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Introducere

In ultimii ani interesul privind determinismul genetic al dezvoltirii si
functionarii glandei mamare la diverse specii de animale si la om, precum si
implicatiile unor polimorfisme genetice de la unii loci ce codifica hormoni,
factori de transcriptie sau enzime asupra lactatiei, a crescut foarte mult.

Lactogeneza poate fi impartita in doua faze:

» faza 1 - care incepe in ultima treime a gestatiei in care au loc procese de
diferentiere structurale si functionale ale epiteliului mamar secretor;

» faza 2 - care incepe imediat dupa nastere si implica finalizarea diferentierii
celulare si coincide cu sinteza si secretia laptelui in cantitati semnificative.
Aceste doua faze sunt esentiale avand ca efect final declansarea lactatiei
(Balteanu, 2010a).

Dezvoltarea unor noi tehnologii in domenii ca genomica, transcriptomica,
proteomica a dus la identificarea unor mecanisme genetice intime care
controleaza proliferarea celulelor epiteliale din glanda mamara si capacitatea lor
secretoare (Balteanu, 2010a). Intelegerea mai profunda a acestor mecanisme
genetice a capatat Tn ultima vreme o miza si mai mare deoarece ameliorarea
cantitatii si calitatii laptelui la speciile de ferma nu trebuie sa compromita
sanatatea, reproductia sau longevitatea animalului (Carsai si colab., 2010a).

Lactatia sub toate aspectele ei este un caracter controlat poligenic, ceea ce
inseamna cd 1n dezvoltarea si functionarea glandei mamare intervin o
multitudine de gene. Efectul multora dintre aceste gene luat singular este mic,
dar sutele de gene implicate in determinismul genetic al acestui caracter au un
efect final aditiv mare. Din multitudinea de gene implicate in determinismul
genetic al lactatiei doar o mica parte joaca un rol central, fiind esentiale pentru

buna dezvoltare si functionare a glandei mamare.
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Aceste gene cheie codifica:

» factori de transcriptie: factorul de crestere pituitar (P1T1), care activeaza
transcriptional genele ce codifica hormonii lactogeni;

» hormoni lactogeni: hormonul de crestere (GH) si prolactina (PRL), care
coordoneaza dezvoltarea si activitatea secretoare a glandei mamare;

» factori de crestere: factorul de crestere insulin-like 1 (IGF1), care
stimuleaza diviziunea si proliferarea epiteliului mamar secretor;

> receptori ai hormonilor: receptorul pentru prolactina (PRLR) si receptorul
pentru hormonul de crestere (GHR), care sunt proteine transmembranare
implicate captarea semnalelor hormonale;

» factori implicati in transducerea semnalelor hormonale si activarea
transcriptionala a unor gene: factorul 5 de transmitere a semnalului si activare
a transcriptiei (STAT5A), care este principalul mesager al semnalelor PRL si
GH la promotorii genelor ce codifica proteinele majore din lapte si la promotorii
altor gene implicate in sinteza componentilor laptelui;

» enzime cheie care sunt implicate in sinteza grasimilor din lapte: acilCoA
diacilglicerol  aciltransferaza 1 (DGAT1) sau a lactozei: [1,4
galactoziltransferaza (GALT) si alfa-lactoalbumina (LALBA), care formeaza
prin asociere enzima lactoz-sintetaza.

Mutatiile care au aparut in structura acestor gene de-a lungul timpului au
dus la aparitia mai multor alele la acesti loci (Balteanu, 2010a). Aceste variatii,
denumite generic polimorfisme alelice, sunt cauzate de restructurari ale genelor
(substitutia unor nucleotide, deletii, insertii etc), care pot avea ca efect:
modificarea nivelului de expresie al genei implicate, modificarea compozitiei in
aminoacizi a proteinei codificata de gena (cu repercursiuni asupra conformatiei
si activitatii ei biologice de hormon, receptor sau enzima) sau fara efect marcant
daca aceste mutatii sunt localizate in introni (Balteanu, 2010a), cu exceptia celor

localizate in situsurile de splicing (Balteanu si colab., 2013).
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Ca urmare o parte din mutatiile (variatii aleleice) aparute n structura
acestor gene raspunzatoare de dezvoltarea si functionarea glandei mamare, gene
care codifica hormoni, factori de crestere, factori de transcriptie sau enzime, pot
determina modificari in timpul oricarei faze a lactatiei si pot avea un efect
pozitiv sau negativ asupra dezvoltarii glandei mamare, capacitatii ei lactogene si
implicit asupra productiei cantitative si calitative de lapte (Balteanu, 2010a).

O serie de studii realizate pe diverse rase de taurine au fost focalizate pe
evaluarea efectului individual al polimorfismului catorva din acesti loci asupra
cantitatii si calitatii laptelui. Rezultatele au fost de multe ori contradictorii lucru
influentat in principal de luarea Tn considerare in majoritatea studiilor de
asociere a numai uneia sau doua dintre aceste gene pe aceeasi populatie.

Cercetarile realizate in cadrul proiectului RU/ISI 113/2010-2013 cu titlul
,,De la rustic la ameliorat: Studiul polimorfismelor unor gene cheie implicate
in dezvoltarea §i capacitatea lactogend a glandei mamare la taurine si
caprine’’, au avut scop decelarea mai precisa a substratului genetic care sta la
baza variatiilor privind gradul de dezvoltare al glandei mamare si a capacitatii ei
lactogene la taurine, variatii care apar frecvent intre rase diferite, dar si in cadrul
aceleasi rase. Spre deosebire de alte studii realizate pe diverse rase de taurine
din lume, care au vizat studierea polimorfismului uneia sau doua gene din cele
mentionate pe aceeasi populatie si pe indivizi relativi omogeni in ceea ce
priveste acest caracter, in cadrul proiectului am studiat polimorfismul combinat
a celor 10 gene cheie pe aceeasi indivizi din doua rase diferite.

Pentru realizarea studiului au fost alese doua rase de taurine aflate la
extreme Tn privinta gradului de dezvoltare al glandei mamare si al productiei
cantitative si calitative de lapte. Tn acest scop au fost organizate trei loturi

experimentale:
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» Lotul 1 BNR-M compus din indivizi din rasa de taurine Baltata cu Negru
Romaneasca (Holstein Frizd) cu o glanda mamara bine dezvoltata si cu
productie foarte mare de lapte de peste 10.0001/lactatie;

» Lotul 2 BNR-S compus din indivizi din rasa de taurine Baltatd cu Negru
Romaneascd (Holstein Friza) cu o glandda mamara mai slab dezvoltata si cu
productie mai mica de lapte de sub 6000l/lactatie;

» Lotul 1 SS compus din indivizi din rasa de taurine Sura de Stepa, varietatea
Moldoveneasca, rasa ancestrala cu 0 glanda mamara foarte slab dezvoltata si cu
productie foarte mica de lapte de 1000-1500/lactatie.

Prin acest studiu am vizat evidentierea variabilitatii genetice la cei 10 loci in
cadrul aceleasi rase prin luarea in studiu a doua loturi de indivizi din rasa Baltata
cu Negru Romaneasca care au prezentat diferente fenotipice marcante pentru
cele doua caractere (loturile BNR-M si BNR-S), dar si a variabilitatii genetice
dintre rase prin luarea in studiu ca rasa ancestrala model a unor indivizi din rasa
Sura de Stepa, varietatea Moldoveneasca (lotul SS).

Alegerea celor 10 gene pentru a fi investigate Tn studiul nostru a avut ca
motivatie fapul ca ele reprezinta actorii cei mai importanti care controleaza
lactatia sub toate aspectele ei si anume: cresterea si diferentierea structurala si
functionalda a epiteliului mamar secretor, declansarea lactatiei si sinteza
componentilor laptelui, mentinerea secretiei lactate si apoi intrarea in repaus a
glandei mamare.

Polimorfismele genetice din structura acestor 10 gene cheie evidentiate in
urma studiului realizat si combinatiile alelice diferite observate la indivizii din
cadrul aceluiasi lot, dar mai ales intre loturi, ar putea explica variabilitea
constatatd la cele doud rase de taurine studiate in ceea ce priveste gradul de
dezvoltare al glandei mamare si capacitatea ei lactogena, ceea ce are implicatii

directe asupra productiei cantitative si calitative de lapte.
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Informatiile genetice obtinute in cadrul studiului si metodologia de lucru
aplicata vor oferi posibilitatea unei estimari mai precoce a valorii de ameliorare
a reproducatorilor Tnainte ca acest caracter sa se exprime fenotipic si va duce cu
siguranta la accelerarea castigului genetic daca selectia pentru acesti markeri va

fi implementata in schemele clasice de ameliorare.

Aknowledgments: Cercetarile sintetizate in aceasta carte s-au desfasurat n
cadrul Laboratorului Zonal de Genotipizare a Animalelor, Institutul pentru
Stiintele Vietii din cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara Cluj-Napoca. Aceste cercetari au fost realizate Tn cadrul proiectului
RU/ISI 113/2010-2013 cu titlul ,,De la rustic la ameliorat: Studiul
polimorfismelor unor gene cheie implicate in dezvoltarea si capacitatea
lactogend a glandei mamare la taurine si caprine’” si au fost finantate de catre
Unitatea Executiva pentru Finantarea Invatimantului Superior si a Cercetarii

(UEFISCDI) Romania in cadrul proiectelor de tip Resurse Umane.
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CAPITOLUL 1

Substratul genetic al dezvoltarii si functionarii glandei mamare la taurine

1.1. Gene cheie implicate in dezvoltarea, functionarea si capacitatea

lactogeni a glandei mamare

Factorul de crestere pituitar (PIT1 sau POULlFl) este o proteina
alcatuita din 291 aminoacizi cu o greutate moleculara de 34 kDa; gena care 1l
codifica este localizata la taurine pe cromozomii din perechea 1 (Moody si
colab., 1995; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

PIT1 este un factor de transcriptie sintetizat in hipotalamus, fiind esential
pentru dezvoltarea glandei hipofize si expresia genelor care codifica hormonii
produsi Tn hipofiza anterioara la mamifere, printre care prolactina si hormonul
de crestere (Bona si colab., 2004). PIT1 este implicat si in reglarea expresiei
genei ce codifica subunitatea beta a hormonului eliberator de tirotropina (TSH),
un hormon esential pentru activitatea glandei tiroide. Mutatiile in structura genei
PIT1 se manifesta prin deficiente ale sintezei hormonului de crestere, prolactinei
si hormonului eliberator de tirotropina (Radovick si colab., 1992), de aceea este
considerat la ora actuala un marker genetic extrem de valoros in ameliorarea
productiilor animalelor (Renaville si colab., 1997).

Hormonul de crestere sau somatotrop (GH sau STH) este un hormon
proteic alcatuit din 191 aminoacizi cu o greutate moleculara de 22,1 kDa; gena
care 1l codifica este localizatd la taurine pe cromozomii din perechea 19
(Hediger si colab., 1990; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

GH este sintetizat, stocat si secretat de catre celulele somatotrope din lobul
anterior al glandei hipofize sub controlul PIT1 (Bona si colab., 2004) si face
parte dintr-o familie multipla de gene, alaturi de prolactina si hormonii lactogeni

placentari. GH stimuleaza cresterea si diviziunea celulelor, fiind un reglator
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major al metabolismului. Tn glanda mamara hormonul de crestere stimuleazi
indirect proliferarea celulelor epiteliale secretoare prin activarea expresionala a
genei ce codifica factorul de crestere epitelial insulin-like 1 (IGF1).

Administrarea de GH la taurine determina imediat o crestere semnificativa a
cantitatii circulante din sange de IGF1, corelata cu o proliferare masiva a
celulelor epiteliale mamare secretoare la vacile aflate in lactatie si implicit
cresterea cantitatii laptelui cu 10-15% (Zhou si colab., 2008). GH are si un efect
stimulativ direct asupra sintezei componentilor laptelui prin activarea si
stimularea activitatii genelor care codifica proteinele majore din lapte, ceea ce
explica metinerea constanta a calitatii laptelui Tn urma tratamentelor cu acest
hormon. Stimularea expresiei genei LALBA, componenta cheie a enzimei
lactoz-sintetaza, stimuleaza sinteza de lactoza care este corelata cu o crestere a
cantitatii de lapte (Yang si colab., 2005; Zhou si colab., 2008).

Factorul de crestere insulin-like 1 (IGF1) este un hormon proteic alcatuit
din 70 de aminoacizi cu o greutate moleculara de 7,5 kDa, fiind asemanator cu
insulina; gena care 1l codificd este localizata la taurine pe cromozomii din
perechea 5 (Bishop si colab., 1991; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

IGF1 este produs in principal in ficat prin actiunea directa a GH, fiind
mediatorul primar al efectelor acestui hormon in tesuturi (Plath-Gabler si colab.,
2001). IGF1 este unul dintre cei mai potenti activatori ai stimularii cresterii si
proliferarii celulare si un inhibitor potent al apoptozei (moartea celulard). Este
produs pe toata perioada vietii nivelul lui atingdnd cote maxime in perioada
pubertatii. Efecte lui de stimulare a diviziunii si diferentierii celulare se
repercuteaza asupra fiecarei celule din corp. IGF1 este produs local si in glanda
mamara (prin actiunea directa a hormonului de crestere), unde stimuleaza
impreuna cu hormonii estrogeni dezvoltarea canalelor galactofore si cresterea
epiteliului mamar prin stimularea diviziunilor celulare si inhibarea apoptozei
(Plath-Gabler si colab., 2001).

11
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Prolactina (PRL), cunoscuta si sub denumirea de hormonul luteotrop sau
lactotrop (LTH), este un hormon proteic alcatuit din 199 aminoacizi cu o
greutate moleculara de 24kDa; gena care 1l codifica este localizata la taurine pe
cromozomii din perechea 23 (Hallerman si colab., 1988; Barendse si colab.,
1997; http://www.ncbi.nlm.nih. gov/genbank/).

PRL este sintetizata si secretatd de catre celulele lactotrope din lobul
anterior hipofizar, dar este produsa in cantitati mici si in alte tesuturi incluzand
glanda mamara (Le Provost si colab., 1994). Impreuni cu GH, PRL stimuleaza
cresterea si dezvoltarea tesutului mamar, declansarea si mentinerea lactatiei si
sinteza componentilor laptelui prin reglarea expresiei genelor care codifica cele
6 proteine majore din lapte si a unor gene implicate in sinteza lactozei si a
grasimilor. Cresterea concentratiei serice de PRL circulanta in timpul sarcinii
duce la cresterea si diferentierea tesutului lactogen din glanda mamara, care este
corelata dupa nastere cu o crestere a productiei de lapte. Activarea genei care
codifica PRL se face sub influenta factorului de transcriptie PIT1, care se leaga
de promotorul genei si favorizeaza astfel expresia ei in glanda hipofiza.

Receptorul pentru prolactina (PRLR) si receptorul pentru hormonul
de crestere (GHR) sunt proteine transmembranare cu rol esential in preluarea si
transmiterea mai departe a semnalelor prolactinei, respectiv ale hormonului de
crestere, la factorii de transcriptie citoplasmatici din familia STAT5. Genele
care codifica cei doi receptori sunt localizate la taurine pe cromozomii din
perechea 20 una in vecinatatea celeilalte (Georges si colab., 1995; Arranz si
colab., 1998; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Aceste douda gene se exprima specific in toate tesuturile tinta unde
actioneaza cei doi hormoni, cu precadere in glanda mamara in cazul receptorului
pentru prolactina, respectiv in ficat si in glanda mamara in cazul receptorului
pentru hormonul de crestere. Ambii receptori prezinta trei domenii: extracelular

(prin care se cupleaza de hormonii ai caror efect il mediaza), transmembranar si

12
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intracelular (prin care interactioneaza cu factorul STAT5A). Legarea prolactinei
si @ hormonului de crestere de receptorii lor specifici cauzeaza homodimerizarea
lor, ceea ce determina activarea prin fosforilare a factorului STAT5A care are
localizare intracelulara (Herrington si colab., 2001).

Factorul 5 de transmitere a semnalului si activare a transcriptiei
(STATDS) este o proteina intracelulara identificata prima data in glanda mamara
n lactatie, ulterior fiind identificat si in alte tesuturi. Au fost identificate doua
forme proteice ale acestui factor denumite STAT5A si STAT5B, care prezinta 0
omologie de 93% in ceea ce priveste secventa aminoacizilor. Ei sunt codificati
de doua gene extrem de similare ca structura (Darnell si colab., 1997) si aflate
una in vecinatatea celeilalte pe cromozomii din perechea 19 de la taurine
(Seyfert si colab., 2000; Moleenar si colab., 2000; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/). Gena care codifica factorul STAT5A se exprima in toate stadiile
dezvoltarii glandei mamare si prezinta putine modificari ale profilului sau de
expresie n aceste stadii.

In celula epiteliala a glandei mamare factorul STATSA are un rol dublu. El
are rol de mediator intracelular esential al transmiterii semnalelor prolactinei in
nucleul celulei, unde prin legarea de regiuni specifice din promotorii genelor
care codifica proteinele majore din lapte determina activarea lor transcriptionala
(Wakao si colab., 1994). De asemenea este mediatorul principal al actiunii
hormonului de crestere asupra unor gene tinta (Argetsinger si colab., 1996). El
mediaza sub influenta hormonald si activarea transciptionala a unor gene
implicate in sinteza grasimilor, lactozei si altor componenti ai laptelui.

AcilCoA diacilglicerol aciltransferaza 1 (DGAT1) este o proteina cu rol
enzimatic alcatuita dintr-un lant polipeptidic de 425 de aminoacizi, cu o greutate
moleculara de 47 kDa; gena care 0 codificd este localizata la taurine pe
cromozomii din perechea 14 (Coppieters si colab., 1998; Riquet si colab., 1999;

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ genbank/).
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In lapte grasimile sunt prezente sub forma unor globule mici sferice sau
eliptice alcatuite din trigliceride, care reprezinta 98-99% din totalul grasimilor.
Sinteza lor in glanda mamara in lactatie este catalizatd de catre enzima cheie
DGATL1 (Winter si colab., 2002). Acest proces metabolic esential are loc in
reticolul endoplasmatic neted unde aceasta enzima foloseste ca substrat pentru
sinteza lor diacilglicerolul si acetil coenzima A. DGAT1 este principala enzima
implicata si in sinteza trigliceridelor din adipocite (Kuhn si colab., 2004).

Alfa-lactoalbumina (LALBA) este o proteina majora din lactoserm si
reprezinta aproximativ 5% din totalul proteinelor din lapte (Balteanu, 2010a).
Este alcatuita din 123 de aminoacizi cu o greutate moleculard de 14,175 kDa si
prezinta un grad mare de omologie cu lizozimul; gena care o codifica este
localizata la taurine pe cromozomii din perechea 5 (Soulier si colab., 1989;
Vilotte si colab., 1987; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) si este activa
doar in celulele epiteliale mamare secretoare.

LALBA este si un constituent de baza al enzimei lactoz-sintetaza. Odata
sintetizatd proteina trece prin membrana aparatului Golgi interactioneaza cu
31,4 galactoziltransferaza si formeaza enzima lactoz-sintetaza (Shaper si colab.,
1998).

1,4 Galactoziltransferaza (GALT) este o glicoproteina care prezinta la
rumegatoare doua izoforme care rezultd prin procesarea diferentiata a ARN-ului
mesager (Russo si colab., 1990). Forma lunga este alcatuita din 402 aminoacizi
iar forma scurtd este alcatuita din 389 aminoacizi, ambele forme avand un
domeniu catalitic terminal identic. Gena care 0 codifica este localizata la taurine
pe cromozomii din perechea 8 (http://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/).

Enzima este intalnitd in toate tesuturile si este localizata in celula doar pe
suprafata internd a membranei aparatului Golgi. Tn absenta LALBA (o proteina

din lapte sintetizata doar n glanda mamara in lactatie) enzima GALT participa
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in celule la sinteza glicoproteinelor prin adaugarea galactozei la complexul
oligozaharidic al proteinelor glicozilate.

In celulele epiteliale secretoare ale glandei mamare in lactatie GALT
interactioneaza cu LALBA si formeazd enzima lactoz-sintetazd, o enzima
complexa in care GALT este partea ei catalitica iar LALBA nu are actiune
catalitica. Aceasta asociere determina modificarea specificitatii de substrat a
GALT, ea fiind subunitatea activa a enzimei lactoz-sintetaza responsabild de
sinteza lactozei in glanda mamara. Reactia are loc prin transferul unei molecule
de galactoza la glucoza libera in urma careia rezulta lactoza (Shaper si colab.,
1998; Ramakrishnan si colab., 2002).

1.2. Activarea expresiei genelor in glanda mamari sub influenta

hormonilor lactogeni si sinteza componentilor laptelui

Mecanismele prin care unii factori proteici (factori hipotalamici eliberatori
de hormoni, hormoni, receptori, factori de transcriptie, enzime) concura la
inducerea diferentierii celulelor epiteliale mamare, declansarii activitatii lor
secretoare si a activitatii expresionale a genelor responsabile direct sau indirect
de sinteza componentilor laptelui sunt cunoscute dar nu in detaliu (Carsai si
colab., 2010b).

Sistemul endocrin, in principal prin glanda hipofiza, joaca un rol central in
toate aspectele care implica dezvoltarea glandei mamare, lactatia si mentinerea
ei si apoi intrarea in repaus mamar (Balteanu, 2010a). Activitatea secretoare a
glandei hipofize este supracoordonatd de catre creier prin intermediul unor
factori de transcriptie si eliberare a hormonilor hipofizari. Unul dintre acestia
este PIT1, un factor proteic cheie sintetizat in nucleii hipotalamici si care
determina Tn adenohipofiza activarea expresionald a genelor care codifica GH si

PRL, hormoni esentiali pentru dezvoltarea tesutului mamar (mamogeneza),
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declansarea lactatiei si sinteza laptelui (lactogeneza), mentinerea secretiei lactate
(galactopoieza) si intrarea Tn repaus a glandei mamare (Carsai si colab., 2010b).

Eliberati in sédnge acesti doi hormoni lactogeni actioneaza in mod direct
asupra activitatii secretoare a glandei mamare prin legare de receptorii lor
proteici specifici din membrana celulelor epiteliale mamare secretoare tinta:
receptorul pentru prolactina (PRLR) si receptorul pentru hormonul de crestere
(GHR). Tn cazul GH, acesta actioneazi asupra glandei mamare si printr-un
mecanism indirect prin stimularea in ficat a sintezei factorului proteic de
crestere IGF1, care are efect proliferativ asupra epiteliului mamar secretor
(Carsai si colab., 2010b).

Aceasta legare a celor doi hormoni de receptorii lor specifici determina
dimerizarea receptorilor, ceea ce induce activarea prin fosforilare a factorului
STATSA care este atasat de domeniul intracelular al acestor doi receptori. Prin
activare acesta ajunge n nucleu unde se leaga de regiuni specifice din
promotorii mai multor gene, printre care si genele care codifica proteinele
majore din lapte, determinand activarea lor transcriptionala si sinteza proteinelor
specifice din lapte.

Tn lapte intalnim sase tipuri de proteine majore care sunt codificate de sase
gene nealele ce se exprima specific n celulele epiteliale secretoare ale glandei
mamare in lactatie (Balteanu, 2010a; Balteanu si colab., 2010b). O parte din ele
formeaza cazeina totala constituitd din: alfa S1-cazeini, beta-cazeini, alfa S2-
cazeina si K-cazeina. Din totalul proteinelor din lapte fractiunea cazeinica
reprezintda 80% la vaca, 85% la bivolita, 82% la oaie si 77% la capra. De
proportia fractiunii cazeinice din lapte depind proprietatile sale de prelucrare,
cantitatea si calitatea branzei obtinute, textura si gustul diferitelor sortimente de
branzeturi si produse lactate (Balteanu, 2010a; Balteanu si colab., 2010b).

Proteinele din zer sunt reprezentate de beta-lactoglobulina si alfa-lactoalbumina
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si reprezintd 20% la vaca, 15% la bivolita, 18% la oaie si 23% la capra
(Balteanu, 2010a).

GH si PRL influenteaza si sinteza grasimilor din glanda mamara prin
reglarea expresiei genei care codifica enzima DGAT1, enzima cheie implicata in
sinteza trigliceridelor din lapte.

Productia cantitativa de lapte este influentata major de GH care actioneaza
asupra glandei mamare prin stimularea in ficat a sintezei de IGF1. Eliberat n
séange IGF1 determind in glanda mamara proliferarea tesutului epitelial mamar
secretor. Un alt mecanism prin care este influentata productia cantitativa de
lapte este sinteza de lactoza. Cantitatea de lactoza sintetizata este direct corelata
cu activitatea enzimei lactoz-sintetaza. Lactoza este principalul carbohidrat din
laptele tuturor mamiferelor si este un dizaharid compus din galactoza si glucoza
legate covalent prin legaturi R1,4 glicozidice (Shaper si colab., 1998;
Ramakrishnan si colab., 2002). Reactia de sinteza a lactozei, catalizata de
lactoz-sintetaza, are loc in apartul Golgi fiind ireversibila. Lactoza odata
sintetizata nu poate difuza prin membrana veziculelor secretoare Golgi care se
formeaza si de aceea apa este absorbita si retinuta in interiorul lor pentru a
echilibra presiunea osmotica (Stinnakre si colab., 1994). Cu cat cantitatea de
lactoza sintetizata este mai mare cu atat apa absorbitd din citoplasma in
veziculele secretoare este mai mare, ceea ce are ca efect cresterea cantitatii de

lapte (Carsai si colab., 2010a).
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1.3. Polimorfisme identificate in structura acestor gene si asocierea lor

Ccu cantitatea si calitatea laptelui la taurine

Polimorfismele (mutatiile) din structura acestor gene cheie pot avea efect
pozitiv sau negativ asupra dezvoltarii glandei mamare, capacitatii ei lactogene si
implicit asupra productiei cantitative si calitative de lapte. Efectele unor
polimorfisme identificate la o parte din acesti loci asupra cantitatii si calitatii
laptelui au fost evaluate Tn mai multe studii realizate pe diverse rase de taurine.

La locusul genei PIT1 au fost identificate mai multe polimorfisme, dintre
care un polimorfism de interes de tip A/G a fost identificat in exonul 6
(Woollard si colab., 1994). Studii realizate la rasa Holstein au evidentiat ca alela
A, caracterizata prin absenta situsului pentru enzima Hinfl, este asociata cu
cresterea cantitatii de lapte si proteina dar si cu un procent mai mic de grasime
(Renaville si colab., 1997; Zwierzchowski si colab., 2002; Mattos si colab.,
2004). Din contra in alte studii nu s-au stabilit asocieri intre genotipurile de la
acest locus si productia de lapte (Dybus si colab., 2004; Zakizadeh si colab.,
2007). Oshima si colab. (2003) au studiat efectul cumulat a doi markeri (PIT1 si
alfa S1-cazeina) asupra productiei de lapte pe o populatie de Holstein American.
Genotipurile AA de la locusul PIT1 si BC de la locusul alfa S1-cazeinei au avut
influente semnificative pozitive asupra cantitatii si calitatii laptelui. Huang si
colab. (2008) au identificat la rasa Holstein American un polimorfism de tip
C577A in exonul 3, care determina substitutia in proteina a prolinei din pozitia
76 cu o histidina. Aceasta noua alela a fost asociata cu 0 crestere semnificativa a
cantitatii de lapte la rasa Holstein.

La locusul genei PRL au fost identificate cateva polimorfisme, dintre care
0 substitutie de tip A/G din exonul 4 duce la aparitia unui situs de restrictie
pentru enzima Rsal (Lewin si colab., 1992; Mitra si colab., 1995). Dybus si

colab. (2005) au studiat la rasa Friza Poloneza asocierile dintre acest
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polimorfism si productia de lapte, genotipul AA fiind asociat cu un procent mai
mare de proteina. Brym si colab. (2005a) au studiat asocierile dintre un
polimorfism de tip A8398G din exonului 4 si productia de lapte la rasele
Holstein Polonez si Jersey. Genotipul AG a fost asociat cu o cantitate mai mare
de lapte in timp ce genotipul GG a fost asociat cu un procent mai mare de
proteina in lapte. Miceikiene si colab. (2006) au studiat polimorfismul genei
prolactinei la patru rase de taurine din Lituania. Genotipul AA a fost asociat cu
un procent mai mare de grasime in lapte in comparatie cu genotipurile AB si
BB. Ghasemi si colab. (2009) au studiat acelasi polimorfism de tip Rsal din
exonul 4 la rasa Montbeliard, genotipul AA fiind asociat cu o cantitate mai mare
de lapte. Cu toate acestea rezultatele obtinute n alte studii au fost contradictorii
(Chung si colab., 1996; Chrenek si colab., 1999; Dybus, 2002).

La locusul genei GH au fost identificate cateva polimorfisme intronice
asociate semnificativ cu productia de lapte (Hoj si colab., 1993). Tn exonul 5 a
fost identificat un polimorfism de tip G/C localizat in situsul de restrictie al
enzimei Alul si care determina substitutia unei leucine (L) cu o valina (V) in
pozitia 127 a proteinei mature (Lucy si colab., 1991; Lucy si colab., 1993;
Zhang si colab., 1993). Dybus (2002) a studiat la rasa Friza Poloneza asocierile
dintre acest polimorfism din exonul 5 si productia de lapte. Genotipul LL a fost
asociat cu o cantitate mai mare de grasime si proteina. Yardibi si colab. (2009)
au studiat acelasi polimorfism la rasele de taurine South Anatolian si East
Anatolian Red. La ambele rase genotipul LL a fost asociat cu o cantitate mai
mare de lapte si procent mai mare de grasime in comparatie cu celelalte doua
genotipuri. Din contra in alte studii genotipul VV a fost asociat cu o cantitate
mai mare de lapte si o compozitie mai buna (Sabour si colab., 1997;
Zwierzchowski si colab., 2002)

La locusul genei IGF1, Siadkowska si colab. (2006) au studiat la rasa

Holstein Polonez asocierile dintre un polimorfism de tip C472T localizat in
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regiunea 5’netradusa a genei si productia de lapte. Genotipul CT a fost asociat
semnificativ cu o cantitate si un procent mai mare de grasime si proteina in lapte
in comparatie cu genotipul CC. Mehmannavaz si colab. (2010) au studiat efectul
aceluiasi polimorfism la rasa Holstein Iranian. Si in acest studiu genotipul CT a
fost asociat cu o cantitate mai mare de lapte si grasime in comparatie cu celelalte
genotipuri.

La locusul genei PRLR, Brym si colab. (2005b) au studiat la rasele
Holstein Polonez si Jersey asocierile dintre un polimorfism de tip A205C din
intronului 9 si productia de lapte. Genotipul CC a fost asociat cu o cantitate mai
mare de lapte si un procent mai mare de proteina in comparatie cu genotipurile
AA si AC. Viitala si colab. (2006) au studiat un polimorfism care determina
substitutia unei serine (S) cu o asparagina (N) in pozitia 18 a receptorului pentru
prolactina la rasa Finnish Ayrshire, acest polimorfism fiind asociat cu o cantitate
mai mare de grasime si proteina in lapte.

La locusul genei GHR existenta unor polimorfisme cu efect marcant
asupra productiei de lapte a fost sugerata in diverse studii (Georges si colab.,
1995; Arranz si colab., 1998). Tn mod particular un polimorfism de tip T/A din
exonul 8, care are ca rezultat substitutia unei fenilalanine (Phe) cu o tirozina
(Tyr) in pozitia 279 a proteinei mature, a fost asociat semnificativ cu acest
caracter. La rasele Holstein Friza si Jersey acest polimorfism a fost asociat
semnificativ cu un procent mai mare de proteind si grasime si intr-o mai mica
masura cu o cantitate mai mare de lapte (Blott si colab., 2003). Viitala si colab.
(2006), respectiv Sun si colab. (2009), au studiat acest polimorfism la rasele
Finnish Ayrshire, respectiv Holstein din China. La rasa Finnish Ayrshire
prezenta Tyr (alela A) a fost asociata cu un procent mai mare de proteina si
grasime (Viitala si colab., 2006), iar la Holstein cu un procent mai mare de

proteina (Sun si colab., 2009).
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La locusul genei STATS5A, Brym si colab. (2004) au studiat la rasa Jersey
un polimorfism de tip G9501A din intronul 9. Genotipul GG a fost asociat cu 0
cantitate mai mare de lapte si un procent mai mare de grasime, in timp ce
genotipurile AA si AG au fost asociate cu un procent mai mare de proteina.
Flisikowski si colab. (2004) au studiat la rasa Friza Poloneza un polimorfism de
tip T12743C din exonului 16. Genotipul TC a fost asociat cu o cantitate mai
mare de lapte si un procent mai mare de substanta uscata, proteina si lactoza in
lapte Tn comparatie cu genotipul TT. Sadeghi si colab. (2008) au studiat acelasi
polimorfism la rasa Holstein Italian, genotipul CT fiind asociat cu o cantitate
mai mare de proteina in lapte. Selvaggi si colab. (2009) au studiat la rasa Bruna
Italiana un polimorfism tip C6853T din exonului 7, genotipul CC fiind asociat
cu o cantitate mai mare de lapte si un procent mai mare de proteind in
comparatie cu genotipurile CT si TT.

La locusul genei DGAT1 a fost identificat un polimorfism de tip AA/GC
in exonul 8 care are ca efect substitutia unei lizine (K) cu o alanind (A) n
proteina matura (Winter si colab., 2002; Kuhn si colab., 2003). Efectul acestui
polimorfism asupra productiei de lapte a fost studiat pe populatii de taurine din
Noua Zeelenda (Spelman si colab., 2002), Israel (Weler si colab., 2003), Olanda
(Grisard si colab., 2002; Grisard si colab., 2004), Germania (Sanders si colab.,
2006), Polonia (Pareek si colab., 2005) si Franta (Gautier si colab., 2007;
Né&slund si colab., 2008). S-a constatat cd efectele acestei substitutii de
aminoacizi constau n cresterea cantitatii si a procentului de grasime din lapte. Tn
urma unui studiu de expresie a fost evidentiat fapul ca varianta care contine
lizind are o activitate enzimaticd mai mare decat cea care contine alanina

(Grisard si colab., 2004).
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CAPITOLUL 2
Metodologia de lucru folosita pentru evidentierea polimorfismelor
genetice ale celor 10 gene cheie implicate dezvoltarea si capacitatea
lactogeni a glandei mamare la indivizi din rasele Baltata cu Negru

Romaineasca (Holstein Frizi) si Sura de Stepa, varietatea Moldoveneasca

2.1. Identificarea fermelor de taurine si nominalizarea indivizilor pentru

studiu din rasele de taurine Baltati cu Negru Roméneasca si Sura de Stepa

In vederea alegerii indivizilor pentru studiu din rasele Baltata cu Negru
Romaneasca (Holstein Friza) si Sura de Stepa, varietatea Moldoveneascd, au
fost realizate deplasari in mai multe ferme de taurine. Tn cadrul acestor vizite au
fost consultate fisele de urmarire ale taurinelor in care sunt inregistrate lactatiile
fiecarui individ.

Un prim criteriu de nominalizare a indivizilor de interes pentru studiu din
cele doud rase de taurine a fost productia cantitativa si calitativa de lapte. Al
doilea criteriu a fost gradul de dezvoltare al glandei mamare care ne-a furnizat
informatii fenotipice valoroase despre capacitatea lactogena a acesteia, indicand
diferente de natura genetica intre indivizii cu productie mare si mica de lapte,
aspecte investigate in cadrul proiectului.

Prin aplicarea acestor doua criterii au fost nominalizati pentru studiul de

secventiere a celor 10 gene un numar de 24 indivizi din ferme din judetele Cluj,
Alba si lasi. Acestia au fost organizati in trei loturi experimentale si anume:
» doua loturi de indivizi din rasa Baltata cu Negru Roméaneasca (Figura 1),
unul alcatuit din 8 indivizi cu o glanda mamara bine dezvoltata si cu o productie
foarte mare de lapte de peste 10000l/lactatie (lotul BNR-M), iar celdlalt alcatuit
din 8 indivizii cu o glanda mamara mai slab dezvoltata si cu o productie mai
mica de lapte de sub 60001/lactatie (lotul BNR-S).
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1) Lotul BNR-M

Fig. 1. Exemplare de taurine luate in studiu din rasa Baltata cu Negru Roméaneasca care
se diferentiaza in ceea ce priveste productia de lapte, gradul de dezvoltare al glandei
mamare si capacitatea ei lactogena
» un lot de alcatuit din 8 indivizi din rasa Sura de Stepa, varietatea
Moldoveneasci (lotul SS), 4 din nucleul de la SCDCB Dancu, Judetul lasi si 4
din nucleul de la USAMV Cluj-Napoca, Judetul Cluj. Indivizii din aceasta rasa
ancestrala se caracterizeaza printr-o glandda mamara foarte slab dezvoltata si o
productie foarte mica de lapte de 1000-1500V/lactatie (Figura 2).

3) Lotul SS

Fig. 2. Exemplare de taurine luate Tn studiu din rasa Sura de Stepa, varietatea

Moldoveneasca la care evidentiaza o dezvoltare slaba a glandei mamare indicand o

capacitate lactogena scazuta
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Pentru studiul de genotipizare au fost nominalizati suplimentar un numar de
156 indivizi din cele trei categorii, cate 52 pe fiecare lot (BNR-M, BNR-S,
respectiv SS).

2.2. Amplificarea regiunilor codificatoare din structura genelor care
codifica PIT1, GH si PRL la indivizi din rasele Baltat:i cu Negru

Romaneasca si Sura de Stepa

1. Recoltarea probelor de sange si extractia ADN

Recoltarea probelor de sange (2 ml/individ) pentru extractia ADN-ului a
fost realizata de la cei 24 de indivizi nominalizati: 16 din rasa Baltata cu Negru
Romaneasca (8 cu productiec mare de lapte si 8 cu productie mai mica de lapte)
si 8 din rasa Sura de Stepa, rasa primitiva cu productie mica de lapte. Probele au
fost recoltate steril din vena jugulara sau caudala in vacutainere cu anticoagulant
Ks-EDTA si apoi au fost stocate la 4'C. Recoltarea a fost realizata de catre un

medic veterinar (Figura 3).
AR . o0 P

Fig. 3. Recoltarea probelor de sénge de la taurinele luate Tn studiu din rasele Baltata cu

Negru Roméneasca, respectiv Sura de Stepa

Extractia ADN din leucocitele sangelui integral a fost realizata folosind un
protocol descris anterior (Balteanu si colab., 2013), cu mici modificari. Pentru
aceasta 100 ul de sange integral din fiecare proba au fost transferati in cate un
tub Eppendorf de 1,5 ml steril. Peste fiecare proba au fost adaugati 600 pl
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de solutie PBS sterila (0,5 M; pH=7,4), iar dupa o vortexare scurta tuburile au
fost centrifugate la 14.000 g timp de 20 de secunde. Supernatantul fost inlaturat
de fiecare data si spalarea a fost repetata de doua ori. Dupa spalarea finala si
inlaturarea supernatantului pelletul continand elemente figurate albe a fost supus
unei lize alcaline prin adaugarea a 50 ul de solutie de NaOH 200 mM. Dupa o
centrifugare scurtd tuburile au fost incubate 15 minute la 95°C pe un
termomixer.

Neutralizarea probelor a fost realizata prin adaugarea unei proportii de egale
(50 pl) de solutie de neutralizare continand 200 mM HCI + 100 mM Tris HCI
(pH=8,5). Dupa o centrifugare si o vortexare scurtd cantitatea, puritatea si
concentratia. de ADN din probe a fost cuantificata cu ajutorul
spectrofotometrului  Nanodrop ND 1000 (NanoDrop Technologies, Inc.,
Wilmington, DE, USA), iar integritatea prin migrare in gel de agaroza. Probele
au fost diluate pana la o concentratie finala de 150 ng/ul si apoi au fost stocate la

4°C n vederea analizei genetice a locilor de interes.

2. Designul perechilor de primeri necesari si amplificarea exonilor din
genele PIT1, GH si PRL de la cele doua rase de taurine

Designul perechilor de primeri necesari amplificarii regiunilor exonice
codificatoare ale genelor PIT1, GH si PRL a fost realizat folosind secventele de
referinta disponibile in GenBank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/genbank/).

Primerii au fost proiectati din regiunile intronice flancatoare ale exonilor,
folosind programul de design de primeri Primer 3 (http:/frodo.wi.mit. edu/
primer3/). Tn designul si alegerea perechilor de primeri necesari amplificarii
regiunilor codificatoare din genele de interes s-au avut in vederea urmatoarele

aspecte si anume:
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» sa flancheze regiunile exonice de interes in asa fel incat intreaga regiune
codificatoare a genelor studiate sa poate fi analizata si posibilele polimorfisme
sa poata fi identificate;

> temperatura lor de aliniere sa fie cat mai aproape de 60°C;

» continutul Tn guanina si citozina sa fie de minim 40%;

> evitarea obtinerii de produsi nespecifici, dimeri sau harpine.

In urma compararii secventelor regiunilor de interes din cele trei gene au
fost alesi pentru amplificarea si secventierea regiunilor codificatoare (exonilor)
ale acestor gene mai multe seturi de primeri dupa cum urmeaza: 6 seturi pentru
gena PIT1, 3 seturi pentru gena GH si 5 seturi pentru gena PRL. Marimea
produsilor de amplificare a fost estimata intre 400 si 1100 perechi de baze (pb)
n functie de regiunea amplificata.

Amplificarca a fost realizata folosind Kitul 2X Tissue Green Master
(Fermentas, Vilnius, Lituania), 100 ng de ADN genomic extras de la indivizii
din cele doua rase de taurine luate in studiu, 10 picomoli din fiecare primer
(forward, respectiv revers) si urmatoarele conditii de amplificare: 1 ciclu la
94°C/3 minute, urmat de 35 de cicluri la 94°C/30 de secunde, 58°C-60°C /30 de
secunde, 72°C/0,5-1 minut (in functic de marimea estimatd a produsilor de
amplificare) si un ciclu de extensie finala la 72°C/3 minute.

Produsii de amplificare au fost analizati prin migrare in gel de agaroza de
concentratie 2%, continand 1X SybrSafe (Invitrogen, Eugene, OR, USA).
Electroforeza a fost realizata in tampon TBE 1X (pH= 8,5) la un voltaj constant
de 65 V timp de 2 ore. Imaginea gelului a fost preluata si analizata cu ajutorul
sistemului de achizitie a imaginii Molecular Imager Gel Doc XR System
(BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA).
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2.3. Amplificarea regiunilor codificatoare din structura genelor care
codifica IGF1, PRLR, GHR, STAT5A, DGATL, GALT si LALBA la

indivizi din rasele Baltati cu Negru Romaneasci si Sura de Stepa

1. Recoltarea probelor de lapte si extractia ARN din celulele epiteliale
secretoare ale glandei mamare

Tn vederea extractiei ARN-ului din celulele epiteliale secretoare ale glandei
mamare prezente in lapte, recoltarea probelor de lapte a fost realizata de la celi
24 de indivizi nominalizati din cele doua rase. Probele de lapte (50 ml/individ)
au fost colectate individual direct din glanda mamara in tuburi sterile si

transportate la 4°C (Figura 4).

Fig. 4. Recoltarea probelor de lapte de la taurinele luate in studiu din rasele Baltata cu

Negru Romaneasca, respectiv Sura de Stepa

Pentru recuperarea celulelor somatice din lapte, tuburile continand probele
de lapte recoltate de la fiecare individ au fost centrifugate la 2000 g timp de 15
minute la 4°C. Grasimea solidificata la suprafata a fost inliturat cu o spatuld
sterila, iar supernatantul de asemenea. Pentru eliminarea cazeinei si grasimii
reziduale pelletul celular depus la baza tubului a fost spalat de doua ori cu
solutie PBS (0,5 M; pH=7,4).

Celulele somatice recuperate din lapte au fost resuspendate ih 1 ml de
PureZOL/proba, iar extractia ARN-ului total din probe a fost realizata conform

protocolului pus la dipozitie de catre producator (BioRad Laboratories,
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Hercules, CA, USA). Pentru solubilizarea completa a componentelor celulare
probele au fost incubate timp de 20 minute la temperatura camerei. Dupa
solubilizare in fiecare proba au fost adaugati cate 0,2 ml de cloroform cu scopul
de a separa cele trei faze continand cele trei fractiuni (ADN, ARN si proteine).
Probele au fost agitate timp de 15 secunde si incubate 5 minute la temperatura
camerei, dupa care au fost centrifugate la 12000 g timp de 15 minute la 4°C.

Faza apoasa incolora separata la suprafata tubului, continind ARN total
(ARN ribozomal - ARNr, ARN de transport - ARNt si ARN mesager - ARNm),
a fost apoi transferata in tuburi Eppendorf sterile de 1,5 ml.

Pentru precipitarea ARN-ului peste faza apoasa au fost adaugati 0,5 ml de
izopropanol, iar dupa o incubare timp de 10 minute la temperatura camerei
probele au fost centrifugate la 12.000 g timp de 10 minute. Dupa inlaturarea
supernatantului ARN-ul precipitat sub forma unui gel la baza tubului a fost
spalat cu 1 ml de etanol 70%. Dupa o vortexare si centrifugare la 7000 g timp de
5 minute la 4°C supernatantul a fost nlaturat, iar pelletul a fost uscat pentru
nlaturarea alcoolului rezidual.

ARN-ul total recuperat a fost redizolvat in apa MiliQ sterila. Dupa o
centrifugare si o vortexare scurtd cantitatea, puritatea si concentratia de ARN
total extras a fost cuantificatd cu ajutorul spectrofotometrului Nanodrop ND
1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA), iar integritatea

prin migrare in gel de agaroza.

2. Obtinerea ADN-urilor complementare monocatenare (CADN) prin
reverstranscriptia probelor de ARN purificate

Pentru obtinerea primei catene a cADN-urilor corespunzatoare regiunilor
codificatoare ale genelor IGF1, PRLR, GHR, STAT5A, DGAT1, GALT si
LALBA care se exprima in celulele epiteliale secretoare ale glandei mamare, a
fost folosit kitul iScript™ Select cDNA Synthesis Kit (BioRad Laboratories,
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Hercules, CA, USA). Tn vederea obtinerii primei catene din cADN-urile de
interes setarea reactiilor de revestranscriptie a fost realizata folosind in fiecare
reactie 1 pg de ARN total si 0 combinatie de 1:1 de primeri oligo-dT si primeri
degenerati. Reverstranscriptia a fost realizata conform urmatorului protocol: 1

ciclu la 25°C/5 minute, 1 ciclu la 42°C/60 minute si 1 ciclu la 70°C/5 minute.

3. Designul perechilor de primeri necesari si obtinerea prin amplificare a
CADN-urilor dublucatenare corespunzitoare acestor gene

Tn designul si alegerea perechilor de primeri necesari amplificarii specifice
a CADN-urilor monocatenare si obtinerii CADN-urilor dublucatenare din genele
de interes s-au avut Tn vedere criteriile de baza descrise anterior.

Variabilitatea marimii transcriptilor specifici acestor sapte gene exprimate
n celulele epiteliale secretoare ale glandei mamare in lactatie a impus designul
mai multor seturi de primeri. Astfel pentru obtinerea cADN-urilor dublucatenare
de interes au fost proiectate si testate 34 de seturi de primeri, folosind ca matrita
secvente de referinta ale acestor transcripti disponibile in GenBank (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) si programul de design de primeri Primer 3 (http://frodo.wi.
mit.edu/primer3/).

Amplificarea PCR a fost realizata folosind kitul iQ SYBR Green Supermix
(BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA), 1 ul din reactia de
reverstranscriptie, 10 picomoli din fiecare primer si urmatoarele conditii de
amplificare: 1 ciclu la 94°C/3 minute, urmat de 35 de cicluri la 94°C/1 minut,
58°C-60°C/1 minut, 72°C/60 1-1,5 minute (in functie de marimea estimata a
produsilor de amplificare) si un ciclu de extensie finala la 72°C/7 minute.
Amplificarea a fost realizata folosind thermal-cyclerul iQ5 Real-Time PCR
Detection System (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA).

CADN-urile obtinute au fost analizate prin migrare in gel de agaroza de

concentratie 2%, continand 1X SybrSafe (Invitrogen, Eugene, OR, USA).
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Electroforeza a fost realizata in tampon TBE 1X (pH= 8,5) la un voltaj constant
de 65 V timp de 2 ore. Gelul a fost analizat cu ajutorul sistemului de achizitie a
imaginii Molecular Imager Gel Doc XR System (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA).

2.4. Secventierea produsilor de amplificare obtinuti din regiunile
codificatoare ale celor 10 gene luate in studiu, analiza si interpretarea

cromatogramelor de secventiere

Pentru realizarea secventierii regiunilor exonice si a CADN-urilor obtinute
prin amplificarea zonelor de interes din cele 10 gene luate in studiu, purificarea
produsilor de amplificare obtinuti n fiecare reactie a fost realizata folosind kitul
ZR-DNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research Corporation, Orange, CA,
USA), conform protocolul recomandat de catre producator. Astfel la 20 pl de
produs PCR au fost adaugati in fiecare probe cate 100 pl de solutie tampon de
legare a ADN-ului amplificat (DNA binding buffer), iar dupa o vortexare scurta
probele au fost transferate Tn coloanele de purificare. Coloanele au fost
centrifugate la 12.000 g timp de 30 de secunde, iar lichidul adunat in tubul de
colectare a fost inlaturat. Produsii de amplificare retinuti in coloana de purificare
au fost spalati de doua ori cu tampon de spalare (DNA wash buffer), iar dupa o
centrifugare la 12.000 g timp de 30 de secunde si inlaturarea lichidului adunat in
tubul de colectare coloanele au fost uscate pentru inlaturarea alcoolului rezidual.
Pentru eluarea produsilor de amplificare in centrul filtrului fiecarei coloane au
fost adaugati cate 10 pl de apa miliQ sterila, iar dupa o incubare timp de 1 minut
acestea au fost centrifugate la 15.000 g timp de 30 de secunde.

Puritatea produsilor PCR obtinuti a fost evaluata cu ajutorul
spectrofotometrul Nanodrop ND 1000 (NanoDrop Technologies Inc.,
Wilmington, DE, USA).
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Amplificarea de secventiere a fost realizata folosind metoda
dideoxynucleotide sequencing chain termination si Kitul BigDye® Terminator
v1l.l Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Fiecare catend a fost secventiatd cu primerii corespunzatori (forward, respectiv
revers) utilizati si la obtinerea produsilor PCR. Produsii de secventiere au fost
analizati prin electroforeza de capilaritate cu ajutorul secventiatorului Applied
Biosystem 3730 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Analiza cromatogramelor de secventiere a fost realizata cu ajutorul
programului BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).
Secventele rezultate Tn urma interpretarii cromatogramelor de secventiere au
fost supuse unei analize Blast in vederea stabilirii identitatii lor, fiind comparate
in acelasi timp cu secventele existente in baza de date GenBank (http://blast.
ncbi. nim. nih.gov/Blast.cgi).

In vederea identificarii mutatiilor care caracterizeaza cei 10 loci studiati si
stabilirii polimorfismelor genetice care ar putea explica diferentele privind
capacitatea lactogena a glandei mamare la trei loturi de taurine studiate din cele
doua rase, secventele genelor omoloage au fost aliniate comparativ.

Mutatiile evidentiate (unele descrise deja in literatura, altele noi) au fost
folosite pentru realizarea testarii genetice a mai multor indivizi din cele doua
rase de taurine, n vederea stabilirii frecventei alelelor si genotipurilor la cei 10

loci studiati.

2.5. Genotipizarea prin PCR-RFLP la cei 10 loci a celor doua rase de

taurine si stabilirea structurii genetice in populatiile analizate
Pentru stabilirea mai precisa a structurii genetice la locii studiati (calcularea
frecventelor alelelor si genotipurilor) a fost realizatd o genotipizare la cele doua

rase de taurine, folosind probele de ADN extrase din cele 156 de probe de sange
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recoltate suplimentar de la cele trei loturi de indivizi. Protocoalele de recoltare a
probelor de sange si respectiv de extractie ale ADN-ului folosite au fost descrise
la punctul 2.2.

Pentru genotipizare la locii studiati a indivizilor din cele doua rase de
taurine au fost folosite seturi de primeri specifici (unii descrisi in literatura, altii
nou proiectati). Amplificarea si analiza regiunilor in care au fost evidentiate
mutatii in genele studiate a fost realizatd prin tehnica PCR-RFLP. Aceasta
metoda de genotipizare implica digestia produsilor obtinuti prin amplificarea
PCR a zonelor polimorfe din genele de interes si digestia lor cu enzime de
restrictie specifice. Astfel pentru fiecare din produsii de amplificare prezumtivi a
fi obtinuti din zonele polimorfe au fost intocmite pe baza mutatiilor evidentiate
harti de restrictie teoretice cu ajutorul programului NEBcutter V2.0 (http://tools.
neb.com/NEBcutter2/). Tn urma analizei profilelor de restrictie teoretice au fost
stabilite enzimele de restrictie utilizabile si profilele de digestie preconizate a fi
obtinute, utile pentru identificarea corecta genotipurilor. Acest lucru a permis
genotipizarea tuturor indivizilor luati in studiu.

In vederea genotipizirii, reactiile de amplificare a zonelor tinta din genele
de interes au fost realizate folosind kitul MyTaq Red Mix, 2x (Bioline Reagents
Ltd., London, UK), 100 ng de ADN genomic (extras de la indivizii din cele
doua rase de taurine luate in studiu), 10 picomoli din fiecare primer specifici
regiunii tinta (forward, respectiv revers) si urmatoarele conditii de amplificare: 1
ciclu la 94°C/3 minute, urmat de 35 de cicluri la 94°C/45 de secunde, 58°C-
60°C/45 de secunde, 72°C/45 de secunde si un ciclu de extensie finala la 72°C/3
minute.

Pentru genotipizare la locusul PIT1 (POU1F1) a fost amplificat un produs
de 451pb continand intreaga regiune codificatoare a exonului 6, regiune in care
este localizatda 0 substitutie de tip adenind-guanina (A/G) care caracterizeaza

doua alele de la acest locus, A respectiv B.
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Amplificarea a fost realizatd cu ajutorul unui set de primeri raportati
anterior (Woollard si colab., 1994) localizati pe intronul 5 (primerul forward),
respectiv pe exonul 6 in regiunea 3’ netradusa a genei (primerul revers). Pentru
evidentierea celor doua alele restrictia produsilor de amplificare de 451pb a fost
realizata pe o cantitate de 12 pl de produs PCR, peste care au fost adaugati 20,2
ul de amestec de digestie/proba continand 1,2 pl de enzima Hinfl fast digest, 2
ul de solutie tampon fast digest si 17 ul apa miliQ sterila (Fermentas, Vilnius,
Lituania). Probele au fost incubate la 37°C timp de 30 de minute.

Pentru genotipizare la locusul GH a fost amplificat un produs de 223pb
continand o parte din exonul 5, unde este localizata o substitutie de tip guanina-
citozina (G/C) care determina substitutia a unei leucine (L) cu o valina (V) in
pozitia 127 a proteinei mature.

Amplificarea a fost realizatd cu ajutorul unui set de primeri raportati
anterior (Mitra si colab., 1995) localizati pe intronul 4 (primerul forward),
respectiv pe exonul 5 (primerului revers). Pentru evidentierea celor doua alele
restrictia produsilor de amplificare de 223pb a fost realizata pe o cantitate de 12
ul de produs PCR folosind enzima Alul Tn format fast digest (Fermentas,
Vilnius, Lituania). Probele au fost incubate la 37°C timp de 30 de minute.

Pentru genotipizare la locusul PRL a fost amplificat un produs de 156pb
continand o parte din exonul 4, unde este localizata o substitutie de tip adenina-
guanind (A/G) care caracterizeaza doua alele A, respectiv B de la acest locus.

Amplificarea a fost realizatda cu ajutorul unui set de primeri raportati
anterior (Mitra si colab., 1995), ambii localizati pe exonul 4. Pentru evidentierea
celor doua alele restrictia produsilor de amplificare de 156pb a fost realizata pe
o cantitate de 12 ul de produs PCR folosind enzima Rsal in format fast digest
(Fermentas, Vilnius, Lituania). Probele au fost incubate la 37°C timp de 30 de

minute.
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Pentru genotipizare la locusul IGF1 a fost amplificat un produs de 249pb
din regiunea promotorului genei, unde este localizatd o substitutie de tip
citozina-timina(C/T) care caracterizeaza doua alele C, respectiv T de la acest
locus. Aceasta regiune este deosebit de importanta pentru expresia genei.

Amplificarea a fost realizatd cu ajutorul unui set de primeri raportati
anterior (Ge si colab., 2001), ambii localizati in regiunea promotorului genei.
Pentru evidentierea celor doua alele restrictia produsilor de amplificare de
249pb a fost realizata pe o cantitate de 12 ul de produs PCR folosind enzima
SnaBl in format fast digest (Fermentas, Vilnius, Lituania). Probele au fost
incubate la 37°C timp de 30 de minute.

Pentru genotipizare la locusul PRLR a fost amplificat un produs de 186pb
continand o parte din exonul 3 ce codifica peptida semnal si o parte din intronul
3. Tn regiunea peptidei semnal este localizati o dubli substitutie de tip adenina-
citozina/guanina-timind (AC/GT) (Viitala si colab., 2006) care caracterizeaza
doua alele de la acest locus AC, respectiv GT.

Amplificarea a fost realizata cu ajutorul unui set de primeri nou proiectati
localizati pe exonul 3 in regiunea care codifica peptida semnal (primerul
forward), respectiv pe intronul 3 (primerul revers). Pentru evidentierea celor
doua alele restrictia produsilor de amplificare de 186pb a fost realizata pe o
cantitate de 12 pl de produs PCR, peste care au fost adaugati 20 ul de amestec
de digestie/proba continand 1 pl de enzima BseMII fast digest, 2 ul de solutie
tampon fast digest si 15,5 pl apa miliQ sterila si 1,5 pl S-adenosylmethionine
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Probele au fost incubate la 55°C timp de
30 de minute.

Pentru genotipizare la locusul GHR a fost amplificat un produs de 175pb
continand o parte din exonul 8 si o parte din intronul 8, unde este localizata o

substitutie de tip timina/adenina (T/A) care caracterizeaza doua alele de la acest
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locus A, respectiv T. Harta de restrictie a produsului amplificat nu a evidentiat
enzime de restrictie care ar putea discrimina intre cele doua alele.

Amplificarea a fost realizata cu ajutorul unui set de primeri descrisi anterior
(Sun si colab., 2009). Tn produsul PCR a fost creat artificial un situs nou de
restrictie pentru enzima Sspl prin introducerea in primerul forward in pozitia 23
a unei adenine (A) fata de secventa de referinta, Tn care n aceasta pozitie se afla
0 timina (T). Pentru evidentierea celor doua alele restrictia produsilor de
amplificare de 175pb a fost realizata pe o cantitate de 12 ul de produs PCR,
peste care au fost adaugati 21 pl de amestec de digestie/proba continand 1 ul de
enzima Sspl, 2 pul de solutie tampon si 18ul apa miliQ sterild (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA). Probele au fost incubate la 37°C timp de 2 ore.

Pentru genotipizare la locusul STAT5A a fost amplificat un produs de
251pb continand o parte din intronul 15, tot exonul 16 si o parte din intronul 16,
unde este localizata o substitutie de tip timina/citozina (T/C) care caracterizeaza
doua alele de la acest locus T, respectiv C.

Amplificarea a fost realizatd cu ajutorul unui set de primeri raportati
anterior (Flisikowski si colab., 2004) localizati pe intronul 15 (primerul
forward), respectiv pe intronul 16 (primerul revers). Pentru evidentierea celor
doua alele restrictia produsilor de amplificare de 251pb a fost realizata pe o
cantitate de 12 ul de produs PCR folosind enzima Rsel in format fast digest
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Probele au fost incubate la 37°C timp de
2 ore.

Pentru genotipizare la locusul DGAT1 a fost amplificat un produs de
179pb continand o parte din intronul 7, tot exonul 8 si intronul 8 si o parte din
exonul 9, unde este localizata o dubla substitutie de tip guanina-citozina/
adenina-adenind (GC/AA) care caracterizeaza doua alele de la acest locus
(Winter si colab., 2002; Kuhn si colab., 2003).
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Amplificarea a fost realizata cu ajutorul unui set de primeri nou proiectati
localizati partial pe intronul 7 si exonul 8 (primerul forward), respectiv pe
exonul 9 (primerul revers). Pentru evidentierea celor doua alele restrictia
produsilor de amplificare de 179pb a fost realizata pe o cantitate de 12 ul de
produs PCR folosind enzima Taul in format fast digest (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA). Probele au fost incubate la 55°C timp de 30 de minute.

Pentru genotipizare la locusul GALT a fost amplificat un produs de 301pb
continand o parte din intronul 1, tot exonul 2 si o parte din intronul 2, unde este
localizata o substitutie de tip citozina/timina (C/T) care caracterizeaza doua alele
de la acest locus T, respectiv C.

Amplificarea a fost realizata cu ajutorul unui set de primeri nou proiectati
localizati pe intronul 1 (primerul forward), respectiv pe intronul 2 (primerul
revers). Pentru evidentierea celor doua alele restrictia produsilor de amplificare
de 301pb a fost realizata pe o cantitate de 12 pl de produs PCR folosind enzima
Ncol in format fast digest (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Probele au fost
incubate la 37°C timp de 30 de minute.

La locusul LALBA nu au fost evidentiate prin secventiere mutatii la cele
doua rase de taurine care sa justifice genotipizarea prin PCR-RFLP, acest locus
fiind monomorf,

Analiza produsilor de restrictie a fost realizata prin migrare n gel de
agaroza de concentratie cuprinsa intre 2,5-3,5% in functie de marime produsilor
si continand 1X SybrSafe (Invitrogen, Eugene, OR, USA). Electroforeza a fost
realizata n tampon TBE 1X (pH= 8,5) la un voltaj constant de 65 V timp de 2-3
ore pana la separarea completa a fragmentelor rezultate din digestia enzimatica.
Imaginea gelului a fost preluata si analizata cu ajutorul sistemului de achizitie a
imaginii Molecular Imager Gel Doc XR System (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA).
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Genotipurile de la locii studiati au fost stabilite pe baza profilelor de
restrictie obtinute in urma separarii electroforetice. Genotipurile observate la
cele trei loturi de taurine din cele doua rase au fost centralizate, iar pe baza lor
au fost calculate frecventele alelelor si genotipurilor la locii studiati in

populatiile analizate.
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CAPITOLUL 3
Rezultate privind polimorfismele genetice evidentiate in cele 10 gene
studiate la indivizii din rasele Baltatia cu Negru Roméaneasca si Sura de

Stepa

3.1. Rezultate privind cuantificarea probelor de ADN si ARN extrase din

probele biologice recoltate

Cuantificarea probelor de ADN total si ARN total extrase a fost realizata cu
ajutorul spectrofotometrul Nanodrop ND 1000 prin masurarea absorbantei la
260 nm si 280 nm. Raportul 260/280 nm ne indica o puritate optima a probei de
ADN care trebuie sa fie cuprinsa in intervalul 1,7-1,8 in cazul ADN-ului si n
intervalul 1,8-2 in cazul ARN-ului.

Determinarea parametrilor ADN-ului total extras din probele de sange
integral recoltate a evidentiat valori ale concentratiei cuprinse intre 112,37-

126,82 ng/ul si o puritate cuprinsa intre 1,79-1,87 (Figura 5).

A | B | ¢ | b | E
— | 1| Sample ID ng/ul | A260 | A280 | 260/280
| 2 |Proba1-BNRM | 12488 = 0498 0278 1.79

5 | 3 |[Proba2-BNR-M | 119.97 = 0399 | 0218 1.83
| 4 |Proba3-BNR-M | 12682 | 0536  0.283 1,87

| 5 |Proba1-BNR-S | 11237 = 0247 | 0133 1.86

| 6 |Proba2-BNR-S | 11457 | 0291 0.159 1.83

| 7 |Proba3-BNR-S | 11345 = 0269 | 0.148 1.82

| 8 |Proba1-SS 120.98 | 0.42 0.234 1.79

| 9 |Proba2-SS 117.85 | 0357 0192 1.86

10 |Proba 3 - S5 11561 | 0312 0172 1.81

Fig. 5. Date privind parametrii ADN-ului total extras din o parte din probele de sange
recoltate de la cei 24 de indivizi, determinati cu ajutorul spectrofotometrului Nanodrop
ND 1000

Integritatea ADN-ului total a fost evaluata prin migrare in gel de agaroza de
concentratie 1,5%. Tn urma analizarii profilelor electroforetice s-a constatat

prezenta unei benzi majore in apropierea godeurilor de incarcare caracteristice
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fragmentelor de ADN de dimensiuni mari, dar si a unui smear de-a lungul
godeurilor caracteristic migrarii fragmentelor de ADN partial degradat sau
denaturat (monocatenar) sau a fragmentelor de ADN de dimensiuni mai mici
(Figura 6).

Fig. 6. Evaluarea integritatii ADN-ului total extras din o parte din probele de sange
recoltate de la cei 24 de indivizi, prin migrare in gel de agaroza. Probele 1-4: ADN

partial denaturat; Probele 5-6: ADN nedenaturat integru

Acest profil de migrare este normal a fi obtinut, deoarece metoda de
extractie a ADN-ului folosita a implicat incilzirea probelor la 95° C ceea ce a
dus la denaturarea ADN-ului dublucatenar.

Analizand rezultatele obtinute prin cele doua metode de cuantificare am
concluzionat ca probele de ADN extrase s-au Tncadrat in parametrii normali,
fiind utilizabile pentru analizele genetice planificate (secventierea exonilor din
cele trei gene studiate care nu se exprima in glanda mamara, respectiv pentru
studiul de genotipizare).

Determinarea parametrilor ARN-ului total extras din celulele epiteliale
secretoare ale glandei mamare recuperate din probele de lapte recoltate de la cei
24 de indivizi, a evidentiat valori ale concentratiei cuprinse intre 750,31-991,32

ng/ul si o puritate cuprinsa intre 1,84-2,01 (Figura 7).
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A B | C .l D E
1 Sample ID ngful A260 A2860 | 260280
2 | Proba1-BMNR-M | 85746 | 15477 8.18 1.89
3 | Proba2-BWNR-M @ 87366 @ 1749 9.227 1.90
4 | Proba3-BNR-M | 89557 | 15.163 8.131 1.86
5 | Proba1-BNR-S @ 750.31 | 17.751 8.948 1.98
6 | Proba2-BNR-S @ 98121 | 26132 @ 14434 1.81
7 | Proba3-BNR-S @ 99132 23421 14.98 1.90
3 Proba 1- 5SS 979.23 | 27645 @ 14521 1.90
9 Proba 2 - 58 98183 25297 12578 2.0
10 Proba 3 - S5 921.05 27521 14981 1.84

Fig. 7. Date privind parametrii ARN-ului total extras din o parte din probele de lapte

recoltate de la cei 24 de indivizi, determinati cu ajutorul spectrofotometrului Nanodrop

ND 1000

Integritatea ARN-ului total a fost evaluata prin migrare in gel de agaroza de

concentratie 2%. In urma analizarii profilelor electroforetice s-a constatat

prezenta a doua benzi electroforetice majore bine definite si care indica prezenta

unui ARNr integru, dar si a unui smear care contine populatii de ARNt si

ARNM si care sunt rezultatul activitatii genelor care se exprima n glanda

mamara 1n lactatie (Figura 8).

Fig. 8. Evaluarea integritatii ARN-ului total prin migrare in gel de agaroza. Probele 1,5:
ARN total; Proba 2, 4: control negativ; Proba 3: Ladder ADN 100pb plus (Fermentas,

Vilnius, Lituania)
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Deoarece parametrul principal dupa care se face evaluarea integritatii ARN-
lui este prezenta si intensitatea fluorescentei celor 2 benzi electroforetice
apartinand ARNr, am concluzionat ca ARN-ul total extras din probele de lapte
recoltate de le cei 24 de indivizi este integru structural.

Analizand rezultatele obtinute prin cele doua metode de cuantificare am
concluzionat ca probele de ARN extrase s-au incadrat in parametrii normali,
fiind utilizabile pentru analizele genetice planificate (sinteza cADN-urilor de
interes pe baza ARNm si secventierea regiunilor codificatoare ale celor 7 gene

luate in studiu care se exprima n glanda mamara in lactatie).

3.2. Rezultate privind mutatiile evidentiate prin amplificarea si secventierea
regiunilor exonice codificatoare si a regiunilor intronice flancatoare ale
genelor PIT1, GH si PRL

Migrarea in gel de agaroza a produsilor obtinuti prin amplificarea din ADN-
ul genomic a regiunilor exonice codificatoare si a regiunile intronice flancatoare
din genele PIT1, GH si PRL de la taurinele din cele doua rase studiate, a
evidentiat asa cum era de asteptat fragmente de ADN cuprinse ntre 400pb si
1100pb in functie de regiunea amplificata din cele trei gene. O parte din produsii

de amplificare obtinuti sunt evidentiati in Figura 9.

3 ) O () (RK) () (%) () LD (5

el S00pb

Fig. 9. Profil electroforetic evidentiind produsi de amplificarea obtinuti prin
amplificarea regiunilor codificatoare ale genelor PIT1 (cAmpurile 8, 9 si 10), GH
(cdmpurile 5, 6 si 7) si PRL (campurile 2, 3 si 4); cdmpul 1: control negativ; campul 11:
Ladder ADN 1kb (Fermentas, Vilnius, Lituania).
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Secventierea produsilor de amplificare obtinuti si analiza cromatogramelor
de secventire a evidentiat o serie de mutatii care caracterizeaza alelele prezente
la acesti loci la indivizii din cele doua rase de taurine. Secventele obtinute au
fost comparate prin analiza Blast cu secventele existente in baza de date
GenBank, confirmand astfel apartenenta lor la genele tinta amplificate si la
specie.

La locusul genei PIT1 au fost evidentiate patru mutatii simple si anume: o
substitutie de tip adenind-citozina (A/C) localizata pe fragmentul amplificat ce
contine exonul 2 (Figura 10a), doud substitutii de tip adenina-citozina (A/C),
respectiv de tip adenina-timina (A/T) localizate pe fragmentul amplificat ce

contine exonul 4 (Figura 10b, c) si 0 substitutie de tip adenina-guanina (A/G)

localizata pe fragmentul amplificat ce contine exonul 6 (Figura 10d; Carsai si
colab., 2012).
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Fig. 10. Cromatograme de secventiere evidentiind mutatii din gena PIT1 de la taurinele

din cele doua rase studiate

La locusul genei GH au fost evidentiate douda mutatii si anume: o
substitutie de tip guanina-timinda (G/T) (Figura 11a) si una de tip citozina-
guanina (C/G) (Figura 11b; Carsai si colab., 2011a), ambele fiind localizate pe

fragmentul amplificat ce contine exonul 5.
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Fig. 11. Cromatograme de secventiere evidentiind mutatii Tn gena GH de la taurinele

din cele doua rase studiate

La locusul genei PRL a fost evidentiata o mutatie de tip adenina-guanina
(A/G) localizata pe fragmentul amplificat ce contine exonul 4 (Figura 12; Carsai
si colab., 2011b).

Fig. 12. Cromatograme de secventiere evidentiind o mutatie din gena PRL de la

taurinele din cele doua rase studiate

3.3. Rezultate privind mutatiile evidentiate prin amplificarea si secventierea
CADN-urilor continand regiunile exonice codificatoare obtinute din genele
IGF1, PRLR, GHR, STAT5A, DGAT1, GALT si LALBA

Migrarea Tn gel de agaroza a produsilor obtinuti prin revestranscriptia
ARNm si amplificarea PCR cu primeri specifici a regiunile codificatoare ale
genelor IGF1, PRLR, GHR, STAT5A, DGAT1, GALT si LALBA de la
taurinele din cele doua rase studiate, a evidentiat asa cum era de asteptat

fragmente de cADN cuprinse ntre 431pb si 1139 pb in functie de regiunea
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amplificatd. O parte din produsii de amplificare obtinuti sunt evidentiati Tn

Figura 13.
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Fig. 13. Profil electroforetic evidentiind produsi de amplificare (CADN-uri dublu
catenare) obtinuti prin revestranscriptia ARNm si amplificarea PCR cu primeri specifici
a CADN-urilor monocatenare corespunzatoare genelor: A. LALBA (campul 1), IGF1
(cdmpul 2), STAT5A (cAmpul 3), GHR (campul 4), PRLR (cadmpul 5), DGAT1
(cAmpul 6), control negativ (campul 7); B. GHR (cAmpul 1), PRLR (cdmpul 2),
STAT5A (cdmpul 3), GALT (cdmpul 4 ); L: Ladder ADN 100pb plus (Fermentas,

Vilnius, Lituania)

Secventierea produsilor de amplificare obtinuti continand regiunile
codificatoare ale celor sapte gene si analiza cromatogramelor de secventiere, au
evidentiat o serie de mutatii care caracterizeaza alelele prezente la acesti loci la
indivizii din cele doua rase de taurine. Secventele obtinute au fost comparate
prin analiza Blast cu secventele existente n baza de date GenBank, confirmand
astfel apartenenta lor la genele tinta analizate si la specie.

La locusul genei IGF1 nu au fost evidentiate prin secventiere mutatii in
regiunea codificatoare a genei la indivizii din cele doua rase de taurine studiate.
De aceea a fost studiat prin PCR-RFLP o substitutie de tip citozina-timina (C/T)

localizata in regiunea promotorului genei, regiune deosebit de importanta pentru
expresia acestei gene.
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La locusul genei PRLR a fost evidentiata prezenta unei duble substitutii de
tip adenina-citozina/guanina-timina (AC/GT) localizata in exonul 3 (Figura 14;
Carsai si colab, 2013a), care caracterizeaza cele doua alele de la acest locus AC,
respectiv GT.

La locusul genei GHR a fost evidentiata prezenta unei substitutii de tip
timina/adenina (T/A) localizata in exonul 8 (Figura 14b; Carsai si colab.,
2013b), care caracterizeaza cele doua alele de la acest locus A, respectiv T.

La locusul genei STATS5A a fost evidentiata prezenta unei substitutii de tip
timina/citozina (T/C) localizata n exonul 16 (Figura 14c), care caracterizeaza
cele doua alele de la acest locus T, respectiv C.

La locusul genei DGATL a fost evidentiata prezenta unei duble substitutii
de tip guanina-citozina/adenina-adenina (GC/AA) localizata in exonul 8 (Figura
14d), care caracterizeaza cele doua alele de la acest locus GC, respectiv AA.

La locusul genei GALT a fost evidentiatd prezenta unei substitutii de tip
citozind/timind (C/T) localizata pe exonul 2 (Figura 14e), care caracterizeaza
cele doua alele de la acest locus C, respectiv T.

La locusul genei LALBA nu au fost evidentiate prin secventiere mutatii in

regiunea codificatoare a genei la indivizii din cele doua rase de taurine studiate.
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Fig. 14. Cromatograme de secventiere evidentiind mutatii evidentiate prin secventierea
CADN-urilor obtinute din genele: a. PRLR; b. GHR; c. STAT5A,; d. DGATL; e. GALT,

de la taurinele din cele doud rase studiate
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3.4. Rezultate privind genotipizarea la cei 10 loci si stabilirea structurii
genetice Tn loturile de taurine analizate din rasele Baltata cu Negru

Romaneasca si Sura de Stepa

Genotipizarea la locii studiati a avut ca scop stabilirea structurii genetice la
acesti loci (calcularea frecventelor alelelor si genotipurilor) si a fost realizata pe
baza probelor de ADN extrase din sangele recoltat suplimentar de la indivizii
din cele doua rase de taurine care nu au fost genotipizati prin secventiere.
Testarea genetica a fost realizata prin tehnica PCR-RFLP si a avut la baza o
parte din mutatiile evidentiate prin secventierea celor 10 gene, unele dintre
acestea fiind descrise si asociate Tn diverse studii cu cantitatea si calitatea
laptelui la taurine (descrise in Capitolul I).

Genotipizarea la locusul PIT1 a taurinelor luate Tn studiu a fost realizata
pe baza substitutiei de tip adenind-guanina (A/G) localizata in situsul de
restrictie al enzimei Hinfl de pe fragmentul de 451pb amplificat din exonul 6
(Figura 10d). Tn urma digestiei acestui fragment au fost evidentiate doua profile
de restrictie corespunzatoare la doua genotipuri din cele trei posibile (Figura
15).
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Fig. 15. Profil electroforetic evidentiind polimorfismul de tip Hinf I localizat in exonul
6 al genei PIT1. Campurile: 1, 3, 5 si 6 - genotipuri BB; campurile 2, 4, 7 5i 8 -
genotipuri AB; cadmpul 9: produs PCR control de 451pb nedigerat; campul 10: Ladder

ADN low range (Fermentas, Vilnius, Lituania)
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Fragmentul de 451pb amplificat din alela B prezinta un situs de restrictie
pentru enzima Hinfl, in urma digestiei rezultaind doua fragmente de 244pb,
respectiv 207pb. Substitutia de tip A/G anuleaza situsul de restrictic pentru
aceasta enzima si prin urmare produsul nedigerat de 451pb este caracteristic
alelei A (Carsai si colab., 2012).

La ambele rase studiate au fost observate doar genotipuri homozigote de tip
BB, care corespund fragmentelor de 244pb, respectiv 207pb si genotipuri
heterozigote de tip AB, care prezinta pe langa cele doua fragmente mentionate si
un fragment nedigerat de 451pb. La niciuna din cele doua rase de taurine nu au
fost evidentiate genotipuri homozigote de tip AA (Carsai si colab., 2012).

In urma centralizarii datelor experimentale au fost calculate frecventele

alelelor si genotipurilor la cele doua rase studiate (Tabelul 1).

Tabelul 1
Structura genetica la locusul PIT1 la rasele Baltata cu Negru Romaneasca (lotul
BNR-M, lotul BNR-S) si Sura de Stepa (lotul SS) in populatiile analizate

Numirul de Frecventa genotipurilor | Frecventa alelelor
Rasa indivizi
(lotul) genotipizati prin AA AB BB A B
PCR-RFLP
BNR-M 60 0 0,182 0,818 0,091 0,909
BNR-S 60 0 0,200 0,800 0,100 0,900
SS 60 0 0,500 0,500 0,250 0,750

La ambele loturi de indivizi cu productic mare (BNR-M), respectiv cu
productie mica de lapte (BNR-S), frecventele observate ale genotipurilor AB,
respectiv. BB au fost apropiate. La rasa SS cele douda genotipuri au avut
frecvente egale. Alela B a avut o frecventa foarte mare in comparatie cu alela A
la ambele loturi de indivizi din rasa BNR. Tn mod surprinzitor frecventa alelei A
la rasa Sura de Stepa a fost destul de mare in comparatie cu frecventa acestei
alele la rasa BNR (Carsai si colab., 2012).
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Genotipizarea la locusul GH a taurinelor luate Tn studiu a fost realizata pe
baza substitutiei de tip guanina-citozina (G/C) localizata in situsul de restrictie al
enzimei Alul de pe fragmentul de 223pb amplificat din exonul 5 (Figura 11b). Tn
urma digestiei acestui fragment au fost evidentiate doua profile de restrictie

corespunzatoare la doua genotipuri din cele trei posibile (Figura 16).
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Fig. 16. Profil electroforetic evidentiind polimorfismul de tip Alul localizat in exonul 5
al genei GH. Campul 1: Ladder ADN low range (Fermentas, Vilnius, Lituania); campul
2: produs PCR control de 223pb nedigerat; campurile: 3, 5, 8, 9 si 10 - genotipuri LL;
campurile 4, 6 si 7 - genotipuri VL

Fragmentul de 223pb amplificat din alela L prezintd un situs de restrictie
pentru enzima Alul, in urma digestiei rezultaind doud fragmente de 171pb,
respectiv 52pb. Substitutia de tip C (caracteristica alelei L)/ G (caracteristica
alelei V) anuleaza situsul de restrictie pentru aceasta enzima si prin urmare
fragmentul amplificat din alela V nu este digerat de catre enzima Alul (Carsai si
colab., 2011a).

La ambele rase studiate au fost observate doar genotipuri homozigote de tip
LL, care corespund fragmentelor de 171, respectiv 52pb si genotipuri
heterozigote de tip VL, care prezinta pe langa cele doua fragmente mentionate si
un fragment nedigerat de 223pb. La niciuna din cele doua rase de taurine nu au

fost evidentiate genotipuri homozigote de tip VV (Carsai si colab., 2011a).
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In urma centralizarii datelor experimentale au fost calculate frecventele

alelelor si genotipurilor la cele doua rase studiate (Tabelul 2).

Tabelul 2

Structura genetica la locusul GH la rasele Baltata cu Negru Romaneasca (lotul
BNR-M, lotul BNR-S) si Sura de Stepa (lotul SS) in populatiile analizate

Numarul de Frecventa genotipurilor | Frecventa alelelor
Rasa indivizi
(lotul) genotipizati prin LL VL \AY L \Y
PCR-RFLP
BNR-M 60 1 0 0 1 0
BNR-S 60 0,400 | 0,600 0 0,700 0,300
SS 60 0,625 | 0,375 0 0,812 0,188

La lotul BNR-M au fost observate n urma genotipizarii doar genotipuri de
tip LL. La lotul BNR-S frecventa genotipului VL a fost mai mare in comparatie
cu frecventa genotipului LL. La lotul SS frecventa genotipului LL a fost mai
mare in comparatie cu frecventa genotipului VL. Frecventa alelei L a fost egala
cu 1 la indivizii din lotul BNR-M, alela V fiind absenta la acest lot. La indivizii
din lotul BNR-S si indivizii din lotul SS frecventa alelei L a fost mai scazuta,
frecventa alelei V fiind destul de ridicata (Carsai si colab., 2011a).

Frecventa mare a alelei L la indivizii din lotul BNR-M are o semnificatie
pozitiva deoarece ea a fost asociatd in diverse studii cu o productie mare de
lapte. Acest lucru a fost explicat prin prezenta unei cantitati mai mari de hormon
de crestere circulant in plasma sangvina la genotipurile LL, datorate unei
expresii mai puternice a acestei alele (Schlee si colab., 1994).

Genotipizarea la locusul PRL a taurinelor luate in studiu a fost realizata
pe baza substitutiei de tip adenind-guanina (A/G) localizata in situsul de
restrictie al enzimei Rsal de pe fragmentul de 156pb amplificat din exonul 4

(Figura 12). Tn urma digestiei acestui fragment au fost evidentiate doua profile
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de restrictie corespunzatoare la doua genotipuri din cele trei posibile (Figura
17).

82/7dph

Fig. 17. Profil electroforetic evidentiind polimorfismul de tip Rsal localizat in exonul 4
al genei PRL. Campul 1: Ladder ADN Ampli Size™ (BioRad Lab., Hercules, USA);
campul 2: produs PCR control de 156pb nedigerat; cAmpurile: 3, 4, 5 si 7 - genotipuri

AA; campurile 6, 8 si 9 - genotipuri AB

Fragmentul de 156pb amplificat din alela A nu prezinta situsuri de restrictie
pentru enzima Rsal si prin urmare nu este digerat de catre aceastd enzima.
Substitutia de tip A/G, localizatd pe fragmentul amplificat, creaza un situs de
restrictiec pentru aceastd enzima si ca urmare prin digestie rezultd doua
fragmente de 82pb, respectiv 74pb, caracteristice alelei B (Carsai si colab.,
2011b).

La ambele rase studiate au fost observate doar genotipuri homozigote de tip
AA, care corespund fragmentului nedigerat de 156pb, respectiv genotipuri
heterozigote de tip AB, caracterizate prin prezenta suplimentara a celor doua
fragmente de 82pb, respectiv 74pb, fragmente care comigreaza in gelul de
agaroza datorita diferentei mici de lungime dintre ele. Nu au fost identificate
genotipuri homozigote de tip BB (Carsai si colab., 2011b).

In urma centralizarii datelor experimentale au fost calculate frecventele

alelelor si genotipurilor la cele doua rase studiate (Tabelul 3).
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Tabelul 3
Structura genetica la locusul PRL la rasele Baltatd cu Negru Romaneasca
(lotul BNR-M, lotul BNR-S) si Sura de Stepa (lotul SS) in populatiile analizate

Numarul de Frecventa genotipurilor | Frecventa alelelor
Rasa indivizi
(lotul) genotipizati prin AA AB BB A B
PCR-RFLP
BNR-M 60 0,727 | 0,273 0 0,864 0,136
BNR-S 60 1 0 0 1 0
SS 60 0,571 | 0,429 0 0,786 0,214

La lotul BNR-M frecventa genotipului AA a fost mult mai mare in
comparatie cu a genotipului BB, aceasta atingdnd valoarea 1 in cazul lotului
BNR-S. La lotul SS cele doua genotipuri au avut frecvente apropiate. Alela A a
avut o frecventa foarte mare in comparatie cu a alelei B la ambele rase (Carsai si
colab., 2011b).

Genotipizarea la locusul IGF1 a taurinelor luate in studiu a fost realizata
pe baza substitutiei de tip citozina-timina (C/T) localizata in situsul de restrictie
al enzimei SnaBl de pe fragmentul de 249pb amplificat din regiunea
promotorului genei IGF1. Tn urma digestiei acestui fragment au fost evidentiate

trei profile de restrictie corespunzatoare la trei genotipuri (Figura 18).

1 234356 7 8 910
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Fig. 18. Profil electroforetic evidentiind polimorfismul de tip SnaBl localizat in
regiunea promotorului genei IGF1. Campurile: 1, 5, 6 si 8- genotipuri CT; campurile 2,
3 si 4 - genotipuri TT; cdmpul 7 genotip CC; campul 9: produs PCR control de 249pb
nedigerat; cdmpul 10: Ladder ADN Ampli Size™ (BioRad Lab., Hercules, USA)
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Fragmentul de 249pb amplificat din alela C nu prezinta situsuri de restrictie
pentru enzima SnaBl si prin urmare nu este digerat de catre aceastd enzima.
Substitutia de tip C/T, localizata pe fragmentul amplificat, creeaza un situs de
restrictiec pentru aceastd enzima si ca urmare prin digestie rezultd doua
fragmente de 223pb, respectiv 26pb caracteristice alelei T.

La ambele rase studiate au fost observate toate cele trei genotipuri posibile
si anume: genotipuri CC care corespund fragmentului nedigerat de 256pb,
genotipuri TT care corespund fragmentelor de 223pb, respectiv 26pb si
genotipuri CT care prezinta toate cele trei fragmente. Fragmentul de 26pb nu a
putut fi vizualizat Tn gel datorita marimii foarte reduse.

In urma centralizirii datelor experimentale au fost calculate frecventele

alelelor si genotipurilor la cele doua rase studiate (Tabelul 4).

Tabelul 4
Structura genetica la locusul IGF1 la rasele Baltata cu Negru Romaneasca (lotul
BNR-M, lotul BNR-S) si Sura de Stepa (lotul SS) Tn populatiile analizate

Numirul de Frecventa genotipurilor | Frecventa alelelor
Rasa indivizi
(lotul) genotipizati prin cC CT TT C T
PCR-RFLP
BNR-M 60 0,273 | 0,545 0,182 0,545 0,455
BNR-S 60 0,600 | 0,400 0 0,800 0,200
SS 60 0,125 | 0,500 0,375 0,375 0,625

La loturile BNR-M si SS frecventa genotipului CT a fost mult mai mare in
comparatie cu frecventele celorlalte doua genotipuri CC, respectiv TT.
Genotipul CC a avut frecventa cea mai mare la lotul BNR-S. La indivizii rasa
BNR frecventa alelei C a fost mai mare in comparatie cu frecventa alelei T. La
indivizii din rasa SS frecventa alelei T a fost mai mare in comparatie cu

frecventa alelei C.
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Genotipizarea la locusul PRLR a taurinelor luate in studiu a fost realizata
pe baza dublei substitutii de tip adenina-citozind/guanina-timina (AC/GT)
localizata in situsul de restrictie al enzimei BseMII de pe fragmentul de 186pb
amplificat din exonul 3 (Figura 14a). Tn urma digestiei acestui fragment au fost
evidentiate doua profile de restrictie corespunzatoare la doua genotipuri din cele

trei posibile (Figura 19).

Fig. 19. Profil electroforetic evidentiind polimorfismul de tip BseMII localizat in

exonul 3 al genei PRLR; L: 50pb ADN ladder (Fermentas, Vilnius, Lithuania); C -

produs PCR control de 186pb nedigerat; campurile: 1, 5 si 8 - genotipuri AC-GT;
campurile 2, 3, 6 si 7 - genotipuri AC-AC; campul 4 - genotip GT-GT

Fragmentul de 186pb amplificat din alela AC nu contine situsuri de
restrictie pentru enzima BseMII si prin urmare nu este digerat de catre aceasta
enzimd. Dubla subsitutie de tip AC/GT creaza un situs nou de restrictie pentru
aceasta enzima si ca urmare prin digestie rezultd doua fragmente de 142pb,
respectiv 44pb caracteristice alelei GT (Carsai si colab, 2013a).

Analiza profilelor electroforetice a evidentiat la indivizii din lotul SS
prezenta a trei genotipuri si anume: genotipuri homozigote de tip AC-AC care
corespund fragmentelor nedigerate de 186pb, genotipuri homozigote de tip GT-
GT care corespund fragmentelor de 142pb, respectiv 44pb si genotipuri

heterozigote de tip AC-GT care prezinta toate cele trei fragmente.
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La loturile BNR-M si BNR-S au fost evidentiate doar doua genotipuri, AC-
AC, respectiv AC-GT (Carsai si colab, 2013a).
In urma centralizirii datelor experimentale au fost calculate frecventele

alelelor si genotipurilor la cele doua rase studiate (Tabelul 5).

Tabelul 5
Structura genetica la locusul PRLR la rasele Baltata cu Negru Roméaneasca
(lotul BNR-M, lotul BNR-S) si Sura de Stepa (lotul SS) in populatiile analizate

Numiirul de Frecventa genotipurilor Frecventa alelelor
Rasa indi_vi_zi .
(lotul) | 9enotpizatl 1\ Ac | AC-GT | GT-GT AC GT
prin PCR-
RFLP
BNR-M 60 0,455 0,545 0 0,727 0,273
BNR-S 60 1 0 0 1 0
SS 60 0,500 0,375 0,125 0,688 0,312

La loturile BNR-M si SS frecventele genotipurilor AC-AC si a
genotipurilor AC-GT au fost relativ apropiate. Frecventa cea mai mare a fost
constatatd Tn cazul lotului BNR-S la care frecventa genotipului AC-AC a atins
valoarea 1. Frecventele alelelor AC, respectiv GT au avut valori apropiate la
loturile BNR-M, respectiv SS. La indivizii din lotul BNR-S frecventa alelei AC
a atins valoarea 1, alela GT nefiind identificata (Carsai si colab, 2013a).

Genotipizarea la locusul GHR a taurinelor luate in studiu a fost realizata
pe baza substitutiei de tip timind/adenind (T/A) localizata pe fragmentul de
175pb amplificat din exonul 8 (Figura 14b). Crearea artificiala a unui situs nou
de restrictie pentru enzima Sspl a permis in urma digestiei acestui fragment
evidentierea a trei profile de restrictie corespunzatoare la trei genotipuri (Figura
20).
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Fig. 20. Profil electroforetic evidentiind doua din cele trei genotipuri posibile care apar
datorita polimorfismul de tip Sspl localizat in exonul 8 al genei GHR; L: 50pb ADN
ladder (Fermentas, Vilnius, Lithuania); C - produs PCR control de 175pb nedigerat;

campurile: 1, 4, 6 si 9 - genotipuri AT; cdmpurile 2, 3, 5, 7 si 8 - genotipuri TT

Fragmentul de 175pb amplificat din alela T contine un situs de restrictie
pentru enzima Sspl creat artificial, Tn urma digestiei rezultind doua fragmente
de 151pb, respectiv 24pb (fragment nevizibil in gel datorita dimensiunii reduse)
caracteristice alelei T. Substitutia de tip T/A face ca acest situs de restrictie creat
artificial sa fie anulat si prin urmare fragmentul amplificat din alela A nu este
digerat de catre aceasta enzima (Carsai si colab., 2013Db).

Analiza profilelor electroforetice a evidentiat la indivizii din lotul BNR-S
prezenta a trei genotipuri si anume: genotipuri homozigote de tip TT care
corespund fragmentelor digerate de 151pb, respectiv 24pb, genotipuri
homozigote de tip AA care corespund fragmentelor nedigerate de 175pb si
genotipuri heterozigote de tip TA care prezinta toate cele trei fragmente.

La lotul BNR-M au fost evidentiate doar doua genotipuri de tip TT,
respectiv TA, iar la lotul SS au fost evidentiate doar genotipuri de tip TT (Carsai
si colab., 2013b).

In urma centralizarii datelor experimentale au fost calculate frecventele

alelelor si genotipurilor la cele doua rase studiate (Tabelul 6).
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Tabelul 6
Structura genetica la locusul GHR la rasele Baltata cu Negru Romaneasca (lotul
BNR-M, lotul BNR-S) si Sura de Stepa (lotul SS) Tn populatiile analizate

Numarul de Frecventa genotipurilor | Frecventa alelelor
Rasa indivizi
(lotul) genotipizati prin TT TA AA T A
PCR-RFLP
BNR-M 60 0,545 0,455 0 0,773 0,227
BNR-S 60 0,400 0,400 0,200 0,600 0,400
SS 60 1 0 0 1 0

La loturile BNR-M si BNR-S frecventele observate ale genotipurilor TT si
TA au fost relativ apropiate. Frecventa maxima a genotipului TT a fost
constatata n cazul lotului SS. Frecventele alelelor T si A au avut valori de
apropiate in loturile BNR-M, respectiv BNR-S. Tn lotul SS frecventa alelei T a
atins valoarea 1, alela A nefiind identificata (Carsai si colab., 2013b).

Genotipizarea la locusul STAT5A a taurinelor luate in studiu a fost
realizata pe baza substitutiei de tip timina/citozina (T/C) localizata in situsul de
restrictie al enzimei Rsel de pe fragmentul de 281pb amplificat din exonul 16

(Figura 14c). Tn urma digestiei fragment au fost evidentiate doua profile de

restrictie corespunzatoare la doua genotipuri din cele trei posibile (Figura 21).

LC12 34356789
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Fig. 21. Profil electroforetic evidentiind polimorfismul de tip Rsel localizat in exonul
16 al genei STAT5A, L: 50pb ADN ladder (Fermentas, Vilnius, Lithuania); C - produs
PCR control de 281pb nedigerat; cAmpurile: 1, 7 si 8 - genotipuri CT; campurile 2, 3, 4,

5,619 -genotipuri TT
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Fragmentul de 281pb amplificat din alela T contine doua situsuri de
restrictie pentru enzima Rsel, in urma digestiei rezultand trei fragmente de
163pb, 67pb, respectiv 51pb caracteristice alelei T. Substitutia de tip T/C
anuleaza unul din situsurile de restrictie pentru aceasta enzima si ca urmare prin
digestie rezulta doua fragmente de 163pb, respectiv 118pb caracteristice alelei
C.

Analiza profilelor electroforetice a evidentiat la indivizii din lotul BNR-M
prezenta a douda genotipuri si anume: genotipuri homozigote de tip TT care
corespund fragmentelor digerate de 163pb, 67pb, respectiv 51pb si genotipuri
heterozigote de tip CT care pe langa cele trei fragmente prezinta suplimentar un
fragment de 118pb. La loturile BNR-S, repectiv SS a fost evidentiat doar
genotipul TT. Genotipul homozigot de tip CC, caracterizat prin prezenta a doua
fragmente de 163pb, respectiv 118pb, nu a fost identificat la niciuna din cele
doua rase.

In urma centralizarii datelor experimentale au fost calculate frecventele

alelelor si genotipurilor la cele doua rase studiate (Tabelul 7).

Tabelul 7
Structura genetica la locusul STAT5A la rasele Baltata cu Negru Roméaneasca
(lotul BNR-M, lotul BNR-S) si Sura de Stepa (lotul SS) in populatiile analizate

Numaérul de Frecventa genotipurilor | Frecventa alelelor
Rasa indivizi
(lotul) genotipizati prin TT CT cC T C
PCR-RFLP
BNR-M 60 0,636 0,364 0 0,818 0,182
BNR-S 60 1 0 0 1 0
SS 60 1 0 0 1 0

La lotul BNR-M frecventa genotipului TT a fost aproape dubla in
comparatie cu a genotipului CT, frecventa genotipului CC fiind 0. Frecventa cea

mai mare a genotipului TT a fost constatata in loturilor BNR-S si SS unde a
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atins valoarea 1. La indivizii din lotul BNR-M frecventa alelei T a fost foarte
mare Tn comparatiec cu frecventa alelei C. La indivizii din loturile BNR-S,
respectiv SS frecventa alelei T a atins valoarea 1, alela C nefiind identificata.
Genotipizarea la locusul DGATL1 a taurinelor luate in studiu a fost
realizata pe baza dublei substitutii de tip guanina-citozina/adenina-adenina
(GC/AA) localizata in situsul de restrictie al enzimei Taul de pe fragmentul de
179pb amplificat din exonul 8 (Figura 14d). Tn urma digestiei acestui fragment
au fost evidentiate doua profile de restrictie corespunzatoare la doud genotipuri

din cele trei posibile (Figura 22).

Fig. 22. Profil electroforetic evidentiind polimorfismul de tip Taul localizat in exonul 8

al genei DGAT1,; L: 50pb ADN ladder (Fermentas, Vilnius, Lithuania); C - produs PCR

control de 179pb nedigerat; campurile: 1, 2 si 3 - genotipuri AA-GC; cdmpurile 4 5i 5 -
genotipuri GC-GC.

Fragmentul de 179pb amplificat din alela GC contine doud situsuri de
restrictie pentru enzima Taul, in urma digestiei rezultand trei fragmente de 96pb,
58pb, respectiv 24pb caracteristice alelei GC. Substitutia de tip GC/AA anuleaza
unul din situsurile de restrictie pentru aceastd enzima de pe fragmentul
amplificat si ca urmare prin digestie rezulta doar doua fragmente de 121pb,
respectiv 58pb caracteristice alelei AA.

Analiza profilelor electroforetice a evidentiat la indivizii din loturile BNR-
M si BNR-S prezenta a doua genotipuri si anume: genotipuri homozigote de tip

GC-GC care corespund fragmentelor digerate de 96pb, 58pb, respectiv 24pb si
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genotipuri heterozigote de tip AA-GC care pe langa cele trei fragmente prezinta
suplimentar un fragment de 121pb. La lotul SS a fost evidentiat doar genotipul
GC-GC. Genotipul homozigot de tip AA-AA, caracterizat prin prezenta a doua
fragmente de 121pb, respectiv 58pb, nu a fost identificat la niciuna din cele doua
rase.

In urma centralizirii datelor experimentale au fost calculate frecventele

alelelor si genotipurilor la cele doua rase studiate (Tabelul 8).

Tabelul 8
Structura genetica la locusul DGAT1 la rasele Baltata cu Negru Romaneasca
(lotul BNR-M, lotul BNR-S) si Sura de Stepa (lotul SS) in populatiile analizate

Numarul de Frecventa genotipurilor Frecventa alelelor
Rasa indivizi
(lotul) 9;:}?,‘3(':23%' GC-GC | AAGC| AA-AA| GC AA
RFLP
BNR-M 60 0,818 0,182 0 0,909 0,091
BNR-S 60 0,400 0,600 0 0,700 0,300
SS 60 1 0 0 1 0

La lotul SS cea mai mare frecventa s-a constatat in cazul genotipului GC-
GC (egala cu 1), celelalte doua genotipuri posibile avand o frecventa egala cu 0.
La lotul BNR-M frecventa genotipului GC-GC a fost de aproximativ patru ori
mai mare in comparatie cu cea a genotipului AA-GC. La lotul BNR-S frecventa
genotipului AA-GC a fost mai mare in comparatie cu cea a genotipului GC-GC.
La toate cele trei loturi frecventa alelei GC a fost mult mai mare in comparatie
cu cea a alelei AA, atingand valoarea 1 la lotul SS. Frecventa cea mai mare a
alelei AA s-a constatat Tn lotul BNR-S, ea nefiind identificata in lotul SS.

Genotipizarea la locusul GALT a taurinelor luate in studiu a fost realizata
pe baza substitutiei de tip citozina/timina (C/T) localizata n situsul de restrictie

al enzimei Ncol de pe fragmentul de 301pb amplificat din exonul 2 (Figura 14e).
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Tn urma digestiei acestui fragment au fost evidentiate trei profile de restrictie

corespunzatoare la trei genotipuri (Figura 23).

Fig. 23. Profil electroforetic evidentiind polimorfismul de tip Ncol localizat in exonul 2

al genei GALT; L: 50pb ADN ladder (Fermentas, Vilnius, Lithuania); C - produs PCR

control de 301pb nedigerat; cdmpurile: 1, 2 si 3 - genotipuri TT; campurile 4, 5, 6 si 7-
genotipuri CT; cAmpul 8- genotipuri CC.

Fragmentul de 301pb amplificat din alela C nu contine situsuri de restrictie
pentru enzima Ncol si prin urmare nu este digerat de catre aceastd enzima.
Substitutia de tip C/T creaza un situs nou de restrictie pentru aceastd enzima si
ca urmare prin digestie rezulta doua fragmente de 184pb, respectiv 117pb
caracteristice alelei T.

Analiza profilelor electroforetice a evidentiat la indivizii din lotul SS
prezenta a trei genotipuri si anume: genotipuri homozigote de tip TT care
corespund fragmentelor digerate de 184pb, respectiv 117pb, genotipuri
homozigote de tip CC care corespund fragmentelor nedigerate de 301pb si
genotipuri heterozigote de tip CT care prezinta toate cele trei fragmente. La
loturile BNR-M si BNR-S au fost evidentiate doar genotipuri de tip TT.

In urma centralizirii datelor experimentale au fost calculate frecventele

alelelor si genotipurilor la cele doua rase studiate (Tabelul 9).
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Tabelul 9

Structura genetica la locusul GALT la rasele Baltata cu Negru Roméaneasca
(lotul BNR-M, lotul BNR-S) si Sura de Stepa (lotul SS) in populatiile analizate

Numarul de Frecventa genotipurilor | Frecventa alelelor
Rasa indivizi
(lotul) | genotipizati prin TT CT cC T C
PCR-RFLP
BNR-M 60 1 0 0 1 0
BNR-S 60 1 0 0 1 0
SS 60 0,375 0,500 0,125 0,625 0,375

La loturile BNR-M si BNR-S a fost identificat un singur genotip (genotipul
TT) cu frecventa egala cu 1. La lotul SS cea mai mare frecventa s-a constatat in
cazul genotipului CT, aceastd frecventa fiind relativ apropiata de cea a
genotipului TT. Genotipul CC a fost identificat doar la lotul SS. Frecventa
maxima a alelei T a fost constatata in ambele loturi din rasa BNR (egala cu 1).
La rasa SS frecventa alelei C a fost mai mare in comparatie cu cea a alelei T.

Genotipizarea la locusul LALBA a taurinelor luate in studiu, realizata prin
secventierea CADN, a evidentiat prezenta unei singure alele (B) si a unui singur

genotip (BB) la toate cele trei loturi de taurine.

3.5. Rezultate privind estimarea influentei pe care o au combinatiile alelice
Tntalnite la cei 10 loci asupra capacitatii lactogene a glandei mamare la cele

doua rase de taurine

Productia de lapte este un caracter complex controlat de multiple gene
(poligene), care intervin direct sau indirect prin produsii lor de expresie in
diferite etape ale dezvoltarii si fiziologiei glandei mamare. Alegerea celor 10
gene in studiul nostru a avut ca motivatie fapul ca ele reprezinta actorii cei mai

importanti care controleaza cresterea si diferentierea structurala si functionalad a
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epiteliului mamar secretor, declansarea lactatiei si sinteza componentilor
laptelui, mentinerea secretiei lactate si apoi intrarea in repaus a glandei mamare.

Asa cum a fost mentionat o parte din mutatiile (variatii alelice) aparute n
structura acestor gene care codifica hormoni, factori de crestere, de transcriptie
ori enzime si care sunt raspunzatoare de dezvoltarea si functionarea glandei
mamare, pot determina modificari in timpul oricarei faze a lactatiei si pot avea
un efect pozitiv sau negativ asupra dezvoltarii glandei mamare, capacitatii ei
lactogene si implicit asupra productiei cantitative si calitative de lapte (Balteanu,
2010a).

Rezultatele obtinute in urma genotipizarii la cei 10 loci a celor trei loturi de
indivizi din cele doua rase de taurine, au evidentiat diferitele combinatii alelice
care apar la acesti loci (Tabelul 10).

Tabelul 10

Cateva din combinatiile alelice intalnite cel mai frecvent la cei 10 loci la

indivizii din cele trei loturi de taurine studiate
1) Lotul BNR-M

s LOCUS
Numir de
identificare PITL | GH | PRL | IGF1 | PRLR
GENOTIP
4 BNR-M BB LL AB CT ACIGT
5 BNR-M BB LL AB TT AC/AC
6 BNR-M AB LL AA TT ACIGT
9 BNR-M BB LL AA CT ACIGT
10 BNR-M BB LL AA CT AC/AC
s LOCUS
Numir de
identificare GHR | STATS5A| DGATL1 | GALT| LALBA
GENOTIP
4 BNR-M TT CT GCIGC TT BB
5 BNR-M TT CT GCIGC TT BB
6 BNR-M AT TT GCIGC TT BB
9 BNR-M TT TT GCIGC TT BB
10 BNR-M TT TT GCIGC TT BB
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2) Lotul BNR-S

g LOCUS
Numar de
identificare PIT1 GH | PRL | IGF1 | PRLR
GENOTIP
12 BNR-S AB LL AA cC AC/AC
13 BNR-S BB LL AA cC AC/AC
14 BNR-S BB VL AA CT AC/AC
15 BNR-S BB VL AA cC AC/AC
16 BNR-S BB VL AA CT AC/AC
g LOCUS
Numar de
identificare GHR | STATS5A| DGATL1 | GALT| LALBA
GENOTIP
12 BNR-S AT TT GC/GC TT BB
13 BNR-S AT TT GC/GC TT BB
14 BNR-S TT TT AA/GC TT BB
15 BNR-S TT TT AA/GC TT BB
16 BNR-S AA TT AA/GC TT BB
3) Lotul SS
Numar de LOCUS
identificare PIT1 GH | PRL | IGF1 | PRLR
GENOTIP
1SS BB LL AA CT ACIGT
2SS AB VL AA TT AC/AC
3SS BB LL AA TT AC/AC
4SS AB VL AB TT ACIGT
5SS BB VL AA CT AC/AC
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y LOCUS

Numar de

identificare GHR | STAT5A| DGAT1 | GALT| LALBA

GENOTIP

1SS TT ccC GC/GC ccC BB
2SS TT ccC GC/GC CT BB
3SS TT ccC GC/GC CT BB
4SS TT ccC GC/GC CT BB
5SS TT ccC GC/GC CT BB

O serie de studii (mentionate in Capitolul 1) au fost focalizate pe evaluarea
efectului individual al polimorfismului unora dintre acesti loci asupra cantitatii
si calitatii laptelui. Rezultatele au fost de multe ori contradictorii lucru influentat
n principal de luarea in considerare Tn majoritatea studiilor de asociere numai a
uneia sau doua dintre aceste gene pe aceeasi populatie.

Tn cadrul proiectului nostru am studiat polimorfismul combinat a 10 gene pe
aceeasi indivizi, avand avantajul luarii Tn studiu a doua rase aflate la extreme in
privinta gradului de dezvoltare al glandei mamare si al productiei cantitative si
calitative de lapte.

La locusul PIT1 genotipul AA a fost asociat cu o cantitate mai mare de
lapte in comparatie cu celelalte genotipuri (Renaville si colab., 1997; Mattos si
colab., 2004; Zwierzchowski si colab., 2002; Oshima si colab., 2003), o
cantitate mai mare de proteind, o adancime mai mare a corpului si angularitate
(Renaville si colab., 1997). Din contra in alte studii nu s-au stabilit asocieri intre
aceste genotipuri si productia de lapte (Dybus si colab., 2004; Zakizadeh si
colab., 2007). Tn prezentul studiu genotipul homozigot AA nu a fost
identificat, alela A prezentand o frecventa relativ scazuta la toate cele trei loturi
de indivizi. Tn mod surprinzator frecventa alelei A la lotul SS a fost destul de
mare in comparatie cu loturile BNR (Carsai si colab., 2012).

La locusul GH genotipul LL a fost asociat cu o cantitate mai mare de

grasime si proteina (Dybus, 2002), cu o cantitate mai mare de lapte (Lucy si
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colab., 1993; Lee si colab., 1996; Dybus si colab., 2002; Yardibi si colab., 2009)
si procent mai mare de grasime (Yardibi si colab., 2009). Acest lucru a fost
explicat prin prezenta unei cantitati mai mari de hormon de crestere circulant in
plasma sangvina la genotipurile LL, datorate unei expresii mai puternice a alelei
L (Schlee si colab., 1994). Din contra in alte studii genotipul VV a fost asociat
cu o cantitate mai mare de lapte si 0 compozitie mai buna (Sabour si colab.,
1997; Zwierzchowski si colab., 2002). Tn prezentul studiu genotipul LL a fost
singurul identificat la lotul BNR-M. La loturile BNR-S si SS genotipul VL a
fost identificat cu o frecventa destul de mare, sugerand o influenta negativa
asupra cantitatii de lapte. Acest lucru a fost in concordanta cu fenotipul observat
la cele doua loturi de indivizi (Carsai si colab., 2011a).

La locusul PRL genotipul AA a fost asociat cu un procent mai mare de
proteina (Dybus si colab., 2005), un procent superior de grasime (Miceikiene si
colab., 2006) si o cantitate mai mare de lapte (Ghasemi si colab., 2009). Cu toate
acestea rezultatele obtinute n alte studii au fost contradictorii (Chung si colab.,
1996; Chrenek si colab., 1999; Dybus, 2002). Tn prezentul studiu genotipul AA
a avut frecventa cea mai mare la indivizii din lotul BNR-S (egala cu 1), la
indivizii din lotul SS a avut o frecventa medie, iar la indivizii din lotul BNR-M a
avut o frecventa intermediara (Carsai si colab., 2011b).

La locusul IGF1 genotipul CT a fost asociat semnificativ cu o cantitate mai
mare de grasime si proteind in lapte (Siadkowska si colab., 2006) si cu un
procent mai mare de grasime si proteina (Mehmannavaz si colab., 2010), efect
datorat alelei T. Tn prezentul studiu frecventele genotipului CT au fost
apropiate la cele trei loturi de indivizi. Cea mai mare frecventa a alelei T a fost
constatata la lotul SS, acest lucru fiind in concordanta cu fenotipul observat la
rasa SS privitor la procentul mai mare de grasime si proteina din lapte.

La locusul PRLR genotipul GT-GT a fost asociat cu o cantitate mai mare

de grasime si proteina in lapte (Viitala si colab., 2006). Tn prezentul studiu
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acest genotip a inregistrat cea mai mare frecventa la lotul SS. Frecventele
observate ale alelelor AC, respectiv GT, au avut valori apropiate la indivizii din
loturile BNR-M si SS (Carsai si colab, 2013a).

La locusul GHR genotipul TT a fost asociat cu un procent mai mare de
proteind si grasime si cu intr-o mai micd masura 0 cantitate mai mare de lapte
(Blott si colab., 2003; Viitala si colab., 2006; Sun si colab., 2009). Tn prezentul
studiu la indivizii din loturile BNR-M si BNR-S frecventele observate ale
genotipurilor TT si TA au avut valori apropiate. La indivizii din lotul SS
frecventa alelei T a atins valoarea 1, acest lucru fiind in concordanta cu
procentul mai mare de proteind si grasime observat la aceastd rasa (Carsai si
colab, 2013b) si la alte rase (Blott si colab., 2003; Viitala si colab., 2006; Sun si
colab., 2009), dar in contradictie cu efectul pozitiv asupra cantiatii de lapte
observat la alte rase (Blott si colab., 2003).

La locusul STAT5A genotipul CT a fost asociat cu o cantitate mai mare de
lapte si un procent mai mare de substanta uscata, proteina si lactoza (Flisikowski
si colab., 2004), respectiv cu o cantitate mai mare de proteina Tn lapte (Sadeghi
si colab., 2008), efect datorat alelei C. Tn prezentul studiu genotipul CT si alela
C au fost identificate doar la lotul BNR-M.

La locusul DGAT1 genotipul AA-AA a fost asociat cresterea procentului
de grasime din lapte (Spelman si colab., 2002; Weler si colab., 2003; Grisard si
colab., 2002; Sanders si colab., 2006; Gautier si colab., 2007; Né&slund si colab.,
2008). Tn urma unui studiu de expresie s-a constatat ca proteina codificati de
alela AA are o activitate enzimaticd mai mare decat cea codificata de alela GC.
Tn prezentul studiu alela AA a fost identificata doar in stadiu heterozigot cu
frecventa cea mai mare la lotul BNR-S. Desi s-a sugerat ca alela AA ar fi cea
ancestrala care a aparut inainte de domesticirea taurinelor (Winter si colab.,
2002; Kaupe si colab., 2004), totusi ea nu a fost identificata la indivizii

genotipizati din rasa ancestrala SS.

66



De la rustic la ameliorat: Studiul polimorfismelor unor gene cheie implicate Tn dezvoltarea si capacitatea
lactogenda a glandei mamare la taurinele din rasele Balsata cu Negru Romaneasca si Sura de Stepa

La locusul GALT nu exista studii privitoare la posibile asocieri intre
polimorfismele acestei gene si productia de lapte, deoarece gena nu a fost
studiati la taurine sub acest aspect. Tn prezentul studiu a rezultat o diferentiere
netd intre indivizii din rasa BNR (M sau S) si cei din rasa SS. Astfel la loturile
BNR (M sau S) a fost identificata o sigura alela (T) Tn stare homozigota (TT), in
timp ce la lotul SS a fost identificata o noud alelda C cu o frecventd destul de
mare. Avand in vedere rolul enzimei GALT in sinteza lactozei, polimorfismul
identificat in cadrul acestei gene ar putea fi studiat in continuare privind
posibilele lui asocieri cu cantitatea si calitatea laptelui.

La locusul LALBA nu exista studii privind asocierea acestei gene cu
variatia productiei de lapte, din cauza lipsei de polimorfism in regiunea
codificatoare a acestui locus la taurinele ameliorate. Tn prezentul studiu s-a
constatat prezenta unei singure alele B si a unui singur genotip de tip BB la toate
cele trei loturi de taurine studiate.

SintetizAnd, putem observa in Tabelul 10 combinatiile alelice identificate la
cei 10 loci care au variat n cadrul acelesi lot, desi fenotipic au fost alesi indivizi
omogeni in ceea ce priveste gradul de dezvoltare al glandei mamare si al
productiei cantitative de lapte. Acest lucru sugereaza ca toate aceste combinatii
alelice posibile pot contribui la efectul fenotipic observat. Modul in care aceste
substitutii nucleotidice (polimorfisme alelice) intélnite la cei 10 loci cheie
studiati pot influenta semnificativ cresterea si capacitatea lactogena a glandei
mamare, se poate explica prin efectul pe care il pot avea asupra:
> nivelului de expresie al genelor implicate care determina modificarea
cantitatii de proteina specifica sintetizata. De exemplu, cresterea cantitatii de
hormon de crestere circulant, datorat in unele cazuri hiperexpresiei genei care il
codifica, are efect stimulativ imediat asupra cresterii cantitatii de lapte. Acest
lucru se poate explica prin efectul stimulativ pe care il are acest hormon, prin

intermediul IGF1, asupra diviziunii celulare si diferentierii tesutului mamar
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lactogen. Acelasi efect se constata si in cazul aportului exongen de hormon de
crestere prin injecti.

» compozitiei Tn aminoacizi a proteinelor specifice codificate de genele
implicate, ceea ce poate avea repercursiuni asupra conformatiei si
activitatii ei biologice ca factor de transcriptie, hormon, factor de crestere,
receptor sau enzima. De exemplu, legarea optima a prolactinei sau hormonului
de crestere de receptorii lor specifici de pe membrana celulelor din tesuturile
tinta este esentiala pentru ca semnalul sa fie transmis mai departe si cu
intensitatea dorita la promotorii genelor a caror activitate expresionald este
coordonata de acestia. Orice modificare a compozitiei Tn aminoacizi a acestor
hormoni si mai ales a receptorilor lor face ca interactiunea lor sa fie defectuoasa
sau din contra mai bund, ceea ce se repercuteaza in final asupra capacitatii
lactogene a glandei mamare.

Un alt exemplu concludent este cel al enzimei DGAT1, enzima cheie
implicata in sinteza grasimilor n glanda mamara. Dubla substitutie din exonul 8
de tip AA/GC, care are ca efect substitutia unei lizine (K) cu o alanina (A) in
proteina matura, face ca proteina care contine lizind sa aiba o activitate
enzimatica mai mare decat cea care contine alanind. Acest lucru are un efect
marcant asupra procentului de grasime din lapte (Winter si colab., 2002,
Spelman si colab., 2002; Weler si colab., 2003; Grisard si colab., 2002; Sanders
si colab., 2006; Gautier si colab., 2007; Né&slund si colab., 2008).

Analizdnd rezultatele obtinute in cadrul acestui proiect si datele din
literatura, putem concluziona ca prezenta unei alele favorabile la un anumit
locus nu inseamna neaparat productie mai buna de lapte din punct de vedere
cantitativ si calitativ, deoarece daca o alela favorabila de la un locus este insotita
de prezenta unor alele nefavorabile la ceilalti loci efectul fenotipic nu este cel

asteptat.

68



De la rustic la ameliorat: Studiul polimorfismelor unor gene cheie implicate Tn dezvoltarea si capacitatea
lactogenda a glandei mamare la taurinele din rasele Balsata cu Negru Romaneasca si Sura de Stepa

Prin urmare, ameliorarea continud a productiei de lapte (si nu numai) se
bazeaza pe imbunatatirea continud a combinatiilor alelice favorabile din
genofondul indivizilor la locii care contribuie la dezvoltarea glandei mamare si a
capacitatii ei lactogene, alele care sunt mostenite de la parinti.

In schemele clasice de ameliorare cresterea potentialului productiv al
speciilor de ferma, in particular al productiei cantitative si calitative de lapte, se
face prin testarea taurilor in principal dupa descendenti. In urma testirii pe
criterii  fenotipice sunt favorizati la reproductie indivizi cu potentialul
ameliorator cel mai ridicat. Tn acest mod, in mod indirect, sunt favorizati la
reproductie indivizi care poarta alele favorabile la locii implicati in dezvoltarea
si capacitatea lactogend a glandei mamare, cei mai importanti dintre acestia fiind
studiati in cadrul proiectului.

Accelerarea castigului genetic poate fi realizata prin folosirea in schemele
clasice de ameliorare a informatiilor furnizate de catre markerii genetici. Acest
lucru poate fi facut printr-o genotipizare precoce multilocus a indivizilor
potentiali a fi utilizati ca reproducatori, genotipizare care poate fi realizata la
costuri relativ reduse pentru cele 10 gene cheie studiate (care sunt actorii
principali ce controleaza dezvoltarea si functionarea glandei mamare) si prin
metodologia de lucru propusa. O altda modalitate este genotipizarea indivizilor de
interes prin tehnici de secventiere completa a genomului sau prin intermediul
cipurilor ADN, tehnici care sunt mult mai costisitoare si care se justifica din
punct de vedere economic doar pentru indivizi extrem de valorosi. Genotipzarea
precoce a taurilor pentru caractere de importanta economica, Tnainte de
introducerea lor in programul clasic de testare pe criterii fenotipice, este deja o
practica curenta in multe tari.

Investigarea combinatilor alelice de la cei 10 loci cheie la rase de taurine

ameliorate (BNR) versus rase rustice (SS), ne-a ajutat sa intelegem si sa
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explicam mai bine determinismul genetic care sta la baza capacitatii lactogene
diferentiate a glandei mamare la cele doua rase de taurine, rase aflate la extreme
in ceea ce priveste gradul de dezvoltare al glandei mamare si capacitatea ei
lactogena. Acest lucru va deschide posibilitatea unei estimari mai precoce a

potentialului productiv al taurinelor pentru acest caracter.
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CONCLUZII

1. Cercetarile realizate in cadrul proiectului 113/2010-2013 au avut ca scop
studierea polimorfismelor genetice a 10 gene cheie implicate in dezvoltarea,
functionarea glandei mamare si capacitatea ei lactogena la taurine si anume
genele care codifica: factorul de crestere pituitar (PIT1), hormonului de
crestere (GH), prolactina (PRL), factorul de crestere insulin-like 1(IGF1),
receptorul pentru prolactina (PRLR), receptorul pentru hormonul de crestere
(GHR), factorul 5 de transmitere a semnalului si activare a transcriptiei
(STAT5A), acilCoA diacilglicerol aciltransferaza 1 (DGAT1), R1,4
galactoziltransferaza (GALT) si alfa-lactoalbumina (LALBA);

2. Acest studiu a fost realizat cu scopul de a identifica posibile polimorfisme
(mutatii) in structura acestor gene cheie care ar putea explica variabilitea
mare privind gradul de dezvoltare al glandei mamare si al productiei
cantitative si calitative de lapte, variabiliate intalnita la doua rase de taurine
aflate la extreme in ceea ce priveste aceste caractere;

3. Studiul a fost realizat trei loturi de indivizi si anume:

» doua loturi de indivizi din rasa Baltatd cu Negru Romaneasca (Holstein
Frizd), unul alcatuit din indivizi cu o glanda mamara bine dezvoltata si cu o
productie foarte mare de lapte de peste 100001/ lactatie (lotul BNR-M) si unul
alcatuit din indivizii cu o glanda mamara mai slab dezvoltata si cu o
productie mai mica de lapte de sub 6000I/lactatie (lotul BNR-S)

> un lot de indivizi din rasa Sura de Stepa, varietatea Moldoveneasca (lotul
SS), rasa ancestralda cu o glanda mamara foarte slab dezvoltata si cu o
productie foarte mica de lapte de 1000-15001/lactatie;

4. Tn cadrul studiului au fost stabilite protocoale de extractie si de purificare ale
ADN-ului total din sénge si ale ARN-ului total din celulele epiteliale

secretoare ale glandei mamare recuperate din lapte;
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5. Pentru studiul de secventiere a regiunilor codificatoare ale celor 10 gene luate

in studiu au fost folosite doud strategii de evidentiere a polimorfismelor
genetice:
> 1n cazul celor trei gene care nu se exprima in glanda mamara (P1T1, GH si
PRL) au fost amplificate din probe de ADN extrase din sdnge si secventiate
regiunile exonice si 0 parte din regiunile intronice flancatoare, folosind mai
multe seturi de primeri specifici;
» in cazul restului de sapte gene exprimate in glanda mamara in lactatie
(IGF1, PRLR, GHR, STAT5A, DGAT1, GALT si LALBA), probele de
ARNmM extrase din celulele epiteliale secretoare din lapte au fost supuse
reverstranscriptiei, iar cCADN-urile monocatenare obtinute au fost apoi
amplificate si secventiate folosind unul sau mai multe seturi de primeri
specifici in functie de marimea transcriptului;

6. Prin secventiere au fost evidentiate o serie de mutatii care caracterizeaza
alelele prezente la fiecare locus si prin care indivizii din cele trei loturi se
diferentiaza. Pe baza mutatiilor evidentiate au fost stabilite protocoale de
genotipizare, care au fost ulterior folosite pentru genotipizarea unui numar
mare de indivizi din cele doua rase de taurine;

7. Testarea genetica a fost realizata prin tehnica PCR-RFLP si a avut la baza o
parte din mutatiile evidentiate prin secventierea celor 10 gene, unele dintre
acestea fiind evidentiate si in studii realizate pe alte rase taurine si care au
fost asociate cu cantitatea si calitatea laptelui (mentionate in Capitolul 1). Tn
urma centralizarii datelor experimentale de genotipizare realizata pe 180 de
indivizi (cate 60 pe fiecare lot) a fost stabilita structura genetica in cele trei
loturi prin calcularea frecventelor alelelor si genotipurilor la locii studiati;

8. Prin secventiere si genotipizare au fost observate polimorfisme alelice care

diferentiaza cele trei loturi de taurine, polimorfisme care pot explica in parte
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9.

diferentele fenotipice observate privind gradul de dezvoltare al glandei
mamare, ceea ce are implicatii importante asupra productiei cantitative si
calitative de lapte;

Combinatiile alelice evidentiate la cei 10 loci au variat Tn cadrul aceluiasi lot,
desi fenotipic au fost alesi indivizi omogeni in ceea ce priveste gradului de
dezvoltare al glandei mamare si al productiei cantitative si calitative de lapte.
Acest lucru sugereaza ca toate din aceste combinatii alelice evidentiate pot

contribui la efectul fenotipic observat;

10. Combinatiile alelice evidentiate la cei 10 loci au variat mult mai frecvent

11.

12.

intre cele trei loturi de indivizi diferentiate marcant si din punct de vedere
fenotipic. Aceasta variabilitate alelica (genetica) ar putea explica variabilitea
fenotipica constatata la indivizii din cele doua rase de taurine studiate in ceea
ce priveste gradul de dezvoltare al glandei mamare si capacitatea ei
lactogena, ceea ce are implicatii directe asupra productiei cantitative si
calitative de lapte.

Analizand rezultatele obtinute in cadrul acestui proiect si datele din literatura,
putem concluziona ca prezenta unei alele favorabile la un anumit locus nu
Tnseamna neaparat productie mai buna de lapte din punct de vedere cantitativ
si calitativ, deoarece daca 0 aleld favorabila de la un locus este insotita de
prezenta unor alele nefavorabile ceilalti loci efectul fenotipic nu este cel
asteptat. Astfel la lotul SS au fost intalnite o serie de alele anestrale
(salbatice) care concura la o mai slaba dezvoltare a glandei mamare si prin
urmare la o productie cantitativa mai mica de lapte, dar de calitate net
superioara,

Pentru ca efectul productiv sa fie cel dorit ameliorarea continua a productiei
de lapte (si nu numai) se bazeaza pe imbunatatirea continua prin selectic a
combinatiilor alelice favorabile din genofondul individului. Accelerarea

castigului genetic la taurine nu poate fi facuta decat printr-o genotipizare
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multilocus si prin metodologia de lucru propusa sau prin tehnici de screening
complet al genomului care sunt mult mai costisitoare si care se justifica din
punct de vedere economic doar pentru indivizi extrem de valorosi;

13. Investigarea combinatilor alelice de la cei 10 loci cheie la rase de taurine
ameliorate (BNR) versus rase rustice (SS) ne-a ajutat sa intelegem si sa
explicam mai bine determinismul genetic care std la baza capacitatii
lactogene diferentiate a glandei mamare la cele doud rase de taurine, rase
aflate la extreme in ceea ce priveste gradul de dezvoltare al glandei mamare
si capacitatea ei lactogena. Acest lucru va deschide posibilitatea unei estimari
mai precoce a potentialului productiv al taurinelor pentru acest caracter.

14. Adresa web a proiectului este: http://www.usamvcluj.ro/PNIl_TE_ 113, iar

cea de e-mail: Izga.usamvcj@yahoo.com.
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