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Influéncia do gene do horménio do crescimento em

caracteristicas quantitativas de bovinos de leite

RESUMO

As mais recentes tecnologias da biologia molecular tornaram possivel o
estudo do polimorfismo do DNA e sua relagdo com caracteristicas quantitativas
de interesse econdmico em bovinos de leite. Utilizou-se o hormonio do
crescimento (GH) como marcador molecular para estudar seu efeito sobre as
caracteristicas quantitativas, tais como produgéo total de leite (PT), dias de
lactacéo (DL), producéo total de gordura (GT) e porcentagem de gordura (PG)
em gado leiteiro. Um total de 116 animais, sendo 63 cruzados de Gir com
Holandés e 53 puros da raga Holandesa, foram genotipados para o GH e os
genotipos utilizados para o estudo de ligagdo com caracteristicas quantitativas.
Os animais foram escolhidos ao acaso em regides do Triangulo Mineiro e Norte
do estado de Sao Paulo com condi¢gdes similares de manejo sanitario e
nutricional, e todos com dados oficiais sobre a primeira lactagéo. As condicdes
otimas de amplificagcdo do GH incluiram 200 ng de DNA, 1 mM de MgCl,, 8
nmoles de dNTPs, 8 pmoles de “primers” e 2 unidades de Taq polimerase, sob
94°C de desnaturagéo inicial por 10 minutos, seguidos de 34 ciclos a 94°C por
minuto para desnaturagdo, 60°C por minuto para anelamento, 72°C por minuto
para extensao, seguidos de uma extenséo final de 10 minutos. A frequéncia do

alelo C nos animais puros foi de 0,5755 contra 0,4444 nos animais cruzados. A
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frequéncia do gendtipo CC nos animais puros também foi maior gquando
comparado aos animais cruzados, sendo de 0,3396 e 0,2063, respectivamente.
Os individuos homozigotos para o alelo C foram caracterizados por 4
fragmentos sendo 526, 193, 109 e 63 pares de bandas (pb), enquanto que os
homozigotos para o alelo D perde um sitio de restricdo para a enzima Msp |
dentro do intron 3 do gene, produzindo 3 fragmentos de 635, 193 e 63 pb. Os
animais heterozigotos apresentam todos padrées de bandas. A analise
estatistica mostrou diferencas significativas (P<0,01) na producéo total de leite
, sendo as maiores para o genoétipo CC e as menores para o genétipo DD. Os
animais puros foram superiores aos cruzados em suas meédias para dias de
lactacéo, produgéo total de leite e gordura. Na analise do efeito de substituicdo

alélica encontramos a formula y = -386,5x + 5615,7 com X representando os

genodtipos CC=0,CD=1eDD =2,




1) INTRODUGAO

A necessidade de produgéo de alimento cada vez mais crescente, em
um mundo cada vez mais populoso, exige que se trabalhe com tecnologia, que
possa ser aplicada diretamente no campo, maximizando a producgéo por area e
diminuindo o custo. Na bovinocultura de leite, onde busca-se maior produgao
utilizando menor nimero de animais, € necessario que modelos de selegdo
genética no rebanho associado a técnicas de reproducédo possam garantir a
utilizacdo de animais geneticamente superiores para determinadas

caracteristicas que sejam desejadas.

O fator genético constitui o principal gerador das diferencas de
desempenho observadas entre os individuos de uma populacdo ou de ragas
diferentes. A lactagcdo, por fratar-se de uma caracteristica poligénica
(condicionada por varios genes), produz diferencas de desempenho, que
podem ser devidas as alteragdes genéticas ocorrendo em um ou mais dos
genes que codificam os hormonios e os fatores de crescimento envolvidos na
fisiologia deste processo (RODRIGUES et al., 1996).

Até hoje no Brasil, os processos de selecdo envolvem a analise das
diferencas esperadas nas progénies (DEPs) (PEREIRA, 1983), porém o
crescente aumento na utilizagdo de sémen de touros importados e a grande
oferta destes produtos no mercado possibilita/a escolha de pais selecionados
com o uso de marcadores moleculares.

A genética molecular € o estudo da estrutura e fungdo dos genes,

envolvendo conceitos de fisiologia e bioquimica. Um grande nimero de genes
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Unicos, herdaveis de uma maneira mendeliana simples, podem ser examinados
e identificados em um animal para serem associados com caracteristicas
guantitativas de interesse econdmico (KENNEDY et al., 1992). Estes autores
argumentaram que é importante prever a produgdo de um animal,
possibilitando a tomada de decisbes, em termos de selegdo, no inicio da vida

do mesmo, diminuindo assim o intervalo entre geragbes e, consequentemente,

tendo maior ganho genético 'a(nual e menores custos operacionais nos
programas de melhoramento animal. /E possivel que poucos genes sejam
responsaveis pelas diferencas genéticas observadas entre os individuos para
as caracteristicas quantitativas. Tais loci sdo denominados como loci de
caracteristica quantitativa (QTL).

Os avancos na biologia molecular criaram novas oportunidades para o
melhoramento genético nos rebanhos. Como exemplo de técnicas moleculares
que potencialmente podem assistir geneticistas no campo, tem-se as
aplicacbes do DNA “Fingerprinting”, marcadores RFLP, introgresséo de genes
principais dentro das populagbes e métodos de gerar variabilidade genética
(KENNEDY et al., 1990).

Neste contexto faz-se necessaria a identificagéo de genes “candidatos”,
os quais influenciam caracteristicas quantitativas. Uma boa alternativa é a
utilizagdo de marcadores que possuam polimorfismo ao nivel do DNA

associando-os com as variagbes das caracteristicas quantitativas (BORGES,

1997).
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2) OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi associar o polimorfismo do hormonio
do crescimento (GH), com caracteristicas quantitativas para produgéo de leite

em bovinos leiteiros.
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3) REVISAO DE LITERATURA

3.1) Aspectos fisiolégicos e bioquimicos do horménio de crescimento

bovino na producédo de leite.

Horménio de crescimento (GH) é responsavel pela regulagéo dos varios
aspectos metabdlicos relacionados aos processos do crescimento e da
lactacdo em bovinos (DUKES, 1990). Devido a sua diversidade de agdes, o GH
tornou-se um candidato em potencial como marcador do desempenho dos
animais para estas caracteristicas fenotipicas.

Tecnicamente é referido como um hormdnio somatrotdpico, sendo
produzido em peguenas quantidades e um dos responsaveis pela regulacéo da
producao de leite (BISARO & BELOWS, 1986).

Este horménio pertence a familia dos horménios somatolactogénicos. E
sabido que o GH exdgeno é galactopoiético quando injetado em vacas de leite
lactantes. Tem-se observado alguns fatos importantes sobre fisiologia da
lactacdo como resultado direto de experimentos com este hormonio. Fatores

como a importancia potencial pratica para o uso comercial de aplicagées de GH

recombinante (rbGH) e pesquisas recentes em resisténcia a doengas e
envelhecimento sugerem que 0 hormonio de crescimento pode estar
fundamentalmente envolvido na manutencdo da saude animal (BURTON et a/,,
1994). Estes autores salientaram que, embora a alta afinidade do receptor de

GH é saturada por concentragbes sanguineas normais de GH, a taxa de
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movimentacdo total no receptor durante a ocupagdo destes pode estar
aumentada, quando o GH sanguineo apresentar-se cronicamente elevado.
Este fato pode ser a chave que explica as propriedades galactopoiéticas a
injecdo de rbGH j& bem documentadas. Fatores enddcrinos e nutricionais séo
determinantes para agéo somatotrofica .

De acordo com BURTON et al., (1994) a concentracdo de GH enddgeno
no sangue e outros tecidos é regulado por um sistema de retornos, os quais
operam através de uma cascata de secrecdo hormonal que regula a secrecdo
do GH e que também pode ser regulada pela taxa de transcricéo do gene GH e
tradugdo do GH RNAm. A secregao natural do GH, de acordo com PAGE ef al.
(1989) apud BURTON et al. (1994) é primariamente controlada por dois
peptideos hipotalamicos neurosecretdrios; o estimulatorio GHRF (fator de
liberacdo do GH) e o inibitério SS (somatostatina).

Outros fatores fisiolégicos, que regulam a liberagdo do GH, incluem os
niveis sanguineos de glucagon, insulina, somatomedinas e estrogénio, além do
estresse e as fases do sono (GLUCKMAN et al., 1987).

A Figura 1 mostra o controle da produgéo e secregdo do GH, suas |
molécuias ativadoras e inibidoras e seus principais locais alvo de agdo. Neste .
cenario, 0 GH liberado pela pituitaria liga-se a receptores especificos nas /

células para acionar uma sequéncia de eventos bioquimicos que resultam em

uma resposta biolégica




Estimulos ambientais e internos (metabdlicos)

Sistema nervoso central

—P Hipotalamo <4

(+)GHRF SS(-)
Hipdfise <
GH.
Figado Tecido Adiposo

Efeito lipolitico

IGF-1 e IGFBP
/

S A

Gl. mamaria orgdos reprodutores tecidos periféricos 0SS0

Figura 1. Esquema da regulag&o neuroendocrina da produgéo do GH e seus
locais alvos de agéo (adaptado de BURTON et al., 1994)

Dois tipos de receptores de GH s&o descritos, sendo um de alta
afinidade e outro de baixa afinidade, segundo RODRIGUES et al., (1998).
Estes autores citam que no figado, o GH estimula a produgdo dos mediadores
de sua agdo, ou seja as somatomedinas ou fatores de crescimento
semelhantes & insulina (IGFs) e suas proteinas de ligagado (IGFBP), as quais
entram na circulacdo sanguinea e séo transportadas aos tecidos alvos, onde
exercem multiplas agbes. Os efeitos do GH podem ser divididos em acGes
metabdlicas (catabolismo de gordura e glicose) e ag&o hipertréfica (anabdlica

ou de crescimento), possuindo atividade lipolitica, atuando no metabolismo de
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carboidratos e minerais, regeneragéo tecidual e a¢édo lactogénica. Ele tem uma
acdo cronica sobre o metabolismo, por redirecionar a divisdo e o uso de
nutrientes absorvidos em favor da produgéo de leite em bovinos. Na lactacéo o
GH age aumentando o fluxo sanguineo do ubere (aumento da perfusao), para
maior captagdo de precursores do leite. Ressaltaram ainda que, provavelmente
ocorre uma diminuicdo na resisténcia vascular mamdria, pela produg&o de

vasodilatadores locais.

O GH também altera a capacidade secretora das células e promove a

persisténcia da lactacdo por diminuir a taxa de involugdo mamaria

(GLUCKMAN & BREIER, 1987).
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A Figura 2 resume as agbes bioquimicas produzidas pelo bGH nos
tecidos durante a lactacéo, observadas a partir de estudos com horménio de

crescimento recombinante em bovinos.

ADIPOCITOS <« bGH
Efeitos lipoliticos

v

(+) acidos graxos (+) glicerol
livres (NEFASs) sanguineo

l FIGADO
Gliconeogénese

TECIDOS
PERIFERIC
0S
Hiperglicemi
ae
Hiperinsulis
mo
(+) glicose IGF-1
sanguinea plasmatico

(+) fluxo sanguineo

v — v

(+) sintese de 4 GLANDULA (+) glicose
lactose MAMARIA sanguinea
IGF-1 local
(+) sintese de (+) producéo de leite

P gordura do leite

L Fonte de energia

Figura 2 — Esquema das propriedades lipoliticas e diabetogénicas do bGH e
sua influéncia no aumento da producéo de leite (adaptado de BURTON et al.,

1994).
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Entre outras acdes do hormonio do crescimento, de acordo com PAGE
et al. (1994), uma de grande importancia é sua agdo no figado estimulando a
gliconeogénese, aumentando a glicose sanguinea e promovendo nas vacas em
lactacdo, a regulacido do metabolismo dos carboidratos, tornando disponivel
grandes quantidades de lactose pela glandula mamaria. Ressaltaram também
o efeito lipolitico, mobilizador das reservas de acidos graxos do tecido adiposo,

suprindo os tecidos periféricos de acidos graxos livres ndo esterificados como

fonte de energia alternativa, poupando as reservas de proteina.

Em ruminantes, os horménios da familia do GH, mostram atividades

lactogénica e somatogénica (crescimento, morfogénese e reprodugéo),

diferindo na intensidade de acao (BYATT et al., 1992).

RODRIGUES et al. (1998) mencionaram que na vaca, o hormdnio

lactogénio placentario & detectado na circulacdo materna durante a quarta

semana de gestag@o, mas ao contrario dos outros ruminantes, sua

concentracdo permanece baixa durante a prenhez.

O GH secretado pela hipdfise, segundo BURTON et al. (1994), entra na

circulagéo periférica por frestas nas paredes dos capilares. Elevadas

concentracdes sanguineas de GH causam um “feedback” negativo a nivel de

hipotalamo, inibindo a liberagéo do GHRF (Fator de liberagdo do GH) e

estimulando a SS (Somatostatina). Ressaltam ainda que o principio geral da

acdo do GH durante a lactacdo natural € em parte, explicada por sua

habilidade de alterar O metabolismo do tecido adiposo pela alteragdo da

sensibilidade dos tecidos a acdo aguda de hormonios, como a insulina e a

epinefrina. A acdo do GH tem sido atribuida a respostas imunes inatas,

respostas inflamatorias locais, reparo de tecidos e hematopoiese.
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WALDEN et al. (1998) sugeriram que o GH e o IGF-1(Insulin-like growth
factor) mediavam o desenvolvimento da glandula mamaria junto com o
estrégeno, estabelecendo que elementos do estroma e do epitélio deveriam se
interagir para ocorrer o desenvolvimento da glandula. Estes autores verificaram
que o GH bovino trabalha tdo bem em tecidos do estroma como nos tecidos
glandulares, sugerindo a ac¢éo direta do GH no estroma da glandula mamaria,
induzindo assim, a produgéo de IGF-1 mRNA e, possivelmente, o préprio IGF-
1, a qual causa diferenciagdo dos ductos epiteliais em brotos terminais,
explicando porque o epitélio também & capaz de diferenciar as gorduras n&o
mamarias.

FLINT et al. (1994), evidenciaram que o GH age direto na glandula
mamadria estimulando a sintese de leite, embora havendo possibilidades que
este estimulo possa ser por produgéo local de IGF-1.

FLINT et. al. (1998), verificaram os efeitos da restricdo alimentar nas
respostas da glandula mamaria e tecidos adiposos ao horménio do crescimento
e a prolactina em ratos lactantes, propondo que o aumento da produgéo de
leite mediada pelo GH é estimulada pela secregdo de IGF-1 e que esta
resposta ao IGF-1 é sensivel a diferentes niveis nutricionais e a sua agéo como
um sensor do balango energético. Além disso, o GH foi capaz de estimular a
producdo de leite, no entanto sua efetividade diminuiu progressivamente,
quando a quantidade de alimento foi reduzida. Segundo os autores o aumento
da produgéo de leite devido a agéo do GH, foi acompanhada por um aumento
nas concentragdes de IGF-1 no sangue e esta resposta também diminuiy
progressivamente quando da redugao da quantidade de alimento, consistente

com a hipdtese que o IGF-1 determina a produgéo de leite em resposta ao GH,




regulando a agdo deste hormoénio na glandula mamaria em uma dependéncia

nutricional.

3.2) O Polimorfismo Génico do horménio do crescimento associado &

producgéao de leite.

O horménio de crescimento bovino é um polipeptideo de 190 a 191
aminoacidos, cujo Unico gene mapeado no cromossomo 19g-26qter, compde- ‘/
se de cinco exons intercalados por quatro introns totalizando 2856 pares de
bases (pb) (GORDON et al., 1983).

A quantidade de polimorfismo do gene do GH realg¢a o grande nimero
de marcadores moleculares, bioquimicos e imunogenéticos disponiveis em
bovinos para andlise de linhagens, teste de parentesco e também na distingéo
entre racas (THEILMANN et al., 1989). |

Ainda em 1989, BECKMANN et al. , usando a técnica de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), provaram que populacdes de
touros Holandeses-Friesian eram polimoérficas para o locus do GH. Eles
utilizaram os resultados para ilustrar o poder da metodologia RLFP em
visualizar a variabilidade genética em populacées de gado leiteiro. Qutros
pesquisadores como HILBERT et al. (1989) identificaram novas sequéncias
polimérficas de DNA em quatro loci autossdmico de bovilnos, entre eles estava

o GH com frequéncia de heterozigotos de 0,48 em gado da raga Belgian Blue

Breed (BBB).
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HOJ et al. (1993) detectaram diferenca significativa (P<0,05) nos
haplotipos de dele¢do D-Msp-l (polimorfismo de insergdo (1) e delecéo (D)) do
GH em linhagens de gado Holandés vermelho e branco selecionados para alta
e baixa quantidade de gordura no leite.

COWAN et al. (1989) revelaram pela andlise de “Southern Blot’ e
digestao com 10 enzimas de restrigéo, que os descendentes de duas a trés
familias de touros Holandeses exibiram polimorfismo em torno do gene do GH
e detectaram RFLP’s em torno deste gene usando até cinco enzimas.
Verificaram que a presenga de RFLP’s nos genes, que codificam para os
horménios da hipdfise em uma linha de familia, podem provar as bases para
marcadores genéticos associados com lactag&o e desenvolvimento da glandula
mamaria.

ZHANG et al., (1993) detectaram uma frequéncia do alelo D do GH de
0,26 em 35 touros da raga Holandesa e para a raga Hereford todos os 30
touros foram homozigotos para o alelo C.

De acordo com UNANIAN et al. (1994), foi possivel separar o GH em
dois alelos, por PCR (Polimerase Chain Reaction) associada a restricdo pela
enzima Hae Ill. Observaram que as frequéncias genotipicas para 184 touros
de oito racas foram 0,03 para o gendtipo FF, 0,08 para o heterozigoto EF e
0,89 para o gendtipo EE . O alelo F foi detectado apenas nas ragas Brahma,
Holandés e cruzados de Wagyu.

FALAKI et al. (1997) analisaram fragmentos de restrigdo do gene GH
usando a enzima de restricdo Taq | para investigar a associa¢éo entre este

polimorfismo em vacas e touros Simental com a proteina do leite e a producéo




total de leite e concluiram que os touros com o genétipo BB tiveram valores
maiores para producao de leite, quando comparado aos animais AA.

Segundo LUCY et al. (1993) a sequéncia de aminodcidos da
somatotropina bovina (bST) varia na posicdo 127, onde tanto a valina como a
leucina sdo encontradas. Para determinar a frequéncia alélica da leucina 127 e
valina 127 no gene bST em vacas e touros das maiores ragas produtoras de
leite (Holandés, Pardo-suigo, Jersey e outras) os autores extrairam o DNA do
sangue ou do espermatozoide e amplificaram um fragmento de 428 pares de
base do gene bST por PCR e restricdo com a enzima Alu |. A frequéncia alélica
para a leucina 127 e valina 127 em vacas Holandesas foi de 0,93 e 0,07
respectivamente e em touros da mesma raca foi respectivamente de 0,96 e
0,04. Eles concluiram que as frequéncias dos alelos para o gene bST nao
foram similares nas diferentes ragas leiteiras e estimativas de producéo de leite
foram correlacionadas com variagbes do gene bST em vacas mas ndo em
touros.

RODRIGUES et al. (1996) usando a técnica de PCR-RFLP tiparam para
o gene do GH, 23 animais da raga Holandesa e 22 da raga Chianina e
encontraram 0,65 e 0,69 de frequéncia alélica respectivamente. Nos 31 animais
da raca nelore analisados, todos foram homozigotos para a forma leucina (L).

GROCHOWSKA et al. (1999) usando a metodologia de PCR-RFLP,
estudaram os efeitos do polimorfismo na posicdo do aminoacido 127
(substituicdo da leucina pela valina) do hormdnio de crescimento bovino (GH)
nas caracteristicas de produc&o de leite e carne em populacdes de gado
Holandés-Friesian. O objetivo do estudo foi estimar a frequéncia alélica do

gene do GH nesta populag&o e caracterizar a indug&o da liberagéo de GH pelo
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hormonio TRH (liberador de tirotropina) com os genétipos para GH. As
frequéncias para leucina e valina foram respectivamente 0,69 e 0,31. Houve
diferenga significativa (P<0,05) nas caracteristicas de liberacdo do GH nos
animais relacionados aos diferentes genotipos. Os homozigotos Val/Val
mostraram maior pico de liberagdo de GH em comparacédo aos outros animais,
evidenciando que os resultados mostraram uma diferencga na liberacdo de GH
em relacao aos diferentes gendtipos em gado de leite.

LEE et al. (1996) trabalharam com dois grupos distintos para analise de
gendtipo do gene da somatotropina bovina. O grupo controle (49 animais) e o
grupo selecionado (101 animais) foram analisados para a presenca de
variagdes com a posicéo do aminoacido 127 (leucina-Alu-I(+); valina—Alu-I(-))
da bST. Dos trés gendétipos encontrados ,110 animais foram Alu-l (+/+), 39 com
gendtipo Alu- (+/-) e apenas um animal Alu-I (-/-). As frequéncia génicas foram
similares para os dois grupos. Os valores estimados para produgéo de leite
(EBV leite) e o desvio médio para a produgéo de leite (AYD leite) nos animais
do grupo controle ndo estdo associados com o genoétipo, no entanto a presenca
do alelo valina foi correlacionada (R* ) com o decréscimo de EBV leite (P=0,03)
e AYD leite (P=0,16).

SABOUR & SMITH (1997) trabalharam com duas andlises de
polimorfismo no gene do GH. A primeira foi a variagéo alélica no aminoacido
127 (L,V) do referido gene e sua implicagéo na varia¢do da producéo de leite, e
a segunda com dois alelos conhecidos dentro do intron 3, designados por C e
D e relacionados em quest&o a quantidade de gordura no leite. Em vacas da
raga Holandesa, encontraram 0.81, 0.18 e 0.01 de frequéncia genotipica para

CC, CD e DD respectivamente e 0.84, 0.15 e 0.01 para os gendtipos LL, LV e



VV, respectivamente. Ndo houve diferenca significativa nos valores estimados
para producéo de leite para o locus C/D dos 98 touros analisados, os quais
possuiam genotipos diferentes.

Variagbes na sequéncia do gene do horménio GH foram investigadas
por YAO et al. (1996) usando a técnica de andlise por SSCP (polimorfismo de
conformacéo de fita simples) em sete fragmentos amplificados cobrindo quase
todo o gene (2.7 kb). O SSCP foi detectado em quatro destes fragmentos e um
total de seis polimorfismos foram achados em amostras de 128 touros
Holandeses. 2 polimorfismos , a transicao T->C no terceiro intron (designado
GH4.1) e uma transversé&o no quinto exon (designado GH6.2), mostraram estar
associados com a producédo de leite. Touros GH4.1c/GH4.1c tiveram valores
maiores para produgéo de leite, quantidade de gordura e proteina do que
touros GH4.1c/GH4.1t e maiores em produgéo de leite, quando comparado
com touros GH4.1t/GH4.1t, mostrando uma associagdo positiva dos genétipos
com caracteristicas de produg&o de leite. Isto intensifica a importancia dos
resultados na melhoria do desempenho de produgéo de leite em gado leiteiro.

Os mesmos pesquisadores observaram efeitos similares nas caracteristicas de

producdo de leite com o polimorfismo GH6.2, que ocorreu no alelo A, sendo
este o favoravel. Os efeitos médios da substituicdo do gene por GH4.1 e
GH6.2 s&o similares , com mais ou menos 300 kg para producéo de Ieite, cerca
de oito quilogramas para quantidade de gordura e em torno de sete
quilogramas para proteina, por lactacdo. Eles concluiram que a associagéo
positiva do GH4.1c e Gh6.2a com as caracteristicas de producéo de leite

podem ser Uteis para melhorar o desempenho da producdo de leite em gado

leiteiro.
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LAGZIEL et al. (1996) utilizaram a metodologia SSCP no gene do GH
bovino para definir configuragées haplétipas deste gene em populagdes de
gado Holandés israelense e em parentes de animais cruzados de Bos Taurus e
Bos Indicus. Os haplétipos do gene bGH dos animais cruzados diferiram
qualitativamente, conforme proposta prévia de separacéo evolucionaria destas
duas sub-racas. Apenas um pequeno nuimero de haplétipos bGH estiveram
presentes na populagdo de gado Holandés de lsrael. Um dos hapldtipos,
aparentemente de origem Bos indicus , teve um efeito positivo e significativo
(p<0,05) para porcentagem de proteina no leite. Este dado explica a utilidade
do uso de haplétipos para encobrir genes candidatos envolvidos em variagdes
genéticas quantitativas de populagbes de gado bovino.

Andlises da genealogia s&o usadas para investigar a associagdo dos
locus do GH bovino com caracteristicas de producéo de leite em gado
Holandés. Touros Holandeses foram tipificados para trés locus do GH bovino
localizados no exon V, intron C e a regido 3’ do gene. Dados fenotipicos de
producdo das filhas desses touros para leite, gordura e proteina total e
porcentagem de gordura e proteina no leite foram colhidos e analisados. Os
resultados das analises de linhagens entre familias foram aplicados aos dados
usando um ou dois locus como marcadores. Os parametros estimados foram
frequéncia alélica , média genotipica, desvio padrao das caracteristicas
guantitativas e fragdo recombinante entre os marcadores e o locus das
caracteristicas quantitativas, mostrando a associacdo dos alelos com as
caracteristicas analisadas. (VUKASINOVIC, 1999).

A importancia do estudo da progénie de touros heterozigotos para um

locus marcador e sua ligagdo com uma caracteristica quantitativa, através da
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analise do desempenho das filhas e netas, os valores de suas produgbes e a
genotipagem para aquele marcador foi mostrada por WELLER et al. (1990).

SNEYERS et al. (1994) objetivaram em seus estudos revelar RFLPs do
gene GH com restricdo Tag-l em diferentes ragas de bovinos e associar com
caracteristicas quantitativas em touros altamente selecionados para
crescimento e producéo de carne. As racas escolhidas foram Holandés,
ltaliana, Simental, Normando e BBB (Belgian Blue Breed). A RFLP revelou
quatro fragmentos de DNA de 6 (A), 5.2 (B), 4.4 (C) e 4.2 (D) kpb. O genétipo
AA mostrou recordes de peso aos sete e 13 meses, quando comparado ao
gendtipo AB, evidenciando um correlagéo entre o GH e o peso nestas idades
na raca BBB, que é uma raca exclusivamente de corte, ao contrario das outras
racas com maiores aptidées leiteiras, que n&o mostraram nenhuma relagio
estatisticamente significativa (P>0,05).

Em gado de corte, ROCHA et al. (1992) estudaram trés alelos B, Ce D
do GH usando a endonuclease de restricgo 7aq | em sangue de gado da raca
Brahma (Bos Indicus), associando com diminuicdo no peso ao nascimento,
como caracteristica materna (P<0.01).

Dentro de uma mesma raga existem diferengas na frequéncia alélica e
variacdo genética em populagdes com antecedentes, que possuem
caracteristicas genéticas comuns, mostrando diferengas significativas na

frequéncia dos alelos do gene GH dentro destas populagdes em gado Hereford

(MOODY et al.,1996).
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3.3) RFLP e marcadores genéticos

Marcadores genéticos séo variagdes herdaveis que podem ser usados
para entender eventos genéticos, tendo varias aplicagbes. Segundo SUTTON
(1998), para ser Util como um marcador, as variagbes herdaveis devem ser
polimérficas, deve haver duas ou mais variagbes comuns na populagdo em
estudo. O autor ressalta que um marcador genético pode ser um gene
funcional, no entanto ndo é a funcaéo que & de total interesse mas sim as
variagdes da estrutura do DNA, que s&o refletidas em diferengas funcionais
entre alelos. Este mesmo autor observou que um marcador genético pode
também ser um segmento do DNA sem fung&o conhecida ou que é conhecido
por n&o ter uma fung@o. Mesmo com as variagbes do DNA entre cromossomos
homdlogos, ele pode servir como marcador genético, o qual é transmitido de
acordo com as leis mendelianas para alelos codominantes.

De acordo com BISHOP (1995), os marcadores genéticos tém grande
importancia na diminui¢éo do intervalo entre geragbes ,aumento da intensidade
de selecao, reducéo dos custos de testes de progénie ,auxilio na selegéo de
caracteristicas de baixa herdabilidade e de dificil mensuragéo, identificacéo de
genes candidatos e na implementag&o de esquemas de acasalamento.

Em 1975, ap6s a descoberta de que uma endonuclease de restrigéio
originada do microorganismo Haemophilus influenzae provocava paradas na
dupla fita de seguéncias especificas de DNA, SOUTHERN descreveu um

método para transferir fragmentos de DNA de tiras de gel de agarose para tiras
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de nitrato de celulose, detectando sequéncias especificas entre fragmentos de
DNA separados por eletroforese.

A primeira possibilidade do uso da genética molecular como acesso ao
mapeamento gendmico veio em 1980 quando foi sugerido o uso da RFLP, ou
seja, a restrico cortando o DNA em fragmentos de diferentes tamanhos
(BOTSTEIN ef al. 1980 apud TRYER et al. 1990) dando o nome de RFLP, pois
as enzimas de restricdo algumas vezes encontram um sitio, o qual elas
normalmente clivariam, mas ndo podem pois uma mutac&o teria mudado este
sitio.

Variactes polimdrficas no tamanho de um fragmento de restricéo de
DNA (RFLP’s) também podem ser lteis como marcadores genéticos nos
trabalhos de sele¢éo . O polimorfismo observado na técnica de RFLP ocorre
porque o DNA de individuos geneticamente distintos difere na sequéncia de
nucleotideos ao longo da fita (KENNEDY et al., 1990). Estes mesmos autores
verificaram que a presenca ou auséncia de sequéncias especificas de quatro a
oito pares de bases, reconhecidas e clivadas pelas enzimas de restrigao,
podem variar entre diferentes individuos, gerando polimorfismo. A utilizagdo
das sequéncias especificas nesses trabalhos de selecéo dependem ,acima de
tudo, da identificacdo de marcadores que estdo ligados com o loci
influenciando caracteristicas quantitativas de interesse econdmico . Os autores
observaram que os RFLP’s sustentam algumas esperancas na aplicacdo
pratica de marcadores genéticos polimérficos no melhoramento do rebanho.
Fragmentos de restricdo s&o produzidos do corte do DNA gendmico em
fragmentos por endonucleases de restricdo, as quais reconhecem sequéncias

especificas do DNA e o clivam neste sitio. Normalmente existem centenas ou
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milhares de sitios de reconhecimento através do genoma para cada
endonuclease de restricgo. Os fragmentos produzidos, segundo os autores,

séo de tamanhos variados, podendo ser separados usando eletroforese em gel

de Agarose.

Existem dois mecanismos para originar os RFLP’s, de acordo com !
SUTTON (1998): um sitio particular de um cromossomo sera clivado por uma

enzima de restricdo, no entanto um outro cromossomo homélogo ndo serd. A

sonda de DNA que liga os dois lados do sitio ira indicar fragmentos de restricdo

de diferentes comprimentos, detectados em “Southern Blots”. Segundo o autor’

!

o numero de nucleotideos entre sitios de restricio modifica devido a variagc”)e/é
no nimero de repeticbes de uma sequéncia de nucleotideos. |

A tecnologia do RFLP também é empregada na construcdo de mapas
genéticos através de um grande numero de diferentes marcadores em
pequenos intervalos, segundo JEFFREYS et al. (1985). Pode também ser
baseada nos minisatélites, que sdo regides do DNA contendo um numero de
sequéncias repetidas uma atras da outra, sendo o comprimento do fragmento
de restricdo determinado pelo nimero de cdpias das repetices dentro do
minisatélite. Esses autores observaram que existe uma variabilidade
consideravel entre individuos, como o numero de repeticGes em uma
sequéncia de um locus particular, e este alto polimorfismo natural faz dos
minisatélites potencialmente uteis como marcadores.

QUELLER et al. (1993) verificaram que 0s microsatélites (segmentos de

repetico menores que os minisatélites) e sua alta variabilidade séo

ferramentas potencialmente importantes para quase todos os problemas que

envolvem marcadores mendelianos.
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HALLERMAN et al. (1987) mostraram que a maioria dos RFLPs do gene
do GH &, aparentemente, consequéncia de um evento de inser¢do ou deleg&o.

Os resultados sdo discutidos em termos da possibilidade que a menor

variabilidade gendmica néo justifica a variagéo genética quantitativa.

csa301G18
VIONY 14380 30 Y43G34 3OVQISHIAINA

v



22

3.4) Melhoramento Genético em gado de leite

Melhoramento genético em populagdes animais € limitado pelo fato de
gue a maioria das caracteristicas de importancia econdmica s&o poligénicas e
influenciadas por uma variedade de fatores ambientais e de desenvolvimento
(BECKMANN et al., 1987).

A selecao é um processo pelo qual individuos em uma populagéo s&o
escolhidos para produzirem descendentes , sendo indispensavel em qualquer
programa de melhoramento genético. Dois critérios podem ser empregados na
selecdo de um animal: a sua “capacida/de provavel de producdo’, que permite
uma previsdo da sua produgdo em uma proxima lactagdo baseado em
lactacbes passadas, € 0 seu “valor genético para produc¢do” estimado usando-
se registro do proprio animal e de parentes. No Brasil, o programa de
melhoramento genético em gado de leite ainda € baseado na avaliagdo de
caracteristicas e informagdes fenatipicas do prdprio animal, dos ascendentes,

dos colaterais e dos descendentes (DURAES et al., 1982) com andlise dos

seguintes parametros: herdabilidade e repetibilidade da caracteristica
analisada, correlacbes genéticas entre caracteristicas de interesse econdmico,
diferencial de selecdo e ganho genético potencialmente alcancavel (PEREIRA,
1998).

Para que uma caracteristica seja considerada na selegdo em gado de
leite, alguns pontos como importancia econdmica da caracteristica avaliada,

facilidade e custo de registro sobre estas caracteristicas e grau de controle

genético devem ser levados em consideracdo. A Tabela 1 mostra que
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quantidades de leite, gordura e proteina, porcentagem de gordura e proteina e
persisténcia da lactagdo satisfazem os trés requisitos, sendo herdaveis em
diferentes proporgGes. Algumas correlagdes genéticas entre caracteristicas em

gado de leite, mostradas na tabela 2, também s3o avaliadas e levadas em

consideragdo na hora da selegéo.

Tabela 1. Herdabilidade (h?®) para algumas caracteristicas de producgdo e
gualidade do leite em gado leiteiro.

Caracteristica (h*)

Quantidade de leite 0,25
Quantidade de gordura 0,25
Quantidade de proteina 0,25
Porcentagem de gordura 0,50
Porcentagem de proteina 0,50
Persisténcia de lactagéo 0,40

Fonte: Pereira (1998) e Wilcox (1992).

Tabela 2. Correlagbes genéticas entre caracteristicas de producédo em gado de
leite.

Correlagées (R%)

Caracteristicas

Quantidade de leite-Longevidade 0,50a0,70

Quantidade de leite-% de gordura -0,07 a-0,70
-0,10a-0,50

Quantidade de leite-% de proteina
Producéo de leite-Produgéo de gordura 0,82
Producéo de leite-Producéo de proteina 0,86

Fonte: Teixeira(1997) e Pereira(1998).

Embora haja uma tendéncia de redug&o na porcentagem de gordura, ha

um aumento na produgéo desta com o aumento da produgio total de leite.

A longevidade ou vida produtiva estd relacionada positivamente 3

produgéo de leite, sendo a producéo na primeira lactagéo o melhor indicador da

longevidade (TEIXEIRA, 1997).
Sabe-se que a maioria das caracteristicas de importancia econdmica

apresenta uma variagdo continua. O estudo dessas caracteristicas

denominadas métricas ou quantitativas, baseia-se em métodos biométricos
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assumindo variacdo causada pelo efeito de diversos locos, sofrendo influéncia
do meio e ainda a ocorréncia da interac&o genotipo-ambiente (LEMOS, 1994).

Do ponto de vista estritamente genético PEREIRA (1998) salientou que
a produgéo de leite sofre variagGes devido as diferengas genéticas entre racas
e entre individuos dentro de uma mesma raca. Isto, segundo ele, evidencia as
diferencas de frequéncias dos genes relacionados com a producéo de leite,
que ocorre, entre as ragas, como também as diferengas de critérios seletivos
adotados em cada uma delas, ao longo de varias décadas.

Este mesmo pesquisador, em 1983, citou que quando se trabalha com
melhoramento genético é importante evidenciar alguns conceitos para o
completo entendimento do cruzamento e suas acbes na descendéncia dos
genes. Entre os objetivos do cruzamento destacam-se a produgéo de heterose,
incorporacdo de genes desejaveis na populagdo e a complementacéo entre
racas pela incorporagéo de caracteristicas desejaveis combinadas dentro da
populagéo.

O termo “grau de sangue’, segundo RAMALHO (1990) é comumente
utilizado para indicar a porcentagem média de alelos de uma determinada raca
que o rebanho possui. Nesse caso, de acordo com ele, quando se realizam
cruzamentos entre duas racas diferentes a geragdo Fy & denominada de
mestigos ou cruzados. Porém ,quando se refere a animais puro-sangue (PO ou
PC), conceitua-se como sendo aquele que apresenta expressdes fenotipicas
dentro dos padrées raciais e s&o obtidos por acasalamentos, por tantas
geracSes quantas s&o exigidas pelas normas de registro de cada raca. O autor

saliente que, ao contrario do que se possa pensar, 0s animais puros-sangue
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sdo altamente heterozigoticos, apresentando homozigose principalmente nos

locos que controlam caracteristicas morfolégicas marcantes.
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4) MATERIAL E METODOS

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular do

Departamento de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de

Uberlandia.

4.1) Populagdo e obteng¢do de dados quantitativos

Para a realizacéo deste trabalho utilizou-se de animais provenientes de
rebanhos leiteiros da regi&o tropical de cerrado do Tringulo Mineiro e Norte do
Estado de S&o Paulo.

O rebanho era dividido em cruzados de Gir e Holandés : nos graus de

% sangue, % e 7/8 de sangue holandés e puros holandeses : PC (puro por

cruzamento) e PO (puro de origem).

Uma amostra de 116 animais foi escolhida ao acaso, sendo 63 bovinos
cruzados de Gir e Holandés e 53 puros Holandeses, levando em consideracéo
a exigéncia de que todos tivessem o controle dos dados quantitativos feito
pelas associagbes de gado de leite regionais e nacional. Foi obtido, de cada
animal, dados sobre dias de lactagdo da primeira lactagéo (DL), producdo de

leite corrigida para 305 dias (PT), quantidade total de gordura (GT) e

porcentagem de gordura (PG).
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Os animais foram originados de 5 rebanhos, divididos da seguinte
maneira : nimero 1(JC) com 22 vacas puras e 14 cruzadas, numero 2(MC)
com 21 vacas puras, nimero 3(MR) com 35 vacas cruzadas, numero 4(SP)

com 10 vacas puras e nuamero 5(Tl) com 14 vacas cruzadas.

4.2) Colheita de sangue

Retirou-se dois a seis ml de sangue de cada um dos 116 bovinos
adultos, fémeas com a primeira lactagéo encerrada e corrigida para 305 dias,
através da pungao da veia jugular, utilizando o sistema de coleta & vacuo, em
tubos siliconizados com 0,5 ml de citrato de sédio 0,129M tamponado (tubos
Vacutainer® BD ref. 367654 e agulhas Vacutainer® BD ref.367320-25"8). O
material foi encaminhado ao Laboratério de Genética Molecular da

Universidade Federal de Uberlandia, onde era mantido sobre refrigeragdo entre

4 a 8°C em posicéo vertical para permitir a sedimentacdo dos eritrocitos e

leucdcitos, durante no minimo 24 a 48 horas.
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4.3) Extracdo de DNA

O DNA foi obtido a partir de 500 ul de sangue refrigerado, tomado na
transic&o entre o plasma e eritrécitos, apos sedimentacéo, conforme protocolo
descrito por BORGES (1997). Inicialmente, o volume de 1 ml de sangue foi
adicionado a um tubo de microcentrifuga de 2 mi, junto a um mesmo volume de
tamp&o de lise ndo diluido (20 mM de Tris-HCI, 5 mM de EDTA, pH 7.5, 640
mM de sacarose, 10 mM de MgCl, e 4 % de Triton X-100), agitando
lentamente e incubando-o em gelo por 10 minutos. Centrifugou-se uma
primeira vez & 4000 gmax por 1 minuto, seguida por mais duas a trés lavagens
com tampéo de lise diluido duas vezes, intercaladas por '10 minutos de
incubagdo no gelo. Apds a obtengdo de um “pellet’ livre de hemoglobina,
adicionou-se 200 ul de 10mM Tris-HCI, 1 mM de EDTA, sarcosyl 1% e 10 ul de
proteinase K (10 mg/ml), incubando a solugé&o de células durante a noite a
50°C. Acrescentau-se, entédo, 50Q ul de 8 M guanidine-HCI e 0,49 M de acetato
de ambnia, agitou-se de uma a duas horas e foi adicionado 800 ul de
isopropanol a temperatura ambiente, agitando levemente até precipitar o DNA.
Centrifugou-se entdo a 4000 gmax por 10 minutos, descartando o
sobrenadante e procedendo com duas lavagens subsequentes do “pellet” de
DNA (centrifugagdes a 4000 gmax de um a dois minutos) com isopropanol 60

% ou etanol 70 %. O DNA foi seco a vacuo e diluido em 0,5 a 1 ml de TE (10

mM Tris-HCI, 1 mM EDTA).
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4.4. Genotipagem dos animais

Dentre os animais amostrados, os genétipos foram determinados para o

hormonio do crescimento (ZHANG et al, 1993). A sequéncia da regigo

amplificada e sitios de restricdo enzimatica sdo mostrados na Figura 3.

1141 cgagggatgcgtcctaggggtggggaggcaggaaggggtgaatccacaccccctccacac

1202 agtgggaggaaactgaggagttcagccgtattitatccaagtagggatgtggttagggga

1261 gcagaaacgggggtatatggggtggggagggticcgaataaggcggggaggggaaccgeg

1321 caccagcttagacctgggtgggtgtgttcttcccccaggagegeacctacatceeggagg

1381 gacagagatactccatccagaacacccaggttgcectictgetictctgaaaccatceegg

1441 ccceccacgggcaagaatgaggeccagcagaaatcagtgagtggcaacctcggacegagga

1501 gcaggggacctccttcatcctaagtaggctgccccagctcccgcac ggcctggggegge
citgg no aleloD

1561 cttctccccgaggtggeggaggttgttggatggecagtggaggatgatggtgggeggtggat

1621 ggcaggaggtcctcgggcagaggecgaccttigcagggetgecccagaccegeggeaceca.

1681 ccgaccacccacctgccagcaggacttggagctgcttcgcatctcactgctcctcatcca :

1741 gtcgtggcettgggeccctgeagttcctcageagagtcttcaccaacagcettggtgtitgg

1801 cacctcggaccgtgtctatgagaagctgaaggacctggaggaaggeatcectggecctgat

1861 gcgggtggggatggegttgtgggteecttccatgtgggggecatgeccgecctcetectgg

1921 cttagccaggagaatgcacgtgggcttggggagacagatccctgctctctccctctttct

1981 agcagtccagccttgacccaggggaaaccttttccccttttgaaacctccttcctcgccc

2041 tictccaagcetgtaggggagdaqtqggaaaatggagcgggcaggagggagcetgcetectgag

Figura 3. Sequéncia da regido amplificada por PCR do gene GH com a
localizag&o dos primers (negrito e sublinhado), sitios de restrigdo Msp
| (negrito c’cgg) e sitio que diferencia os alelos C e D na posigéo 1547
(Genebank Database acesso M57764). Primers e endonucleases

segundo ZHANG et al. (1993).
O produto da PCR do GH constitui 891 pares de bases (pb), sendo 177

do intron 2, 117 pb do exon Hl, 227 pb do intron 3, 162 pb do exon IV e 208 pb
do intron 4 (ZHANG et al, 1993). A digest&o do produto da PCR pela
endunuclease Msp | produz 4 fragmentos no alelo C (526, 193, 109 e 63 pb),
enquanto que a perda de um sitio de restricdo da Msp | no intron 3, pela

substituicao de C por T na posicdo 1547 (YAO et al., 1996) produz 3
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fragmentos no alelo D (635, 193 e 63 pb). Para a verificagdo do polimorfismo
entre os animais, na restricdo enzimatica utilizou-se quatro unidades da enzima
Msp | sobre o produto total da amplificacéo por um periodo de duas horas a
37°C para genotipagem.

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em um termaociclador
modelo PTC100 MJ Research e otimizadas visando a diminui¢cdo do volume e

guantidade de reagentes.
O programa de PCR foi realizado em 34 ciclos com as seguintes

temperaturas e tempos :

Temperatura de desnaturagdo —  94°C /1 minuto,

Temperatura de anelamento —  60°C / 1 minuto,

Temperatura de extensdo —  72°C / 1 minuto

Sendo uma desnaturacéo inicial de 10 minutos e uma extenséo final de 10

minutos.
No processo de otimizagdo da reag¢do de PCR para o hormdnio do

crescimento bovino, testou-se duas concentragbes de Tag DNA polimerase,

duas de MgCl, e duas de DNA molde, como mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Processo de otimizacdo da reacdo de PCR para o hormbnio GH
bovino.

Reagentes 1 2 3 4 5 6 7 8

/Reacbes

MgCix(mM) 1 1 1 1 1,5 1,5 1,5 15
Primers(pmol) 8 8 8 8 8 8 8 8

DNTPs(nmol) 8 8 8 8 8 8 8 8

Taq Pol. (U) 2 2 3 3 3 3 2 2

DNA (ng) 100 200 100 200 100 200 100 200
Vol. (ul) 30 30 30 30 30 30 30 30

Para eletroforese, utilizou-se gel de agarose 1,5 % corado com brometo
de etidio.

A genctipagem foi feita com a visualizagdo dos géis corados em um
transluminador de luz ultravioleta e a separagéo dos diferentes gendtipos foi

obtida conforme a clivagem e o tamanho das bandas, cujo esquema esta

representado na Figura 4.

CcC CD DD

635 pb

526 pb

193pb  ——
109pb = —— —

63 pb _ —_— —_—

Figura 4. Desenho esqguematico de um gel de agarose apresentando os trés
possiveis genotipos apos a restrigdo enzimatica, com as respectivas
bandas e pesos moleculares (CC : bandas 526, 193, 109 e 63 pb;
CD : bandas 635, 526, 193, 109 e 63; DD : bandas 635, 193 e 63). ;
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4.5. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi feita por analise de variancia no SAS software

versao 6.0 (1992) entre gendtipos, grau de sangue e rebanhos com os dados

de dias de lactacdo, producéo total de leite e gordura e porcentagem de

gordura.
As associacdes entre gendtipos, grau de sangue e rebanhos e as

caracteristicas quantitativas, foram testadas através dos seguintes modelos
lineares fixos :

1)

Yij=u+Git+ej

aonde:
Y ; = é a observacéo da caracteristica (dias de lactagio(DL),

produgdo total de leite (PT), producdo total de gordura (GT) e

porcentagem de gordura (PG)) no it gendtipo.

i = média geral

G; = efeito do it gendtipo assumindo o valor 0,1 e 2; sendo 0=CC,

120D 6 2=DD.
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€j = erro aleatorio com distribuicdo normal

2)

Yij=p+GSi+egj

onde:
Y j = é a observagdo da caracteristica (dias de lactagéo(DL),

producéo total de leite (PT), producdo total de gordura (GT) e

porcentagem de gordura (PG)) no in grau de sangue.

u = média geral

GS; = efeito do i grau de sangue assumindo o valor de 1 ou 2;

sendo 1 para cruzados e 2 para puros.

ej = erro aleatorio com distribuicdo normal

3)
Y j=p+RE;+ e

onde:
Y j = € a observagdo da caracteristica (dias de lactaggo(DL)

produggo total de leite (PT), producdo total de gordura (GT) e

porcentagem de gordura (PG)) no iy, rebanho.
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¢ = média geral

RE; = efeito do i, rebanho assumindo valores de 1 a 5, de acordo

com o rebanho analisado, sendo 1= JC, 2=MC, 3=MR, 4 = SP

e5=TL

e; = erro aleatorio com distribuicdo normal




5) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizagédo da PCR para GH

Deve-se levar em consideragédo que para uma boa amplificacdo de
fragmentos maiores (acima de 500 pb), alguns cuidados como a boa qualidade
do DNA na extracéo e no armazenamento, sdo fundamentais. O resultado da
otimizacdo pode ser observado na figura 5. Nesse caso, todos os 3 fatores
tiveram efeitos significativos no processo de otimizagdo da reacdo. A
quantidade aumentada de Taq polimerase n&o teve interferéncia na
especificidade da reagdo: contudo, o nivel otimo para amplificacdo foi obtido
com 2 U de Taq DNA polimerase. A quantidade de MgCl; ficou em 1,0 mM,
devendo-se ressaltar a importancia da quantidade deste elemento na reacapo,
uma vez que sua concentracgo pode afetar especificamente no anelamento
dos “primers’, dissociagéo das fitas, especificidade dos produtas, formacéo de
dimeros de “primers” € a fidelidade e atividade da enzima. A concentragéo
Stima de DNA de 200 ng é explicada pela qualidade do DNA na extracédo e a
relacdo DNA/proteina (INNIS, 1989).

As condicdes otimas de amplificagao do GH foram : 200 ng de DNA; 1,0

mM de MgClz ; 8,0 nmoles de dNTPs, 8,0 pmoles de “primers” e 2 U de Taq

DNA polimerase.
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GH 891 pb

Figura 5. Otimizagéo da reacéo de amplificacado do GH. A reagéo de otimizacao
inclui 1 e 1,5 mM de MgCl> , 2 e 3 U de Taq polimerase, 100 e 200 ng

de DNA, 8 pmoles de “primers” e 8 nmoles de dNTPs em 30 pl, sob
um programa que inclui 34 ciclos a 62°C, 72°C e 94°C por 1 minuto. O

produto de amplificagéo (15 pl) foi analisado por eletroforese em gel
de agarose 1,5 % e corado com brometo de etidio. 2 U de Taq DNA

polimerase e 200 ng de DNA (colunas 1, 2 e 3). 3 U de Tag DNA
polimerase e 100 ng de DNA (Colunas 4, 5 e 6).

Nas colunas 1, 2 e 3 da Figura 5 € mostrado a amplificagdo de uma
banda de DNA de 891 pb (GH) sendo que nas colunas 4, 5 e 6 ndo houve
amplificagdo. Na analise dos produtos amplificados no gel de agarose da
Figura 5, foi evidenciado que o melhor resultado obtido foi com a concentracéo

de 200 ng de DNA e duas unidades de Taq DNA Polimerase.
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5.2. Genotipagem dos Animais

A genotipagem dos animais foi feita baseada no padrdo de bandas

apresentado na Figura 6

Db CD CC

635 pb
526 pb

193 pb

109 pb
63 pb

Figura 6. Genotipagem do GH de bovinos utilizando PCR e restricdo enziméatica
por Msp |.
] :
Na Figura 6 o individuo homozigoto para o alelo C é caracterizado por

quatro fragmentos sendo 526, 193, 109 e 63 pb (coluna 3), enquanto que o
homozigoto para o alelo D perde um sitio de restricdo para a Msp | dentro do
intron 3 do gene, produzindo trés fragmentos sendo 635, 193 e 63 pb (coluna

1). A coluna 2 mostra o animal heterozigoto CD e a presenga de cinco bandas

de DNA sendo 635, 526, 193, 109 e 63.



5.3. Frequéncias genotipicas e alélicas.

Apbs a genotipagem dos animais cruzados e puros , foram encontradags
as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo génico do GH, mostrados
na Tabela 4. E importante observar que as frequéncias alélicas estéo invertidas

quanto ao grau de sangue, sendo o alelo C o mais frequente nos animais

puros.

Tabela 4. Determinag&o das frequéncias genotipicas e alélicas do gene GH nos
animais cruzados e puros.

Frequéncia genotipica Frequéncia alélica

N cC CD DD C D

Crizados 63 02063 04762 03175 04444 035556
PUros 53 0.3396 04717 01887 05755  (.4245
Total 116 02586  0.4741 02672 05043 04957

N = nimero de animais

——



Figura 7. Efeito de substituigdo alélica. Genétipo x, sendo0=CC, 1=CDe 2=

Efeito de Substituicdao Alélica

| |-=—Producao
| |—Linear (Producao)
L

Genétipos

A Figura 7 mostra o grafico de produgéo de leite de acordo com o
gendtipo e o efeito de substituicdo alélica. A formula y = -386 5x + 5615 7
mostra que para cada alelo D observa-se uma diminuicdo de 386,5

quilogramas de leite no final da lactacéo.
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5.4. Grau de sangue, genétipo e rebanho x caracteristicas quantitativas
analisadas.

As caracteristicas analisadas foram significativas (P<0,05) entre as

ragas (grau de sangue) com excecdo da porcentagem de gordura, como

mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Dados de dias de lactagao (dias), produgéo total (Kgs), gordura total
(Kgs) e porcentagem de gordura (%) e sua relagdo com grau de

sangue.
Cruzado Puro
Dias de lactagéo (DL) 269.69° 307.13°
Producéo Total (PT) 4555.39° 5122.01¢
Gordura total (GT) 148.87° 175.27°
Porcentagem de gordura (PG). 3.36° 3.52°

2P Médias com diferentes sobrescritos, sdo diferentes (P<0,02).
4 Médias com diferentes sobrescritos, s&o diferentes (P<0,05).

® Médias com sobrescritos iguais, sdo iguais.

Para o estudo do polimorfismoc do gene GH no loco estudado neste
trabalho ( loco C/D ) encontrou-se uma frequéncia genotipica de 0,3396,
0,4717 e 0,18.17 para os genotipos CC, CD e DD, respectivamente, nas fémeas
holandesas puras, mostrando diferenca significativa (p<0,01) na produgéo total
de leite (Tabela 6). No trabalho de SABOUR et al. (1997), os valores
encontrados foram diferentes dos aqui obtidos, 0,81, 0,18 e 0,01,
respectivamente, para vacas holandesas e n&o se verificou diferenca
significativa nos valores estimados para produgéo de leite no loco C/D,.

provavelmente devido ao efeito de selecdo e também devido aos rebanhos

brasileiros serem originarios por cruzamentos entre racas.
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Em relacédo a frequéncia alélica, o trabalho apresentou valores de 0,42 e
0,56 para o alelo D em animais puros e cruzados, respectivamente. Resultados
diferentes dos observados no trabalho de ZHANG ef al. (1993), onde a
frequéncia do alelo D para animais da raca Holandesa foi de 0,26. Em animais

da raca Hereford os mesmos autores presenciaram apenas individuos

homozigotos para o alelo C.

Tabela 6. Dados de dias de lactagéo (dias), producéo total (Kgs), gordura total
(Kgs) e porcentagem de gordura (%) e sua relagdo com os diferentes

genotipos.

cC cD DD
Dias de lactacdo (DL) 296.20 292.66 276.36
Producao total (PT) 5236.39°  4810.67°  4466.04°
Gordura total (GT) 171.61¢ 160.63° 153.98"
Porcentagem de gordura (PG) 3.38¢ 3.45° 3.54'

ab¢ Médias com diferentes sobrescritos, s&o diferentes (P<0,01).
defMédias com diferentes sobrescritos, s&o diferentes (P<0,11).

BORGES (1997) mostrou em bezerros de corte frequéncias similares as
holandesas para Angus e Simental, diferenciando apenas para a raga Nelore.
Encontrou ainda diferenga significativa para ganho de peso do nascimento ao
desmame para animais heterozigotos em relagéo aos homozigotos DD.

Devemos ressaltar que os valores de dias de lactagéo, producéo total de
leite e producédo total de gordura foi sempre maior nos animais CC e que os
animais CD e DD tiveram valores decrescentes em relacdo ao primeiro

gendtipo , lembrando mais uma vez que a frequéncia do alelo D foi maior nos

animais cruzados.
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Producéo Total de leite (Kgs)

Produgéc; Total
de leite (Kgs)

Figura 8. Producéo total de leite em quilos e seus respectivos genétipos para o
gene GH em varios graus de sangue e rebanhos.

A Figura 8 mostra as diferentes produgdes de leite de acordo com o
genotipo.

Para os estudos do locus L/V (Leucina e valina), LUCY et al. (1993),
encontraram em vacas holandesas a frequéncia genotipica de 0,93 e 0,07
respectivamente, correlacionando estimativas de produgdo de leite com
variagéo do gene bST. No entanto para o gado Friesian GROCHOWSKA et al;
(1999) concluiram 0,69 e 0,31 de frequéncia genotipica para leucina e valina
respectivamente, mostrando diferenca significativa na liberagdo de GH no
sangue destes animais relacionado aos diferentes gendtipos, enquanto LEE et
al., (1996) chegaram a conclusdo que a presenca do alelo valina (frequéncia de
0.137) foi correlacionada com o decréscimo dos valores estimados para
producéo de leite.

Na Tabela 8 mostramos as diferencas de dias de lactagdo, Producgéo
total de leite, Gordura total e porcentagem de gordura nos diferentes rebanhos
analisados e atribuimos estas diferengas ao grau de sangue dos referidos

rebanhos, lembrando que os animais com o gendétipo CC obtiveram maior

b ]
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produgéo total (Tabela 7) e que para os animais puros a frequéncia do alelo C

foi maior (Tabela 5).

Tabela 7. Dados de dias de lactacao (dias), producdo total (Kgs), gordura total
(Kgs) e porcentagem de gordura (%) e sua relagdo com o rebanho analisado.

Rebanhos 1 2 3 4 5

Dias de lactag&o (DL) 271.99° 27555 322.54° 324.44% 247.51°
Produgao total (PT) 385572 6775° 2623° 84754 2462°¢
Gordura total (GT) 134.592 231.76° 92.00¢ 255.729 96.28°

Porcentagem de gordura (PG) 3.47°  3.41°  345° 3.00¢ 386°
abede ) ofras sobrescritas diferentes na mesma linha, significam diferencas

estatisticas a nivel de 1%.

Levando em consideragdo os resultados obtidos neste trabalho, deve-se
analisar a importancia do alelo C e seu efeito na selegcdo de animais em
rebanhos leiteiros. A partir do momento em que se obtém uma relagdo entre o
marcador molecular em estudo e uma caracteristica quantitativa de interesse
econdmico, o processo de selecéo torna-se claro e rapido, possibilitando sua
utilizacdo com mais seguranga e critério.

Nos rebanhos analisados € em outros rebanhos passiveis de analise, a
presenca do alelo C passa a ser uma indicagéo de maior producédo de leite. A
genotipagem deste alelo deve ser considerada uma arma de grande
importancia nos processos de selecdo genética, uma vez que havera uma
diminuicdo significativa no intervalo entre geragdes analisadas, bem como um

estudo mais detalhado e confidvel da segregacéo de genes de interesse dentro

das familias.
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6) CONCLUSAO

Sob as condigdes do presente trabalho os resultados obtidos permitem concluir

que:

- Nos animais puros a frequéncia do alelo C do gene do hormonio do
crescimento foi maior (0,5755) quando comparado aos animais cruzados i
(0,4444) , salientando para maior produg&o total de leite e gordura e maior
numero de dias de lactag&o para os animais puros.

- Com relagdo ao gendtipo, animais CC apresentaram maior valor’ de
producéo total de leite estatisticamente significativa.

- A porcentagem de gordura no leite (PG) nao foi estatisticamente diferente I
para animais cruzados e puros e para os genoétipos CC, CD e DD.

- Todos os rebanhos tiveram diferencas significativas para dias de lactagéo
(DL), produgéo total de leite (PT) e gordura (GT) e porcentagem de gordura
(PG).

- O efeito de substituicdo alélica mostrou uma equacgéo y = -386,5x + 5615,7,

sendo y a producéo total de leite e x os diferentes gendtipos.
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Influéncia do gene do horménio do crescimento em

caracteristicas quantitativas de bovinos de leite

RESUMO

As mais recentes tecnologias da biologia molecular tornaram possivel o
estudo do polimorfismo do DNA e sua relag&o com caracteristicas quantitativas
de interesse econdmico em bovinos de leite. Utilizou-se o horménio do
crescimento (GH) como marcador molecular para estudar seu efeito sobre as
caracteristicas quantitativas, tais como producéo total de leite (PT), dias de
lactagdo (DL), producéo total de gordura (GT) e porcentagem de gordura (PG)
em gado leiteiro. Um total de 116 animais, sendo 63 cruzados de Gir com
Holandés e 53 puros da raca Holandesa, foram genotipados para o GH e os
gendtipos utilizados para o estudo de sua ligacdo com as caracteristicas
quantitativas. Os animais foram escolhidos ao acaso em regibes tropicais do
Triangulo Mineiro e Norte do estado de S&o Paulo com condicGes similares de
manejo sanitario e nutricional, e todos com dados oficiais sobre sua 1°
lactagdo. As condigbes otimas de amplificacdo do GH incluiram 200 ng de
DNA, 1 mM de MgCl,, 8 nmoles de dNTPs, 8 pmoles de “primers” e 2 unidades
de Taq polimerase, sob 94°C de desnaturacgéo inicial por 10 minutos, seguidos
de 34 ciclos a 94°C por 1’ para desnaturagdo, 60°C por 1’ para anelamento,
72°C por 1’para extengéo, seguidos de uma extengéo final de 10 minutos. A

frequéncia do alelo C nos animais puros foi de 0,5755 contra 0,4444 nos
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animais cruzados. A frequéncia do genétipo CC nos animais puros também foi
maior quando comparado aos animais cruzados, sendo de 0,3396 e 0,2063, i
respectivamente. A analise estatistica mostrou diferengas significativas ‘
(P<0,01) na producéo total de leite , sendo as maiores para o gendtipo CC e as " {1
menores para o gendtipo DD. Os animais puros foram superiores aos cruzados ]

em suas medias para dias de lactagéo, producéo total de leite e gordura. ;
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The Influence of the Growth Hormone Gene on Quantitative

Traits of Dairy Cattle

SUMMARY

The latest technology on molecular biology made possible the study of
DNA palymorphism and its relation to quantitative traits of economical interest in
dairy cattle. We use the growth hormone (GH) as a molecular marker to study
its effect on total milk production (PT), days of lactation (DL), total fat production
(GT) and percentage of fat on the dairy cattle. A total of 116 animals, from
which 63 were a cross of Gir and Holstein and 53 were pure Holstein, were
genotyped for the GH and the genotypes used for the study of its connection
with the quantitative traits. The animal were chosen at random in tropical areas
of the Triangulo Mineiro and north of the S&o Paulo state, in similar conditions
of nutrition and hygiene and we demanded that all animals had official records
of their first lactation. The great conditions for the amplification of the GH
included 200ng of DNA, 1 mM of MgCl> , 8 nmoles of dNTPs, 8 pmoles of
primers and 2 units of taqg polimerase, under a 94°C for initial desnaturation,

60°C for 1’ of curling (anelamento), 72°C for 1’ for the extention followed by a

10’ final extension.
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The frequency of the C allele on the pure animals was 0.5755 against a
0.4444 on the crossed animals. The frequency (rate) of the genotype CC on the
pure animals was also higher compared to the crossed animals, respectively
0.3396 and 0.2063. The statistics analysis showed different between the total
milk production (p<0.01), being the highest for the CC genotype. The pure
animals had a higher rate ( frequency) on lactation days, of total production of

milk and fat.
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