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RESUMO

O horménio do crescimento bovino (GH) é um horménio galactopoiético muito
importante em bovinos leiteiros, regula a producgdo de leite, além de estimuiar o
desenvolvimento da glandula mamaria. Recentemente varios estudos estdo
sendo realizados com o intuito de encontrar Marcadores Moleculares associados
a caracteristicas econdmicas importantes nos animais domésticos. Este estudo foi
realizado com 452 vacas da raga sintética Girolando pertencentes a cinco estados
brasileiros com o objetivo de analisar os efeitos do polimorfismo do gene GH na
produgdo de leite. O fragmento amplificado da PCR constituiu-se de 891pb e foi
digerido com a endonuclease Msp l. O alelo C apresenta quatro fragmentos, de
526, 193, 109 e 63 pb, e 0 alelo D é representado por trés fragmentos, 635, 193 e
63 pb. As frequéncias génotipicas encontradas foram, 0,3849; 0,4248 e 0,1903
para os genotipos CC, CD e DD, respectivamente, e as frequéncias alélicas foram
de 0,5973 para o alelo C e 0,4027 para o alelo D. Para a anélise estatistica foram
utilizados dados produtivos de 299 animais, ocorreu diferenca significativa
(p<0,05) para a produgdo media diaria de leite e producgdo total de leite. Nao
houve diferenca significativa para as caracteristicas, duragdo da lactacéo e
intervalo entre partos médio. A analise do efeito medio de uma substituicio alélica
demonstrou que cada alelo C aumenta em 390 g de leite por dia e 68,61 Kg de
leite por lactagéo na média da populagdo estudada, as formulas encontradas
foram y = 0,39x + 12,869 e y = 68,61 + 3514,8, para produgédo media diaria e
produgéo total, respectivamente, sendo x os genoétipos DD =0,CD=1e CC =2.
Os resultados encontrados sugerem a possibilidade de usar este polimorfismo em

programas de seleco assistida por marcadores em bovinos da raga Girolando.
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ABSTRACT

The bovine growth hormone is a very important galactopoietic for dairy cattle,
because it regulates milk production and stimulates the mammary gland
development. Recently a research focus has been done forwards the use of
molecular markers associated to important economics characters in domestic
animals. This research used 452 cows of the Brazilian breed “Girolando 5/8” from
five Brazilian states aiming the analysis of the effects of the growth hormone gene
polymorphism of the on milk yield. PCR reaction generated a 891 bp amplicon,
which were submitted to restriction through the Msp | endonuclease. Genotyping
was based on restriction fragment sizes. The allele C presented 4 fragments; 526,
193, 109 and 63 bp, the allele D presented 3 fragments; 635, 193 and 63 bp. The
genotypic frequencies were 0,3849; 0,4248 and 0,1903 for CC, CD and DD,
respectively, and allelic frequencies were 0,5973 for the allele C and 0,4027 for
the allele D. Statistical analysis considering 299 animals, has shown significant
differences for mean daily milk yield and total milk yeld. Logistic regression has
calculated the allelic substitution effects, which demonstrated an increase in milk
production by an average of 376 g/day/cow and 68,61 Kg/lactation/cow for each
allele C incorporated. The results suggest that this polymorphism may be useful

for marker assisted selection in Brazilian breed “Girolando”.
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1 - Introdugao

O aumento da produtividade dos animais domésticos é um desafio técnico
e politico dos dias atuais, devido a crescente demanda de proteinas de origem
animal pelas populagbes humanas, tornando necessario a utilizagdo de
tecnologias que possibilitem este avanco.

O Brasil € o sexto pais produtor de leite do mundo e possui o segundo
maior rebanho leiteiro mundial, perdendo apenas para a india. No entanto a sua
produtividade & relativamente baixa, apresentando média de apenas 1.151 Ka/
vaca/ano, bem inferior a varios paises (ANUALPEC, 2003).

A maioria das fazendas brasileiras registra uma média inferior a 100 (cem)
kg de leite nas ordenhas diarias (ALMEIDA, 2001), o que mostra a necessidade
de modelos de selegdo genética para garantir a utilizacdo de animais
geneticamente superiores com o intuito de aumentar a produg&o.

A produgéo animal resulta da agdo conjunta das forgas de origem genética
e ambiente. Niveis altos de produgdo s6 podem ser alcangados pelo
melhoramento simultaneo da composigdo genética dos animais e das condigdes
ambientes da criagdo. As duas forgas sdo igualmente importantes. A parte
genética é a base para o estabelecimento de programas de melhoramento e é o
fator que limita a capacidade de resposta dos animais aos processos seletivos. A
busca de genoétipos mais produtivos € compativeis com as condi¢des de ambiente
do Brasil é de fundamental importancia. Recursos genéticos o nosso pais possui
em abundancia, sendo necessario a intensificagéo de processos de identificagéo

dos genotipos superiores € multiplicagdo dos mesmos para todos os rebanhos

brasileiros (PEREIRA, 1999).
As técnicas de Genética Molecular sdo ferramentas para auxiliar o
melhoramento classico permitindo a identificacdo mais rapida e eficiente de

animais superiores. Desta forma, possibilita prever a produgdo de um animal no

inicio da vida diminuindo o intervalo entre geragoes e, conseqiientemente, tendo

maior ganho genético e menor custo operacional. A Genética Molecular surge

com o objetivo de auxiliar a selegéo de
pois um dos obstaculos para a melhoria destes animais & que a produgéo de leite

gado de leite de forma rapida e eficiente,
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apenas & expressa apds a primeira parico e o progresso genetico é
essencialmente baseado no uso de touros geneticamente superiores, cuja
identificagdo requer tempo (5 a 6 anos) e dinheiro (1.000.000 US$)
(PARMENTIER et al., 1999).

Sabe-se que varios genes s&o responsaveis pelas diferengas geneticas
observadas entre os individuos para as caracteristicas quantitativas. O estudo de
genes ligados & produgéao de leite (genes candidatos) é muito importante para a
busca de marcadores moleculares, podendo ser usado em programas de Selecéo
Assistida por Marcadores (MAS).

Sabendo-se que a proteina GH e outras de sua via estdo envolvidas na
produgdo de leite, desenvolvimento e constituicdo corporal, estudo da
variabilidade do gene, que a codifica é de grande importancia. Os polimorfismos
podem tornar a proteina mais ou menocs eficiente afetando diretamente a
expressdo génica atraves de “splicing” alternativo do RNA, estabilidade do RNA,
taxa e regulagéo da transcricdo génica, ou alterar a seqiiéncia de aminoacidos do
produto (PARMENTIER, 1999), sendo, portanto, o gene do GH um candidato em

potencial a marcador molecular para caracteristicas de interesse economico.

Objetivo
Investigar possiveis associagdes de um polimorfismo do gene GH com

caracteristicas de interesse para a producgdo de leite em animais da raca sintética

Girolando.

(38
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1.1 - A Raga Girolando

As primeiras noticias do surgimento de animais Girolando no Brasil data da

década de 40, com a cobertura por acaso, de um touro Gir (Bos indicus) em

vacas Holandesas (Bos taurus), no Vale do Paraiba, Estado de S&o Paulo. O
resultado disso foram crias vigorosas e que chegavam precocemente a idade de
producdo (MENEZES, 2002).

A heranga do Bos indicus imp6e um limite a produgdo nos ambientes
melhorados, no entanto, apresentam maior resisténcia a parasitas e tolerancia ao
calor que animais Bos faurus (MADALENA; MATOS; HOLANDA, 2001).

Durante anos, o cruzamento de bovinos da raga Gir com o Holandés se
destacou e foi o mais praticado pelos criadores brasileiros, pois resultava em
animais altamente adaptados e com boa capacidade de producdo (MENEZES,
2002). Devido ao excelente resultado obtido, a multiplicagido desses animais foi
acelerada, pois a raca Holandesa sofria com a adaptacdo ao sistema tropical,
mas ja mostrava seu grande potencial de producédo de leite, e o Gir, por sua
adaptabilidade, proliferou rapidamente, produzindo um animal que, além de ter
do Gir e a produgdo do Holandés, adicionou

conjugado a rusticidade

caracteristicas desejaveis das duas ragas em um Unico animal, com qualidades

imprescindiveis para a produgdo leiteira econémica nos tropicos. Em quaiquer

sistema de manejo, seja estritamente a pasto ou confinado, a eficiéncia
econdmica do Girolando € comprovada (MENEZES, 2002).
Este mesmo autor cita que 0S animais da raca Girolando s&o os

responsaveis pela maior parcela do leite produzido no Brasil, cerca de 80% e

também, por pa
missora para 0O mundo tropical pela capacidade que tém de

rte expressiva da carne consumida no pais. Constituem uma

expectativa pro

produzir leite e carmne em condicdes bastante adversas, quando comparadas as

racas especializadas.
As femeas Girolando, produtoras de leite por exceléncia, possuem

caracteristicas fisiologicas € morfolégicas perfeitas para a produg&o nos tropicos

(capacidade e suporte de tbere, tamanho de tetas, fatores intrinsecos a lactagao,

o, capacidade termo-reguladora, aprumos e pés fortes, conversao

pigmentaca
3




alimentar, eficiéncia reprodutiva, etc.) atribuindo um desempenho muito

satisfatorio economicamente.
Segundo Menezes (2002) a raga passa por variados graus de sangue,
visando a fixagdo do padréo racial, no grau 5/8 Hol + 3/8 Gir (Puro Sintético)

(Figuras 1 e 2), objetivando um gado produtivo e padronizado. A vaca 5/8

Holandés e 3/8 Gir (Girolando 5/8), é hoje a vaca leiteira comprovadamente mais

eficiente no mundo tropical.

Verifica-se na Figura 1 as alternativas de acasalamentos para a formagéo

do Girolando.

——TwWaerol |78 |34 |68 (U2 (I8 |14  |MEeGi
Bartiol ol 1516 |78  |13M6 [3/4  [14/A6 [8/ |12
5§ (15116 |78 |13116 |34  [11A6 58 —AE {77
58 5/8 Bl MQ ‘112‘ 716 5/16
% §B (96 (1281 (716 (38 |1/4
5§ ~ (12 |7Me [3/8BI |66 |3/16
% 746 |38 |56 |[1/4BI [1/8

Pai Gir [172 716|318 |6/16 | 1/4 316 |1/8 Gir

Figufa 1 - Alternativas de acasalamento de animais Girolando. Graus de sangue

em destaque sao registrados como animais 5/8 (MENEZES, 2002).

Lé-se sempre em primeiro lugar a fracdo de sangue Holandés
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Figura 2 - Estratégias de Cruzamento para a obtengéo de animais puros sintéticos

da raca Girolando.



1.1.1 - Adaptagéo aos Trépicos

O Brasil dispde em abundancia de energia solar, que faz as plantas
crescerem, desta forma é possivel produzir altas quantidades de forragens por
hectare. Porém, na regiéo tropical estas forrageiras ndo séo de qualidade e néo
suportam altas produgdes por vaca. Portanto, para aproveitar as forragens de
menor qualidade, é necessario um animal, que possa consumi-las e colher por si
proéprio o alimento nas pastagens. Ainda, tolerar o calor e resistir aos parasitas,
porém mantendo produgao satisfatoria. Este € o gado mesti¢co, destacando o
cruzamento de Holandés X Gir (MADALENA; MATOS; HOLANDA, 2001).

Os autores salientam que do ponto de vista biologico, os ruminantes

podem utilizar alimentos baratos, como pastagens e sub produtos, de forma que

sistemas baseados nesses alimentos, utilizando pouco concentrado, e de forma

estratégica, competirao com vantagem com sistemas que utilizem em alto

consumo de concentrados. Assim pode-se concluir que a raca Girolando € sem

divida a economicamente mais viavel para a producao de leite nas condigbes

brasileiras.

1.2 — Produgéo de Leite no Brasil

A exploragédo da povinocultura de leite no Brasil constitui uma importante

atividade do setor agropecuario € desempenha funcéo de vital relevancia no

processo de desenvolvimento econdmico e social do Pais. Destaca-se por suas

caracteristicas de ocupacao e uso de extensas areas de terra, empregadora de

grandes contingentes de mado de obra, apresenta significativa participacdo na

formagdo da renda nacional, fornece alimentos de alto valor nutritivo para a

populacéao e matéria prima para as industrias de Iaticinios (GOMES; LEITE;
CARNEIRO, 2001).
O rebanho bovino do Brasil & estimado em 160 milhdes de cabegas e o

faturamento da cadeia produtiva alcanca a respectiva cifra de 11.9 bilhdes de

délares. Estes numeros atraem pelas suas dimensées e mostram a importancia

do setor leiteiro no agronegécio. Dados do IBGE (1996) apontam um contingente
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de seis milhées de pessoas envolvidas diretamente na cadeia produtiva do leite
(ALMEIDA, 2001). Hoje a cadeia do leite apresenta segmentos como de
produgdo, da industria, da distribuicdo, da comercializagéo, dos supermercados,
do consumidor e do governo. De todos estes segmentos, o mais fragil e

desorganizado é o da producgao, 0s demais estao preparados para competir em

conformidade com os padrdes internacionais.
O Brasil transformou sua antiga pecuéria de leite em uma moderna cadeia

do leite. Estabeleceu regras e normas para direcionar seu desenvolvimento,
implantou grande parte da coleta a granel e preparou 0 pais para conhecer a

exportagéo de produtos lacteos (CAMARGOS, 2003).
No entanto, o Brasil € 0 sexto pais produtor de leite mundial, com produgao

estimada de 23.000.000 toneladas no ano de 2003, possui 0 segundo maior

rebanho leiteiro mundial, com 15.600.000 vacas leiteiras em 2002, perdendo

apenas para a india. No entanto, encontra-se no 30° lugar em produtividade, com

média de 1.451 litros/ vaca/ano e média de 4,89 litros/cabeca/dia. Alguns paises

possuem uma produtividade bem superior, como exemplo, Estados Unidos, Nova

Zelandia e Argentina, com 8615, 3695 e 3581 litros/vaca/ano respectivamente

(ANUALPEC, 2003).
O Censo agropecuario de 1995/96 mostrou que em todo o Brasil, 50% dos

produtores fornecem até 100 litros/dia aos laticinios. (ALMEIDA, 2001). O rebanho

leiteiro nacional é constituido, em sua maioria por animais mestigos, que se

prestam a dupla afinidade (leite/carne) e s&o reconhecidos como de baixo
potencial genético para produgao de leite (GOMES; LEITE; CARNEIRO, 2001).
Com isso pode-se observar, que a ma qualidade genética do rebanho brasileiro é

um dos fatores contribuinte para a baixa produtividade leiteira do Brasil.
O Brasil é dotado de varios aspectos que o torna capaz de aumentar

substancialmente @ produgéo de leite, possui clima tropical, dispondo em

abundéncia de energia solar, sendo possivel produzir altas quantidades de
forragens por hectare, apresenta area territorial invejavel, é capaz de produzir
leite de qualidade, detém o maior efetivo de bovinos comercial do mundo. No

entanto, varios fatores contribuem para a sua baixa produtividade, como,

ambientais, econdmicos, politicos € genéticos. A maior parte do rebanho leiteiro
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apresenta baixa qualidade genética (GOMES; LEITE; CARNEIRO, 2001), o que

torna necessario encontrar caminhos para o melhoramento genético de forma

rapida e eficiente.
1.3 - Melhoramento Animal

Desde o inicio da domesticacdo animal o melhoramento era utilizado,

sendo os animais mais produtivos selecionados para reprodutores (FRANCO,

2002). O melhoramento animal teve origem nos trabalhos iniciais de um
fazendeiro Inglés, Robert Bakewell (1725-1795), responsavel pela formagdo e
e ragas dentro das espécies bovina, ovina e equina (PEREIRA, 1999).

evolucédo d

Na natureza, os animais melhores adaptados ao seu meio ambiente s&o os
que sobrevivem e produzem maior nimero de descendentes. Esta selecdo natural
daqueles que melhor se adaptam ao meio, atuando sobre a variagao produzida
por mutagbes e recombinagdes de fatores genéticos, elimina as combinagoes
genéticas desfavoraveis e permite que as mais favoraveis se multipliguem. A
selecdo artificial pelo homem representa a adi¢@o de novos padroes a habilidade
natural dos animais de sobreviverem e reproduzirem, com o objetivo de
atenderem as necessidades humanas (MARTINEZ, 1989).

Varias observagoes feitas por Pereira (1999) revelam que como Ciéncia

pode-se dizer que O melhoramento animal surgiu em 1865 com a descoberta das

leis da heranga pelo monge austriaco Gregor Mendel. Posteriormente surgiu a
genética de populagbes constituida com base nas leis de Mendel, mas, aplicada

as caracteristicas quantitativas € econdmicas dos animais. Na década de 1950,

com o advento dos computadores, ocorreram as primeiras aplicagdes praticas dos

principios da genetica quantitativa no melhoramento da genética animal.

No inicio da década de 70, surgiu uma nova area da genética possibilitando

estudar o material genético em nivel molecular (Genética Molecular). A partir dai

foi possivel conhecer @ estrutura e fungdo dos genes, envolvendo conceitos de

fisiologia e bioquimic
polimorfismos bioquimicos (proteinas) e moleculares (DNA) com caracteristicas

a, identificando polimorfismos entre os animais e associar

de producéo.



O autor cita que a produgdo animal nos paises tropicais € extremamente
baixa quando comparadas aos paises de clima temperado. Os trépicos com 65%
da populacdo bovina mundial produzem dez vezes menos leite e quatro vezes
menos carne que O0s paises temperados. Obviamente as causas destas
acentuadas diferengas ndo sdo somente climaticas, mas mdltiplas e de varias
origens. O baixo valor genético das populagbes animais, além de deficiéncias de
condigbes ambiente, sa@o 0S argumentos casuais mais aceitos. Evidencia-se
assim, a importancia do melhoramento genético das nossas populagdes animais.

Nos paises do primeiro mundo, segundo Pereira (1999), as perspectivas de
alavancagem dos programas de melhoramento genético estdo vinculadas a
utilizagdo potencial de novas biotecnologias capazes de promover novos ganhos

genéticos pela selecéo. Entre essas podem ser destacadas as seguintes: a

transferéncia de embrides, a sexagem de sémen, a utilizagao de sele¢do assistida

por marcadores geneticos moleculares (MAS), a clonagem e o mapeamento

gendmico dos animais.
Ainda dentro das observagdes do autor, verifica-se que, em relagédo a

contribuicdo potencial dos marcadores moleculares no melhoramento animal,

alguns exemplos de aplicagéo co
caseina e beta- lactoglobulina, vinculadas a composi¢do do leite; b) genes

de de ovinos (ex: FECp — Borola), associado a taxa de ovulagéo; c)

mercial ja podem ser mencionados: a) Kappa-

fecundida
receptor de estrogénio em suinos (gene ESR), que relaciona com tamanho de

leitegada; d) receptor de rianodina, associada a hipertermia maligna (PSS), cujo

gene mutante causa prejuizos econdmicos consideraveis em suinocultura; e)

marcadores moleculares ligados a doengas dos animais como BLAD ( deficiéncia

de adesdo dos leuc
hereditaria observada na raga Pardo-Suigo e que provoca paralisia progressiva

dos membros pélvicos e ataxia e, a CVM (Complexo de ma formago Vertebral)

ocitos), que afeta a raca Holandesa, a Weaver, doenca

que atinge bezerros da raca Holandesa provocando multiplas ma formagdes e

queda dos indices reprodut

ao desenvolvimento dos chifres em
inos de corte suinos e ovinos; h) cor do pélo e caracteristicas de

ivos (NIELSEN et al., 2003); f) marcadores associados
gado de leite; g) quantidade e qualidade de

carne em bov

crescimento e de carcaga em suinos.



As caracteristicas econdmicas dos animais domésticos, de acordo com o
autor, sdo de natureza poligénica, isto é, sdo controladas por um grande nimero
de genes. O fendtipo nao é resultado somente da constituicdo genética do
individuo, mas também da interacdo dos seus genes com os varios efeitos néo

genéticos ou de ambiente. Para que 0s genes possam provocar o
desenvolvimento de uma caracteristica € preciso que disponham de ambiente

adequado. Por outro lado, as modificagbes que o ambiente pode causar no

desenvolvimento de uma caracteristica sdo limitados pelo genoétipo do individuo.
E preciso reconhecer que a variabilidade observada em algumas caracteristicas

pode ser causada pelas diferencas génicas entre os diversos individuos. Quanto

mais o ambiente influéncia as agdes dos genes, menos exata sera a estimativa do

genoétipo do individuo.
O autor ressalta que, a producdo de leite sofre variagées devido a

diferengas genéticas entre
Isso evidencia as diferencas de freqiéncia dos genes relacionados com a

s0 de leite, que ocorre entre as ragas, como também as diferengas de

racas e entre individuos dentro de uma mesma raga.

produg

critérios seletivos adotados em cada uma delas, ao longo de varias décadas.

Finalmente ele argumenta
importancia para a definicdo e entendimento dos métodos de

que o conhecimento de alguns conceitos é de

fundamental

melhoramento genético. A herdabilidade é uma caracteristica que representa a

fracdao das diferengas fenoti

herdabilidade corresponde a propor¢a
e variar de 0,0 a 1,0, ou de 0 a 100 %. Em geral, quando a

picas que & transmitida aos filhos, ou seja, a

o da variacdo total que é de natureza

genética. Pod

herdabilidade varia de 0,0a

de 0,3 é alta. Quando a herdabilida
acteristica & devida as variagbes ambiente entre os individuos;

0,1 é considerada baixa; de 0,1 a 0,3 média e acima
de é baixa, significa que grande parte da

variagcido da car
quando é alta, significa

responsaveis em grande parte, pela
que é alta a correlacdo entre o gendtipo e o fenétipo do

que diferencas geneéticas entre os individuos s&o

variacdo da caracteristica. Herdabilidade alta

significa, também,
individuo, e, portanto @ ob

genético do individuo. A mesma ca
sentar valores de herdabilidade mais elevados. Portanto a

servagao do fenotipo constitui indicagao segura do valor
racteristica em condigdbes ambientes mais

estaveis pode apre
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herdabilidade & um conceito estatistico que varia de uma populagéo para outra,
de caracteristica para caracteristica e de uma época para outra.
Nas tabelas 1 e 2 verificam-se os valores de herdabilidade e correlagbes

genéticas entre as caracteristicas econ0micas da atividade leiteira, segundo

Pereira (1999).

Tabela 1 - Estimativas de herdabilidade para diferentes caracteristicas

econdémicas de bovinos de leite.
Herdabilidade

Caracteristica

Producéao de leite . 0,20 - 0,40
Produgéo de gordura, proteinase solidos ndo gordurosos 0,40 - 0,70
Intervalo entre partos 0,00 - 0,10
Periodo de servi¢co 0,01-0,10
Servicos por concepgao 0,03 -0,07
Tamanho & maturidade 0,35-0,50
Eficiéncia alimentar 0,20 - 0,45
Longevidade 0,05-0,10
Resisténcia & mamite 0,03 -0,35
Velocidade de ordenha 8 ‘11 8 - 0,20

Persisténcia de lactagao
Fonte: Pereira (1999)
A correlagdo genética entre duas caracteristicas mostra a extens&o em que

os mesmos genes afetam a expressao das mesmas. Portanto se duas

caracteristicas economicamente importantes mostram uma correlacao altamente

positiva, a énfase na selecéo devera ser apenas numa, para o methoramento em
ambas. reduzindo deste modo, O numero de caracteristicas a serem

selecionadas.

Tabela 2 — Correlacdo genética entre caracteristicas econémicas em bovinos de

leite.
Correlacdo Genética

Caracteristica = 007 a-067
Producao de Leite/ % de goraura By PR
Produgéo de Leite/ % de solidos na% Jopduresos 6017%2 a002'320
X +of producdo de goraura ;020,80
Produgao de Leite/ produ¢ 20 de solidos ndo gordurosos 0,30 a 0,70

Produgéo de gordura/ produca
Producao de gordural proteina total

Fonte: Pereira (1999)

0,40 a 0,70
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Segundo Ramatho; Santos; Pinto (1997) o termo “grau de sangue” &
c

comumente utilizado para indicar a porcentagem média de alelos de um
a

determinada raca que o rebanho possui. Quando se realiza cruzamento ent
ntre

duas racgas diferentes 0 p
PO ou PC) é aquele que apresenta expressao fenotipica dentro

; roduto é denominado de cruzado ou mestico. Um animal
puro-sangue” (
dos padrbes raciais e $80 obtidos por acasalamentos, por tantas geragoes
exigidas pelas normas de registro de cada raga. O autor salienta que
possa pensar, 0S animais “purc-sangue” s&o altamente

quantas sao
ao contrario do que s€
heterozigotos, apresentando h
caracteristicas morfolégicas marcantes.

omozigose principalmente nos locos que controlam
1.4 - Marcador Genético e QTL (Quantitative Trait Loci)

o do DNA, citagédo de Pereira (1999), vem se popularizando e
escolha para pesquisas que envolvem caracterizagao

O estud
tornando a opgdo de
genética, pois ao contrario das pr

ser analisado anos depois de coletado a
s nucleadas. Além disso, devido a sua grande plasticidade

oteinas, apresenta grande estabilidade, podendo
partir de qualquer tecido orgéanico que

apresenta célula

reflete diretamente as relagées fi
as sao utilizadas para analise.

ido como um segmento cromossdémico

logenéticas entre diferentes individuos, pois
b

mesmo seqiiéncias nao transcrit

Marcador Molecular pode ser defin
ado a alguma caracteristica importante. O que indica que o

ligado ou associ
ativo é o polimorfismo, ot seja, diversas formas, que no

marcador & ou nao inform

caso de um marcador & o namero

limérfico possui varios alelo
genética, pois maior sera a informagédo dos mesmos (maior a

de alelos existente na populagéo. Um marcador

altamente po s e isto dita a sua importancia em

estudos de ligagao
probabilidade de s€ encontra

primeiro passo € & descoberta d
stica de tais marcadores O
ncia de chifres, alteragbes genéticas, producéo de leite e

e outras de ordem qualitativa ou quantitativa) e

r individuos heterozigotos para o locus marcador). O
e marcadores polimérficos, em seguida é a

associacgo estat m caracteristicas importantes (cor de

pélo, presenga ou asé
carne, resisténcia a doencas



posteriormente a localizagao dos genes, sendo tal procedimento denominado de

genética reversa (BISHOP; HAWKIN; KEEFER,1995).

Marcadores moleculares ligados a genes funcionais, sdo denominados de

tipo |, e, marcadores moleculares anénimos, os quais marcam uma determinada

posicA0 em um Cromossomo, sem serem genes funcionais, s&o conhecidos como
tipo . Mais de 2000 marcadores genéticos em bovinos (tipo | e I}) ja foram
identificados. Atualmente, © desenvolvimento de marcadores baseados em

alteracdes em um unico par de bases (“single nucleotide polymorphism” — SNP)

oferecem novas perspectivas para a identificagcdo de QTLs. Os procedimentos
para identificar genes relacionados a caracteristicas de interesse econdmico

podem substancialmente ser divididas em andlise de ligagdo génica com

marcadores tipo | e It (THALER NETO, 2000).

Este mesmo autor comenta que genes candidatos s&o eleitos para a

identificagdo de QTL, baseado em evidéncias de que determinado peptideo
codificado pelo gene influéncia a caracteristica de interesse. O passo mais dificil é
a escolha de genes candidatos adequados, visto que a maioria das caracteristicas

de natureza quantitativas sio influenciadas por varios genes e néo ha garantia de

que no locus que codifica o peptideo venha a ser encontrado polimorfismo

passivel de ser explorado.
Com a inovagao surgida a partir dos métodos de andlise dos marcadores
genéticos, tem sido possivel avancos no estudo de Joci de caracteristicas

quantitativas (QTL). Por definicao QTLs sao regides cromossdmicas relacionadas

com variagoes fenotipicas das caracteristicas quantitativas (PEREIRA,1999).
Varias pesquisas tam sido feitas com intuito de encontrar marcadores
s e QTL para caracteristicas importantes de bovinos, como exemplo,
a doencas, helmintos, carrapatos, tripanossomiase e também para
caracteristicas produtivas, como & producéo de leite (THALER NETO, 2000).
en et al. (1999), encontraram marcadores associados a contagem de
ligados & longevidade produtiva no

moleculare

resisténcia

Hey
méaticas, NOS Cromossomos 5e 22,

células so.
na no cromossomo 2 e a producdo de

cromossomo 3, a porcentagem de protel

leite no cromossomo 29.
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Ashwell et al. (1998), trabatharam com marcador microssatélite em familias

de gado holandés e sugeriram que talvez 0s Cromossomos 6 e 14 possuam QTLs

afetando a produgéo de leite.

Heyen et al. (2003), encontraram QTL no cromossomo 14, afetando a
producéo de gordura € no cromossomo 3 interferindo na producgdo de leite e

gordura no leite. Marcadores associados & contagem de células somaticas,

indicador de resisténcia a mastite foram encontrados nos cromossomos, 5, 7, 22,

e 23. Marcador para longevidade foi encontrado no cromossomo 21.
Ron et al. (1994), trabatharam com microssatélite em uma populacéo de
vacas de leite comercial e encontraram um alelo no cromossomo 21 relacionado

com a maior produgéo de leite € proteina. O efeito de substituicdo alélica foi de

283 Kg de leite e 5,7 Kg de proteinas.

A principal expectativa da aplicagao dos QTLs identificados € a selegdo

auxiliada por marcadores (MAS). A fim de possibilitar a implementacao desta

metodologia torna-se necessario o mapeamento gendmico dos QTLs identificados

e aprimoramento das técnicas estatisticas que permitam um balanceamento

adequado entre as informagdes moleculares e do fenétipo, visando, assim, um

ganho genético (THALER NETO, 2000).

A andlise dos marcadores moleculares possibilita a determinacéo dos alelos

favoraveis e desfavoraveis a produgao de leite, permitindo, assim, uma selecéo

eficiente e rapida. Através da MAS sera possivel selecionar os animais

geneticamente superiores € direcionar os cruzamentos, objetivando progénie com

prevaléncia dos alelos favoraveis a produgdo de leite. Além de proporcionar uma
reducéo de custos ao produtor, pois & selec@o podera ser feita no inicio da vida, o
que possibilitara & tomada de decisoes quanto a finalidade do animal, ou seja, a
sua permanéncia Ou ndo no rebanho, bem como determinar o possivel
cruzamento que levara ao ganho genético. Nao sendo necessario esperar este
animal atingir a idade adulta para conhecer sua eficiéncia produtiva. Outra

m da analise molecular sera identific
iteira de suas respectivas progénies.

vantage ar diretamente o mérito genético dos

touros, sem ter queé aguardar a produgéo le
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intimeras técnicas dentro da biologia molecular estéo disponiveis hoje para a

detecgdo da variabilidade genética ao nivel do DNA e RNA, dentre elas RAPD,

RFLP, SSCP, AFLP, DDRT, dentre outros.
1.5- RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

A técnica de RFLP ou, polimorfismo no fragmento de restricdo, consiste no

corte do DNA gendmico por endonucleases, as quais reconhecem sequéncias

especificas do DNA e clivam a dupla fita em sitios especificos dentro ou ao lado

das seqiiéncias reconhecidas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). Existem

usualmente centenas ou milhares de sitios de reconhecimento ao longo do

genoma para cada endonuclease.
Os marcadores RFLP foram estudados pela primeira vez em meados da
década de 70 em um experimento destinado a detec¢@o de mutactes de DNA de

virus (GRODZICKER et al., 1974 citado por FERREIRA e GRATTAPAGLIA,

1996). O uso de marcadores RFLP se expandiu e hoje é uma tecnica

extremamente (til na area de biologia molecutar.
Os polimorfismos no comprimento de fragmentos encontrados s&o

resultantes de troca de bases, insercdo ou dele¢do nos sitios de reconhecimento
da enzima, causando perda ou criagéo de sitios. O corte do DNA produz muitos

fragmentos de varios tamanhos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).
Os fragmentos digeridos nao podem ser visualizados no gel de agarose,

pois formam um rastro continuo, sendo necessario, o0 uso de uma sonda que deve

ser hibridada ao DNA pelo método de Southern Blot (SOUTHERN, 1975 citado por

FRANCO, 2002). Se um individuo tiver um sitio de restricdo na regido

complementar a sonda, essa marcara dois fragmentos, enquanto que se o outro

individuo nao tiver o sitio de restrigdo, a sonda marcara apenas um fragmento.

Variagdes polimorficas no tamanho de um fragmento de restricdo de DNA

(RFLPs) podem ser tteis como marcadores genéticos nos trabalhos de selegéo.

Polimorfismos observados ocorrem porque o DNA de individuos geneticamente

distintos difere na seqiiéncia de nucleotideos ao longo da fita.
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1.6 - Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR (Polymerase Chain Reaction) &€ uma técnica que possibilita a
amplificacdo de sequéncias definidas de DNA ou RNA in vitro. A reagao usa dois
primers que hibridizam as fitas opostas que flanqueiam as seqiiéncias de DNA
alvo a ser amplificado. A extensao dos primers é catalisada pela Taq DNA
polimerase, uma polimerase de DNA termo-estavel, isolada de uma eubactéria

termofilica, denominada de Thermus aquaticus. Uma série repetitiva de ciclos

envolvendo desnaturacdo do DNA molde, anelamento de primers e extenséo pela

tag DNA polimerase, resulta em um actmulo exponencial de um fragmento
especifico de DNA. Os produtos amplificados de cada ciclo sdo usados como
molde para o préximo ciclo, € 0 nimero de cépias alvo dobra aproximadamente a

cada ciclo.
A PCR apresenta varias aplicagbes, como exemplo: amplificacdo de

fragmentos especificos ou aleatorios, clonagem de cDNA, auxilia no

sequenciamento, diagnostico de doencas, quantificagdo de patdgenos,

quantificagdo de expressao génica e detecgéo de mutacoes.
A PCR possui um grande poder de amplificacdo, teoricamente, uma tnica

molécula pode ser amplificada e produzir grande quantidade de cépias.
A PCR foi criada em 1985 por Kary Mullis (K. Mullis, U.S. patent 4.683.195,

July 1987; U.S. patente 4,683,202, July 1987). Kary Mullis recebeu o prémio
Nobel em quimica em1993, pelo seu trabalho sobre o PCR (HOY, 1994).

A PCR envolve uma complexa interacao cinética entre o molde de DNA, os
primer, dNTPs, tampdo, MgClz € enzima (DNA Polymerase). E uma técnica

extremamente sensivel e que envolve uma minuciosa e criteriosa otimizagao, que

inclui alteragbes nos reagentes e no programa. Sendo necessario modificagées
no tempo e temperatura de desnaturagéo, anelamento, extencao (HOY, 1994). Os

principais problemas encontrados em reagdes ndo otimizadas sdo, a ndo

amplificacédo, a presenca de produtos inespecificos e a formacdo de dimeros de

primer (INNIS e GELFAND, 1990).
Estes autores recomendam a utitizacéo de 1 - 2,5 unidades de Tag DNA
polimerase para cada 100 uf de reacdo. Se a concentragio da enzima for muito
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alta, ocorrera a presenca de produtos inespecificos, se for muito baixa, pode-se

obter pequenas quantidades de produtos. Quanto ao dNTP, recomenda-se a
utilizagao de 20 — 200 uM de cada um. A concentragdo de MgCl, é

extremamente importante, interferindo em toda a reacdo e recomenda-se a
utilizacdo de 0,5 - 2,5 mM. A presenca de EDTA e outros quelantes presentes no
estoque de primer ou na amostra de DNA, podem interferir no contetido de
magnésio, e prejudicar a reagao. O tampao recomendado para a reagdo contém

de 10 a 50 mM Tris — HCL.
Ainda citam que o tamanho dos primers geralmente varia de 10 a 30 pares

de base e contém por volta de 50 — 60% de G + C, devendo-se evitar desenhar

primers com sequéncias que podem formar estruturas secundarias,

principalmente na extremidade 3’ (HOY, 1994). A concentragéo de primer ideal

varia de 0,1 a 0,5 uM. Altas concentracées de primers podem levar a formagéo de

dimeros, pareamento inadequado e conseqiientemente acumulo de produtos

inespecificos. A temperatura € 0 tempo para o anelamento do primer dependem

da composicdo das bases, € do tamanho do mesmo. A temperatura de

anelamento que variam entre 55 -T2
qiiéncia de bases, comprimento, e concentragéo dos

°C, produzem resultados melhores. O tempo

de extensdo depende da sé
primers, sendo maior para fragmentos grandes. A temperatura de extensio
geralmente é de 72°C. Tempo de extensdo de 1 minuto, a 72°C é considerado

suficiente para fragmentos de até 2 Kb.
Os autores ressaltam que as condigbes de desnaturagéo tipica séo 95 °C

por 30 segundos oOu 97 °C por 15 segundos. Desnaturagdo incompleta permite o
reanelamento do DNA reduzindo © rendimento da PCR. Por outro lado, usando

passos de desnaturagdo com temperatura muito alta ou com tempo prolongado
leva a perda da atividade da enzima. O ndmero de ciclos depende da
concentracéo inicial de DNA molde existente; quanto mais moléculas menos

ciclos sdo necessarios.
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1.7 - PCR-RFLP

Apbs a descoberta e otimizacdo 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, 1996).
Neste procedimento 0 DNA é amplificado por PCR, produzindo sequéncias

especificas e o produto amplificado é submetido a digestdo por uma enzima de

restricio apropriada. Como os fragmentos especificos obtidos foram

exponencialmente amplificados por PCR, is
zacdo com sondas marcadas radioativamente

so é suficiente para a sua visualizagéo

no gel sema necessidade de hibridi
(HOY,1994).

1.8 - Polimorfismo Génico do Eixo Somatotrépico

A associagdo do gene que codifica para véarios horménios e fatores de

crescimento do eixo somatotrépico com caracteristicas quantitativas também tem

sido estudada por varios autores.
Devido a grande importancia da proteina GH para caracteristicas

produtivas, os polimorfismos do gene que a codifica sdo bastante pesquisados na

tentativa de encontrar marcadores moleculares.
Varios autores estudaram 0O efeito do polimorfismo do gene GH onde a

troca de um nucleotideo (CTG para GTG) no exon 5 ocasiona a mudanca de

aminoacidos, leucina para valina na posicdo 127 da somatotropina bovina. Para

realizar a genotipagem € utilizada a enzima Alu 1. Sus
atividade metabdlica da molécula

peita-se que a substituicio

do aminodcido leucina por valina pode mudar a
os animais.

de GH e afetar a performance produtiva d

Geralmente a frequéncia do alelo L (leucina) é superior ao alelo V (valina)
em animais Bos Taurus (LUCY et al., 1993; ZWIERZCHOWSKI et al., 2002;
ZHANG et al., 1993 (b); RODRIGUES; GUIMARAES; PINHEIRO, 1997; SABOUR;
LIN; SMITH, 1997) quando estes animais sdo de ragas com aptidao leiteira a

frequéncia do alelo L & ainda maior. O contrario ocorre com bovinos Bos Indicus,
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onde a frequéncia do alelo V & maior (FARIA et al., 1997, RODRIGUES;

GUIMARAES; PINHEIRO, 1997; UNANIAN et al., 2000).
Varios autores estudaram a relag@o deste polimorfismo com caracteristicas
produtivas.
De acordo com Lucy et al. (1993), vacas Holandesas homozigotas para o
alelo leucina apresentaram maior estimativa para a transmissdo da habilidade
produgao de leite comparada com vacas heterozigotas. No entanto para

os melhores resultados foram quando as vacas eram homozigotas

para a
vacas Jersey,

para o alelo valina.
Lee et al. (1996) trabalharam com dois grupos distintos de animais. Um

grupo era constituido de 101 vacas Holandesas selecionadas para a produgéo de

leite e outro grupo continha 49 vacas controle. A presenca do alelo L foi

correlacionada positivamente com valores estimados para a producdo de leite.

Zwierzchowski et al.
para os genes PIT-I, GH e LEP, no entanto, encontraram que o genoétipo VV para
o gene do GH foi favoravel para @ produgéo de leite e produc&o diaria de alguns

componentes do leite.
Sabour; Lin; Smith (1997) sugerem que 0 alelo V é favoravel a transmisséo

(2002) genotiparam 102 vacas Polish branco e preto

de caracteristicas para produgao de leite, gordura e proteina.

Grochowska et al. (2001) pesquisaram a variacdo genética do GH e IGF-I

em reposta ao estimulo de liberagao po
n. Animais com o genoétipo VV apresentaram

r TRH (Hormdnio liberador de Tirotropina)

em bovinos da raga Polish Friesia

maior liberacdo de GH, enquanto que animais LL apresentaram maior liberagéio

de IGF-1. Animais portadores do genotipo VL foram superiores para a producio de
leite e proteina. Concluiram que a liberacéo de GH e IGF-l s&o caracteristicas
hereditarias em bovinos de leite € sao afetadas pelo polimorfismo L/V do gene do

GH.
(2002) trabatharam com bezerros portadores de diferentes

Sorensen et al.
genétipos (L/V) pertencentes as racas Holandés Dinamarqués (286), Vermetho

Dinamarqués (68) e Jersey Dinamarqués
s de GH apds a administracdo de GHRH nos diferentes genétipos.

o LL apresentaram maior liberagao

(61) com o objetivo de analisar as

concentragbe

Concluiram que bezerros Jersey com o gendtip
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de GH em resposta ao estimulo de GHRH. No entanto para as outras ragas nao

houve diferenca para a liberagao de GH.
Marshall e Kim (2000) analisaram os efeitos dos genétipos do gene do GH

e IGF-1, em vacas e bezerros de corte em caracteristicas produtivas. Encontraram

que a cada adigdo do alelo L no genétipo aumentava o peso a desmama dos
bezerros.

Moody et al
aumento significativo no ganho de peso do nascimento a desmama de bovinos da

(1996) observaram que O alelo V esta associado a um

raca Hereford.
Unanian et al. (1994) genotiparam animais para o polimorfismo no gene do

GH, localizado no exon 5, utilizando a enzima de restriggo Hae lll. As freqiéncias

dos gendtipos para os 184 touros de 8 racas distintas foram, 0,03 para o gendtipo
FF; 0,08 para o genotipo EF, e 0,89 para o genoétipo EE. O alelo F foi detectado

apenas nas ragas Brahma, Holandés e Wagyu.
Outro polimorfismo bastante estudado do gene do GH esta localizado no

intron 3, na posi¢cao 1547, onde ocorreu uma troca de C por T, a enzima utilizada
é a Msp1 (C
mutagéo do gene GH varia de acordo com o autor. Geral
um sitio da enzima é reconhecido

CGG). A denominacdo para os alelos encontrados para esta
mente o alelo normal é

denominado de +ou C e o alelo que perdeu

como —ou D.

Jorge e Lama (1998) trabalha
icas de 0,67 para o alelo + e 0,33 para o alelo -.

ram com 120 novilhas da raga Girolando 3/4

e encontraram as frequéncias alél
Dybus (2002) trabalhou com o polimorfismo no gene do GH e PRL. O

polimorfismo do gene do GH é o descrito acima. Um total de 1086 vacas Polish
Friesian branco e preto foram genotipadas. As freqiiéncias alélicas encontradas

foram, 0,873 para o alelo + e 0,127 para o alelo -. Vacas com o genétipo +/+,

apresentaram maior

Zhang et al.
qiiéncia para o alelo D de 0,26 para

ram homozigotos para o alelo C.

produgao de leite, gordura € proteina.
(1993, a) genotiparam animais para o polimorfismo Msp |, e

encontrou a fre os 35 touros Holandeses
e todos os trinta bovinos Hereford fo

genotipados
m com o polimorfismo do intron 3 do

t al. (1997) também trabalhara

Faria e
re. Encontrou 60 animais -/~ e 20 -/+,

gene GH, com 80 bovinos da raca Nelo
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sendo as frequéncias alélicas de 0,875 e 0,125 para os alelos — e +,

respectivamente.
Rodriguez (1996) citado por Faria et al. (1997) trabatharam com animais

Gir selecionados e ndo selecionados e encontrou a freqiiéncia de 0,967 e 0,948

para o alelo — nas respectivas populagdes.

Rodrigues; Guimaraes; Pinheiro (1997) trabatharam com animais da racga

Nelore, os quais apresentaram maior freqiiéncia para o genoétipo -/-, enquanto que

em Chianina o genoétipo predominante & o heterozigoto +/-. As freqiiéncias
alélicas encontradas foram de 0,22 € 0,63 para o alelo + nas racas Nelore e

Chianina respectivamente.

Observagoes de Sabour; Lin; S
ram de 0,13; 0,10; 0,00 e 0,30 para touros

mith (1997) mostraram que as freqiiéncias

encontradas para o alelo D fo
Holandeses, vacas doadoras de embrido, touros Ayrshire e touros Jersey

respectivamente. O potimorfismo no locus CD foi associado com a caracteristicas

estimativa da habilidade de transmissdo de leite (ETA), sendo o alelo C menos

frequente em touros com baixa habilidade.
Hoj et al. (1993) encontraram maior frequéncia do alelo D em bezerros Red

Danish selecionados para alta produgéo de gordura no leite (0,28) em relagéo a

bezerros selecionados para baixa pr odugdo de gordura no leite (0,05). O autor

sugere que a selegdo para o aumento da quantidade de gordura no leite pode ser

feita com o aumento da frequéncia do alelo D na populacgado
Gargalhone (1999) trabalhou com 116 vacas da raga Holandesa e

cruzadas (Holandés x Gir), encontrando frequéncias de 0,2063; 0,4762; 0,3175
0.3396- 0 4717; 0,1887 para 05 genotipos CC, CD e DD para animais cruzados e

efeitos de su
minuicdo de 386,5 quilogramas de leite no final da

puros respectivamente. Os bstituicdo alélica demonstram que para

cada alelo D, ocorre uma di
lactagdo. Os valores para duraggo da lactag

total de gordura foram maiores em animais CC.
Borges (1997) trabalthou com bovinos Nelore e cruzados e verificou o

polimorfismo do gene GH presente no intron 3. Encontrou freqiiéncias altas do

alelo C em ragas européias, enquanto que a fre
tre as duas racas a frequéncia de

o, produgdo total de leite e producdo

quéncia do alelo D é maior na

raca Nelore. Quando é feito O cruzamento en
21
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heterozigoto na progénie € alto. Ocorreu diferenga significativa no ganho de peso
do nascimento a desmama favorecendo bezerros portadores do gendtipo CD
comparado com bezerros com o genotipo DD.

Aggrey et al. (1998) utilizaram amostras de sémen de 128 touros

Holandeses e pesquisaram o polimorfismo Msp | do gene GH, (fragmento de 345

pb). e o polimorfismo Alu | do gene do receptor de GH com caracteristicas
importantes para a producac de leite. O polimorfismo do gene do GH estudado,
ndo apresentou correlagao com produgdo de leite, gordura ou proteina. O
polimorfismo Alul do GHR foi associado com a producéo de leite. A combinagao

dos gendtipos GHR (--) e GH (+-) proporcionou um aumento na producio de

proteina no leite, demonstrando a importancia da interagao entre alelos de genes

diferentes.

Unanian et al. (
Nelore. Trabalharam com trés polimorfismos existente no gene GH, Msp |, Hae Il}

e Alu I, ja descritos anteriormente. Os resultados indicam que os polimorfismos
Msp | e Alu | estdo relacionados com ganho de peso a partir dos 12 meses de
idade. Os animais portadores dos genétipos DD e AA para os polimorfismos Msp |

2000) realizaram um estudo com 211 machos da raca

e Alu ganharam mais peso que oS outros animais. As freqiiéncias alélicas
encontradas foram de 0,85 € 0,15 para os alelos D e C (Msp I); 0,92 e 0,08 para
os alelos A e B (Alu l) € 0,98 e 0,02 para os alelos F e E (Hae IIl)

respectivamente.

Variagbes na seqliéncia do gene do GH foram investigadas por Yao et al.

(1996) usando a técnica de SSCP (polimorfismo de conformacgéo de fita simples).

Um total de 6 polimorfismos foram encontrados em amostras de 128 touros
Holandeses. Dois polimorfismos mostraram-se associados com a produgao de
leite. O primeiro, ocorre no intron 3 (T— C), denominado de GH4.1 e o segundo

no exon 5 (A-C), deno

mostraram-se favoraveis a
substituicdo alélica para 0S dois alelos favoréveis foram similares, com mais ou

menos 300 Kg para a producao de leite, 8Kg para quantidade de gordura e 7 Kg

para proteina por lactacéo.

minado de GH6.2. Os alelos GH4.1c e GH6.2a

produgao de leite gordura e proteina. Os efeitos de



Hallerman: Nave; Kashi (1987) trabalharam com RFLP com os genes do
GH e prolactina em duas populagdes de bovinos, uma leiteira, Holandés-Friesian

e uma raga sintética de corte (Baladi x Simental x Hereford x Charolais). A maioria

dos RFLPs encontrados séo aparentemente conseqiiéncia de uma inser¢éo ou
delecdo localizados na regiao downstream do gene estrutural.

Falaki et al. (1996) estudaram 0s efeitos do RFLP para os genes do GH e
GHR e correlacionaram com mérito genético para produgdo de leite em touros
ltalianos Holandeses Friesian, utilizando as enzimas Tagl e Msp |. Nao

encontraram resultados significativos.
O receptor de GH apresenta um papel importante na regulagéo da agéo do

GH e por isso o gene do GHR & considerado um gene candidato associado com a

producgdo de leite em bovinos.
Moisio et al. (1998) identificaram polimorfismos na regiéo flanqueadora 3’

do gene GHR. Comparou a seqliéncia encontrada com seqliéncias previamente

publicadas. Encontrou uma insercdo de 8 pb (GHRazo), um segundo sitio com

auséncia de 5 pb (GHRa11) @ um terceiro sitio com insergd@o de 14 pb (GHRazs). As

frequéncias alélicas variaram entre ragas nativas e ragas de leite comerciais.

Ge et al. (2000) encontraram 4 SNP (Single Nucleotides Polimorphisms),
através do alinhamento de sequéncias. As posigdes dos SNPs s&o: 76 (T —C),
200 (G — A), 229 (T— C), 257 (A — G). Os SNPs, da posi¢do 200 e 257 altera a

" codificacdo dos aminoacidos de Ala (GCC) para Tre (ACC) e de Ser (AGC) para

Gli (GGC). Os outros SNPs ndo causam mudancas nos aminoacidos.

Hale et al. (2000) trabalharam com microssatélite, e encontrou dois alelos

um menor com 11 repeticdes co
ticoes consecutivas de TG, predominante em Bos

nsecutivas de TG, comum em Bos Indicus € um

alelo maior com 16 a 20 repe
Taurus. Constatou qué O alelo menor estava relacionado com maior peso a

desmama e ao abate.

Muitas acdes d
na), portanto © estudo dos polimorfismos que codificam a

o GH sdo mediadas via IGF-l (Fator de crescimento

semelhante a insuli
proteina IGF-I & IGF-IR também s80 muito importantes.
Ge et al. (2001) avaliaram o polimorfismo na regido promotora do gene
IGF-I, e associou com concentracao sérica de IGF-l, e caracteristicas de
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crescimento em bovinos da raga Angus. Foram genotipados 760 bezerros,

encontrando uma frequéncia de 63,9% para o alelo A e 36,1% para o alelo B.

Bezerros com o gendétipo BB apresentaram menor concentragéo sérica de IGF-l e

com maior ganho de peso durante os primeiros 20 dias apos a desmama que
bezerros com o gendtipo AA. Portanto foi observada uma correlagédo genética
negativa entre a concentragdo sérica de IGF-I e peso corporal. Santos (2003),
encontrou relagéo positiva do alelo A com a producdo de leite em bovinos da raga
Girolando.

Marshall e Kim (2000) analisaram o0s efeitos dos genétipos do gene do GH
e IGF-I, em vacas e bezerros de corte em caracteristicas produtivas. Para o
polimorfismo do gene IGF-1, localizado na regido 5’, observou que vacas com o

genétipo AtA1, produziram mais leite e progénies mais pesadas que vacas com o

genotipo AsAz ou AAz.
Moody; Pomp; Barendse (1995, a) pesquisaram o polimorfismo do gene

IGF-IR bovino utilizando a enzima Taq |. Encontraram que o alelo A parece estar

fixado em bovinos Bos Taurus € 0 alelo B é encontrado apenas em bovinos Bos

Indicus.

O GHRH e seu receptor também s
os animais domésticos. Sendo assim, o estudo

5o fatores importantes na regulagéo de

varios processos metabdlicos d
dos polimorfismos dos genes que os codificam, de extrema importancia.

Moody; Pomp; Barendse (1995, b) usando a técnica de PCR-RFLP,

um fragmento de 455 pb no gene do hormdnio liberador do horménio

amplificaram
escimento, e utilizando a enzima de restricdo Hae lll, encontrou dois alelos,

do cr
H esta localizado no cromossomo 13.

denominados de A e B. O gené do GHR
Connor et al. (1999) trabalharam com um polimorfismo do receptor do
horménio liberador do hormonio do crescimento (GHRH-R), o qual esta localizado

no cromossomo 4. A frequéncia do alelo A foi de 100% em Bos Indicus e Gelbieh,

e 0% para Hereford € Angus.

Outro fator importante para a regulaggo do eix
ville et al. (1997) estudaram O polimorfismo no gene PIT-1, e encontraram

ior produgdo de leite e proteinas em bovinos

o somatotrépico é o PIT-1.

Rena
que o alelo A esta relacionado ama
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da raca Holandesa. Capparelli (2003) nao encontrou correlacéo entre este

polimorfismo e a produgao de leite em bovinos da raga Girolando.

1.9 — Regulagdo do Eixo Somatotropico

O hormoénio do crescimento € sintetizado no lébulo anterior da glandula

hipéfise, mais precisamente na hipéfise anterior ou adeno-hipéfise. Esta porgéo

da glandula encontra-se em estreita relagdo com o hipotélamo, possui uma

vasculariza¢do especializada — 0 sistema porta-hipotalamico-hipofisario — e atua
através de fatores liberadores (‘releasing hormones”). A partir de determinados
grupos de células nervosas do hipotalamo, s&o formados peptideos especificos

que estimulam ou inibem a secregéo de determinados hormdnios em células do

[6bulo anterior da glandula hipéfise. As celulas que formam os fatores

estimuladores € bloqueadores no hipotalamo contém receptores que detectam

variagées nas concentragoes hormonais, e reagem de acordo com o aumento ou

queda da secregao destes fatores. A secregdo do GH é estimulada por um fator
liberador de GH do hipotalamo (GHRH), e blogqueado por um fator bloqueador de

50, a somatostatina (SS) (KLOB, 1984 citado por FRANCO, 1999).

secrec
e secretado como um peptideo de 44

O GHRH ¢ predominantement
aminoéacidos. A SS € secretada predominantemente como um peptideo de 14

aminoacidos (MC MAHON et al., 2001).

Soliman et al. (1997) trabalharam com cultura de células da glandula
adenohipdfise de bovinos da raga Holandesa e demonstraram que hGRF, bGRF
liberador do hormonio de crescimento humano, bovino) e seus
res da secre¢do de GH bovino.

(1993) trabalharam com cultura de células da

(horménio
analogos, séo potentes estimulado
Farmer, pommier; Brazeau

glandula hipéfise de suinos de varias idades, constatou que GRF estimula e SRIF

inibe a liberagao de GH de forma dose dependente.
A concentragéo de GH endbgeno no sangue € outros tecidos é regulada
por um sistema de retornos, “feedback’, que opera através de uma cascata de

monal que regula a secregao
o primeiro através do IGF-1 que inibe a secregdo de

secregao hor do GH. O GH possui dois provaveis

mecanismos de steedback’,
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GH nos somatotrofos, e o segundo & via secregéo de SS sendo a Galanina e o

NPY, os mediadores de GH até o hipotalamo (MC MAHON et al.,2001).
Um exemplo do mecanismo de “feedback’” por IGF-1, ocorre em animais

com deficiéncia no receptor de GH, as concentragoes plasmaticas de GH estao

elevadas, e as concentrages de IGF-1 estao baixas. Em geral as concentragtes
de GH e IGF s#o correlacionadas, pois 0 GH, estimula a liberag¢éo de IGF, e IGF
eém concentragdes elevadas inibe a liberagéo de GH (CHASE et al.,1998).

Além do GHRH, SS e IGF-I existem outros componentes que influenciam

na secrecdo de GH, denominados de Peptidios Liberadores de Horménio de

Crescimento (GHRPs). Os GHRP -1, -2 -6 estimulam a secregédo de GH em
bovinos, sufnos e ovinos. O GHRP-6 atua elevando a secrec&o de GH

diretamente nos somatotréfos e indiretamente via estimulacéo da secregcao de

GHRH (MC MAHON et al.,2001).
Estes mesmos autores citam que a Dopamina, Neuroepinefrina,

Serotonina, Horménio liberador de Tireotropina (TRH), Acetilcolina (ACh),
Neuropeptidio Y (NPY), Galanina e Leptina, séo também alguns exemplos de
GHRPs, que atuam estimulando ou inibindo a liberagdo de GH. A Dopamina inibe
a secregao de GH atraves do estimulo & liberagéo de SS via receptor D1, e
bloqueia a secregéo de GH nos somatotrofos via receptor D2. A neuroepinefrina
inibe a secregéo de GH através do estimulo & liberagéo de SS via receptores
adrenérgicos o1 € B adrenérgicos € estimula a secre¢éo de GH via receptores
adrenérgicos oz. A serotonina, ACh e a Galanina atuam elevando a secregéo de
GH mediante o estimulos a0 GHRH. O TRH é um tripeptideo que também eleva a
secregdo de GH. O NPY estimula a secregéo de GHRH e SS, provavelmente isso

ocorre devido a um «teedback” do GH. A leptina estimula a secrecdo de GH,
vés do aumento da secrecdo de GHRH. Alguns amino&cidos

provavelmente atra
to, n-methyl-d,I-aspartato (NMDA), 4cido

neurotransmissores, aspartato, glutama

aminabutirico y (GABA), também estimulam
50 ao seu receptor (GHRHR), o qual esta

a secregdo de GH.

O GHRH age através da liga¢
ulas da hipofise anterior. Connor; Ashwell; Dahl

presente principalmente em cél

(2002) trabalharam com expressao génica do receptor de GHRH em tecidos do
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flium, ovério, hipofise, hipotalamo, testiculo, pancreas e figado, e encontrou

expressao apenas na hip6fise e muito pouco no hipotalamo.

Aumento da concentragéo de AMPc ou Ca*? estimula a secreggo de GH.

Quando o GHRH se acopla ao seu receptor ocorre 0 aumento dos niveis celulares
de AMPc, com isso ocofre 0 aumento do fator de transcri¢éo pituitério especifico
PIT-1. O PIT-1 possui um sitio especifico de ligag@o para o gene que codifica o
GH, estimulando a transcrigdo do gene do GH (KOPCHICK e ANDRY, 2000).
Sequéncias de cDNA do receptor de GHRH de bovinos alinhadas com

seqliéncias de ovino, suino, humano, rato e camundongo apresentaram 93, 90,

89, 87,e 85 % de homologia respectivamente, indicando que a estrutura e fungéo
destes receptores ¢ altamente conservada entre estas espécies (CONNOR;

ASHWELL; DAHL, 2002).

O GH bovino é uma protein
(1997) pertencente a familia dos hormonios somatolactogénicos que incluem a

Prolactina e o hormonio Lactagénico Placentario (BURTON et al., 1994).

A protefna do GH exerce uma acdo direta ou mediada via produgéo de
edina (IGF-I), no tecido alvo apos a ativagdo do sistema de transdugéo
0. Os resultados obtidos de estudos

a de 191 aminoéacidos, segundo Secchi et al.

somatom

de sinal dentro da célula pelo hormoni
fisiologicos in vivo com a administragéo de GH recombinante mostraram que em

bovinos, o hormdnio € capaz de exercer uma grande variedade de efeitos sobre
diferentes tecidos levando @ maior disponibilidade de metabdlitos (proteinas,
acidos graxos, glicose) e minerais circulantes (BURTON et al., 1994). O GH &

em granulos secretorios nos de somatotrofos.

armazenado
produgdo de leite, € importante para

O GH estimula 0 crescimento 0sseo, @
o sistema imune, auxilia o desenvolvimento do sistema imune fetal bovino,
modula emogoes € comportamento, sendo também importante para as fungées

cardiacas (KOPCHICK e ANDRY, 2000).
A Figura 3 mostra o controle da produgdo e secregdo do GH, suas

moléculas ativadoras € inibidoras € 08 principais locais de ag&o. O hipotalamo,

libera GHRH e SS, que atuam nos somatotrofo
de GH respectivamente. O GH produzido exerce sua fung@o em varios 6rgdos e

s estimulando e inibindo a sintese

estimula a sintesée de IGF-1.
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Hipotalamo

SS (-) l (+) GHRH
U GHRH-R
y PRL, TSH
b (+) (

)
/('mRNAGH ?—r)\Pmﬁ/v

[GF-I IGF-IR
> I

Hipofise
) »

Desenvolvimento da
Hipofise
GH > Tegdo
adiposo
—v ¢
Orgiios :
Glinduls Figado - Ossos Reprodutores Musculo

Mamaria ’

rando interagoes entre alguns genes que participam da via

: ost - w ;
Figura 3 — Esgﬁemzen;egulacio da expressio do GH, na glandula Hipofise. O circulo
meta(liao lcgresenta um somatotrofo. O sinal (-), representa um estimulo negativo
grande re

' inal (+), um estimulo positivo; [y
a m determinado gene € O Sina +), :
pi]a; e’;l;fre:;:;’tii lilntera(;ées proteina receptor (adaptado de FRANCO, 2002)
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O GH apresenta importante agao lipolitica, inibindo a sintese de enzimas

lipogénicas no tecido adiposo e estimula a transcricdo de genes para a sintese de
acidos graxos (BESWICK e KENNELEY, 1998, citado por HULL e HARVEY

2001).

A administragdo de somatotropina sinté
pelo tecido adiposo, e esta que normalmente

tica suina (pST) em suinos provoca

a diminuigéo da utilizagéo de glicose
era utilizada para a lipogénese serd redirecionada para outros tecidos
musculo (ETHERTON e BAWMAN, 1998).

primariamente para 0
encontraram maior concentragéo plasmatica de GH

Kazmer e Oyler (1991)

no inicio da lactagao, enquanto que no final da lactagd@o ocorre um decréscimo
Isto ocorre, pois, no inicio da lactagdo, a mobilizagdo de energia estocada no

tecido adiposo é direcionada para a produgéo de leite. No final da lactagdo ocorre

a deposicdo de energia na forma de tecido adiposo preparando o animal para a
lactagdo subseqiiente, confirmando a agdo lipolitica do GH.

Devido a sua agao lipolitica, 0 GH apresenta um papel vital na regulagéo
ecrecdo de GH € reduzida em animais obesos, € isso se da
devido a resisté GHRH. A leptina reduz o apetite e o
| e age estimulando a secrecdo de GH (MC MAHON et al., 2001).

), o GH secretado pela hipéfise entra na
aredes dos capilares. Entre outras agées do

do peso corporal. A's
ncia dos somatotrofos ao

peso corpora
Segundo Burton et al. (1994
circulagéo periférica por frestas nas p

horménio do crescimento, de acordo €om
por Burton, (1994), uma de grande importancia é sua agao no figado estimulando

ando a glicosé sangui
dos carboidratos, tornando disponivel

Page; Diequez; Scanlon (1994), citado

a gliconeogénese, aument nea e promovendo nas vacas em
lactagio, a regulagéo do metabolismo

e de lactose pela glandula mam
de acidos graxos livres ndo esterificados

grande quantidad aria. Ressalta-se também o

o, mobilizando reservas

efeito lipolitic
upando as reservas de proteina.

como fonte de energia alternativa, po

O aumento na concentragéo d
anima
to de gordura e aumento na produgéo de

e GH é economicamente importante para a

industria de produtos de origem |, pois estad associado ao crescimento

répido. diminuigdo de armazenamen

leite.
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O GH é hormonio galactopoiético mais importante em vacas e comumente

utilizado para aumentar a produgdo de leite (HULL e HARVEY, 2001). As
propriedades galactopoiéticas do GH recombinante s&o explicadas por alteragdes

na sensibilidade dos tecidos alvos devido a agbes hormonais. O GH aumenta o

fluxo sanguineo na glandula mamaria, o fornecimento de nutrientes e a
capacidade sintética do tecido mamario secretor (Figura 4) (BURTON et al.,1994).
O GH atua diretamente na glandula mamaria, pois 0 mMRNA e a proteina de

seu receptor sdo encontrados ha glandula de ruminantes e em outras espécies

(HULL e HARVEY, 2001).
Flint e Gardner (1994) examinaram os efeitos da deficiéncia de GH e PRI,

no tecido mamario de ratos lactentes. Utilizaram a bromocriptina para suprimir a

secregso de PRL e um anti-soro de GH para inibir a agao do GH. Tratamento com
bromocriptina provocou um decréscimo de 57 %, na produgao de leite, 81 % na
producéo de lactose € 47 % na produgao

caiu. Isto sugere o impo
H provocou um decréscimo de 24% na

de proteina, contudo, a produgéo de

gordura no leite ndo de rtante papel do GH na manutengao

da gordura do leite. A deficiencia do G

leite. Quando ocorria a falta de G
confirmando, assim, a grande importancia do GH e

produgéo de H e PRL, o decréscimo na

producao de leite foi de 88%,

PRL na regulago da sintese do leite.

A administrag@o de somatotropina sintética bovina (bST) em vacas de leite
provoca aumento de produgao de leite em 10 a 15 % . A produgio de leite
primeiros
Se o tratamento for interrompido a produgio

aumenta gradualmente nos dias de tratamento com bST e atinge o pico

méximo durante a primeira semana.
retorna gradualmente a0S valores iniciais. O tratamento com bST provoca
m aumento do pico e duracdo da

rva de lactagao resultando €

alteracéo na cu
proteina e lactose) n&o € alterada. O

composi¢ao do leite (gordura,
fator que mais afeta a produgao de leite em resposta & administragdo de bST é a
melhores resultados encontrados com animais

(ETHERTON e BAWMAN, 1998). Além deste,

lactagéo. A

qualidade do manejo, sendo 05

submetidos a excelente manejo

e, estagio do ciclo estral e gestagao no momento do

outros fatores como a idad
tratamento pode afetar 2 produgéo de

1994).

leite em resposta ao rboGH (BURTON et al.,
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A Figura 4 resume as agoes bioquimicas produzidas pelo bGH nos tecidos

durante a lactagdo, observadas a partir de estudos com horménio de crescimento

recombinante bovino.

<— rbGH
Adipaocitos
v T (+) Glicerol
(+) Acidos sanguineo
graxos livres \
Figado
(Gliconeogénese)

Tecidos Periféricos
Hiperglicemia/ Hiperinsulinemia

f

(+) Glicose (+) IGE-1
Sanguinea Plasmatico
v

(+) Fluxo Sanguineo

v

Glandula Mamdria
(+) IGF-T local
v / (-) involugdo mamaria v
(+) Sintese  <— Glicose
de lactose \ sanguinea
—p
" (*) Sintese de (+) Produgdio de leite

gordura no leite

|, Fontede energia

das propriedades lipoliticas e diabetogénicas do bGH e sua

' . ema
Figura 4 - Esqu da produgso de leite (adaptado de Burton et

influéncia no aumento

al.,1994).
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A nutricéo apresenta o maior papel na regulagéo dos niveis circulatérios de

GH, IGF-l e suas respectivas proteinas de ligagao e receptores de membrana
celular. O aumento na frequéncia de pulsos de GH é observado com maior

suplementagéo de proteina (RENAVILLE; HAMMADI; PORTELE, 2002).

Os efeitos biologicos da ST podem ser classificados como metabélicos ou

somatogénicos. Efeito somatogénico é devido ao estimulo a proliferagéo celular,

mediado por IGF-I. O efeito metabolico envolve uma variedade de tecidos e o

metabolismo de todas as classes de nutrientes (carboidratos, lipidios, proteinas e

minerais) (ETHERTON e BAWMAN, 1998).

A eficiéncia alimentar & melhorada com a administ
iferentes tecidos profundamente modificada.

ragdo de GH, sendo a

distribuicso dos nutrientes entre os d

O GH provoca o aumento da lipdl
degradacio de proteinas € estimula o crescimento 6sseo (RENAVILLE;

HAMMADI; PORTELE, 2002).
Connor et al. (2002), trabatharam com administragao de bST em novilhas e

tragsio de GH aumentada 15 vezes em relagéo ao grupo
40 na expressdao do mRNA

ise e da sintese protéica, decrescimo da

encontrou a concen
mesmo experimento nao houve redug

controle. Neste
e tratamentos com bST nas dosagem

do receptor de GHRH. Sugerindo qu

trabalhadas nao induz o “feedback” nega
T age na glandula mamaria € desconhecido,

tivo para a liberagao de GHRH.
O mecanismo pelo qual a S
e via IGF-L. Devido as alteragbes na curva de

mas parece ser indiretament
ta a sintese de componentes do leite por

lactagdo sabe-se queé O bST aumen
célula e auxilia na manutengdo das células secretoras. O IGF-I aumenta

o sanguineo, € este efeito parece S
). Além disso o IGF-I exerce um

er mediado pela produgao

drasticamente o flux
ico (Etherton € Bawman, 1998

local de 6xido nitr
as causando a expansdo clonal do

co nas células diferenCIad

efeito mitogéni
figado, 0ss0, glandula maméaria e outros

células. E produzido pelo
ICK e ANDRY, 2000).

pitético ou fator de sobrevivéncia para

nimero de
tecidos em resposta ao GH (KOPCH
O IGF-l é descrito como anti-apo

o células epi
undongos quando ocorre deficiéncia de GH

muitos tipos CGIUIares; incluind te"als da gléndu,a maméria. Fllnt et

al. (2001) demonstraram que em cam  oa
involugao da glandula mamaria via apoptose apesar da

e prolactina, acontece @
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sintese de leite continuar. Observaram aumento na concentragéo de IGFBP-5 nas

células da glandula mamaria apos induzir a involugdo através da retirada dos

filhotes. Sugeriu que a IGFBP-5 inibe a interagdo de IGF-I ao seu receptor,

culminando na morte celular. Concluindo que o GH age estimulando a sintese de

IGF-I e a prolactina suprime a expressao de IGFBP-5.

Sorensen e Knight (2002) trabalharam com vacas de leite com o objetivo
de investigar a concentragao dos horménios e sua relagdo com a duragdo da
lactacao, pois ao contrario da produgdo de leite, fatores que regulam a

a lactagdo sao desconhecidos. Sabe-se que a persisténcia da

persisténcia d
s, € deprimida em vacas

lactagdo é melhor em novilhas que em vacas madura

gestantes e com nutricado de baixa qualidade e é uma caracteristica hereditéaria.
Encontrou correlagdo positiva entre as concentragbes de GH e IGF-l e a

persisténcia da lactagdo. AS observagdes endécrinas sdo consistentes com

plicados em roedores, onde GH, IGF-I e prolactina

mecanismos previamente €X
encgdo da sobrevivéncia celular. A apoptose ocorre devido

interagem para a manut

a agéo inibitoria de IGFBP a agdo de IGF-1, como resultado do afastamento da

prolactina.
(1996) estudaram 05 efeitos da administragdo de GH

Jammes et al.
s lactentes, observou os niveis de GHBP,

recombinante bovino (bGH) em ovelha
receptores de membrana € mRNA do receptor de GH. Nao ocorreu modificagdo

em nenhum dos fatores estudados. No en
leite e nos niveis plasmaticos de IGF-I. O autor sugere que o aumento na

ocupagao dos receptores de GH devido a administragao de bGH é suficiente para

os niveis de IGF-I.

tanto ocorreu aumento na produgéo de

induzir a elevagéo d

Bovinos possuem 60 Cromossomos, send
ménio do crescimento bovino esta localizado no cromossomo 19q

7 gt (SECCHl e BORROMEO, 1997). O gene do GH bovino é
5) e 4 introns (A-D) (TUGGLE e TRENKLE, 1996), e

(GORDON et al., 1983).
ne do GH é expresso de maneira diferente

o 58 autossémicos e 2 sexuais, e

o gene do ho
ha localizagéo 1
constituido de 5 exons (1-
possui aproximadamente1793 pb

Enquanto que em humanos 0 g€
em tecidos distintos (gene hGH-N na p
coridnicos CS-A e CS-Bna placenta) em

ituitaria, hGH-V e genes somatotropicos

bovinos assim como em todos os outros
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mamiferos nao primatas o gene GH parece ser transcrito em células especificas

da hipéfise anterior, denominadas de somatotrofos (SECCHI e BORROME, 1997).
Gordon et al. (1983) encontraram uma regidao conservada entre ratos e

humanos com 40 pb, na regiéo 5" que flanqueia o gene. Esta regido conservada

pode ser uma importante seqiiéncia envolvida na regulagéo da transcrigdo do

gene do GH.

O bGH (GH bovino) pos
0 GH ovino (KOPCHICK e ANDRY, 2000). Secchi e Borromeo (1997) alinharam

com varias espécies e encontrou total identidade entre o GH

sui 75% de homologia com GH humano, 99% com

seqiiéncias do bGH
de ovinos e caprinos, e estas diferem do gene do GH bovino em apenas 2

residuos. Quando alinhado com GH de primatas ocorreu uma diferenga em 64

residuos. As diferengas com peixes € passaros foram grandes.
Varios estudos demonstram qué alguns parametros da secrecdo de GH em

bovinos, ovinos e suinos (frequiéncia de picos, secrecéo total diaria, resposta a
estimulos de GHRH) apresentam alta correlagdo genética (PARMENTIER et al.

1999). Woolliams; Angus; Wilson (1993), constataram que bezerros de leite com
altos valores genéticos (PBV) para produgdo de gordura e proteina no leite,
centragao basal de GH maior e também respondiam melhor &

apresentavam con
de GH) que bezerros com baixo valor

administragdo GRF (fator dé liberagé@o
PRL secretados podem ser validos para a

genético. A quantificagdo de GH e
predigdo do valor genético de touros leiteiros (KLINDT, 1988). Kazmer e Oyler

(1991) constataram maior concentragéo
indice genético para produgdo de leite do que em vacas com baixo indice.

A habilidade do GH em promover Seus varios efeitos depende da interagéo

do horménio com proteinas dé ligago especificas. A mais importante parece ser
o de crescimento (GHR) (KOPCHICK e ANDRY, 2000).
trados em hepatdcitos, adipdcitos,

de sérica de GH em vacas com alto

o receptor do hormoni

Receptores de GH estao sendo encon
gos fibroblastos, condrocitos € osteoblastos de varias espécies

linfécitos, macrofa

(BURTON et. al., 1994)-
A forma soldvel do dominio extracelular do GHR encontrada no soro é a

ro
GHBP (proteina ligadora de GH), uma p > = amin
resulta fjpa proteélije de uma molécula de GHR. O significado biol6gico da GHBP

teina de 255 —273 aminoacidos que
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nao esta completamente entendido, esta molécula aumenta a meia vida do GH no

soro diminuindo a taxa de degradagao do GH. Mais de 60% do GH circulante esta

ligado com a GHBP. O GH é lierado pela hipdfise de maneira pulsatil e a GHBP
atua como um reservatorio, capturando o GH no soro todo o tempo (KOPCHICK e

ANDRY, 2000; JAMMES et al.,1996; BAUMANN; AMBURN; SHAW, 1988).
O GH se liga ao seu receptor por um mecanismo que possui dois passos.

Primeiro ocorre uma ligagéo de alta afinidade com o primeiro GHR, ent&o ocorre
uma segunda ligagao com menor afinidade com o segundo GHR. Com isso ocorre
a dimerizacdo dos receptores, formando um complexo constituido de dois
receptores e uma molécula de GH, causando a ativagdo de duas moléculas de

JAK2. O maior caminho de sinalizagdo do GH é através das proteinas STAT, em

particular STAT 5. Outro mecanismo de sinalizag@o em resposta ao GH inclui as
proteinas SOCS, as quais inibem a sinalizacdo do GH (KOPCHICK e ANDRY,

2000). Estas proteinas estimulam a transcrigao de alguns genes como o IGF-l em
resposta ao GH (ARGETSINGER, 1996).

Stat 5 possui um papel importante na sinalizagdo hormonal nas células da
a. A produgdo de IGF-l esta diretamente associada a ativag&o da

glandula mamari
ente induzem a ativagéo da proteina

Stat5. A prolactina e o GH independentem

Stat 5 em cultura de células da glandula ma
a amamentagdo, chegando a zero, 72 horas

maria. A ligagdo do Stat 5 ao DNA foi

reduzida 24 horas ap6s o término d
apés (YANG; KENNELLY; BARACOS, 2000).

Hormanios esteroides regulam @ express
aumento da ligagdo do GH a membrana do tecido

de GHR em ratos. Corticoesteréides e

de GHR hepético, enquanto que a

a0 de receptores de GH. Terapia

com estrégeno resulta no

hepatico em vacas, € eleva @ expressao

Dexametasona promovem O aumento

ovoca a diminuigao. Durante a
do de ratos. A concentragdo de GHR

estacdao ocorre
testosterona pr gestag aumento no

ntimero de GHR e niveis de mRNA O figa
m o estado nutricional, decaindo com a

esta diretamente correlacionada €0
desnutrigao (KOPCHICK e ANDRY, 2000).
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1.9.1 - Efeitos do GH na Mamogénese

O desenvolvimento da glandula mamaria ocorre em fases distintas, f;
, fase

fetal, puberdade, gestagéo e lactagao.
bovinos sao formadas durante a fase fetal. O tecido epitelial &€ rudimentar ate os 2
0s

e. No periodo pré-puberal, a glandula inicia o crescimento de

As estruturas basicas da glandula em

ou 3 meses de idad

forma mais rapida, que O resto do corpo. Nesta fase ocorre o crescimento d
0

tecido adiposo e dos ductos, mas n

rapido termina no inicio da puberdade. Durant
a & estimulada pelo estrogénio e progesterona do ovario, e

a da adeno-hipofise, envolvendo o alongamento e

enhum alvéolo é formado. Este crescimento
e cada ciclo estral recorrente, a

glandula mamari
prolactina e somatotropin
ramificagdo dos ductos (DUKE

crescimento @ limitado, mas, durante a gesta
o cresce os ductos mamarios continuos, no meio da gestacéo

eolares, sendo 0 desenvolvimento mamario completado

S, 1993). Da puberdade a gestagdo este
¢éo, o crescimento € acelerado. No

inicio da gestaga
desenvolve os lébulos alv
ao parto (SEJRSEN et al., 2000).

Um consideravel numero de ex
vestigar o efeito da administragdo de GH e elucidar o papel do

perimentos em animais estdao sendo

conduzidos para in
GH endo6geno na regulaga
Existem evidéncias clara

odo crescimento mamario.
s a favor do papel do GH na regulagdo do

crescimento mamario na fase pré-puberal € demonstragdes que o crescimento

pode ser aumentado através da administracdo de GH

mamario nesta fase
exogeno.

Estudos indicam que alto niv
o da glandula mamaria,
H decaem em dietas de
m o desenvolvimento mamario. Provavelmente o GH

el alimentar na fase de pré-puberdade reduz o

isso ocorre provavelmente porque os

desenvolviment
alto nivel, e este hormdnio &

niveis circulantes de G
positivamente relacionado €0
ula mamaria via IGF-

s a altos niveis ali
mério ao IGF-1, devido ao aumento no nivel de IGFBP-

|, no entanto este apresenta aumentado em

age na gland
mentares, mas ocofre redugdo da

animais submetido
sensibilidade do tecido ma

3 (SEJRSEN et al., 2000). Outr
ptores de IGF-I n

autores observaram queé tecidos da glandula m
36

a explicagao para este fato parece ser devido a

os tecidos da glandula mamaria. Alguns

redugdo dos rece
amaria de novilhas submetidas a




altos niveis alimentares responderam menos ao estimulo de IGF-I que tecidos de

novilhas que receberam baixo nivel alimentar (SEJRSEN et al., 1999).
Weber et al. (2000) trabalharam com administragéo de bST em novilhas na

pré-puberdade submetidas a manejo alimentar de alta e baixa qualidade e

sugeriram que os efeitos do tratamento sdo mediados em parte por alteragdes na

sintese local de IGF-1 e IGFBP.
Radicliff et al. (2000), trabalhando com novilhas Holandesas na pré-

puberdade, constataram que dietas com alto teor de energia e proteina levou a

redugio na produgéo de leite na primeira lactagdo, no entanto quando novilhas

submetidas a dieta rica em energia recebiam administragdo de bST isto nao

ocorria.

Muitos estudos estao send
mamario proporcionado pela administragdo de GH na pre-puberdade resulta no

e leite. No entanto, nao ha evidéncias concretas se isso

o realizados para esclarecer se o crescimento

aumento na produgéo d
ocorre (SEJRSEN et al., 1999).

Varios trabalhos sugerem qué o]

estagdo em todos 0S ruminantes domest
mamario durante a gestagdo € expressado

Os efeitos do GH parecem estar envolvidos

GH estimula o crescimento mamario

durante a g icos. Ao contrario da fase pré-

puberal, o aumento do crescimento

como aumento na produgéo de leite.
com hiperplasia durante a gestagao € hipertrofia durante a lactagao. Acredita-se

e leite ocorra pela distribuigdo de nutrientes a favor

que o aumento na produgao d
dade sintética das células produtoras

da glandula maméria e aumento na capaci

de leite (SEJRSEN et al., 1999).
Hull e Harvey (2001) consta
vocou aumento na produg

taram que tratamento com GH em novilhas

gestantes pro 40 de leite devido ao maior

desenvolvimento glandular.

Feldman et al. (1993) con
recombinante de humano, bovino € rato, estimularam o desenvolvimento da

stataram que a administracdo de GH

glandula mamaria em ratos.
observaram que 0 GH e o IGF-l, podem mediar o

Walden et al. (1996)
ndula mamaria
troma e do epitélio se interagem para

desenvolvimento da 9ia juntamente com o estrégeno,
estabelecendo queé elementos do €S
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promover o desenvolvimento glandular. Demonstraram que o GH trabalha muito

bem em tecidos do estroma mamario, assim como em tecidos glandulares,

sugerindo a agdo direta do GH no estroma da glandula mamaria, induzindo a

producdo do mRNA de IGF-1 e possivelmente a propria proteina IGF-I, a qual

causa diferenciagao dos ductos epiteliais em brotos terminais.

Acredita-se que 0 mecanismo de agdo do GH exbgeno no crescimento
mamario envolve IGF-I, apesar do efeito do GH nao poder ser excluido. Existem
dividas sobre a regulagdo fisiologica do desenvolvimento mamario, sendo

necessario o entendimento do papel do eixo GH - IGF-I, intercalado com a

produgdo local de fatores de crescimento, receptores, modulagéo de enzimas
proteoiticas, e a interagéo de todos esses elementos (SEJRSEN et al., 1999).
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CAPITULO |

POLIMORFISMO DO GENE GH (HORMONIO DO CRESCIMENTO)
NA PRODUGCAO DE LEITE EM BOVINOS DA RACA SINTETICA
GIROLANDO
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RESUMO

O horménio do crescimento bovino (GH) é um hormdnio galactopoiético muito

importante em bovinos leiteiros, regula a producéo de leite, além de estimular o
o da glandula maméria. Recentemente vérios estudos estéo

desenvolviment
sendo realizados com 0 intuito de encontrar Marcadores Moleculares associados

a caracteristicas econoémicas importantes Nos animais domeésticos. Este estudo foi

realizado com 452 vacas da raca sintética Girolando pertencentes a cinco estados
brasileiros com o objetivo de analisar os efeitos do polimorfismo do gene GH na

producédo de leite. O fragmento amplificado da PCR constituiu-se de 891pb e foi
digerido com a endonuclease Msp I. O alelo C apresenta quatro fragmentos, de
526, 193, 109 e 63 pb, €0 aleloD € representado por trés fragmentos, 635, 193 e
63 pb. As frequéncias génotipicas encontradas foram, 0,3849; 0,4248 e 0,1903

para os gendtipos CC, CD e DD, respectivamen
para o alelo D. Para a andlise estatistica foram

te, e as frequéncias alélicas foram

de 0,5973 parao alelo C € 0,4027

utilizados dados produtivos de 299 animais,
(p<0,05) para a produgéo média diaria de leite e producéo total de leite. N&o

houve diferenca significativa para as card
A andlise do efeito médio de uma substituicdo alélica

intervalo entre partos médio.
demonstrou que cada alelo C aumenta em 390 @ de leite por dia e 68,61 Kg de

ocorreu diferenca significativa

cteristicas, duragdo da lactagéo e

da populagéo estudada. Os resultados encontrados

leite por lactagéo na média
te polimorfismo em programas de selecéo

sugerem a possibilidade de usar es

m bovinos da raca Girolando.

assistida por marcadores €
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ABSTRACT

The bovine growth hormone is a Very important galactopoietic for dairy cattle,

ulates milk production and stimulates the mammary gland

because it reg
Recently a research focus has been done forwards the use of

development.
r markers associated 10 important economics characters in domestic

molecula
animals. This research used 452 COWS of the Brazilian breed “Girolando 5/8” from

five Brazilian states aiming the analysis of the effects of the growth hormone gene

polymorphism of the on milk yield. PCR reaction generated a 891 bp amplicon,
which were submitted to restriction through the Msp | endonuclease. Genotyping

was based on restriction fragment sizes. The allele C presented 4 fragments; 526,
193, 109 and 63 bp, the allele D presented 3 fragments; 635, 193 and 63 bp. The

genotypic frequencies Were 0,3849; 0,4248 and 0,1903 for CC, CD and DD,
quencies were 0,5973 for the allele C and 0,4027 for

respectively, and allelic fre
dering 299 animals, has shown significant

the allele D. Statistical analysis consi
n daily milk yield and total milk yield. Logistic regression has

ich demonstrated an increase in milk
68,61 Kg/lactation/cow for each

differences for mea
calculated the allelic substitution effects, wh

n average of 376 g/day/cow and

production by a . .
allele C incorporated. The results suggest that this polymorphism may be useful

for marker assisted selection in Brazilian preed “Girolando”.
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reservas de &cidos graxos livres
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alternativa, poupando as reservas de proteina (PAGE; DIEQUEZ, SCANLON

1994, citado por BURTON, 1994)
Sabendo-se que a proteina GH estéd envolvida na producdo de leite

desenvolvimento e constituigdo corporal. O estudo da variabilidade do gene que a

codifica € de grande importancia, pois os polimorfismos podem tornar a proteina

mais ou menos eficiente afetando diretamente 2 expresséo génica.
O gene que codifica 0 hormonio do crescimento bovino possui alguns

polimorfismos conhecidos € que estdo sendo estudados por varios autores com o

intuito de encontrar marcadores moleculares eficientes para caracteristicas

0s. Um dos polimorfismos mais estudado & o presente no

produtivas de bovin
intron 3, na posigéo 1547, onde ocorreu uma troca de C por T, a enzima utilizada

A denominag@o para 0s alelos encontrados para esta

é a Msp1 (C' CGG).
mutacdo do gene GH varia de acordo com cada autor. Geralmente o alelo normal

é denominado de +ou C €eo alelo que perdeu um sitio da enzima € reconhecido

como —ou D.
Dybus (2002) encontraram que vacas com o genotipo +/+, apresentaram
maior producdo de leite, gordura € proteina. Sabour; Lin; Smith (1997) também

encontrou que o alelo C € favoravel a produ

Gargalhone (1999) demonstrou qué
te no final da lactagéo. Os valores para

diminuicdo de 386,5 quilogramas de lei
duragéo da lactagao produgéo total de leite e producao total de gordura foram

céo de leite.
para cada alelo D, ocorre uma

maiores em animais CC.
Variagdes na sequéncia do g€
(1996) usando a técnica de SSCP (po

Um total de 6 polimorfismos foram encon
Holandeses. Dois polimorfismos mostraram-sé associados com a produgéo de

leite. O primeiro, ocorre no intron 3 (T—> C), denominado de GH4.1 e 0 segundo

no exon 5 (A—C) denominado de GH6.2. Os alelos GH4.1c e GH6.2a

raveis & produgéo d

ne do GH foram investigadas por Yao et al.
fimorfismo de conformacéao de fita simples).
trados em amostras de 128 touros

o leite gordura e proteina. Os efeitos de
favoraveis foram similares, com mais ou
8Kg para quantidade de gordura e 7 Kg

Mmostraram-se favo

substituicao alélica para 0S dois alelos

menos 300 Kg para a produgéo de leite,

para proteina por lactago:
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Os animais da raca Girolando &0 0S responsaveis pela maior parcela do

leite produzido no Brasil, cerca d
para o mundo tropical pela capacidade que tém de produzir leite e carne em

condigbes bastante adversas, quando comparadas as racas especializadas.

(MENEZES, 2002).

O Brasil é dotado de vario
substancialmente a produgéo de
abundancia de energia solar, sendo
forragens por hectare, apresenta area
de bovinos comercial do mundo. No enta
baixa produtividade, como, fatores ambient

e 80%. Constituem-se em uma raga promissora

s aspectos que o torna capaz de aumentar
leite, possui clima tropical, dispondo em
possivel produzir altas quantidades de
territorial invejavel, detém o maior efetivo
nto, varios fatores contribuem para a sua
ais, economicos, politicos e genéticos.

A maior parte do rebanho leiteiro apresenta baixa qualidade genética (GOMES;

LEITE: CARNEIRO, 2001), o que forna ne

melhoramento geneético de forma répida e eficiente.
investigar possiveis associagbes de um

nteresse para a produgéo de

cessario encontrar caminhos para o

O objetivo do trabalho €

polimorfismo do gene GH com caracteristicas de |

leite em animais da raga sintética Girolando.
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2 - Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genetica Molecular do

Instituto de Genética € Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia

Uberlandia-MG.

2.1- Populagédo e Obtengdo de Dados de Produgao de Leite

ste trabalho foram utilizadas amostras de
pertencentes a rebanhos de diversos estados
4o registrados junto a Associagéo

Para o desenvolvimento de

sangue de 452 vacas 5/8 Girolando

brasileiros (Tabela 3). Todos 05 animais S
Brasileira de Criadores de Girolando e alguns animais possuiam controle leiteiro
Controle Leiteiro (SCL) da Associagcao. Nao foi

oficial feito pelo Servigo de
possivel obter o controle leiteiro oficial de todos 0S animais devido a demora dos
produtores ao enviar as pesagens de leite & Associagac.

O Servigo de Controle Leiteiro atende a varias normas e p
° 45 de Normas Técnicas de 10/10/86, da Secretaria

Nacional de Produgdo Agropecuaria do Ministério da Agricultura.

P Instrucdes para execugao do servico de controle leiteiro:
- Todo animal em lactagéo e em regime de duas ou trés ordenhas deve ser

controlado obrigatoriamente.
s de cinco dias de pari¢ao.

- Nio se pesa o leite dé animais com meno
Registro Geneal6gico Definitivo) indicando o nimero, letra

rocedimentos

presentes na portaria n

- Informar o RGD (
(se tiver) e grau de sangue; RGN

RF (Rebanho de Fundagéo) e indicar 0
tenha genealogia conhecida, informar o0 nome do pai e da

(Registh Genealogico de Nascimento);

s animais sem RGD.

- Caso o animal

. )
mae com seus respectivos RGD's.

a do parto com 0 sexo
roducdo devem ser

da cria.

- Informar a dat
anotados O mais exato possivel, ndo

- Os dados da p
m fazer qualquer esti

er observagéo ver
o, cio, trau

mativa da produgao.

permitindo assi
da no dia do controle deve ser

- Toda e qualqu
anotada. (3 tetas, mamite , abort

ifica
matismo,etc).
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- Descrever e classificar 0 regime alimentar o mais correto possivel:

Regime | = Pasto + sal mineralizado
Regime Il = Pasto + suplemento no cocho + sal mineral

Regime Il = Estabulado (Confinado)

- Informar os animais que secaram, a data e a causa da secagem.
animais que pariram ou foram adquiridos no

- Informar os animais inscritos (

intervalo de dois controles).

E permitido um intervalo minimo de 15 dias e maximo de 45 dias entre os

controles.
- Seguir rigorosamente as normas € procedimentos que regem o Servico de

Controle Leiteiro.

role Leiteiro da GIROLANDO enviou o Certificado Oficial de

O Servigo de Cont
le leiteiro. Neste contem os

Desempenho para cada um dos animais com contro

seguintes dados:
nome do animal, composigcéo racial, data de

N° de Registro do animal,

cdo e enderego do proprietério, ordem de lactacéo,

nascimento, regido, identifica
data do parto, idade ao parto, dias em lac

de leite (Kg), Média diria de 1et® (k)
média de intervalo entre parto. Além de totais acumulados/ vida produtiva para

tacdo, intervalo entre partos, produgéo
titulo obtido, data de encerramento e

dias em lactagao, leite em K3:
A tabela 3 apresenta a relagéo de proprietér ios, regiao, municipio € numero

izaca isa.
de animais que contribuiram paraa realizagdo da pesquis
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Tabela 3 - Relagao de animais utilizados para a realizagdo do trabalho.

roprietario AG ACCL

Estado Municipio P

MG Uberlandia José Henrique Gimaraes 65 =1
Uberlandia Alfredo Fonseca Marquez Junor 12 12

Uberaba Escola Agrotécnica 16 16

Uberaba Maria Inés Cruvinel 10 0

Araguari Anténio Ferreira de Brito 15 15

Araxa José Gino Borges 10 10

Araxa Marcos Amaral 22 15

Araxa paulo Marcos Nesralla 06 0

Bom Despacho José Elias dos Santos 22 0

Para de Minas Carlos Hanke 59 0

ftaina Valério Machado 13 13

Baldim Carlos Eduardo 52 52

Oliveira Olavo de Rezende 10 10

- Carmo do Rio Cl@qu&aéégée,f@_lgage_d,q_sﬁsi_s_,, 24 19
— Total J——" . . 336 213
Go Quirinépolis Rubens de Oliveira . 26 56
Gouvelandia Soc. Padres Oblatos Maria Imaculada 07 07

e Itarumé _Celmi MirandaLima 10 10
......... Total - 43 43

SP Icem o Antonio de Oliveira 15 0
— NovaGranada __ NelsonArsd 23 20
....... Total - __ — 38 20

BA _ tapé 750 Francisco de Olivelra Nunes 12 0
RJ  Miguel Pereira__~ josé Donato Dias Filho 23 53
4652 299

L, nimero de animais controle leiteiro

3|z
8=
\g

AG. numero do animais genotipados, ACC

oficial.

2.2 - Material Biol6gico
dos 452 animais. O sangue foi

gue de cada um
nticoagulante (EDTA) e

tainers com solugdo a
iduo. Apos @ colheita, o material foi

Molecular da Universidade Federal

Retirou-se 5 ml de san

colhido na veia mamaria, €m vacu
para cada indiv

orio de Genética
o sob refrigeragao
rocitos € leucocitos,

usando uma agulha
encaminhado para 0 Laborat

de Uberlandia, onde foi mantid
entagdo doS erit

a 4-8°C, na posigéao vertical,
por no minimo 24 a 48

para permitir a sedim
horas.
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2.3- Extragéio de DNA

r das amostras do sangue coletado segundo o

O DNA foi extraido a parti
hop on DNA Technologies and Selection of Animal

método descrito em A Works
Genetic Resources (1992), modificado por Borges (1997).
O DNA foi obtido & partir de 500u! de sangue resfriado, tomado na

transicdo entre o plasma eritrocitos (camada de leucacitos), apds sedimentagao
é colocados em tubos de 2mL. Posteriormente, foi adicionado 1mL de tampé&o de
lise ndo-diluido (20mM de Tris-HCI, 5mM de EDTA pH 7,5; 640 mM de sacarose
10mM de MgCI2 e 4% de Triton X-100) su ’
agitacdo e incubagdo em gelo por 5 _ 10 minutos. O material foi centrifugado a
4000g (~8000rpm) por 3 minutos descartado-se em seguida o sobrenadante. No

s foram necessarias

po. Em seguida foram acresce
de EDTA pH 7,5 e 1% de Sarcosyl) e 10

m incubadas overnight a 65°C

pmetendo a solucdo a uma leve

Minimo mais duas lavagen com tampé&o de lise diluido (1:1)
até que o pellet ficasse lim ntados 100pl de TE +
sarcosyl 1% (10 mM de Tris-HCI, 1mM

uL de proteinase K (10mg/mL). AS amostras fora

ado. Em seguida, adicionav
peratura ambiente por 1 =2 horas

a-se 300uL de 8M guanidina-

para desfazer o precipit
HCI /0,49M acetato de amonia e agitava @ tem
até solubilizar todo o peliet Adicionava-sé entdo, 800ul de isopropanol e
aguardava a precipitagéo do DNA. P
Centrifugadas a 4000 g pof 10 minutos. Mais

O DNA foi seco & temperatura ambiente

ou etanol 70%.
_4mLde TE (10mM Tris-HCl e 1mM de EDTA). Foi

(50 a 6

osteriormente, as amostras eram

duas lavagens foram realizadas com

isopropanol 60%

posteriormente diluido €m 0,5

-4 horas de incubagéo 0°C) para completa dissolugéo do

necessério 1
Precipitado.
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2.4- i
4- Genotipagem dos animais

Os animais foram genotipados para polimorfismo existente no intron 3 d
0

e - .

gene do Horménio do crescimento bovino (Zhang et al., 1993). A sequéncia d
regia - . : ' a
gido amplificada e os sitos de restricao enzimatica sdo mostrados na Figura 5

11
1 231 :g?gggatgcgtcctaggggtggggaggcaggaaggggtgaatccacaccccctccacac
1961 ag gggaggaaactgaggagttcagccgtattttatccaagtagggatgtggttagggga
1301 ggggaaacgggggtgtgtggggtggggagggttccgaataaggcggggaggggaaccgcg
1381 Cagcttagacctgggtgggtgtgttcttcccccaggagcgcacctacatcccggagg
1441 9aCagagatactccatccagaacacccaggttgccttctgcttctctgaaaccatcccgg
ik cccccacgggcaagaatgaggcccagca9aaatcagfgagtggcaaCthggaccgagga
QCaggggacctccttcatcctaagtaggCtgccccaQCtCCCQCGCEQQCCtQQQQCQQC
ctag
ggttgttggatggcagtggaggatgatggtgggcggtggt
gaggccgaccttgcagggctgccccagacccgcggcaccca
acttggagctgcttcgcatctcactgctcctcatcca
ga tcttcaccaacagcttggtgtttgg
gaggaaggcatcctggccctgat

1 221 cttctccccgaggtggegga
1681 ggcaggaggtcctcgggca
1 ccgaccacccacctgccagcagg

1741 gthtggcttgggcccctgcagttcctcagca

] 231 caCthggaccgtgtctatgagaagctgaaggacctg
1 gCgQgtggantggcgttgtgggtcccttccatgtgggggccatgcccgccctctcctgg

1921 Cttagccaggagaatgcacgtgggcttggggagacagatccctgctctctccctctttct
accttttccccttttgaaacctccttcctcgccc

;831 agcagtccagecttgacecagdddad
1 ttctccaageetgta agaqtggaaaat gagcgggcaggagggagctgctcctgag

por
s de restrigéo da enzima Msp |

PCR com a localizagéo dos

Figura 5 - Sequéncia da regiao amplificada

oe sublinhado), sitio
rencia 0S alelos CeDna posigdo 1547

M57764). Primers € endonuclease

primers (negrit
(negrito c'cgg) € sitio que dife
(Genbank Database acesso

segundo Zhang et al (1993).

onstitui dé 891 pares de base (pb), sendo 177

O produto da PCR do GHc
162 pb no exon IV e 208 pb

|, 287 pb no intron 3,

pb no intron 2, 117 pb no €xo Il
No intron 4 (Zhang et al- 1993). A digestao do produto da PCR pela endonuclease
o alelo C (526, 193, 109 e 63 pb), enquanto que a

Msp | produz 4 fragmentos 1
50 da Msp 1 n© intron 3, pela substituicdo de C por T
3 fragmentos NO alelo D (635, 193 € 63

perda de um sitio de restric
1996), produz

na posigao 1547 (Yao etal-
pb).
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A reacéo i i
Resoar Soi de PCR foi realizada no termociclador modelo PTC1
o ous as seguintes condicoes: 1,0 U de Tag DNA polimera -
o se, 5,0
L (1p imer, 100 uM de cada dNTPs, 5,0 ul de tampao (10X), 1mM oS
, 00-500 n e
) 50 uL. A solugéo foi

Submeti i
tida a 35 ciclos com a seguinte programaga"o:
(desnaturagéo)

de DNA, em um volume final de

. E:zzz :12 97:C 1 minutos e 30 segundos

. - 4°C/1 minuto (anelamento)

. Passo 3: 72° C/1 minuto (extenséo)

. Passo 4: 94°C/1 minuto (desnaturagéo)
Passo 5: 64°C/1 minuto (anelamento)

« P . .
asso 6: 72° C/1 minuto (extenséo)

n P 3
asso 7: voltar ao passo 4, 34 vezes

n P ) .
asso 8: 72°C/5 minutos (extens@o final

)

O par de primer utilizado foi descrito por Zhang et al.,1993:

5. ATC CAC ACC CCC TCC ACA CAGT-3
5. GAT TTT CCA CCC TCC CCTACAG-3
DNA durante 2 otimizacdo das reagdes de PCR
tidade fixa de amostra a ser usada em

m, de uma quantificagdo  por

Diferentes volumes de

fora
m testados para estipular uma quan

ecessitando, assi

e DNA a serem utilizadas. No entanto
obter uma estimativa da

to
das reages, nao N
das as amostras d

ficadas para
céo do DNA foi usada

e
spectrofotometria de t0
foram quanti

calcular a concentra

aIQUm

as amostras

quantificaca
icagso. Para a seguinte formula:

ia 260 X 50 x Fator de diluigéo.

Co .
ncentragdo em nglul = Absorbant

produtos amplificados

25.-
Eletroforese € detecgdo de
R, 2 ul de um coranté de carreamento (0,125%

“xylené cyano
ntdo s

Aps a realizagdo 8 PC
e’ e 50% de glicerol) foram

0,125%
0 ampliﬁcado ee
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gel de agarose 1,5%, em TBE 0,5 x, por 40 minutos a 110 V, corado com

Brometo de Etidio (10ug/mi) € Vi

sistema VDS® (Pharmacia Biosciences).
Apbés verificado resultados satisfatorios, 10 pL do produto amplificado foi

4 com a enzima Msp 1. Para a restricéo foi
1,5uL do tamp&o da enzima (10X), 3 pL agua
foi incubada a 37°C por no minimo 2 horas.

m submetidos @ gletroforese como descrito

sualizado através de raios ultravioleta pelo

submetidos & digestdo enzimatic
utilizado 5 U da enzima (0,5uL),
para 15uL de volume final. A reagao

Os produtos da restrigao tambem fora

foide 2,0 %, tempo gasto, 1 hora.

anteriormente, porém, 0 gel utilizado

2.6 - Analise Estatistica

péncias genotipicas estavam em equilibrio de

Para verificar se as fred
Hardy-Weinberg, foi utilizado 0 t€S
Para a analise da associag
Crescimento (GH) com as seguintes 4@

de leite: produgéo total de leite, média diaria
médio, foram utitizado

te de xz.
4o do polimorfismo dog
teristicas importantes para a produgéo

de produgao de leite, duracéo da

s os testes:

ene do Hormédnio do

| = .
actagdo e intervalo entre partos

ndo O modelo inteiramente casualizado:

[ ] H v n . .
Analise de variancia, considera
Yy =p+g; +e,

em que:
duo na repetigéoj do gendtipo i;

Yi & o valor fenotipico observado N indivi

te a todas as obs

(CC, cDou DD);
do a observagéo Ji e~N(0, o).

2 ) vacoes,
1 € uma constante ineren ervag

9i € o efeito do genotipo i
& é 0 erro aleatdrio associa

Utilizou-se o programa SAS.
o efeito génico, estimou-sé O efeito médio de uma

) seguinte modelo:

* Nos casos em que how
Substituico alélica por meio d

yi :ﬂo +,B]x, +6’i
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em que:

yj e o va s T

e lor fenotipico médio dos individuos com genotipo i
0 € o intercepto do modelo;

ma substituic@o alélica;

B1 & o efeito médio de u
mindo os valores 0 para 0

X. é .
i & uma variavel “Dummy” assu

gendtipo DD, 1 para

CD e 2 para CC;
ado a observagao yi e~N(0,&%).

e.é , .

i€ 0 erro aleatério associ
foram utilizados 251 animais (511
is, no modelo acima, numero de
duracdo da lactagéo.

o da lactagéo, adotou-

produgéo total,
-se como covariave
ar, idade ao parto €

de produgdo € duraga
aumero de ordenhas diarias, regime

dia diaria de produgéo, foram
cao da lactagéo foram

Para a variavel
observagses), adotando
ordenhas diarias, regime aliment
aveis média diaria
o modelo acima,
ara a variavel mé
) e para @ dura

Para as vari

Se_ como covariaveis, n

alfmentar e idade ao parto. P

ut?lizados 299 animais (572 observa
Utilizados 251 animais (511 observagdes)-

io, foram utilizados 130 animais,

Para a variavel intervalo entre partos méd
modelo acima, nu

coes

mero de ordenhas diarias

adotando-se como covariaveis, N0
o da lactaco.

a, um total de 251 animais possuiam lactacéo
resentavam dad
o de observagoes,
nao tinham encerrado a lactagao,

regime alimentar e duragé

Na populagéo estudad
estes, alguns ap
o maior numer
mais restantes
amédia diaria de
em relacao as co
tados 0S seguintes critérios:

os referentes a mais de uma

enc
errada, e, dentre
em comparagao
ao

lactacs
tagdo, o que explica
produgéo.
variaveis, numero de

Nimero de animais. O 48 @M
disponivel eré
o dos animais
tar, foram ado

Portanto o unico dado
Para a classificacd

ord o : :
enhas diarias e regime alimen

« Regime alimentar:

° N " L.
Umero de ordenhas diarias:
1- extensivo;

2 - B
duas ordenhas diarias
2 - semi—intensivo;

3 - n
trés ordenhas diarias.
3 - intensivo.
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Para as covariavei

Os valores em meses, €

As diferencas entre as médias

di .
iferentes genétipos foram testadas duas a d

s idade ao parto e duracéo da lactacao, foram utilizados

em dias respectivamente.
das caracteristicas analisadas entre os

uas, usando o teste t de Student

utilizando-se também o programa SAS.
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3 - Resultados e Discussao

3.1 - Otimizagdo da PCR

Durante a otimizacdo da amplificagéo foram testadas diferentes
quantidades de Tag, primer, DNA e MgCl,, visando a melhor amplificacdo do
fragmento desejado, e diminuir os produtos inespecificos. O reagente que mais
interferiu na otimizagdo foi o MgClz, sendo que quanto maior a concentracéo
utilizada, mais produtos inespecifico apareciam. A Figura 6 mostra um dos
passos da otimizacao para a amplificagéo do fragmento de 891 pb, colunas 1, 2, 3

e 4 representam, 1,0; 1,5, 2,0 e 2,5 mM de MgCl. respectivamente. A melhor
volume final da reacéo também influenciou

condicéo foi com 1,0 mM (coluna 1). O

bastante, sendo 50 uL o ideal.

Diferentes volumes de DNA du
quantidade fixa de amostra a ser usada em |

assim, de uma quantificagdo por

rante a otimizacdo das reacbes de PCR |
.

foram testados para estipular uma

todas reagbes, nao necessitando,
espectrofotometria de todas as amostras de DNA. No entanto algumas amostras

4 obter uma estimativa da quantificac&o, encontrando a ‘1’

olume ideal para a amplificac@o do fragmento estudado :
|

foram quantificadas par

média de 294 ng/ulL. OV
foi de 1,5 uL (441ngfuL). O fragmento de 891 pares de base (pb) foi obtido em

todas as amostras testadas (Figura 7). As condigoes otimas de amplificacéo ‘

foram: 1,0 U de Tag DNA polimerase, 5,0 pmoles de cada primer, 100 uM de cada f
dNTPs, 5.0 L de tampao (10X), 1mM MgClz, 1,5uL de DNA, @ agua q.5.p. 50 L. |

65



6 - Gel de agarose 1,5%. Otimizagao da reagao
de amplificagéo do GH, M, marcador molecular
de 100pb, colunas 1, 2, 3 e 4 otimiza¢ées
utilizando, 1,0; 1.5; 2,0 e 2,5 mM de MgCl,

Figura

respectivamente.

e W e < 891 pb

Colunas 1 a 5 representam

Gel de agaroseé 1,5%.

Figura 7 -
891 pb do gene GH M

produto amplificado de

marcador molecular de 100 pb.
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3.2 - Genotipagem dos Animais

A Figura 8 mostra o padrao dos genotipos produzidos pela digestdo do
produto da PCR (891 pb). Individuos homozigotos para o alelo D (colunas 1e 2) é

caracterizado por 3 fragmentos de 635, 193 e 63 pb, enquanto que individuos

homozigotos para o alelo C (colunas 5 e 6) apresentam 4 fragmentos de 526, 193
109 e 63 pb. Os animais heterozigotos CD (colunas 3 e 4) apresentam 5 bandas

de 635, 526, 193, 109 e 63 pb.

635 pb
526 pb

193 pb

109 pb
63 pb

Figura 8 - Gel de agarose 2%, com padrao dos genétipos para o gene
GH bovino, utilizando a enzima Msp |. M, marcador

molecular de 100 pb, colunas 1 e 2, genétipo DD, colunas 3
e 4 genotipo CD e colunas 5 € 6 gendtipos CC.

3.3 - Frequéncias genotipicas @ alélicas

9 vacas Girolando 5/8 foram genotipadas para o
ne GH. Encontrou-s€ 174 animais com o gendtipo CC
om controle leiteiro, 103 eram CC, 135

Um total de 45

polimorfismo Msp | do g€
192 CD e 86 DD. Dentre 0S 299 animais C

CDe61DD.As frequéncias alélicas © genotipicas encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4 - Frequéncias alélicas e genotipicas do gene GH em animais da raca

sintética Girolando

w«ﬁé&fﬁcﬁpiws " Freq. Alélicas

N cC CcD DD C o)
ACC 299 0,3445 0,4515 0,2040 0,5703 04297
AG 452 0,3849 0,4248 0,1903 0,5973 0.4027

N, numero animais; ACC, animais com_controle leiteiro; AG, total de
animais genotipados.

Tabela 5, mostra as frequéncias observadas e esperadas dos gendtipos,

verificando equilibrio de Hardy-Weinberg. Foi t ealizado o teste de y”, utilizando p®
+ 2pq + g2 para calcular as frequéncias genotipicas esperadas, partindo-se das

frequéncias alélicas observadas.

Tabela 5 — Frequéncias genotipicas observadas, esperadas e o teste de 2

para verificar equilibrio de Hardy-Weinberg.

- e ———
Genodtipos

cC CcD DD

Freq. Observada 0,3849 0,4248 0,1903

Freq. Esperada 0,3568 0,4811 0,1621
0,03209

"2
x° calculado

GL=1, p<0,05

estatistica mostra que a populacéo estudada esta em equilibrio

A analise
s frequéncias alélicas e genotipicas

de Hardy-Weinberg.
_se constante geragéo apos

recendo nenhum dos alelos.
dos para determinar as frequéncias dos alelos

lsso mostra que a
geracéo, ou seja, néo esta havendo

mantiveram

selegéo favo

Varios trabalhos foram realiza
rabalhos realizados com bovinos Bos taurus

C e D em varias ragas de bovinos. T
foi superi

alelo C em touros Holandeses e todos os

or ao alelo D. Zhang et al. (1993)

a frequéncia do alelo C sempre
encontraram frequéncias 0,74 para O
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animai
nimais da raca Hereford foram homozigotos para o alelo C. Gargalh
. one (1999)

en 2nci
controu frequéncia de 0,5755 para o alelo C em vacas Holandesas. Sab
. Sabour; Lin;

Holan '
deses. De acordo com Rodrigues; Guimarées; Pinheiro (1997), afr
, a frequéncia

do alelo C para bovinos da raca Chianina foi de 0,63.
No entanto, quando O estudo € realizado em bovinos Bos indi
icus as

frequéncias alélicas invertem, sendo o alelo D predominante Segundo Rodri

. | - odri

(1996) bovinos selecionados da raga Gir apresentaram a frequénciade 0 967guez
, para

0 alelo D. Varios autores trabalharam com bovinos da raga Nelor
freguéncias encontradas para o alelo D foram de 0,875; 0,78; 0,88 e 0,85 see o
Farla. et al. (1997), Rodrigues; Guimaraes; Pinheiro (1997), Borgc;s (19%l;ndo
U.naman (2000).  Poucas pesquisas foram realizadas com animais cruza; )
Girolando. Gargalhone (1999), genotipou 63 animais Girolando de varios graus 2 S
sangue, encontrando a frequéncia de 0,4444 para o alelo C e 0,5556 para o alelj

D. Jorge e Lama (1998), trabalharam com 121 novilhas Girolando 3/4
e

encontraram as frequéncias
Neste trabalho as frequéncias alélicas foram de 0,5973 para o alelo C
] (0] e

0,4027 para o alelo D. Como animais da raga Girolando 5/8 sdo oriundos d
0

cruzamento entre animais da raga Gir (Bos indicus) e Holandés (Bos taurus)
y €,

segundo Ramalho; Santos; Pinto (1997), o termo “grau de sangue”, &€ comument
: ente

car a porcentagem média de
que os animais do presente estudo

de 0,67 e 0,33 para 0s alelos C e D, respectivamente

alelos de uma determinada raca

utilizado para indi

possuli, pode-sé dizer, entéo,

que o rebanho
provenientes da raca Holandés e 3/8

apresentam 5/8 (62,5%)

(37,5%) derivado da raga Gir.
ncias alélicas em diferentes racas para o

A Tabela 6 apresenta as frequé
ultados moO

de seus alelos

polimorfismo estudado. Estes res stram que existe variacdo n
a

frequéncia alélica entre ragas.

69




Tabela 6 — Frequéncias alélicas encontradas, em diferentes ragas de bovinos para

o polimorfismo GH-Mspl

Frequéncias

Autor Raca C D
Zhang et al. (1993) Holandés 0,74 0,26
Sabour: Lin; Smith (1997) Holandés 0,87 0,13
Gargalhone (1999) Holandés 0,5755 0,4245
Sabour; Lin; Smith (1997) Ayrshire 1,0 0,0
Sabour: Lin; Smith (1997) Jersey 0,7 0,3
Zhang et al. (1993) Hereford 1,0 0,0
Dybus (2002) Polish Friesian 0,873 0,127
Chianina 0,63 0,37

Rodrigues; Guimarées; Pinheiro (1997)

Rodrigues; Guimaraes, Pinheiro (1997) Nelore 0,22 0,78
Borges (1997) Nelore 0,12 0,88
Faria et al. (1997) Nelore 0,125 0,875
Unanian et al. (2000) Nelore 0,15 0,85
Rodriguez (1996) Gir 0,033 0,967
Jorge e Lama (1998) Girolando 3/4 0,67 0,33
Gargalhone {1999) Girolando 0,4444  0,5556
Girolando 5/8 0,5973 0,4027

Franco (2003)

Conforme demonstrado, em todos os trabalhos pesquisados para o
polimorfismo GH Msp |, @ frequéncia do alelo C sempre foi maior que o alelo D em
a frequéncia do alelo D foi maior em animais Bos indicus.

animais Bos faurus €

Como os animais trabalhados $80 Of iundos de u
e Holandés houve uma mistura entre os alelos das duas racas € o resultado

encontrado foi uma frequéncia maior do alelo
arado com animais das racgas puras. Como j&

relagio ao alelo D (0,4027), comp
descrito, Rodriguez (1996) encontrou em animais Gir, a frequéncia de 0,967 para
bour; Lin; Smith (1997) relataram a frequéncia

o alelo D e 0,033 para 0 alelo C. Sa
ra o alelo D em touros Holandeses e Zhang et al.

m cruzamento entre as racas Gir

C (0,5973), mas nao tao grande em

de 0,87 para o alelo C € 0,13 pa
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(1993) encontraram frequéncia de 0,74 e 0,26 para os alelos C e D,

respectivamente, em touros Holandeses.

Supde-se que nos animais do presente estudo a maioria dos alelos D sdo

provenientes dos animais Bos indicus (GIR) e o alelo C advém de animais Bos

taurus (Holandés), e como 0S animais trabalhados apresentam a maior parte dos

genes provenientes da raca Holandesa (5/8 ou 62,5%), pode-se explicar a maior

frequéncia do alelo C na populagao.
Jorge e Lama (1 998) encontraram frequéncias de 0,67 e 0,33 para os alelos
C e D, respectivamente. No entanto 0s animais trabalhados possuiam 3/4 (75%)

de “sangue’ Holandés O que explica a maior frequéncia do alelo C quando

comparado com animais do presente trabalho.
Gargalhone (1999) encontrou maior frequéncia do alelo D em relagéo ao

s cruzados, no entanto trabalhou com animais de diferentes

alelo C para animai
/2. 314 e 7/8), nao especificando as freqliéncias alélicas nos

graus de sangue (1
diferentes cruzamentos.

3.4 — Analise das Caracteristicas de Producdo de Leite

As andlises de variancia para 0s caracteres, producéo total de leite (PT),
céo (DL), produgéo média diaria (PMD), e intervalo entre partos

duragéo da lacta
médio (IEPm) em relacdo ao polimorfismo do GH, foram realisadas utilizando o
programa SAS e as covariaveis utilizadas foram: duracéo da lactacéo (DL), idade

ia (OD) e tipo de regime alimentar (RA)

ao parto (IP), numero de ordenhas ao d
caracteristicas quantitativas, PT, DL, PMD e

(Tabela 7). As médias ajustadas das
variancia para o efeito do polimorfismo génico

IEPM foram aplicadas na analise de
8, e Figuras 9 e 10.

do GH e encontram-se na Tabela
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Tabela 7 - Analise de variancia para as caracteristicas produc¢ao total, duragdo da

lactacdo, produgao média diaria e intervalo entre partos médio, em

relacéo ao polimorfismo do GH, utilizando como covariaveis, duragdo

da lactagao (DL), idade ao parto (IP), nimero de ordenhas diarias

(OD) e regime alimentar (RA).

Fontes rado éi o

de Prod. Total PMD Duracgéo IEPmM

Variagao GL GL GL GL

DL 433477213,95* 1 - - - - 100624,46* 1

IP 1894238815+ 1 13666" 1 751515 1 i )

OD 49219920,00¢ 1 934,02" 1 2404,78 1 1892525* 1

RA 3268631,99 4 16980* 1 1507816 1 2115685* 1

GH 2477566,34* 2 7537 2 1739821 2 6329,95 2
504 13,38 566 618597 505 379364 376

Erro 1047628,98
510 571 510 381

de probabilidade ————

*Significativo em nivel de 5%

s de duracéo da lactacao, idade ao parto

E importante citar queé os dado
imentar foram usados como covariaveis

nimero de ordenhas diarias € regime al
racteristicas analisadas fossem ajustados quanto

para que todos os dados das ca
a estas covariaveis.
Verifica-se na Tabela 7 qué os efeitos das covariaveis foram significativos

para PT, PMD e IEP o qué justifica a inclusao
A Tabela 8 mostra 0 NUMeo de animais, numero de observagdes e as

ja anéalise de variancia.

das mesmas no modelo estatistico.

medias ajustadas pe
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Médias ajustadas das caracteristicas, produgéo total (PT), produgéo

Tabela 8 —

média diaria (PMD), duragéo da lactagdo (DL), e Intervalo entre partos

Gendétipos
Caract. Animais Obs cC CcD DD
PT (Kg) 251 511 3570,73%  3745,96° 3433,51°
PMD (Kg) 299 572 13,30% 13,90 12,52
DL (dias) 251 511 273,38 271,93 287,17
IEPm (dias) 130 130 432,98 420,67 421,61
a linha séo estatisticamente diferentes

N R TS s
Médias com letras diferentes na mesm

(p<0.05).

“ Produgéo Totai (Kg)

3800

Genotipos

Figura 9 - Produgo total de leite em Kg em relagéo aos
respectivos gendtipos do gene GH.

O teste de analise de variancia foi altamente significativo para a PT
os uma das médias difere

=0,00
e verificar as diferencas €

38), indicando qué pelo men

(p=0,0289) e PMD (p
ntre as classes genotipicas foi

das demais. No intuito d

realizado o teste t de Student.
Os resultados evidenciados n

heterozigotos apresentam médias para pr
imais com O genotipo CD séo superiores aos

(p=0,0114) demonstram que ani

a Tabela 8 mostram que oS animais
odugao total diferente dos animais DD
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animais ¢ oti :
o om o genotipo DD para a produgéo total de leite. Verificou-se aind
X - : . B in
C foram diferentes em nivel de 8,83% de probabilidade, que emb o
! mbora esteja

ve

= Ve

diferenga entre as médias dos animais DD e CC.

A partir da Figura 9, pode-se observar que animais com o genoéti
otipo CD

prod adi
uzem em média 312,45 e 175,23 Kg de leite por lactacao a mais que ani
animais

do Sti i
genétipo DD e CC respectivamente. Nota-se ainda que animais CC prod
produzem

P—— ;
m média 137,22 Kg de leite a mais por lactagdo que animais DD

Produgao Mérd*i; I;:;a(T(g)

13,92

14 ¢f g
13,5/

13§
12,5}

12§
11,5 ‘

ge cD DD

Genotipos

ura 10 - Produgéo média diaria de leite em Kg em

Fig
relagéo aos respectivos genotipos do gene

GH.

¢ao media diaria os resultados evidenciados na Tabela 8
a

Quanto a produ
m médias diferente dos animais

ais heterozigotos apresenta

Mostram que os anim
D é superior ao genétipo DD

DD (p=0,0010) demo
as de CD e cC

rificou-se ainda queé CcC
eja um pouco acima do nivel de

nstram que O genotipo C
Comparando as médi (p=0,0823) podemos dizer que CD tende a
ser superior a CC. Ve x DD foram diferentes em nivel de

756% de probabilidade, que empord est
significancia (p<0,05), ouve uma tendéncia de superioridade

do genotipo CC emrela

pode-se afirmar que h

cao ao DD.
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A Figura 10 representa a produgao média diaria de leite em Kg e verifica-se

que animais com o gendtipo CD produzem em média 1.380 e 600 g de leite por

portadores do genétipo DD e CC respectivamente. Pode-

dia a mais que animais
ais CC produzem em média 780 g de leite a mais por dia

se dizer ainda que anim
que animais DD.
Esperava-se enco
PMD em relagdo aos res
tendéncia de superioridade do gendtipo CC em relagéo ao DD. Esse fato pode ser
explicado pelo maior nim
(Tabela 8) em relagéo a PT.
Considerando as dife
PT, o efeito de substituicao a

0s valores médios acrescidos

ntrar resultados semelhantes para as caracteristicas PT e

pectivos genotipos, no entanto, para a PT n&o houve
ero de animais queé possuiam dados referentes a PMD

rencas significativas para as caracteristicas PMD e
|élica foi calculado por regressao linear para estimar

para cada alelo incorporado conforme apresentado

nas Figuras 11 e 12.

3750 - e _,,¥__ _§8 61)( + 3514 8 .
3700 B RN e e

3600
3550 |
3500 o
3450
3400 +

uto de substltulgao alélica para PT

Flgura 11 - Efe
em Kg. Gen6tipo €eixo X, sendo 0=DD,

1=CD e 2=CC.

i



13,8 .“L_,____.ﬁ._., _4.,____._‘,#‘-*_‘.1, y = 0,39x + 12,85 :
Sl

weE
13,4 + 2 RNl - /
13,2 e oAl :
13 +-

12,8 i
12,6 | ‘
12,4 : ]
0 i 1 . 2
Figura 12 - Efeito de substituicao alélica para PMD
em kg. Genotipo eixo x, sendo 0=DD,

R B e WIS IR o

1=CD e 2=CC.

o médio de uma substituicao alélica na produgéo

A Figura 11 mostra 0 efeit
favor do alelo C. Pode-se dizer entao

8,61 Kg em
por um C proporciona o aumento de 68,61 Kg de

total de leite, sendo esta de 6
que a substituigao de um alelo D
leite por lactagao na média da populagao.

A Figura 12 mostra o efeito médio

média diaria de leite, sendo esta de 390 g €T favor
multiplicarmos esse valor a lactagdo observada nesta

populacdo (275,44 dias) encontraremos 0 va
substituicio de um alelo D por um C implica €
leite na média da populagao- portanto, s€ um produtor direcionar o cruzamento
Visando incluir o alelo C na populagao, cada @

em um aumento médio de 107,42 kg de leite pO
se dizer que O proprietario ganhara (107,42 x

rado no rebanho por lactacao.
um resultado diferente do analisado

odugdo total foi de apenas 68,61

de uma substituicao alélica na producao
do alelo C. Portanto se

pela duragéo média d

lor de 107,42 kg de leite. Isto &, a
m um incremento de 107,42 Kg de

lelo C que for incorporado implicara

r lactacdo. Considerando o prego

médio do litro de leite 0,45 RS, pode-

0,45) 48,34 R$ com cada alelo C incorpo
a 11, pode-sé observar
o C na pr
fato de que na analise estatistica para a

Pela Figur

acima, pois o incremento de cada alel
Kg. Este caso pode se explicado pelo

m

ero menor de animais e observacgoes
diaria (Tabela 8), ja que, varios animais

Produgao total foi utilizado um Nt
Comparando com a produgao média
analisados nao haviam encerrado a |actagao.
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Com relacéo as variaveis intervalo entre partos médio (IEPm) e duragdo da

lactacgo (DL), nao houve diferenca significativa (p<0,05) com o polimorfismo do

gene do hormonio do crescimento bovino estudado. A caracteristicas IEPm ¢ de

baixa herdabilidade, portanto era esperado n&o encontrar correlacéo. Jaa DL é

de alta herdabilidade (PEREIRA, 1999), no entanto, o polimorfismo estudado

nesta populagéo néo interferiu na expresséo da caracteristica.

Os resultados encontrados para a producdo de leite, sendo o alelo C,

favoravel, estdo de acordo com Vvarios outros estudos realizados (SABOUR; LIN:
SMITH, 1997; GARGALHONE, 1999; DYBUS, 2002; YAO et al., 1996).

Yao et al. (1996), trabalharam com animais da raca Holandesa e encontrou

que o efeito médio de uma substituicao alélica foi de 300Kg de leite por lactacdo a
C. Resultado semelhante foi obtido por Gargalhone (1999) com

favor do alelo
a Holandesa € Girolando e o valor encontrado foi de 386,5 Kg de

animais da rag
leite por lactagdo. OS resultados do presente estudo estéo de acordo com os

autores, no entanto com valores menos expressivos.

Hoj et al. (1993) sugere que o alelo D esteja
gordura no leite. No entanto, Yao et al. (1996) encontrou que cada

proteina em 7 Kg, em bovinos

relacionado com maior

producéo de
a a produgéo de gordura em 8 kg e
(1998) ndo encontrou nenhuma associacéo

de leite, gordura ou proteina em

alelo C aument

da raca Holandesa. Aggrey et al.

positiva entre O polimorfismo com produgao

touros holandeses.
tante ressaltar que todos 0s a
999), trabalharam com racga de bovinos onde a frequéncia do alelo

o que dificulta a analise do gendtipo DD.

.. utores citados acima, com exceca
£ impor cecdo de
Gargalhone (1

o é muito baixa (Tabela 6),
constatou gue bovinos da raga Nelore portadores do

e os demais animais. No entanto, Borges

eterozigotos (CD), foram superiores para

D na populagé
Unanian et al. (2000)

gendtipo DD ganharam mais peso qu

(1997) encontrou que animais Nelore h

ganho de peso.
Conforme os estudos previa

gado Holandés su
leite. Quanto & producdo de gordura e

mente realizados por varios autores

pbe-se que realmente o alelo C esteja

principalmente com
maior produgao de

relacionado com
ganho de peso 05 1€

sultados sao controversos.

proteina no leite

SISBI/UFU 77
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E evidente a maior frequéncia do alelo C em bovinos da raca Holandesa, o

que reforca a idéia que este alelo esteja relacionado com maior produgao de leite

pois estes animais s&o selecionados a mais de 400 anos para esta caracteristica
(MENEZES, 2002), ao contrario dos animais da raga Gir que s&o animais de dupla
aptidao (carne e leite). A sugestéo para aumentara frequéncia do alelo C na raga
Girolando seria trabalhar com touros homozigotos durante os cruzamentos e
principalmente encontrar reprodutores Gir que séo portadores deste gendtipo,
visto ser este de frequéncia muito baixa na raga.

ar pesquisas com bovinos da raga Holandesa presentes

E importante realiz
r diferenca nas frequéncias alélicas em comparacéo com

no Brasil, pois pode have
os trabalhos citados, como foi observado por Gargalhone (1999). Estudos com

30 também de grande importancia, pois existem poucos

animais da raca Gir S
destas duas ragas € de grande

trabalhos disponiveis, além disso, a analise

importancia para a forma
Outro polimorfismo pastante estudado
bovino esta localizado no €xon 5, onde ocorre a troca de um nucleotideo

ocasionando mudanga de aminodcidos Leucina para Valina. Varios autores

polimorfismo com caracteristicas pro
expressdo do GH foram

cdo daraga Girolando.
do gene do hormonio do crescimento

correlacionaram este dutivas em bovinos. No

intuito de descobrir como este polimorfismo age na

quantificando a proteina GH e correlacionando com os
inistracéo de GHRH (SORENSEN et al.,

2002) e TRH (GROCHOWSKA et al, 2001). O mesmo tipo de estudo deve ser
morfismo GH Msp |l e além de quantificar a proteina poderia

uantificagéo de mRNA do GHR em celulas da glandula

realizadas pesquisas
respectivos genotipos com ou sem adm

realizado com o poli
ser feito também ¢

mamaria.
arametros da secrecdo de GH em

Varios estudos demonstram qué alguns p

s, secregéo total diaria, resposta a

presentam alta correlagéo genética (PARMENTIER et al.
ataram que bezerros de leite com

bovinos, ovinos e suinos (frequéncia de pico
estimulos de GHRH) @

1999). Woolliams; Angus; Wilson (1993) const
altos valores genéticos o de gordura e proteina no leite,

(PBV) para produgé
r e também respondiam melhor &

céo basal de GH maio

tor de liberagao de GH) que bezerros com baixo valor

apresentavam concentra

administragdo de GRF (f2
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genético. Kazmer e Oyler (1991) constataram maior concentracdo sérica de GH
em vacas com alto indice genético para producéo de leite do que em vacas com
baixo indice. Estes estudos demonstram a grande imporiancia de se realizar

pesquisas com o gene que codifica a proteina GH, devido a alta correlagéo
genética entre a secregéo de GH e caracteristicas importantes para a producéao

de leite. Sendo assim, a quantificagéo do GH enddgeno € uma medida que

permite predizer o valor genético dos animais.
Ja esta estabelecido que a administracdo de GH aumenta a produgéo de

leite (ETHERTON BAUMAN, 1998), devido & sua acéo direta e indireta (via IGF-
provoca maior disponibilidade de metabdlitos

) na glandula mamaria. O GH
icose) e minerais circulantes, aumenta o fluxo

(proteinas, acidos graxos, gl
maria e a capacidade sintética do tecido mamario

sanguineo na glandula ma
funcao lipolitica, inibindo a sintese

(BURTON et al., 1994), além disso, apresenta
no tecido adiposo € estimulando a transcricdo de genes

BESWICK e KENNELEY, 1998, citado por HULL
funcbes o GH auxilia também na

de enzimas lipogénicas
para a sintese de acidos graxos (

e HARVEY, 2001). Além de todas estas
mamogénese (SEJRSEN et al., 1999). | evando em consideragao a influéncia do

mento sobre o desenvolvimento dos tecidos e a sintese de leite
& caracteristica produgéo de leite

demonstrando a

horménio do cresci
o seu gene esteja relacionado

€ provavel que
resultados encontrados,

podendo assim, explicar 0%
superioridade do alelo C para @ esta ca
Sabe-se que o GH estimula a sf

aco indireta do GH via IGF-l, provoca aumern
encgéo das células secretoras. O IGF-l aumenta

leite por células e auxilia na manut
drasticamente o fluxo sanguineo (ETHERTON e BAUMAN, 1998) e também

exerce um efeito mitogénico nas células
OPCHICK e ANDRY, 2000). Portanto, devido a

e de IGF-l,ea importancia do IGF-I na produgéo

racteristica.
ntese de IGF-I (JAMMES et al., 1996) e a

to na sintese de componentes do

diferenciadas, causando a expansao

clonal do ntimero de células (K

acio do GH estimulando a sintes
a do polimorfismo estudado na sintese de

de leite, pode ser que 0corT@ interferénci
IGF-I, provocando alteracées na produc;éo de leite de acordo com os diferentes
interacdo entre O GH produzido e seu receptor (GHR),

gendtipos estudados.
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também podem afetar a produgao de leite, assim como a provaveis interferéncias
do GH no IGF-I, podem afetar a interagéo do IGF-I ao seu receptor
jivas sdo reguladas por muitos genes e sé&o

Caracteristicas quantitat
necessidade de realizar

afetadas pelas interagbes entre eles, o que mostra a
estudos fazendo interagdes entre 0S polimorfismos existentes em varios genes

responsaveis pela produgéo de leite.
interessante é que 0 polimorfismo esta presente dentro de um intron

enhuma alteracdo na sequéncia dos aminoacidos da
splicing alternativo. Suspeita-se que o

O mais
e, portanto ndo provoca n

proteina GH, a ndo ser que ocorra um
ye alteracao na taxa e regulagdo da transcrigdo génica, e ndo

polimorfismo provoq
diretamente na estrutura da proteina.

sultados encontrados contradize
ue o polimorfismo nao influencie qualquer caracteristica

| de bovinos, por estar localizado em um

Os re m Rodrigues; Guimarées; Pinheiro
(1997), os quais sugere q
de produgéo ou crescimento pondera

intron.
De acordo com 0S resultados obtidos neste trabalho, deve-se analisar a

elo C e seu efeito na seleca
ocesso de selegéo mais rapido e eficiente, diminuindo

importancia do al o de animais em rebanhos leiteiros
com o objetivo de tornar o pr

assim o intervalo entre geragoes € custo
e ser realizado com maior

daqueles que estdo em periodo de lactagdo
ram genotipados, podendo assim

s aos produtores.
numero de animais e

O estudo dev

principalmente analisar 0S dados
e todos 0s outros que fo

quando encerrarem,
ados.

confirmar os dados aquli encontr
dos encontrados  sug
de selecao assistida por m
a frequéncia do alelo C na populagéo.

Os resulta erem a possibilidade de usar este
arcadores em bovinos da

polimorfismo em programas

raca sintética Girolando, aumentando
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Conclusoes

s neste trabalho, deve-se analisar a

o De acordo com os resultados obtido
s em rebanhos leiteiros,

o C e seu efeito na selecdo de animai

importancia do ale
sso de selegéo mais rapido e eficiente, diminuindo

com o objetivo de tornar o proce

assim o intervalo entre geragdes e custos a0S produtores.

com maior numero de animais e, principalmente
o em periodo de lactagdo, quando
podendo assim confirmar

¢ O estudo deve ser realizado

analisar os dados dagueles que esté

encerrarem, e todos os outros que foram genotipados,

os dados aqui encontrados.

dos sugerem a possibilidade de usar este polimorfismo

 Os resultados encontra
or marcadores em bovinos da raca sintética

em programas de selecao assistida p

Girolando, aumentando a frequéncia do alelo C na populagéo.
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Anexo -1

Protocolo para extragéo de DNA de Sangue.

1 - Adicionar 500ul de sangue fresco e resfriado ou 700 ul de sangue congelado,

tomado na transicdo entre o plasma € eritrocitos (camada de leucdcitos), e

colocados em tubos de 2mL.

2 -Adicionar 1mL de tampéo de lise ndo-diluido.
3 ~ Agitar lentamente e incubar em gelo por 510 minutos.
4 - Centrifugar a 4000g (~8000rpm) por 3 minutos.

5 — Descartar o sobrenadante.
6 — Repetir as lavagens no minimo mais duas vezes com tamp#o de lise diluido

(1:1) até que o pellet fique limpo.
7 - Acrescentar 100uL de TE + sarcosyl 1

8 - Incubar overnight a 65°C, para desfazer o precipitado.

9 - Adicionar 300uL de 8M guanidina-HCl / 0,49M acetato
—2 horas até solubilizar todo o pellet.
precipitacao do DNA.

% e 10 pL de proteinase K (10mg/mL).

de amdnia e agitar a

temperatura ambiente por 1
10 - Adicionar 800uL de isopropanol gelado € aguardar a

11 - Centrifugar em centrifuga refrigerada a 4000 g por 10 minutos.
12 - Repetir o passo anterior mais duas vezes com isopropanol 60% ou etanol 70%.

13 — Secar o pellet & temperatura ambiente ou a VACcUO
eco, diluido em 0,5

leta dissolugo.

—1mlL de TE.

14 — Apés o pellet estar comp!etamente S
15 — Se o pellet néo diluir, incubar (50 - 60°C) até a comp

Tampdo de lise TE + sarcosyl 1% TE

20mM de Tris-HCI 10 mM de Tris-HCI 10mM Tris-HCI
SmM de EDTA pH 7,5 1mM de EDTAPH 7.5 1mM de EDTA
640 mM de sacarose 19, de Sarcosyl

10mM de MgCI2

4% de Triton X-100
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