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A dimensédo continental do Brasil associada aos seus recursos naturais,
humanos e econémicos, faz do agronegdcio um dos mais importantes segmentos
da economia do pais. De acordo com a FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations), a producdo mundial de leite de vaca no ano de 2006 foi de
549.694.000 de toneladas. O Brasil ocupou a sexta posicéo, abaixo dos Estados
Unidos, india, China, Russia e Alemanha, produzindo 25.398.219.000 de litros,
sendo 9.740.310.000 no Sudeste (maior produtor nacional), 7.038.521.000 no Sul,
3.721.881.000 no Centro-Oeste, 3.198.039.000 no Nordeste e 1.699.467.000 na
regido Norte, segundo a pesquisa de Producdo da Pecuaria Municipal do ano de
2006, divulgada pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). Minas
Gerais foi o principal estado em producéao de leite (7.094.111.000 de litros).

Apesar da produtividade de leite por vaca estar aumentando continuamente
desde 1999 no Brasil, os valores séo considerados ainda baixos. Conforme dados
do IBGE/Producdo da Pecuéaria Municipal, a produtividade por vaca/ano atingiu
1.213 litros em 2006. A regido Sul obteve os melhores indices, com uma média de
producao de leite por vaca de 2.066 litros/ano, acompanhada pelo Sudeste (1.355
litros/ano), Centro-Oeste (1.115 litros/ano), Nordeste (767 litros/ano) e Norte (597
litros/ano).

Considerando a disponibilidade de terras para a expansao da agricultura,
das pastagens e a possibilidade de incorporacdo de novas tecnologias, o Brasil
apresenta potencial para o aumento da producao e incremento da produtividade
animal, o que pode ser alcangado com o melhoramento genético dos rebanhos,
nutricdo balanceada, condi¢cées adequadas de manejo e maior profissionalizacao
na gestéo das fazendas.

Duas séo as ferramentas disponiveis para se promover o melhoramento
genético de qualquer espécie: selecdo e cruzamento. A selecéo pode ser definida
como sendo a eliminacédo de determinados genotipos da populacdo, tendo como
efeito primario o aumento da frequéncia génica favoravel e, consequentemente, a
reducéo da frequéncia dos genes de efeitos desfavoraveis. Na selecdo natural, os
individuos portadores de genotipos mais adaptados sobrevivem e vao deixando
maior descendéncia na populacdo. Na selecao artificial, praticada pelo homem, os
individuos sao escolhidos para produzirem descendentes, permitindo, portanto, a
reproducao apenas dos animais de interesse. A selecdo em um rebanho pode ser



realizada pela escolha dos melhores fenétipos (selecdo fenotipica) ou genétipos
(selecdo genotipica).

Historicamente, o melhoramento genético dos animais teve como base a
selecédo de individuos com fendtipo desejavel para gerar descendentes. Com 0s
trabalhos de Mendel, os principios da genética comecaram a ser desvendados e
as descobertas de métodos para o estudo do DNA, de equipamentos sofisticados,
ferramentas estatisticas e informatica (bioinformatica), propiciaram o0 surgimento
da Gendmica.

As recentes tecnologias para a analise molecular da variabilidade do DNA
possibilitam determinar pontos de referéncia nos cromossomos, denominados
marcadores moleculares ou marcadores genéticos de DNA, os quais podem ser
utilizados para avaliar as diferengas genéticas entre dois ou mais individuos. Com
a identificacdo de marcadores ligados a caracteristicas de importancia econémica,
animais geneticamente superiores para caracteres de interesse no melhoramento
podem ser escolhidos por meio da chamada selecao assistida por marcadores.

As técnicas de genética molecular sdo poderosas ferramentas que vieram
para auxiliar com grande potencial os métodos classicos de melhoramento, e
podem ser usadas para tornar os processos de sele¢cdo mais rapidos e eficientes,
permitindo sistemas mais rentaveis de exploracdo da pecudria leiteira.

E importante verificar que no momento que o homem assumiu o papel de
conduzir a selecao artificialmente, passou a ser ele o responséavel pela escolha
dos animais para reproducdo. Sabendo que o melhoramento genético tem como
objetivo geral alterar a composi¢ao genética do rebanho para aumentar os lucros
dos produtores, torna-se fundamental, antes de sua implantacdo, o conhecimento
dos valores econdmicos e parametros genéticos das caracteristicas de interesse,
ja que uma selecdo mal conduzida pode resultar em prejuizos dificeis de serem
reparados.

O melhoramento genético em bovinos de leite tem como objetivo primario
melhorar a eficiéncia da producdo. Um dos obstaculos para a selecédo de rebanho
leiteiro € o fato da producéo de leite ser expressa apenas apos a primeira paricao
e 0 progresso genético ser essencialmente fundamentado na utilizacdo de touros
geneticamente superiores, cuja identificagéo, a partir da producéo de suas filhas,
devido a auséncia de expressao desta caracteristica nos machos, requer tempo e



dinheiro. O uso de marcadores moleculares para assistir a selecdo dos animais
deve propiciar uma reducao de custos ao produtor, visto que se pode conhecer o
potencial genético do individuo no inicio da vida e determinar diretamente o mérito
genético dos touros.

Os genes do eixo somatotrépico ou via do GH (Growth Hormone, hormonio
do crescimento) exercem importantes fungdes fisiolégicas na lactacdo, o que os
tornam alvos de estudos envolvendo marcadores moleculares para a producéo de
leite.

O MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), buscando
obter e fixar uma raca leiteira tropical, oficializou a criacao brasileira do Girolando,
animal resultante do cruzamento Holandés x Gir (% Holandés e 3% Gir). Esta raca,
altamente adaptada e apresentando boa capacidade de producéo, constitui uma
expectativa promissora para o mundo tropical.

Considerando o numero limitado de estudos com objetivo de se analisar os
efeitos dos polimorfismos nos genes da via do GH em caracteristicas de interesse
na producédo de leite do Girolando, a Associacdo Brasileira dos Criadores da raca,
tendo como finalidade o melhoramento genético, buscou uma parceria com a UFU
(Universidade Federal de Uberlandia) para o desenvolvimento do projeto “Sele¢ao
associada a marcadores moleculares visando o aumento da produtividade leiteira
em bovinos da raga Girolando”.

O trabalho apresentado a seguir visa associar polimorfismos em seis genes
(GHRH, GHRHR, Pitl, GH, IGF1, IGF1R) a indices produtivos (producao total de
leite, producdo média diaria de leite, duracdo da lactacdo) e verificar as possiveis
interacdes entre eles, a fim de se determinar combinacfes genotipicas favoraveis
a uma maior producédo de leite na raga Girolando. Os animais foram genotipados
com a técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism). A analise de associacdo dos genes individuais e de suas
interacdes (dois a dois) as caracteristicas estudadas sera abordada em um Unico
capitulo.

Em resumo, pretende-se, a partir da finalizacdo desta pesquisa envolvendo
animais Girolando, fornecer informacfes moleculares que possam ser utilizadas

como ferramentas complementares aos métodos classicos de melhoramento da



raca para uma selecdo mais rapida e eficiente dos individuos, visando a obtengéo

de um rebanho geneticamente superior e economicamente rentavel.



Fundamentacao Teorica



1. Interagdes Hormonais na Via do Hormdnio do Crescimento

A lactacdo, uma caracteristica poligénica, gera diferencas de desempenho
devido a alteracdes genéticas em genes que codificam os horménios e os fatores
de crescimento envolvidos na fisiologia deste processo.

O desenvolvimento da glandula mamaria e o mecanismo da lactacdo sao
regulados por interacfes entre o estrégeno, progesterona, prolactina, horménio do
crescimento, lactogénios placentarios, glicocorticéides, hormonios tireoidianos e a
insulina. O hormdénio do crescimento parece ser o principal regulador da lactacao
na espécie bovina (TUCKER, 2000).

Hormonios do hipotadlamo propiciam interacdes entre o sistema nervoso e o
endocrino por meio da regulacdo das atividades de células especificas da adeno-
hipéfise (MAYO et al., 2000). A secre¢do do GH (Growth Hormone, horménio do
crescimento) esta sob controle do GHRH (Growth Hormone Releasing Hormone,
horménio liberador do horménio do crescimento) e da somatostatina.

O peptideo hipotalamico GHRH atua na célula somatotréfica hipofisaria,
estimulando a proliferacdo celular durante o desenvolvimento e regulando a sua
habilidade na producéo e secrecdo do GH (MAYO et al., 2000). A somatostatina
inibe a liberacdo do GH (PETERSENN; SCHULTE, 2000), mas ndo ha evidéncia
de sua acdo na sintese do mesmo ou na proliferacdo dos somatotrofos (TUGGLE;
TRENKLE, 1996).

Na adeno-hipodfise, a influéncia do GHRH e da somatostatina € modulada
por fatores hipotalamicos, neurotransmissores e hormonios da circulagédo agindo
diretamente na glandula (TUGGLE; TRENKLE, 1996). GHRPs (Growth Hormone-
Releasing Peptides), dopamina, norepinefrina, acetilcolina, leptina, neuropeptideo
Y, galanina, serotonina, TRH (Thyrotropin-Releasing Hormone), NMDA (N-Methyl-
D,1-Aspartate) e GABA (Gama-Aminobutyric Acid) sdo fatores neuroendocrinos
gue regulam a secre¢édo do GH e podem atuar via GHRH e somatostatina ou por
meio de um mecanismo independente destes dois horménios (McMAHON et al.,
2001). De acordo com Radcliff et al. (2001), o neuropeptideo hipotalamico PACAP
(Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide) também tem a capacidade de

influenciar a regulagcéo da secrecao enddégena do GH em bovino.



Ha indicios de que a produc¢do do GHRH e da somatostatina possa ocorrer
na hipoéfise, tornando possivel a existéncia de um controle neuroenddcrino local
da secrecédo de GH e proliferacdo de somatotrofos (TUGGLE; TRENKLE, 1996).

O peptideo GHRH pertence a familia do glucagon/secretina (PETERSENN;
SCHULTE, 2000). Este horménio apresentou 44 aminoacidos, ao ser isolado do
hipotalamo bovino (ESCH et al., 1983). O GHRH humano, quando comparado aos
GHRHSs suino, bovino/caprino e ovino, demonstrou 93, 89 e 86% de homologia na
sequéncia de aminoécidos, respectivamente (LING et al., 1984), indicando que 0s
GHRHSs suino, bovino/caprino e ovino diferem do GHRH humano, nesta mesma
ordem, em 3, 5 e 6 residuos (BAILE; BUONOMO, 1987).

A sequéncia de aminoacidos nos residuos de 1 a 27, que constitui 0 ndcleo
ativo do GHRH, é conservada nos mamiferos (TUGGLE; TRENKLE, 1996). Uma
pesquisa demonstrou que o0 GHRH humano, bovino e seus analogos, assim como
o do rato podem atuar na liberacdo do GH em células somatotroficas de bovino in
vitro (SOLIMAN et al., 1997).

Na glandula adeno-hipdéfise, 0o GHRH exerce a sua funcdo ao se ligar a um
receptor especifico localizado nos somatotrofos (PETERSENN; SCHULTE, 2000).
O GHRHR (Growth Hormone Releasing Hormone Receptor, receptor do hormdnio
liberador do horménio do crescimento) é encontrado principalmente na hipdfise,
mas pode ser observado em alguns outros tecidos (MAYO et al., 2000).

O GHRHR pertence a familia B-Ill da superfamilia de receptores acoplados
a proteina G e estruturalmente apresenta um dominio extracelular amino-terminal,
fundamental para a interacdo hormonal. Apesar de sua importancia, este dominio
isoladamente nao é suficiente para conferir uma ligacado de alta afinidade; loops
extracelulares e residuos em dominios transmembréanicos sdo determinantes para
uma interagéao especifica com o GHRH (DeALMEIDA; MAYO, 1998).

O cDNA do GHRHR em bovinos, humanos, suinos e roedores codifica uma
proteina de 423 aminoacidos, e com 407 aminoacidos, em ovinos. Analisando a
sequéncia nucleotidica na regido carboxi-terminal do receptor, observou-se que a
proteina truncada, também encontrada em caprinos, apresenta uma substituicao
do triptofano 408 por um cédon de parada (TGG para TGA) e uma delecéo de 11
nucleotideos no final 3 da regido codificante (HORIKAWA et al., 2001).



Em um estudo de caracterizacéo e expressdo do GHRHR, Connor, Ashwell
e Dahl (2002) verificaram que a sequéncia de aminoacidos no bovino apresenta
homologia de 93, 90, 89, 87 e 85%, comparada as sequéncias em ovino, suino,
humano, rato e camundongo, respectivamente, demonstrando uma proteina com
estrutura e funcdo altamente conservadas entre as espécies. Quanto aos tecidos
analisados (ileo, ovério, adeno-hipdfise, testiculo, hipotdlamo, pancreas e figado
bovino), a expressao do receptor foi detectada apenas na glandula adeno-hipofise
e no hipotalamo.

A expressdo do gene GHRHR pode ser controlada pelo proprio GHRH, por
glicocorticéides, horménios tireoidianos e pelos horménios sexuais (PETERSENN;
SCHULTE, 2000). O promotor do gene GHRHR apresenta sitios de ligacdo para o
Pitl (Pituitary Specific Transcription Factor 1, fator de transcricdo da pituitaria 1),
tornando-o também importante na expressdo especifica do receptor na hipofise
(MAYO et al., 2000).

Pitl € uma proteina com 291 aminoécidos, apresentando um dominio POU
de ligacdo ao DNA, caracteristico de uma familia de genes que inclui o Pit1, Oct-1
(Octamer Transcription Factor), Oct-2, unc-86 (fator de transcricdo neural de
Caenorhabditis elegans) (HERR et al., 1988).

Em mamiferos, a proteina Pitl € altamente conservada, tendo 90 a 94% de
homologia, considerando a proteina total, e 97 a 99%, quanto a regido de dominio
POU. O mRNA origina duas proteinas de 33 e 31 kDa (Pit1a) com propriedades
semelhantes, mas proteinas Pitl possuindo diferencas funcionais sédo geradas por
splicing alternativo (Pit1p3, PitlT, Pit1A4, Pit1A3) (TUGGLE; TRENKLE, 1996).

Ha forte evidéncia genética do requerimento por Pitl na expressdo do GH,
da prolactina e subunidade {3 da tireotropina (TUGGLE; TRENKLE, 1996). O Pitl
pode também positivamente auto-regular a expressao do seu proprio gene (CHEN
et al., 1990).

Estudando a estrutura e a funcdo do GHRHR, Petersenn e Schulte (2000)
revisaram a transducao de sinal do receptor e controle da transcricdo e secrecao
do GH. A interagcdo do GHRH com o GHRHR no somatotrofo ativa a proteina G,
estimulando a adenilato ciclase e ocasionando a producdo de AMP (Adenosina
Monofosfato) ciclico, o qual parece ser um mensageiro secundario para a sintese

e secrecdo do GH induzido pelo GHRH e proliferacdo somatotrofica. O acréscimo
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de AMP ciclico intracelular ativa os canais de ion na membrana, gerando o influxo
de ions célcio no somatotrofo. O aumento de célcio citosélico livre leva a liberagéo
do GH de granulos secretorios.

De acordo com Petersenn e Schulte (2000), o AMP ciclico ainda estimula a
proteina quinase A, a qual fosforila varios substratos citoplasmaticos e nucleares.
CREB (cAMP Response Element-Binding) € um substrato nuclear que impulsiona
a transcricdo do gene Pitl, ativando, consequentemente, a expressao do GH. O
fator de transcricdo CREB, ap0s fosforilado pela proteina quinase A, pode atuar
também no promotor do gene GH, favorecendo a sua transcricdo. Mecanismos
adicionais tém sido sugeridos com base em estudos fisiologicos. A estimulacdo da
transcricdo do gene GH pelo GHRH ja tinha sido demonstrada (BARINAGA et al.,
1983).

O GH pertence a uma classe de hormonios que inclui o GH, a prolactina e
lactogénios placentarios. O GH é sintetizado como uma proteina precursora, com
um peptideo sinal na regido amino-terminal que € removido na secrecdo hormonal
(KOPCHICK; ANDRY, 2000).

O GH, na espécie bovina, é uma proteina de 191 aminoacidos e apresenta
uma heterogeneidade complexa, tendo diferentes formas moleculares (SECCHI,
BORROMEO, 1997). Sao encontradas quatro variantes do GH, as quais surgem
da combinacdo de dois possiveis aminoacidos na regidao amino-terminal (alanina
ou fenilalanina) e dois possiveis aminodcidos na posi¢cao 127 (leucina ou valina)
(WOOD et al., 1989). A variacdo na regido amino-terminal se deve a diferencas
na clivagem do peptideo sinal, resultando em moléculas com 191 aminoécidos,
quando a alanina esta presente ou 190 aminoacidos, em presenca da fenilalanina
(ETHERTON; BAUMAN, 1998).

As sequéncias de aminoacidos do GH sé&o idénticas para o ovino e caprino,
tendo 99% de homologia em comparacédo com a espécie bovina. Considerando os
GHs em suino, equino e humano, o GH bovino apresenta, respectivamente, 90,6,
89,5 e 66,5% de similaridade (SECCHI; BORROMEO, 1997).

A regulacdo do GH pode ser dividida em trés niveis: basal (em células ndo-
hipofisarias), especifica do tipo celular (no somatotrofo, controlada principalmente
pelo Pitl) e induzida por horménios (hormdnio da tiredide, glicocorticéide, acido
retindico, activina e insulina) (TUGGLE; TRENKLE, 1996). Os esteroides sexuais,


http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_adenosine_monophosphate

11

estado nutricional, fatores metabdlicos e ambientais podem influenciar a secre¢éo
do GH (GLUCKMAN; BREIER; DAVIS, 1987).

O GH é sintetizado, estocado e secretado, de forma pulsétil, pelas células
somatotroficas da adeno-hipofise (PETERSENN; SCHULTE, 2000). No entanto, o
hormdnio também pode ser produzido nas gbnadas, placenta e glandula mamaria,
atuando localmente por mecanismos paracrinos ou autocrinos (HULL; HARVEY,
2001).

A habilidade do GH em promover seus efeitos depende de uma interacéo
hormonal com proteinas de ligacao especificas. Destas, a mais importante parece
ser o GHR (Growth Hormone Receptor, receptor do hormdnio do crescimento). A
presenca hormonal, estado nutricional e o controle especifico tecidual/celular sdo
fatores que regulam a expressao do GHR (KOPCHICK; ANDRY, 2000).

O GH se liga ao GHR induzindo a dimerizag&o do receptor (um complexo
consistindo de dois GHRs e uma molécula de GH) e ativacdo da tirosina quinase
JAK2 (Janus Kinase 2). A fosforilacdo de JAK2 e GHR recruta e aciona moléculas
sinalizantes — os fatores de transcricdo STAT (Signal Transducers and Activators
of Transcription), os substratos 1 e 2 do receptor da insulina, levando a liberacéo
de mensageiros secundarios — diacilglicerol, célcio, 6xido nitrico e favorecendo a
ativacdo de enzimas — a fosfolipase A2, MAP (Mitogen-Activated Protein) quinase,
proteina quinase C. Estes eventos regulam a funcéo celular, como transcricdo de
gene, transporte de metabdlito, atividade enzimatica, resultando nos varios efeitos
do GH (ARGETSINGER; CARTER-SU, 1996). A dimerizacdo do GHR procede de
forma sequencial, com a ligacdo do sitio 1 seguida pela interacao do sitio 2 do GH
ao seu receptor (ETHERTON; BAUMAN, 1998).

GHBP (Growth Hormone Binding Protein) € uma proteina de ligacdo ao GH
que corresponde a forma soluvel do dominio extracelular do GHR e apresenta um
papel fisioldgico significativo, devendo atuar como reservatoério para o GH liberado
da hipéfise, mantendo-o disponivel no soro (KOPCHICK; ANDRY, 2000).

O GH pode agir diretamente nos tecidos, mas é possivel também que atue
indiretamente por meio do IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1, fator de crescimento
semelhante a insulina 1) sintetizado localmente ou no figado (HULL; HARVEY,
2001). O IGF1, um peptideo de 70 aminoacidos, exerce o0s seus efeitos bioldgicos

pela ligacdo ao IGF1R (Insulin-like Growth Factor 1 Receptor, receptor do fator de
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crescimento semelhante a insulina 1) na superficie celular (GLUCKMAN; BREIER;
DAVIS, 1987). A Figura 1 esquematiza a regulacdo neuroenddécrina da producao
do GH, sua secrecéao e seus locais alvos de acdo. O GH e IGF1 sédo fundamentais
para a repressado da atividade do sistema (MAYO et al., 2000).

Os efeitos bioldgicos do GH podem ser somatogénicos, 0s quais estimulam
a proliferacéo celular, ou metabdlicos, envolvendo o metabolismo de carboidrato,
lipideo, proteina e minerais em diversos tecidos (ETHERTON; BAUMAN, 1998).

A principal funcdo do GH é promover o crescimento longitudinal pés-natal
(KOPCHICK; ANDRY, 2000). Atua, ainda, na diferenciagéo e desenvolvimento da
glandula maméria (FELDMAN et al., 1993), tem extrema importancia nas fases da
lactacdo: mamogénese, lactogénese, galactopoiese, involucdo (SVENNERSTEN-
SJAUNJA; OLSSON, 2005) e exerce influéncia na reproducédo (HULL; HARVEY,
2001). Diferentes padrdes de crescimento e de desenvolvimento ovariano foram
observados em bovinos com deficiéncia no receptor do GH (CHASE et al., 1998).

Considerando os efeitos no processo da lactacédo, o GH favorece a sintese
do leite com composicdo normal, permite uma maior disponibilidade de nutrientes
para a producdo lactea, aumenta a atividade por célula secretéria, assim como a
manutencao destas células e proporciona maior aporte sanguineo para a glandula
mamaria (ETHERTON; BAUMAN, 1998). Todas estas acdes devem ser mediadas
pelo IGF1, mas existe evidéncia de uma acéo direta do GH na glandula mamaria
(FLINT; GARDNER, 1994).

A involugdo da glandula mamaria bovina, um processo importante para as
subsequentes lactacdes que se caracteriza por perda das células epiteliais devido
a apoptose, estd associada ao declinio da concentracdo de prolactina, GH e IGF1
(ACCORSI et al., 2002).
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Hipotalamo :
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Figura 1 - Representacdo esquematica mostrando a regulacdo neuroendécrina
da producéo, secrecdo do GH e seus locais alvos de acgdo. O circulo
em cinza representa um somatotrofo; as setas azuis representam
estimulos positivos e as vermelhas estimulos negativos; @, ¢ e @
representam interagdes proteina-receptor.
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2. Melhoramento Genético de Bovinos de Leite

Nos rebanhos leiteiros brasileiros, a baixa produtividade ocorre como efeito
de dois fatores: mau desempenho reprodutivo, traduzido pela idade avancada ao
primeiro parto, longo intervalo de partos, em decorréncia dos manejos nutricional
e sanitario aos quais os animais sdo submetidos; e inferior qualidade genética dos
individuos, indicada por meio da producéo, duracdo da lactacéo e persisténcia na
producdo (FARIA, 2001). Baseado nestas informacdes, verifica-se a necessidade
de se buscar, na bovinocultura de leite, modelos de selecao genética garantindo o
uso de animais superiores para caracteristicas economicamente importantes.

A producéo de leite € a soma dos efeitos do ambiente, da genética da vaca
e da possivel interacdo do meio com a genética. A genética propicia ao animal a
capacidade de produzir leite, enquanto o ambiente fornece as condi¢des para que
ele o produza (VALENTE; DURAES; MARTINEZ, 2001). A proporcdo da variacdo
de origem genética aditiva e a propor¢ado da variacao pela influéncia do ambiente
podem ser medidas por meio do coeficiente de herdabilidade, cujo valor é, para a
producéo de leite, 0,25 ou 25%, aproximadamente (FREITAS, 2001).

Tanto o gendtipo como o ambiente tém um papel decisivo ha manifestacao
fenotipica. De nada vale um gendtipo superior guando o ambiente é desfavoravel,
assim como também nédo adianta muito melhorar o ambiente se o gendétipo néo é
o0 adequado (RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2000).

Os métodos de selecdo disponiveis para determinada caracteristica podem
ser separados em selecédo individual, selecéo pelo pedigree, selecdo pela familia,
selecdo pela progénie. Com base na producédo de suas filhas, o teste de progénie
possibilita identificar, avaliar, selecionar e também difundir os reprodutores de alto
valor genético visando elevar a producéo de leite e a produtividade dos rebanhos.
Este método de selecdo € essencial para um programa de melhoramento de gado
leiteiro, uma vez que producédo de leite € uma caracteristica que ndo se expressa
nos machos (VALENTE; VERNEQUE; DURAES, 2001) e estes, por deixarem um
grande numero de descendentes, especialmente se forem usados em programas
de inseminacéao artificial, sdo os principais responsaveis pelo melhoramento dos

rebanhos (PENNA et al., 2001). Por outro lado, sdo necessarios, no minimo, cinco
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anos para a obtencédo de um touro geneticamente provado para producéo de leite
(MACHADO; MARTINEZ, 2001).

A selecéo classica se baseia no fendtipo e, nesta situacéo, a morfologia do
animal, a medida das producdes ou a avaliacdo dos desempenhos dos individuos
podem ser consideradas (VALENTE; VERNEQUE; DURAES, 2001). No entanto,
existem muitos casos em que o fen6tipo ndo se expressa no animal ou ainda é de
dificil mensuracdo (MARTINEZ; MACHADO, 2001). Somado a isto, o fenétipo nédo
retrata fielmente o gendétipo de um individuo para a maioria das caracteristicas de
interesse econdmico, pois a variacao genética é poligénica e a expressao génica
€ intensamente influenciada pelo ambiente. Estes caracteres sdo denominados
guantitativos e os locos que controlam a expressdo dos mesmos sao chamados
QTLs (Quantitative Trait Loci) (MACHADO; MARTINEZ, 2001).

Nos ultimos anos, varias tecnologias foram desenvolvidas para estudo dos
genes e variagdo geneética em nivel molecular que, aliadas a grande capacidade
computacional de analise dos dados, trazem uma nova perspectiva em relacdo ao
progresso genético em programas de melhoramento animal.

QTLs afetando caracteristicas de importancia em bovinos leiteiros, como a
producdo e composicao do leite, a quantidade de células soméaticas (um indicador
de resisténcia a mastite), longevidade e o tipo, tém sido identificados (RON et al.,
1994; ASHWELL et al., 1998; HEYEN et al., 1999; HEYEN et al., 2003; CHEN et
al., 2006).

Marcadores moleculares ou marcadores genéticos de DNA sdo segmentos
cromossOmicos que permitem detectar diferencas na sequéncia do DNA e podem
ser utilizados para determinacdo de paternidade, constru¢cdo de mapas genéticos,
isolamento de genes, mapeamento de caracteristicas de heranga quantitativa e a
selecéo assistida por marcadores.

A principal expectativa da aplicacdo dos QTLs é a selecdo dos animais por
marcadores moleculares. Com a detec¢cao de marcadores ligados a caracteres de
interesse econdmico, individuos de ambos 0s sexos podem ser selecionados com
base nos gendtipos que possuem para os marcadores estabelecidos (MACHADO;
MARTINEZ, 2001).

A selecao assistida por marcadores moleculares possibilita a determinagao

do potencial genético do animal com uma maior precisdo e antes da expressao do
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seu fendtipo, sem que seja preciso avaliar sua produ¢éo ou ainda de sua progénie
(COUTINHO; REGITANO, 2001). Consequentemente, individuos de alto potencial
genético sdo mantidos nos rebanhos, enquanto os com baixo potencial podem ser
descartados, evitando os custos necessarios para manutencao do animal durante
varios anos (MACHADO; MARTINEZ, 2001).

A utilizacdo de marcadores moleculares apresenta extrema importancia na
implementacdo dos esquemas de acasalamento (BISHOP; HAWKINS; KEEFER,
1995), selecdo de caracteristicas de baixa herdabilidade, dificil mensuracéo, alto
custo de medicéo e expressao tardia (VAN EENENNAAM; DAVIS, 2005).

Programas de melhoramento tém combinado informac6es fenotipicas com
marcadores genéticos buscando alcancar maior eficiéncia na selecdo dos futuros
reprodutores. A selecdo assistida por marcadores esta sendo considerada um dos
melhores métodos para a incorporacdo de elementos moleculares em programas
de melhoramento e a maxima exploracdo dos beneficios desta tecnologia devera
ser obtida por um balanco adequado entre processos quantitativos e moleculares.

Os programas de melhoramento animal baseados na selecdo assistida por
marcadores requerem trés fases para serem estabelecidos: fase de deteccdo — os
QTLs séo localizados e seus efeitos no fenétipo estimados, fase de avaliagcdo — os
marcadores sédo avaliados em populacdes comerciais e fase de implementacéo —
os marcadores sdo combinados as informacdes fenotipicas e de pedigree para a
predicdo do mérito genético dos individuos na populacédo (DAVIS; DeNISE, 1998).

Considerando que a aplicacdo da gen6mica torna possivel a identificacao
de genes ligados a caracteristicas importantes economicamente (CASAS, 2006),
0 constante avanco das pesquisas na area de genética molecular proporcionara
um namero crescente de marcadores para serem empregados em programas de
melhoramento animal.

Os polimorfismos gendmicos podem modificar a funcdo dos genes e alterar
a formacao dos produtos génicos, contribuindo para o aparecimento de diferentes
fendtipos entre os animais. Conhecendo seus efeitos nas etapas da lactacdo, os
genes da via do GH tém sido utilizados nos estudos de variagdo molecular em
associacdo com o mérito genético de determinadas racas de bovinos de leite.

Inimeros métodos na biologia molecular estdo disponiveis atualmente para

a deteccado da variabilidade genética em nivel do DNA, como RFLPs (Restriction
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Fragment Length Polymorphisms), Microssatélites, SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) (BEUZEN; STEAR; CHANG, 2000), SSRs (Simple Sequence
Repeats), AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms), PCR (Polymerase
Chain Reaction), Minissatélites, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
(MONTALDO; MEZA-HERRERA, 1998), SSCPs (Single Stranded Conformation
Polymorphisms), PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment

Length Polymorphism), dentre outros.

RFLP

Por RFLP, entende-se, o polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo. Este polimorfismo € evidenciado pela fragmentacdo do DNA devido ao
uso de enzimas de restricdo e a visualizacao dos fragmentos por hibridizacdo com
sondas marcadas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

As enzimas de restricdo se ligam ao DNA e clivam a dupla fita do mesmo
em sitios especificos dentro ou ao lado de sequéncias particulares reconhecidas
por cada enzima (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Como formam um
rastro continuo, os fragmentos resultantes da digestdo enzimatica ndo podem ser
visualizados no gel de agarose, tornando-se necessario, para serem identificados,
a utilizacdo de uma sonda marcada que deve ser hibridizada ao DNA, ap6s este
ter sido transferido do gel para uma membrana de nylon ou nitrocelulose, por um
método denominado Southern Blot (SOUTHERN, 1975).

Para a deteccao do polimorfismo RFLP, as sequéncias de nucleotideos nas
fitas de DNA dos individuos comparados devem ser distintas, podendo resultar de
mutacoes, delecdes e/ou insercdes nos sitios de restricdo das enzimas. A técnica
tem a vantagem de ser codominante, pois permite identificar e distinguir genoétipos

heterozigotos dos homozigotos.
PCR
Uma das marcantes contribuicbes ao estudo de marcadores moleculares

foi o desenvolvimento da reacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).
Criada em meados da década de 80 por Kary Mullis, € uma técnica utilizada para
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a amplificacdo de poucas moléculas de DNA ou RNA in vitro, com consequente
producdo de varias copias.

A PCR é extremamente sensivel e envolve interacdes cinéticas complexas
entre DNA molde (obtido a partir de métodos de extracdo de acidos nucléicos que
mantenham a sua integridade), DNA produto, primers (oligonucleotideos), dNTPs
(dGTP, dATP, dTTP, dCTP), enzima (DNA polimerase), tampao e magnésio, em
trés etapas: desnaturacdo do DNA molde, separando a dupla fita de DNA,; ligacéo
dos primers ao DNA a ele complementar, fornecendo um sitio de iniciagéo para a
enzima polimerase catalisar a incorporacdo dos nucleotideos e extensdo da nova
fita, originando um novo DNA de dupla fita. Os estagios de desnaturacéo, ligacao
dos primers e sintese do novo DNA sdo conhecidos por ciclo (HOY, 1994).

A reacdo de PCR consiste de ciclos repetidos envolvendo, geralmente, trés
temperaturas e tempos diferentes. A quantidade 6tima de ciclos varia de 25 a 45,
dependendo principalmente da concentracéo inicial de DNA utilizada como molde.
A etapa da desnaturacdo necessita de alta temperatura para romper as pontes de
hidrogénio que mantém hibridizadas as duas fitas de DNA molde e subsequente
produto (HOY, 1994). Condicdes tipicas de desnaturacdo podem ser 95°C por 30
segundos ou 97°C durante 15 segundos. A temperatura e o tempo de ligagéo dos
primers dependem da composi¢do, comprimento e da concentracdo dos mesmos.
Temperaturas mais altas contribuem para o aumento da especificidade da reacao.
A sintese do novo DNA normalmente requer uma temperatura de 72°C e o tempo
de extenséo depende do tamanho e da concentracéo da sequéncia molde (INNIS;
GELFAND, 1990).

Toda reacdo € executada automaticamente em um aparelho termociclador,
programado para alcancar as temperaturas especificas de cada etapa e realizar o
nuamero de ciclos desejados. Um unico protocolo de reacdo nédo € apropriado para
todas as situacdes e cada nova aplicacdo exige minuciosa e criteriosa otimizacao.

Finalizado o processo, uma aliquota € obtida para a analise dos resultados

por meio de eletroforese em gel de agarose ou acrilamida.
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PCR-RFLP

Na técnica de PCR-RFLP, a sequéncia considerada alvo é amplificada pela
reacao de PCR, seguindo-se posteriormente uma digestdo do produto amplificado
com enzima de restricdo, para se detectar possiveis mutacdes de ponto presentes
no DNA (MACHADO; MARTINEZ, 2001).

O processo de clivagem do DNA com uma enzima de restricdo depende de
alguns parametros — pureza do DNA a ser digerido; temperatura 6tima de reacao,
que pode variar entre 37 e 65°C, conforme a enzima; e composi¢cao do tampao de
reacdo. O tempo de digestdo depende da quantidade de enzima e de substrato. A
observacédo das condi¢cdes adequadas para cada enzima é essencial na obtencéo
da maxima atividade e especificidade da reacdo (REGITANO, 2001).

Um numero limitado de fragmentos é obtido apds a digestdo com a enzima
de restricdo apropriada, os quais podem ser visualizados por meio de eletroforese
em gel de agarose e facilmente discriminados pelo tamanho.

A técnica de PCR-RFLP é rapida e ndo envolve hibridizacdes, mas exige o
conhecimento da sequéncia do DNA para a sintese dos primers usados na reacao
de PCR. A sua principal vantagem, em relagédo ao RFLP, parece ser o fato de que
somente o segmento de DNA com o sitio polimorfico de restricdo é amplificado.

3. Raca Girolando

As condi¢des de clima e de solo do Brasil comportam a existéncia de trés
sistemas para a producao de leite: sistemas que utilizam o gado zebu, sistemas
que utilizam o gado europeu, sistemas que utilizam o gado mestico, resultante do
cruzamento de uma racga zebuina e outra européia. O zebu € um animal ruastico,
demonstrando boa adaptacao ao clima tropical, tolerante a elevadas temperaturas
e umidade, resistente a ectoparasitos, no entanto com baixa producao de leite. O
europeu, pelo fato de ndo ser natural das regides tropicais, é sensivel ao calor e a
ectoparasitos, mas apresenta uma alta producéo de leite, considerando os paises
de origem. Os mesticos ficam numa posicéo intermediaria entre seus pais quanto
a rusticidade e producéo leiteira (GOMES, 2001).
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Um terco da superficie do planeta esta localizado na faixa tropical, gerando
a intensa busca por animais bem adaptados ao clima da regido para se obter uma
exploracdo zootécnica de resultados compativeis com a demanda do mercado. O
cruzamento Bos taurus (europeu) e Bos indicus (zebu), principalmente Holandés x
Gir, € uma prética utilizada no Brasil visando a obtencdo do animal Girolando, que
se refere ao gado leiteiro tropical % Holandés e % Gir, embora haja tendéncia de
se denominar Girolando qualquer mestico Holandés-Gir.

A primeira noticia do surgimento do Girolando no Brasil ocorreu na década
de 40 com a cobertura, por acaso, de vacas Holandesas por um touro Gir no Vale
do Paraiba (estado de S&o Paulo). Desde entédo, a multiplicacdo destes individuos
foi acelerada, visto que a rusticidade do Gir e a producao do Holandés podiam ser
adquiridas em um unico tipo animal, com qualidades importantes para a producao
leiteira econdmica nos tropicos. Posteriormente, a criagdo brasileira do Girolando
foi oficializada pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento).

O Arquivo Zootécnico Nacional da Embrapa Gado de Leite contém dados
atualizados referentes aos rebanhos leiteiros de diferentes ragcas no Brasil. A raca
Holandesa produz cerca de 6.210 litros de leite/lactacdo, em um periodo médio de
305 dias, considerando somente a primeira lactacédo. Para o rebanho Girolando, a
producédo de leite esta em torno de 4.012 litros/lactagdo, com uma duragdo média
de 276 dias. Apresentando uma produtividade inferior, se encontram as racas Gir
e Guzera, com 2.731 e 1.976 litros/lactacao, respectivamente (ZOCCAL, 2007).

As racas leiteiras européias estdo, ha tempos, sob um intenso processo de
selecdo, principalmente pelo teste de progénie realizado em paises desenvolvidos
e de clima temperado. O Gir Leiteiro foi a raga zebuina pioneira (1985) no Brasil e
no mundo a estabelecer um programa delineado de melhoramento, com avaliacao
genética de touros a partir do desempenho produtivo das suas progénies (PENNA
et al., 2001).

A implantacdo do teste de progénie na raca Girolando, para a identificacédo
e selecdo de touros geneticamente superiores, deu-se inicio em 1997. Um total de
65 reprodutores foi distribuido em nove grupos (seis no primeiro grupo, oito no
segundo, seis no terceiro, cinco no quarto, sete no quinto, sete no sexto, oito no
sétimo, nove no oitavo e nove touros no nono grupo). Destes animais, j& foram

avaliados 25 reprodutores pertencentes aos quatro primeiros grupos e 0S outros
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40 encontram-se em teste, com uma previsdo de resultados para 2009 (quinto
grupo) 2010 (sexto grupo), 2011 (sétimo grupo), 2012 (oitavo grupo) e 2013 (nono
grupo).

Responsavel por grande parcela da producéo leiteira nacional, o Girolando
pode se consolidar como o principal gado leiteiro do mundo tropical por meio da
incorporacgao de informagdes moleculares na selegdo dos animais, tornando mais

eficientes os programas de melhoramento genético da raca.
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Resumo

A investigacdo de polimorfismos génicos pode possibilitar a descoberta de
importantes associacfes com caracteristicas quantitativas e explicar uma parte da
variabilidade existente. Considerando o papel fundamental do eixo somatotrépico
na regulacdo da lactacdo, o objetivo deste estudo foi associar polimorfismos em
seis genes: hormonio liberador do hormonio do crescimento (GHRH), receptor do
horménio liberador do horménio do crescimento (GHRHR), fator de transcrigcao da
pituitaria 1 (Pit1), hormoénio do crescimento (GH), fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF1), receptor do fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF1R) aos caracteres producao total de leite, producdo média diaria de leite e
duracdo da lactacdo, analisando os efeitos das interacbes génicas em bovinos
Girolando %. Foram genotipadas 356 fémeas pela técnica de Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP). As analises
estatisticas foram feitas por meio de um modelo misto e as médias agrupadas por
gendtipos foram comparadas pelo teste t de Student. Os resultados revelaram
uma superioridade do heterozigoto (GHRH/Haelll) para producéo total (p < 0,01) e
producdo média diaria de leite (p < 0,05). Efeitos favoraveis (p < 0,05) do genétipo
BB comparado ao AA (Pitl/Hinfl) e do CC em relacdo ao DD (GH/Mspl) também
foram verificados na producao de leite. Observaram-se efeitos aditivos do alelo B
(Pit1l/Hinfl) e C (GH/Mspl) na producgéao de leite, gerando um aumento na lactacao
de 116,2 kg e 68,51 kg de leite, respectivamente, para cada alelo incorporado.
Com a andlise das intera¢des génicas, uma superioridade (p < 0,05) do genétipo
BB (Pitl) na presenca do AA (IGF1) foi demonstrada na producgéo total e média
diaria de leite. Menor duracéo da lactacdo (p < 0,05) foi encontrada nos individuos
com as combinacgdes genotipicas AA(Pitl)/BB(GHRHR), BB(Pit1l)/AA(GHRHR) e
AB(IGF1)/AA(GHRH). Neste trabalho, a importancia verificada dos polimorfismos
génicos na via do GH sugere a possibilidade destes genes se tornarem potenciais
marcadores moleculares para assistir a selegcado de animais Girolando, sendo uma

ferramenta auxiliar nos programas de melhoramento genético da racga.

Palavras-chave: marcadores moleculares, eixo somatotropico,
producéo de leite, Girolando, PCR-RFLP.
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Abstract

The continuous investigation on gene polymorphisms may lead to the
discovery of important associations with quantitative traits, explaining part of the
existing variability. Considering the essential role of the somatotropic axis in the
regulation of lactation, the purpose of this study was to associate polymorphisms
of six genes: growth hormone releasing hormone (GHRH), growth hormone
releasing hormone receptor (GHRHR), pituitary specific transcription factor 1
(Pitl), growth hormone (GH), insulin-like growth factor 1 (IGF1), insulin-like
growth factor 1 receptor (IGF1R), with production traits of dairy cattle, such as:
total milk production, average daily milk production and lactation period, analyzing
the effects of gene interactions in bovine % Girolando. Genotyping of the 356
females was accomplished by the Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) technique. Statistical analyses were
performed by using a mixed model and the averages grouped by genotype were
compared by the Student t test. Results revealed a superiority of the heterozygote
(GHRH/Haelll) to total production (p < 0.01) and average daily milk production (p <
0.05). Favorable effects (p < 0.05) of the BB genotype compared to AA (Pitl/Hinfl)
and CC in relation to DD (GH/Mspl) were also verified in the milk production.
Additive effects of allele B (Pitl/Hinfl) and C (GH/Mspl) were observed in the milk
production, generating an increase in the lactation of 116.2 kg and 68.51 kg of
milk, respectively, for each incorporated allele. Through the analysis of gene
interactions, a superiority (p < 0.05) of genotype BB (Pitl) in the presence of AA
(IGF1) was demonstrated in total and average daily milk production. A shorter
lactation period (p < 0.05) was still found in individuals with the genotypic
combinations AA(Pit1)/BB(GHRHR), BB(Pit1)/AA(GHRHR), AB(IGF1)/AA(GHRH).
The importance of gene polymorphisms in the GH pathway identified in this study
suggests that these genes may become potential molecular markers to assist the
selection of the Girolando breed as an auxiliary tool in genetic improvement

programs.

Key words: molecular markers, somatotropic axis,
milk production, Girolando, PCR-RFLP.
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Introducéo

O Brasil ocupa uma posicdo destacada na producdo mundial de leite, mas
a produtividade do rebanho bovino nacional ainda é baixa, em consequéncia do
mau desempenho reprodutivo e inferior qualidade genética dos animais. Nutricdo
balanceada, condi¢ces adequadas de manejo, maior profissionaliza¢cdo na gestao
das fazendas e melhoramento genético sao fatores essenciais para o aumento da
producao e incremento da produtividade animal.

O melhoramento genético em bovinos leiteiros tem como principal objetivo
melhorar a eficiéncia da producdo. Um dos obstaculos para a selecdo dos animais
€ o fato da producao de leite ser expressa somente depois da primeira pari¢cado e o
progresso genético ser essencialmente baseado no uso de touros geneticamente
superiores, que, por NAo expressarem a caracteristica, sdo avaliados por meio do
teste de progénie. A selecao assistida por marcadores moleculares, realizada por
diferencas na sequéncia do DNA entre individuos, permite determinar diretamente
e no inicio da vida o potencial genético do animal, sendo uma alternativa eficaz de
inclusdo da informacéo molecular nos programas de melhoramento, possibilitando
uma maior acuracia da resposta obtida na selecao do rebanho.

Polimorfismos de DNA afetam a expresséo do gene devido a modificacdes
no splicing alternativo, alteracdes na estabilidade do RNA, na taxa e regulacao da
transcricdo génica ou na sequéncia de aminoacidos (Parmentier et al. 1999). Para
a producao de leite, diferencas de desempenho sao observadas entre os animais
devido a alteracdes que ocorrem em genes que codificam os hormonios e fatores
de crescimento envolvidos na fisiologia da lactacao.

A utilizacdo da técnica de Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP) tem permitido a identificagdo, em bovinos, de
polimorfismos nos genes do eixo somatotrépico — horménio liberador do horménio
do crescimento (GHRH)/Haelll (Moody et al. 1995), receptor do hormodnio
liberador do horménio do crescimento (GHRHR)/Eco571 (Connor et al. 1999), fator
de transcricdo da pituitaria 1 (Pitl)/Hinfl (Woollard et al. 1994), hormbénio do
crescimento (GH)/Mspl (Zhang et al. 1993), fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF1)/SnaBl (Ge et al. 2001) e receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF1R)/Tagl (Moody et al. 1996).
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O GH é sintetizado, estocado e secretado, de forma pulsétil, pelas células
somatotroficas da glandula adeno-hipofise (Petersenn & Schulte 2000), podendo
ser produzido também nas gbnadas, placenta e glandula mamaria (Hull & Harvey
2001). Este hormbnio tem uma importante funcdo na mamogénese, lactogénese,
galactopoiese e involugdo da glandula maméria (Svennersten-Sjaunja & Olsson
2005). Segundo Etherton & Bauman (1998), o mesmo favorece a sintese do leite,
possibilita maior disponibilidade de nutrientes para a producao lactea, aumenta a
atividade e a manutencao das células secretérias e proporciona um maior aporte
sanguineo para a glandula mamaria.

Os numerosos hormdnios neuroendocrinos que afetam a secre¢do do GH
em animais domésticos tém sido revisados (McMahon et al. 2001). Dois principais
peptideos estdo envolvidos: GHRH e somatostatina (Secchi & Borromeo 1997). O
GHRH atua por meio de sua ligagdo a um receptor especifico nos somatotrofos, o
GHRHR (Horikawa et al. 2001), estimulando a liberacdo do GH, e a somatostatina
inibe a secrecdo do mesmo (Tuggle & Trenkle 1996). O Pitl parece importante na
expressao especifica do GHRHR (Mayo et al. 2000) e requerido na expressao do
GH, prolactina e subunidade 8 da tireotropina (Tuggle & Trenkle 1996). Depois de
liberado, o0 GH pode agir diretamente nos tecidos (Flint & Gardner 1994) e ainda
ter suas acdes mediadas pelo IGF1 local ou hepéatico (Hull & Harvey 2001), o qual
atua pela ligacao ao IGF1R na superficie celular (Gluckman et al. 1987).

A Figura 1 representa, esquematicamente, as interacdes génicas na via do

GH e seus efeitos na lactagao.

Circulaggo —— > Figado
Gl. mamaria

Hipotalamo

4 produgéo de leite
& involucdo da glandula mamaria

Gl. mamaria = célula da glandula mamaria.

Figura 1l - Representacdo esquematica das interacdes génicas na via do GH e
seus efeitos na lactacgéo.
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Considerando o papel fundamental do eixo somatotropico na regulacdo da
lactacéo, os polimorfismos identificados nos genes da via do GH em bovinos tém
sido estudados visando a associacdo de diferencas genéticas a caracteristicas de
producao leiteira e, consequentemente, incorporacdo de marcadores moleculares
nos programas de selecdo e acasalamento.

O Girolando se refere ao gado leiteiro tropical com 7 de genes Holandés e
% de genes Gir. A criagdo brasileira desta raga possibilitou aliar a rusticidade do
Gir a capacidade produtiva do Holandés em um mesmo animal, com qualidades
importantes para producgédo de leite nos trépicos. Entretanto, trabalhos envolvendo
marcadores moleculares na raca Girolando sao bastante limitados. A descoberta
e validacdo de marcadores tém sido realizadas em Bos taurus e recentemente em
Bos indicus, sendo imprescindivel o desenvolvimento de pesquisas em animais
mesti¢os, j& que marcadores moleculares podem apresentar expressodes distintas,
assim como efeitos variados nos caracteres de interesse para os diversos grupos
genéticos, populacdes-alvo e condi¢cdes de ambiente.

Considerando a importancia de se desenvolver estudos, principalmente em
sistemas de criacdo brasileiros, analisando possiveis associacfes entre variacdes
moleculares e caracteristicas economicamente importantes na raca Girolando, o
presente trabalho teve como objetivo associar os polimorfismos nos genes GHRH,
GHRHR, Pitl, GH, IGF1, IGF1R a producdo total de leite, produ¢cdo média diaria
de leite e duracéo da lactacao, verificando os efeitos das interacdes génicas, com
a finalidade de se determinar combina¢Bes genotipicas favoraveis que possam
ser empregadas como ferramentas para complementar os métodos classicos de

melhoramento, visando a selecdo mais rapida e eficiente dos animais Girolando.

Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular
do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia
(INGEB/UFU), com o apoio do BioGenetics Tecnologia Molecular Ltda, Uberlandia

- Minas Gerais.
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1. Material Biolégico e Coleta de Dados

Para a realizacdo deste experimento, foram coletadas amostras de sangue
de 356 fémeas da raga Girolando (3 Holandés e ¥ Gir), provenientes de diversas

fazendas (Tabela 1).

Tabelal- Relacdo do numero de fazendas e fémeas da raga Girolando
utilizadas no presente estudo por municipio brasileiro.

Estado Municipio Nimero de Fazendas Nimero de Fémeas
Araguari 1 15
Araxa 2 26
Baldim 1 52
Carmo do Rio Claro 1 20
Minas Gerais Italna 1 14
Oliveira 1 10
Onga de Pitangui 1 45
Uberaba 2 24
Uberlandia 2 65
Goias 1 10
Goias Gouvelandia 1 6
Quirinépolis 1 19
~ Icém 1 6
Sdo Paulo Nova Granada 1 21
Rio de Janeiro  Miguel Pereira 1 23
Total 18 356

Os animais séo registrados pela Associacao Brasileira dos Criadores de
Girolando e participam de um Controle Leiteiro Oficial (CLO). O CLO, ferramenta
principal na selecdo de gado de leite, consiste na mensuragéo e correspondente
registro da producéo individual das matrizes, tendo como finalidade a estimativa
da producéo de leite, gordura, proteina e outros componentes quanti-qualitativos
por lactacdo para a comparacgao entre individuos por meio do seu valor genético.

Baseada nas normas e procedimentos presentes na Portaria N°45 de 10 de
outubro de 1986 da Secretaria Nacional de Producdo Agropecuaria do Ministério
da Agricultura (Normas Técnicas para a execucao do Servico de Controle Leiteiro
em Bovideos), a Associacdo desenvolveu um regulamento destinado ao Servico

de Controle Leiteiro da Racga Girolando, o qual se encontra no Anexo 1.
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Os dados do CLO foram disponibilizados pelo Servigo de Controle Leiteiro
da Associacéo, incluindo informacdes de producédo total de leite, producdo média
diaria de leite e duracdo da lactacéo, referentes as lactacfes individualizadas dos
animais Girolando.

As amostras de sangue foram coletadas da veia mamaria dos animais em
tubos tipo vacutainer, com solucdo anticoagulante e, em seguida, encaminhadas

ao Laboratorio de Genética Molecular, INGEB/UFU, para a extracdo do DNA total.
2. Extragcdo de DNA

O DNA das amostras de sangue dos animais foi extraido a partir de uma
aliquota de 500 pL retirada da camada de leucdcitos e colocada em um eppendorf
de 2 mL, com a adicdo de 1 mL de tampao de lise ndo diluido (20 mM Tris-HCI pH
7,5; 5 mM EDTA,; 640 mM sacarose; 10 mM MgCl,; 4% Triton X-100), realizando-
se uma centrifugacao a 8000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e
o pellet lavado duas vezes com tampao de lise diluido (1:1). Posteriormente, 100
uL de tampéao TE (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA) + sarcosyl 1%, 10 uL de
proteinase K (10 mg/mL) foram adicionados ao pellet e a solugédo incubada a 65
°C overnight. Em seguida, foram acrescentados 300 uL de 8 M guanidina-HCI /
0,49 M de acetato de amdnia, procedendo-se vigorosa agitacdo durante 1 hora a
temperatura ambiente. O DNA foi precipitado com 800 uL de isopropanol absoluto
com posterior centrifugacdo a 8000 rpm durante 10 minutos. O pellet de DNA foi
lavado mais duas vezes com isopropanol 60% (8000 rpm por 2 minutos), diluido
em 500 uL de tampéo TE e estocado a 4 °C.

A quantidade e integridade do DNA foram verificadas por eletroforese em
gel de agarose 1,5%, utilizando 100 volts durante 1 hora, tampé&o de corrida TBE
(45 mM Tris-Borato pH 8,3; 1 mM EDTA) 0,5 X, brometo de etidio (10 pg/mL) para
coloragéo e visualizagéo sob luz ultravioleta pelo sistema de video documentacdo

ImageMaster ®VvDs (Pharmacia Biotech).
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3. Genotipagem dos Animais

A genotipagem das 356 fémeas Girolando para os genes GHRH, GHRHR,
Pitl, GH, IGF1 e IGF1R foi realizada por PCR-RFLP.

As sequéncias de todos os primers utilizados na pesquisa, os fragmentos
gerados, os sitios de restricdo de cada enzima e as localizagdes cromossémicas

dos genes estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncias dos oligonucleotideos para a amplificacdo dos genes
GHRH, GHRHR, Pitl, GH, IGF1, IGF1R, tamanho dos fragmentos
gerados (pb - pares de base), sitios de restricdo de cada enzima e
localizagbes cromossdmicas dos genes.

Gene Sequencia de Primers 5-3 Tamanho Sitio de Restricdo  Cromossomo
(forward/reverse) (pb)
Haelll
GTAAGGATGC(CIT)(AIG)CTCTGGGT ' '
GHRH 455 5-G G*"C C-3 13
TGCCTGCTCATGATGTCCTGGA 3-C CAG G-5'
Eco57I
ACGCCACCCTCTTTCACCAG
GHRHR 425 5-CT G AAG(N);"-3 4
ATCCT TGCTTCTTGAA
CATCCTGGGTGCTTCTTGAAG 3-GACTTC(N)LAS
AAACCATCATCTCCCTTCTT Hinfl
Pitl 451 5-GMANT C-3' 1
AATGTACAATGTGCCTTCTGAG 3.C T N AAG-5'
ATCCACACCCCCTCCACACAGT Mspl
GH 891 5-C"C G G-3' 19
CATTTTCCACCCTCCCCTACAG 3-G G CAC-5'
SnaBI
ATTACAAAGCTGCCTGCCCC
IGF1 249 5-TACGTA-3 5
ACCTTACCCGTATGAAAGGAATATACGT 3.AT GAC A T-5'
CCCAATGGATTGATCCTCATGT Taq|
IGF1R GCTGTGTAGTTCCCTGGGTT 625 g:XAGC g,\?:g 21

A seguir se encontram descritas as condi¢des de reacao, amplificacéo e de
restricdo enziméatica para cada gene estudado, as quais foram experimentalmente
determinadas. Todas as reacdes foram realizadas em um termociclador PTC-100
(MJ Research).
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PCR-RFLP para o Gene GHRH

A reacao de PCR-RFLP foi desenvolvida baseada no trabalho de Moody et
al. (1995). O produto amplificado do gene GHRH bovino abrange parte do exon 2,
intron 2 e parte do exon 3, com o sitio polimorfico localizado no intron 2 (Dybus &
Grzesiak 2006).

A amplificagdo do gene GHRH foi realizada com 150 ng de DNA gendmico;
1 U de Tag DNA polimerase Platinum (Invitrogen); tampé&o da enzima 1 X; 1 mM
de MgCl,; 100 uM de dNTP (cada um) e 3,5 pmoles dos primers forward (exon 2)
e reverse (exon 3), em um volume de 25 pL. O seguinte programa foi utilizado: 95
°C por 5 minutos; 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 58 °C durante 40 segundos
e 72 °C por 40 segundos; extensao final a 72 °C por 5 minutos.

Uma aliquota de 20 uL do amplificado foi submetida a restricdo enzimatica
a 37 °C por no minimo 2 horas, com 1 U da enzima Haelll (Invitrogen) e tampé&o

da enzima 1 X, para um volume final de 22,5 puL.

PCR-RFLP para o Gene GHRHR

A genotipagem dos animais foi realizada tendo como referéncia o trabalho
de Connor et al. (1999). As regides de ligacdo do primer forward e reverse estédo
presentes, respectivamente, no exon 6 e intron 6 do gene GHRHR bovino, com o
polimorfismo localizado provavelmente no intron 6.

A reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) para o GHRHR foi feita em
um volume final de 30 pL, com o uso de 100 ng de DNA gendmico; 1 U de Taq
DNA polimerase Platinum (Invitrogen); tampéo da enzima 1 X; 1,5 mM de MgCly;
100 uM de cada dNTP e 5,0 pmoles dos primers, sendo incubada a 95 °C por 30
segundos, 62 °C durante 30 segundos, 72 °C por 40 segundos (total de 35 ciclos),
precedida de uma desnaturacgéo inicial a 95 °C por 5 minutos e posterior extensao
final a 72 °C por 5 minutos.

Para a digestéo de 20 pL do produto amplificado, em um volume total de 25

uL, foram incubados 1 U da enzima Eco571 (Fermentas), tampao da enzima 1 X e
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0,01 mM do cofator enzimatico SAM (S-adenosylmethionine) a 37 °C no periodo

minimo de 2 horas.

PCR-RFLP para o Gene Pitl

Os animais foram genotipados tendo como base o trabalho de Woollard et
al. (1994). Os primers foram desenhados a partir de regides do intron V e exon 6
do gene Pitl bovino, sendo a base molecular do polimorfismo, segundo Dierkes et
al. (1998), uma mutacao silenciosa (G—A) no exon 6.

Para a amplificacdo, foram utilizados 150 ng de DNA gendémico; 1 U de Taq
DNA polimerase Platinum (Invitrogen); tampéao da enzima 1 X; 1,5 mM de MgCly;
100 uM de cada dNTP e 10,0 pmoles dos primers especificos para o gene Pitl,
em um volume total de 30 uL. A reacgéo foi realizada com o seguinte programa: 95
°C por 5 minutos; 30 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 56 °C por 1 minuto e 72 °C
por 1 minuto; extensao final a 72 °C por 5 minutos.

O produto gerado pela PCR foi submetido a restricdo enzimatica, com uso
de 2 U da enzima Hinfl (Invitrogen) e tampao da enzima 1 X, em um volume final

de 25 ulL, para digerir 20 uL do amplificado em 5 horas a 37 °C.

PCR-RFLP para o Gene GH

Os animais foram genotipados para o polimorfismo localizado por Zhang et
al. (1993) no intron 3 do gene GH em bovino, cuja base molecular parece ser uma
transicdo C—T na posigao 1547 (Yao et al. 1996). O produto amplificado abrange
parte do intron 2, exon lll, intron 3, exon IV e parte do intron 4.

A PCR foi realizada em um volume de 50 uL, nas seguintes condi¢gdes: 150
ng de DNA gendmico; 1 U de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen); tampéao
da enzima 1 X; 1,0 mM de MgCl,; 100 uM de dNTP (cada um) e 5,0 pmoles dos
primers forward (intron 2) e reverse (intron 4) para o gene GH. Posteriormente, a
solucéo foi submetida a 36 ciclos, tendo o primeiro ciclo uma desnaturacéao inicial
de 97 °C por 1 minuto e 30 segundos, ligacdo dos primers de 64 °C por 1 minuto e
extensdo de 72 °C durante 1 minuto, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto,

64 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e extenséo final a 72 °C por 5 minutos.
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Uma aliquota de 10 uL do produto amplificado por PCR foi incubada com 5
U da enzima Mspl (Fermentas) e tampédo da enzima 1 X, em um volume final de

15 uL, para a digestédo enzimatica a 37 °C por no minimo 2 horas.

PCR-RFLP para o Gene IGF1

A reacdo de PCR-RFLP foi desenvolvida baseada no trabalho de Ge et al.
(2001). O polimorfismo identificado anteriormente por Ge et al. (1997) € um ponto
de mutacdo T (alelo A)—C (alelo B) na regido regulatéria do gene IGF1 bovino,
512 pb upstream do cédon de iniciacao ATG.

Para amplificagcdo do gene IGF1 foram utilizados 100 ng de DNA gendmico;
1 U de Tag DNA polimerase Platinum (Invitrogen); tampao da enzima 1 X; 1,5 mM
de MgCly; 100 uM de cada dNTP e 5,0 pmoles dos primers, em um volume de 30
uL. A reacéo foi realizada com o programa descrito a seguir: 95 °C por 5 minutos;
30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 58 °C durante 45 segundos e 72 °C por 1 minuto;
extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Um volume de 20 pL do amplificado foi digerido a 37 °C por 5 horas, com 2
U da enzima SnaBl (Amersham Pharmacia) e tampéo da enzima 1 X, para uma

solucéo total de 25 uL.

PCR-RFLP para o Gene IGF1R

O polimorfismo identificado no gene IGF1R bovino por Moody et al. (1996)
foi utilizado para a genotipagem dos animais e esta localizado em uma regido nao
codificante (intron) do gene (Curi et al. 2005).

A reacao de amplificacdo do gene IGF1R para um volume total de 30 uL e
com 100 ng de DNA gendmico; 1 U de Tag DNA polimerase Platinum (Invitrogen);
tampéo da enzima 1 X; 1,5 mM de MgCl,; 100 uM de cada dNTP e 10,0 pmoles
dos primers, foi submetida a 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 62 °C durante
40 segundos, 72 °C por 40 segundos, com uma desnaturacéo inicial de 95 °C por

5 minutos e extenséo final de 72 °C por 5 minutos.
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Para a restricdo de 20 uL do produto amplificado, em um volume final de 25
uL, 2 U da enzima Taql (Fermentas) e tampéo da enzima 1 X foram incubados a
65 °C overnight.

4. Analise das Reac¢bes de PCR-RFLP

Os amplicons obtidos ap0s a digestédo para os polimorfismos GHRH/Haelll,
GHRHR/Eco571, Pitl/Hinfl, GH/Mspl, IGF1/SnaBl e IGF1R/Taql foram separados
eletroforeticamente em gel de agarose 2,5%, utilizando 120 volts durante 1 hora,
tampéao de corrida TBE (45 mM Tris-Borato pH 8,3; 1 mM EDTA) 0,5 X e brometo
de etidio (10 pg/mL) para coloracdo. As imagens do gel foram capturadas sob luz
ultravioleta pelo aparelho ImageMaster® VDS (Pharmacia Biotech).

Os genotipos dos animais foram determinados para cada gene por meio da

identificacdo do tamanho dos fragmentos gerados ap0s a restricdo enzimatica, 0s

quais foram comparados a padrdes de DNA de tamanho conhecido (ladder).

5. Andlises Estatisticas

As frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas e o equilibrio da
populacédo foi investigado conforme modelagem matematica proposta por Hardy-
Weinberg, realizando-se o teste do XZ e utilizando p? + 2pq + g° para analisar as
frequéncias genotipicas esperadas, a partir das frequéncias alélicas previamente
observadas. Devido a presenca de uma classe genotipica com pequeno nimero
de animais, a correcao de Yates, que consiste em subtrair 0,5 dos desvios entre a
frequéncia observada e a esperada, foi utilizada para o gene IGF1R visando uma
melhor acuréacia do teste (Ramalho et al. 2000).

Nos estudos individuais e na analise das interacdes génicas, a associacao
entre os polimorfismos nos genes da via do GH e as caracteristicas producéo total
de leite, producdo meédia diaria de leite e duracdo da lactacdo foi verificada pelo
modelo misto, utilizando o procedimento Mixed do programa estatistico SAS 9.1.3
(Statistical Analysis System 2005) e o teste t de Student para a comparagédo das

médias agrupadas por genétipos:
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Yik(ymnop = K+ Ri + Gj + i) + Sme) + An + Mo + Op + B (likgymnop — 1) + Ei(ymnop
em que:
Yikmmnop = Valor observado da caracteristica em estudo;
K = média geral;
Ri = efeito fixo do i-ésimo rebanho, comi=1, 2, ..., 18;
G; = efeito fixo do j-ésimo genotipo; j =1, 2, 3;

dijq) = efeito aleatorio associado a I-ésima vaca (com | = 1, 2, ..., 350 para a
caracteristica producao total de leite e | = 1, 2, ..., 352 para producdo média
diaria de leite e duracdo da lactacdo) dentro do k-ésimo pai (comk =1, 2, ...,
136), no j-ésimo genotipo e i-eésimo rebanho; assumindo dixg ~ N (0, 10%4), em
que lo%y é a matriz identidade de variancia e covariancia, pois se assume

independéncia de residuos;

Sm() = efeito fixo do m-ésimo sistema alimentar dentro da i-esimo rebanho; m =1,
2;

A, = efeito fixo do n-ésimo ano de parto; n =1, 2, ..., 13 para a producdo total de
leite e n = 1, 2, ..., 14 para producdo média diaria de leite e duracdo da

lactacéo;
M, = efeito fixo do o-ésimo més de parto; 0 =1, 2, ..., 12;
O, = efeito fixo da p-ésima ordem de parto; p=1, 2, ..., 7;

B = coeficiente linear (covariavel) associado a duracdo da lactacdo (para a

caracteristica producéo total de leite);
likymnop = duracéo da lactacao (para producéo total de leite);
I = média da duracdo da lactacdo (para producio total de leite);

Eikomnop = €feito aleatdrio associado a I-ésima vaca dentro do k-ésimo pai, no j-
eésimo genotipo e i-ésimo rebanho na p-ésima ordem de parto; assumindo
eikomnop ~ V (0, V%), sendo que Vo? é a matriz de variancia e covariancia que

foi modelada, pois se assume dependéncia de residuos.
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Em adicdo aos efeitos dos genes estudados, o modelo incluiu os efeitos
fixos de fazenda, regime alimentar adotado na fazenda, ordem da lactacdo, més e
ano do inicio da lactacdo. Para producéao total de leite, considerou-se ainda, como
covariavel, o efeito linear da duracéo da lactacdo, em dias. Os efeitos aleatorios
do pai da vaca, vaca dentro da fazenda e do residuo também foram pesquisados.
Simultaneamente, foi considerada uma estrutura de componentes de variancia
devido as medidas repetidas no mesmo animal.

As variaveis com valores discrepantes foram eliminadas da andlise, assim
como foram desconsideradas e/ou agrupadas classes com poucas observacoes.

Todos os animais analisados eram ordenhados duas vezes ao dia. Devido
a baixa frequéncia, as lactacdes de ordens maiores do que sete (8, ..., 11) foram
consideradas de sétima ordem. Os regimes alimentares foram agrupados em 1 =
extensivo (pasto com suplemento de sal mineralizado) ou semi-intensivo (pasto
com suplementac¢ao volumosa mais mineralizado) e 2 = intensivo (confinamento).

Os efeitos das interacdes génicas nas caracteristicas de producédo de leite
foram estudados considerando-se dois genes: Pitl/GHRH, Pitl/GHRHR, Pitl/GH,
Pitl/IGF1, Pitl/IGF1R, GHRH/GHRHR, GH/GHRH, IGF1/GHRH, IGF1R/GHRH,
GH/GHRHR, IGF1/GHRHR, IGF1R/GHRHR, IGF1/GH, IGF1R/GH e IGF1/IGF1R.

Resultados

1. Genotipagem dos Animais

Os padrdes genotipicos obtidos para os genes GHRH, GHRHR, Pitl, GH,
IGF1 e IGF1R ap0s a reacao de PCR-RFLP estéo representados na Figura 2.
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Figura 2 - Padrdes genotipicos obtidos por eletroforese em gel de agarose 2,5%
para os polimorfismos nos genes GHRH, GHRHR, Pitl, GH, IGF1 e

IGF1R, apos a reacdo de PCR-RFLP.
A- GHRH/Haelll; B- GHRHR/Eco57I; C- Pitl/Hinfl; D- GH/Mspl; E- IGF1/SnaBl; F-
IGF1R/Taqgl. M - Marcador de peso molecular de 50 pb (B) e 100 pb (A, C, D, E, F).

Dois alelos, A e B, foram identificados para o polimorfismo GHRH/Haelll. O
gendtipo AA apresentou trés fragmentos de 317, 83 e 55 pb, enquanto o genétipo
BB revelou fragmentos de 196, 121, 83 e 55 pb. Os animais heterozigotos foram
caracterizados pela presenca de cinco fragmentos, devido a combinacdo dos dois
padrdes homozigotos (Figura 2A).

O polimorfismo GHRHR/Eco57I gerou dois alelos, A e B. O genoétipo AA,
com 425 pb, foi determinado pela auséncia de digestdo enzimética. O gendtipo
BB foi caracterizado pela presenca de dois fragmentos de restricdo, 300 e 125 pb.
Os animais AB apresentaram trés fragmentos de 425, 300 e 125 pb (Figura 2B).

Duas variantes genéticas do polimorfismo Pit1l/Hinfl foram observadas, A e
B. A auséncia do sitio para a restricdo enzimatica possibilitou a identificacdo do
gendtipo AA, com 451 pb. O gendétipo BB revelou dois fragmentos de 244 e 207
pb. Os animais AB foram identificados pela presenca de trés fragmentos de 451,
244 e 207 pb (Figura 2C).

Dois diferentes alelos foram encontrados para o polimorfismo GH/Mspl. Os
individuos homozigotos para o alelo C foram caracterizados pelos fragmentos de

526, 193, 109 e 63 pb, enquanto homozigotos para o alelo D foram determinados
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pela presenca de 635, 193 e 63 pb. Os animais heterozigotos apresentaram cinco
fragmentos de 635, 526, 193, 109 e 63 pb (Figura 2D).

Foram verificados dois alelos, A e B, para o polimorfismo IGF1/SnaBl. O
genaotipo AA revelou dois fragmentos de restricdo de 226 e 23 pb, o gendtipo BB
foi determinado pela presenca de um unico fragmento de 249 pb e o gendtipo AB
apresentou trés fragmentos de 249, 226 e 23 pb (Figura 2E).

Para o polimorfismo IGF1R/Taqgl, os alelos A e B foram observados. Dois
fragmentos de 580 e 45 pb caracterizaram o gendtipo AA, enquanto o genaotipo
BB revelou trés fragmentos de restricdo, 410, 170 e 45 pb. Os animais AB foram
identificados pela presencga de fragmentos de 580, 410, 170 e 45 pb (Figura 2F).

2. Frequéncias Genotipicas e Alélicas
As frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos GHRH/Haelll,
GHRHR/Eco057I1, Pitl/Hinfl, GH/Mspl, IGF1/SnaBl, IGF1R/Taql estdo descritas na

Tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos nos genes
GHRH, GHRHR, Pitl, GH, IGF1 e IGF1R em bovinos da raca

Girolando.
Genes _ Frequéncia _
Genotipica Alélica

GHRH AA (n=10) AB (n=131) BB (n=215) A B
0,0281 0,3680 0,6039 0,2121 0,7879

GHRHR AA (n=34) AB(n=171) BB (n=151) A B
0,0955 0,4803 0,4242 0,3357 0,6643

pit1 AA (n=21) AB (n=108) BB (n=227) A B
0,0590 0,3034 0,6376 0,2107 0,7893

GH CC (n=147) CD (n=145) DD (n=64) C D
0,4129 0,4073 0,1798 0,6166 0,3834

IGE1 AA (n=33) AB (n=153) BB (n=170) A B
0,0927 0,4298 0,4775 0,3076 0,6924

IGF1R AA (n=246)  AB (n=106) BB (n=4) A B
0,6910 0,2978 0,0112 0,8399 0,1601

n = ndmero de animais.
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Os resultados do teste do Xz demonstraram que a populacéo estudada esta
em equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05) para os genes GHRH, GHRHR, Pit1,
IGF1 e IGF1R, indicando que tanto as frequéncias alélicas como as genotipicas
se mantém constantes de geracdo a geracdo. No entanto, o teste do XZ revelou
que as frequéncias genotipicas para o gene GH ndo estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p < 0,05), verificando-se, com os resultados, uma baixa heterozigose e
sobre-representacao dos genotipos CC e DD no rebanho avaliado.

3. Andlise de Associacéao
Estudo de Associacdo dos Genes Individuais

Os efeitos dos genes GHRH, GHRHR, Pitl, GH, IGF1 e IGF1R nos indices
produtivos estudados se encontram na Tabela 4. Nao foi possivel a realiza¢éo do
estudo da associacao entre o polimorfismo IGF1R/Taqgl e a producdo média diaria
de leite.

O gene GHRH apresentou um efeito dominante (p < 0,01) para a producéo
total e média diéria de leite.

Efeitos aditivos do gene Pitl foram verificados na producéo total (p < 0,05)
e producdo média diaria de leite (p = 0,0558).

O gene GH revelou efeitos aditivos (p < 0,05) para a producéo total e média
diaria de leite.

Efeito dominante (p = 0,0572) do gene IGF1R foi observado na producao
total de leite.

As médias dos quadrados minimos (Least Squares Means) e respectivos
erros padrées das caracteristicas para cada gendtipo estdo presentes na Tabela
5. Os resultados deste trabalho n&o demonstraram associagdes significativas (p >
0,05) entre os polimorfismos GHRHR/Eco571, IGF1/SnaBl e as caracteristicas de
producao leiteira estudadas.

Uma superioridade do genotipo AB (p < 0,01) foi verificada na associacao
entre o polimorfismo GHRH/Haelll e a producao total de leite, quando comparado

aos genotipos AA (+ 395,68 kg) e BB (+ 185,33 kg). Para a producdo média diaria
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de leite, um efeito favoravel do gendtipo AB também foi observado em relacéo ao
AA (p =0,0382) e BB (p = 0,0079) (+ 1.120 g e + 560 g, respectivamente).

O estudo do polimorfismo Pitl/Hinfl revelou um efeito negativo do genétipo
AA na producéo total de leite (- 207,98 kg e - 232,49 kg), quando comparado ao
AB (p = 0,0572) e BB (p = 0,0325), respectivamente. Uma diferenca significante (p
= 0,0558) foi observada na producdo média diéria de leite entre AA (12,40 kg) e
BB (13,15 kg), sendo o gendtipo BB mais favoravel para a caracteristica.

Na analise do polimorfismo GH/Mspl, foi observada uma superioridade do
gendtipo CC em relacédo ao DD (p = 0,0479) para producdo total de leite (+ 137,03
kg). Um efeito negativo do DD também foi demonstrado na producédo média diaria
de leite, ao se comparar 0os genétipos CD (p = 0,0515) e CC (p = 0,0222) (- 490 g

e - 570 g, respectivamente).

Tabela 4 - Efeitos dos genes GHRH, GHRHR, Pitl, GH, IGF1 e IGF1R nas
caracteristicas produtivas em bovinos da raca Girolando.

Caracteristicas

Genes PT PMD DL
GL p GL p GL p
GHRH
Efeito Aditivo 887 0,1469 872 0,2880 792 0,8522
Efeito Dominante 773 0,0009* 757 0,0076* 624 0,7893
GHRHR
Efeito Aditivo 909 0,1773 938 0,1472 723 0,4665
Efeito Dominante 923 0,6207 961 0,7744 867 0,0948
Pitl
Efeito Aditivo 822 0,0325** 818 0,0558** 714 0,2321
Efeito Dominante 888 0,1779 904 0,3233 827 0,1131
GH
Efeito Aditivo 893 0,0479** 923 0,0222** 807 0,9434
Efeito Dominante 853 0,4207 860 0,2887 743 0,2256
IGF1
Efeito Aditivo 722 0,5949 713 0,3488 562 0,4324
Efeito Dominante 861 0,6663 884 0,1392 735 0,7849
IGF1R
Efeito Aditivo 436 0,3423 - - 266 0,7033
Efeito Dominante 603 0,0572** - - 425 0,4155

* Significativo em nivel de 1% de probabilidade.

** Significativo em nivel de 5% de probabilidade.

GL= Grau de Liberdade, PT= Producéo Total de Leite, PMD= Produgdo Média Diaria de Leite, DL=
Duracéo da Lactacao.
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Tabela 5 - Médias dos quadrados minimos e erro padrdo (em parénteses) das
caracteristicas de producdo de leite para cada gendtipo dos genes
GHRH, GHRHR, Pitl, GH, IGFl e IGF1R, em bovinos da raca
Girolando.

Genes Caracteristicas '
PT (kg) PMD (kg) DL (dias)
GHRH
AA 3378,47 (158,83)° 12,31 (0,59)° 276,16 (13,31)%
AB 3774,15 (86,55)* 13,43 (0,34)? 276,97 (6,87)%
BB 3588,82 (83,00)° 12,87 (0,32)° 273,87 (6,61)2
GHRHR
AA 3582,32 (108,34)? 12,76 (0,41)? 268,18 (8,76)%
AB 3611,66 (85,96)* 12,92 (0,33)? 278,47 (6,68)%
BB 3694,34 (83,78)% 13,19 (0,32)? 273,33 (6,55)%
Pit1
AA 3443,64 (127,85)° 12,40 (0,48)" 263,52 (10,54)2
AB 3651,62 (87,24)% 13,01 (0,34)® 278,19 (6,93)%
BB 3676,13 (83,54)* 13,15 (0,32)? 274,47 (6,58)%
GH
cC 3679,47 (83,98)% 13,15 (0,33)? 272,79 (6,68)%
CD 3652,39 (84,08)% 13,07 (0,33)? 278,29 (6,70)2
DD 3542,44 (97,85)° 12,58 (0,37)° 273,21 (7,95)%
IGF1
AA 3698,57 (111,70)? 13,39 (0,42)? 280,19 (9,14)?
AB 3645,84 (88,51)* 12,91 (0,34)? 275,53 (6,96)%
BB 3645,78 (85,37)* 13,06 (0,33)? 273,68 (6,69)%
IGF1R
AA 3678,17 (81,43)* - 274,33 (6,40)%
AB 3570,12 (91,26)* - 278,43 (7,25)%
BB 3860,40 (202,28)% - 268,35 (16,48)%

Médias seguid

as por letras diferentes dentro das colunas diferem estatisticamente em nivel de 5%

de probabilidade pelo teste t de Student.

PT= Producéo

Total de Leite, PMD= Produg&o Média Diaria de Leite, DL= Durag&o da Lactacao.

Os efeitos aditivos do alelo B (Pitl/Hinfl) e do alelo C (GH/Mspl) para a

producao total de leite se encontram na Figura 3. As incorporac¢des individuais de

cada alelo B e C nos respectivos gendtipos geram um aumento, respectivamente,

de 116,2 kg

e 68,51 kg de leite na lactacao.
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Figura 3 - Analise de regressdo das médias dos quadrados minimos da
producao total de leite considerando os genotipos dos genes Pitl (A)
e GH (B) em bovinos da raca Girolando.

Estudo de Associacéo das Interagcbes Génicas

Nas analises de associacdes das interacdes génicas, efeitos significativos
do Pitl/GHRH, Pitl/GH, Pitl/IGF1R, GHRH/GHRHR, GH/GHRH, IGF1R/GHRH,
GH/GHRHR, IGF1/GHRHR, IGF1R/GHRHR, IGF1/GH, IGF1R/GH e IGF1/IGF1R
nao foram observados (p > 0,05) nas caracteristicas de producéo de leite.

Os resultados do presente trabalho demonstraram efeitos significativos do
Pitl/IGF1 para a producdo total (p = 0,0357) e producédo média diaria de leite (p =
0,0021). O Pitl/GHRHR e IGF1/GHRH apresentaram um efeito significativo (p =
0,0489 e p = 0,0265, respectivamente) na duracéo da lactacéo.

As médias dos quadrados minimos e os erros padrées das caracteristicas
para as interacdes significativas estdo presentes nas Tabelas de 6 a 9. A analise
da interacdo génica Pitl/IGF1 demonstrou a superioridade do gendétipo BB (Pitl)
na presenca do AA (IGF1) (p < 0,05) para producéo total (3948,96 kg) e producao

média diaria de leite (14,50 kg) (Tabelas 6 e 7, respectivamente).

Tabela 6 - Médias dos quadrados minimos e erro padrdo (em parénteses) da
caracteristica producéo total de leite (kg) para a interacdo dos genes
Pitl e IGF1, em bovinos da raca Girolando.

Pit1
IGFL AA AB BB
AA 3183,14 (244,84)"  3552,29 (169,91)"°  3948,96 (141,20)*
AB 3459,86 (212,53)**  3763,02 (109,50)**  3619,89 (93,16)"?
BB 3496,56 (156,91)**  3586,56 (99,00)" 3673,51 (91,80)%

Médias seguidas por letras diferentes (mailsculas na coluna, mindsculas na linha) diferem
estatisticamente (p < 0,05) pelo teste t de Student.
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Tabela 7 - Médias dos quadrados minimos e erro padrdo (em parénteses) da
caracteristica producdo média diaria de leite (kg) para a interacao dos
genes Pitl e IGF1, em bovinos da raca Girolando.

Pit1
IGF1 AA AB BB
AA 11,65 (0,90)"" 12,43 (0,61)"" 14,50 (0,52)"
AB 12,19 (0,78)** 13,44 (0,41)* 12,81 (0,35)%?
BB 12,66 (0,57)* 12,81 (0,38)"* 13,21 (0,35)%?

Médias seguidas por letras diferentes (mailsculas na coluna, mindsculas na linha) diferem
estatisticamente (p < 0,05) pelo teste t de Student.

Com os resultados da analise do Pitl/GHRHR apresentados na Tabela 8,
observou-se menor duracdo da lactagcédo (p = 0,0272) para a interacdo genotipica
AA(Pit1)/BB(GHRHR) (243,43 dias) quando comparada ao AA(Pit1)/AA(GHRHR)
(299,57 dias), no entanto ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo
ao AA(Pitl)/AB(GHRHR) (271,55 dias). Fixando o genoétipo AA (Pitl), sugere-se
um possivel efeito desfavoravel do alelo B (GHRHR) no periodo de lactacao.

Conforme a Tabela 8, verificou-se ainda menor duracao da lactacéo para o
AA(Pitl)/BB(GHRHR) (243,43 dias) comparado ao AB(Pit1)/BB(GHRHR) (278,19
dias) (p = 0,0111) e BB(Pit1)/BB(GHRHR) (271,01 dias) (p = 0,0323), sendo estes
estatisticamente semelhantes (p > 0,05). Considerando o genétipo BB (GHRHR),
sugere-se um provavel efeito negativo do alelo A (Pit1) no periodo de lactacao.

A duracédo da lactacdo para o gendétipo BB (Pitl) foi inferior na presenca do
AA (GHRHR), ao se comparar o efeito do gendétipo AB (GHRHR) (- 23,89 dias) (p
= 0,0133) (Tabela 8). Diferenca significativa ndo foi encontrada (p > 0,05) entre
BB(Pit1)/AA(GHRHR) (254,10 dias) e BB(Pit1)/BB(GHRHR) (271,01 dias), assim
como entre BB(Pit1)/AB(GHRHR) (277,99 dias) e BB(Pit1)/BB(GHRHR) (271,01

dias).

Tabela 8 - Médias dos quadrados minimos e erro padrao (em parénteses) da
caracteristica duragdo da lactacéo (dias) para a interacdo dos genes
Pitl e GHRHR, em bovinos da raga Girolando.

Pit1
GHRHR AA AB BB
AA 299,57 (23,37)" 274,28 (10,86)" 254,10 (10,87)%
AB 271,55 (14,50)"% 274,89 (8,04)™ 277,99 (7,09
BB 243,43 (13,64)"" 278,19 (8,20)* 271,01 (7,00)"%2

Médias seguidas por letras diferentes (mailsculas na coluna, mindsculas na linha) diferem
estatisticamente (p < 0,05) pelo teste t de Student.
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O estudo da interacdo IGF1/GHRH (Tabela 9) revelou uma menor duracéo
da lactacdo (p < 0,05) para AB(IGF1)/AA(GHRH) (190,34 dias), especialmente ao
se comparar o efeito do BB(IGF1)/AA(GHRH) (294,52 dias) nesta caracteristica.

Tabela 9 - Médias dos quadrados minimos e erro padrao (em parénteses) da
caracteristica duracdo da lactacéo (dias) para a interacdo dos genes
IGF1 e GHRH, em bovinos da rac¢a Girolando.

IGF1
GHRH AA AB BB
AA 282,58 (22,62)™ 190,34 (33,52)%° 294,52 (17,19)*
AB 287,93 (12,13)* 282,35 (8,25)" 270,13 (7,85)*
BB 272,96 (12,20 274,14 (7,33)" 275,47 (7,24)*

Médias seguidas por letras diferentes (mailsculas na coluna, minasculas na linha) diferem
estatisticamente (p < 0,05) pelo teste t de Student.

Discussao

O polimorfismo GHRH/Haelll

Considerando o polimorfismo GHRH/Haelll, observou-se neste estudo uma
superioridade do heterozigoto na producéo total e producdo média diaria de leite
(Tabela 5), diferindo dos resultados apresentados na literatura. Na raca Polonesa
Vermelha e Branca, um efeito favoravel do homozigoto AA foi verificado para a
producdo e composicao do leite (Kmie¢ et al. 2007), entretanto ndo foi encontrado
efeito genotipico nas caracteristicas de producdo leiteira da raca Polonesa Preta e
Branca (Dybus & Grzesiak 2006) e Frisona Italiana (Messina et al. 1999).

O estudo na raca Girolando demonstrou uma baixa frequéncia do genétipo
AA (0,0281) (Tabela 3), inferior a frequéncia de 0,096 na raca Polonesa Vermelha
e Branca (Kmie¢ et al. 2007), 0,0545 na raca Polonesa Preta e Branca (Dybus &
Grzesiak 2006), 0,077 em touros Holandeses Frisios (Parmentier et al. 1999) e de
0,06 em animais Frisios Italianos (Messina et al. 1999). A frequéncia muito baixa
do gendtipo AA no rebanho Girolando pode ter interferido nos resultados, inibindo
a presenca de um efeito aditivo do alelo A para producao total e produgdo média
diaria de leite, visto que os animais AB foram superiores, quando comparados aos
individuos BB para estas caracteristicas, e/ou mascarando possiveis associacdes

do polimorfismo GHRH/Haelll com a duracdo da lactacdo. No entanto, o efeito de
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heterose deve ser considerado, o que sugere a selecdo dos animais heterozigotos
para o aumento de producao de leite no rebanho.

O polimorfismo GHRHR/Eco571

Os resultados desta pesquisa ndo demonstraram associagdes significativas
entre o polimorfismo GHRHR/Eco571 e os caracteres de producao de leite (Tabela
5). No entanto, tem sido reportado que este polimorfismo pode interferir na ligacao
do GHRH ao seu receptor (GHRHR), comprometendo o estimulo para a secrecao
do GH nas células somatotroficas da adeno-hipofise (Parmentier et al. 1999). Se
esta hipotese fosse verdadeira, haveria um decréscimo na producéo leiteira com a
reducdo da secrecdo do GH, e, certamente, a presenca do genadtipo desfavoravel
teria influéncia nos indices estudados, o que néo foi evidenciado. Contudo, ndo se
pode afirmar definitivamente que este polimorfismo no gene GHRHR nao influi
nas caracteristicas associadas a producéo de leite, visto que outros polimorfismos
génicos da via do GH podem estar atuando.

Pesquisas na espécie bovina envolvendo o polimorfismo GHRHR/Eco571

nao foram encontradas na literatura.

O polimorfismo Pitl/Hinfl

O estudo do polimorfismo Pitl/Hinfl na raca Girolando revelou uma menor
frequéncia do gendtipo AA (0,0590) (Tabela 3), similarmente ao trabalho de Silva
et al. (2006), que demonstraram pequena frequéncia do genotipo AA (0,0137) em
animais F; (%2 Holandés:% Gir) e nenhum individuo AA na populacédo F, (F1 X F1).
Mattos et al. (2004) também ndo encontraram animais homozigotos para o alelo A
em Gir. Os resultados apresentados justificam a menor frequéncia do genaotipo AA
no rebanho Girolando, visto ser esta raca oriunda do cruzamento Gir x Holandés.

Na raca Polonesa Preta e Branca, nenhuma associacao foi verificada entre
o polimorfismo Pitl/Hinfl e caracteristicas de producéo leiteira (Dybus et al. 2004).
Em outro rebanho desta mesma raga, Zwierzchowski et al. (2002) observaram um
efeito favoravel do heterozigoto na producgéo diaria de leite e seus componentes
(sélidos totais, proteina, lactose, sélidos sem presencga de gordura), enquanto o
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gendtipo AA afetou positivamente as concentracdes dos solidos totais, gordura e
proteina. Em touros Holandeses, Renaville et al. (1997) e Parmentier et al. (1999)
demonstraram uma superioridade do alelo A para producao de leite e proteina. Os
resultados destes trabalhos diferem dos achados na raca Girolando, em que um
efeito desfavoravel do gendtipo AA foi encontrado na producéo de leite (Tabela 5).

As divergéncias encontradas entre as pesquisas podem ser explicadas por
uma possivel ligacdo do gene Pitl a outro(s) gene(s) influenciando o processo da
lactacdo. Contudo, a presenca de um efeito aditivo do alelo B na producao de leite
sugere a utilizacdo do polimorfismo Pitl/Hinfl para assistir a selecdo dos animais
Girolando e direcionar os cruzamentos, buscando um aumento da frequéncia do
alelo B no rebanho e um provavel acréscimo de 116,2 kg de leite na lactacdo para

cada alelo favoravel incorporado (Figura 3).

O polimorfismo GH/Mspl

Numerosos polimorfismos tém sido localizados no gene GH em bovinos. O
estudo do polimorfismo GH/Mspl demonstrou um efeito desfavoravel do genétipo
DD na producéo de leite da raca Girolando (Tabela 5), estando de acordo com os
resultados dos trabalhos publicados anteriormente, os quais parecem indicar uma
superioridade do alelo C na mesma caracteristica. Pawar et al. (2007) verificaram
o efeito favoravel do alelo C na producéo leiteira. Yao et al. (1996), Dybus (2002)
e Zhou et al. (2005) observaram maiores producdes de leite, proteina e gordura
em animais CC, apesar de Falaki et al. (1996) ndo terem encontrado associacdes
positivas entre o polimorfismo GH/Mspl e caracteristicas de interesse na producao
de leite.

Os alelos C e D do polimorfismo GH/Mspl apresentaram na raga Girolando
frequéncia de 0,6166 e 0,3834, respectivamente (Tabela 3). Conforme a literatura,
maiores frequéncias dos alelos C e D sao geralmente encontradas em Bos taurus
e Bos indicus, na mesma ordem. A frequéncia do alelo C foi de 0,875 em animais
Holandeses Chineses (Beijing) (Zhou et al. 2005), 0,842 em Piemontés (Di Stasio
et al. 2003), 0,873 na raca Polonesa Preta e Branca (Dybus 2002) e 0,63 na raca
Chianina (Rodrigues et al. 1997), enquanto o alelo D teve uma frequéncia de 0,64

em animais Brahman (Beauchemin et al. 2006), 0,81 em Gir (Mattos et al. 2004) e
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0,85 em Nelore (Unanian et al. 2000; Unanian et al. 2002). Considerando que a
raca Girolando se refere ao animal ¥ Holandés (Bos taurus) e % Gir (Bos indicus),
maior frequéncia do alelo C seria mesmo esperada, mas observa-se ainda grande
influéncia genética do Gir, com elevada frequéncia do alelo D.

Lagziel et al. (2000) também encontraram baixas e moderadas frequéncias
do alelo D em Bos taurus e altas frequéncias em Bos indicus. Os mesmos autores
verificaram ainda baixas frequéncias do alelo D em racas provenientes do norte
da Europa, Europa Ocidental e Africa Ocidental, moderadas frequéncias em racas
da Europa Oriental ou paises do Mar Mediterraneo e altas frequéncias em racas
procedentes do subcontinente indiano, sugerindo que o alelo D tenha se originado
possivelmente em Bos indicus e se difundido em racas taurinas. Esta hipo6tese foi
reforcada em um estudo com 17 ragas bovinas (Bos indicus), no qual Sodhi et al.
(2007) observaram maior frequéncia do alelo D (média de 0,87) nos animais e um
decréscimo na presenca do mesmo a medida que se afastava do subcontinente
indiano.

O efeito aditivo do alelo C (GH/Mspl) demonstrado na producéo de leite da
raca Girolando sugere a utilizacdo deste polimorfismo para a selecdo dos animais
e escolha dos cruzamentos, visando aumentar a frequéncia do alelo C no rebanho
e, consequentemente, obter a adicdo de 68,51 kg de leite na lactacdo para cada

alelo favoravel incorporado (Figura 3).

O polimorfismo IGF1/SnaBl

Os resultados do presente estudo nao revelaram associagdes significativas
entre o polimorfismo IGF1/SnaBl e os indices produtivos investigados (Tabela 5),
concordando com a pesquisa de Hines et al. (1998) em animais Holandeses, na
qgual nenhum efeito do mesmo polimorfismo foi demonstrado nas caracteristicas
de producéo leiteira. Diferentemente destes trabalhos, em Holandeses Frisios da
Polbnia, uma superioridade do heterozigoto foi observada por Siadkowska et al.
(2006) tanto na producéo diaria de leite corrigida para gordura como na producéo
corrigida para gordura e proteina, e em bovinos de corte, uma maior producdo de

leite foi verificada por Kim & Marshall (1999) em animais com o gendétipo AA. Nao
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foram encontrados na literatura outros estudos envolvendo a andlise dos efeitos
deste polimorfismo em bovinos de leite.

O alelo B do polimorfismo IGF1/SnaBlI foi mais frequente (0,6924) na raca
Girolando (Tabela 3), similarmente aos resultados de Curi et al. (2005), os quais
observaram uma maior frequéncia do alelo B em Canchim (0,650), % Simental:%2
Nelore (0,800) e em animais ¥2 Angus:¥2 Nelore (0,680).

O polimorfismo IGF1R/Taql

No presente trabalho, foram demonstradas frequéncias baixas do genoétipo
BB (0,0112) e alelo B (0,1601) nos animais da raca Girolando (Tabela 3), estando
de acordo com os resultados evidenciados por Curi et al. (2005), cuja pesquisa
revelou a frequéncia média de 0,25 para o alelo B em diferentes grupos genéticos
(Nelore, Canchim, ¥2 Simental:%2 Nelore e ¥2 Angus:% Nelore).

Efeitos significativos do polimorfismo IGF1R/Taql nos indices produtivos da
raca Girolando néo foram verificados (Tabela 5), contudo a frequéncia muito baixa
do gendtipo BB (0,0112) no rebanho pode ter interferido nos resultados. Analises
de associacdes entre este polimorfismo e caracteristicas de interesse em bovinos
de leite ndo foram encontradas na literatura, e conforme as conclusdes de Moody
et al. (1996), o uso do polimorfismo IGF1R/Tagl em estudos envolvendo a espécie
bovina deve ser limitado devido a auséncia do alelo B em Bos taurus e uma baixa

frequéncia em Bos indicus.

Interacdes entre os polimorfismos génicos

No estudo das interagdes génicas, um efeito favoravel do gendtipo BB(Pitl)
na presenca do AA(IGF1) foi demonstrado para producédo de leite (Tabelas 6 e 7).
Segundo Tuggle & Trenkle (1996), o fator de transcricdo Pitl apresenta um papel
fundamental na expressao do gene GH. Baseado nesta informacédo da literatura,
sugere-se que a presenca do sitio de restricdo para a enzima Hinfl no gene Pitl
influencie positivamente a expressdo do GH. Confirmando esta hipétese, Franco
et al. (2005) observaram a associacao de um polimorfismo no intron 5 do Pitl em

suinos com niveis de mRNA do GH.
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O aumento na expressao do GH pode ocorrer por meio da auto-regulacéo
do gene Pitl e/ou interferéncia na producéo de transcritos alternativos. E possivel
que o fator Pitl regule favoravelmente a expressédo do seu préprio gene (Chen et
al. 1990) e que proteinas Pitl com diferencas funcionais se originem por splicing
alternativo (Tuggle & Trenkle 1996).

O GH, apés sintetizado e liberado pelas células somatotréficas da adeno-
hipdfise (Petersenn & Schulte 2000), pode ativar a producéo local ou hepatica do
IGF1 para mediar os seus efeitos (Renaville et al. 2002) no processo da lactacao.
Sugere-se, a partir desta informac&o, que a maior expressdo do GH proposta nos
animais BB(Pitl) proporcione um aumento na secre¢do hormonal, estimulando a
sintese do IGF1. No entanto, considerando o efeito poligénico das caracteristicas
quantitativas, o Pitl pode também estar ligado a outro(s) gene(s) que influenciam
a lactacao.

Animais BB(Pit1)/AA(IGF1) apresentaram maior producéao de leite (3948,96
kg/lactacéo e 14,50 kg/dia) (Tabelas 6 e 7, respectivamente), quando comparados
aos individuos BB(Pitl) (3676,13 kg/lactacdo e 13,15 kg/dia) (Tabela 5), indicando
qgue a presenca do gendtipo AA(IGF1) deve potencializar os efeitos demonstrados
na produco leiteira ao se incorporar o alelo B (Pitl/Hinfl). E provavel que o ponto
de mutacdo T—C no promotor do gene IGF1 esteja ligado a polimorfismo(s) no
mesmo ou em outro gene (Curi et al. 2005; Siadkowska et al. 2006).

Os resultados da analise dos efeitos da interacao Pitl/IGF1 comprovaram a
participacédo destes genes na regulacao da lactacdo e revelaram a importancia da
selecédo de animais BB(Pit1l)/AA(IGF1) para se obter uma maior producédo de leite
no rebanho.

A interacéo entre os polimorfismos no exon 6 (Pitl) e no intron 6 (GHRHR)
apresentou um efeito significativo na duracdo da lactacdo. O GHRH hipotalamico
controla a secre¢cdo do GH por meio de sua ligacdo ao GHRHR nos somatotrofos.
Segundo Mayo et al. (2000), o promotor do gene GHRHR contém sitios de ligacéo
para o Pitl, demonstrando a importancia deste fator de transcricdo na expressao
do receptor na adeno-hipdéfise e comprovando a interacdo génica encontrada. O
polimorfismo Pitl/Hinfl, possivelmente, esta afetando a expressdo do GHRHR e a
disponibilidade de receptor para a ligagao do GHRH, comprometendo a liberagéo
do GH das células somatotroficas.
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Supbe-se ainda que o polimorfismo GHRHR/Eco571 esteja interferindo no
estimulo para a secrecdo do GH, ja que variantes do GHRHR geradas por splicing
alternativo foram caracterizadas em camundongo, rato, suino, humano e devem
diferir em suas propriedades sinalizantes (Petersenn & Schulte 2000).

Considerando o estudo do Pitl/GHRHR, € provavel que haja uma interacao
cruzada e reversa entre 0s homozigotos para ambos os genes. Os resultados da
analise desta combinacdo génica parecem indicar um menor periodo de lactacao
para os individuos AA(Pit1)/BB(GHRHR) e BB(Pit1)/AA(GHRHR) (Tabela 8). Visto
que o IGF1, sintetizado por estimulo do GH, atua como um fator de sobrevivéncia
celular ou anti-apoptético na glandula mamaria (Sorensen & Knight 2002), uma
reducdo na secrecdo do GH (conforme proposta anterior) pode afetar a producao
do IGF1 e manutencdo da sobrevivéncia celular, gerando a involucdo da glandula
mamaria e consequente declinio na duracdo da lactacao.

O presente trabalho demonstrou claramente a interdependéncia dos genes
Pitl e GHRHR influenciando o periodo de lactacdo, sendo fundamental, para um
aumento na duracdo da lactacdo, a auséncia de individuos AA(Pit1)/BB(GHRHR)
e BB(Pitl)/AA(GHRHR) no rebanho.

Na analise da combinacdo génica IGF1/GHRH, menor periodo de lactacao
foi verificado nos animais AB(IGF1)/AA(GHRH) (Tabela 9). Baseado na literatura,
sabe-se que o GHRH interage com o0 seu receptor para estimular a producédo e a
liberacdo do GH. No entanto, se a expressao do gene GHRHR pode ser regulada
pelo proprio GHRH (Petersenn & Schulte 2000), € provavel que o polimorfismo no
intron 2 do GHRH interfira na expressdo do seu receptor e, consequentemente,
na secrec¢do do GH, influenciando a sintese do IGF1, a sobrevivéncia das células
na glandula mamaria e a duragéo da lactacéo.

Diferenca média de 104 dias foi observada no periodo de lactacdo entre os
animais AB(IGF1)/AA(GHRH) (190,34 dias) e BB(IGF1)/AA(GHRH) (294,52 dias)
(Tabela 9), demonstrando ainda a importancia do polimorfismo IGF1/SnaBl nesta
caracteristica.

Considerando uma baixa frequéncia do genotipo AA (GHRH/Haelll) na raca
Girolando (Tabela 3), um possivel efeito de amostragem pode ter comprometido
os resultados encontrados no estudo da interacdo entre os genes IGF1 e GHRH.

No entanto, ndo se deve descartar a acao desta combinacdo génica na duracao
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da lactacdo, ou seja, a manutencdo de individuos AB(IGF1)/AA(GHRH) precisa
ser evitada no rebanho para a obtencdo de um maior periodo de lactacao.

Apenas quatro interacdes significativas foram identificadas neste trabalho,
mas envolveram polimorfismos em genes pertencentes ao inicio (GHRH, GHRHR,
Pitl) e final (IGF1) do eixo somatotropico, 0 que possibilita considera-los capazes
suficientemente de gerar alteracdes fundamentais em caracteristicas de producéo
leiteira.

Os resultados discutidos no presente estudo comprovam a necessidade de
se avaliar os efeitos das interacdes génicas em caracteristicas quantitativas, visto
que combinacdes genotipicas diferentes podem apresentar agcbes completamente
distintas e extremamente significativas nos indices avaliados.

A importancia dos polimorfismos nos genes da via do GH observada nesta
pesquisa sugere a incorporacao da genética molecular na sele¢do dos animais da
raca Girolando, buscando uma maior producao de leite e/ou duracdo da lactacao.
A utilizacdo combinada da selecédo baseada no desempenho fenotipico e sele¢éo
assistida por marcadores moleculares propiciard o desenvolvimento de esquemas
de acasalamento garantindo na populacdo um aumento na frequéncia dos alelos
favoraveis as caracteristicas de producao leiteira e, em consequéncia, programas
mais eficientes de melhoramento genético.

Em conclusao, a identificacdo dos polimorfismos nos genes da via do GH
como fatores genéticos que contribuem para variacdes nos indices produtivos dos
animais Girolando sugere a possibilidade de serem utilizados nos programas de
melhoramento da raca como marcadores moleculares para assistir a selecao dos
individuos AB (GHRH/Haelll), BB (Pitl/Hinfl) e CC (GH/Mspl), visando uma maior
producédo de leite no rebanho. Considerando os efeitos das combinac¢des génicas,
0 aumento na producédo de leite pode ser obtido pela selecédo de animais com a
interacdo genotipica BB(Pitl)/AA(IGF1), e para maior duracéo da lactacédo, indica-
se evitar a presenca de individuos AA(Pit1)/BB(GHRHR), BB(Pitl)/AA(GHRHR) e
AB(IGF1)/AA(GHRH) na populacao.
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Anexo 1

Regulamento do Servi¢co de Controle Leiteiro da Girolando

(Baseado na Portaria SNAP 45/86 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e

Abastecimento)

Capitulo | - da Conceituacao e Objetivos.

1- A prova de controle leiteiro consiste ha mensuragdo e correspondente registro da
producao individual das vacas leiteiras, através de procedimentos metodolégicos pré-
estabelecidos, com a finalidade de estimar a producdo leiteira, de gordura e
eventualmente de outros componentes quanti-qualitativos por lactagdo, visando a
comparacao entre individuos.

2- As multiplas finalidades do controle leiteiro, estruturado como “prova zootécnica”,
podem ser sintetizadas em selecdo, manejo, pesquisa e publicidade.

3- O controle leiteiro, realizado com fins de selecdo, objetiva a identificacdo dos
reprodutores (machos e fémeas) capazes de gerar popula¢cdes com maior potencial
genético e capacidade de adaptacdo, para melhorar a eficiéncia econdmica do
processo produtivo.

Capitulo Il - das Competéncias e Atribuicdes das Organizacgdes.
1- Das organizac¢Oes estaduais (associacOes de criadores e/ou outras instituicoes).

1.1-

1.2-

1.3-

1.4-

Promover, orientar e coordenar a execucdo da prova de controle leiteiro, através
de ndcleos regionais de prestagéo de servico.

Promover o retorno aos criadores das informacdes zootécnicas geradas em
todos os niveis de processamento.

Conscientizar os criadores da importancia de participarem efetivamente nos
trabalhos de melhoramento.

Responder legalmente pelos servigos prestados ao ministério da agricultura e as
associacoes de criadores.

2- Das associagOes de criadores.

2.1-

2.2-

2.3-

2.4-

2.5-

2.7-

Promover, orientar e coordenar a execucdo da prova de controle leiteiro, através
de ndcleos regionais, realizacdo de reunido ou evento técnico para criadores e
técnicos credenciados e visitas técnicas dos supervisores aos produtores.
Orientar os criadores sob os aspectos de manejo, de nutricdo, de melhoramento
genético e critérios de selecao dos animais.

Proceder aos controles leiteiros de inspe¢do em todos os rebanhos e aos testes
de funcionamento dos equipamentos utilizados pelos criadores, pelo menos trés
vezes ao ano, e nos nucleos regionais de prestacdo de servigo, pelo menos uma
vez ao ano.

Treinar e credenciar os controladores para o0 servico de controle leiteiro dos
ndcleos regionais.

Promover a capacitacdo dos criadores para execucdo do controle leiteiro no que
se refere ao procedimento metodolégico e normas técnicas, adequacidade dos
equipamentos, coleta de amostras para andlise de componentes do leite e
orientacao no registro/coleta dos dados em formularios apropriados.

Enviar trimestralmente informacdes dos servicos de controle leiteiro e
genealdgico a Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite.
Divulgar os resultados das avaliagbes genéticas, com base nhas publicacbes
oficiais.
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2.8- Implantar a automacdo dos pedigrees, para facilitar o acesso as informacdes
relacionadas aos dados de producdo total das lactacbes encerradas e aos
resultados das analises de estimativas do valor genético dos animais
registrados.

2.9- Definir as classes de idade e divisbes das lactacdes para fins de elaboracao e
publicacéo dos relatérios das lactacdes encerradas.

2.10- Definir a classificagdo de titulos, tais como “escol’, “mérito”, “reprodutora
emerita”, etc... para as publicagcbes promocionais.

3- Do centro nacional de processamento de dados/CNPGL/EMBRAPA/MAPA.

3.1- Assessorar cientifica e tecnologicamente a estruturacdo, organizacdo e
execucdo dos programas integrados estaduais e dos programas independentes
de melhoramento genético.

3.2- Proceder as avaliacdes genéticas de vacas e touros pelas caracteristicas de
interesse econdmico.

3.3- Emitir relatérios anuais de avaliacdes genéticas de vacas e touros pelas
caracteristicas de interesse econdémico.

3.4- Proceder as estimativas da capacidade de transmissdo genética dos touros
jovens, oriundos dos acasalamentos especiais, a partir das informac¢des do pai,
da mée e do avd materno.

4- Da secretaria de producdo animal - SNPA/MA.

4.1- Planejar, organizar e acompanhar as atividades inerentes ao processo
tecnoldgico.

4.2- Promover, coordenar e fiscalizar os servicos de provas zootéchicas e de
processamento das informacgbes, desenvolvidas em nivel estadual por
instituicdes integradas ao sistema de melhoramento.

4.3- Publicar e divulgar, periodicamente, os resultados das avaliagées de estimativas
genéticas de vacas e touros, elaboradas pelo Centro Nacional de
Processamento de Dados.

Capitulo lll - dos Procedimentos Metodolégicos.
1- Para efeito de reconhecimento oficial deve ser adotado um dos seguintes planos e
métodos de controle leiteiro:
1.1- Dos planos de controle leiteiro.
1.1.1-Oficial (OF): controle realizado pelo controlador vinculado a organizacdo
credenciada, com visitas para pesagem do leite e coleta de amostras para
analise, em todos os controles, de acordo com o método definido.
1.1.2-Oficial Supervisionado (OS): controle realizado pelo controlador vinculado a
organizacdo credenciada, com visitas para pesagem do leite e coleta de
amostras para analise, alternando com controle realizado pelo produtor ou
outra pessoa por ele autorizada.
1.1.3-Produtor Supervisionado (PS): controle realizado pelo produtor ou outra
pessoa por ele autorizada para pesagem do leite e coleta de amostras para
andlise, com visitas trimestrais do supervisor vinculado a organizacao
credenciada para supervisionar a execuc¢ao do controle leiteiro.
1.2- Dos métodos de controle leiteiro.
1.2.1-Mensal: aplicado ao sistema de duas ou trés ordenhas, realizado
mensalmente, admitindo-se um intervalo entre os controles de 15 a 45 dias,
impondo-se a mensuracao do total de leite produzido no periodo de 24 horas.
1.2.2-Mensal alternado: aplicado ao sistema de duas ou trés ordenhas, realizado
mensalmente, admitindo-se um intervalo entre os controles de 15 a 45 dias,
impondo-se a mensuracéo do leite produzido alternadamente a cada visita.
1.2.3-Bimestral: aplicado ao sistema de duas ou trés ordenhas, realizado a cada
dois meses, admitindo-se um intervalo entre os controles de 45 a 75 dias,
impondo-se a afericdo do total de leite produzido no periodo de 24 horas.
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Qualquer que seja o método utilizado, as mensura¢des devem ser aplicadas em todas
as vacas em lactacdo do rebanho em regime de 2 ou 3 ordenhas, em 24 horas.

Sera admitida somente a pratica de um dos métodos de controle leiteiro para 0 mesmo
rebanho.

O servico de controle leiteiro deve ser efetuado no horério habitual de ordenha do
rebanho, exceto nas propriedades que adotam como norma a pratica de uma ordenha.
Nos casos em que se adota uma ordenha como rotina, no dia do controle realizar-se-a
duas ordenhas, compatibilizando-se o horario da ordenha da tarde com o da ordenha
de esgota do dia anterior.

No caso de propriedades que adotam ordenha com bezerro ao pé, esta rotina deve ser
obedecida no dia do controle.

O numero de ordenhas diarias a ser realizado rotineiramente pelo criador (02 ou 03
ordenhas) serd livre até o 45° dia de lactacdo. A partir de entdo, o criador optara por
uma das rotinas de ordenha.

Capitulo IV —das Normas Técnicas de Execucéo.

1-

Das responsabilidades e privilégios do criador-proprietario.

1.1- Para se beneficiar do controle leiteiro oficial, o criador deve-se associar a
associagdo credenciada pelo  Ministério da  Agricultura, técnica-
administrativamente estruturada para este fim, informar-se das condi¢cGes
basicas para a execucdo dessa prova e concordar com as normas que regerao o
respectivo servigo.

1.2- No ato da inscri¢cdo do rebanho no controle leiteiro, o criador devera preencher:

1.2.1-Ficha de inscricdo e compromisso formal com o servigo oficial de controle
leiteiro.

1.2.2-0 “mapa de identificagao do rebanho”, incluindo todas as fémeas secas ou
em producdo e as novilhas cobertas ou em idade de reproducéo.

Obs: Poderdo ser inscritas fémeas de qualquer grau de sangue ou idade, com ou
sem registro.

1.3- Informar o horéario habitual da ordenha, para apreciacéo, por ocasido da visita do
supervisor e comunicar, com antecedéncia de até 10 dias, no caso de alteracao.

1.4- Manter um arquivo zootécnico préprio para consultas, possibilitando as
informagBes aos supervisores no exercicio de suas atividades.

1.5- Responsabilizar-se pela idoneidade das informacgfes prestadas ao servico de
controle leiteiro e ao supervisor, por ocasiao da visita de inspegao.

1.6- Aceitar, sem prévio aviso, as visitas do supervisor para a inspe¢do do controle
leiteiro. Caso o criador seja informado da data da visita do supervisor para
inspecéo do controle leiteiro, serd obrigatoria a ordenha de esgotamento dos
animais.

1.7- Comunicar antecipadamente por escrito, & organizagado responsavel pelo servico
de controle leiteiro, as datas ndo recomendaveis para as visitas do supervisor,
com caracterizagdo dos motivos, aceitando, contudo, decisdo sobre a alteracdo
do plano de visitas.

1.8- Em casos excepcionais, solicitar, por escrito, o reteste do rebanho ao servi¢o de
controle leiteiro até quinze dias decorridos da realizacdo da inspecao, com a
devida justificativa, ficando o julgamento da necessidade a critério da
organizacao responsavel pela execucao dos trabalhos.

1.9- Responsabilizar-se pelas despesas de alimentacdo e hospedagem do
supervisor, no exercicio de suas fungbBes, sempre que forem obrigados a
pernoitar no local desses servicos.

1.10- Facilitar o trabalho de identificacdo dos animais, auxiliando o supervisor nesta
tarefa.

1.11- Notificar ao servico de controle leiteiro sempre que ocorrer surto de doencas
infecto-contagiosas no seu rebanho.
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1.12- O criador inscrito no servigco de controle leiteiro recebera:
1.12.1-Relatérios periddicos, contendo as seguintes informac@es de seu rebanho:

a- Célculos de producéo por lactacéo

b- Intervalo entre partos

c- ldade ao primeiro parto

d- Vida util produtiva

e- Médias do rebanho

f- indices genéticos e capacidade de producéo dos animais

1.12.2-Certificacdo do indice genético de seus animais pelo valor genético positivo,

no caso dos machos, e quando estiverem incluidas entre as melhores vacas
(30% da populacéo estadual controlada), no caso das fémeas.

1.12.3-Oportunidade de ter bezerros com certificados para ingresso no teste de

progénie de touros jovens ou comercializagdo privilegiada, desde que os pais
sejam positivos e as maes estejam entre as melhores vacas (30% da
populacéo estadual controlada).

2- Da identificacdo dos animais a serem controlados.

2.1-

2.2-

Dos

Os animais devem ser identificados, obrigatoriamente, antes do inicio do servico
de controle leiteiro, fazendo-se uso do:

a- Nome completo e/ou apelido

b- Raca e grau de sangue

c- Numero de registro geneal6gico e/ou numero particular

d- Data de nascimento

e- Nome completo do pai e da mae quando houver conhecimento

f- NUmero de registro genealdgico do pai e da mae

Os numeros de identificacdo dos animais transcritos nas planilhas de anotacdes
dos dados zootécnicos do rebanho devem ser os mesmos atribuidos pelo
servigo de registro genealdgico.

supervisores e criadores-controladores. Os supervisores e criadores-

controladores, para o exercicio de suas atividades, terdo de:

3.1-

3.2-

3.3-

3.4-

3.5-

3.6-

3.7-

Supervisores - serem treinados, capacitados e credenciados pela associagdo
responsavel.

Criadores-controladores - serem treinados e orientados pela associacdo
responsavel.

Coletar em recipientes adequados as amostras de leite para analise e remeté-las
bem acondicionadas aos laboratérios credenciados, juntamente com as planilhas
gue contém os dados dos animais.

Manter, confidencialmente, as informacdes de desempenho dos rebanhos
controlados.

Observar rigorosamente todas as normas e o regulamento do servigo de controle
leiteiro.

O supervisor deve assinar e datar os relatérios de controle leiteiro, juntamente
com o criador ou seu preposto, certificando-se de que todas as normas foram
cumpridas, deixando uma copia em poder deste.

O criador-controlador deve assinar, datar os relatérios e envia-los a associacao
responsavel no maximo 07 dias apés a data do controle leiteiro.

Unico-A Girolando ndo se responsabilizara pelo atraso na emissdo de relatorios,
caso ocorra atraso por parte do criador-controlador no envio das planilhas de
campo devidamente preenchida.

3.8-

Caso o controle leiteiro ndo seja efetuado por supervisores, é obrigatorio o envio
da cépia da matricula na cooperativa ou adquirente do leite comercializado no
ato da inscricdo no servico de controle leiteiro, bem como comprovante de leite
comercializado um dia anterior ao controle, no dia do controle e um dia depois do
controle leiteiro.
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3.9- O supervisor deve identificar e fazer uma checagem completa dos animais e
escrituracdo a cada inspecdo, notificando ao criador e ao servico de controle
leiteiro as irregularidades observadas.

3.10- Anotar toda e qualquer ocorréncia observada nos animais, individualmente, por
ocasido do controle leiteiro.

Ex: (parto, secagem, venda, morte, doenca, aborto, animais que irdo participar
de exposicoes, etc.).

3.11- Anotar o sistema de alimentacao e especificar os componentes e as quantidades
oferecidas.

3.12- Aferir a tara das balancas e dos baldes, assim como dos demais equipamentos.

3.13- Presenciar a ordenha de todas as vacas no rebanho ficando a seu critério o
namero de vacas a serem ordenhadas simultaneamente.

3.14- Os supervisores ndo devem executar a inspecdo ou o controle leiteiro em
rebanhos cujos proprietarios tenham consigo qualquer grau de parentesco.

3.15- No caso de se verificarem producdes muito maiores na Ultima ordenha de
controle do que na ordenha de esgotamento (maior que 20%), esta podera ser
anulada nos registros, estendendo-se o0s controles por mais uma ordenha até
serem completadas as 24 horas.

3.16- O supervisor deve ter sempre em mente que é representante do SCL da
associacdo para qual presta servicos e que nado esta a soldo do criador, ndo
estando assim sujeito a outras instrugdes.

Das mensuracdes e expressdes dos resultados na lactacao.

4.1- Nos casos de transferéncia de animais entre rebanhos submetidos ao controle
leiteiro oficial, desde que o periodo entre controles ndo exceda a 75 dias, as
informacBes devem ser consideradas para fins de calculo de lactacao.

4.2- Durante os servigos de controle leiteiro, os resultados da pesagem do leite sdo
expressos em quilogramas, com uma casa decimal e transcritos em formulario
apropriado.

4.3- O controle leiteiro serda executado em todos os animais em produgdo no
rebanho.

4.4- O primeiro controle da lactagdo ndo deve iniciar-se até o quinto dia pés-parto,
porém, para calculo da duracdo do periodo de lactacdo, o primeiro dia de
producéo a ser considerado deve ser o dia subsequente ao parto.

4.5- Somente deverdo ser inscritas fémeas com até 60 (sessenta) dias de producao
apos o parto e as que parirem a seguir.

4.6- Nas propriedades equipadas com ordenhadeira mecénica de fluxo continuo,
podem ser utilizados medidores volumétricos de fluxo lacteo para mensuracéo
do leite produzido, desde que sejam previamente aferidos pelo servico de
controle leiteiro, anotando-se a respectiva observacdo em planilha.

4.7- Nos casos de reteste pelo servigo de controle leiteiro, os dados podem substituir
os do controle anterior a critério da organizacdo responsavel pela execucédo do
servico.

4.8- Pode ser considerada como causa de encerramento de lactacéo:

a- Secagem pré-parto (60 dias antecedentes ao parto)

b- Secagem por baixa producéo, até o minimo de 2,0 kg

c- Aborto apds o nono més de lactagcdo, com inicio de nova lactagéo
d- Doenca, morte ou venda do animal

e- Morte da cria

f- Parto subsequente, sem periodo seco

g- Glandulas mamérias perdidas por mastite

4.9- Quando o animal for afastado do servico de controle leiteiro, a data de
encerramento da lactacao sera de quinze dias ap6s a data do ultimo controle.

4.10- As lactacbes ndo podem ser consideradas quando o intervalo entre dois
controles consecutivos for superior a 45 dias.
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4.11- Para efeito de classificacao, de acordo com a categoria ou nimero de ordenhas

em que se desenvolveu, elas serao classificadas em:
a- 2x - quando em duas ordenhas
b- 3x - quando em trés ordenhas

4.12- As lactacBes serdo acompanhadas, normalmente, da paricdo até o momento da
secagem, sendo procedidos célculos das quantidades de leite e componentes
produzidos:

4.12.1-Em 305 dias ou de menor duracéo para todas as lactacdes controladas.

4.12.2-Em 365 dias ou menos para as lactacGes que excederam 305 dias.

4.12.3-Até a secagem, sem limite de duracédo para as lacta¢des que excederam 365
dias.

4.13- Os resultados encontrados em 305 e até 365 dias serdo utilizados para
divulgacdo em relatério, comunicacdo ao criador e transcricdo em ficha de
producéo e producao vitalicia, computando-se:

a- Quantidade de leite em quilograma

b- Quantidade de gordura em quilograma (opcional)
c- Quantidade de proteina em quilograma (opcional)
d- Percentagem média de gordura (opcional)

e- Percentagem média de proteina (opcional)

f- Contagem de células sométicas (opcional)

4.14- Dependendo da causa do encerramento da lactacéo, esta pode ser calculada,
desde que o animal tenha sido submetido a um minimo de trés controles.

5- Das fraudes e sangoes.

5.1- Os criadores que ndo adotarem o controle leiteiro dentro das diretrizes
estabelecidas nestas normas ndo terdo seus rebanhos reconhecidos
oficialmente em controle e consequentemente seus animais nao poderdao ser
avaliados geneticamente.

5.2- Serdo passiveis de sanc¢bes, que vao desde a anulacdo parcial ou total dos
dados registrados até a sua excluséo do servico de controle leiteiro, os criadores
gue adotarem praticas ndo permitidas como:

5.2.1-Administracéo de qualquer droga ou estimulantes aos animais por ocasido do
controle leiteiro.

5.2.2-Uso de quaisquer produtos farmacoldgicos que interfiram no funcionamento
da glandula tire6ide do animal em controle.

5.2.3-Uso de ocitocina, no dia anterior ou durante o controle leiteiro dos seus
animais.

5.2.4-Tratamento preferencial de manejo e alimentagéo entre os animais.

5.2.5-Quaisquer outros métodos ou artificios que interfiram na producdo de leite
obtida normal e rotineiramente.

5.2.6-Por ocorréncia do controle leiteiro de inspecdo, o controle leiteiro anterior a
este podera ser invalidado se a sua producao for superior a 20% a producéo
do dia da inspecédo e ocorra em 30% dos animais do rebanho, salvo novas
aquisicoes.

6- Os casos omissos serao resolvidos pela associacdo responsavel.

Uberaba - MG,13 de agosto de 1.999.



