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Resumo

O crescimento nos animais é controlado por um sistema complexo no qual o eixo somatrotopico
tem um importante papel. Os genes que regulam este eixo sdo responsaveis pelo crescimento pos
- nascimento, principalmente o GH que tem agdo no crescimento dos 0ssos e musculos. Possiveis
relages entre o polimorfismo do gene do hormdnio de crescimento (GH) com caracteristicas de
precocidade sexual em bovinos da raca Nelore foi objetivo do trabalho. O DNA foi extraido em 181
amostras de sangue e amplificados por PCR seguidos pela digestdo com enzima de restricdo Alul
(RFLP). O gendétipo do hormbnio de crescimento foi analisado em gel de agarose a 2%. Os
resultados da técnica de RFLP evidenciaram apenas um genoétipo para a enzima Alul

proporcionando freqiéncia de 100% do alelo Leu.



Palavras chaves: Bovinos de Corte, Marcador Molecular, Precocidade.

Abstract

The growth in the animals is controlled for a complex system in which the somatrotopico axis has
an important paper. The genes that regulate this axis are responsible for the growth after - birth,
mainly the GH that has action in the growth of the bones and muscles. Possible relations between
the polymorphism of the gene of the hormone of growth (GH) with characteristics of sexual
precocities in bovines of the Nelore breed were objective of the work. The DNA was extracted in
181 samples of blood and amplified by PCR followed for the digestion with enzyme of Alul
restriction (RFLP). The genotype of the growth hormone was analyzed in gel of agarose 2%. The
results of the RFLP technique had evidenced only one genotype for the Alul enzyme providing

frequency of 100% of allele Leu.
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1- Introducéo

O GH como o nome sugere, é obrigatoriamente o hormdnio do crescimento e
desenvolvimento. Estd também envolvido nos processos de diferenciacdo e maturacdo da
puberdade, participa da esteroidogénese, gametogenése e ovulagdo além de desempenhar papel
importante na gestacdo e lactacdo.Tém despertado o interesse o polimorfismo Leu/Val de uma
Unica base no quinto exon do gene GH em bovinos. Este produz duas variantes do gene, que
diferem pela presenca de um leucine (Leu) ou do valine (Val) no segmento 127 do amino-acido
(Lucy et al., 1991). A variante de Leu foi associada com uma liberacdo mais elevada do GH na
raca German Black (Schlee et al., 1994) e em uma liberacdo mais baixa do GH na Polish Friesian.
Nas racas Nelore, Simental e Simbrasil foram identificados e caracterizados trés regibes do gene
GH. Entretanto a raga Simbrasil ndo se encontrava em equilibrio e os animais selecionados para
producdo de carne apresentavam polimorfismo diferentes dos animais selecionados para producéo
de leite (Ferraz, 2001). Otaviano et al., (2004), verificaram que a regido do exon V do gene GH em
bufalos nédo foi considerado como um marcador molecular para a sele¢ao de animais superiores no
rebanho estudado. Encontraram apenas um genétipo para a enzima Alul com a freqiiéncia de
100% do gendétipo Leu. O objetivo do trabalho foi identificar o polimorfismo do Horménio de

Crescimento em bovinos da raca Nelore em rebanhos do Estado da Bahia.

2-Material e Métodos
Cerca de 181 fémeas jovens da raca Nelore pertencente a trés propriedades do Estado da

Bahia, foram genotipadas para verificacdo do polimorfismo do gene do hormdnio de crescimento



(GH). Utilizaram-se as técnicas de PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) e RFLP (Polimorfismo
do Comprimento de Fragmentos de Restricdo) com a enzima Alul. O DNA gendmico foi extraido
de 10 ml de sangue, empregando-se o método de extracao e precipitacdo do DNA em NaCl. Para
a reacao de PCR utilizou-se o0s seguintes iniciadores 5-GTGGGCTTGGGGAGACAGAT-3'
(posicdo,1940) e 5-GTCGTCACTGCGCATGTTTG-3' (posicao 2202) (Lucy et al., 1991). Esta
ocorreu utilizando-se 40 ng de DNA gendmico, 5 pmol de cada primer, 0.1 mM de dNTP, 1.5 mM
de MgClI2, 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI, e 0.4 U de Taq polimerase somando um total de 25
pl. O PCR foi realizado usando temperatura de 94°C por 2 minutos para desnaturacédo seguidos de
30 ciclos de um regime especifico da temperatura. Cerca de 10 pl da reacdo de PCR foram
digeridos a 37° overnight juntamente com 1,5 pl de tampéao de reacao, 3,1 pl de agua e 5 unidades
da enzima de restricao Alu-I num volume total de 15 pl. Para a analise dos produtos da digestéo,
utilizaram-se géis de agarose a 2% e posteriormente corados com brometo de etideo, para
visualizacdo dos tamanhos dos fragmentos resultantes, tendo como referéncia o padrdo de

tamanho molecular de 1 Kb DNA “ladder”.

3- Resultados e discussao

A metodologia aplicada para extracdo de DNA permitiu boa visualizacao pela integridade
do produto obtido, com concentracdo que variou de 200 a 1250 ng/upl sendo usados 50 ng para
aplicacdo do PCR. Os iniciadores indicados amplificaram um fragmento composto de 282 pares de
bases que corresponde ao exon V do gene do hormdnio de crescimento de bovinos. A aplicacao
da enzima Alul resultou em fragmentos de 150, 82 e 50 pares de bases para todos os animais
estudados caracterizando o genétipo Leu/Leu.

No rebanho analisado, os resultados séo opostos aos relatados por Lechniak (1999), que
encontrou alta frequéncia do alelo Val/Val em bovinos de corte e alta frequiéncia do alelo Leu em
bovinos de leite.

Otaviano et al. (2004), identificaram o polimorfismo no exon V utilizando a mesma técnica
(PCR-RFLP). Em 96 bufalos analisados evidenciaram apenas um genétipo para a enzima Alul,
com frequéncia de 100% do gendtipo Leu/Leu. Os autores concluiram que no fragmento do gene
estudado a restricdo da enzima ndo foi considerada um marcador molecular para selecdo de
animais superiores.

Dados de literatura (Istasse et al. 1999) indicaram variabilidade do gene do horménio de
crescimento em bovinos, sendo o alelo Val atribuido a producao de carne e diferencas individuais
no inicio da puberdade (Verde, 1987).



4-Conclusoes

Considerando o numero de animais analisados, o fragmento do gene estudado ndo pode ser
considerado como um marcador molecular para precocidade sexual, pois a aplicagcado da técnica
RFLP, pelo uso da enzima Alul, permitiu identificar a freqiiéncia de 100% do genétipo Leu/Leu.
Tendo em vista os resultados obtidos, outros fragmentos do mesmo gene serdo incluidos em

experimento em animais da Bahia.
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Anexo

Figura 1 - Produtos resultantes da digestdao da
enzima Alul no gene GH, corados com brometo de
etideo como referéncia o padrdo de tamanho
molecular de 1 Kb DNA “ladder”

Figura 2 - Produtos resultantes da digestdo da
enzima Alul no gene GH, corados com brometo de
etideo como referéncia o padrdo de tamanho
molecular de 1 Kb DNA “ladder”’( 12 primeiros
pocos ).Produto amplificado por PCR (282 pb) do
gene GH, resultante da utlizacdo do par de
oligonucleotideos para o gene GH (4 pocos finais
a direita).



