POLIMORFISMOS SSCP E A PUBERDADE EM NOVILHAS DA RAGA NELORE'
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RESUMO: Amostras de DNA de 130 novilhas da raca Nelore foram analisadas para detecg¢édo de polimorfismos
SSCP (Single Strand Conformation Polimorphism) nos genes da enzima P450 Side Chain Cleavage (Scc) e da
Prolactina. Verificar possiveis relagdes entre o polimorfismo destes genes com caracteristicas de precocidade
sexual foi objetivo do trabalho. Aidade ao primeiro parto foi utilizada como caracteristica indicadora da precocidade.
Atécnica molecular utilizada permitiu caracterizar seis padrées de bandas no gene Scc, e para os dois fragmentos
da Prolactina. O Qui-quadrado (x°) simplificado, foi utilizado como teste (o = 0,05). As andlises estatisticas
realizadas mostraram que os padroes SCCP nao estdo associados a classe de precocidade sexual utilizada.

Palavras-chave: marcador molecular, bovinos, precocidade sexual

POLYMORPHISM SSCP AND PUBERTY IN NELORE BREED HEIFERS

ABSTRACT: Samples of DNA of 130 heifers of the Nelore breed were analyzed for detection of SSCP
polymorphisms (Single Strand Conformation Polimorphism) in the genes of the enzyme P450 Side Chain Cleavage
(Scc) and Prolactin. The objective of the present work was to verify possible relationships between the polymorphism
of these genes with characteristics of sexual precocity. The age until the first parturition was used as a characteristic
for indicating precocities. This molecular technique enabled the characterization of 6 SSCP patterns for the Scc
gene, and for the two fragments of Prolactin. The Qui-square (x°) simplified test was used as a test (o = 0,05).
Statistical analyses showed that SCCP standards are not associated to the class of sexual precocity used.

Key words: molecular marker, bovines, sexual precocity

INTRODUQAO Diante desta situacao, um dos grandes desafios
dos criadores brasileiros de zebu seria a busca pela
precocidade sexual de novilhas e novilhos. Rebanhos
com elevada fertilidade e precocidade sexual possuem
maior disponibilidade de animais, condi¢cao esta que
propicia uma redugdo no tempo dos animais na
propriedade, substituicdo mais rapida do material
genético por redugdo do intervalo de geracoes,
permitindo progressos genéticos mais elevados com
maior lucratividade (Val, 2000).

O Brasil situa-se como detentor do maior
rebanho bovino comercial do mundo, porém a produgao
brasileira € baseada em animais zebuinos (puros e
mestigos), em sua maioria de baixo potencial produtivo,
especialmente quanto aos caracteres reprodutivos,
limitando o crescimento econdmico por meio da produti-
vidade e qualidade dos animais (Chenoweth, 1991).
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A precocidade sexual de fémeas bovinas,
avaliada por meio da idade a puberdade ou idade ao
primeiro parto, constitui-se um dos parametros mais
confidveis quando se deseja mensurar e elevar a
eficiéncia reprodutiva do rebanho (Marson et al. 2004).
Segundo Thibault et al. (1993), a manifestacdo da
puberdade ocorre, basicamente, em virtude do
ajustamento gradual entre o aumento da atividade dos
hormdnios gonadotréficos hipofisarios, somado a
habilidade das gbnadas em assumir simultaneamente a
esteroidogénese e agametogénese.

Nos ovarios, a regulagédo da esteroidogénese &
mantida pelos hormonios foliculo estimulante (FSH) e
luteinizante (LH), bem como por outros fatores, pelo
menos em parte, envolvidos na expressao de genes
que codificam as enzimas esteroidogénicas (Lauber et
al. 1993). Todos os esterdides sao sintetizados a partir
de um precursor comum, o colesterol, sendo que duas
categorias de enzimas estdo envolvidas nesta reagao:
a citocromo P450 (CYP) e a hidroxiesterdide
desidrogenase (HSD). O primeiro passo na biossintese
dos esterdides em mamiferos é a conversédo, na
mitocdndria, do colesterol a pregnenolona (P5), reacéo
catalisada pela enzima mitocondrial citocromo P450
Side Chain Cleavage (P450 Scc). A P5 em
progesterona (P4), horménio que exerce funcao
preponderante no desencadeamento da puberdade em
fémeas bovinas. A P450 Scc é enzima limitante na
sintese de P4, portanto o estudo da expressao génica
desta enzima, associado a ocorréncia de possiveis
mutacdes nos genes que a codifica, pode fornecer
informagdes valiosas sobre a manifestagdo precoce da
puberdade em novilhas (Lauber et al., 1993).

Nolan (1990), investigando uma populagéo F2 de
camundongos de duas linhagens, de alta e de baixa
producéo de testosterona pelas células de Leydig,
identificaram polimorfismos no gene da P450scc por
PCR-RFLP, mostrando uma correlagdo significativa
entre a quantidade de proteina P450scc e produgéo
maxima de testosterona, presente em ambas as
linhagens de individuos homozigotos. Bao et al. (1997)
constataram que o recrutamento folicular em bovinos
esta associado a expressdo de RNAm das enzimas
P450scc e P450 aromatase e que o processo de
selecao folicular esta associado ao inicio da expressao
de RNAm do receptor de LH, ambos dentro das células
dagranulosa.

A prolactina (Prl), hormbnio gonadotréfico de
funcdo complementar a reproducdo, em mamiferos,
apresenta propriedades luteotréficas, com manutengao
de corpo luteo. Apresenta papel decisivo na
preparagao, manutengado e atividade secretora, bem
como no crescimento da glandula mamaria, agindo no
sistema nervoso para induzir o comportamento
materno. Estimula, ainda, a esteroidogénese nas
gbnadas e o crescimento dos foliculos ovarianos.

Nas racas bovinas Ayrshire Russa e Gorbatov

Red, foi estudada a distribuicdo de frequiéncia dos
alelos do gene da Prl localizados no sitio Rsal, exon 3
(Udina et al., 2001). Os autores observaram menor
freqUéncia de heterozigosidade na raga Gorbatov Red,
um tipo leiteiro com boas qualidades de carne e baixa
producao de gordura no leite, quando comparado com
outras ragas de alta produgdo. Considerando-se a
escassez de estudos de polimorfismos de genes sobre
caracteristicas reprodutivas, como a precocidade
sexual, neste trabalho objetivou-se investigar a
presenga de polimorfismos nos genes da P450scc e Prl
por SSCP (Single Strand Conformation Polimorphism)
e avaliar possiveis associa¢des destes polimorfismos
com a precocidade sexual em novilhas Nelore,
utilizando-se como caracteristica indicadora deste
evento aidade ao primeiro parto.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 130 novilhas da raca Nelore,
pertencentes a duas propriedades participantes do
Programa de Melhoramento Genético da Raga Nelore
(PMGRN). As fémeas, com idade média de 12 meses,
foram divididas em quatro lotes de 50 fémeas cada,
sendo expostas a um touro jovem (de 2 anos de idade)
por lote.

Processamento do material biolégico: O DNA foi
extraido de 5,0 ml de sangue periférico (veia jugular)
empregando-se o método de extragéo e precipitagdo do
DNA em NaCL descrito por Olerup e Zetterquist (1992).
Na reacdo de amplificacao foram usados: 10x PCR
Buffer (10 mM Tris-HCI - pH 8.4, 50 mM KCl), 1,5 mM de
MgCL,, 0,2 pM de cada dNTP (desoxinucleotideos
trifosfatados), 0,5 unidades de Tag DNA polimerase e
100 ng de DNA genbmico. A temperatura de
anelamento (°C) e as condigbes de meio de reacgao,
numero de ciclos e temperaturas foram alteradas para a
otimizacao da reagdo de amplificagdo de cada par de
primer da seguinte maneira: 1)- 94 °C (4°); 2)- 94 °C
(45”),64°C (307), 72°C (45”) 8 ciclos ; 3)- 94 °C (45”), 62
°C(30”),72°C (45") 20 ciclos; 4)-94°C (45”),60°C (30”),
72 °C (45”) 10 ciclos; 5) -72 °C (5°) e 4° tempo
indefinido, para a P450scc. Para a Prolactina foram
usados os seguintes ciclos: 1) -94 °C (47) ; 2) -94 °C
(45”),60°C (307), 72°C (45”) 8 ciclos ; 2) -94 °C (45”), 58
°C (30”), 72 °C (45”) 30 ciclos; 3) -72 °C (5°) e 4° tempo
indefinido.

As regides de interesse dos genes candidatos
P450scc e Prolactina (Prl1 e Prl2) foram amplificadas
por meio da técnica de PCR (Polimerase Chain
Reaction), utilizando-se os seguintes iniciadores: R-
AGATAAATG CAG CAATAC CGG CC e F-GGC CTC
TGG GGA CCT CGA TG, para Side Chain Cleavage
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(AHLGREN et al. 1994). Para o fragmento Prl1 da
Prolactina foram usados F1-CCA CAG GAT GAG AAT
GAG AAG e R2-CTG CGC AGG CAG TGG AGC AG
(WOLF et al. 1990), e para o Prli2, F2-GAA GAT GCA
CGT TAT TCT GC e R1-CTT TCT CTC AAT CAT AAG
GAA GG (CAROLL et al. 1990). Os fragmentos
variaram de 288 a 520 pares de bases. Apods
amplificagéo os produtos da "PCR" foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida para verificagdo
dos resultados.

Técnica Single Strand Conformation Polimorphism
(“SSCP”): Para obtencdo dos padrdes de SSCP
obedeceu-se a seguinte metodologia: 1 pl de produto
de PCR foi misturado a 2 pl de solugdo tampao de
SSCP (0,05% de xylene cyanol, 20 mM EDTA e 95%
formamida); esta solugdo foi desnaturada a 95°C
durante 10 minutos e colocada imediatamente no gelo;
em seguida, as amostras foram colocadas em gel de
poliacrilamida (9 por 8 cm, a 11%) n&o desnaturado em
solugéo de Tris-Borato-EDTA (TBE) permanecendo a
cuba na geladeira durante toda a corrida. O tamanho do
fragmento determinou o tempo de corrida (8 a 14 horas)
e a voltagem adequada (170 e 87, respectivamente).
Ap6s o tempo de corrida, o gel foi fixado em solugéo de
metanol a 10%, onde se adicionou em solugéo de acido
nitrico (1,54% em 100 ml de agua). Apds varias
lavagens, o gel foi impregnado com nitrato de prata
(AgNo3) por 20 minutos. Para a revelagéo, usou-se
uma solugéo de carbonato de sodio (6 g 200 mi” de
agua) acrescida de 108 pl de formaldeido para
visualizagédo das bandas. Os géis foram colocados em
papéis celofanes e analisados quando estavam secos.
Cada amostra obtida por “PCR” foi submetida a técnica
de “SSCP”. Visando facilitar a metodologia e identificar
0s padrdes obtidos pelo “SSCP”, cada amostra recebeu
um numero no laboratério (1 a 6).

Analise Estatistica: Para avaliar a presenga de
alteracdes nos genes da P450scc e Prolactina (Prl1 e
Pri2), os animais investigados foram classificados
quanto a presenga ou nao do fendtipo precoce e nao
precoce, de acordo com a idade ao primeiro parto - IPP
(informacgao do primeiro parto ocorrido para as novilhas
em estudo, obtidas da base de dados do PMGRN-
USP), sendo uma caracteristica indicadora de
precocidade sexual.

As hipoteses a serem testadas (para cada um
dos trés genes estudados, separadamente) sdo: H, = 0s
padrées SSCP sao homogéneos quanto a precocidade
e H, = os padrées SSCP sao heterogéneos quanto a
precocidade.

Foi utilizado como teste o Qui-quadrado (x*)
simplificado com cinco graus de liberdade (y*tabelado =
11,07 para 0.=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Varias metodologias tém sido empregadas na
busca de genes marcadores da precocidade sexual. A
técnica SSCP, aliada ao PCR para analise genética tem
sido utilizada para detectar pontos de mutacédo e
polimorfismos em varios genes (Milazzotto, 2001;
Katsumata et al., 2002). A Figura 1 representa os
produtos amplificados por PCR de 520, 350 e 340 pares
de bases, resultantes da utilizacdo dos pares de
oligonucleotideos especificos para os genes Side
Chain Cleavage e Prolactina (Prl1 e Prl2) de algumas
amostras do presente estudo. A utilizagdo das duas
técnicas se mostrou eficiente na identificacdo dos
padroes de polimorfismos dos genes escolhidos.
Dados semelhantes foram encontrados por Grompe
(1993).

Para o gene da P450scc (Figura 2) foi possivel
identificar seis padrdées de bandas, com possivel
indicagdo de troca de nucleotideo nas regides
utilizadas. Milazzotto (2001), utilizando a mesma
técnica para analise do exon 11 do gene do receptor do
Horménio Luteinizante (HL), identificou seis regides
onde houve troca de nucleotideos. Constatou-se que
em cinco dos seis fragmentos amplificados, os padrées
de migracdo de bandas obtidas por SSCP foram
compativeis com aqueles observados nos
sequenciamentos de DNA.

PM 600pb
PM 500pb
PM 400pb
PM 300pb

PM 200pb

PM 100 pb Scc Pri1  Pri2

Figura 1 - PM 100 pb-Eletroforese em gel de agarose

2% durante uma hora a 84W em tampao
TBE, corado com brometo de etideo,
analisados sobre luz ultravioleta. Peso
molecular em escala de 100 Pares de
Bases.
SCC- Produto amplificado por PCR (520 pb)
resultante da utilizacdo do par de oligonucleo-
tideos para o gene Side Chain Cleavage. Prl1-
Produto amplificado por PCR (350 pb) resultante
da utilizagao do par de oligonucleotideos para o
exon 5 do gene da Prolactina. Pri2- Produto
amplificado por PCR (340 pb) resultante da
utilizagdo do par de oligonucleotideos para o
exon 5 do gene da Prolactina.
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Para o gene Prl foram encontrados seis padroes
para os fragmentos Prl1, porém a Figura 3 evidencia
apenas cinco destes padrbes. Ja no fragmento Pri2
(Figura 4) foram observados 6 padrdes de bancas de
SSCP.

Udina et al. (2001) observaram altas taxas de
polimorfismos no sitio Rsal do exon 3 do gene da Prlem
trés racas de bovinos leiteiros na Russia. De acordo
com estes autores, a raca Gorbatov Red (de baixo teor
de gordura no leite) apresentou baixa heterozigosidade
para a Prl quando comparada as ragas Ayrshire e Black
Pied (de alta produgédo de gordura do leite). Machugh
(1994) investigou 12 loci microssatélites em seis ragas
de bovinos europeus, relatando que a produgéo variava
com o grau da heterozigosidade. Desvios no equilibrio
de Hardy-Weinberg foram notados particularmente no
microssatélite localizado no gene da Prl. Um grande
numero de animais apresentou o padrdao 1 do gene
P450 Scc. Ja para o gene da Prl (Prl2) o padrédo 4
envolveu maior numero de animais, enquanto que o
padrdao 1 esteve mais presente entre as fémeas
precoces.

H {

Figuras 2 — Fragmentos de 520 pb amplificados por
PCR gene Side Chain Cleavage,
separados em gel de poliacrilamida a 11%
nao desnaturante e corados com nitratos
de prata. Padrées de SSCP 1,2, 3,4,5¢6.

1 2 3 4 5

Figura 3 - Fragmentos de 350 pb amplificados por PCR
gene Prolactina (Prl1), separados em gel de
poliacrilamida a 11% nao desnaturante e
corados com nitratos de prata. Padrbes de
SSCP1,2,3,4€b.

—_—— = — .

el T]

1 2 3 4 5 6

Figura 4 - Fragmentos de 340 pb amplificados por PCR
gene Prolactina (Prl2) separados em gel de
poliacrilamida a 11% n&o desnaturante e
corados com nitrato de prata. Padrbes de
SSCP1,2,3,4,5€6

Os diferentes polimorfismos do gene P450scc
sdo semelhantes quanto a expressao da precocidade
(Tabela1).

Tabela 1 - Distribuicao de uma amostra de 126 fémeas
bovinas da raca Nelore segundo o padrao
SSCP do gene Side Chain Cleavage
(P450scc) e a classe de precocidade.

Precocidade (+)  Precocidade (-)

Padrao . g Total de
ssce Miperde | Nimerode fameas
1 20 65 85
2 5 19 24
3 0 7 7
4 1 5 6
5 0 2 2
6 0 2 2
Total 26 100 126

Os diferentes polimorfismos do gene Prl1 sdo
semelhantes quanto a expressdo da precocidade
(Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicado de uma amostra de 129 fémeas
bovinas da raga Nelore segundo o padrao
SSCP do gene da Prolactina (Prl1) e a classe
de precocidade.

Precocidade (+)  Precocidade (-)

Padréo Numero de Numero de TE)taI de
SSCP N N fémeas
fémeas fémeas

1 16 53 69
2 1 2 3

3 1 0 1
4 0 10 10
5 9 33 42
6 1 3 4
Total 28 101 129
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Os diferentes polimorfismos do gene Prl2 sao
semelhantes quanto a expressao da precocidade
(Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo de uma amostra de 120 fémeas
bovinas da ragca Nelore segundo o padrao
SSCP do gene da Prolactina (Prl2) e a
classe de precocidade.

Precocidade (+)  Precocidade (-)

Padréo Numero de Numero de Total de
SSCP N . fémeas
fémeas fémeas
1 0 4 4
2 7 25 32
3 2 1 13
4 11 33 44
5 2 3 5
6 6 16 22
Total 28 92 120

No trabalho a Idade ao Primeiro Parto foi definida
como caracteristica indicadora de precocidade. Assim,
as analises mostraram que nado ha evidéncias de
associagao entre os polimorfismos genéticos
estudados e a precocidade. A relagdao dos
polimorfismos com outro carater quantitativo que
represente a precocidade reprodutiva, como Idade a
Puberdade (estabelecida ao primeiro estro fértil)
poderia ser mais adequada, pois a Idade ao Primeiro
Parto depende do manejo reprodutivo da fazenda. No
entanto, a mensuragao da Idade a Puberdade costuma
ser dificil e cara para ser feita em um grande numero de
fémeas.

CONCLUSOES

1. As variagdes encontradas pelos diferentes
padrées de polimorfismos SSCP nos genes da P450
Scc e Prl ndo apresentaram associagcdo com a
precocidade sexual em novilhas daraga Nelore.

2. Estes resultados sugerem que a selegao de
novilhas precoces, com base nesta informacao
genotipica para esta caracteristica ndo é possivel em
programas de melhoramento genético.

3. Osresultados indicam a necessidade futura na
busca de genes candidatos envolvidos em variagéo
genética quantitativa em animais de interesse
zootécnico, bem como considerar o uso de outro
método de abordagem tal como o SNPs (Single
Nucleotide Polimorphism).
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