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RESUMO 

O fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-I) está relacionado com a 

precocidade sexual e está presente em diferentes estágios da foliculogênese, agindo 

diretamente ou indiretamente no desenvolvimento folicular. O IGF-I é um candidato a 

marcação molecular devido a sua relação com características de interesse 

econômico, e pode ser usado em programas de melhoramento genético como uma 

ferramenta na seleção assistida. O presente estudo teve como objetivo identificar a 

possível existência de polimorfismos no gene do IGF-I em animais da raça Crioula 

Lageana, utilizando a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) e o 

polimorfismo no comprimento do fragmento de restrição (RFLP). Foram coletadas 

amostras de pelo de 70 animais em fazendas localizadas em Lages/SC. As análises 

foram realizadas no Laboratório de Ensino e Pesquisa em Genética – LEPGA da 

Universidade Federal de Santa Catarina em Florianópolis. As amostras de folículos 

pilosos foram submetidas à extração de DNA pelo método de PCI (fenol-clorifórmico-

álcool-isoamílico) adaptada, e o DNA genômico extraído foi quantificado e amplificado 

mediante a PCR. Para verificar o resultado da reação de amplificação, as amotras 

foram submetidas à eletroforese e o fragmento obtido foi submetido à técnica de PCR-

RFLP utilizando-se as enzimas BamHI e XmnI. Observou-se que a extração de DNA 

e a realização da técnica de PCR e PCR-RFLP funcionaram. Os resultados mostram 

que a região estudada é monomórfica para os sítios de corte das enzimas BamHI e 

XmnI no gene do hormônio IGF-I dos animais avaliados. Sugerem-se que estudos 

posteriores com endonucleases diferentes e outras regiões (exons) do gene IGF-I a 

fim de buscar polimorfismos na população da raça Crioula Lageana. 

 

 

Palavras-chave: Bos taurus, genética, marcadores moleculares, IGF-I. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui o segundo maior rebanho comercial de bovinos do mundo com 

aproximadamente 200 milhões de cabeças, ocupando também a segunda posição em 

volume de carne produzida, perdendo apenas para os Estados Unidos em volume de 

produção (BRASIL, 2016). Em relação ao mercado externo, o Brasil é o maior 

exportado de carne bovina in natura, com 1.078.183 de toneladas em 2015, 

colaborando com uma receita bruta estimada em R$67 bilhões (ABIEC, 2016), 

demonstrando a importância da bovinocultura para a geração de renda ao país. 

Diversos fatores foram determinantes para a conquista da liderança brasileira 

no cenário internacional, destacando-se as condições de solo e clima, avanços na 

área de nutrição e melhoramento genético, além da constatação da qualidade e da 

segurança do produto, e da alta demanda e de preços competitivos. 

Dentre as diversas raças que compõem o rebanho brasileiro, a Nelore 

representa 85% do rebanho total (SANTIAGO, 1972), sendo que o maior núcleo de 

criação está localizado na região Centro-Oeste do Brasil. Entretanto, a região sul do 

Brasil difere em condições climáticas do resto do país, sendo este um dos motivos da 

produção de bovinos de raças europeias nesta região. De acordo com Araújo (1990), 

a introdução de bovinos na região sul do país aconteceu por meio das missões 

jesuíticas espanholas, com a entrada de animais trazidos da Península Ibérica, cuja 

origem é derivada dos bovinos Hamíticos, caracterizados por chifres longos, 

domesticados no Egito há aproximadamente 4000 anos a.C., e introduzidos no sul da 

Espanha procedentes da África do Norte (SPRITZE, 2003). Dessa forma, a origem da 

raça Crioula Lageana ocorreu possivelmente a partir de animais que tenham se 

extraviado das tropas Bandeirantes que iam em direção a Franca (SP) e cruzado com 

gado Franqueiro trazido por colonos na região do Planalto Catarinense. 

No do século XX os exemplares de Crioulo Lageano foram cruzados com raças 

europeias e zebuínas, fato este que quase causou o desaparecimento desses 

animais. A população efetiva de bovinos da raça Crioula Lageana hoje é reduzida, não 

ultrapassando um total de 3000 animais. Entretanto, observa-se a importância desta 

raça em função da aptidão zootécnica tanto para produção de carne quanto leiteira, 

além de apresentar características como  rusticidade e prolificidade. Em relação às 

características reprodutivas, os animais da raça  Crioula  Lageana apresentam 
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maturidade sexual tardia, e dessa forma o  estudo de genes candidatos às técnicas 

de marcação molecular relacionados à precocidade sexual faz-se necessário na 

escolha dos indivíduos desta raça, visando a utilização destes em sistemas de 

acasalamento e cruzamento.  

Os genes candidatos são genes sequenciados e de ação biológica conhecida 

que estão envolvidos em características do desenvolvimento ou da fisiologia (BRYNE 

& McMULLEN, 1996). O hormônio IGF-I, também conhecido como somatomedina C 

pertence ao sistema IGF, o qual é composto pelo IGF-I e IGF-II, sendo produzido 

predominantemente no fígado, exercendo a função de hormônio endócrino. Todavia 

ele também pode atuar de forma parácrina e autócrina em tecidos-alvo, sendo sua 

produção estimulada pelo GH. Esses fatores exercem atividade sobre o metabolismo 

intermediário, a proliferação, o crescimento e a diferenciação celular (JONES & 

CLEMMONS, 1995), além disso, o IGF-I intermedeia efeitos do GH e regula o  

crescimento no desenvolvimento muscular, e tem papel importante na foliculogênese 

e oogênese (FORTUNE, 2004). 

Tendo estes conceitos em vista, o gene IGF-I é considerado um candidato para 

a identificação de marcadores genéticos relacionados à precocidade sexual de 

bovinos da raça Crioula Lageana. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo 

identificar polimorfismos no gene do hormônio IGF-I e relacioná-los a características 

de importância econômica. 
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2. OBJETIVOS  
  

2.1 Objetivo Geral  
 

Verificar a existência de polimorfismos no gene do IGF-I em animais da raça 

Crioula Lageana utilizando-se a técnica de PCR- RFLP com as enzimas de restrição 

BamHI e XmnI.    

 

 2.2 Objetivos Específicos  

 

• Extrair o DNA genômico de uma amostra de animais; 

 • Isolar e amplificar um fragmento correspondente ao éxon 6 do gene do (IGF-

I) utilizando a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR);  

• Verificar a existência de polimorfismos nos produtos obtidos na PCR, 

utilizando-se a técnica de Polimorfismos de Tamanho de Fragmentos de Restrição 

(RFLP);   
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1 Panorama da Bovinocultura Brasileira 
 

O Brasil é a nona economia do mundo, com PIB (Produto Interno Bruto) de 

U$5,904 trilhões em 2015 (IBGE, 2015). Dentre os fatores que compõem a economia, 

o agronegócio representa em torno de um terço do PIB brasileiro. O país possui 

condições favoráveis para a realização de práticas agrícolas em toda sua extensão 

territorial em termos de clima, solo, recursos hídricos e relevos que permitem o cultivo 

da terra. Destaca-se como maior produtor mundial de café, laranja e açúcar, além de 

ser o segundo maior produtor de soja e o maior exportador de carne bovina e de aves 

no mundo (BRASIL, 2016). 

A bovinocultura de corte é uma atividade econômica de extrema importância 

para o Brasil, que conta com o segundo maior rebanho comercial do mundo. Estima-

se que o rebanho brasileiro seja de aproximadamente 200 milhões de cabeças 

(BRASIL, 2016). A partir do ano de 2004, o país tornou-se líder na exportação de 

carne in natura, exportando principalmente para o Egito, Hong Kong, China e Rússia. 

A produção de animais de corte estende-se por todas as regiões do país, porém três 

regiões merecem destaque, sendo elas a região Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Os 

estados com maior representatividade na atividade são respectivamente Mato Grosso 

(MT), Mato Grosso do Sul (MS), Goiás (GO), São Paulo (SP), Minas Gerais (MG), 

Paraná (PR) e Rio Grande do Sul (RS) (ABIEC, 2016). 

Por ser um país de dimensões continentais, a pecuária no Brasil é diferenciada 

nas regiões citadas anteriormente, devido principalmente aos fatores climáticos de 

cada região. Na região Centro-Oeste predominam os biomas Cerrado e Pantanal, e o 

clima tropical, sendo que durante o ano existem duas estações bem distintas que 

determinam a criação dos bovinos. O clima da região Sudeste e Centro-Oeste 

caracteriza-se por invernos secos e verões chuvosos, devido a essa característica os 

animais criados nessas ecorregiões são de raças zebuínas (Bos indicus). Os zebuínos 

são animais de origem indiana que evoluíram em ambiente de clima tropical, e devido 

a sua melhor adaptação a esse tipo de clima as raças zebuínas se difundiram bastante 

no território brasileiro. O rebanho zebuíno brasileiro é composto principalmente pelas 

raças Nelore, Gir, e Guzerá (ABIEC, 2016). 
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Os bovinos europeus introduzidos no Brasil podem ser classificados em três 

categorias, são elas as raças Britânicas, raças Continentais e as raças Crioulas. Na 

região Sul a pecuária se diferencia devido ao clima subtropical úmido. Por apresentar 

estações do ano bem definidas e temperaturas mais amenas, os bovinos de raças 

europeias são mais adaptados a essa região. 

As raças Crioulas correspondem aos primeiros bovinos introduzidos pelos 

colonizadores nas Américas no século XVI (MATEUS et. al., 2004). No Brasil, as raças 

Pantaneiro, Caracu, Curraleiro, Pé- Duro e a Crioula Lageana merecem destaque. As 

raças Crioulas diferem-se das raças europeias devido, principalmente, à adaptação 

ambiental que estes animais sofreram e foram submetidos ao serem trazidos para o 

Brasil. Serrano et. al. (2004), analisou as prováveis origens das raças crioulas através 

de DNA microssatélites e constatou-se que as raças tiveram origens distintas. A raça 

Crioula Lageana originou-se na Península Ibérica, ou seja, raça originada de Portugal 

e Espanha. 

 

3.2 Raças Crioulas  

 

O primeiro rebanho de bovinos trazido por colonizadores para o Brasil foi 

desembarcado em São Vicente no ano de 1534 (LIMA et al., 1990). As raças 

provenientes da Península Ibérica foram expostas por um longo processo de seleção 

natural, fato este que desenvolveu características que permitiram a sobrevivência 

destes animais em localidades onde a oferta de alimentos era pobre em nutrientes, as 

temperaturas eram elevadas, havia a presença de novos parasitas e agentes 

patogênicos (SPITZE, 2003).  

Embora as raças nacionais sejam menos produtivas que as comerciais, é 

interessante que as primeiras são adaptadas às condições ambientais podendo trazer 

contribuições aos programas de melhoramento genético já existentes. A necessidade 

de preservar raças menos produtivas vem recebendo maior atenção, uma vez que 

pode se constituir instrumento para melhorar a rusticidade de bovinos de alta 

produtividade, mas de baixa capacidade de adaptação (EGITO et al., 2002). 
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3.3  Raça Crioula Lageana 

 

 O gado Crioulo Lageano é caracterizado pelos chifres longos, característica 

que mostra que possivelmente esses animais descendem dos bovinos Hamíticos 

domesticados no Egito há aproximadamente 5000 anos a.C. (MARIANTE & 

CAVALCANTE, 2000). Os bovinos Hamíticos migraram da África para o sul da 

Espanha e Portugal e, posteriormente, chegaram ao continente americano juntamente 

com os colonizadores europeus (SPRITZE, 2003). 

 As condições peculiares do Planalto Catarinense em conjunto com a baixa 

disponibilidade de alimentos resultaram na formação de uma raça extremamente 

adaptada as condições ambientais dos campos nativos de Santa Catarina, que 

correspondem a invernos frios com grande incidência de geadas e verões brandos. 

(RIBEIRO, 1993; SPRITZE, 2003). 

Os animais Crioulo Lageanos apresentam duas variedades, a mocha e a 

aspada. Os machos aspados possuem longos chifres que se prolongam como uma 

espécie de gancho. As fêmeas apresentam chifres com pontas para atrás e com a 

porção distal elevada. Os bovinos também podem apresentar mais de quarenta tipos 

de pelagens diferentes, sendo mais comum a “africana”, que pode se caracterizar por 

lombo e barriga brancos, pelos vermelhos ou pretos ao redor dos olhos, manchas 

pretas ou vermelhas no costilhar, e com focinho e orelhas da mesma cor (PAYNE, 

1970; CAMARGO & MARTINS, 2005). 

No século XX, muitos desses animais foram cruzados com raças exóticas 

(principalmente europeias), e os resultados positivos obtidos destes cruzamentos 

foram atribuídos exclusivamente às raças europeias, o que estimulou a importação de 

reprodutores destas raças, implicando na drástica redução da população de bovinos 

crioulos (MARIANTE & CAVALCANTE, 2000). A população do gado Crioulo Lageano 

é constituída atualmente por aproximadamente três mil animais, fato este que fez com 

que a Food and Agriculture Organization (FAO) os colocasse na lista de animais em 

risco de extinção (CAMARGO & MARTINS, 2005). 

Segundo Ribeiro (1993), em condições ambientais semelhantes as do Planalto 

Catarinense, esses animais apresentam excelente produção leiteira e habilidade 

materna, e não apresentam dificuldades de parto, fato relacionado ao peso e ao 

tamanho dos terneiros ao nascer. Os terneiros são bem adaptados ao meio, porém 
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são deficientes em rendimento e conformação de carcaça, pois apresentam pouca 

deposição muscular e grande proporção de costilhar. 

Em condições ambientais similares as que ocorrem nos campos nativos do 

Planalto Catarinense, mesmo sem ter sofrido seleção artificial, Ribeiro (1993) 

comparou o crescimento de bovinos Crioulo Lageanos com a raça Nelore. O autor 

constatou que a velocidade de crescimento da raça Crioula Lageana se compara ao 

da raça Charolês, sendo superior quando comparada ao Nelore. Quando se refere à 

característica de habilidade materna, a raça também é superior nas condições de 

campos nativos da região em questão.  

Os indivíduos da raça Crioula Lageana apresentam maturidade sexual tardia, 

sendo este um fator crítico na cadeia produtiva da carne bovina no Brasil, pois 

segundo Forni et al. (2003), o desempenho reprodutivo dos animais é um dos 

principais fatores que determinam a eficiência total de produção de um rebanho.  

Deste modo, animais sexualmente precoces são desejáveis em rebanhos bovinos, 

logo, a característica precocidade sexual deve ser incluída em programas de seleção. 

 

 3.4 Características Reprodutivas e Programas de Melhoramento 

Genético 

 

  Características reprodutivas como a precocidade sexual são difíceis de serem 

trabalhadas em programas de melhoramento animal por não serem de fácil 

mensuração. Além disso, características reprodutivas apresentam, geralmente, 

baixas estimativas de herdabilidade e não respondem rapidamente à seleção 

(MERCADANTE et. al, 2000).  

O advento das técnicas de biologia molecular tornou possível o estudo mais 

detalhado de genes relacionados com características quantitativas (QTL – 

Quantitative Trait Loci), permitindo maior eficácia dos programas de melhoramento 

genético através da seleção de animais com o uso de marcadores moleculares 

(LAUREANO, 2006). 

Dentre os possíveis genes candidatos à marcação molecular, quando se refere 

à precocidade sexual, estão aqueles que codificam os hormônios IGF-I (Fator de 

Crescimento Semelhante à Insulina) e a prolactina (LAUREANO, 2006), fato atribuído 

aos efeitos complementares que esses hormônios apresentam na reprodução, 
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atuando no processo de foliculogênese (NOLIN et al.,1980, SPICER et al., 1993, 

PHELPS et al., 2003). Os estudos relacionando estes genes com a precocidade 

sexual são escassos, logo, mais pesquisas envolvendo marcadores moleculares com 

características reprodutivas em bovinos devam ser realizadas. 

 

3.5  Fator de Crescimento Semelhante à Insulina (IGF-I) 

 

O IGF-I, ou somatomedina C, é um peptídeo composto por 70 aminoácidos 

pertencente a superfamília da insulina, devido a sua relação estrutural com a pró-

insulina (ANDOH, 2005). O gene do IGF-I está situado no cromossomo 5 bovino, 

localizado na região próxima a 100 cM (BISHOP et al., 1994b). É um potente 

mitógeno, isto é, uma substância que estimula a proliferação celular, desencadeando 

a mitose sintetizada por diversos órgãos, principalmente pelo fígado em resposta do 

GH produzido pela hipófise (YAKAR, et. al, 1999) e que atua como mediador 

metabólico relacionado com o início da puberdade em novilhas (RADCLIFF et al., 

2004; BELTRAN, 2007). 

O IGF-I é um mediador dos efeitos biológicos do hormônio pituitário GH 

(Hormônio de Crescimento) (BOGUSZEWSKI, 2001), ou seja, desempenhando 

funções importantes no crescimento e desenvolvimento dos animais. A mediação dos 

efeitos do hormônio de crescimento pelo IGF-I, contudo, pode não só relacionar este 

hormônio com as funções de crescimento, mas também com a precocidade sexual. 

Isso se deve ao fato dessa característica apresentar-se relacionada fisiologicamente 

com o tamanho à maturidade (frame-size) dos animais que, geralmente, é 

considerada como o ponto no qual a massa muscular atinge o máximo crescimento 

com consequente aumento do desenvolvimento do tecido adiposo. O peso e a 

condição corporal, durante o período pré-puberal, são fatores determinantes para a 

primeira ovulação (GARCIA et al., 2002). 

Beltran (2007) observou maiores concentrações de IGF-I em animais que 

alcançaram a primeira prenhez antes dos 16 meses, comparado com novilhas que 

não apresentaram prenhez antes desta idade. A correlação encontrada foi positiva 

entre a concentração plasmática de IGF-I e o peso corporal, sugerindo que esse 

hormônio é importante na determinação da maturidade sexual. A concentração 

plasmática do IGF-I é dependente do status de GH (SCHREIBMAN et al., 1993) e, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Célula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mitose
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apesar dessa concentração representar somente a produção hepática desse 

hormônio, existem evidências de que outros tecidos também são capazes de produzi-

lo, como o muscular, o adiposo, cérebro, gônadas e células da granulosa. Neste 

contexto, percebe-se que o IGF-I participa de diversas vias fisiológicas nos 

organismos. 

Portanto, a utilização de técnicas de marcação molecular no gene deste 

hormônio em populações de bovinos da raça Crioulo Lageano deve ser considerada, 

pois permite a identificação de polimorfismos genéticos que possam apresentar 

retornos econômicos, como por exemplo, a redução da idade ao primeiro parto.  

 

 3.6 Melhoramento Genético e Marcadores Moleculares 

 

A utilização de animais domésticos não serve só como componente primário 

indispensável ao desenvolvimento e prosperidade do homem, mas também pode ser 

considerado elemento pró-ativo do desenvolvimento tecnológico (EUCLIDES FILHO, 

1999). A partir do século XX, a produção animal deixou de ser uma atividade apenas 

de subsistência e passou a ser conduzida como uma atividade comercial. Portanto, 

ocorreu uma grande demanda por animais que apresentassem um melhor 

desempenho além de que fossem mais bem adaptados às diversas condições 

ambientais (COUTINHO & ROSÁRIO, 2010). 

O melhoramento genético de animais é o resultado de um processo de direção 

dos acasalamentos efetuados em raças ou linhas puras para a obtenção de ganho 

genético e fenotípico em características de interesse econômico da produção animal. 

A fim de se obter acasalamentos desejáveis, os melhores reprodutores são 

identificados, sejam eles machos ou fêmeas, através do valor genético da 

característica de interesse para a seleção. (PEIXOTO; LEDUR; FIGUEIREDO, 2014).  

Existem duas ferramentas disponíveis para se promover o melhoramento 

genético das espécies: seleção e cruzamento. A seleção é o processo que indica quais 

serão os pais da próxima geração, permitindo que as características desejadas de 

uma geração sejam herdadas para a subsequente. A seleção tem objetivo de melhoria 

e/ou fixação de características de importância na população, isto é, aumentar a 

frequência de alelos favoráveis (EUCLIDES FILHO, 1999). Os sistemas de 

acasalamento são utilizados de forma ampla para animais domésticos criados com 
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fins comerciais, consistindo elementos complementares no processo de seleção. 

Denomina-se cruzamento quando o acasalamento ocorre entre animais pertencentes 

a raças diferentes, sendo uma forma de conseguir melhorar características, porém 

não elimina a necessidade e a importância da seleção como método de melhoramento 

genético.  

O uso de marcadores moleculares permite que a seleção e os cruzamentos 

sejam realizados em uma mesma geração, aumentando consideravelmente a 

eficiência dos programas de melhoramento genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 

1998; MILACH, 1988). Os marcadores moleculares são amplamente utilizados nos 

estudos de genética populacional, no mapeamento e nas análises de similaridade, 

podendo ser definidos como todo e qualquer fenótipo molecular oriundo de um gene 

expresso ou de um segmento de DNA específico, expresso ou não (BRAMMER, 

2000).  

 

 3.7 Técnicas de Biologia Molecular e Marcadores Moleculares 

 

Os primeiros trabalhos para desenvolver e caracterizar marcadores 

moleculares para espécies de interesse zootécnico datam do início da década de 

1980. Essas tecnologias trouxeram novas soluções para aplicações já solidificadas e 

também estão permitindo o desenvolvimento de novas aplicações, produtos e 

processos, com uso direto nas cadeias produtivas da pecuária mundial (CAETANO, 

2009).  

A PCR (Polymerase Chain Reaction – reação em cadeia da polimerase) foi 

descrita pela primeira vez em 1985, e entre as técnicas básicas da biologia molecular 

desenvolvidas na última década, nenhuma teve tamanho impacto revolucionário entre 

os pesquisadores da área. (PERSING, 1991; ERLICH, 1989). A técnica consiste em 

amplificar com iniciadores específicos (primers) o fragmento de interesse. Este 

fragmento é purificado e submetido a um tratamento com uma enzima de restrição 

específica que reconheça apenas um dos alelos. Posteriormente, os fragmentos são 

separados por eletroforese para diferenciação dos alelos por tamanho (CAETANO, 

2009). 

Os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism - Polimorfismo de nucleotídeo 

único) são marcadores moleculares com base em informações de sequências de 
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DNA. São utilizados para identificar mutações e polimorfismos baseados na variação 

da posição de um único nucleotídeo (FALEIRO, 2007). O método mais básico para 

genotipagem de SNPs em regiões específicas do genoma é baseado na técnica de 

PCR-RFLP (MAEDA et al., 1989). 

O RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) proposto por Botstein et 

al. (1980) é um dos grupos mais usados de marcadores moleculares. O polimorfismo 

para comprimento de fragmentos de restrição é capaz de diferenciar indivíduos 

através de variações individuais devido a inserção, deleção, mutação e inversão nos 

nucleotídeos. Nesta técnica são utilizadas enzimas de restrição que irão clivar o DNA 

em pontos específicos, gerando fragmentos de diferentes tamanhos que são 

separados e visualizados em forma de bandas, desse modo cada individuo 

apresentará o seu padrão de fragmentos, chamado “perfil de digestão”, detectado pelo 

número e tamanho dos fragmentos gerados (RASSMUSEN, 2012). 

Atualmente existem diversas tecnologias aliadas à genética molecular que 

podem ser utilizadas no estudo de marcadores moleculares, como citado acima, e sua 

escolha irá depender do objetivo do estudo, recursos financeiros disponíveis recursos 

humanos, infraestrutura disponível, e nível de conhecimento da genética molecular da 

espécie a ser estudada (FALEIRO, 2007). 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

A etapa de coleta de dados foi realizada na região do município de Lages/SC 

nos anos de 2015 e 2016. Foram coletadas manualmente 70 amostras de pelos da 

vassoura da cauda de animais previamente contidos no brete, laçadas e puxadas 

firmemente porções de 15 a 25 pelos por vez. Cada amostra apresentava 

aproximadamente 50 pelos, e foram acondicionadas em embalagens individuais 

devidamente identificadas. O excesso dos pelos foi cortado com tesoura, e fios de 

cerca de 3 cm contendo os folículos pilosos foram acondicionados. Posteriormente, 

cerca de 40 folículos/animal foram transferidos para tubos de microcentrífuga (1,5 mL) 

identificados com a numeração do animal e mantidos a -20º C até o momento da 

extração do DNA genômico. 

As análises foram realizadas no Laboratório de Ensino e Pesquisa em Genética 

Animal (LEPGA) da Universidade Federal de Santa Catarina, localizado no Centro de 
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Ciências Agrárias, Florianópolis/SC. A extração do DNA genômico foi realizada 

utilizando o método fenol-clorofórmio-álcool isoamílico, adaptado de Lima (2003). 

Dentro de cada microtubo de 1,5 mL contendo os folículos foram adicionados 500 µL 

de solução TE-TWEEN (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, 0,5% Tween 20), seguido de 

incubação em banho-maria a 65ºC por 1,5 horas com agitação manual periódica. 

Posteriormente foi adicionado 15 µL de proteinase K (20 µg/µL) incubando-se as 

amostras a 55ºC por 6 horas, agitando-se por inversão a cada 30 minutos e depois a 

37ºC overnight. Após esta etapa, foi adicionado 1 volume de PCI (fenol-clorifórmio-

álcool isoamílico – 25:24:1) para 1 volume de amostra e os tubos passaram por 

vigorosa agitação por 10 segundos em agitador automático tipo vórtex. Em seguida 

foi feita centrifugação a 12.000 rpm por 10 minutos a 23ºC, sendo o sobrenadante 

transferido para um novo tubo devidamente identificado, resultando em um volume 

final de aproximadamente 300 µL. A precipitação do DNA foi feita com 1/10 do volume 

da amostra de acetato de sódio 0,3 M (cerca de 30 µL) e etanol absoluto gelado (1000 

µL), sendo feita a mistura por imersão seguida de repouso durante 1,5 horas a -20°C 

com uma nova centrifugação a 12.000 rpm por 20 minutos a 4ºC. Finalmente foi 

descartado o sobrenadante, sendo o DNA remanescente seco a temperatura 

ambiente e em seguida ressuspendido em 100 µL de água ultrapura e armazenado a 

4ºC até o uso.     

Para verificar a eficiência da metodologia da extração as amostras foram 

misturadas a 3µL de tampão de corrida (azul de bromofenol, xileno-cyanol e glicerol) 

submetidas à eletroforese em gel de agarose (0,5%) com brometo de etídio, em 

tampão TBE 1X (Tris-HCl 89 mM; EDTA 2,5 mM e Ácido Bórico 89 mM e pH 8,3) a 

50V, por aproximadamente 50 minutos. A visualização foi feita sob luz ultravioleta em 

Sistema de Fotodocumentação L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia), sendo que as 

imagens dos géis foram registradas com o software L-Pix Imagem Ex®. 

Para o isolamento e amplificação da região correspondente ao exon 6 e do 

gene IGF-I bovino foi desenhado um par de primers com base nas informações 

disponíveis no GenBank (HG797641.1; HG797642.1; HG797643.1; HG797644.1; 

HG797645.1; HG797646.1; HG797648.1; HG797647.1, HG797649.1.). O par de 

primers desenhado possuía as seguintes sequências de nucleotídeos, 

respectivamente: 
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IGF-I – Forward 5’ – AAA AGG GAG TGC AGG AAC AAGA - 3’ 

IGF-I - Reverse 5’ - CAA CTC CAG GGT CGT TTT TGC- 3’ 

 

 As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 25 μL/amostra, 

contendo 100 ng de DNA genômico, 0,5 μM de cada primer, tampão PCR 1X, 0,5 μM 

de MgCl2, 100 μM de dNTPS, 0,75 U  EasyTaq® DNA Polymerase (Trans Gen 

Biotech®). Os ciclos de amplificação foram realizados em termociclador Biometra®, e 

seguiram a seguinte programação: primeiro passo: 95ºC por 5 minutos para 

desnaturação inicial, segundo passo: 95ºC por 1 minuto para desnaturação, terceiro 

passo: 67,0ºC por 1 minuto para anelamento dos primers, quarto passo: 72ºC por 1 

minuto para extensão da Taq Polimerase, estes ciclos foram repetidos 10 vezes, 

sendo que a cada novo ciclo a temperatura do terceiro passo diminuiu 1ºC. O quinto 

passo: 95ºC por 1 minuto, sexto passo: 57ºC por 1 minuto para anelamento dos 

primers, sétimo passo: 72ºC por 1 minuto, oitavo passo: 72ºC por 5 minutos. Este ciclo 

repetiu-se do quinto ao oitavo por 24 vezes, totalizando 35 ciclos. Após o oitavo passo, 

as amostras foram mantidas a 4ºC para conservação até a retirada do termociclador 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Condições da reação de PCR para amplificação do fragmento do gene 
do IGF-I 

Etapas 

Reação de PCR (Touchdown) 

1ª Etapa (10 ciclos) 2ª Etapa (25 ciclos) 

T (°C) Tempo T (°C) Tempo 

Desnaturação 95 1' 95 1' 

Associação 
dos iniciadores 

67 (↓ 

1°C/ciclo) 
1' 57 1' 

Extensão 72 1' 72 1' 

T=Temperatura     

 

      Para verificar o resultado da amplificação uma alíquota de 3 µL de cada 

amostra foi misturada a 3µL de tampão de corrida (azul de bromofenol, xileno-cyanol 

e glicerol) e submetida à eletroforese em gel de agarose a 1,0% com brometo de etídio 

(0,05 µG/ml), utilizando tampão TBE 1X a 70V por aproximadamente 70 minutos. O 

gel foi visualizado sob luz ultravioleta em Sistema de Fotodocumentação L-Pix EX® 
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(Loccus Biotecnologia) e as imagens foram registradas com auxílio do software L-Pix 

Imagem Ex®. 

Após o isolamento e a amplificação da região de interesse do gene do IGF-I 

pela PCR, as amostras foram submetidas à técnica de PCR-RFLP. As enzimas de 

restrição escolhidas foram Bam-HI e XmnI (New England BioLabs®), com os 

seguintes sítios de restrição: 

 

BamHI - 5´ -G*GATCC - 3´                  3´- CCTAG*G – 5´ 

 

XmnI - 5´-GAANN*NNTTC – 3´                  3´CTTNN*NNAAG – 5´ 

 

    Cada uma das distintas digestões foi realizada em volume final de 20 

µL/amostra, contendo 10 µL do produto da PCR, 1/10 de tampão para enzima de 

restrição e 10 unidades das enzimas BamHI e XmnI. O procedimento foi realizado em 

termociclador Biometra®. A digestão da enzima BamHI foi feita por 3 horas a 37°C 

depois 20 minutos a 80°C para inativação da enzima e finalmente 4°C para 

conservação das amostras até a análise. A digestão da enzima XmnI foi feita por 15 

minutos a 37ºC e posteriormente a 65ºC por 20 minutos para inativação da enzima e, 

por último a 4ºC para conservação das amostras até a fotodocumentação. 

 

Para visualização do resultado 7µl de cada amostra foram misturados a 3µl de 

tampão de corrida (azul de bromofenol, xileno-cyanol e glicerol) para realização da 

eletroforese em gel de agarose (2,5%) com brometo de etídio (0,05 µG/ml), em 

tampão TBE 1X a 70V, por 1 hora e 40 minutos. A visualização do padrão 

eletroforético de migração das bandas ocorreu sob luz ultravioleta em Sistema de 

Fotodocumentação L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia) e as imagens foram registradas 

com auxílio do software L-Pix Imagem Ex®. 
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

O procedimento usado para extração do DNA genômico dos folículos pilosos 

dos bovinos mostrou-se eficiente como mostra a Figura1, na qual a primeira banda 

formada no padrão de migração mostra uma quantidade satisfatória de DNA extraído. 

Todavia, a grande maioria das amostras apresentaram bandas arrastadas, o que 

sugere sinais de degradação do DNA. A banda formada no fim do padrão e fortemente 

visível indica RNA (SALMAM e LAUREANO, 2006). Entretanto, a presença do RNA e 

DNA degradado não comprometeu as análises posteriores de PCR e RFLP. 

 

Figura 1. Exemplo de amostras de DNA extraído. 
Eletroforese em gel de agarose a 0,5%. 

 
 

Os resultados obtidos na extração corroboram com Laureano et al. (2006) que 

também utilizaram a técnica adaptada de Lima (2003) para extração de pelos de 

novilhas da raça Nelore. 

Para garantir a melhor visualização do anelamento dos primers e eficácia da 

técnica, foi realizada o método de PCR-touchdown. Os fragmentos amplificados 

tinham em torno de 252pb, indicando o funcionamento dos primers  desenhados para 

a região estudada (Figura 2). 
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Figura 2: Imagem representativa do resultado das análises de PCR com os iniciadores 
IGF-C, FWD e VER. Gel de agarose a 1%. A= marcador de peso molecular 1kb plus DNA 
Ladder (Invitrogen®). 

 

 

 

A partir dos resultados obtidos nesta etapa foi possível a realização da técnica 

de RFLP, onde as amostras continham apenas a região de interesse do gene do IGF-

I avaliada neste trabalho e estas foram digeridas com as enzimas BamHI e XmnI. Os 

resultados podem ser observados nas figuras 3 e 4. 

 

Figura 3: Imagem representativa do resultado das análises de RFLP com a 
endonuclease BamHI. Gel de agarose a 2,5%. A= marcador de peso molecular 1kb 
plus DNA Ladder (Invitrogen®). 
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Figura 4: Imagem representativa do resultado das análises de RFLP com a 
endonuclease XmnI. Gel de agarose a 2,5%. A= marcador de peso molecular 1kb 
plus DNA Ladder (Invitrogen®). 
 

 
 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que os produtos 

amplificados de PCR foram digeridos em apenas 1 fragmento com banda inferior a 

252pb. Este mesmo padrão foi obtido em todas as 70 amostras correspondentes aos 

animais, caracterizando um monomorfismo genético para a região avaliada com a 

técnica de RFLP utilizando-se as enzimas BamHI e XmnI. 

Estudos de Laureano et al. (2006) encontraram polimorfismos no gene do 

hormônio de crescimento semelhante à insulina em bovinos da raça Nelore utilizando 

a técnica de PCR-RFLP com a enzima SnaBI. Isto demonstra que outros estudos 

devem ser realizados através da utilização de outras enzimas de restrição e/ou outras 

técnicas de identificação de polimorfismos no gene do hormônio IGF-I. 

Sugere-se que estudos posteriores trabalhem com enzimas de restrição 

diferentes e com outras regiões (exons) do gene IGF-I a fim de buscar polimorfismos 

na população da raça Crioula Lageana. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que as técnicas de 

extração de DNA genômico e a aplicação da técnica de PCR para isolar e amplificar 

a região de interesse do gene do IGF-I foram eficazes, entretanto, os resultados 

mostram que a região estudada é monomórfica para os sítios de clivagem das 

enzimas de restrição Bam-HI e XmnI no gene do hormônio de crescimento semelhante 

à insulina em animais da raça Crioula Lageana. 
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