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RESUMO

Avaliaram-se as relacfes entre o polimorfismo do gene do horménio do crescimento (GH) e as
caracteristicas de precocidade, em novilhas da raca Nelore. Amostras de sangue periférico foram obtidas
de 181 animais de trés rebanhos distintos do estado da Bahia, nas quais foi realizada a extracdo de DNA e
a amplificacdo por PCR, seguidas por digestdo com enzima de restricdo Alul. Os fragmentos resultantes
da digestdo enzimatica foram analisados em gel de agarose 2% para determinacdo dos respectivos
genotipos. A frequéncia do alelo Leu nas amostras analisadas foi estimada em 100%. Em decorréncia da
alta incidéncia de homozigose para o alelo Leu, sugere-se que o restriction fragment lenght polymorphism
Alul do gene GH ndo possa ser considerado como marcador molecular para precocidade sexual em
novilhas Nelore nesses rebanhos.
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ABSTRACT

The relationships between polymorphism of growth hormone gene (GH) and precocity traits in Nellore
heifers were evaluated. A total of 181 animals from three different farms of Bahia state, Brazil, were
blood sampled. The DNA of each animal was extracted, amplified by PCR, and digested by “Alul”
restriction enzyme, and the resultant fragments were analyzed in 2% agarose gel for genotype
identification. The frequency of Leu allele in the analyzed samples was estimated in 100%. Due to the
high incidence of homozygose for the Leu allele, it is suggested that the restriction fragment lenght
polymorphism Alul of GH gene can not be considered as a molecular marker for sexual precocity in
Nellore heifers of those herds.
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INTRODUCAO

A producdo de bovinos de corte brasileira, em
sua maioria representada por zebuinos, constitui
atividade econémica e social muito importante.
Contudo, a baixa eficiéncia reprodutiva
observada nos animais Bos indicus quando
comparados as ragas taurinas é um fator que
tende a limitar o crescimento econdmico
(Chenoweth, 1991). Dentre o0s objetivos de
selecdo considerados pelos diversos programas
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de melhoramento, o crescimento acelerado e a
precocidade sexual constituem um grande
desafio. A selecdo de animais jovens pode
acelerar o progresso genético por meio da
redugdo do intervalo de geragdes. A diminuicéo
das idades ao primeiro cio, ao primeiro parto e ao
abate resulta em grande impacto na
produtividade total, uma vez que ha reducdo dos
custos de manutencdo, aumento da taxa de
desfrute e de rendimento e melhoria da qualidade
da carne para a comercializacdo e/ou exportagéo.
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Face as dificuldades operacionais para
organizacdo de programas de selecdo para idade
a puberdade, torna-se importante a utilizacdo de
caracteristicas  indicadoras de precocidade
sexual, que tenham variabilidade genética
adequada, que sejam de mensuracdo facil e
econdmica, e que tenham correlacdo genética
favoravel com a idade a puberdade e com outras
caracteristicas economicamente  importantes
(Bergmann, 1998).

Dentre as metodologias para alcancar estes
objetivos, 0 uso de marcadores de DNA tém
mostrado  alguns loci que afetam as
caracteristicas  qualitativas e quantitativas,
evidenciando gendtipos superiores em animais
de interesse zootécnico e possibilitando acessar
diretamente o genétipo de um individuo.
Marcadores moleculares sdo polimorfismos
encontrados em segmentos especificos de DNA,
0s quais seguem as leis mendelianas do
mecanismo de heranca e sdo causados por
pequenas alteracBes (mutacdes) na sequéncia de
nucleotideos (Silveira, 2002).

Por meio das técnicas de Single Strand
Conformation Polymorphism (SSCP) e de
Restriction Fragment Lenght Polymorphism
(RFLP), podem-se identificar polimorfismos no
gene do hormdnio de crescimento (GH) de
importdncia na  pecuaria, associados a
precocidade, ao ganho de peso, entre outros
fatores importantes, para aumentar a produgdo
dos rebanhos em curto espaco de tempo. Este
gene esta envolvido em processos de
diferenciacdo e maturacdo da puberdade,
participando da esteroidogénese, gametogénese e
ovulacdo, além de desempenhar papel importante
na gestacédo e lactacgéo.

No melhoramento genético dos bovinos, tem
despertado interesse o polimorfismo Leu/Val de
uma Unica base no quinto exon do gene do GH.
Este produz duas variantes do gene, que diferem
pela presenga de um aminoacido, leucina (Leu)
ou valina (Val), no segmento 127 da cadeia
polipeptidica (Lucy et al., 1991).

Schlee et al. (1994), ao utilizarem a técnica de
RFLP, descreveram o0s gendtipos para a
presenca/auséncia do sitio de digestdo da enzima
Alul, sendo considerados Alul -/- os homozigotos
para auséncia do sitio de digestdo, Alul +/+, os
homozigotos para a presenca do sitio de digestéo,
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e Alul +/-, os heterozigotos para o sitio de
digestdo. Considerando-se que o genotipo Alul
(-) resulta na troca do aminoécido leucina (Leu)
na posicdo 127 pelo aminoécido valina (Val), os
genétipos Alul (+/+), Alul (+/-), Alul (-/-)
correspondem, na proteina, a Leu/Leu, Leu/Val e
Val/Val, respectivamente.

A presenca do aminoécido valina no GH foi
associada negativamente com o mérito genético
para animais  selecionados, tendo em
consideracéo as diferencgas esperadas na progénie
(DEP) para a produgdo de leite (Lee et al., 1996).
Esses autores sugeriram que vacas grandes a
época da maturidade sexual apresentaram
elevada frequéncia do alelo leucina (L), quando
comparadas as vacas de menor tamanho corporal
neste periodo.

A variante Leu foi associada a liberacdo mais
elevada do GH na raca German Black e a
liberacdo mais baixa do GH na Polish Friesian
(Schlee et al., 1994). Nas ragas Nelore, Simental
e Simbrasil, foram identificadas e caracterizadas
trés regies do gene GH. Entretanto, a raca
Simbrasil ndo se encontrava em equilibrio, e os
animais selecionados para producdo de carne
apresentavam  polimorfismos diferentes dos
selecionados para producdo de leite (Ferraz,
2001).

Este trabalho teve o objetivo de verificar a
frequéncia do polimorfismo do hormbnio de
crescimento em bovinos da raca Nelore, de trés
rebanhos no estado da Bahia, a fim de utiliza-lo
como marcador molecular para precocidade
sexual.

MATERIAL E METODOS

Amostras de DNA gendmico foram obtidas de
sangue periférico (veia jugular) de 181 fémeas
jovens da raca Nelore pertencentes a trés
propriedades particulares no estado da Bahia,
que participam do Programa de Melhoramento
Genético da Raca Nelore (PMGRN). Neste
programa, utiliza-se o método de extracdo e
precipitacdo do DNA em NaCL (Olerup e
Zetterquist, 1992).

A regido de interesse do gene do hormonio do
crescimento (exon 5) foi amplificada por meio da
técnica Polimerase Chain Reaction (PCR), sendo
utilizados 40ng de DNA gen6mico, 5pmol de

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.63, n.1, p.153-157, 2011



Relacéo entre polimorfismo...

cada primer; 0,ImM de dNTP; 1,5mM de
MgCl,, 50mM de KCI, 10mM de Tris-HCI e
0,4U de Taq polimerase em volume final de
25ul. Foram utilizados os seguintes primers:
sense:  5-GTGGGCTTGGGGAGACAGAT-3
(posicéo 1940) e anti-sense: 5'-
GTCGTCACTGCGCATGTTTG-3' (posigao
2202) (Lucy et al., 1991).

O produto de amplificacdo (282pb) foi, em
seguida, submetido a digestdo com a
endonuclease Alul, conforme recomendacfes do
fabricante (Invitrogen). Os produtos resultantes
da digestdo foram visualizados por eletroforese
em gel de agarose 2%, corados com brometo de
etideo. Desse modo, era esperada, nos animais
homozigotos para a presenca do sitio de restricao
para Alul, visualizagdo de trés fragmentos —
150pb, 82pb e 50pb.

As DEPs da avaliagao genética de junho de 2008
foram obtidas junto ao PMGRN, tabeladas para
calculo dos valores médios e comparadas a
tabela de percentil de todos os animais da base
de dados do programa.

RESULTADOS

A RFLP para a enzima Alul revelou alta
frequéncia do gendtipo +/+ (Leu/Leu) nas
amostras analisadas ( Fig. 1).

Os valores médios das DEPs das novilhas
estudadas foram tabelados e comparados quanto
a classificacdo na base geral do PMRGN (Tab.
1). Observa-se que, nas DEPs para area do olho
de lombo (AOL, em cm?), pesos & pré-desmama
(P120 e P240 (em kg), perimetro escrotal com
um ano de idade (PE365, em cm), produtividade

acumulada — indice que relaciona a capacidade
reprodutiva e a habilidade materna — (PAC, em
kg de bezerros desmamados/ano) e meérito
genético total (MGT) - indice que relaciona
ganho de peso, capacidade reprodutiva e
habilidade materna —, as novilhas foram bem
classificadas, ficando entre as 20 melhores (TOP
20 e 40%).

Mar 1 2 3 4 5

Figura 1. Visualizacdo em gel de agarose do
genotipo correspondente a homozigose (+/+)
para o polimorfismo RFLP Alul no gene GH
observado em Nelore. Mar = marcador de peso
molecular (100 pb); 1,2,3,4 e 5 representam
gendtipos de animais participantes do presente
estudo. Genotipo similar foi observado nos
demais animais participantes deste estudo.

Tabela 1. Valores médios das diferengas esperadas na progénie (DEP) e acuracias (Acc) de diferentes
caracteristicas produtivas de novilhas da raga Nelore, comparadas a classificagdo geral do Programa de

Melhoramento Genético da Raca Nelore

DEP Valor Acc TOP (%)
AOL (cm?) 0,18 0,07 20
P120 (kg) 2,59 0,22 25
PE365 (cm) 0,14 0,13 25
PAC (kg bezerro desmamado/ano) 3,01 0,11 25
P240 (kg) 3,65 0,23 30
MGT 4,03 - 40

AOL: &rea do olho do lombo; P120 e P240: pesos aos 120 e 240 dias de idade; PE: perimetro escrotal aos 365 dias de
idade; PAC: produtividade acumulada; MET: mérito genético total.
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DISCUSSAO

Ficou demonstrada a exclusividade do genoétipo
+/+ em bovinos da raca Nelore no estado da
Bahia. Com base nessa evidéncia, levanta-se a
hipdtese de que a auséncia dos gendtipos +/- e -
/- deve ter ocorrido em raz&o da selecéo a que o
rebanho Nelore estd sendo submetido nos
Gltimos 50 anos no estado da Bahia.

Sendo assim, sugere-se que isto possa ser um
indicio da relagdo entre o genoétipo Leu/Leu e a
maior producdo e adaptabilidade do Nelore no
pais. Entretanto, em virtude da auséncia das
variantes polimoérficas +/- e -/- nesse grupo
amostral, ndo foi conclusiva a determinagdo do
real efeito desse polimorfismo como marcador
de selecdo. Estudos adicionais que envolvam
maior nimero de animais podem revelar dados
adicionais quanto ao real papel desse
polimorfismo como marcador de precocidade.

Em wvacas de alta produgdo leiteira, foi
observada maior frequéncia do gendtipo L/L do
que do gendtipo L/V, e frequéncia muito baixa
de VIV (Lucy et al., 1993; Yao et al., 1996). Em
outro trabalho, o genétipo +/- (L/V) apresentou
menor nivel plasmético de GH e maior de IGF-1
e foi observado em animais com maior valor
genético para ganho de peso e crescimento
(Schlee et al., 1994).

A habilidade para mobilizar as reservas
corporais para sobrevivéncia e reprodugdo é um
fator importante na determinacdo do valor
adaptativo dos animais (Silveira, 2002). A
adaptacdo do Nelore as escassas condicOes de
nutricdo na India estad ligada a atuacio da
selecdo natural, que resulta em aumento da
frequéncia do alelo Alu (+) na populacdo de
Nelore. A semelhanca dos resultados
encontrados no presente trabalho, em nenhum
trabalho com zebuinos foi detectada a presenca
do alelo Alu (-) (Rosa, 1997; Tambasco et al.,
2000; Kemenes et al., 1999; Maranh&o, 2003).

CONCLUSOES

A alta incidéncia do genétipo Leu/Leu do RFLP
Alul do gene GH observada no presente trabalho
pode revelar a importancia do alelo Leu deste
polimorfismo na selecdo do Nelore quanto a
precocidade.
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