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Resumo — Os bovinos e sua produtividade sédo altamente influenciados pelas condicdes
ambientais. Mutagdes no gene do receptor de prolactina, PRLR, foram associadas ao
fendtipo conhecido como slick hair, caracterizado por animais com pelagem mais curta e
menor densidade folicular em comparagao a animais selvagens, levando a uma melhor
termorregulagéo, e consequentemente, maior produtividade. O presente trabalho avaliou,
através de genotipagem e sequenciamento, a presenga de mutacdes no gene PRLR, em
uma populagao de 71 animais da raga Holandesa do Instituto Agronémico de Pernambuco,
adaptados e com boa produtividade em clima tropical. Todos os animais apresentaram o
alelo tipo selvagem CC. Uma nova mutagao foi encontrada, troca de T para G em outro
ponto, resultando na troca de aminoacidos de cisteina para glicina. N&o foi encontrada
nenhuma mutag¢ao que cause slick hair nesta populagao. A identificagao de polimorfismos
dentro de genes contribui para a descoberta de novas variagdes proteicas e podem ser
aplicadas em pesquisas futuras.

Termos para indexacgao: PRLR, pelagem, produtividade, genotipagem, sequenciamento.

Evaluation of mutations in the prolactin receptor gene in Holstein cattle from the
Agronomic Institute of Pernambuco

Abstract — Cattle and their productivity are highly influenced by environmental conditions.
Mutations in the prolactin receptor gene, PRLR, have been associated with the phenotype
known as slick hair, characterized by animals with shorter hair and lower follicular density
compared to wild-type animals, leading to better thermoregulation and, consequently,
greater productivity. This study evaluated, through genotyping and sequencing, the presence
of mutations in the PRLR gene in a population of 71 Holstein cattle from the Agronomic
Institute of Pernambuco, which are adapted and have good productivity in a tropical area. All
animals presented the wild-type CC allele. A new mutation was found, a T to G substitution
at another point, resulting in the amino acid change from cysteine to glycine. No mutations
causing slick hair were found in this population. The identification of polymorphisms within
genes contributes to the discovery of new protein variations and can be applied in future
research.

Index terms: PRLR (Prolactin Receptor Gene), coat, productivity, genotyping, sequencing.
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Introducgao

A temperatura ambiental € um importante fator de pressao seletiva e ja resultou em
diversas adaptagdes nos mamiferos eutérios, como os bovinos, que regulam a temperatura
corporal de maneira homeotérmica (Littlejohn et al., 2014). Adaptagbes relacionadas a
temperaturas mais baixas como as apresentadas por Bos taurus, incluem camadas mais
espessas de gordura subcutanea e pelagem maior e mais espessa. Em contrapartida,
animais como Bos indicus, mais adaptados ao calor tendem a apresentar camadas de
gordura mais finas e distribuidas de forma restrita em diferentes regides do corpo, € uma
pelagem menos espessa. (Porto Neto et al., 2018). Além de influenciar no bem estar animal,
existem evidéncias que apontam uma forte interferéncia do estresse térmico por calor na
producao leiteira (Dikmen et al., 2014; Huson et al., 2014) e reprodugao de bovinos (Ortiz-
Colén et al., 2018).

Uma mutagéao identificada inicialmente no gene do receptor de prolactina (PRLR) em
bovinos da raga Senepol (Dikmen et al., 2014) foi associada a um fenétipo conhecido como
slick hair, que caracteriza os animais com pelagem mais curta e menor densidade folicular
em comparagado aos animais do tipo selvagem. Este fendtipo torna a termorregulagao
mais eficiente pois facilita a dispersao e perda de calor da superficie da pele e assim tem
relevancia nos ambitos econdmico e produtivo. Estudos indicam que vacas produtoras de
leite com o fendtipo slick hair sdo mais eficientes durante periodos de estresse térmico
por calor em comparacao a vacas que nao apresentam este fenétipo (Dikmen et al., 2014;
Huson et al., 2014).

O gene PRLR em sua forma selvagem codifica uma proteina de 581 aminoacidos.
Determinadas mutagdes do tipo delecéo e substituigdo de nucleotideos ja foram descritas
em ragas taurinas. A mutacao p.R497 em que o nucleotideo C é substituido por T na
posicao 39136666, gera um codon de parada e, consequentemente, uma menor isoforma
desse receptor (Porto-Neto et al., 2018). Esta mutagdo pontual, foi encontrada nas ragas
Limonero e Carora, e também em ragas taurinas brasileiras localmente adaptadas como
Caracu, Pantaneiro, Mocho Nacional e Criolo Lageano (Faza et al., 2021). No entanto,
nenhuma mutacdo no gene PRLR relacionada ao fendtipo slick hair foi identificada em
animais da raga Holandesa, reconhecida pela alta produtividade leiteira e sensibilidade ao
estresse térmico por calor. No Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), localizado na
regiao Nordeste do Brasil, existe uma populagao de bovinos da raga Holandesa adaptados
ao clima tropical. Estes animais mantém bons indices de produtividade, mesmo com
temperaturas desfavoraveis e pode-se notar que alguns deles apresentam pelos mais
curtos e lisos. O objetivo do presente trabalho é realizar a genotipagem e o0 sequenciamento
de animais da raga holandesa pertencentes ao rebanho do IPA, com o intuito de detectar
possiveis mutagdes no gene PRLR, que possam influenciar na pelagem de animais da raga
Holandesa associada ao fenoétipo do slick hair.

O conteudo desse documento vai ao encontro dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) contidos naAgenda 2030, proposta pela Organizagao das Nag¢des Unidas,
da qual o Brasil é signatario, nos seguintes objetivos especificos: ODS 1 — “Erradicagao da
pobreza: Acabar com a pobreza em todas as suas formas, em todos os lugares”; ODS 2 -
“Acabar com a fome, alcangar a seguranga alimentar e melhoria da nutricado e promover a
agricultura sustentavel”; ODS 8 — “Empregos dignos e crescimento econdmico: Promover
o crescimento econdémico sustentado, inclusivo e sustentavel, emprego pleno e produtivo,
e trabalho decente para todos”; ODS 12 - “Assegurar padrdes de produgdo e de consumo
sustentaveis”.
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Material e métodos

Foi realizada a extragcdo do DNA de 71 amostras de pelo bovino através de um protocolo
ajustado baseado nas técnicas descritas por Sambrook e Russel (2001). Agenotipagem dos
animais para o SNP do gene PRLR, na posi¢cao 39136666, foi realizada a partir da técnica
tetra-primers ARMS-PCR (Li et al., 2014), conforme descrito por Faza et al. (2021). Apds o
processamento, as bandas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida nativo
a 8% e visualizadas por coloracdo com nitrato de prata.

O sequenciamento de 15 amostras foi realizado pela técnica de Sanger usando os
primers outers, descritos por Faza et al. (2021) no equipamento SeqStudio usando as
recomendacgdes do kit Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems
USA). As sequéncias foram analisadas pelos programas DNA Baser Assembler versao
5.21.0 e Mega versao 11.0.13 (Tamura et al., 2021).

Resultados e discussao

Dos 71 animais genotipados pela técnica Tetra-primers ARMS-PCR, todos apresentaram
o gendtipo CC na posigao 39136666, ou seja, ndo possuem a mutagao que causa o fenétipo
slick hair, encontrada em outras racas taurinas no Brasil. Este resultado foi esperado,
uma vez que mutacdes neste local estdo ausentes na raga Holandesa pura, apesar de
estarem presentes em alguns poucos animais gerados por cruzamento absorvente com
a raga Senepol nos Estados Unidos (Dikmen et al., 2014). Em relagdo aos 15 animais
sequenciados, todos confirmaram o gendtipo CC na posi¢cdo 39136666, porém, numa
posicao de 36 pares upstream, na posicao 39136630, foi observado que 3 dos 15 animais
possuiam uma substituicdo de T para G em um dos alelos. Ou seja, 12 animais apresentaram
o genotipo TT e 3 animais apresentaram o gendétipo TG. A substituicdo analisada, gera uma
troca de aminoacidos na posigcao 485 da proteina, de uma cisteina para uma glicina. Essa
substituicdo ndo levou a um coédon de parada como as outras que causam slick hair e nao
estava relacionada ao tamanho do pelo do animal. A identificagdo desse novo SNP contribui
para uma compreensiao mais abrangente da variagdo genética na regidao e tem valor
significativo no avango do nosso conhecimento dos mecanismos genéticos subjacentes
implicados nessa caracteristica.

Conclusoes

OrebanhodaracaHolandesado IPA, embora apresente relatos de diferencas na pelagem,
termotolerancia e boa produtividade em clima tropical, ndo apresentou o alelo causador do
fenotipo slick hair descrito em outras racas taurinas brasileiras localmente adaptadas. A
unica mutacéao relatada, em heterozigose e em poucos animais, causava apenas uma troca
de aminoacidos no gene PRLR. Mais estudos s&o necessarios para identificar a causa deste
fendmeno. A identificagao de polimorfismos dentro de genes contribui para a descoberta de
novas variagdes proteicas e podem ser aplicadas em pesquisas futuras.
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