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RESUMO

A investigacdo de polimorfismos no genoma pode contribuir para aumentar
as informacées sobre a variabilidade das caracteristicas quantitativas.
Considerando as importantes fungées fisiolégicas desempenhadas pelos genes
que participam da via de expressdo do Hormoénio do Crescimento em varias
caracteristicas fenotipicas de interesse econdmico em bovinos de leite; este
trabalho teve como objetivo investigar a associagdo entre um polimorfismo no
gene do Hormonio Liberador do Hormonio do Crescimento (GHRH) e os indices
produtivos e reprodutivos: produgdo de leite, media diaria de producao de leite,
duragdo da lactagdo e intervalo entre partos meédio, em bovinos da racga
Girolando. Para a genotipagem das 453 fémeas, utilizou-se a técnica de PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism).
A digestao do fragmento amplificado de 455 pb, com a enzima Haelll, revelou um
polimorfismo com dois alelos: alelo A, apresentando os fragmentos de 317, 83 e
55 pb e alelo B, com os fragmentos de 196, 121, 83 e 55 pb. As freqliéncias
genotipicas obtidas foram 2,87%, 36,64% e 60,49% para os gendtipos AA, AB e
BB, respectivamente, sendo a frequéncia do alelo A, 21,19% e do alelo B,
78,81%. Para a andlise estatistica foram utilizados 299 animais e nao houve
diferenca significativa (p> 0,05) entre os gendtipos quanto a producédo de leite,
média diaria de produgdo de leite e intervalo entre partos medio. Em relagéo a
duracéo da lactacéo, o genotipo AB mostrou-se superior ao gendtipo BB (p< 0,01)
e o efeito médio de uma substituicio alélica foi de dois dias, sendo favoravel ao
alelo A. Com este resultado, pode-se sugerir a utilizagéo de touros AA ou AB nos

cruzamentos visando aumentar a freqiiéncia do alelo A e, conseqiientemente, a

média do rebanho quanto & duracéo da lactacao em dois dias.



ABSTRACT

Genomic polymorphism investigations can contribute to increase available
information about the variability of the quantitative characteristics. Considering the
important physiological functions carried out by the genes which participate in the
Growth Hormone expression in several phenotypic characteristics of economic
interest in milk cattle, this study purposed to investigate the association between a
polymorphism in the Growth Hormone Releasing Hormone (GHRH) gene and the
productive and reproductive indexes: milk production, daily average milk
production, lactation duration and delivery interval average, in Girolando breed
cattle. In order to. genotype the 453 females, the PCR-RFLP technique
(Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism) was
used. The restriction of the 455 bp amplicon, with the Haelll enzyme, revealed a
polymorphism with two alleles: A allele, presenting the fragments 317, 83 and 55
bp and B allele, with the fragments 196, 121, 83 and 55 bp. Genotypic frequencies
obtained were 2.87%, 36.64% and 60.49% for the AA, AB and BB genotypes,
respectively, being the A allele frequency, 21.19% and the B allele frequency,
78.81%. 299 animals were used for the statistical analysis and there was no
significant difference (p> 0.05) among genotypes with regards to milk production,
daily average milk production and delivery interval average. Regarding the
lactation duration, the AB genotype showed itself superior to the BB genotype
(p< 0.01) and the mean effect of an allelic substitution was of 2 days, being the A
allele the favorable one. With this result, it can be suggested the use of AA or AB
bulls in the crosses aiming to increase the frequency of the A allele and,

consequently, the lactation duration average by two days in the cattle.



INTRODUCAO

A dimensdo continental do Brasil associada aos seus recursos naturais,
humanos e econdmicos, faz do agronegécio um dos mais importantes segmentos
da economia do pais, sendo responsavel por 35% do Produto Interno Bruto, 40%
das exportacdes e 45% dos empregos. Atualmente, o leite € um dos maiores
agronegocios brasileiros, movimentando 10 bilhdes de ddlares ao ano (ALVARES,
2001) e, entre os produtos animais, € 0 mais completo dos alimentos (MAIJALA,
2001), composto por proteina, gordura, agua, minerais e lactose (MADALENA,
2001), sendo, assim, importante tanto para as criangas quanto para os adultos.

De acordo com dados revelados pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos, a produgio mundial de leite, em 2000, foi de 391.375 milhGes de
toneladas, obtida de 127.323 milhdes de vacas leiteiras. No mesmo ano, o Brasil
foi o 6° maior produtor mundial de leite, logo abaixo dos Estados Unidos, india,
Russia, Alemanha e Franga, produzindo 22.134 milhdes de toneladas, obtidas de
16.040 milhdes de vacas leiteiras (ANUALPEC, 2001).

No entanto, os niveis de produtividade brasileira s@o baixos, sendo a média
de producgdo de leite/vaca/ano de apenas 1380 kg, contrastando com a meédia
mundial superior a 2000 kg e, segundo FNP Consultoria, com uma média diaria
de 4,93 kg/vaca (ANUALPEC, 2001). A baixa produtividade dos rebanhos leiteiros
brasileiros deve-se essencialmente a dois fatores: mau desempenho reprodutivo,
traduzido pela idade avancada ao primeiro parto e longo intervalo entre partos,
conseqiiéncia do manejo nutricional e sanitario a que os animais sao submetidos;
e inferior qualidade genética dos animais, indicada pela produgédo da vaca na
lactagdo, duragdo da lactagao e persisténcia na producao (FARIA, 2001).

Minas Gerais e Goias sdo, atualmente, os Estados de maior produgéo,
seguidos pelo Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Parana (MADALENA, 2001). No
Estado de Minas, o maior crescimento da produgdo ocorre nas regides do
Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba (GOMES, 2001b).

A disponibilidade mundial de leite é de 83,1 kg per capita. Os paises
desenvolvidos tém disponibilidade de 273 kg, enquanto que os paises pobres tém

26 kg per capita, portanto, 10,5 vezes menor. No Mercosul, o Brasil € o grande




mercado consumidor, em fungdo da populacdo (79,09% do Mercosul), maior
crescimento vegetativo da populagéo (2,08% ao ano) e menor disponibilidade per
capita (99,7 kg). Sendo a recomendagao minima per capita da Organizagao
Mundial de Satde de 146 kg, o pais tem um déficit per capita de 45,5 kg, ou seja,
7 bilhdes de kg anuais (BENEDETTI, 2002).

Estima-se que cerca de 60% do total de leite produzido no pais s&o
controlados pelos servigos oficiais de inspegao. Deéta parcela, aproximadamente
50% sio comercializados na forma fluida (leite pasteurizado, longa vida e
estarilizado), 20% sao transformados em po, 20% em quesijo, 5% em iogurtes e
sobremesas lacteas e 5% em outros produtos (cremes, doce de leite, manteiga,
etc). Os outros 40% sdo consumidos pelo mercado informal, sem qualquer

fiscalizagao higiénico-fisica ou sanitaria (BENEDETTI, 2002).

1. Atividade Leiteira no Brasil

O leite, no Brasil, & produzido por 83% dos produtores rurais que nao

entregam mais do que 250 kg de leite/dia. Mais de 80% da produgéo nacional de
leite & a pasto, em sistemas extensivos, com baixo nivel tecnolodgico, e mais de
50% das pastagens estio degradadas, ou em algum estagio de degradagéo, néo
conseguindo, desta forma, fornecer os nutrientes necessarios aos animais. Além
‘diséo, ha exploragdo de animais nao-especializados, ou seja, utilizacdo de
rebanho de dupla aptiddo para leite e carne. Isto visa flexibilidade para regular a
produgdo de leite ou de carne segundo as flutuacoes dos precos relativos de
ambos os produtos, o que acarreta elevada idade ao primeiro parto, longos
intervalos entre partos e curto periodo de lactacao (BENEDETT]I, 2002).

Pode-se citar, ainda, segundo este mesmo autor, que parte expressiva da
produgso leiteira (33,5%) se da em estabelecimentos cuja principal atividade nao
é a producso de leite. Esta, em numero grande de estabelecimentos, é parte do
sistema de produgao de subsisténcia; produz-se leite e carne, mas também se
produz leite e lavouras e ainda os trés produtos conjuntamente. Outro aspecto
importante diz respeito a instabilidade da renda do produtor, provocada pela
sazonalidade da produgdo, ou seja, a maioria dos produtores brasileiros tem,
entre a producdo de leite da época das aguas e a da seca, uma diferenca




significativa. Além disso, os indices reprodutivos e produtivos sao extremamente
afetados pelo periodo seco do ano, uma vez que muitos produtores nao reservam

alimentos para enfrentar a estiagem. A falta de planejamento e a objetividade das

agbes sdo praticamente inexistentes.
As condigbes de clima e solo do Brasil comportam a existéncia de trés

sistemas para produgdo de leite: sistemas que utilizam gado Zebu (azebuado ou
mesticos com predominancia de sangue Zebu); sistemas que utilizam o gado
Europeu — animais acima de 7/8 de sangue Europeu; sistemas que utilizam gado
mestigo, resultante do cruzamento de uma raga zebuina e outra européia —
animais de 1/2 sangue Europeu-Zebu até 7/8 Europeu-Zebu (GOMES, 2001a).

O gado Zebu, segundo este mesmo autor, é adaptado ao clima tropical e €
um animal rdstico que suporta, sem maiores problemas, elevadas temperaturas e
umidade, além de ser mais resistente a ectoparasitos. Por outro lado, tem baixa
produtividade de leite. Entre as racas européias, o gado Holandés é o
predominante no Brasil e, por nao ser natural das regides tropicais, € muito
sensivel ao calor e as zoonoses. Em contrapartida, a produtividade do rebanho é
elevada.

Aquele mesmo autor relata que o gado mestigo predomina no Brasil, tanto
em nimero de criadores quanto em volume de produgdo. Em razao de serem
resultado do cruzamento de animais Zebu com Europeu, os mesticos ficam numa
posicdo intermediaria entre seus pais, quanto a rusticidade e produgao de leite.
Os mesticos herdaram a rusticidade do Zebu, porém sdo menos rusticos do que
este, e a produgio de leite do gado Europeu, mas sa0 menos produtivos que
este.

A grande justificativa para o uso de cruzamento € a superioridade do
animal cruzado em relagéo aos seus pais puros, como resultado do efeito que se
conhece como heterose ou vigor hibrido. Entretanto, na pratica, o que importa é a
superioridade dos cruzados em relacao ao melhor de seus pais. Considerando as
racas zebuina, européia e o produto meio-sangue, o0s animais cruzados de
Europeu com Zebu sdo superiores ao melhor dos puros apenas em condi¢cbes
intermediarias (as quais representam a grande parte das condigbes de criagao
encontradas no Brasil), em que os estresses ambientais s@o suficientes para

limitar a produgdo do pai Europeu, mas sao moderados, de forma a permitirem




que o animal cruzado expresse o seu potencial de producao superior (TORRES
JR. et al., 2003).

De acordo com Benedetti (2002), os sistemas de producao de leite podem
ser divididos em pastejo extensivo, em que, como fonte de alimentagéo, sao
usadas gramineas tropicais; pastejo intensivo, em que se utilizam gramineas
tropicais adubadas, silagem/cana e nivel moderado de concentrados; e
confinamento, com o uso de silagem de milho, feno, além de nivel alto de
concentrado.

Atualmente, tem-se dado énfase a utilizacao intensiva das forrageiras
tropicais como as principais fontes de alimento para o rebanho leiteiro. Além de
reduzir muito os custos de producéo e ter um menor impacto negativo sobre o
meio ambiente (MATOS, 2001), o uso das forrageiras tropicais, principalmente no
periodo chuvoso, torna a atividade leiteira competitiva. Nesta época, a exploragéo
racional das pastagens eleva a eficiéncia da disponibilidade de matéria seca e de
sua utilizacao pelo rebanho leiteiro. Um modelo de produgcdo com forrageiras
tropicais, somado a interagdo gendtipo-ambiente do rebanho leiteiro, poderia
atingir uma média nacional de produgéo de leite de 10 kg/vaca/dia, com qualidade
e competitividade, gerando excedente para exportacao, superior a qualquer pais
do mundo (BENEDETTI, 2002).

2. Fatores que Afetam a Producgio de Leite

A producio de leite é a soma dos efeitos do meio ambiente, da genética da
vaca e da possivel interagdo do meio com a genética. Assim, a genética propicia
ao animal a capacidade de produzir leite, enquanto o ambiente fornece as
condigdes para que ele o produza (VALENTE, DURAES e MARTINEZ, 2001).
Pode-se medir a proporgdo de origem genética e a propor¢ao da influéncia do
ambiente pelo coeficiente de herdabilidade que, para producdo de leite &,
aproximadamente, 0,25 ou 25%. Isto significa que apenas 25% das variagcoes
individuais que ocorrem na produgao de leite sdao de origem genética, o restante
s3o variagoes devido ao ambiente (FREITAS, 2001).

Tanto o genétipo como o ambiente tém um papel decisivo na manifestagdo

fenotipica, assim, de nada vale um gendtipo superior quando o ambiente é
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desfavoravel, como também nao adianta muito melhorar 0 ambiente se o genétipo
néo é o adequado (RAMALHO, SANTOS e PINTO, 2000).

2.1 Fatores Referentes ao Animal

O efeito de meio ambiente que tem maior influéncia sobre a producao de
leite € o manejo e a alimentagéo. Entretanto, a produtividade de uma fazenda
leiteira depende, entre outros fatores, da composigdo ou estrutura do rebanho.
Altas taxas de lotagdo animal em pastagens intensivas nao significam
produtividade (AGUIAR, 2001) se o rebanho apresentar, por exemplo, curto
periodo de lactagdo e extenso intervalo entre partos (BENEDETTI, 2002).

Duracgbes diferentes das lactagbes sao responsaveis por diferencas na
quantidade de leite produzido. A produgéo de leite em 305 dias de lactagdo tem
sido considerada o ideal, pois o0 que se deseja €& uma alta produg¢ao por ano e
todos os anos, ou seja, um parto por ano. Dentro deste raciocinio, o animal teria
um periodo de descanso entre uma lactagéo e outra de, aproximadamente, dois
meses. Durante determinada lactagdo, a producao geralmente aumenta por
algum tempo apods o parto e depois decresce, existindo variagdo na forma da
curva de lactacdo entre vacas e entre lactagbes da mesma vaca. A producao na
lactagdo pode ser descrita, de certa forma, conhecendo-se o ponto da produgéo
mékima e a taxa de decréscimo a partir deste. Esta taxa ou declividade fornece
indicacéo sobre persisténcia da lactagéo (T EIXEIRA, 2001a).

O intervalo entre partos €& determinado, principalmente, pelos dias
transcorridos desde o parto até o inicio da proxima gestagao, pois a duragao da
gestagdo é pouco variavel dentro de cada raga. Um periodo de 60 a 90 dias

parece ser ideal, em termos de uma eficiente vida produtiva (MARTINEZ, 1989),

uma vez que acima de 90 dias a produgéo de leite decresce (TEIXEIRA, 2001a).

Diferencas de intervalos entre partos podem resultar em diferenca de produgao da
ordem de 5 a 10% e maiores intervalos resultam em uma menor producio anual
por vaca. Do ponto de vista econdmico, 0 intervalo otimo entre partos € de,
aproximadamente, 13 meses entre o primeiro e 0 segundo parto e 12 meses entre

os partos subseqiientes, o que tende a maximizar a vida produtiva da vaca

(MARTINEZ, 1989).




Vacas de leite geralmente sdo ordenhadas duas vezes ao dia, tendo
indicacdo de aumento de 30% na producio de leite quando se passa de uma para
duas ordenhas (TEIXEIRA, 2001a). Em reviséo literaria, Martinez (1989) afirma
que a pratica de ordenhar uma vaca trés vezes ao dia provoca um aumento na
producdo de 15 a 25%, em relagao a ordenha-la duas vezes, dependendo da
idade e do aumento da quantidade de alimento fornecido. Aproximadamente 5 a

10% deste aumento & por uma diminuigdo na pressao interna do Ubere, devido a
s, e o restante, 10 a 15%, € causado por melhor

recebem. Assim, a maior por¢éo do aumento

maior freqiiéncia de ordenha

manejo e alimentag&o que as vacas

obtido com trés ordenhas pode ser conseguida no regime de duas ordenhas,

simplesmente, com um melhor manejo e alimentacgao.

A produgdo de leite varia, também, com a idade da vaca (TEIXEIRA,

2001a). As vacas aumentam gradualmente a producéo por lactagao até atingirem
a idade adulta. Uma das causas principais do aumento da producédo com a idade

& o0 aumento em tamanho, juntamente com 0O desenvolvimento e crescimento do

tbere que ocorrem com os partos sucessivos. Com a idade adulta, que, de um

modo geral, esta entre 5 e 8 anos, inicia-se a senilidade e a quantidade de leite

por lactagdo comega a decrescer. A produgao
relacdo aos que pariram a idade adulta

pode variar de 20 a 50% para os

animais que pariram com 2 anos, em
(MARTINEZ, 1989).

3. Interagoes Hipotalamo-Hipofise envolvidas na Via do Hormonio do

Crescimento

A via do Hormodnio do Crescimento (GH) é composta de uma série de

genes dependentes, gene do Horménio Liberador do Horménio do Crescimento

(GHRH), Receptor do Horménio Liberador do Hormdnio do Crescimento
(GHRHR), Fator de Transcri¢ao da Pituitaria 1 (PIT-1), Horménio do Crescimento
(GH), Receptor do Horménio do Crescimento (GHR), Fator semelhante a Insulina
(IGF-1) e do Receptor do Fator semelhante & Insulina (IGF-1R), os quais tém
efeitos fisiologicos no crescimento € Na lactagao (ETHERTON e BAUMAN, 1998).

Horménios do hipotalamo mediam interacoes entre os sistemas nervoso e

endécrino, controlando a atividade de células especificas na glandula pituitaria




anterior. O peptideo hipotalamico GHRH atua na célula somatotrofica pituitaria

estimulando a sua proliferagdo durante o desenvolvimento e regulando a sua

habilidade na produgéo e secre¢ao do GH. A somatostatina € o principal peptideo
hipotalamico que inibe a liberagao do GH pituitario (MAYO et al., 2000). Segundo
Tuggle e Trenkle (1996) a influéncia destes dois horménios & modulada por outros

fatores hipotalamicos, por neurotransmissores e por horménios da circulaggo que

agem diretamente na pituitaria.

Formas precursoras do GHRH e d
e a sintese destes horménios ocorre na pituitaria

a somatostatina foram encontradas na

glandula pituitaria. Isto indica qu
existindo a possibilidade de um controle neuroend6crino local da secre¢io de GH

e proliferacdo de somatotrofos da pituitaria anterior (TUGGLE e TRENKLE, 1996).
O GHRH, localizado no cromossomo 13 do bovino (MOODY, POMP e

NDSE, 1995a), € um peptideo de 42-44 aminoacidos, dependendo da

BARE
essado a partir de uma

espécie (em bovino, tem 44 aminoacidos), sendo proc
108 aminoacidos (MAYO et al., 2000). A seqiiéncia

proteina precursora com 103-
feros, nao € altamente conservada,

de aminoacidos do GHRH, em mami

entretanto, a estrutura entre os residuos de 1 a 27, que constitui o nucleo ativo do

peptideo, & conservada (TUGGLE e TRENKLE, 1996). As seqiiéncias em bovino

e ovino diferem da seqiiéncia humana em apenas cinco e seis residuos,

respectivamente (SOLIMAN et al., 1997).
Foi desenvolvido um trabalho cujo resu

o, bovino e seus analogos (obtidos por d
podem atuar na liberagdo do GH

itado demonstrou qUe os GHRHs

human elecdo ou substituicio de

aminoacidos), como, também, o GHRH do rato

bovino em células adenohipofisarias in vitro (SOLIMAN et al., 1997).

Além de estimular a liberagdo do GH, o GHRH esta envolvido no controle
do apetite e do sono, sendo encontrado, também, na placenta, onde deve

gao do GH fetal durante o periodo embrionario e

participar na regulagéo da secre
ente agindo como um
tos, no pancreas € no trato gastrintestinal (PETERSENN

nas génadas, possivelm fator regulatorio intragonadal. Tem

sido detectado em linfoci

e SCHULTE, 2000).
tina, tendo seqiiéncia altamente
o 116 aminoéacidos, o qual ¢&,

A somatosta conservada em mamiferos, é

sintetizada como um precursor contend
posteriormente, clivado por endopeptidases, resultando em duas formas
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o hipotalamo, com 28 e 14 aminoacidos. Este hormdnio é um potente

secretadas d
inibidor da secrecdao do GH e suas acbes sdo mediadas por receptores de

membrana com alta afinidade, sendo que, em mamiferos, ja foram encontrados
cinco subtipos de receptores para a somatostatina (TUGGLE e TRENKLE, 1996).

Na pituitaria, o GHRH atua através de sua ligagao a um receptor especifico

nas células somatotréficas. O GHRHR, pertencente a familia B-lll da superfamilia

de receptor acoplado a proteina G, é expresso predominantemente na glandula

pituitaria, com menor expressao em alguns outros tecidos (MAYO et al., 2000). Ha

evidéncia da sintese deste ligante no hipotalamo, ovario, pancreas, trato

gastrintestinal, placenta e testiculo, mas as fungdes do GHRHR em tecidos
extrapituitarios nao tém sido determinadas. O receptor, em bovino, € uma proteina
com 423 aminoacidos e seu gene foi recentemente mapeado no cromossomo 4

(CONNOR, ASHWELL e DAHL, 2002).
O GHRHR apresenta, estruturaimente, um dominio extracelular amino-
com seis residuos conservados de cisteina, os quais formam uma

terminal,
pesar de essencial, o dominio

estrutura importante para a interacdo hormonal. A

amino-terminal ndo é suficiente para conferir uma ligagdo de alta afinidade, ou

seja, residuos em dominios transmembranicos e loops extracelulares sao

determinantes na interacao especifica com 0 GHRH (MAYO et al., 2000).
Analisando o GHRHR em diferentes espécies, incluindo humano, suino,
se alta homologia entre as proteinas, em relacéo a

‘camundongo e rato, observa-
com similaridades variando de 70 a 94%

seqiiéncia de aminoacidos,
(PETERSENN e SCHULTE, 2000). A sequéncia de aminoacidos, em bovino,

apresenta 93, 90, 89, 87 e 85% de homo
e camundongo, respe

logia com as seqliéncias em ovino,
suino, humano, rato ctivamente (CONNOR, ASHWELL e
DAHL, 2002).

No entant

sdo geradas e ja caracterizadas em muitas espéci
ades sinalizantes (PETERSENN € SCHULTE, 2000). O splicing

ir de um mesmo gene, € possivel a

o, com a ocorréncia de splicing alternativo, variantes do GHRHR
es, as quais devem diferir em

suas propried

alternativo & um mecanismo pelo qual, 3 part
possibilitam a realizacio de funcdes

produgio de proteinas com diferencas que

distintas.
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O processamento alternativo no transcrito do GHRHR humano resulta na
inclusdo de um infron no mRNA e gera um cédon de parada prematuro, tendo,
como conseqiiéncia, uma proteina truncada, a qual exerce efeito inibitério na
transducéo de sinal estimulado pelo GHRH (MAYO et al., 2000).

O GHRHR exerce um papel fundamental na proliferacao e diferenciagdo da
célula somatotrofica pituitaria. A expressao do seu gene pode ser controlada pelo
proprio GHRH, por glucocorticoides, horménios tireoidianos e horménios sexuais
(PETERSENN e SCHULTE, 2000). O gene do GHRHR apresenta dois potenciais
sitios de ligacao ao PIT-1, o que confirma a importancia do PIT-1 na regulagio da
expressao deste gene (TUGGLE e TRENKLE, 1996).

O PIT-1, localizado no cromossomo 1 do bovino (MOODY, POMP e
BARENDSE, 1995b) € uma proteina de 291 aminoacidos e faz parte dos genes
da familia de dominio POU (genes regulatorios transcricionais PIT-1, Oct-1, Oct-2,
unc-86). O dominio POU apresenta 150 a 160 aminoacidos (YU et al., 1995) e
tem duas regides bem conservadas. A regido C-terminal, chamada POU-
homeodominio, codifica um dominio de ligagdo ao DNA de baixa afinidade,
enquanto a regiao N-terminal, denominada POU-dominio especifico, confere alta
afinidade ao dominio POU e participa de interagcbes proteina-proteina
(PARMENTIER et al., 1999).

Em todas as espécies testadas até agora, o PIT-1 tem seis exons e cinco
introns, em um tamanho aproximado de 1,6 a 2,0kb. Nos mamiferos, a proteina
PIT-1 & altamente conservada, tendo 90 a 94% de homologia, em relacdo a
proteina total e 97 a 99%, quanto a regido de dominio POU (TUGGLE e
TRENKLE, 1996).

Ha uma forte evidéncia genética do requerimento por PIT-1 na expresséo
do GH, prolactina e subunidade B da tireotropina (TUGGLE e TRENKLE, 1996),
mas, também, tem efeito na proliferagdo e diferenciagcdo das células pituitarias
(RENAVILLE ef al., 1997). O PIT-1 parece ativar o proprio gene PIT-1, o que
significa a existéncia de uma autoregulagdo. As regies regulatérias reconhecidas
por PIT-1 nos promotores destes genes sdo necessarias para uma apropriada
expressao dos mesmos (PARMENTIER et al., 1999).

A proteina PIT-1 s6 €& encontrada em somatotrofos, lactotrofos e tireotrofos

(células da glandula pituitaria anterior), mas em gonadotrofos e corticotrofos é
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encontrado o mRNA do PIT-1, o que paode ser explicado por uma regulagdo pos-
transcricional como uma fungdo do tipo celular. Mas, a proteina PIT-1 foi
recentemente detectada, apesar de niveis baixos, em tecido nao-pituitario, além
de células linféides e hematopoiéticas (TUGGLE e TRENKLE, 1996).

O GH se localiza, no bovino, no cromossomo 19 (ZHANG et al., 1993). O
seu gene faz parte de uma familia de genes que inclui o GH, prolactina e
lactogénios placentarios, contendo cince exons e quatro introns, em um tamanho
aproximado de 2,6 a 3,0kb na maioria das espécies de mamiferos (TUGGLE e
TRENKLE, 1996). O GH é sintetizado, estocado e secretado, de {forma pulsatil,
pelos somatotrofos da npituitaria anterior (PETERSENN e SCHULTE, 2000).
Parece ser sintetizado como uma proteina precursora com um peptideo sinal na
regido amino-terminal (N-terminal), o qual é removido com a secre¢édo hormonal
(KOPCHICK e ANDRY, 2000).

Sao encontradas quatro variantes do GH em bovino, que surgem da
combinagdo de dois possiveis aminoacidos na regido N-terminal (alanina ou
fenilalanina) e dois possiveis aminoacidos na posi¢do 127 do GH (leucina ou
valina). A variagdo na regido N-terminal se deve a diferengas na clivagem do
peptideo sinal e resulta em moléculas com 191 aminoacidos, quando a alanina
esta presente na regido N-terminal ou 190 aminoacidos, em presenca da
fenilalanina (ETHERTON e BAUMAN, 1998). A variagdo na posigcéo 127 do GH,
que corresponde ao exon 5, ocorre por uma mudanga nucleotidica, CTG para
GTG, ou seja, codon de leucina para codon de valina (RODRIGUES,
GUIMARAES e PINHEIRO, 1997).

A homologia na seqiiéncia nucleotidica do gene do GH entre algumas
espécies € variavel. Os GHs bovino e suino apresentam, aproximadamente, 90%
de similaridade em relagdo a seqiiéncia de aminoéacidos (ETHERTON e
BAUMAN, 1998). Esta homologia entre os GHs humano e bovino & de 75%,
sendo de 99% quando se compara os GHs ovino e bovino (KOPCHICK e ANDRY,
2000).

A regulagédo do GH pode ser dividida em trés niveis: basal, especifica do
tipo celular e éxpresséo induzida por horménios. A expressao em niveis baixos ou
basal ocorre em células nao-pituitarias. A expressdo do GH, em niveis altos,

especifica no somatotrofo &, principalmente, controlada pelo PIT-1. O controle da
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expressao do GH por hormonios envolve o hormdnio da tireide; glucocorticoides

que aumentam a expresséo do gene; acido retinéico, o qual estimula a transcrigao

e sintese protéica; activina, regulando negativamente a expressao, pois age
diminuindo os niveis de PIT-1, impedindo, assim, a transcricdo do gene e, como

conseqgiiéncia, a sintese protéica; € insulina, que também causa supressao da

atividade no promotor do GH. O maior mecanismo limitante da expressao do GH

em tecidos n&o-pituitarios € a falta de expressao do PIT-1 (TUGGLE e TRENKLE,

1996).

Genes tecido-

responsavel pelo silenciamento do gene. Dest
metilagdo em regioes regulatorias dos genes do GH e da prolactina estao,

também, implicados na expressao génica (SHIOTA e YANAGIMACHI, 2002).
Os niveis de GH possuem um padrao caracteristico que tem sido
50 particularmente altos no feto e no recém-

especificos podem ser controlados por metilagéo, sendo esta
a forma, padroes especificos de

observado em varias espécies: S
nascido, declinando durante a infancia. Posteriormente, aumentam na puberdade,

a senescéncia (PETERSENN e SCHULTE, 2000).

caindo, novamente, durante
o6sseo, muscular, na lactagao e

O GH esta envolvido no crescimento
reprodugao (FRANCO, 2002). O principal efeito do GH é promover o crescimento

longitudinal pos-natal, atuando na proliferagao e diferenciagao celular, além de

regular o metabolismo de lipideos, carboidratos, proteinas e minerais (KOPCHICK

‘e ANDRY, 2000). As mudancas coordenadas

distribuicao de nutrientes, exercendo um pape

mento e producéo de leite (ETHERTON & BAUMAN, 1998).
30 do sistema imune, sendo importante

no metabolismo tecidual alteram a

| fundamental por favorecerem o

cresci
O GH esta envolvido na manuteng
para a fungdo dos linfocitos e requerido no periodo de desenvolvimento do

ntes estudos mostram que, através de agoes

sistema imune no feto bovino. Rece
dular a emogao, a
do importante na fung&o cardiaca e

diretas no cérebro, o GH deve mo resposta ao estresse e o
mbém tem si

comportamento. Este horménio ta
do coragado € hipertrofia (KOPCHICK e

esta envolvido no desenvolvimento
ANDRY, 2000).

A habilidade do GH
interacdo hormonal com

importante € o GHR, local

em promover seus varios efeitos depende de uma

proteinas de ligagdo especificas. Destas, 0 mais
izado NO Cromossomo 20 do bovino (MOODY et al.,



de uma superfamilia de receptor citocina-hematopoietina

1995), que faz parte

(ARGETSINGER e CARTER-SU, 1996).
O GHR é uma proteina de 620 aminoacidos, apresentando um dominio

ligagdo hormonal, uma regiao

extracelular de 246 aminoacidos para a

transmembranica de 24 aminoacidos € um longo dominio citoplasmatico

(PARMENTIER et al., 1999), sendo, este altimo, codificado pelo exon 10 do gene
do GHR (GE et al, 2000). Segundo Argetsinger e Carter-Su (1996) cinco
potenciais sitios de glicosilagéo s30 observados no dominio extracelular, o qual

contém seis cisteinas ligadas e uma cisteina livre.
a molecular calculada do GHR baseada na seqiiéncia de

A mass
a massa esta entre 100 e

aminoacidos & 70kDa; entretanto, experimentalmente,
130kDa. Modificagoes pos-traducionais, como glicosilagdo, s&o, provavelmente,
responsaveis pelas diferencas observadas (KOPCHICK e ANDRY, 2000).
Su (1996) afirmam que, entre as espécies, incluindo

Argetsinger e Carter-
o, camundongo e rato, a homologia na seqiiéncia de

humano, bovino, ovino, suin
aminoacidos é de, aproximadamente, 70%.

O GHR pode ser encontrado no figado, musculo, tecido adiposo, glandula
o 6sseo, rim, células embrionarias e tecidos imunes, sendo que

mamaria, tecid
presenga hormonal, estado

incluindo desenvolvimento,

numerosos fatores,
elular regulam a sua expressao

nutricional e controle especifico tecidual/c

(KOPCHICK e ANDRY, 2000).
A proteina de ligag&o ao GH

de camundongo, rato, coelho, ovino, bovino, equi
A GHBP & uma glicoproteina de 55-273 aminoacidos, tem um peso molecular

55kDa € corresponde a forma solavel do dominio
tedlise ocorrida nos receptores de GH
e um membro da familia de

(GHBP) pode ser encontrada no soro humano,
no, suino, canino, felino e outros.

de, aproximadamente,
extracelular do GHR, resultante da pro

ligados a membrana. Estudos tém mostrado qu
s & capaz de clivar 0 GHR para formar a GHBP no soro. Sugere-

do GH circulante no soro esteja ligado a GHBP; na verdade,
aria, a GHBP atua como um reservatorio,

do o tempo. A GHBP aumenta a meia-vida

metaloprotease
se que mais de 60%
quando o GH é liberado da pituit
mantendo o GH disponivel no soro to
do GH no soro, pois diminui a taxa de degradagdo do mesmo (KOPCHICK e

ANDRY, 2000).
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o de hormonios da pituitaria estdo sob um controle

A produggo e liberaca

hormonal complexo (BARINAGA et al., 1983).
o do GHRH com o GHRHR no somatotrofo ativa a proteina G,

A interaca
estimulando a adenilato ciclase e resultando na produgao de AMP ciclico, o qual
parece ser um mensageiro secundario para a sintese e secre¢ao do GH induzido

pelo GHRH e proliferacao somatotrofica. O aumento de AMP ciclico intracelular

ativa os canais de ion na membrana, ocasionando um influxo de fons calcio no

somatotrofo. O aumento de calcio citosolico livre leva a liberacdo do GH de
granulos secretorios. O aumento de AMP ciclico intracelular também estimula a
proteina kinase A, a qual fosforila numerosos substratos citoplasmaticos e
nucleares, destacando © fator de transcricdo CREB (substrato nuclear)

(PETERSENN e SCHULTE, 2000), que, por sua vez, estimula a transcricdo do
gene do fator de transcrigdo PIT-1. Como consequéncia, o PIT-1 aumenta a

transcricio do gene do GH (MAYO et al., 20
para o PIT-1 tém sido encontrados no promotor do GH. O fator de transcrigdo
CREB, fosforilado pela proteina kinase A, pode, também, atuar no promotor do
GH, favorecendo a sua transcricdo (PETERSENN e SCHULTE, 2000).

O GH se liga ao GHR causando a dimerizagéo do receptor, um complexo
consistindo de dois GHRs e uma molécula de GH. Além disto, em resposta ao
GH, a tirosina kinase JAK2, com 121kDa, & ativada e forma um complexo com o

GHR: a JAK2 pertence a familia Janus de tirosinas kinases citoplasmaticas.

Ambos JAK2 e GHR séo fosforilado
cao Stat e levando & liberacdo de mensageiros

secundarios (diacilglicerol, calcio, oxido nitrico), assim como ativagéo de enzimas,
C, fosfolipase A2. Estes eventos regulam a fungéo
GETSINGER e CARTER-SU, 1996).

cbes podem ser

00), ja que sitios funcionais de ligacao

s, ativando moléculas sinalizantes, por

exemplo, os fatores de transcri

entre elas, proteina kinase
celular, resultando nos efeitos do GH (AR

'O GH pode agir diretamente nos tecidos ou Suas a
mediadas pelo IGF-1 produzido no figado. A agao do IGF-1, o qual apresenta 70
OP et al., 1991) e s€ localiza No Cromossomo 5 (MILLER et al.,

aminoéacidos (BISH
1992), se faz pela sua ligagdo ao seu receptor, IGF-1R, localizado no
cromossomo 21 do bovino (MOODY, POMP e BARENDSE, 1996).

O GH e o IGF-1 sao importantes na represséo da atividade do sistema, ou
50 do GHRH e do GH (MAYO et al., 2000).

seja, em altos niveis, inibem a liberag
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A Figura 1 esquematiza a regulagao neuroendocrina da producéo, secregao do

GH e seus locais alvos de agao.
Em relacdo a lactagao, uma

do leite com composigdo normal,
50 lactea, além da atividade por célula secretoria,

maior concentragao de GH favorece a sintese
aumenta a disponibilidade de nutrientes

necessarios para a produ¢
manutencdo de células secretorias e maior aporte sangiiineo para a glandula

mamaria (ETHERTON e BAUMAN, 1998). Pode-se dizer que a agao do GH é
indireta, ou seja, estimula a secrecdo do IGF-1 no figado, o qual age como

o em muitos dos seus efeitos galactopoiéticos (HURLEY, 2003).

intermediari
andula mamaria declina,

O numero de células secretorias na gl

paralelamente, com a redugéo na produgdo de leite, sendo esta perda
proveniente de apoptose celular. Ha evidéncia que, em alguns tecidos, incluindo a
1 possa atuar como um fator de sobrevivéncia celular

Entso, existe uma hipotese de que agbes do
ivéncia celular induzida através do

glandula mamaria, 0O IGF-

ou, também, fator anti-apoptoético.
pela sobrev

GH na glandula sao mediadas
IGF (IGFBPs) modulam as agbes do

IGF-1. Entretanto, proteinas de ligacao ao

IGE-1, assim, surge a hipotese que as células mamarias
FBP5) que bloqueia a fungao do IGF-1 na sobrevivéncia

ltamente responsavel pela repressao na

produzem uma proteina

de ligagao inibitoria (1G
celular. Por outro lado, @ prolactina é a

produgdo da IGFBP5 durante 2 lactagdo. Desta forma,
rodugdo de leite € concentragio de GH, em que GH, IGF-1 e

brevivéncia celular (SORENSEN e KNIGHT,

observa-se uma relagéo

positiva entre p
prolactina interagem para manter a sO

2002).
Em relagao ao seu efeito mamogeénico, o GH pode estimular o crescimento

envolvimento: periodo fetal, do nascimento

mamario em todos 0S estagios de des

até a puberdade, periodo até a concepegao,
lactacgo. Para uma acao direta no tecido mamario, faz-se necessario a presenga

do GHR nas células mamarias (HURLEY, 2003). Segundo Feldman et al. (1993) o

mRNA do GHR tem sido encontrado em g

suino. No entanto, Hurley (2003) apresenta evi
tuar no tecido mamario, estimulando a producgéo do

durante a gestagdo e durante a

jandula mamaria de bovino, ovino,

déncias sugerindo que o hormonio

tem um efeito indireto e deve @

IGF-1, o qual & mitogénico parad as células epiteliais mamarias.




Observa-se uma relacao entre taxa de crescimento, desenvolvimento

mamario e produgéo de leite: uma taxa de crescimento aumentada devido alto

nivel alimentar antes da puberdade pode levar a um desenvolvimento mamario

reduzido e, como conseqiéncia, reduzir o potencial de produgéao de leite; uma

taxa de crescimento aumentada depois da puberdade e durante a gestacao nao

tem efeito no desenvolvimento mamario e produggo de leite; um elevado ganho

de peso corporal devido 5 um alto potencial genético para crescimento tem

correlagio positiva com produgao de leite (SEJRSEN et al., 2000).
O GH é importante no desenvolvimento da glandula mamaria e,

possivelmente, atua neste tecido via IGF-1, entdo, a explicagdo para o

crescimento mamario reduzido devido alto nivel alimentar se baseia na

sensibilidade reduzida do tecido mamario ao IGF-1, por agéo de proteinas de
nte (IGFBP3), que inibbem o efeito do IGF-1, elou

ligaggo produzidas localme
tar antes da puberdade pode causar

fatores de crescimento. Um alto nivel alimen

uma redugao permanente no potencial de pro
verdade, este efeito negativo existe & & similar em todas as ragas leiteiras, mas o

nivel alimentar que causa a redugdo no potencia

as racas (SEJRSEN et al., 2000).

ducado de leite subsequente. Na

| de produgéo lactea difere entre
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4. Melhoramento Genético de Bovinos de Leite

precisa buscar, de forma objetiva, alternativas que resultem em

O Brasil
o seu ambiente e as suas caracteristicas sécio-economicas

animais adequados a
(FERREIRA, LOPES e FERREIRA, 2001).

4.1 Selegdo de Gado de Leite
Em melhoramento genético animal, a selegcdo pode ser definida como
sendo um processo continuo, de longo pr

gendtipos sao escolhidos para produzirem des
reduzindo, em conseqiiéncia, a

azo, em que os individuos de diferentes
cendentes. Seu efeito primario é
fregiiéncia génica favoravel,
de efeitos desfavoraveis. Numa populacéo, a selegdo pode
A selecdo natural implica sobrevivéncia dos individuos

aumentar a
frequéncia dos genes
ser natural ou artificial.
portadores de genotipos melhore
vao deixando maior descendéncia na
é praticada pelo homem, O qual deter
proxima geragao. Por ser orie
maior progresso genético a popu
atural (VALENTE, VERNEQUE e DURAES, 2001).
ser utilizados quando se selecionam animais em um
pos (selegdo fenotipica) ou pelos gendtipos
almente, é baseada no fenotipo (MACHADO
era-se a morfologia do animal, ou seja,
o conformagdo ou tipo, pelagem,
rodugbes ou avaliam-se os

s adaptados, desta forma, os animais mais aptos
populagao. A seleco artificial € aquela que
mina quais animais serao usados para
produzir a ntada, a selegdo artificial pode
proporcionar um lagdo, por unidade de tempo,
Comparada a selegao n

Dois critérios podem
rebanho: os de melhores fenoti
(selecao genotipica). A selecdo, usu
e MARTINEZ, 2001) e, neste caso consid
s de exterior, tais com
etc., ou medem-se as p
os, que, €m sintese, sa
exemplo, a produgéo de leite, de gordura, de

suas caracteristica
caracteristicas de ubere
desempenhos dos individu
atividades fisiologicas, como por
proteina, taxas de crescimento, peso
(VALENTE, VERNEQUE € DURAES, 2001).

Avaliacdo genética & um processo pelo qual se procura prever o valor

genético dos animais, ou s€ja; © que o animal tran
em uma ou mais caracteristicas- O objetivo da avaliaga

o as manifestagdes de

s e ganhos de pesos a varias idades etc.

smite a progénie, baseando-se
o é ordenar os individuos
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exi 5 i
istentes na populagao ou na amostra. Com isto, pode-se identificar os piores

i “«
ndividuos que devem ser descartados ou 0s melhores a serem mantido
s

(VERNEQUE e VALENTE, 2001).

Os programas de melhoram
dos animais em diferentes ambientes ndo devem ignorar a possibilidade da

interacao genc’)tipo-ambiente. A presenca da interacao gendtipo-ambiente assume
tem diferencas entre 0s ambientes de selegéo e produgao, o

ento delineados para melhorar o desempenho

importancia se exis
plicar desempenho diferenciado e, portanto, em resposta realizada

gue pode im
tencialmente esperada. Desta

pela. selecdo significativamente inferior aquela po
forma, os animais devem Sef avaliados nas condicoes ambientais nas quais sua
progénie expressara seu desempenho para garantir que elas serao efetivas no

aumento da eficiéncia da produgao (COSTA, 2001).
Os métodos de selegdo para uma determinada caracteristica podem ser
o individual, sele¢ao pelo pedigree, selecdo pela familia e

classificados em seleca
ie (VALENTE, VERNEQUE e DURAES, 2001).

selegao pela progén
um programa de melhoramento de

O teste de progénie é essencial para

te, uma vez que a produgédo de lei
a nos machos (VALENTE, VERNEQUE

gado de lei te € uma caracteristica de baixa a
moderada herdabilidade € ndo se express
e DURAES, 2001), os quais, por deixarem gran
s em inseminagao
banhos. Dai a grande importancia da

de numero de descendentes,

especialmente sé forem usado artificial, sdo os principais
responsaveis pelo melhoramento dos re
ticamente superiores, estimando o valor

identificacdo dos touros que séo gene
leiteiras, com base na producdo de suas

genético destes, para caracteristicas
filhas (PENNA et al., 2001).
O objetivo geral de um teste de progénie € identificar, avaliar, selecionar e
genético com vistas ao aumento da

difundir os reprodutores de alto valor

produtividade dos rebanhos (VALENTE, VERNEQUE e DURAES,

producao e

2001). Este processo leva, no minimo, cinco anos para se obter um touro

geneticamente testado e o ganho genético para produgéo de leite esta em torno
RTINEZ, 2001).

de 1% ao ano (MACHADO e MA
péias ja vé
te pelo teste
ma grande disponibilidade de

m sofrendo, ha tempos, um intenso

As racas leiteiras euro
de progénie em paises

processo de selegdo, principalmen

temperado, havendo U

desenvolvidos e de clima
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do e com niveis altamente satisfatorios em termos de

material genético prova

producdo. Nas racas zebuinas,
melhoramento das ragas Gir e Guzera para leite, pelo teste de

progénie de touros jovens (TEODORO et al., 2001a). O Gir Leiteiro foi a raga
ecer programa delineado de

apenas mais recentemente, iniciaram-se

programas de

zebuina pioneira no Brasil € no mundo a estabel

melhoramento, com avaliagao genética de touros para leite baseando-se no

desempenho produtivo de suas progénies (PENNA et al., 2001). Na busca de

animais mesticos com elevada produtividade de leite, ha necessidade de selegéo

de matrizes e reprodutores zebuinos com caracteristicas leiteiras (GOMES

2001a).

A resposta a seleca
cial de selegao (di
de os pais provém) e da herdabilidade

o & medida pelo ganho genético que, por sua vez é

uma funcdo do diferen ferenca entre a media dos pais

selecionados e a média da populagao de on
VALENTE, VERNEQUE e DURAES, 2001). Em geral, quanto

da caracteristica (
proporgdo da variancia do

idade de uma caracteristica, ou seja,

maior a herdabil
maior a confiabilidade da selegéao

m animal que tem origem genética,

fendtipo de u
Esta pode variar de 0,0 a 1,0, sendo que

e, portanto, maior a resposta 2 selegao.

herdabilidade abaixo de 0,1 é considera
acima de 0,3, alta (VALENTE, DURAES e M

Os elementos queé compbem o gan
precisao na selecao;
acoes (MARTINEZ, 1989).

da baixa; de 0,1 a 0,3, intermediaria e

ARTINEZ, 2001).
ho genético em uma caracteristica
intensidade de selecao;

podem ser classificados em

variabilidade genética; € intervalo entre ger

e Precisao na Selegao

para uma caracteristica € diretamente dependente

A precisdo na sele¢ao
a, a selecdo baseada no

de sua herdabilidade. Se 2 herdabilidade € alt

desempenho individual do animal permitira uma S
genéticos. Se a herdabilidade & baixa, erros poderéo ocorrer quando a selegio

dos melhores genotipos € paseada apenas em seus desempenhos individuais.
Neste caso, a precisao medindo-se a mesma caracteristica

z no mesmo animal,
medindo-sé

elecdo precisa dos valores

pode ser melhorada,
considerando a repetibilidade da

mais de uma Ve
caracteristicas correlacionadas

caracteristica em estudo;
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considerando a correlagao genética entre estas; medindo-se a mesma

caracteristica nos parentes, considerando o grau de relacionamento entre o

individuo a ser avaliado e seus parentes (MARTINEZ, 1989).

« Intensidade de Selegao

r aplicada é determinada pela proporgéo da
estabelecendo-se, assim, a magnitude do
imais s&o mantidos para serem pais da

A intensidade de selecao a s€

populacdo que deve ser mantida,

diferencial de selegao. Quando poucos an
proéxima geracéo, a intensidade de selecdo aumenta e, consequentemente, ha um
aumento do diferencial de selegdo. De um modo geral, ndo é possivel praticar

30 de fémeas, simp
tabilizado. No caso dos machos

uma i i
alta intensidade de sele¢ lesmente porque se necessita

de 50 a 60% delas para manter o rebanho es
média, 4 a 5%, se O rebanho esta estabilizado

necessita-se manter, em

(MARTINEZ, 1989).

Ha uma importanc
obre o ganho genético
de-se aplicar uma certa pressao de selegdo

pbanho a cada ano. Entretanto, quando o
ejado de forma inadequada e

ja da taxa de fertilidade sobre a intensidade de selegao

e, conseqiientemente, $ (MARTINEZ, 1989). Nos rebanhos

bem manejados ou estabilizados, po
eliminando as piores produtoras do re

rebanho ainda esta em expansao, ou quando € man
rodutivos, ndo havera animais suficientes para reposicéo, néo

e de melhorar 0 rebanho por meio da selegdo de suas vacas

s novilhas serao necessarias para
RAES e MARTINEZ, 2001).

tendo, assim, chanc
Deste modo, todas as vacas € quase todas a

manter ou aumentar o rebanho (VALENTE, DU

« Variabilidade Genética / Intervalo entre Geragoes

A variabilidade genética esta associada a cada caracteristica e nao é facil

de mudar. Trabalhos conduzidos com gado
variabilidade vem per e dentro das populagdes de animais

ve ser ainda um pon

es, de modo geral, em

de leite tém demonstrado que a
manecendo constant
puros e que ndo de to de preocupacao. Em relagdo ao

gado de leite, este € de 5 a 6 anos

intervalo entre geracod




negativa entre pr

para fé i
ameas e, sempre que for possivel, deve-se procurar diminui-lo, visand
; o

enético por ano (MARTINEZ, 1989).
ar énfase & selegéo para maior produggo de leite
proteina) aceitavel em nivel de mercado. No

ntar a média de produgéo de leite

aumentar o ganho g
Os criadores devem d

com uma qualidade (teor de gordura,

s maiores problemas em aume
ha um nimero muito pequeno de vacas submetidas a

iteiro e, precisa-se deste para avaliar o fendtipo
a selecdo precisa, € importante que os
ético da vaca, que sO sera

entanto, um do
através da selegédo € que
um sistema rotineiro de controle le

da producso de leite. Além disto, para um
o expressem O potencial gen
o, os quais, influenciam a capacidade produtiva

o duragao do periodo de lactagao, intervalo
vaca ao parto, ano e época de

registros de produga
possivel se os fatores de mei

forem levados em consideragao, com
s de ordenhas, idade da
eco € manejo/alimentagéo (MARTINEZ, 1989).

para produgéo de leite, que &, em geral, a
grama de melhoramento, outras

entre partos, namero
paricdo, duragao do periodo S

Quando a selegéo é praticada
importante em um pro

teradas.
duas caracteristicas mostra a extensao em que

o das mesmas. Pode-se citar que
cteristicas de tipo geralmente

caracteristica mais

caracteristicas podem sér al

A correlagdo genética entre
s afetam a expressa
produgéo de leite e cara
s mostram a existéncia de correlacdo genética
mas caracteristicas de tipo (VALENTE,

lientou que, embora o tamanho

0s mesmos gene
correlagées genéticas entre
s e pesquisas recente
odugdo de leite e algu

2001). Neiva (1996) sa
produgdo de leite, ndo significa que Uberes

grandes produtores; isto porque, muitas
senga de grandes quantidades de

sdo baixa

DURAES e MARTINEZ,

seja necessario para 2 alta
m necessariamente

o sdo devidos apre

o de tecido secretor.
dugado estao altamente relacionadas e um

mento no intervalo entre partos. Se
o se aumenta a produgéo de

avantajados seja
vezes, o tamanho € O pes
tecido conjuntivo e adiposo, € na
o, fertilidade € pro
ite significa um au

ntre partos, enquant
e seja negativa para intervalo entre partos e

Por outro lad
aumento na produgao de le
iminuir 0 intervalo €
ario que a énfas
te. Como @ varia
pode-s€ obter mel

0 objetivo é d
leite, torna-se necess

positiva para produgao de lei
s nao-geneticos,

cdo de intervalo entre partos € 95%
hores resultados através da

devida a fatore




melhoria das condigdes gerais de manejo e alimentagdo das vacas do que da

selecéo para esta caracteristica (MARTINEZ, 1989).

A vaca ideal é aquela que tem alta produtividade e longa vida dutil

Felizmente, uma longa permanéncia no
ada com alta produgéo. O criador pode ignorar vida atil e obter maior

rebanho esta positivamente

correlacion
progresso por ano, para esta caracteristica, se selecionar para produgao, ao inves

de basear-se diretamente na vida atil (MARTINEZ, 1989). Na verdade, a pesquisa

tem demonstrado que as informagoes de produgéo sdo superiores as de tipo para

determinar a longevidade dos animais (VALENTE, DURAES e MARTINEZ, 2001)

Em relacdo a producao e constituintes do leite (gordura, proteina, sélidos

totais), pode-se dizer que a selecao para quantidade de leite provoca um pequeno

decréscimo nos teores (%) dos constituintes, mas estas perdas s&o

insignificantes, no entanto, 0S aumentos nas quantidades dos constituintes podem

ser consideraveis (MARTINEZ, 1989).
As herdabilidades e as correlagoes genéticas das caracteristicas s&o

fatores que devem ser considerados em um programa de selecdo visando o

melhoramento genético do rebanho. Na Tabela 1 estdo resumidos os valores

médios de herdabilidade da
ducao de leite.

s caracteristicas mais importantes em gado de leite e

as correlagbes com a pro
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Tabela 1 — Resumo dos valores
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médios de herdabilidade de diferentes
lagbes com a producdo de leite

caracteristicas e suas corme
Caracteristica Herdabilidade ng:é?iizo
Producao de Leite” 0,20 a 0,30 ~
Produgéo de Gordura® 0,20 2 0,30 0,85a 0,95
Producéao de Proteina® 0,20 a 0,30 0,85a 0,95
Producéo de Sélidos Totais? 0,20 a 0,30 0,85a 0,95
Produgso de Proteina, Lactose € Minerais® 0,20a0,30 0,85a 0,95
Percentagem de Gordura® 0,50 a 0,60 -0,20 a -0,50
Percentagem de Proteina’ 0,45 a 0,55 -0,20 a -0,45
Percentagem de S6lidos Totais® 0,60 -0,20
Percentagem de Proteina, Lactose € Minerais? 0,45 a 0,55 -0,20 a -0,45
Eficiéncia de Conversao Alimen‘(al“’Z 0,30a0,40 0,50 a 0,60
Idade & Primeira Cria’ 0,18 a0,56 NI
Persisténcia da Lactagao’ 0,40 NI
Duracgo da Vida Produtiva® 0,002 0,10 0,80
Periodo de Servigo® 0,01a0,10 NI
Servigos por Concepgao’ 0,03a0,07 NI
Intervalo entre Partos’ 0,0020,10 0,3520,60
Tamanho a ldade Adulta® 0,302 0,50 -0,20a0,10
Velocidade de Ordenha’ 0,10a020 NI
Mastite? 0,102 0,30 0,10
Tipo? 0152030  0,00a0,20

Fonte: 1- Albuquerque (2003)
2. Martinez (1989)
3- Pereira (1996)
Obs.: NI: Nao Informado
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4.2 Desenvolvimento da Genética Molecular

A . - .
necessidade de produgao de alimento cada vez mais crescente, em
) um

mundo ¢ i i

ada vez mais populoso, exige qué se trabalhe com tecnologia que pos

ser a . . . » Sa

plicada diretamente no campo, maximizando a produgdo por area. N
. Na

bovin i i i
ocultura de leite, visando maior producao, sdo necessarios modelos d
e

selegao genética para garantir a utiliza
para caracteristicas desejadas (GARGALHONE, 1999).
E importante prever @ produgdo de um animal, em termos de selegao, no

in' 1 . . . . .
icio da vida do mesmo, diminuindo, assim,
ganho genético anual e menores custos

VAN ARENDONK, 1992).
fenotipo e, em muitas situagoes, este nao

¢ao de animais geneticamente superiores

o intervalo entre geragbes e

conseqiientemente, .tendo maior
operacionais (KENNEDY, QUINTON e
eada no

produgao de leite em mac
) (MARTINEZ e MACHADO, 2001). Além

ondmico, o fendtipo nao

A selecéo classica é bas
hos) ou é de dificil

se expressa no individuo (ex.
a doengas
de interesse €C
iacdo genética é poligénica

m 5 isténci
ensuracdo (ex. resistencia
caracteres

de um individuo, pois a var
elo meio ambiente. Estes

disto, para a maioria dos

retrata fielmente o genotipo
altamente influenciada p

e a expressdo génica e
s locos que controlam a sua

dos quantitativos e o

caracteres sao denomina
tive Trait Loci (QTLs) (MACHADO e

expressio Sao denominados Quantita
MARTINEZ, 2001).

Na ultima décad
genes e da variagao

capacidade computacion

am desenvolvidas para analise de

a, varias tecnologias for
lecular que, aliadas a grande

mo
ados, trazem uma nova perspectiva
amas de melhoramento animal. As

em relagao ao progresso genético em progr
50 hoje uma

olecular sd
assicas de melhoramento, permitindo

ncial as técnicas cl
da e eficiente dé animais superiores (FRANCO

genética em nivel
al para analise de d

técnicas de genética m forte ferramenta que vieram para
auxiliar com grande pote
com isto, a identificagao mais rapi

2002).
& uma técnica que permite detectar

O marcador genético de DNA
a do DNA, possibilitando a selecdo indireta para genes de

diferencas na seqiiénci
nto (MACHADO e MARTINEZ, 2001). Atualmente, foram

i
nteresse no melhorame
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e 2000 marcadores genéticos (THALER NETO, 2000)

associados aos 60 cromossomos bovinos (FREITAS, 2001).

O uso de marcadores moleculares tém grande
auxilio na selecao de

identificados mais d
importancia na

im 5
plementagdo de esquemas de acasalamento,

caracteristicas de baixa herdabilidade € de dificil mensuragdo (BISHOP

HAWKINS e KEEFER, 1995). Permite, ainda, que o p
e antes da expressao do seu

otencial genético de um

ani ] ] ) o
nimal seja determinado com maior precisao
fenoti i i i
6tipo, ou seja, pode-se determinar o potencial genético de um embrido se
H v - . - m
que seja necessario avaliar a sua produgdo ou de sua progénie (COUTINHO
e

REGITANO, 2001).
As modernas técnicas da genética molecular permitem a identificacdo de

marcadores para genes controlando locos de caracteres quantitativos (QTLs)
Existem duas maneiras para associar polimorfismos de DNA com variagéo em.
QTLs. O procedimento do gene candidato se baseia na associagdo de uma
variagdo fenotipica, para uma determinada caracteristica, com uma variagéo na
seqiiéncia de DNA de genes conheci
desenvolvimento da caracteristica €m questdo. Quando uma associacdo €

encontrada, a selegéo para a variagdo da sequéncia do gene vai indiretamente ter

HADO e MARTINEZ, 2001).
s autores, utilizado para mapear

damente envolvidos na fisiologia e

um efeito na caracteristica (MAC
ado pelos mesmo

genoma com marcadores moleculares, utilizando
para a detecg¢do de associagoes, &

O outro procedimento, cit

QTLs, realiza uma varredura no
informagées oriundas do mapa genetico.
necessario possuir uma populagao de animais apresentando variabilidade para a

caracteristica a ser mapeada. Ca

marcadores, cobrindo toda a extensao do gen
mico. Os dados moleculares

da animal da populagao é genotipado com
oma bovino e avaliado

cter de interesse econé

fenotipicamente para o cara
ntrar polimorfismos de DNA

notipicos visando enco

fe
a em questdo. Os marcadores

s&o comparados aos dados
para a caracteristic

bilitar determina
do o QTL pode ser saturada com mais

marcadores adjacentes, visando

que expliquem a variabilidade

com efeito significativo vao possi
pa conten

ntervalo entre dois

r a posicdo do QTL no mapa

genético. A regido do ma

marcadores, diminuindo © i
s candidatos que

sta forma, 08 proc

localizar possiveis gene possam estar controlando a
edimentos de gene candidato e

caracteristica mapeada. De
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varredura com marcadores se integram, possibilitando um ajuste fino no

Mapeamento do QTL.
A principal expectativa da aplicagdo dos QTLs identificados & a selegao

assistida por marcadores. Com a identificacdo de marcadores ligados a
caracteristicas de interesse econdmico, animais jovens, de ambos 0s sexos,
Podem ser selecionados, logo apos 0 nascimento, com base no gendétipo que eles
carregam para os marcadores determinados. Desta maneira, animais com alto

Potencial genético podem ser mantidos no programa, enquanto os com baixo

potencial genético podem ser descartados, evitando os custos necessarios para a

Manutengzo do animal por varios anos (MACHADO e MARTINEZ, 2001).

A selecao assistida por marcadores esta sendo considerada como um dos

melhores métodos para a incorporacao da genética molecular em programas de
melhoramento para aumentar a eficiencia da selegao (ALMEIDA, 2002).
InGmeras técnicas dentro da biologia molecular estédo disponiveis hoje para

a detecgdo da variabilidade genética em nivel do DNA, destacando-se a técnica
de RFLP, PCR-RFLP, Microssatélites, SSCP, RAPD, AFLP, dentre outros.

« RFLP

Por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), entende-se, o
e fragmentos de restricao. Tal polimorfismo &

evidenciado pela fragmentagéo do DNA através do uso de enzimas de restricéo e

Observado por hibridizagéo destes fragmentos com sondas marcadas (FERREIRA

e GRATTAPAGLIA, 1998). Como os fragmentos digeridos n&o podem ser

Visualizados no gel de agarose porque formam um rastro continuo, para a

detecgdo, tem que ser usada uma sonda que deve ser hibridizada ao DNA, apés

este ter sido transferido do gel para uma membrana de nylon ou nitrocelulose,

através de um método denominado Southermn Blot (SOUTHERN, 1975).

O que possibilitou a utilizagao da técnica de RFLP foi a descoberta das

€nzimas de restricéo, principais ferramentas usadas pelos biologistas moleculares

Na manipulagido do DNA. Estas se ligam ao DNA e clivam a dupla fita do mesmo

em sitios especificos dentro ou ao lado de seguiéncias particulares reconhecidas

POr cada enzima (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989).
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Para que o polimorfismo seja detectado, & necessario que as seqiiéncias
de nucleotideos nas fitas de DNA de dois ou mais individuos comparados sejam
distintas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). O polimorfismo obtido € devido a
insercoes, delecoes e mutagbes de ponto. Esta técnica tem a vantagem de ser

codominante, pois permite distinguir os animais heterozigotos dos homozigotos

(MACHADO e MARTINEZ, 2001).

e PCR

Uma das mais marcantes contribuicoes ao estudo de marcadores
moleculares foi o desenvolvimento da reagdo de PCR (Polymerase Chain
Reaction ou Reagdo em Cadeia da Polimerase) (REGITANO, 2001a). Esta foi
inventada por Kary Mullis, em meados da década de 80, sendo um método para
amplificacdgo da molécula de DNA, em que poucas moléculas podem ser
amplificadas com conseqiiente produgao de varias copias (HOY, 1994).

A primeira etapa, realizada antes da reagao de PCR, consiste em uma

eficiente extragao do DNA de células através de métodos que mantenham a sua

integridade. A PCR envolve interagdes dinamicas e complexas entre o DNA

molde (DNA extraido), primers (oligonucleotideos), dNTPs (desoxinucleotideos),
Tag DNA Polimerase (enzima) e tampéo da enzima acrescido de magnésio,
envolvendo trés estagios conhecidos por etapa de desnaturagdo do DNA molde,
anelamento do primer a uma determinada seqiiéncia do &cido nucléico e
extensso da nova fita para originar um novo DNA de dupla fita (INNIS e

GELFAND, 1990).
Para a implantagdo da técnica de PCR, é importante ter como referéncia

Inicial a seqiiéncia conhecida do DNA para o delineamento de primers. O primer &

UM pequeno polimero de oligonucleotideos e se anela ao DNA molde extraido e

& desnaturado fornecendo, assim, um sitio de iniciacao para enzima

Polimerase, que inicia a sintese de DNA, catalisando a incorporagéo de

Nucleotideos e, desta forma, 0 alongamento da cadeia de DNA (HOY, 1994).

O processo de desnaturagao, anelamento do primer ao alvo e a sintese do

Novo DNA ¢é conhecido por ciclo. A quantidade de ciclos varia de 25 a 45, em

Media, com variagao dependente, entre outros fatores, da concentragao inicial de
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DNA que sera utilizada como molde. Em relagao as temperaturas distintas que
Caracterizam a reacdo de PCR, a primeira etapa necessita de alta temperatura,
92°C a 97°C, para romper as pontes de hidrogénio que mantém hibridizadas as
duas fitas de DNA. O proximo estagio, que é o pareamento e a ligagao dos
primers ao DNA a ele complementar, requer temperatura estabelecida na faixa de

55°C, em meédia. Apos estes passos, a temperatura da reacéo € modificada para

72°C para ocorrer, entso, a sintese do DNA (HOY, 1994).

Toda reagio ¢ executada jin vitro, em pequenos volumes e

automaticamente, em aparelho termociclador, programado para atingir

corretamente cada uma das temperaturas previstas a cada etapa, executando o
nimero de ciclos programados. Terminada a reagdo, uma aliquota € removida e
pode ser analisada por eletroforese em gel de agarose ou acrilamida. O gel e
corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta para verificar se o
DNA amplificado corresponde ao tamanho esperado e se ha amplificagdo
inespecifica indicada pela presenga de outros fragmentos de DNA (BRENTANO,

1997).
No teste de PCR, um tnico protocolo nao se adequa a todas as situacoes,

assim, parametros envolvidos na reagéo sao modificados a cada nova aplicagao

da PCR visando sua otimizagéo. Os principais e possiveis problemas encontrados

em uma reagdo ndo otimizada s&o, a nao amplificagdo, a presenga de bandas

inespecificas e formagao de dimeros de primers (INNIS e GELFAND, 1990).

o PCR-RFLP

Apés a descoberta e otimizagao da PCR, juntamente com o dominio da

técnica de RFLP e a facilidade de se sequenciar o DNA, surgiu a alternativa de se

converter marcadores RFLP em marcadores baseados em PCR (FERREIRA e

GRATTAPAGLIA, 1998).

Para a técnica de PCR-
Fragment Length Polymorphism) s utiliza a info
UM gene candidato ou de uma outra seqiiéncia qualquer, para desenhar primers

que sero utilizados na amplificagéo do DNA
o é amplificada pela reagao de PCR,

RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction
rmacdo da seqiiéncia do DNA de

pela PCR. Uma vez sintetizados os

Primers especificos, a seqiiéncia-alv
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seguindo-se, posteriormente, a digestao do produto amplificado com enzima de

restricdo, visando detectar possiveis mutagbes de ponto na seqiiéncia do DNA

(MACHADO e MARTINEZ, 2001).
A reagao de clivagem ou digestdo do DNA com enzima de restrigao

depende de alguns parametros, entre 0s quais, a pureza do DNA a ser digerido; a
temperatura étima de reagdo, que pode variar de 37°C a 65°C, dependendo da
enzima; e a composigdo do tampao de reacdo. A observacdo das condigbes
ideais para a reacdo de cada enzima é importante, ndo apenas para a obtencao

da maxima atividade, mas também para garantir a especificidade da reagéo. O

tempo de clivagem depende da quantidade de enzima e de substrato. Apds a

digestio, os produtos sdo carregados em gel de agarose e visualizados sob luz

ultravioleta (REGITANO, 2001b).
A técnica de PCR-RFLP é rapida, nao envolvendo hibridizacées, que sé&o

muito trabalhosas e demoradas, no entanto, requer o conhecimento da seqiiéncia
do DNA para sintetizar os primers (MACHADO e MARTINEZ, 2001). A principal

vantagem desta técnica, quando comparada a técnica de RFLP, se baseia no fato

de que apenas o segmento de DNA que abriga o sitio polimorfico de restricao e

amplificado para posterior andlise. Como resultado, apds a clivagem com a

enzima de restricio apropriada, um ntmero limitado de fragmentos € obtido, os

quais podem ser facilmente discriminados de acordo com o tamanho

(REGITANO, 2001b).

QTLs afetando caracteristicas
Producio de leite, saude e tipo tém sido identificados em gado de leite.
esquisa, dez marcadores microssatélites de DNA foram
cteristicas de

importantes economicamente, como

Em uma p

utilizados para procurar associagoes com QTL afetando cara

Producso de leite em sete familias de bovinos holandeses. Encontrou-se um

Marcador no cromossomo 21 com efeito significativo nas quantidades de leite e

Proteina (RON et al., 1994).

Foi realizado um estudo em bovino
tivo de identificar QTL para determinados

s holandeses dos Estados Unidos,

distribuidos em sete familias, com o obje
Caracteres quantitativos. As familias foram genotipadas para vinte marcadores

Microssatélites localizados em 15 cromossomos € foram analisadas 28

Caracteristicas. dentre estas, caracteristicas de tipo, produgéo/composicado de




leite, quantidade de células somaticas (um indicador de resisténcia a mastite) e
longevidade. Marcadores nos cromossomos 6 € 14 foram associados a um
aumento na percentagem de proteina. O marcador no cromossomo 14 teve,
também, uma certa probabilidade de estar associado com mudangas na produgao

de leite e percentagem de gordura. Além disto, a longevidade foi associada a um

marcador no cromossomo 16 (ASHWELL et al., 1998).

Um outro trabalho foi conduzido com touros holandeses frisios,

Pertencentes a oito familias. Marcadores com associagbes altamente
significativas para caracteristicas de produg
Cromossomos 3 e 14. Marcadores associados a quantidade de células somaticas
foram detectados nos cromossomos 5, 7, 22 € 23, sendo, também encontrado um

QTL para longevidade no cromossomo 21. Entretanto, estudos confirmando a

30 de leite foram observados nos

localizagso destes QTLs sao necessarios (HEYEN et al, 2003).

Uma pesquisa também foi realizada com uma populagao holandesa frisia

da América do Norte, em que foram utilizados 174 marcadores, sendo cada

Marcador testado para efeitos na produgdo de leite, gordura, proteina,

quantidade de células somaticas e

Percentagem de gordura, proteina,
com efeitos significativos na

longevidade. Foram encontrados marcadores
Percentagem de gordura nos cromossomos 3 e 14 (HEYEN et al., 1999).

Investigagbes de associagoes entre polimorfismos e caracteristicas

Quantitativas, requerem, antes de tudo, O estudo da freqiiéncia alélica para

determinados locos em uma populagao (FARIA et al., 1997). Os polimorfismos
devem afetar diretamente a expressdo do gene por mudangas no splicing do
RNA, estabilidade do RNA, taxa e regulagao da transcrigio do gene ou seqiéncia

de aminoscidos do produto génico (PARMENTIER et al., 1999).
a producdo leiteira estao

As pesquisas que envolvem marcadores para
as, lactoglobulinas e aos

direcionadas a alguns genes como 0 grupo das casein

genes da via do GH (BIASE, 2003)-
Um RELP foi descrito no gene do GHRH em bovino com a utilizacéo da

®nzima de restrigao Haelll, identificando-se dois alelos, A e B (MOODY, POMP e

BARENDSE 1995a). Em um estudo envolvendo 89 touros holandeses frisios,
%bservou-se que o genotipo AA, obtido pela técnica de PCR-RFLP, com a enzima
ficativamente favoravel para a

U8 restricao Haelll, foi raro (7,7%), mMas signi
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produgdo e percentagem de gordura. Entretanto, esta observagdo deve ser

confirmada com um maior nimero de animais (PARMENTIER et al., 1999).

Utilizando-se, também, © polimorfismo Haelll-GHRH, outra pesquisa foi

desenvolvida com animais frisios da Italia, observando-se uma baixa freqiiéncia
do genétipo AA (6%) e nenhuma associagéo deste polimorfismo com producéo de

leite (MESSINA et al., 1999).
Um polimorfismo no gene do GHRHR em bovino foi, também, identificado

CONNOR et al., 1999).
gene do PIT-1 com a

usando a endonuclease de restrigao £co57! (

Em bovino, foi determinado um RFLP no exon 6 do

utilizagsio da enzima de restrigao Hinfl (WOOLLARD et al., 1994). Realizou-se um

estudo com 89 touros holandeses frisios da ltalia, para verificar uma associagéo

entre o polimorfismo no gene do PIT-1, usando a enzima Hinfl e caracteristicas de

Produgzo de leite. A digestdo dos produtos da PCR com a enzima revelou dois
alelos: A (Hinfi[-]) e B (HinA[+]), cujas frequéncias foram 18,8 e 81,2%,

respectivamente. Estes alelos geraram trés gendtipos e as frequiéncias foram 2,2;

31,5 e 66,3% para AA, AB e BB, nesta ordem. O alelo A demonstrou um efeito

Superior para as produgdes de leite e proteina, mas inferior para percentagem de

gordura (RENAVILLE et al., 1997).

Outra pesquisa foi conduzida com 59 touro

com o polimorfismo no gene PIT-1, em que 0S produtos da PCR foram digeridos
5% para o gendtipo AA, 37,3% para

s holandeses e, trabalhando

Com a Hinfi, observou-se uma frequéncia 13,
AB e 49,2% para BB. Também foi verificada uma superioridade significativa do

alelo A para produgso de leite, produgao de proteina e uma inferioridade para

Produgzio de gordura. Estas investigagoes preliminares in
Melhor, o alelo A do PIT-1, € uma nova possibilidade de selegdo para maiores

Produges de leite e proteina. Entretanto, tornam-se necessarios estudos com um

Maior nimero de animais € com outras ragas para estas conclusd

dicam que o PIT-1, ou

es terem maior

Confiabilidade (PARMENTIER et al., 1999).

ua importancia no processo de |
ociacdo com mérito genético

30. 0 gene do GH é
Considerando a s actagao, 0 9

UM alvo para estudos de variagao molecular em ass

®M ragas de bovino de leite. Usando diferentes enzimas de restrigdo, varios
Polimorfismos tem sido encontrados na espécie bovina (PARMENTIER et al.,

1999).
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Com a técnica de PCR-RFLP, usando a enzima de restrigéo Alul, foram
revelados dois alelos responsaveis pelas formas alternativas do GH em bovino,
apresentando um residuo de leucina (Leu) ou valina (Val) na posicao 127. Esta
Pesquisa teve como objetivo determinar a frequiéncia das formas alélicas do GH
em 302 vacas das maiores ragas leiteiras (Holandés, Pardo-suico, Guernsey,
Jersey, Ayrshire) e 70 touros holandeses, além de correlacionar o genotipo com o

Potencial genético dos animais para produgéo de leite. As freqliéncias dos alelos

leucina127 e valina127 foram 1 e 0 para as vacas da raga Pardo-suigo, 0,93 e

0,07 para Holandés, 0,92 e 0,08 para Guernsey, 0,79 e 0,21 para Ayrshire, 0,56 e

044 para Jersey, respectivamente. Em relagao aos touros holandeses, as

freqiiéncias dos alelos leucina127 e valina127 foram 0,96 e 0,04, na mesma

ordem. As vacas holandesas homozigotas para 0O alelo leucina127 parecem
apresentar maior potencial genetico para producéo de leite, em comparacao com
as vacas holandesas heterozigotas, ja os touros holandeses com diferentes
gendtipos tiveram um potencial genético similar. As vacas da ragca Jersey

homozigotas para o alelo valina127 apresentaram maior potencial genético para

Produgso leiteira, quando comparadas com as vacas, da mesma raca,

heterozigotas ou homozigotas para O alelo leucina127. Pode-se concluir que as

freqiéncias dos alelos para o gene do GH nao sao similares nas diferentes racas

(Lucy et al, 1993) e esta variabilidade pode ser util se utilizada em cruzamentos
dirigidos no futuro (FARIA et al., 1997).
A forma leucina127 pode, tambeé

Ponderal dos animais, ja que em animais de grande porte (Holandés e Pardo-

Suico) predominou este alelo (LUCY et al., 1993).
a uma pesquisa com 150 vacas holandesas para

os aminoacidos leucina

m, estar relacionada ao desenvolvimento

Novamente foi realizad
Analisar a presenca das variantes associadas com
(Alu|[+]) ou valina (Alul[-]) na posi¢ao 127 do GH e uma
Producdo Jeiteira. As frequiéncias dos alelos leucina?
(AlUIL-) foram 0,863 e 0,137, respectivamente. As vacas homozigotas para o alelo

IeUCina127 (Alul[+/+]) tiveram maior frequéncia (73,3%), enquanto que as vacas
homoZigotas para o alelo valina127 (Alul[-~-]) foram mais raras (0,7%). E ainda, o
negativamente correlacionado com a

possivel associagao com
27 (Alul[+]) e valina127

Merito genético para produgdo de leite foi

Presenca do alelo valina127 (Alul[-) do GH (LEE et al, 1996).
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Existe diferenca na atividade das duas formas do GH (leucina ou valina na

posigdo 127) que pode estar ligada a interacdo entre o horménio e seu receptor.
O aminoacido na posicdo 127 esta proximo a residuos envolvidos na ligagéo do
GH ao GHR, assim, mudangas neste local da molécula (leucina ou valina) podem
modificar a interagdo do GH com seu receptor e afetar o crescimento ou a
produgsio de leite. Baseando-se em outra explicacdo, aspectos da fisiologia
animal (ntmero de receptores, afinidade de ligagao) efou a quimica da molécula

do GH (incluindo, solubilidade) parecem ser importantes para a relagcao entre

genétipo e produgao leiteira. O nivel de expresséo dos genes com leucina127 ou

valina127 nao devem ser equivalentes, levando a concentragdes diferentes do GH
No sangue, alterando, desta forma, O crescimento e a lactacdo (LUCY et al,

1993).

Um polimorfismo foi detect
lestricsio Haelll. O fragmento amplificado continha o exon 5 e a regido que

flanqueia a extremidade 3’ do gene (UNANIAN et al., 1994).

Outro polimorfismo, utilizando a enzima de restricdo Mspl, esta presente no
terceiro infron do gene do GH em bovino (ZHANG et al., 1993). O sinergismo
entre o polimorfismo GH-Mspl € caracteristicas de produgao de leite foi analisado
em 128 touros holandeses, sendo que nao houve qualquer associagédo

significativa com as caracteristicas estudadas (AGGREY et al., 1998). Segundo
uisa, este polimorfismo, também néo

ado no gene do GH do bovino, com a enzima de

Furu et al. (1988), em uma outra pesd

s para mérito genético em 100 touros

resultou em diferencas de indicadore
holandeses.

O polimorfismo GH-Mspl
tais como produgdo total de leite, dias de 1actagac, P
Percentagem de gordura, foram pesquisados em 116 ani

de Gir com Holandés e 53 puros da raga Holandesa.

dois alelos, C € D. A frequéncia
os e a freqiiéncia do gendtipo

e seu efeito sobre caracteristicas quantitativas,
dugdo total de gordura e

mais, sendo 63 cruzados
Com a técnica de PCR-

RFLP. identificaram-se do alelo C, nos animais

Puros, foi 0,5755 contra 0,4444, nosS animais cruzad
CC, nos animais puros, também foi maior quando comparado aos animais

Cruzados sendo de 0,3396 e 0,2063, tivamente. Os animais CC

respec
Apresentaram maior valor de produgao total d

e leite e para cada alelo D observou-
e Uma diminuiggo de 386,5 kg de leite no final da lactaggo. Os animais puros

- e vl




36

foram superiores aos cruzados em suas médias para dias de lactag&o, produgoes

totais de leite e gordura (GARGALHONE, 1999).

Um quarto polimorfismo, com a utilizagao da enzima de restrigdo Tagl, foi

descrito no gene do GH em bovino (ROCHA et al., 1992), o gual se deve a uma

insergéo/delegéo de, aproximadamente, 1000 pb na regido 3’ do gene. Realizou-
Se um experimento cujo objetivo foi investigar uma eventual associacao entre

Polimorfismos no gene do GH (usando as enzimas de restricdo Taqgl e Mspl), no
gene do GHR (usando a enzima de restrigdo Tagl) e potencial genético para
ndeses frisios da Italia. Os

Caracteristicas de produgéo de leite em 91 touros hola
Polimorfismos GH-Tagl e GH-Mspl néo afetaram as caracteristicas de produgao
de leite estudadas, mas em relagdo ao polimorfismo GHR-7agl, houve um efeito
Negativo quanto a prbdugéo de leite e positivo quanto a percentagem de proteina
(FALAKI et al., 1996).

A relagao entre o polimorfis

mo GHR-Alul e caracteristicas de produgéao de
leite foi analisada em 128 touros holandeses. Este polimorfismo, localizado na

regido 5’ do gene do receptor do GH, a qual contem seqliéncias regulatorias que,
foi associado com

interagindo com outros fatores, controlam a sua expressao,

Produgzo de leite (AGGREY et al., 1998).
com a utilizagdo da enzima

O gene do IGF-1 revelou um polimorfismo,
midade 5 do gene, identificando-

SnaBl, localizado na regiao que flanqueia a extre o
Se dois alelos. A1 e A2. Vacas com genotipo A1A1 produziram mais leite do que
Vacas A1A2 ou A2A2 (MARSHALL e KIM, 2002).

A digestdo dos produtos amplificados por PCR do gene do IGF-1R em

(MOODY, pOMP e BARENDSE, 1996)-
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5. Raca Girolando

) e Bos indicus (Zebu), principalmente o
ratica muito utilizada no Brasil,
O et al., 2001b).

O cruzamento Bos taurus (Europeu
Cruzamento Holandés (H) x Gir (G), € uma p

obtendo-se os animais denominados Girolandos (TEODOR

Na verdade, a raca Girolando se refere ao Gado Leiteiro Tropical com 5/8

de sangue Holandés e 3/8 de sangue Gir, entretanto, tem-se verificado a

tendéncia de se chamar de Girolando qualquer animal que seja mestico
a composiggo (TEIXEIRA, 2001b).

Holandés-Gir, independentemente da su
tro PS — Puro Sintético da “Raga

De acordo com Menezes (2002), o regis

Bovina Girolando”, se refere ao animal Bimestico 5/8, ou seja, produto do

cruzamento de animais com composigdo racial entre 9/16 de sangue Holandés e

7116 de sangue Gir e 11/16 de sangue Holandés e 5/16 de sangue Gir, ou seja,
andés e 3/8 de sangué Gir (Figura 2).

m do primeiro Girolando, no Brasil, nao
mento destes animais data-se da

aproximadamente 5/8 de sangue Hol

Este mesmo autor cita que & orige
dista muito no tempo. A primeira noticia do surgi
década de 40, com a cobertura por acaso, de vacas

no Vale do Paraiba, Estado de S&0 Paulo. Como resulta
ram a idade de produgéo e se tornaram

usticidade. Devido ao excelente resultado
i acelerada, pois se podia obter a
&s em um Unico tipo animal,
iveis para produgéo leiteira
seja estritamente no
Girolando é

Holandesas por um touro Gir
do, nasceram crias

Vigorosas que, precocemente, chega
vacas de alta produgéo com grande
Obtido, a multiplicagao destes animais fo
fusticidade do Gir e a produgdo do Holand
fenotipicamente soberano, com qualidades imprescind

econdmica nos trépicos. Em qualquer sistema de manejo,
Pasto ou extremamente confinado, a eficiéncia economica do

Comprovada.
ponsaveis pela maior parcela do

O animais da raga Girolando sa0 0% res

autor. Ele
cerca de 80%, segundo aquele mesmo

ra consolidar o Girolando

teste de progénie dos

leite produzido no Brasil,

"essalta que algumas metas precisam Sef melhoradas pa
o mundo tropical:
vel pela fixagao da raga; incremento do

a selegao; precocidade econdémica
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habilid
ade materna; melhoramento do sistema mamario; fertilidade; e diminui¢éo

do intervalo entre partos.
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OBJETIVO ;:

ivel associagdo entre um polimorfismo no gene do w

Identificar uma poss
ivos: produgdo de leite, média diaria de

GHRH e os indices produtivos e reprodut
Produgzio de leite, duragéo da lactagéo e intervalo entre partos médio, em bovinos |
‘:I

da raga Girolando.
i
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POLIMORFISMO NO GENE DO HORMONIO LIBERADOR DO
HORMONIO DO CRESCIMENTO E SEU EFEITO NOS INDICES
PRODUTIVOS E REPRODUTIVOS EM BOVINOS DA RACA GIROLANDO

RESUMO

O Horménio Liberador do Horménio do Crescimento (GHRH) & um
peptideo hipotalamico responsavel pela producéo e liberagdo do Hormonio do
Crescimento da glandula pituitaria anterior, o qual tem efeitos fisiologicos na
lactagdo. As mais recentes tecnologias da Biologia Molecular tornaram possivel o
estudo do polimorfismo de DNA e sua relagdo com caracteristicas quantitativas de
interesse econbémico, 0 que permitiu o desenvolvimento deste estudo, cujo
objetivo foi associar um polimorfismo no gene do GHRH aos indices produtivos e
reprodutivos: produgéo de leite, média diaria de produgao de leite, duragio da
lactacio e intervalo entre partos médio, em bovinos da raga Girolando. Para a
genotipagem das 453 fémeas, utilizou-se a técnica de PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism). A digestdo do
fragmento amplificado de 455 pb, com a enzima Haelll, revelou um polimorfismo
com dois alelos: alelo A, apresentando os fragmentos de 317, 83 e 55 pb e alelo
B, com os fragmentos de 196, 121, 83 e 55 pb. As frequéncias genotipicas
encontradas foram 2,87% para o gendtipo AA, 36,64% para o AB e 60,49% para o
BB, sendo a freqiiéncia do alelo A, 21,19% e do alelo B, 78,81%. Para a analise
estatistica foram utilizados 299 animais e nao houve diferenga significativa
(p> 0,05) entre os gendtipos AA, AB e BB guanto a producgao de leite, média diaria
de produgso de leite e intervalo entre partos médio. No entanto, foi determinada
uma associagdo do polimorfismo Haelll-GHRH com a duragéo da lactagéo, em
que o genotipo AB foi superior ao BB (p< 0,01) e, pelo efeito médio de uma
substituicdo alélica, observou-se que cada alelo B diminui, em dois dias, a
duragio da lactagio na média do rebanho. Com este resultado, pode-se sugerir a
utilizagao de touros AA ou AB nos cruzamentos visando aumentar a freqiéncia do
alelo A e, conseqilentemente, a média do rebanho quanto a duracao da lactagéo

€m dois dias.

PALAVRAS-CHAVE: GHRH, polimorfismo, bovino de leite.
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POLYMORPHISM IN THE GROWTH HORMONE RELEASING HORMONE
GENE AND ITS EFFECT IN THE PRODUCTIVE AND REPRODUCTIVE
INDEXES IN GIROLANDO BREED CATTLE

ABSTRACT

The Growth Hormone Releasing Hormone (GHRH) is a hypothalamic peptide
responsible for the production and release of the Growth Hormone in the anterior
pituitary gland, which has physiological effects in lactation. The most recent
technologies in Molecular Biology made possible the study of the polymorphism of
DNA and its relation to quantitative characteristics of economic interest, which
allowed the development of this study, whose objective was to associate a
polymorphism in the GHRH gene to the productive and reproductive indexes: milk
production, daily average milk production, lactation duration and delivery interval
average, in Girolando breed cattle. In order to genotype the 453 females, the
PCR-RFLP technique (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length
Polymorphism) was used. The restriction of the 455 bp amplicon, with the Haelll
enzyme, revealed a polymorphism with two alleles: A allele, presenting the
fragments 317, 83 and 55 bp and B allele, with the fragments 196, 121, 83 and 55
bp. Genotypic frequencies found were 2.87% for the AA genotype, 36.64% for the
AB genotype and 60.49% for the BB genotype, being the A allele frequency,

21.19%, and the B allele frequency, 78.81%. 299 animals were used for the

statistical analysis and there was no significant difference (p> 0.05) among
genotypes AA, AB and BB with regards to milk production, daily average milk
production and delivery interval average. However, an association between the
Haelll-GHRH polymorphism and the lactation duration was determined, in which
the AB genotype was superior to the BB genotype (p< 0.01) and, through the
mean effect of an allelic substitution, it was noticed that each B aliele reduces in
two days the cattle’s lactation duration average. With this result, it can be
suggested the use of AA or AB bulls in the crosses aiming to increase the

frequency of the A allele and, consequently, the lactation duration average by two

days in the cattle.

KEYWORDS: GHRH, polymorphism, dairy cattle.

41”
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INTRODUGAO

O leite & um dos maiores agronegécios brasileiros (ALVARES, 2001) e,
entre os produtos animais, ¢ o mais completo dos alimentos (MAIJALA, 2001),
composto por proteina, gordura, agua, minerais e lactose (MADALENA, 2001).

Em 2000, o Brasil foi o 6° maior produtor mundial de leite, logo abaixo dos
Estados Unidos, india, Russia, Alemanha e Franca (ANUALPEC, 2001). Minas
Gerais e Goias sio atualmente os Estados de maior producéo, seguidos pelo Rio
Grande do Sul, Sao Paulo e Parana (MADALENA, 2001). No Estado de Minas, o
maior crescimento da produgdo ocorre nas regides do Triangulo Mineiro e Alto
Paranaiba (GOMES, 2001).

Pode-se dizer que a produgdo de leite € a soma dos efeitos do meio
ambiente, da genética da vaca e da possivel interagdo do meio com a genetica,
assim, a genética propicia ao animal a capacidade de produzir leite, enquanto o
ambiente fornece as condigdes para que ele o produza (VALENTE, DURAES e
MARTINEZ, 2001). Assim, de acordo com Ramalho, Santos e Pinto (2000), de
nada vale um gendtipo superior quando o ambiente € desfavoravel, como também
niao adianta muito melhorar o ambiente se o genoétipo néo & o adequado.

A lactacao, por tratar-se de uma caracteristica poligénica (condicionada por
vérios genes), produz diferengas de desempenho, que podem ser devidas as
'alteragc")es genéticas ocorrendo em um ou mais dos genes que codificam os
hormanios e os fatores de crescimento envolvidos na fisiologia deste processo
(RODRIGUES et al., 1996), fazendo-se necessario, entdo, modelos de selegao
genética para garantir a utilizacdo de animais superiores para caracteristicas
desejadas (GARGALHONE, 1999).

As técnicas de Biologia Molecular s&o poderosas ferramentas para auxiliar
0s métodos classicos de melhoramento, sendo o estudo de genes candidatos
uma importante via para a identificagao de marcadores moleculares para assistir a
selecdo de animais (FRANCO, 2002).

A selegao assistida por marcadores permite que o potencial genético de um
animal seja determinado com maior precisdo e antes da expressdao do seu
fenétipo (COUTINHO e REGITANO, 2001), pois 0s animais podem ser avaliados
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em qualquer idade, diminuindo, assim, o intervalo entre gerages. Também auxilia
na selegdo de caracteristicas que ndo se expressam no individuo ou de dificil
mensuragao (MARSHALL e KIM, 2002).

As pesquisas que envolvem marcadores para a produgdo leiteira estao
direcionadas, entre outros, aos genes da via do Horménio do Crescimento (GH)
(BIASE, 2003).

O GH tem efeitos fisioldgicos na lactacdo, pois favorece a sintese do leite
com composicdo normal, aumenta a disponibilidade de nutrientes necessarios
para a producéo lactea, além da atividade por celula secretdria, manutengao de
células secretdrias e maior aporte sangiineo para a glandula mamaria
(ETHERTON e BAUMAN, 1998). Este horménio apresenta, também, efeito
mamogénico e pode estimular o crescimento mamario em todos os estagios de
desenvolvimento: periodo fetal, do nascimento até a puberdade, periodo até a
concepgio, durante a gestacao e durante a lactagdo (HURLEY, 2003).

O horménio hipotalamico, Horménio Liberador do Horménio do
Crescimento (GHRH) e o Receptor do Horménio Liberador do Horménio do
Crescimento (GHRHR), sdo os principais reguladores da sintese e secrecéo do
GH das células somatotroficas da glandula pituitaria anterior (CONNOR,

ASHWELL e DAHL, 2002).
O GHRH, na espécie bovina, esta localizado no cromossomo 13 (MOODY,

POMP e BARENDSE, 1995) e € um peptideo de 44 aminoacidos, sendo

processado a partir de uma proteina precursora com 103-108 aminoacidos
(MAYO et al, 2000). Segundo Soliman et al. (1997), as segiiéncias de
aminoacidos em bovino e ovino diferem da seqiiéncia humana em apenas cinco e
seis residuos, respectivamente.

Sabendo-se que os horménios da via do GH atuam na lactagao, estudos,
ainda limitados, analisando a variabilidade no gene responsavel pela codificagcao
do GHRH, em nivel de DNA e uma possivel associagdao com caracteristicas
Produtivas e reprodutivas em bovinos, tém sido desenvolvidos.

Um polimorfismo foi descrito no gene do GHRH em bovino com a utilizagao
da enzima de restrigao Haelll, identificando-se dois alelos, A e B (MOODY, POMP
© BARENDSE, 1995). Em um estudo envolvendo 89 touros holandeses frisios,
observou-se que o genodtipo AA, obtido pela técnica de PCR-RFLP (Polymerase

e
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Chain Reaction — Restriction Fragment 'Length Polymorphism), com a enzima de
restricao Haelll, foi raro (7,7%), mas significativamente favoravel para a produgéo

e percentagem de gordura. Entretanto, esta observagao deve ser confirmada com

um maior nimero de animais (PARMENTIER et al., 1999).
Utilizando-se, também, o polimorfismo Haelll-GHRH, outra pesquisa foi

desenvolvida com animais frisios da Italia, observando-se uma baixa freqtiéncia

do genétipo AA (6,0%) e nenhuma associagéo deste polimorfismo com produgao

de leite (MESSINA et al., 1999).
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OBJETIVO

Identificar uma possivel associagdo de um polimorfismo no gene do GHRH
com os indices produtivos e reprodutivos: produgio de leite, média diaria de

produgao de leite, duragdo da lactagdo e intervalo entre partos médio, em bovinos

da racga Girolando.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genética Molecular do

Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia,

Uberlandia - MG.

1. Material Biolégico e Dados Referentes aos indices Produtivos e

Reprodutivos

Para a realizacao deste experimento, foram coletadas amostras de sangue
de 453 fémeas da raca Girolando 5/8, provenientes de diversas fazendas dos
Estados de Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Bahia (Tabela 2).

Tabela 2 - Relagdo de fémeas da raga Girolando 5/8 utilizadas para a
realizacao do experimento, de acordo com cada Estado brasileiro

Estado Numero de fémeas
Minas Gerais 337
Goias 43
Sé&o Paulo 38
" Rio de Janeiro 23
Bahia 12
Total 453

As amostras de sangue foram colhidas na veia mamaria do animal, em
tubos contendo vacuo e solucédo anticoagulante, sendo utilizada uma agulha para
cada individuo. Este material foi, entédo, colocado em caixas de isopor com gelo
reciclavel e, posteriormente, enviado ao Laboratério de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia, onde foi mantido sob refrigeracao de 4°C a
8°C, em posicao vertical, durante 24 a 48 horas, para ocorrer a sedimentagéo dos

.



56

eritrécitos e leucocitos, permitindo, assim, iniciar o experimento através da
extragao de DNA das amostras. |

Em todas as etapas, ou seja, obtencéo das amostras de sangue, transporte
e manipulacédo das mesmas, foram tomados cuidados de modo a evitar qualquer
tipo de contaminagdo que pudesse inviabilizar a utilizagdo do material para a
pesquisa.

Os 453 animais eram registrados jurto & Associacido Brasileira dos
Criadores de Girolando, mas apenas 299 fémeas possuiam controle leiteiro oficial
feito pelo Servico de Controle Leiteiro da Associagéo, o que se justifica pela
demora dos produtores em relagdo ao envio das pesagens do leite a Associagao.

O Servigo de Controle Leiteiro atende a varias normas e procedimentos
presentes na portaria n® 45 de Normas Técnicas de 10/10/86, da Secretaria
Nacional de Producao Agropecuaria do Ministério da Agricultura.

Os dados referentes aos indices produtivos e reprodutivos utilizados neste
estudo foram: producgao de leite, média diaria de producdo de leite, duragido da
factacdo e intervalo entre partos médio, descritos no Certificado Oficial de

Desempenho Individual dos Animais, disponibilizado pelo Servigco de Controle
Leiteiro.

2. Extragdo de DNA

O DNA das amostras de sangue foi extraido segundo o método descrito em
“A Workshop on DNA Technologies and Selection of Animal Genetic Resources”
(A WORKSHORP ..., 1992), modificado por Borges (1 997).

Foram retirados 500ul de sangue fresco, tomado na transicao entre o
plasma e eritrocitos, apés sedimentacao (camada de leucécitos) e colocados em
eppendorf (microtubo) de 2ml. Adicionou-se, entdo, 1mi de tampéo de lise nao
diluido (20mM de Tris-HCI pH 7,5; 5mM de EDTA; 640mM de sacarose; 10mM de
MgClz; 4% de Triton X-100), realizando-se, posteriormente, uma homogeneizagéo
e incubagdo em gelo por 5 a 10 minutos. Apds este periodo, o material foi
centrifugado a 4000g (aproximadamente 8000rpm) durante 3 minutos,
descartando-se, em seguida, o sobrenadante. Mais duas lavagens foram

necessarias com tampao de lise diluido (1:1) para se obter um pellet totalmente




limpo. Na ultima lavagem, o sobrenadante foi descartado, adicionando-se,
posteriormente, 100ul de TE (10mM de Tris-HCI pH 7,5; 1mM de EDTA) +
sarcosyl 1% e 10ul de Proteinase K (10mg/ml). O material foi incubado ovemnight
a 65°C, acrescentando-se, em seguida, 300ul de 8M guanidina-HCI / 0,49M de
acetato de aménia e sendo submetido a agitagdo, a temperatura ambiente, por 1
hora até solubilizar todo o pellet. Foram adicionados 800ul de isopropanol
absoluto gelado para precipitacdo dos &cidos nucléicos. A amostra foi
centrifugada a 4000g durante 10 minutos, com posterior descarte do
sobrenadante e permanéncia apenas do pellet (DNA), procedendo-se mais duas
lavagens (4000g por 2 minutos) com 800u! de isopropanol 60% gelado. O pellet
secou a temperatura ambiente ou em estufa e foi ressuspendido em 500ul de
tampao de diluicao TE (10mM de Tris-HCI pH 7,5; 1mM de EDTA). Normalmente,
necessitou-se de 1 a 4 horas de incubagéo a 65°C para completa dissolugéo do

pellet. As amostras de DNA foram estocadas a 4°C.

3. Técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction

Fragment Length Polymorphism) — Genotipagem dos Animais

A reacdo de PCR-RFLP foi desenvolvida tendo como referéncia o trabalho

'de Moody, Pomp e Barendse (1995), com modificagoes.

Regiées homologas as seqiiéncias do cDNA do GHRH em humano e
camundongo foram utilizadas para desenhar o0s primers necessarios na
amplificagdo do GHRH em bovino. O produto resultante da amplificagéo pela PCR
foi seqiienciado, demonstrando 91 e 77% de homologia & regido do exon 3
referente as seqiiéncias do cDNA do GHRH em humano e camundongo,

respectivamente. |
a dos primers utilizados para a amplificagao do gene do GHRH

A sequiénci
5 GTAAGGATGC(C/TYA/G)CTCTGGGT3 e

€m bovino foi a seguinte:

5TGCCTGCTCATGATGTCCTGGAZ', gerando um fragmento de 455 pb.

As reacgdes de PCR foram realizadas em um termociclador (PTC-100 MJ

ReSearch, Inc) com o programa descrito a seguir: temperatura inicial de 95°C por
S minutos; 35 ciclos de 95°C por 30 segundos para a desnaturacéo do DNA, 58°C
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por 40 segundos para o anelamento dos primers e 72°C por 40 segundos para a

extensdo das novas fitas, terminando com 72°C por 5 minutos para a extensao

final.
As condicbes usadas nas reacdes de PCR podem ser assim descritas,

apos otimizagao: 1,5ul de DNA gendmico extraido; 3,5pmoles de cada primer;
100uM de cada dNTP; 1U de Taqg DNA Polimerase; 1mM de MgCl,; Tampéo da
enzima 1x e agua, completando o volume para 25pl.

Durante a otimizacdo da reacdo de PCR, diferentes volumes de DNA
gendmico extraido foram testados para padronizar a utilizagédo de 1,5ul em todas
as reagdes, nao necessitando, assim, de uma quantificagcdo de DNA para cada
uma das amostras -utilizadas. No entanto, para se obter uma estimativa da
concentragio de DNA, o DNA gendmico de algumas amostras foi quantificado por
espectrofotometria em uma densidade oOptica (optical density — sigla em inglés,
OD) de 260nm (OD260), resultando em uma concentracdo média de 294ng/ul, ou
Seja, 441ng de DNA, se considerar a utilizagao de 1,5ul nas reacdes. A

concentragio de DNA, em ng/ul, foi calculada pela seguinte formula:

C = (0D260 x F x 50), sendo:

C- concentragao de DNA (ng/ul);
OD260 — leitura obtida pelo espectrofotbmetro, com densidade optica de 260nm;

F - fator de diluicao (quando F for igual a 200, multiplicar o valor da OD260 por

10.000 para se obter o valor da concentracdo de DNA em ng/pl).

Apos a reagao de PCR, 5pl das amostras foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,5%, utilizando 120 volts durante 30 minutos, brometo de

etidio (10ug/ml) para a coloragao € visualizagdo sob luz ultravioleta pelo sistema

VDs® (Pharmacia Biosciences), para confirmar se houve a amplificacao desejada

(455 pb).
O produto da amplificagao pela PCR foi, posteriormente, submetido a
digestao enzimatica, a 37°C durante 2 horas, com a enzima Haelll, utilizando 1U

da enzima: tampao da enzima 1x; 20l do produto e agua, completando o volume
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para 22,5ul. A enzima Haelll é isolada de Haemophilus aegyptius e os sitios de
restricdo enzimatica podem ser identificados: 5°GG{CC3’; 3’CCTGGS5".

Um volume de 20ul da restricdo foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 2,5%, utilizando 120 volts durante 1 hora, brometo de etidio (10ug/mi)

para a coloragdo e visualizagdo sob luz ultravioleta pelo sistema vDS®

(Pharmacia Biosciences).

A digestdo do produto de 455 pb, usando a enzima Haelll, revelou um
polimorfismo com dois alelos, caracterizados pelas seguintes bandas: alelo A —»
317, 83 e 55 pb e alelo B — 196, 121, 83 e 55 pb, permitindo a identificagéo de
trés diferentes genotipos para os animais analisados: AA, AB e BB, cujo esquema

esta representado na Figura 3.

AA AB BB

317 pb — —
121 pb — —
55 pb —_— o e

Figura 3 — Desenho esquematico de um gel de agarose apresentando os trés

possiveis genotipos, apds a restricao enzimatica, com as respectivas
bandas e pesos moleculares

4. Analise Estatistica

Para verificar se a populagdo estudada estava em equilibrio de “Hardy-

. 2 n 2 2
Weinberg”, realizou-se o teste do x, utilizando p* + 2pq + q° para calcular as
freqiiéncias genotipicas esperadas, partindo-se das freqliéncias alélicas

Observadas. |
Foram genotipadas 453 fémeas, no entanto, 299 animais, no total, foram

utilizados na analise estatistica, pois apenas estes possuiam controle leiteiro

oficial feito pelo Servico de Controle Leiteiro da Associagdo Brasileira dos

Criadores de Girolando e, conseqiientemente, tinham a disposigao o Certificado
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Oficial de Desempenho Individual dos Animais.
Para a analise da associagdo de um polimorfismo no gene do GHRH com

os indices produtivos e reprodutivos (produgéao de leite, média diaria de producao

de leite, duracéo da lactacao e intervalo entre partos médio), foram utilizados os

testes:

¢ Analise de variancia, considerando o modelo inteiramente casualizado:
y; =M+ g; +e,;, emque:

- ¥; € o valor fenotipico observado no individuo na repeticao j do genétipo i;
- u € uma constante inerente a todas as observagbes;

- g; € o efeito do gendtipo i (AA, AB ou BB);

- e é o erro aleatério associado a observagao y; e;~N(0,c%).

Utilizou-se o programa SAS.

e Nos casos em que houve efeito génico, calculou-se o efeito médio de
uma substituicao alélica para estimar os valores médios acrescidos para
cada alelo incorporado, por meio do seguinte modelo:

y: = By + Bix; +e,, em que:

- y; é o valor fenotipico médio dos individuos com genoétipo i;

- Bo € o intercepto do modelo;

- B1 € o efeito médio de uma substituicao alélica;

- x; € uma variavel “Dummy” assumindo os valores 0 para o gendétipo AA, 1

para AB e 2 para BB;
- e; é 0 erro aleatdrio associado a observacgao y; e~N(0, o).

Para a variavel produgdo de leite, foram utilizados 251 animais (511
observagdes), adotando-se como covariaveis, no modelo acima, numero de

ordenhas diarias, regime alimentar, idade ao parto e duragao da lactagéo.
Para as variaveis média diaria de produgéo de leite e duracéo da lactagao,

adotou-se como covariaveis, no modelo acima, nimero de ordenhas diarias,

regime alimentar e idade ao parto. Para a varidvel média diaria de produgao,

foram utilizados 299 animais (572 observagdes) e para a duragdo da lactagao
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foram utilizados 251 animais (511 observacoes).
O teste t de Student foi utilizado para a comparagéo dos genotipos AA, AB

e BB, dois a dois, quanto a duracéo da lactagao.
Para a variavel intervalo entre partos médio, foram utilizados 130 animais

adotando-se como covariaveis, no modelo acima, nimero de ordenhas diarias

regime alimentar e duragéo da lactagao.
Em um total de 299 animais, 251 possuiam lactacéo encerrada, e, dentre

estes, alguns apresentavam dados referentes a mais de uma lactagdo, o que
?

explica o maior nimero de observagoes, em comparacdo ao nimero de animais

Os 48 animais restantes ndo tinham encerrado a lactagéo, portanto o tnico dado

disponivel era a média diaria de produgao de leite.
Para a classificacdo dos animais em relagdo as covaridveis, foram

adotados os seguintes critérios:

» Numero de ordenhas diarias:
2 —» duas ordenhas diarias;

3 — trés ordenhas diarias.

¢ Regime alimentar:
1-> extensivo: pasto + sal mineralizado;
2 _s semi-intensivo: pasto + suplemento no cocho + sal mineralizado;

3 —» intensivo: estabulado (confinado).

e |[dade ao parto:

Valores em meses.

e Duragéo da lactagao:

Valores em dias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Genotipagem dos Animais

Apés a extragdo de DNA das 453 amostras de sangue coletadas de
fémeas da raga Girolando 5/8, o material foi submetido a reagdo de PCR,
observando-se, através da eletroforese em gel de agarose 1,5%, a amplificagao

esperada do fragmento de 455 pb do gene do GHRH, como mostrado na Figura

4

Resultado da eletroforese em gel de agarose 1,5% da amplificagao
de 455 pb do gene do GHRH. A coluna “M” contém um marcador de

100 pb

Figura 4 —

O produto da amplificagao pela PCR foi submetido a digestao enzimatica,
com a enzima Haelll, gerando os fragmentos de 317, 83 e 55 pb, os quais
identificaram os individuos de genotipo AA; 317, 196, 121, 83 e 55 pb para
individuos de gendtipo AB; 196, 121, 83 e 55 pb para individuos de genétipo BB,

observados pela eletroforese em gel de agarose 2,5%, como mostrado na Figura

5.
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<«—317 pb i
<«— 196 pb |
<« 121pb |
<«— 55pb

Figura 5 — Resultado da eletroforese em gel de agarose 2,5% do produto ,
amplificado pela reagédo de PCR, apds digestdo enzimatica. A coluna i
1 representa o genotipo AA, a coluna 2, o gendtipo AB e a coluna 3, 0 {
gendtipo BB. A coluna “M” contém um marcador de 100 pb |

2. Freqiiéncias Genotipicas e Alélicas

Ap6s a genotipagem dos 453 animais, as freqiiéncias genotipicas para o
gene do GHRH foram determinadas, conforme Tabela 3. Foram obtidas, também,

as seguintes freqiiéncias alélicas: 21,19% para o alelo A e 78,81% para o alelo B.

Tabela 3 — Frequéncias genotipicas encontradas para o gene do GHRH, ap6s a

genotipagem dos 453 animais
Numero de Animais

Freqiiéncia Genotipica (%)

Genotipos
AA 13 2,87
AB 166 36,64
BB 274 60,49
Total 453 100

Os resultados do teste do Xz demonstraram que a populacdo estudada esta

“Hardy-Weinberg” (P> 0,05), indicando que tanto as frequéncias

em equilibrio de
am constantes de geragado a geragao.

alélicas como as genotipicas se mant

e
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A baixa frequiéncia do genétipo AA encontrada no presente estudo (2,87%),
apresentou similaridade a outros trabalhos descritos anteriormente com o
polimorfismo Haelll-GHRH: o gendtipo AA foi raro, comparado aos outros
genétipos, apresentando freqiiéncia de 6%, em um estudo com animais frisios da
Italia (MESSINA et al., 1999) e de 7,7%, em outra pesquisa envolvendo touros
holandeses frisios (PARMENTIER ef al., 1999).

3. Analise Estatistica

A analise de variancia para nimero de ordenhas diarias, regime alimentar,
idade ao parto, duragéo da lactagéo e o gene GHRH, considerando a utilizacao de
um total de 299 animais, se encontra na Tabela 4.

Numero de ordenhas diarias, regime alimentar, idade ao parto e duragao
da lactagao, conforme Tabela 4, tiveram efeito significativo (p< 0,05) na producgao
de leite, média diaria de producgéo de leite, duragédo da lactagéo e intervalo entre
partos médio, justificando a utilizagao destes fatores como covariaveis, para que
todos os dados das variaveis analisadas pudessem ser ajustados. Em relagcao ao

gene do GHRH, houve efeito significativo (p< 0,05) apenas quanto a duragédo da

lactaczo.
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As médias ajustadas para a producgéo de leite, média diaria de producao de
leite, intervalo entre partos médio e duragdo da lactagdo, referentes a cada
gendtipo do gene do GHRH, se encontram na Figura 6, Figura 7, Figura 8 e
Figura 9, respectivamente. A andlise da associagcdo do polimorfismo Haelll-
GHRH no gene do GHRH com a produgéo de leite, média diaria de produgao de

leite, intervalo entre partos médio e duragéo da lactagéo, se encontram na Tabela

5, Tabela 6, Tabela 7 e Tabela 8, respectivamente.

Producéo de Leite (Kg)

AB

Gendétipos

Figura 6 — Producgéo de leite, em kg e os respectivos gendtipos para o gene do
GHRH

Tabela 5 — Médias ajustadas para a produgéo de leite, referentes a cada genétipo

— do gene do GHRH
Genotipos Producgao de Leite (kg)
AA 3811,07738°
AB 3587,41824°
BB 3646,66095°

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente em nivel de 5%.
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Figura 7 — Média diaria de produgdo de leite, em kg e os respectivos genotipos
para o gene do GHRH

Tabela 6 — Médias ajustadas para a média diaria de produgdo de leite,
referentes a cada genotipo do gene do GHRH
Média Diaria de Produgéao de Leite (kg)

Genaotipos
AA 13,7689468°
AB 13,3470755°
BB 13,4932678°

Médias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente em nivel de 5%.
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Intervalo entre Partos
Médio (Dias)

Gendtipos

Figura 8 — Intervalo entre partos médio, em dias e os respectivos genotipos para
o gene do GHRH

Tabela 7 — Médias ajustadas para o intervalo entre partos médio, referentes a
cada genotipo do gene do GHRH
Intervalo entre Partos Médio (Dias)

Genotipos
AA 4475462122
AB 422,759572°
BB 426,254211°

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente em nivel de 5%.

Pode-se verificar que ndo houve diferenga significativa (p> 0,05) entre os
gendtipos AA, AB e BB quanto a produgao de leite, média diaria de produgao de

leite e intervalo entre partos médio. Em relagéo ao intervalo entre partos medio,

justificando o resultado encontrado, sabe-se que a sua variagao é 95% devido a

fatores nao-genéticos (MARTINEZ, 1989).
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Duracéo da Lactagédo
(Dias)

AB

Gendtipos

Figura 9 — Duracéo da lactagdo, em dias e os respectivos genétipos para o gene
do GHRH

Tabela 8 — Médias ajustadas para a duragdo da lactagdo, referentes a cada

_gendtipo do gene do GHRH
Gendtipos Duragéo da Lactagao (Dias)
AA 270,281526%
AB 284,957039°
BB 266,294787"

—

Médias seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente em nivel de 1%.

Verificou-se uma diferenga significativa (p< 0,01) entre os gendtipos AB e
BB quanto a duragdo da lactagéo, sendo o genodtipo AB superior ao homozigoto
BB.

No caso da duragao da lactagao, em que houve efeito génico, estimou-se o
efeito médio de uma substituigdo alélica, como mostrado na Figura 10. Observa-
se, através da formula y = -1,9934x + 275,84, que cada alelo B diminui a duragéao

da lactagéo em, aproximadamente, dois dias na média do rebanho.
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Figura 10 — Efeito médio de uma substitu'igéo alélica, erh ﬁlr'elagéo a durégéo da
lactacao

A persisténcia ou duragdo da lactagdo depende do numero de células
epiteliais glandulares, além da atividade secretora destas células (NEIVA, 1996)
sendo uma caracteristica de alta herdabilidade. Baseando-se nos dados da
literatura, sugere-se a existéncia de uma interagdo entre o GH, o IGF-1 e a
prolactina para manter a sobrevivéncia celular, aumentando, desta forma, a
duracao da lactacdo e, consegiientemente, a produgédo de leite (SORENSEN e
KNIGHT, 2002).

O numero de células secretorias na glandula mamaria decling,
paralelamente, com a redugdo na produgdo de leite, sendo esta perda
proveniente de apoptose celular. Ha evidéncia que, em alguns tecidos, incluindo a
glandula mamaria, o IGF-1 possa atuar como um fator de sobrevivéncia celular
ou, também, fator anti-apoptético. Entdo, existe uma hipétese de que acgdes do
GH na glandula sdo mediadas pela sobrevivéncia celular induzida através do
IGF-1. Entretanto, proteinas de ligagédo a IGF (IGFBPs) modulam as agbes do
IGF-1, assim, sugere-se que as células mamarias produzam uma proteina de
ligacao inibitoria (IGFBPS) que bloqueia a fungdo do IGF-1 na sobrevivéncia
celular. Por outro lado, a prolactina altamente responsavel pela repressao na

producdo da IGFBP5 durante a lactagao (SORENSEN e KNIGHT, 2002).
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Analisando o polimorfismo Haelll-GHRH, observou-se que o genotipo AB
foi superior ao gendtipo BB quanto a duracdo da lactagdo. Isto sugere que os
individuos heterozigotos possam apresentar maior concentracao ou atividade de
GHRH, o qual estimulara uma maior sintese e secregao do GH, resultando na
producio do IGF-1 e sua agdo na sobrevivéncia das células secretorias da
glandula mamaria. No entanto, observa-se que uma maior duragdo da lactagéo
resulta ndo somente de uma maior concentragao do IGF-1, realizando um efeito
positivo em relagéo a persisténcia da lactagdo, por favorecer a sobrevivéncia
celular, mas de maiores quantidades da prolactina, para inibir a producédo da
proteina que se liga ao IGF-1 (IGFBPS5), a qual bloqueia sua atividade. Desta
forma, uma pesquisa poderia ser realizada visando analisar um polimorfismo no
gene da prolactina e sua interagdo com os genes que participam da via do GH, a
fim de determinar uma combinagdo genotipica favoravel a uma maior duragéo da
lactacdo e, consegiientemente, maior producdo de leite.

A producao de leite em 305 dias de lactagdo tem sido considerada o ideal,
pois o que se deseja € uma alta produgdo por ano e todos os anos, ou seja, um
parto por ano (TEIXEIRA, 2001).

Observou-se que o efeito médio de substituicdo alélica foi de dois dias,
sendo o alelo A favoravel para a duragdo da lactagdo (Figura 10). Pode-se,

entao, sugerir a utilizagdo de touros AA ou AB nos cruzamentos, de modo a

‘aumentar a frequiéncia do alelo A na populagao, favorecendo, assim, um aumento

de dois dias na média do rebanho quanto a duragéo da lactacdo. Os machos, por
deixarem grande nimero de descendentes, especialmente se forem usados em
inseminacado artificial, s&o os principais responsaveis peio melhoramento dos
rebanhos, dai a grande importancia da utilizacdo de touros geneticamente
superiores (PENNA et al., 2001).

Na verdade, o aumento de dois dias na média do rebanho quanto a
duracio da lactacéo, representa 26,88 kg de leite a mais para cada alelo A, o que
resultou da multiplicagdo de dois dias pela média diaria de produgao de leite do
rebanho, ou seja, 13,44 kg de leite. Se um produtor direcionar os cruzamentos, a
fim de aumentar a freqiiéncia do alelo A na populagéo, havera um ganho de

R$ 12,10 (26,88 x R$ 0,45) para cada alelo A incorporado, considerando o prego
médio do kg de leite R$ 0,45.
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Neste trabalho, utilizando animais da raga Girolando 5/8, ndo houve uma
associagdo do polimorfismo Haell-GHRH com a producdo de leite e este
resultado foi similar ao encontrado em outro trabalho com animais frisios da Italia,
no qual nenhuma associacdo deste polimorfismo com produgéo de leite tambem
foi observada (MESSINA et al., 1999). Ja em outra pesquisa, envolvendo touros
holandeses frisios, observou-se que o gendtipo AA foi significativamente favoravel
para a producdo e percentagem de gordura (PARMENTIER et al, 1999).
Infelizmente, o Certificado Oficial de Desempenho Individual dos Animais, nesta
pesquisa, ndo apresentava os valores de percentagem e quantidade dos
constituintes do leite, como gordura, assim, ndo foi possivel associar o
polimorfismo Haelll-GHRH com estas caracteristicas. No entanto, analisando a
caracteristica gordura, sabe-se que existe uma correlagéo positiva entre produgao
de gordura e produgio de leite e uma correlagdo negativa entre teor (%) de
gordura e producéo de leite (Tabela 1). A correlagéo positiva entre produgéo de
gordura e producao de leite € maior que a correlagéo negativa entre teor (%) de
gordura e produgdo de leite (MARTINEZ, 1989)," assim, selecionando-se o
genodtipo AA, o qual foi favoravel para produgéo e percentagem de gordura, no
trabalho acima, poder-se-ia esperar uma maior producao de leite.

Os estudos analisando um polimorfismo no gene do GHRH e uma possivel

associagdo com caracteristicas produtivas e reprodutivas em bovinos, tém sido,

-ainda, limitados, o que impede uma maior comparagao entre o presente trabalho

€ outras pesquisas.
A realizagdo deste estudo demonstrou, que, apesar de n&o significativo

estatisticamente, o genétipo AA apresentou maior producéo de leite (Figura 6 e
Tabela 5) e maior média diaria de produgao de leite (Figura 7 e Tabela 6).
Sabendo-se que a produgéo de leite € obtida multiplicando-se a média diaria pela
duragdo da lactagdo, poder-se-ia pensar que uma maior média diaria resultaria
em uma maior produgao de leite, ja que a duracéo da lactag&o foi utilizada como
covariavel, assim, o gendtipo favoravel a média diaria teria que ser o mesmo para
produgao de leite, o que confirma o resultado encontrado.

A baixa freqiiéncia do gendtipo AA no rebanho (2,87%) pode ter interferido
nos resultados, mascarando possiveis associagdes do polimorfismo Haelll-GHRH

com producdo de leite e media diaria de producédo de leite, ou, talvez, ate
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impedindo a identificagdo do gendtipo AA como o favoravel para a duragao da
lactacio e ndo o AB, como demonstrado (Figura 9 e Tabela 8). O pequeno
nimero de vacas com o gendtipo AA, e ainda, de origens diversas apenas

aumentam o erro experimental, pois ha grande influéncia ambiental mascarando

os possiveis efeitos benéficos do alelo A.

T
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CONSIDERACOES

Os animais Girolando 5/8 foram escolhidos para se trabalhar porque a raga
Girolando se refere ao Gado Leiteiro Tropical com 5/8 de sangue Holandés e 3/8
de sangue Gir, entretanto, tem-se verificado a tendéncia de se chamar de
Girolando qualquer animal que seja mestico Holandés-Gir, independentemente da
sua composicio. Desta forma, para a fixagéo da raga e consolidar o Girolando
como o principal gado leiteiro do mundo tropical, ja que é responsavel por,
aproximadamente, 80% da producdo de leite no Brasil e apresenta qualidades
imprescindiveis para produgao leiteira econdmica nos tropicos, busca-se melhorar
alguns fatores, destacando-se, precocidade econdmica (idade a primeira cria,
etc.); persisténcia da lactacdo e habilidade materna; fertilidade; e diminuicao do
intervalo entre partos. Neste sentido, o polimorfismo Haelll-GHRH parece ser
importante no que se refere a maior duragio da léctag:éo.

Uma situagdo importante a ser considerada em um delineamento
experimental € que qualquer alteragdo em um dos genes da via do GH que cause
uma falha na transdugdo de sinal, como mutagdo, impedira as agdes do
horménio, afetando, assim, as caracteristicas relacionadas a produgéo de leite.
Estudos serdo realizados, apés os 453 Certificados Oficiais de Desempenho
Individual dos Animais serem disponibilizados pela Associagdo Brasileira dos
Criadores de Girolando, analisando os polimorfismos dos genes da via do GH, em
conjunto, para se verificar a interagéo entre estes e os indices produtivos e
reprodutivos.

As técnicas de genética molecular sdo hoje uma forte ferramenta que
vieram para auxiliar com grande potencial as técnicas classicas de melhoramento,
permitindo, com isto, a identificagdo mais rapida e eficiente de animais superiores
(FRANCO, 2002). A selegio assistida por marcadores esta sendo considerada
como um dos melhores métodos para a incorporagdo da genetica molecular em
programas de melhoramento para aumentar a eficiéncia da selegdo (ALMEIDA,

2002).
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CONCLUSAO

Com a utilizacao de marcadores na selegéo para producéo de leite, sera
possivel determinar os animais geneticamente superiores no inicio da vida, nao
sendo necessario esperar a idade adulta para conhecer a eficiéncia produtiva dos
mesmos, possibilitando, assim, a tomada de decisées quanto a finalidade do
animal, ou seja, a sua permanéncia ou ndo no rebanho, o que propiciara uma
reducdo de custos ao produtor. Além disto, os cruzamentos poderdo ser
direcionados a fim de se obter maior ganho genético.

A andlise dos marcadores moleculares pode ser aplicada a todos os
animais, independente do sexo, sendo de suma importancia em touros, pois sdo
estes os responsaveis pela disseminagdo genética, influenciando diretamente no
aperfeicoamento do rebanho. Como a produgéo de leite € uma heranga limitada
a0 sexo, apesar de nao expressarem fenotipicafnente o caracter, os touros sao
portadores de genes para esta caracteristica, 0 que explica a avaliagdo do
comportamento de suas progénies para determinar o real potencial dos mesmos.
A genética molecular possibilitara a identificagcao direta do mérito genético dos

touros, sem ter que aguardar a producao leiteira de suas respectivas progénies.
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ANEXOS
Extracdo de DNA de sangue fresco e congelado

Pegar 500! de sangue fresco (tomado na transicdo entre o plasma e
eritrocitos, apos sedimentagédo) em tubos de 2mi;

Adicionar 1ml de tampéo de lise n&o diluido, agitar lentamente e incubar
em gelo por 5 a 10 minutos;

Centrifugar a 40009 (8000rpm) por 3 minutos;

Descartar o sobrenadante cuidadosamente;

Adicionar 1ml de tampéo de lise diluido 1:1;

Incubar em gelo por 5 a 10 minutos;

Centrifugar novamente:

Repetir lavagem até o pellet ficar opaco (mais 1 vez sangue fresco);
Descartar sobrenadante a acrescentar 100ul de TE + sarcosyl 1% e 10ul
de proteinase K (10mg/mi);

Incubar overnight a 65°C;

Adicionar 300! de 8M guanidina-HCl / 0,49M de acetato de aménia:

Agitar & temperatura ambiente por 1 hora até solubilizar todo o pellet:
Adicionar 800yl de isopropanol e aguardar a precipitacdo do DNA;
Centrifugar a 4000g por 10 minutos;

Descartar o sobrenadante e proceder mais duas lavagens com isopropanol
60% (4000g por 2 minutos);

Secar o pellet e diluir em 0,5mi de TE;

Normaimente & necessario de 1 a 4 horas de incubagdo a 65°C para
completa diluiczo do pellet.




Reagentes

- Tampao de lise:
20mM Tris-HCI (pH 7,5)
5 mM EDTA
640mM sacarose
10mM MgCl,
4% Triton X-100

- TE (Tris-EDTA) + Sarcosyi:
10mM Tris-HCI (pH 7,5)
1mM EDTA

sarcosyl 1%
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