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Resumo

O IGF-1 é produzido no figado, nas glandulas mamaérias e fibras
musculares e circulante no sangue, com um efeito promotor de crescimento.
Além disso, a regulagdo da produgdo de leite é estimulada pela secre¢do de IGF-
1. Estudos buscam marcadores moleculares para caracteristicas favoraveis a
producdo leiteira. Este trabalho tem como principal objetivo associar o
polimorfismo do gene IGF-1 com caracteristicas quantitativas para produgdo de
leite em bovinos leiteiros da raga Girolando 5/8 por PCR-RFLP. Dos 138
animais genotipados, 10 destes eram do gendtipo AA (7,24%), 50 AB (36,23%)
e 78 BB (56,52%). As freqiiéncias alélicas obtidas foram 25, 36% A e 74, 63%
B. Notou-se diferenga significativa na produgdo leiteira, sendo que o genodtipo
AA produz maior quantidade de leite, que os demais gendtipos. No entanto, ndo

houve diferencga significativa na duragdo da lactagao.

Palavras-chave: Polimorfismo, Girolando, IGF-1



1- Introducéao

A grande concorréncia no setor leiteiro, o elevado custo de producdo do
produto no mercado, bem como a maior exigéncia dos consumidores, tém
levado a um aumento na produgdo utilizando-se um menor nimero de animais.
O setor leiteiro de hoje mostra uma preocupagio a mais, almejando ndo somente
o aumento da produgio, mas também, a melhoria da qualidade do produto, para
atender um mercado cada vez maior € mais exigente (Franco, 2002).

A lactacdo, por tratar-se de uma caracteristica poligénica (condicionada
por varios genes), produz diferengas de desempenho, que podem ser devidas as
alteragdes genéticas ocorrendo em um ou mais dos genes que codificam os
horménios e os fatores de crescimento envolvidos na fisiologia deste processo
(Rodrigues et al., 1996 citados por Gargalhone, 1999).

A genética quantitativa pode estimar o valor genético dos individuos,
assim como a diferenga esperada na progenie. A partir dai, o desenvolvimento
da genética molecular trouxe novos conceitos que devem ser incorporados pelos
produtores, uma vez que tem ampliado as perspectivas do melhoramento animal,
seja pelo estudo de marcadores moleculares, seja pela expressio diferencial de
genes. Desta forma, o uso da genética no melhoramento animal busca

caracteristicas economicamente representativas para o setor agropecuario.



As diferencas genéticas entre os individuos que sdo fornecidas como
resposta da utilizagio da genética quantitativa, sdo nada mais que a diferenga
nas freqiiéncias alélicas para os diferentes genes que constituem o gendtipo do
individuo.

A genética molecular é o estudo individual dos genes, sua estrutura e
funcao, envolvendo conhecimentos de bioquimica e fisiologia. O estudo da a¢do
génica a nivel molecular tem demostrado que o genoma bovino ¢ compreendido
de um numero finito de genes e que relativamente poucos loci influenciam
muitas caracteristicas quantitativas. Tais loci sdo descritos como QTL (loci de
caracteristica quantitativa), e estdo contidos em genes que sdo relacionados com
caracteristicas de interesse.

A utilizagdo de polimorfismos genéticos a nivel de DNA fornecidos
pelo mapa genético bovino envolve o conhecimento de técnicas de biologia
molecular, principalmente a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (Borges,
1997).

Partindo das informagdes geradas pelo mapeamento genético bovino, sao
utilizados marcadores com efeitos fisiolégicos sabidamente importantes (genes
candidatos) e que possuem algum polimorfismo a nivel de DNA, tentando entéo,
associar esse polimorfismo a variagdo de caracteristicas quantitativas (Borges,
1997). A inclusio de marcadores moleculares em programas de melhoramento
possibilita 0 aumento no ganho genético em curto periodo de tempo.

Assim, este trabalho tem como principal objetivo associar o polimorfismo
do gene IGF-1 com caracteristicas quantitativas para produgdo de leite em
bovinos leiteiros da raca Girolando 5/8., além de auxiliar programas de

melhoramento para a produgao de leite.



1.1- A Raca Girolando

A origem do primeiro Girolando no Brasil, ndo dista muito tempo. As
primeiras noticias do surgimento desses animais data-se da década de 40, com a
cobertura por acaso, de um touro gir em vacas holandesas, no Vale do Paraiba,
estado de Sdo Paulo. O resultado disso, foram crias vigorosas e que chegavam
precocemente a idade de produgio (Menezes, 2002).

Durante anos, o cruzamento de bovinos da raga Gir com o Holandés se
destacou e foi o mais praticado pelos criadores brasileiros, pois resultava em
animais altamente adaptados e com boa capacidade de produgio (Menezes,
2002).

Devido ao excelente resultado obtido, a multiplicagio desses animais fol
acelerada, pois a raca Holandesa sofria com a adaptag@o ao sistema tropical, mas
j4 mostrava seu grande potencial de produgdo de leite, e o Gir, por sua
adaptabilidade, proliferou rapidamente (Menezes, 2002).

A raga é fundamentalmente produto do cruzamento do Holandés com o
Gir, passando por variados graus de sangue, visando a fixagdo do padrdo racial,
no grau 5/8 Hol + 3/8 Gir (Puro Sintético), objetivando um gado produtivo ¢
padronizado (FIGURA 1) (Menezes, 2002).

Os animais da raga Girolando sdo os responsaveis pela maior parcela do
leite produzido no Brasil, cerca de 80%, e também, por parte expressiva da
carne consumida no pafs. Constituem uma expectativa promissora para o mundo
tropical pela capacidade que tém de produzir leite e carne em condi¢des bastante

adversas, quando comparadas as ragas especializadas (Menezes, 2002).



Diagrama I
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Diagrama II

Q Holandés X 3 Gir
Q Holandés X & Y Sangue
HOL-GIR
: Q % Sangue HOL X 3°/s Sangue HOL
1, Sangue GIR 3/s Sangue GIR
0%/ Sangue HOL X & °/s Sangue HOL
3/s Sangue GIR 3/s Sangue GIR

» Puro Sintético da raga Girolando

Figura 1: Estratégias de cruzamento para obtengdo do Puro Sintético da raga
Girolando (Menezes, 2002).




1.2 O Leite

O leite auxilia na ingestio de vitaminas ¢ minerais essenciais na
alimentag@io humana, nutrientes esses, que nem sempre sao ingeridos através de
outros alimentos. Dai a extrema necessidade da ingestdo do leite no periodo
lactente, ndo deixando assim, de ser importante nas idades posteriores (Lima,
2002).

Pode-se medir o consumo de leite em vérios aspectos: na propria forma
fluida, seja através do longa vida, pasteurizado, ou até mesmo in natura, nas
bebidas lacteas, iogurtes, sorvetes, queijos, na preparagdo de bolos e outros
tantos quitutes da vida caseira (Lima, 2002).

Em termos nacionais, a atividade leiteira tem grande importancia
econdmica e social na geragdo de emprego e na oferta de um alimento essencial
a algumas faixas da populagdo (Gomes, 2001). Segundo o mesmo autor, no
contexto mundial, o Brasil é um dos maiores produtores de leite, ocupando o
sexto lugar. A produgdo nacional de leite ¢ de 21 bilhdes de litros por ano, com

uma média abaixo dos dez litros por vaca por dia .

1.3- Melhoramento genético em gado de leite

Segundo Valente et al. (2001), em melhoramento genético animal, selegao
pode ser definida como sendo um processo continuo, de longo prazo, em que 0s
individuos de diferentes gendtipos sdo escolhidos para produzirem
descendentes, ou simplesmente a escolha de individuos para a reprodugéo, sendo
que o seu efeito primario é aumentar a freqiiéncia génica favoravel, reduzindo,

em conseqiiéncia, a frequéncia dos genes de efeitos desfavoraveis. Os autores
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ainda afirmam que com o desenvolvimento da genética molecular, marcadores
genecticos podem ser utilizados na identificagio de genes de interesse como
instrumentos uteis para acelerar a selegdo.

Dois critérios podem ser empregados na selegdo de um animal: a sua
“capacidade provavel de produ¢ao”, que permite uma previsdo de sua produgio
em uma proxima lactagdo baseado em lactagdes passadas, e o seu “valor
genético para produgdo” estimado usando-se registro do proprio animal e de
parentes (Gargalhone, 1999). Estimativas mostram que é possivel mudar a
concentra¢do de IGF-1 nos animais pelo uso de sele¢do (Grochowska, 2001).

Estimular a liberagdo de hormoénio de crescimento (GH) e fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) s3o caracteristicas  de
herdabilidade em gados de corte jovens. Portanto, estes podem ser uteis
indicadores fisioldgicos para selegdo na produgio leiteira (Grochowska, 2001).

E de interesse do produtor, criar animais de boa qualidade,
principalmente, vacas boas produtoras de leite e, para saber se o animal
transmitird sua capacidade de producdo para a préxima geragdo, deve-se
conhecer a herdabilidade dessas caracteristicas, pois quanto maior a
herdabilidade de uma caracteristica, maior a confiabilidade da sele¢do, €
portanto, maior a resposta a selecdo (Valente er al., 2001). Algumas
caracteristicas como quantidade de leite, porcentagem de gordura e proteina, e
persisténcia da lactag@o, sdo herdaveis em diferentes propor¢des em gado de
leite, e sdo avaliadas e levadas em consideragio na hora da selegdo (Gargalhone,
1999).

Do ponto de vista estritamente genético, Pereira (1998) citado por
Gargalhone (1999) salientou que a producdo de leite sofre variagcdes devido as
diferencas genéticas entre ragas e entre individuos dentro de uma mesma raga.

Segundo Ramalho ef al.(1990), o termo “grau de sangue” é comumente
utilizado para indicar a porcentagem média de alelos de uma determinada raga

que o rebanho possui. Nesse caso, de acordo com ele, quando se realizam
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cruzamentos entre duas ragas diferentes a geragdo F; é denominada de mestigos
ou cruzados. Porém, quando se refere a animais puro-sangue, conceitua-se
como sendo aquele que apresenta expressoes fenotipicas dentro dos padrdes
raciais e sdo obtidos por acasalamentos, por tantas geragdes quantas sio exigidas
pelas normas de registro de cada raga. O autor salienta que, ao contrario do que
se possa pensar, os animais puros-sangue sdo altamente heterozigoticos,
apresentando homozigose principalmente nos locos que controlam

caracteristicas morfologicas marcantes.

1.4- Genes candidatos associados ao eixo somatotrépico e a

producio leiteira

1.4.1- Hormonio do Crescimento

O horménio do crescimento (GH) ¢ referido como um horménio
somatotrépico e um dos responsaveis pela regulagdo da produgdo de leite
(Gargalhone, 1999), além de estimular o desenvolvimento da glandula mamaria
(Feldman et al., 1993).

De acordo com Burton et al., (1994) a concentragao de GH endogeno no
sangue e outros tecidos ¢ regulado por um sistema de retornos, os quais operam
através de uma cascata de secre¢do hormonal que regula a secre¢do do GH e que
também pode ser regulada pela taxa de transcricdo do gene GH e tradugéo do
GH RNAm. A secrecio natual do GH, de acordo com Page ef al. (1989) citados
por Burton et al. (1994) é primariamente controlada por dois peptideos
hipotalamicos neurosecretérios; o estimulatério GHRH (fator de liberagao do

GH) e o inibitorio SS (somatostatina).



A figura 2 mostra o controle da producdo ¢ secregao do GH, suas
moléculas ativadoras ¢ inibidoras e seus principais locais alvo de agdo. Neste
cenario, o GH liberado pela pituitaria liga-se a receptores especificos nas células
para adicionar uma seqiiéncia de eventos bioquimicos que resultam em uma

resposta biologica.

Estimulos ambientais e internos (metabdlicos)

;

Sistema nervoso central

;

» Hipotalamo*

(+) GHRH SS (-)

Hip6fise <

'

GH

/\

Figado Tecido adiposo

l Bislio Tinaliice

IGF-1 e IGFBP
|

vy . . .

G 1. Mamaria orgdos reprodutores tecidos periféricos 0SS0

Figura 2. Esquema da regulag@o neuroenddcrina da produgao do GH e seus
locais de ag@o (adaptado por Burton ef al., 1994)



Somatostatina ¢ GHRIH s3o produzidos no hipotdlamo ¢ controlam a
secregdo de GH. A somatostatina inibe a liberagdo de GH pela glandula
pituitaria, enquanto o GHRH estimula essa liberagao. Estresse, sono, e
exercicios podem realgar a produgdo de GHRH, aumentando o nivel de GH
(Kopchick & Andry, 2000). No figado, o GH estimula a produgdo dos
mediadores de sua acdo, ou seja, somatomedinas ou fatores de crescimento
semelhantes 2 insulina (IGFs) e suas proteinas de ligagdo (IGFBP), as quais
entram na circulacdo sangiiinea e sdo transportadas aos tecidos alvos, onde
exercem multiplas agdes (Rodrigues et al., 1998). Segundo estes autores, na
lactagdo, o GH age aumentando o fluxo sangiiineo do ubere , para maior
captacdo de precursores de leite.

Walden et al. (1998) sugeriram que o GH e o IGF-1 mediavam o
desenvolvimento da glandula mamaria junto com o estrogeno, estabelecendo
que elementos do estroma e do epitélio deveriam se interagir para ocorrer o
desenvolvimento da glandula.

Flint et al. (1994), evidenciaram que o GH age direto na glandula mamaria
estimulando a sintese de leite, embora havendo possibilidades que este estimulo
possa ser por produgdo local de IGF-1. Segundo Walden et al (1998), o GH
estimula a produgdo de IGF-1 na glandula mamaria.

Flint et al. (1998), verificaram os efeitos da restrigio alimentar nas
respostas da glandula maméria e tecidos adiposos aos horménio do crescimento
e & prolactina em ratos lactantes, propondo que o aumento da produgao de leite
mediada pelo GH ¢é estimulada pela secre¢do de IGF-1 e que esta resposta ao
IGE-1 é sensivel a diferentes niveis nutricionais e a sua agdo como um sensor do
balago energético. Além disso, o GH foi capaz de estimular a producio de leite,
no entanto sua efetividade diminuiu progressivamente, quando a quantidade de
alimento foi reduzida. Segundo os autores o aumento da producdo de leite
devido a a¢do do GH, foi acompanhada por um aumento das concentragdes de

IGF-1 no sangue e esta resposta também diminuiu progressivamente quando da
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reducdio da quantidade de alimento, consistente com a hipétese que o IGF-1
determina a produgdo de leite em resposta ao GH, regulando a aglio deste

hormonio na glandula mamaria em uma dependéncia nutricional.

1.4.2- Fator de crescimento semelhante a insulina

A constatagdo da presenga dos fatores de crescimento se deu
quando foi observado que o horménio do crescimento (GH) nio atuava
diretamente sobre os tecidos, mas sim via mensageiros, que por sua vez levavam
a proliferagiio e ao crescimento dos tecidos. Como alguns destes mensageiros
eram dependentes do GH e apresentavam propriedades semelhantes a insulina,
foram chamados de fatores de crescimento semelhante a insulina (insulin-like
growth factor) (Ferreira, 2002). O IGF-1 tem um efeito promotor de
crescimento, no entanto em altas concentragdes, pode inibir a liberagdo de
GHRH e GH (Kopchick & Andry, 2000).

O fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I) participa no
importante papel fisiologico do crescimento e desenvolvimento de mamiferos,
atuando localmente em oOrgios especificos ou através de IGF-I circulante
(Werner et al., 1994 citados por Ge et al., 2001).

A proteina IGF-1 é expressa e produzida primariamente em c€lulas
musculares com o desenvolvimento dentro dos tecidos musculares, suportando
a hipotese de que o IGF-1 modula o desenvolvimento do musculo fetal (Gerrard,
1998).

Foi comprovado por Buskirk et al. (1996), que a deficiéncia de energia na
dieta de bovinos resulta na redugdo de IGF-1 circulante.

Um polimorfismo de conformagio de fita simples (SSCP) na regido

promotora do gene IGF-I de bovino, pode ter um efeito direto na expressdo do
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gene IGF-I, e pode estar associado com a concentragdo de IGF-I no soro de
sangue € em caracteristicas de crescimento (Ge et al., 2001). De acordo com os
autores, no locus IGF-I, o polimorfismo do DNA pode ser um marcador eficaz
para caracteristicas de crescimento. Um dos polimorfismos do IGF-I esta
localizado na extremidade 5’ do gene IGF-1 (Marshal & Kim, 2002).

Francis ef al. (1986) e Honegger & Humbel (1986) citados por Bishop et
al. (1991), sequenciaram a proteina isolada do IGF-I de bovino, de colostro ¢
soro, respectivamente, € encontraram que a seqiiéncia de bovino ¢ idéntica a
seqiiéncia da protéina de humano. O gene IGF-I em humano, é localizado no
cromossomo 12, e contem 5 éxons interruptos por 4 introns (Rotwein et al.,
1986 citados por Bishop et al., 1991).

Estudos com animais da raga Angus demostraram uma alta herdabilidade
para uma média concentragdo de IGF-I durante o periodo poOs-desmame,
sugerindo uma forte aumento do controle genético desse fator de crescimento
(Davis & Simmen, 1997).

Com o objetivo de associar o polimorfismo do gene IGF-I com
caracteristicas de crescimento em gado de corte da raga Angus, Ge ef al. (2001)
genotiparam 760 animais sendo que 329 foram do gendtipo AA, 314 AB, e 117
BB (A: 63,9%; B: 36,1%). Estes autores identificaram que o alelo A possui 226
e 23 pares de base, e o alelo B, 249. Segundo eles, durante os 20 dias apds o
desmame, os animais com o genotipo BB ganharam 3,88 Kg a mais que os
animais com o gendtipo AA, e os heterozigotos ganharam 3,75 Kg a mais que 0s
animais com o genodtipo AA. Segundo os mesmos, € possivel que IGF-I tenha
efeitos diferentes em diferentes estagios do crescimento , porque a expressdo do
gene IGF-I ocorre de acordo com o desenvolvimento, € € fisiologicamente
regulada.

Segundo Marshal & Kim (2002), vacas com o genotipo AA produziram
mais leite, e tiveram uma progénie mais pesada do que vacas com genotipos AB

ou BB.
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1.5- QTL (Quantitative Trait Loci)

QTLs sdo genes relacionados com caracteristicas de importancia
econdmica (Thaler Neto, 2000). Os procedimentos para identificagdo de genes
relacionados a caracteristicas de interesse economico podem ser feitos por meio
da utilizagdo de genes candidatos e pelo mapeamento do genoma.

Genes candidatos sdo eleitos baseados em evidéncias de que determinado
peptideo codificado pelo gene influencia a caracteristica de interesse (Thaler
Neto, 2000).

O mapeamento do genoma para detec¢do de QTL utiliza marcadores
genéticos espalhados por todo genoma para identificar genes que afetam as
caracteristicas quantitativas.

Embora ambos procedimentos possam ser usados de forma alternativa na
detecgdo de genes de interesse, eles também podem ser utilizados de forma
complementar, identificando regides do genoma que contém possiveis QTLs
através do mapeamento de todo genoma e pesquisando os genes localizados
naquela regido através de genes candidatos.

A principal expectativa da aplicacdo dos QTLs identificados € a selegdo
auxiliada por marcadores (MAS — Marker-assited selection) (Thaler Neto,
2000), que se trata do desenvolvimento de estratégias de melhoramento e
programas para o uso da informagdo oriunda da genética molecular na selecdo e
programas de acasalamento. A MAS proporciona melhor resposta a curto prazo,

enquanto a sele¢do fenotipica teve melhores resultados a longo prazo

12



1.6- PCR

A PCR (Polimerase Chain Reaction) € uma técnica que proporciona a
amplificagio de pequenas quantidades de DNA ou RNA in vitro (Franco, 2002).
Foi criada em 1986 por Kary Mullis, sendo uma técnica extremamente sensivel
que envolve uma minuciosa € criteriosa otimiza¢do para cada experimento
porque implica em complexa interagdo cinética entre 0 DNA molde, o DNA
amplificado, os primers, dNTPs, tamp@o da enzima, Cloreto de Magnésio e
enzima DNA polimerase, além de considerar as variagdes de temperatura € 0
tempo que determinam a condi¢ao ideal de atividade dos primers ¢ da enzima.
Nenhum protocolo ¢ ideal para todas as situagdes, por isso, toda reacdo requer

uma otimizagdo (Gargalhone,1999).

1.7- RFLP e marcadores moleculares

Marcador molecular pode ser definido como um segmento Cromossomico
que pode ser acompanhado através das geragoes, devendo portanto, ser
informativo, e que esta ligado ou associado a alguma caracteristica importante,
sendo utilizado para identificar alelos daquele loci (Borges, 1997).

Intimeras técnicas dentro da biologia molecular estdo disponiveis hoje
para a detecgdo da variabilidade genética a nivel do DNA e RNA, dentre eles o
marcador RFLP, que também pode ser util nos trabalhos de selegao.

A técnica RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ou
polimorfismo no comprimento de restrigdo consiste na digestio do DNA
gendmico com o uso de enzimas de restricdo (Ferreira & Grattapaglia, 1996),

que cortam o DNA em regides especificas denominadas sitios de restri¢do
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(Valente et al., 2001). O corte do DNA produz muitos fragmentos de variados
tamanhos, os quais podem ser separados por meio da eletroforese em gel de
agarose (Borges, 1997). Os marcadores baseados em RFLP possuem expressao
co-dominante, isto &, em cada loco estudado é possivel identificar genotipos

heterozigotos e homozigotos (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

1.8- PCR-RFLP

Apo6s a descoberta e otimizagdo da PCR, juntamente com 0 dominio da
técnica RFLP e a facilidade de se sequenciar o DNA, surgiu a alternativa de se
converter marcadores RFLP em marcadores baseados em PCR (Ferreira &
Grattapaglia, 1996). Neste procedimento, 0 DNA ¢ amplificado por PCR e o
produto amplificado é submetido a digestdo por uma enzima de restri¢do,
podendo os fragmentos ser visualizados em gel de agarose, sob luz ultra-violeta.

Esta técnica requer o conhecimento da seqiiéncia do DNA para sintetizar

os primers (Ferreira & Grattapaglia, 1996).
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2- Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular do
Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia-MG.

2.1- Material biolégico

O material biolégico utilizado neste trabalho foi constituido por amostras
de sangue coletadas de 138 fémeas da raga Girolando 5/8, provenientes de
diversas fazendas dos Estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, e
Rio de Janeiro. Foi retirada amostra de sangue de cada animal, colhido na veia
maméria, com vacutainers contendo solugdo anticoagulante (EDTA) e usando
uma agulha para cada individuo. Ap6s a coleta, o material foi encaminhado para
o Laboratério de Genética Molecular da Universidade Federal de Uberlandia,
onde foi mantido sob refrigeraciio a 4-8°C, na posigdo vertical, para permitir a

sedimentagdo dos eritrécitos e leucdeitos, por no minimo 48 horas.
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2.2- Extracio de DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras do sangue coletado, segundo o
método descrito em A Workshop on DNA Technologies and Selection of Animal
Genetic Resources (1992), modificado por Borges (1997).

Foram retirados 500ul de sangue fresco, tomado na transi¢do entre o
plasma e eritrocitos, apos sedimentagdo (camada de leucocitos) e colocados em
tubos de 2mL. Posteriormente, foi adicionado ImL de tampdo de lise ndo-
diluido (20mM de Tris-HCI, 5SmM de EDTA pH 7,5, 640 mM de sacarose,
10mM de MgCI2 e 4% de Triton X-100) submentendo a solu¢do a uma leve
agitagdo e incubag¢do em gelo por 5 — 10 minutos. O material foi centrifugado a
4000g (~8000rpm) por 3 minutos descartado-se em seguida o sobrenadante.
Mais duas lavagens foram necesséarias com tampao de lise diluido (1:1) até que o
pellet ficasse limpo. Em seguida foram acrescentados 100uL de TE + sarcosyl
1% (10 mM de Tris-HCI1, ImM de EDTA pH 7,5 e 1% de Sarcosyl) e 10 puL de
proteinase K (10mg/mL). As amostras foram incubadas overnight a 65°C, para
que o precipitado fosse desfeito. Em seguida, adicionava-se 300ulL de 8M
guanidina-HCl / 0,49M acetato de amonia e agitava-se a temperatura ambiente
por 1 —2 horas até solubilizar todo o pellet. Adicionou-se entdo, 800uL de
1sopropanol e aguardou-se a precipitagdo do DNA. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a 4000 g por 5 — 10 minutos. Procederam-se mais duas lavagem do
pellet com isopropanol 60% ou etanol 70%. Os tubos foram colocados para
secar em temperatura ambiente ou mesmo em estufa para uma posterior diluigdo
em 0,5 — ImL de TE (10mM Tris-HCl e ImM de EDTA). Foi necessario 1-4

horas de incubagao para completa dissolugdo do precipitado.



2.3- Genotipagem dos animais

Diferentes volumes de DNA durante a otimizagao das reagdes de PCR
foram testados para que se pudesse ser estipulada uma quantidade fixa de
amostra a ser usada em todas reagdes, ndo necessitando de uma quantificagao
por espectrofotometria das amostras de DNA a serem utilizadas nas reagdes.

A reagdo de PCR-RFLP foi realizada sob as seguintes condigdes: 0,65 U
de Taq DNA polimerase, 3,65 pmoles de cada primer, 0,22pl de dNTPs (100
mM de cada base nitrogenada), 2,2uL. de tampdo (10X) contendo 1,5 mM de
MgCl12, 1,0uL de DNA, e 4gua completando o volume para 30uL em tubos de
500uL. A solugdo foi submetida a 30 ciclos com a seguinte programagao:

* Passo 1: 95°C/5 minutos

» Passo 2: 94°C/1 minuto (desnaturagio)

» Passo 3: 58° C/45 segundos (anelamento)
» Passo 4: 72°C/1 minuto (extensao)

» Passo 5: voltar ao passo 1, 30 vezes

» Passo 6: 72°C/10 minutos

» Passo 7: 4°C/1 hora

Foi utilizado um par de primers descrito por Ge ef al. (2001):

5’- ATT ACA AAG CTG CCT GCC CC -3’

5’- ACC TTA CCC GTA TGA AAG GAATATACGT -3’

A amplificagdo pdde ser observada através da aplicagdo de 10 pL da
amostra em gel de agarose de 1,5%, corados com Brometo de Etidio (10ug/MI)
sob corrente elétrica de 120V por 30 minutos, e visualizados através de raios
ultravioleta pelo sistema VDS® (Pharmacia Biosciences). Apés verificado
resultados satisfatdrios, o restante dos produtos amplificados na PCR foram
submetidos & uma digestdo enzimatica com a enzima Snab/ (2 U da enzima;

2,5uL do tamp3o da enzima (10X); 20uL de produto amplificado e completar
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com agua (2,3uL) para 25uL de volume final) a 37°C por 5 horas. Os produtos
da restricdo também foram submetidos a eletroforese como descrito
anteriormente, porém, o gel utilizado era de 3%, ¢ a voltagem 120 Volts por 1

hora, também corados e visualizados como descrito anteriormente.

2.4- Analise dos resultados

Os dados (gendtipos) encontrados através da PCR-RFLP foram
catalogados e discriminados, identificando os gendtipos AA, AB e BB. Para
associagdo do marcador molecular (gen6tipo) com a produgdo leiteira, os dados
foram submetidos a4 Analise de Variincia, tendo como covariavel, a ordem de

lacta¢do, pelo Software STAT 5.0.
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3- Resultados e Discussao

Na amplificagdo de cada uma das amostras, encontrou-se o fragmento

esperado de 249 pb do gene IGF-1, como mostrado na Figura 3.

249 pb

Figura 3: Eletroforese em gel de Agarose, 1,5% do
gene IGF-1 (249 pb). Amplificacdo pré restri¢do
enzimatica.

Ap6s a amplificagio dos fragmentos, e realizada a restrig@o enzimatica
com a enzima Snabl, foram verificados os fragmentos de 23 pb € 226 pb para
individuos de gendtipos AA; 226 € 249 pb para gendtipos AB e finalmente, 249
pb para genétipos BB, como pode ser observado na Figura 4.
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249 pb

& 226 pb

Figura 4: Eletroforese em gel de Agarose 3% de
fragmentos gerados por restrigdo enzimatica. Colunas 1 e
2: Gendtipo AA; colunas 3 e 4: Genodtipo AB; colunas 5 e
6: Gendtipo BB. M — Marcador Molecular.

Dos 138 animais genotipados, 10 destes eram do gendtipo AA (7,24%),
50 AB (36,23%) e 78 BB (56,52%) (TABELA 1). As freqiiéncias alélicas
obtidas foram 25, 36% A e 74, 63% B.

TABELA 1: Freqiiéncias genotipicas para o polimorfismo do gene IGF-1

segundo Ge et al. e presente estudo

Autores
Genotipos Geetal. Presente estudo
AA 43,28 7,24
AB 41,31 36,23
BB 15,39 56,52

Tabela 1: Freqiiéncias genotipicas encontradas nos estudos de Ge ef al. (2001),
Raga Angus; presente estudo (2003), Raga Girolando /5.

A freqiiéncia encontrada nesta populag3o ndo ¢ semelhante a descrita por
Ge et al.(2001) em gado Angus, segundo o chi-quadrado. Portanto, a populagéo

de Girolando °/s usada tem freqiiéncia significativamente diferente,
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demonstrando que o gado de corte provavelmente teve sele¢do favoravel ao

gene de interesse para produgio de carne.

TABELA 2: Analise de variincia para duragio da lactagio, tendo como
covariavel a ordem de lactagao

Origem da GL Quadrados Valor de F Pr>F
variacio Meédios
IGF-1 2 5353.92 0,41 0,6625
Lactacdo 1 11749.87 0,90 03422
Erro 336 12987.26
Total 339

RZ=10,005; CV=40,9%

TABELA 3: Anilise de variancia para producio média de leite, tendo como
covariavel a ordem de lactacio.

Origem da GL Quadrados Valor de F Pr>F
Variacao Médios
IGF-1 2 55.61 6,16 0,0024
Lactagdo 1 386.99 42,88 0,0001
Erro 335 9.03
Total 338

R*=0,14; C.V=23,85%

Verifica-se na tabela 3 que o efeito da covaridvel (ordem de lactagdo) foi
altamente significativo (P<0,0001), o que justifica a sua inclusdo no modelo. O
Teste F para igualdade das médias das classes genotipicas foi altamente

significativo, indicando que pelo menos uma delas difere-se estatisticamente das
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demais, no intuito de verificar qual (is) classe (s) genotipica (s) diferem-se
desdobrou-se a soma de quadrados de gendtipos em contrastes ortogonais,
obtendo-se os resultados apresentados na tabela 4, na qual observa-se que o
contraste AA vs (AB+BB) foi estatisticamnete diferente de zero, indicando que

este genodtipo difere dos demais.

TABELA 4: Analise de covariidncia para a producio média de leite, tendo
como covariavel a ordem de lacta¢do, com o desdobramento

do efeito de gendtipos em contrastes ortogonais.

Origem da GL Quadrados Valor de F Pr>F
Variacio Médios
IGF-1 2 55.61 6,16 0,0024
AA vs Resto 1 71.99 7,98 0,0050
AB vs BB 1 6.54 0,73 0,3950
Lactagdo 1 386.99 42,88 0,0001
Erro 335 9.03
Total 338

TABELA 5: Comparaciao de médias para duragio da lactacio e producdes

médias de leites ajustadas em funcio da ordem de lactacio.

Genotipos Duracio da Lactacio Produc¢io média Producgio total

didria
AA 294,28 a 14,24 a 4190,54 a
AB 279,82 a 12,28 b 3436,19b
BB 27553 a 12,58 b 3466,17 b

M¢édias seguidas pela mesma letra ndo sdo estatisticamente significantes ao nivel
de 5% de probabilidade segundo o Teste F
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De acordo com a tabela 5, ndo houve diferenca significativa entre as
classes genotipicas (AA, AB ¢ BB) quanto a duragdo média, em dias da
lactagdo, portanto ndo podemos afirmar que o polimorfismo deste gene esteja
associado a duragfio da lactagdo. Observando as produgdes médias didrias
ajustadas apresentadas, verifica-se que a produgdo média diaria dos animais AA
foi maior que a média de AB e BB. O contraste entre os animais AB e BB foi
nio significativo o que indica ndo haver diferengas entre estes genotipos quanto

a produgdo média diaria de leite.
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4- Conclusoes

O homozigoto AA do gene IGF-1 teve efeito significativo na produgio
leiteira, mas ndo na duragdo da lactagdo da raga Girolando °/s. Por outro lado, a
baixa frequéncia do gendtipo na populagdo indica que esta raga ndo sofreu
sele¢do para o genoétipo favoravel. Portanto, propde-se o uso de selegdo assistida
com o gene IGF-1 para a obtengdo de animais superiores, podendo tornar-se
uma importante alternativa para o melhoramento da raga e o conseqiiente

aumento da produgao leiteira.
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