudo, quando
o sistema de manejo praticado ndo evita o estresse,
além das perdas econdémicas por PSE, os criadores
devem também contar com perdas relativas as mortes
dos animais homozigotos, que podem ser, em alguns
casos, mais vultuosas que os lucros advindos do abate
dos heterozigotos. Neste aspecto, de acordo com A.
C. CLUTTER, 1998 (comunicagdo pessoal), a estra-
tégia adotada por criadores e associagdes norte-ame-
ricanas ¢ a de erradicacdo total da mutacdo.
Portanto, o custo/beneficio da mutacdo deve ser
analisado ndo somente quanto ao aspecto genético,
mas principalmente quanto aos aspectos econdomicos
envolvidos na manutenc¢do da suinocultura regional.
Nestas analises de custo, seriam considerados o
valor de cada animal perdido em manejo ou transpor-

Tabela 1 -Numero e porcentagem de fémeas normais e
heterozigotas para a mutagdo PSS nas linhas L1,
L2 e L3 e na amostra total estudada

Table 1 - Number and percentage of normal and heterozygous
females for the PSS mutation in lines L1, L2 and L3 and
in the total analyzed sample

Linha Normal (%) Heterozigota (%)  Total
Line Normal Heterozygote

L1 15(93,75)2 1(6,25)2 16
2 30(78,95)2 8(21,05)2 38
I3 17(94,45)2 1(5,50)2 18
Total 62(86,00) 10(13,88) 72

Letras iguais nas colunas indicam semelhanga estatistica a 5%.
Equal letters within columns indicate statistical similarity at 5%.

te ¢ a diminuicdo do valor de cada carcaca afetada
pela PSE, entre outros fatores.

Nas publicagdes sobre o tema, muito pouco tem
sido relatado a respeito dos animais homozigotos
recessivos ou heterozigotos, com respeito ao desem-
penho reprodutivo. Neste experimento, como
demostrado nas Tabelas 1 e 2, ndo se encontrou
significancia entre os dados reprodutivos coletados e
a presenca do gene mutante. Pode ser observado na
Tabela 1 que ndo hé diferenca estatistica (P>5%) na
freqiiéncia de gendtipos heterozigotos, quando se
consideram as trés linhas separadas, L1, L2 e L3.

A Tabela 2 mostra que as caracteristicas
reprodutivas avaliadas, além de serem semelhantes
entre as linhas analisadas, encontram-se também
dentro das médias estabelecidas para rebanhos co-
merciais, estando o nimero médio de leitdes nascidos
por leitegadaentre 11, 80+1,96 para as normais € 9,96
+2,83 para as fémeas heterozigotas. O peso em
gramas dos leitdes por leitegada mostrou-se, tam-
bém, dentro da normalidade e semelhante entre os
dois grupos, sendo de 1433,81+0,88 para as normais
e 1458,75+241,04 para as heterozigotas. Comrelagao
ao numero de leitdes natimortos, mumificados e com
baixa viabilidade, a tendéncia de similaridade se
manteve, sendo as médias de 1,25+0,88 leitdes para
as fémeas normais e 0,73+0,80 para as heterozigotas.
Para os dados relativos as repeti¢des de cio, a média
para as fémeas normais, 0,70+0,67, foi também esta-
tisticamente semelhante a apresentada para as féme-
as heterozigotas, 0,58+0,71.

Quando se analisam os padrdes reprodutivos das

Tabela 2 - Comparacgéo entre fémeas normais e heterozigotas para a mutacdo PSS e entre as linhas L1, L2 e L3 com respeito

a caracteristicas reprodutivas analisadas

Table 2 -  Comparition among normal and heterozygous females for the PSS mutation and among line L1, L2 and L3 regarding to the analysed

reproductive traits

Linha NLL* PL* BV* RC*
Line

Normal 11,80%+0,25 1433,8124+22 .48 1,25+0,11 0,70%+0,08
Heterozigota 9,962+0,89 1458,75%+£76,28 0,732£0,25 0,58+0,22
Heterozygote

L1 11,342+£0,51 1429,722+43,85 1,30%+£0,20 0,582+0,16
2 12,212£0,37 1430,86%+27,00 1,302+0.13 0,812+0,13
13 11,882+0,40 1458,96%+54,65 1,072+0,21 0,44%+0,16

* Médias nas colunas, seguidas de letras diferentes séo diferentes (P<0,0 5).
NLL: média e desvio-padrdo do numero de leitdes nascidos por leitegada; PL: média e desvio padréo do peso dos leitdes por leitegada; BV:
média e desvio-padréo obtido da soma do numero de leitdes natimortos, mumificados e com baixa viabilidade por leitegada: RC: média e desvio

padrdo do numero de cios repetidos.
* Means, within a column, followed by different letters are different (P<.05).

NLL: pigs per litter mean number and standard deviation; PL: mean weight of pigs per litter and standard deviation; BV pigs born dead, mumified and low viability born
pigs per litter mean number and standard deviation; RC: retun estrus mean number and standard deviation.
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mesmas fémeas, mas separadas em linhas (L1, L2 e
L3), a semelhanga com os dados apresentados por
granjas na regido de coleta ¢ mantida, e a auséncia de
diferenca estatistica continua a ser observada. Con-
siderando-se, respectivamente, as linhas L1, L2 e L3,
constatou-se que as médias para o nimero de leitdes
nascidos por leitegada foide 11,34+2,05;12,21+2,31;
e 11,88+1,72; o peso em gramas dos leitdes por
leitegada obteve as médias de 1429,72+172,34;
1430,86+166,34; ¢ 1458,96+231; amédia obtida para o
numero de leitdes natimortos, mumificados e com baixa
viabilidade foide 1,30+0,80; 1,30+0,84;¢1,07+0,90;ea
média de cios repetidos mostrou-se semelhante entre as
linhas, sendo 0,58+0,64; 0,81+0,83; € 0,44+0,70.
Apesar das semelhancas estatisticas encontra-
das, ¢ necessario esclarecer que a amostra deve ser
aumentada, para que seja realmente representativa,
devendo constar ndo apenas fémeas hibridas, mas
também a de ragas definidas (Landrace, Large White,
entre outras). Com maior nimero de animais analisa-
dos, sera possivel tragar perfil da sindrome na regido.
E interessante acrescentar que a associagdo feita
com a mutagdo PSS e a raca Pietrain, apesar de forte
e verdadeira, ndo € a inica a ser considerada, pois na
amostra Landrace x Large White, estudada neste
trabalho, encontraram-se altas porcentagens de ani-
mais heterozigotos (Tabela 1).

Conclusoes

A aplicacdo de testes que permitam identificar a
mutacdo PSS com alta precisdo sera fundamental
para o levantamento dos efeitos deste gene na
suinocultura regional, pois evitard que animais
homozigotos mutantes se espalhem pelos plantéis, o
que pode facilmente acontecer pelo uso de varrdes e
matrizes diagnosticados como falso-negativos por
testes de pouca sensibilidade. Entre os testes atual-
mente disponiveis, aqueles com base na PCR-RFLP
parecem ser os mais indicados, pela alta precisao
(99%), pela grande rapidez e pelos baixos custos.
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