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1. INTRODUCAO

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) na sequéncia dos genes que
codificam proteinas do eixo somatotrépico tém sido associados a sintese e
gualidade do leite (MAJ. et al, 2008). Dessa forma, tais genes tém sido estudados
como candidatos a preditores em programas de selecdo genética assistida por
marcadores moleculares (MAJ. et al, 2008).

A acdo do hormdémio do crescimento (GH), integrante do eixo
somatotropico, em seus tecidos alvo é mediada principalmente pelo fator de
transducéo e ativador de transcricdo 5A (STAT5A). Dessa forma, o GH ligado ao
seu receptor, receptor do hormonio do crescimento (GHR), estimula a sintese do
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) que atua em diversos
tecidos (ARGETSINGER et al, 1996). Um dos tecidos afetados pelo eixo
somatotropico € a glandula mamaria (AGGREY et al 1999). FALAKI (1996) e
demais autores identificaram uma diferenca no percentual de proteina no leite de
vacas holandesas com diferentes sequéncias no gene que codifica para GHR.

Ja o STAT5A, também conhecido como fator da glandula mamaria, €
responsavel, dentre outras fungbes, pela regulacdo da expressdo génica da
proteina do leite (WATSON 2001). O STAT5A esta envolvido na transdugéo de
sinal de diferentes células, incluindo o Utero e o epitélio da glandula mamaria
(SPENCER and BAZER 2002). Segundo SPENCER and BAZER (2002), o
STAT5A induz a expresséo dos genes como o bovine uterine milk protein (UTMP)
e o0 osteopontin (OPN), cujos transcritos possuem marcado efeito na producao e
composicao do leite (KHATIB ET AL 2007a,b).

O objetivo deste trabalho foi investigar a associagao entre os polimorfismos
BstEll no gene STAT5A e Alul no gene GHR e a composigéo do leite de vacas da
raca holandés.

2. METODOLOGIA

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Pelotas.

Foram avaliadas 268 vacas da raca Holandés de uma fazenda comercial
do sudeste do Brasil no ano de 2011. Os dados de percentual de gordura,
proteina, lactose e células somaticas do leite foram obtidos do software de gestédo
da fazenda, cujos dados sao alimentados pelos resultados das analises mensais
realizadas pela Clinica do Leite (Piracicaba, Sdo Paulo).

Os animais foram manejados em sistema freestall, no qual a totalidade da
dieta foi ofertada no cocho afim de atender a exigéncias nutricionais de cada
categoria segindo o NRC (2001) considerando o nivel de produgéo e o numero de
lactacoes.
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O DNA foi extraido de uma amostra de sangue total através de um
protocolo previamente descrito (KANAI et al, 1994). A analise dos polimorfismos
foi realizada através de eletroforese em gel de agarose do resultado da digestéo
enzimatica dos produtos de PCR. Os primers e as temperaturas de anelamento
na PCR, bem como as enzimas de restricdo podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Primers, temperatura de anelamento e enzimas utilizadas na genotipagem dos genes
GHR e STAT5A.

T° de Tamanho do . .
Gene Enzima Referéncia
anelamento fragmento
GHR Primers
FW: TGCGTGCACAGCAGCTCAACC o Aggrey et al
RV: AGCAACCCCACTGCTGGGCAT 66°C 836bp Alul 1999.
STAT5A Primers

FW: GAGAAGTTGGCGGAGATTATC 65-57.5°C 820bp BstEll Khatib et al 2008.

RV: CCGTGTGTCCTCATCACCTG

As analises estatisticas foram realizadas no programa SAS 9.0 sotware
(SAS, Cary, NC, USA) através do procedimento GLM. Os resultados s&o
apresentados como média e erro padrdo da média.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser observado na tabela 2, ndo houve diferenga na gordura,
lactose, proteina e CCS do leite entre os genétipos de GHR Alul bem como entre
0s gendtipos de STAT5A BstEIl (P>0,05). Foi observada uma tendéncia linear de
maior percentual de lactose no leite em animais com o alelo (+) de STAT5A BstEll

(P=0,06).
Tabela 2. Valores de gordura, lactose, proteina e CCS por
genaotipo.
Gordura Lactose Proteina CCS
(%) (%) (%) (x10° cels./mL)
GHR
(;/_) 3,3+0,05 4,6+0,02 3,08+0,02 433,8+69,17
(n=48)
(__/+) 3,3+0,03 4,5+0,01 3,07+0,02 437,3+58,5
(n=98)
(W) 331003 452001 3,1+001 43507524
(n=122)
Linear 0,76 0,16 0,44 0,26
SATATS5A
(rf;/é)l) 3,3+0,06 4,54+0,03 3,1+0,03 449,05+106,1
(__/+) 3,3+0,03 4,58+0,01 3,1+0,01 432,5+57,05
(n=102)
(M) 334003 4.6£001 3,0+001  434,7+49.7
(n=135)
Linear 0,84 0,06 0,16 0,45

O GH é um horménio polipeptidico que, através de seu receptor GHR, atua
na regulacdo da fisiologia dos mamiferos (JONES & CLEMONS, 1995). Na
glandula mamaria, o GH participa da regulacdo do crescimento celular e
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lactogéne (AGGREY et al 1999). Tais caracteristicas evidenciam o gene que
codifica para o0 GHR como candidato a pesquisas de associacdo entre suas
variagfes genotipicas e caracteristicas de interesse econémico como composi¢ao
do leite. No entanto, as variagdes na sequéncia dos genes candidatos podem ou
ndo afetar a sua expressédo e a estrutura e funcionalidade do transcrito. Dessa
forma, estudos dessa natureza pesquisam a associacao entre genétipos e
caracteristicas fenotipicas de forma estatistica. Por conseguinte, se faz
necessario um elevado nimero de animais por gendtipo para a realizagdo dessas
andlises e a realizacdo de uma adequada inferéncia estatistica (AGGREY et al
1999). NGs observamos 48, 98 e 122 vacas dos genétipos GHR Alul (-/-), (-/+) e
(+/+) respectivamente. O baixo numero de animais por genétipo pode ter
contribuido para a ndo idenficacdo de associacdo entre os gendtipos e as
caracteristicas avaliadas.

No estudo de FALAKI (1996) e colaboradores foi observada associagéo
entre os gendtipos de GHR e a porcentagem de proteina no leite. Tal trabalho
utilizou vacas confinadas para fins experimentais, com total controle sobre todas
as variaveis. Ja no presente trabalho, os dados foram coletados de uma fazenda
comercial, o0 que pode ter acarretado em erros de gerenciamento de dados bem
como diferengas de manejo entre os animais, fatores que podem ter alterado a
significancia dos dados.

O STAT5A é conhecido por regular a expressdo génica de proteina no leite
(WATSON 2001). Por essa razdo, esse trabalho avaliou a associacdo dos
gendtipos de STATS5A BstEIll e a composi¢do do leite. KHATIB (2008) e demais
autores avaliaram um grupo de SNPs no gene que codifica para STAT5A e
demonstraram uma associagao ente os percentuais de proteina e gordura no leite
e alguns dos polimorfismos avaliados. No entanto, outros polimorfismos
investigados no mesmo gene pelos mesmos autores ndo foram associados as
caracteristicas de composicao do leite.

Da mesma forma, no presente trabalho ndo foi observado efeito do
polimorfismo STATS5A BstElIl e a gordura, proteina, lactose e CCS do leite.
Entretanto, os resultados apresentaram uma tendéncia de maior percentual de
lactose no leite de animais com o alelo (+) do polimorfismo STAT5A BstEIl
(P=0,06). Por se tratar de um estudo de associac¢do, o baixo nimero de animais
por genoétipo pode ter influenciado a avaliagdo. Nesse sentido, um nimero maior
de animais avaliados poderia ter evidenciado os efeitos desse polimorfismo de
acordo com o relatado na literatura. A tendéncia de maior percentual de lactose
em animais portadores do alelo (+) do STAT5A BstEIl suporta essa afirmagéo,
dando indicios de que pode haver um efeito desse polimorfismo nas
caracteristicas estudadas.

4. CONCLUSOES

Os polimorfismos GHR Alul e STAT5A BstEll estdo relacionados a
caracteristicas do leite em rebanhos norte americanos. No entanto, essa
associacdo nao foi observada nesse trabalho realizado com vacas na América do
Sul. E possivel que os critérios de selecdo da fazenda avaliada, bem como o
efeito ambiental no processo de selecdo diferenciem o perfil genético do rebanho
avaliado e dos demais rebanhos utilizados nos trabalhos citados. Dessa forma,
apesar do polimorfismo GHR Alul e STAT5A BstEIl serem passiveis de utilizagédo
em programas de melhoramento assistido por marcadores moleculares em
rebanhos na América do Norte, mais estudos com um maior nimero de fazendas
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e animais sdo necesséarios para validar esses marcadores como preditores de
caracteristicas relacionadas a qualidade do leite em rebanhos sul americanos.
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