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RESUMO

VILACA, Luciana Floréncio. Polimorfismos do gene BoLA-DRB3 em rebanhos
bovinos leiteiros 5/8 Girolando e Holandés no Estado de Pernambuco. 2012. 58p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal e Pastagens) — Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns, PE?.

A selecdo em gado de leite tem sido voltada, ao longo do tempo, ao aumento na
quantidade de leite, enquanto caracteristicas relacionadas aos componentes do leite e a
resisténcia a doengas tém sido pouco consideradas em programas de criacdo. Esta
intensa selecdo a caracteristicas de producdo ocasionou um aumento na incidéncia de
doengas como a mastite, sendo esta um dos fatores que mais acarretam prejuizos
econdmicos na cadeia produtiva do leite. Dessa forma, tem-se dedicado grande atencao
na identificacdo de genes ou regides cromossdmicas e suas associacbes com a
resisténcia a mastite, de modo a selecionar animais a0 mesmo tempo produtivos e
resistentes. Uma regido do genoma bovino que esta associado a mastite € o Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), que na espécie bovina foi denominado de
regido BoLA. No entanto, atualmente ndo existem trabalhos relacionados a identificacao
dos polimorfismos do gene BoLA-DRB3 nos rebanhos do estado de Pernambuco. Com
esse objetivo, foram analisados rebanhos 5/8 Girolando e Holandés do estado de
Pernambuco, para avaliar os polimorfismos do gene BoLA-DRB3.2, através de
modificacdo de protocolo da metodologia de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), 0
que permitiu identificacdo de alelos. A modificacdo do protocolo mostrou-se adequada e
satisfatoria para indicacdo de polimorfismos do gene estudado. Identificaram-se 39
alelos, sendo trés sequéncias (AV-141F, AV-18F e AV-133F) consideradas com maior
probabilidade. As frequéncias alélicas variaram entre 0,42 e 15,97%, onde os alelos
mais frequentes foram 0101 (6,13%), R (14,11%) e 1101 (14,72%). Verificaram-se
valores baixos de similaridade, demonstrando maior variabilidade genética entre os
animais. A estimativa de distancia entre os rebanhos Holandés e Girolando, foi de
0,075, sendo a média da distancia entre os rebanhos de 0,002. A heterozigosidade
observada (Ho) apresentou valores menores que a heterozigosidade esperada (He),
indicando que hd menos heterozigotos na populacdo do que esperado pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg. A divergéncia genética observada entre as sequéncias da populagéo
geral foi de 40,8792, sendo que quanto maior a divergéncia encontrada dentro de uma
populacdo maior serd o numero de alelos diferentes presentes. Na analise filogenética
observou-se a formacéo de seis grupos entre todos os alelos encontrados com o corte da
arvore em torno de 0,04 de similaridade. Dessa forma, verificou-se um elevado
polimorfismo do gene BoLA-DRB3.2 para os animais estudados, sendo os alelos
encontrados relatados quanto a conferirem resisténcia a mastite. Os animais do estudo
revelam alta variabilidade se caracterizando com um alto valor genético para a pecuéria,
devendo essas informacBes serem consideradas em programas de melhoramento
genético nacional.

'Comité Orientador: Prof. Dr. Kleber Régis Santoro — UAG/UFRPE (orientador); Prof. Dr. Omer
Cavalcanti Almeida — UAG/UFRPE (co-orientador).



ABSTRACT

VILACA, Luciana Floréncio. Polymorphisms of gene BoLA-DRB3 in dairy herds
5/8 Girolando and Holstein in the State Pernambuco. 2012. 58p. Dissertation
(Master in Animal Science and Grassland) - University Federal Rural of Pernambuco,
Academic Unit of Garanhuns, PE.

Selection in dairy cattle was turned over time, increasing the quantity of milk, while
features related to the milk constituents and disease resistance have been hardly
considered in breeding programs. This intense selection to production characteristics led
to an increased incidence of diseases such as mastitis, which is one of the factors that
cause economic losses in milk production chain. Therefore, it has been given great
attention in the identification of genes or chromosomal regions and their associated with
resistance to this disease, in order to select animals productive and resistant at the same
time. A region of the genome associated with bovine mastitis is the Major
Histocompatibility Complex (MHC), that the bovine region was named BoLA.
However, currently there are no studies related to the identification of gene
polymorphisms in BoLA-DRB3 herds in the state of Pernambuco. With this objective,
we analyzed herds 5/8 Holstein-Gir and Holstein the state of Pernambuco, to evaluate
gene polymorphisms BoLA-DRB3.2, by using a modified protocol of the method of
polymerase chain reaction (PCR), allowing identification of alleles. The modification of
the protocol was adequate and satisfactory to indication of gene polymorphisms studied.
We identified 39 alleles, where three sequences (AV-141f, AV and AV-18F-133F) were
considered more likely. The allele frequencies ranging between 0.42 and 15.97%, where
the most common alleles were 0101 (6.13%), R (14.11%) and 1101 (14.72%). There
were low of similarity values, demonstrating greater genetic variability among animals.
The distance estimated between the Holstein-Gir and Holstein, was 0.075 and the
average distance among the flocks of 0.002. The observed heterozygosity (Ho) had
values lower than expected heterozygosity (He), indicating that there are fewer
heterozygotes in the population than expected by the Hardy-Weinberg equilibrium. The
genetic divergence between the sequences of the general population was 40.8792, the
greater the divergence found in a population greater the number of different alleles.
Phylogenetic analysis checks the formation of six groups found between all alleles of
the tree with the cutting around 0.04 similarity. Thus, there was a high polymorphism
BoLA-DRB3.2 for the animals studied, reported as the alleles found to confer resistance
to mastitis. The animals of the study show high variability characterized with a high
genetic value for livestock, such information to be considered in breeding programs
nationwide.

'Comité Orientador: Prof. Dr. Kleber Régis Santoro — UAG/UFRPE (orientador); Prof. Dr. Omer
Cavalcanti Almeida — UAG/UFRPE (co-orientador).
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de leite do mundo (IBGE, 2010).
Entretanto, a regido Nordeste ndo é uma grande produtora de leite se comparada a sua
producdo anual em relacdo ao nimero de habitantes, onde no ano de 2010, foi
responsavel por uma producdo que correspondeu a 13,01% do total de leite produzido
no pais (Tabela 1.1). O Estado de Pernambuco apresentou em 2010, 21,95% da
producéo de todo o Nordeste e 2,85% da producdo nacional. Dentre as regides do estado
de Pernambuco, o Agreste vem ganhando destaque sendo responsavel pelo maior

aporte, produzindo 70,47% do leite do estado (Tabela 1.1).

Tabela 1.1. Producdo de leite no Brasil, Nordeste, Pernambuco e Mesorregides do

estado de Pernambuco

PRODUCAO DE LEITE

REGIAO LITROS DE LEITE X 10°
Brasil 30.715.460
Nordeste 3.997.890
Pernambuco 877.420
Sertdo - PE 203.141
Séo Francisco - PE 23.969
Agreste - PE 618.351
Zona da Mata - PE 25.699
Metropolitana - PE 6.261

Fonte: adaptado do IBGE (2010).
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Apesar do crescimento na cadeia produtiva do leite, ainda existem entraves que
precisam ser resolvidos para que se possa manter a sustentabilidade e competitividade
do setor. Sdo inimeros os fatores que podem vir a interferir sobre a producgdo de leite
em um rebanho, tais como: alimentagdo, manejo, sanidade, fatores ambientais, fatores
genéticos, entre outros.

Assim, o estado de satde dos animais pode prejudicar o desempenho produtivo e,
consequentemente, terd impacto sobre o resultado econdémico da atividade, além de
aumentar os custos de producdo (Miller et al., 1993). Dentre as doencas que acometem
0 gado leiteiro destaca-se a mastite, sendo esta uma inflamacéo na glandula mamaria,
causada por microrganismos, principalmente bactérias (Dias, 2007). Essa doenca
caracteriza-se por ser um dos fatores que acarreta grandes prejuizos econdémicos na
cadeia produtiva do leite, pela reducdo da quantidade e pelo comprometimento da
qualidade do leite, e até pela perda total da capacidade secretora da glandula mamaria
(Duque et al., 2005; Ribeiro et al., 2007).

A mastite é considerada a principal doenca que afeta os rebanhos leiteiros no
mundo. No Brasil, estima-se que haja, devido a alta prevaléncia da mastite, uma perda
de producéo entre 12% e 15% (Fonseca & Santos, 2000), com gastos aproximados de
U$126,00/vaca em lactacdo por ano, dos quais 60% devido a redugéo da produgéo por
mastite subclinica e 15% a mastite clinica (Holanda Junior et al., 2005). Entretanto,
muitos produtores ainda ndo se preocupam com este problema, talvez por ndo atentar as
perdas decorrentes desta enfermidade, dos riscos do tratamento através de residuos de
antibioticos no leite e da baixa relacdo custo/beneficio desse procedimento (Fonseca &
Santos, 2000).

No entanto, verifica-se que a selecdo em gado de leite tem sido voltada, ao longo

do tempo, ao aumento na quantidade de leite, enquanto caracteristicas relacionadas a
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resisténcia a mastite e aos componentes do leite tém sido pouco consideradas em
programas de cria¢do, o que contrasta com a tendéncia mundial para maior valorizacéo
dos componentes do leite, especialmente proteinas (Nascimento et al., 2006).

A maioria dos estudos genéticos focados em leite utiliza a contagem de células
somaticas (CCS) e a mastite clinica como medida fenotipica para prever o status de
bactérias no Ubere (Rupp & Boichard, 2003). A correlagdo genética existente entre a
CCS e a mastite, tanto clinica como subclinica, é estimada em torno de 0,3 a 0,7, com
herdabilidade de 0,10 a 0,14 para a CCS (Shook & Schutz, 1994), sendo esta uma
variavel que deve ser levada em consideragdo em programas de melhoramento genético,
com o objetivo de elevar a resisténcia a mastite. Tais programas tém logrado éxito
parcial, devido a CCS também depender de fatores ambientais (Magallhaes et al., 2006).

Logo, a mastite € uma doenca desafiadora e onerosa para a industria de laticinios e
para 0s pecuaristas, sendo uma alternativa para reducdo dos problemas causados por
essa doenca, além dos cuidados sanitarios, a selecdo de animais menos susceptiveis
(mais resistentes) e a incorporagdo desta caracteristica aos rebanhos (Fonseca, 2008), e
para isso tem sido utilizada a biologia molecular como ferramenta nos sistemas de
producdo, a fim de possibilitar novas perspectivas e auxiliar na compreensdo entre os
genes e as caracteristicas fenotipicas de interesse comercial.

Dessa forma, tem-se dedicado grande atencdo na identificacdo de genes ou regides
cromossdmicas e suas associacfes com a resisténcia a mastite, de modo a selecionar
concomitantemente animais produtivos e resistentes (Mota, 2003). Assim, a resisténcia
genética a enfermidades pode ser utilizada como uma ferramenta benéfica para a
pecuéria, podendo ser definida como a capacidade de evitar a doenca ou promover a

rapida recuperacdo ap0s uma infeccdo, sendo uma funcdo complexa e que envolve
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diversos caminhos biolégicos, moleculares e celulares, onde numerosos genes
candidatos podem estar envolvidos (Rupp & Boichard, 2003).

Uma regido do genoma bovino que estd associado a mastite € o Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) (Figura 1.1), que na espécie bovina foi
denominado de regido BoLA (Bovine Lymphocyte Antigen) (Wu et al., 2010; Mosafer et
al., 2011). Esses genes tém recebido atencdo em relacdo a sua atuacdo sobre a
resisténcia a mastite (Sharif et al., 1998; Sharif et al., 2003; Takeshima & Aida, 2006),
estando envolvidos nos processos celulares relacionados ao sistema imunoldgico dos
animais, sendo altamente polimérficos nas diferentes espécies e responsaveis por
codificar as proteinas presentes na superficie das células e envolvidas na relacdo entre

antigeno e anticorpos (Mota, 2003).

] I iIa /1
' =T= '
BolA-B
DQAT ~ on
pas1 - ©*
HSP70-1
Dis DRA — pspro-2
DA DRBT .
DOB DRB2 Tnr
DYB MOG
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Dneg  LMPe2 Bol A-A
LMPT DRB3 CYP21
BTAaz: @ ' : l
~15 15-30 0.6
Centimorgam

Figura 1.1. Mapa dos genes estruturais localizados no MHC em Bos taurus
Fonte: Fries & Ruvinsky (1999).

O gene BoLA estéa localizado no braco curto do cromossomo 23 (BTA23) (Wu et
al., 2010) e é um alvo potencial na identificacdo de genes candidatos nos estudos da
variacdo molecular, em razdo a sua influéncia sobre as caracteristicas produtivas e as

relacionadas a saude animal, uma vez que apresenta acdo direta sobre as funcbes
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imunoldgicas, podendo ainda apresentar um efeito indireto sobre as caracteristicas de
producédo, onde individuos que apresentem melhores condicdes gerais de salde podem
ser mais produtivos, além da possivel existéncia de ligacdo do loco BoLA com loci de
caracteristicas quantitativas (Machado et al., 2005). Segundo esses autores, quando
identificado e verificado o efeito de um gene candidato, ele pode ser imediatamente
utilizado na selecéo assistida por marcadores, com resultados satisfatorios.

Dentre os produtos dos genes localizados nessa regido, ha duas classes de
antigenos: Classe | que sdo encontrados na superficie das células do organismo, e
Classe 11 que sdo expressos em células especializadas do sistema imunoldgico, como os
linfocitos (Mota, 2003). Alguns estudos associaram alelos da Classe | a susceptibilidade
e resisténcia a mastite. Weigel et al. (1990) investigando o potencial do gene BoLA
como marcador para a salde e caracteristicas de produgcdo em bovinos de leite,
relataram associacdo significativa entre o alelo Al4 e a diminuicio do CMT
(California Mastitis Test) e entre o alelo A1l e a diminuicdo da mastite clinica em 98
vacas Holandesas nos Estados Unidos. Aarestrup et al. (1995) avaliando a associacéo
entre a mastite subclinica e os alelos da Classe | do gene BoLA em 657 vacas de varias
racas dinamarquesas, observaram associacdo dos alelos A1l e A12 com a CCS, e dos
alelos A7 e A26 com a resposta dos anticorpos significativamente mais baixos para
Staphylococcus aureus, sugerindo que o BoLA esta envolvido na resisténcia e
susceptibilidade a mastite. Dessa forma, Rupp & Boichard (2003) concluiram que 0s
alelos A1l estdo associados a susceptibilidade, o alelo A7 e A26 estdo associados a
resisténcia a mastite.

Em relacdo a associacdo dos alelos da Classe | e as caracteristicas de desempenho,
foi relatado por Weigel et al. (1990) associacdo do alelo A1l com a diminuicdo da

quantidade e do teor de gordura e a influéncia do alelo Al4 sobre o aumento da
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producéo de leite e de gordura, da porcentagem de gordura e da receita sobre o custo da
alimentacéo. Batra et al. (1995) estudando a relacéo entre os alelos do BoLA e o tempo
de vida e rentabilidade em um rebanho, encontraram associagdo significativa entre o
alelo Al14 e o aumento da vida produtiva, quantidade de leite, proteina e lactose em 94
animais da raca Holandesa no Canada.

Os genes da Classe Il em bovinos estdo localizados dentro de duas distintas
regides do cromossomo 23 dos bovinos: a Classe lla, que contém o0s genes
funcionalmente expressos DR e DQ, e a Classe Ilb, que contém genes identificados
como DYA, DYB, DMA, DMB, DOB, DOA, TAP1, TAP2, LAP2 e LMP7 (Takeshima
& Aida, 2006).

Varios sdo os estudos que investigaram as relacdes existentes entre os alelos da
Classe 1l e os indicadores de diferentes mastites. Os primeiros estudos que
sequenciaram regides do loco BoLA-DR relacionados a acdo imunoldgica especifica,
verificaram que 0s genes BoLA-DRB1 ndo € expresso, o BoLA-DRB2 é pouco
expresso e 0 BoLA-DRB3 ¢ altamente expresso (Mota, 2003). Dessa forma, o gene
BoLA-DRB3, que possui 284 pares de base, tem sido mais amplamente estudado, uma
vez que é extremamente polimdrfico (Takeshima et al.,2009), apresentando 133
diferentes alelos identificados segundo dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

Em vacas leiteiras, a maioria dos estudos focaram no exon 2 da classe BoLA-
DRB3 (BoLA-DRB3.2) por causa de seu elevado polimorfismo (Sharif et al., 1998;
Ledwige et al., 2001; Sharif et al., 2003), aléem de possuir associacdo com a CCS (Sharif
et al., 1998; Ledwige et al., 2001 ).

Assim, a Tabela 1.2, apresenta a evolucdo das pesquisas realizadas atualmente no

mundo voltadas ao estudo do gene BoLA-DRB3.
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Tabela 1.2. Evolucdo dos estudos voltados a associagdo do gene BoLA-DRB3 e a

resisténcia a mastite no mundo

REFERENCIA RACA PAIS OBJETIVO
VanEijketal. 168 animais  Estados Identificacdo de polimorfismos por
(1992) de 10 ragas Unidos PCR-RFLP no gene BoLA-DRB3.2.
Associacdo entre os alelos do BoLA-
Dietz et al. 127 Estados
DRB3.2 e 20 variaveis imunolégicas
(1997) Holandesas Unidos
medidas no periparto.
835 Associacdo entre alelos do BoLA-
Sharif et al.
Holandés Canada  DRB3.2 e caracteristicas de producéo
(1998)
e 66 Jersey e resisténcia a mastite.
Trujillo-Bravo et 131 Associacdo dos polimorfismos do
Colombia
al. (2005) Holandesas BoLA-DRB3.2 com a CCS e mastite.
Mohammadi et Estudo dos polimorfismos do BoLA-
65 Sistani Ird
al. (2009) DRB3.
) ) 75 animais _ o .
Firouzamandi et Descricdo da variabilidade genética
Holandeses Ird _
al. (2010) ) do BoLA-DRB3 em bovinos no Ira.
e 45 Sarabi
629 Estudo do polimorfismo do BoLA-
Wau et al. (2010) China
Holandés DRBS.
Mosafer et al. Analise de polimorfismos do BoLA-
100 bufalos Ird

(2011)

DRB3 e identficacdo de alelos.

Apesar dos estudos realizados, verificou-se a presenca de resultados conflitantes,

necessitando de mais pesquisas que abordem o gene BoLA-DRB3 em populacbes

maiores (Nascimento et al., 2006).
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No Brasil, poucos trabalhos foram realizados (Mota et al., 2002; Machado et al.,
2005; Nascimento et al., 2006). O primeiro estudo do gene BoLA-DRB3 em bovinos
leiteiros da raca Gir foi realizado por Mota et al. (2002), que encontraram 17 alelos
diferentes quando estudaram vinte e oito bovinos leiteiros da raca Gir da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa Gado de Leite), em Minas Gerais. No
estudo realizado por Machado et al. (2005) houve associacdo entre os alelos do loco
DRB3.2 com a producdo de leite até 305 dias de lactacdo em 470 vacas Gir em Minas
Gerais, onde identificaram 27 alelos, demonstrando elevado polimorfismo nessa raca.
Nascimento et al. (2006) caracterizaram geneticamente os alelos do BoLA-DRB3 em
1076 fémeas pertencente ao Programa de Melhoramento Genético de leite Gir 0s
associaando com a producdo de proteina, gordura e CCS.

Muito ainda esté para ser conhecido sobre a interpretacdo bioldgica e relevancia
fenotipica de caracteristicas relacionadas a resisténcia a mastite, sendo este assunto
bastante estudado no mundo, enquanto que no Brasil muito ainda ha para ser analisado.
Estudos adicionais ainda sdo necessarios para a confirmacdo das associagdes dos alelos
do BoLA-DRB3.2 aos fenétipos e a resisténcia de doencas como a mastite, visando
utilizar os resultados para a melhoria genética através da resisténcia a doencas na
pecudria, sendo que no Estado de Pernambuco ndo existem informacdes a respeito da
composicao alélica dos rebanhos.

Portanto, objetivou-se com esse trabalho a identificacdo dos polimorfismos do
gene BoLA-DRB3 em rebanhos de referéncia no estado de Pernambuco,
proporcionando bases para a compreensdo e auxilio no controle e no aumento da
resisténcia a mastite nos rebanhos do estado, através de programas de melhoramento

genético animal.
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2 CAPITULO 01

Otimizacao do protocolo de amplificagdo em PCR do gene BoLA-

DRB3.2 em rebanhos do Estado de Pernambuco

Resumo: A mastite bovina € o fator que provavelmente acarreta maiores prejuizos
econdbmicos na cadeia produtiva do leite. Assim, tem-se utilizado ferramentas da
biologia molecular para promover o melhoramento genético permitindo critérios para
selecdo dos animais portadores de caracteristicas de interesse comercial. Estudos com a
regidao BoLA-DRB3.2 tem demonstrado efetiva participacdo na resisténcia a mastite, no
entanto, apesar de descrito na literatura, o protocolo de amplificacdo é de dificil
implementacdo, além da existéncia de poucos estudos no Brasil que descrevem a
metodologia aplicada a rebanhos em condigdes nacionais. Portanto, objetivou-se ajustar
0 protocolo de PCR para o estudo do polimorfismo do gene BoLA-DRB3.2 associado a
resisténcia a mastite, aplicado a rebanhos leiteiros nacionais de varias racas e em
localidade e situacdes distintas. Observou-se uma maior quantidade e definicdo do
material amplificado com aumento em dois graus na temperatura de anelamento para a
primeira e segunda PCR, o que pode aumentar a deteccdo do polimorfismo atraves da

utilizacdo do método proposto.

Palavras—chave: biologia molecular, mastite, producédo de leite, resisténcia.
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Optimization of PCR amplification protocol to identify gene polymorphisms

BoLA-DRB3.2

Abstract: Bovine Mastitis is probably the factor that results in higher economic losses
in milk production chain. Thus, we have used molecular biology tools to promote the
breeding criteria for allowing selection of animals with traits of commercial interest.
Studies with the region BoLA-DRB3.2 has demonstrated effective participation in the
resistance to mastitis, However, although described in the literature, the amplification
protocol is difficult to implementation, beyond there are few studies in Brazil that
describe the methodology applied to herds in national conditions. Therefore, the goal
should be adjusted PCR protocol for the study of gene polymorphism associated with
BoLA-DRB3.2 resistance to mastitis, dairy cattle applied to several national races and
in different situations and location. There was a greater amount of amplified and
defining material with two degrees of increase in annealing temperature for the first and
second PCR, which can enhance the detection of polymorphism using the proposed

method.

Keywords: amplification, molecular biology, milk production, resistance.
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2.1 Introdugéo

A mastite caracteriza-se como uma inflamacdo na glandula mamaria, tendo
origem fisioldgica, traumatica, alérgica, metabolica, de estresse e infecciosa (Theirs et
al., 1999), e que pode ocasionar aumento nos custos de producdo, redugdo da
quantidade e comprometimento da qualidade do leite, e até perda total da capacidade
secretora da glandula mamaria (Duque et al., 2005; Ribeiro et al., 2007). Dessa forma, 0
controle dessa doenga em bovinos leiteiros constitui um importante passo para
elaboragdo de produtos de boa qualidade, bem como a diminuigdo dos riscos a saude da
populacéo.

Diante do exposto, a diminui¢do dos impactos causados pela mastite € uma busca
constante de todos os setores envolvidos na cadeia produtiva, ndo apenas considerando-
se 0S aspectos econdmicos, mas também por que os animais que apresentam maior
resisténcia a essa enfermidade fornecerdo produtos de melhor qualidade e por maior
tempo.

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), também denominado de
regido BoLA (Bovine Lymphocyte Antigen) na espécie bovina (Wu et al., 2010; Mosafer
et al., 2011), caracteriza-se como alvo potencial na identificacdo de genes candidatos.
Para gque seja possivel alcancar tais objetivos, se faz necessario a utilizacdo de técnicas,
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com o objetivo da amplificacdo da
regido desejada do gene, seguida do estudo dos seus polimorfismos e a sua associacao
com a variabilidade fenotipica encontrada nos animais. Estudos com a regido BoLA-
DRB3.2 tem demonstrado efetiva participacdo na resisténcia a mastite (Takeshima &
Aida, 2006). Entretanto, apesar de descrito na literatura (Van Eijk et al., 1992), o

protocolo de amplificacdo é de dificil implementacdo devido ao uso de diferentes
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primers em etapas distintas, além da falta de trabalhos com animais cruzados e a
existéncia de poucos trabalhos no Brasil que descrevem a metodologia aplicada a
rebanhos em condigdes nacionais. Estes aspectos representam em suma grande
dificuldade para o estudo do gene.

Objetivou-se com o presente trabalho ajustar o protocolo de PCR para o estudo do
polimorfismo do gene BoLA-DRB3.2, associado a resisténcia a mastite, aplicado a

rebanhos leiteiros de varias ragas e em localidade e situagdes distintas.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Animais e coleta das amostras

Foram coletados 4 (quatro) mL de sangue total (tubos para coleta de sangue a
vacuo com EDTA) de 412 animais de diferentes racas, sendo 64 Holandés, 106 5/8
Girolando, 92 Guzera e 150 Sindi, das cidades de S&o Bento do Una, Arcoverde, Serra
talhada e Petrolina, respectivamente. As amostras foram acondicionadas em freezer a -

20°C para posterior analise.

2.2.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada através de Kit de extracdo AxyPrep™ Blood
Genomic DNA Miniprep Kit, da empresa Axygen, seguindo protocolo disponibilizado
pela empresa. Foram utilizados cinco tampd@es: tampdo AP1 para lise celular, tampéo
AP2 para desnaturar as proteinas, tampdo WZ1A para lavagem, tampdo W2 para

dessalinizacdo e tampdo Tris-EDTA para diluir o DNA.
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A qualidade da extracdo do DNA e a especificidade das amostras de sangue foram
verificadas por eletroforese em gel de agarose a 1%, com marcador de peso molecular
(100pb DNA ladder), corado com Syber Green, visualizado em luz ultravioleta e

fotografado para verificagdo da qualidade.

2.2.3 Amplificacéo do gene BoLA-DRB3

Apobs a extracdo do DNA das amostras de sangue, realizou-se a amplificacdo
utilizando-se adaptacdes nos ciclos de temperatura da metodologia descrita por Van
Eijk et al. (1992), descritas abaixo. Foi realizada para amplificagdo uma Nested-PCR,
sendo os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para a primeira amplificagdo
do gene BoLA-DRB3.2: HL030 (5-TCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3") e HL031
(5-TTTAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-3"), sendo esta constituida de 3uL de
DNA, 1X Tris-HCI pH 8,0, 100 uM de dNTP mix, 2,5 mM de MgCl,, 0,5 mM de cada
primer e uma unidade de Taq DNA polimerase. Apos a primeira etapa de amplificacéo,
uma segunda reacdo de PCR foi realizada, utilizando para isso 3uL da solucdo da
primeira reacdo de PCR com concentracfes de reagentes conforme descrito para a
primeira etapa, exceto os primers que foram os seguintes: HLO30 e HL032 (5 —
TCGCCGCTGCCACAGT -3’). O primer HL032 possui uma sequéncia interna em
relacdo a sequéncia amplificada na primeira etapa de PCR, possuindo uma superposicao
de oito bases com o primer HLO31.

A metodologia descrita por Van Eijk et al. (1992) apresentava o seguinte ciclo de
temperaturas para a primeira reacdo: desnaturacdo inicial de quatro minutos a 94°C
seguida de dez ciclos de um minuto a 94°C, dois minutos a 60°C e um minuto a 72°C,

permanecendo em uma etapa de extensdo final de cinco minutos a 72°C. Segundo esses
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mesmo autores as condi¢es térmicas da segunda reacdo foram: 25 ciclos com um
minuto a 94°C e 30 segundos a 65°C, seguidos de cinco minutos a 72°C.

Para contornar o problema da ndo obtencdo de resultados a partir da literatura,
realizaram-se variacGes na temperatura de anelamento (Tabela 2.1), sendo os ciclos de
temperatura utilizados, na primeira variacdo da reacdo: desnaturacdo inicial de cinco
minutos a 94°C seguida de dez ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos com
variacdes de 59, 60, 61, 62, 63°C e um minuto a 72°C, permanecendo em uma etapa de
extensdo final de dez minutos a 72°C. As condi¢des térmicas da segunda variacdo da
reagdo foram: 25 ciclos com um minuto a 94°C e 30 segundos a 64, 65, 66, 67, 68°C,

seguidos de cinco minutos a 72°C.

Tabela 2.1. Variacdes na temperatura de anelamento

TEMPERATURA 12 PCR (°C) 22 PCR (°C)
1° TESTE 59 64
20 TESTE 60 65
30 TESTE 61 66
4° TESTE 62 67
50 TESTE 63 68

Para conferir os produtos de amplificacdo do PCR, foi realizada eletroforese em
gel de agarose a 1%, utilizando-se fragmentos de peso molecular conhecido (100pb

DNA ladder) sendo seguido de foto documentacéo.
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2.3 Resultados e Discussao

As Figuras 2.1, 2.2 e 2.3 mostram as eletroforeses realizadas apés PCR das
amostras. A Figura 2.1, apresenta os resultados pela metodologia descrita por Van Eijk
et al. (1992), onde observa-se que de acordo com as caracteristicas dos produtos no
presente estudo, ndo € a mais indicada apresentando bandas ausentes.

As modificacdes na temperatura de anelamento sdo apresentadas na Figura 2.2.
Verifica-se a presenca de banda nos pocgos 6 e 7, que correspondem a duas repeticdes
quando utilizado a temperatura de anelamento de 62°C na primeira reagéo, seguida de
uma segunda reacdo com temperatura de 67°C. Dessa forma, verifica-se que com a
modificagdo na metodologia descrita na literatura pode-se aumentar a visualizacdo das

bandas e eliminar a presenca de bandas inespecificas (Figura 2.3).
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Figura 2.1 Eletroforese em gel de agarose a 1%, seguindo metodologia descrita na literatura
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Figura 2.2. Eletroforese em gel de agarose a 1%, com variacdo de 2°C na temperatura de

anelamento na primeira e segunda PCR

4 5 Gne’ 8.9 10s11 12-38 14 15 16

Figura 2.3. Eletroforese em gel de agarose a 1%, seguindo modificacdo na metodologia
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2.4 Conclusoes

Observou-se uma maior quantidade e definicdo do material amplificado com o
aumento em dois graus na temperatura de anelamento para a primeira e a segunda PCR,
0 que pode aumentar a detec¢do do polimorfismo através da utilizagdo do método
proposto. Assim, a modificacdo da metodologia mostrou ser eficiente e necessaria para

0 estudo do gene BoLA-DRB3.2 aplicada a rebanhos nacionais de diferentes ragas.
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3 CAPITULO 02

Polimorfismos do gene BoLA-DRB3 em rebanhos bovinos leiteiros 5/8

Girolando e Holandés no estado de Pernambuco

Resumo: O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), que na espécie
bovina foi denominado de regido BoLA (Bovine Lymphocyte Antigen) tém recebido
atencdo por seus alelos terem acdo sobre fungbes imunoldgicas e caracteristicas de
producdo, sendo alvo potencial na identificacdo de genes candidatos. Estudos com a
regidao BoLA-DRB3.2 tem demonstrado efetiva participacdo na resisténcia a mastite, no
entanto, atualmente ndo existem trabalhos relacionados a identificacdo de alelos do
BoLA-DRB3 em rebanhos do estado de Pernambuco. No presente estudo, foi
investigada a distribuicdo dos alelos em 150 animais (Holandés e 5/8 Girolando)
pertencentes a rebanhos estaduais, onde 39 alelos foram identificados, sendo trés
sequéncias (AV-141F, AV-18F e AV-133F) consideradas com maior probabilidade de
serem novos alelos. As frequéncias alélicas variaram entre 0,42 e 15,97%, onde 0s
alelos mais frequentes foram 0101 (6,13%), R (14,11%) e 1101 (14,72%). Verificaram-
se valores baixos de similaridade, demonstrando maior variabilidade genética entre os
animais. A estimativa de distancia entre os rebanhos Holandés e Girolando, foi de
0,075, sendo a média da distancia entre os rebanhos de 0,002. A heterozigosidade
observada (Ho) apresentou valores menores que a heterozigosidade esperada (He),
indicando que hd menos heterozigotos na populacdo do que esperado pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg. A divergéncia genética observada entre as sequéncias da populagédo
geral foi de 40,8792. Na anélise filogenética verificou-se a formacdo de seis grupos

entre todos os alelos encontrados. Dessa forma, observou-se o elevado polimorfismo do
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gene BoLA-DRB3.2 para 0s animais estudados, sendo que alguns dos alelos
encontrados foram relatados na literatura como conferindo maior resisténcia a mastite.
Os animais do estudo revelaram alta variabilidade se caracterizando com um alto valor
genético para a pecuaria, devendo essas informagdes ser consideradas em programas de

melhoramento genético animal.

Palavras—chave: bovinos, distancia genética, frequéncia alélica, mastite, similaridade

Polymorphisms of gene BoLA-DRB3 in dairy cattle 5/8 Girolando and Holstein in

the Pernambuco State

Abstract: The Major Histocompatibility Complex (MHC), which was named BoLA
region (Bovine Lymphocyte Antigen) in bovine, have received attention in relation to
their alleles have action on immune function and production characteristics, being a
potential target for the identification of candidate genes. Studies with the region BoLA-
DRB3.2 has demonstrated effective participation in the resistance to mastitis, however,
currently there are no studies related to the identification of alleles of the BoLA-DRB3
in cattle in the state of Pernambuco. In the present study, we investigated the
distribution of alleles in 150 animals (Holstein and Girolando) belonging to herds
Brazilian, where 45 alleles were identified, 39 alleles first described, where three
sequences (AV-141f, AV and AV-18F-133F) were considered more likely of be new
alleles. The allele frequencies ranging between 0.42 and 15.97%, where the most
common alleles were 0101 (6.13%), R (14.11%) and 1101 (14.72%). There were low of

similarity values, demonstrating greater genetic variability among animals. The distance
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estimated between the 5/8 Girolando and Holstein, was 0.075 and the average distance
among the flocks of 0.002. The observed heterozygosity (Ho) had values lower than
expected heterozygosity (He), indicating that there are fewer heterozygotes in the
population than expected by the Hardy-Weinberg equilibrium. The genetic divergence
between the sequences of the general population was 40.8792. Phylogenetic analysis
checks the formation of six groups found between all alleles. Thus, there was a high
polymorphism BoLA-DRB3.2 for the animals studied, some of the alleles found in the
literature have been reported conferring resistance to mastitis. The animals of the study
show high variability characterized with a high genetic value for livestock, such

information to be considered in breeding programs.

Keywords: cattle, genetic distance, allelic frequency, mastitis, similarity
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3.1 Introducéo

Problemas na sanidade animal prejudicam o desempenho produtivo, tendo
impacto sobre o resultado econdmico, tanto aumentando os custos de producdo, quanto
diminuindo a produtividade (Miller et al., 1993). Dentre as doengas mais comuns
destaca-se a mastite por ser um dos fatores que acarreta grandes prejuizos econdémicos
na cadeia produtiva do leite, pela redugdo da quantidade e pelo comprometimento da
qualidade do leite, e até pela perda total da capacidade secretora da glandula mamaria
(Duque et al., 2005; Ribeiro et al., 2007).

Dessa forma, tem-se dedicado grande atencdo na identificacdo de genes ou regides
cromossdmicas e suas associagcdes com a resisténcia a mastite, de modo a selecionar
animais superiores, mais produtivos e resistentes (Mota, 2003).

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), que na espécie bovina foi
denominado de regido BoLA (Bovine Lymphocyte Antigen) (Wu et al., 2010; Mosafer et
al., 2011) é uma regido do genoma bovino mapeado no brago curto do cromossomo 23
(BTA23) e que tem recebido atencdo em relagdo a sua associacao a resisténcia a mastite
(Sharif et al., 1998; Sharif et al., 2003; Takeshima & Aida, 2006; Wu et al., 2010),
sendo alvo potencial na identificacdo de genes candidatos (Machado et al., 2005; Wu et
al., 2010).

O gene BoLA esta envolvido nos processos celulares relacionados ao sistema
imunologico dos animais, sendo altamente polimdrfico nas diferentes espécies e
responsavel por codificar as proteinas presentes na superficie das células e envolvidas
na relacdo entre antigeno e anticorpos (Mota, 2003), tendo influéncia sobre as

caracteristicas produtivas e as relacionadas a satude animal (Machado et al., 2005).
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Dentre os produtos dos genes localizados nessa regido, ha duas classes de
antigenos: Classe | que sdo encontrados na superficie das células do organismo, e a
Classe 11 que séo expressos em células especializadas do sistema imunoldgico, como 0s
linfocitos (Mota, 2003). Na Classe I, em bovinos, ha predominancia do loco DR,
relacionados com a acdo imunoldgica especifica, sendo que os genes BoLA-DRB3 tem
sido o mais amplamente estudado por ser extremamente polimérfico (Takeshima &
Aida, 2006; Wu et al., 2010).

Em vacas leiteiras, a maioria dos estudos focaram no exon 2 da classe BoLA-
DRB3 (BoLA-DRB3.2) por seu polimorfismo (Sharif et al., 1998; Ledwige et al., 2001;
Sharif et al., 2003), além de sua associacdo com a CCS (Sharif et al., 1998; Ledwige et
al., 2001).

Pouca informacdo esta disponivel sobre os polimorfismos genéticos em rebanhos
nacionais (Mota et al., 2002; Machado et al., 2005; Nascimento et al., 2006), enquanto
que no Estado de Pernambuco ndo existem dados relacionados ao gene citado.

Desta forma, esse trabalho teve por objetivo a identificacdo dos alelos do gene
BoLA-DRB3 em vacas leiteiras 5/8 Girolando e Holandés, em rebanhos de referéncia

no Estado de Pernambuco.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Animais

Foram selecionadas 46 fémeas puras da raca Holandesa e 104 fémeas cruzadas 5/8
Girolando, provenientes de rebanhos de referéncia e controlados, localizados na bacia

leiteira do Estado de Pernambuco, pertencentes ao Instituto Agronémico de
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Pernambuco (IPA), nas EstacOes Experimentais de S&o Bento do Una e Arcoverde,

respectivamente.

3.2.2 Coleta e extracdo de DNA

Realizou-se a coleta de amostras individuais de 4 (quatro) mL de sangue total em
tubos para coleta de sangue a vacuo com EDTA. A extracdo do DNA foi realizada no
Laboratério de Biologia Molecular pertencente a Universidade Federal Rural de
Pernambuco — Unidade Académica de Garanhuns. Utilizou-se o kit de extragédo
AxyPrep™ Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen), seguindo protocolo
disponibilizado pela empresa. A qualidade do DNA extraido foi avaliada em gel de
Agarose a 1%, corado com Syber Green, junto ao marcador de peso molecular com

100pb (DNA ladder), visualizado em luz ultravioleta e fotodocumentado.

3.2.3 Amplificacdo do gene BoLA-DRB3

A amplificacdo utilizou uma adaptacdo da metodologia descrita por Van Eijk et al.
(1992), conforme descrito por Vilaca et al. (2011) e duas adaptacdes nos ciclos de
temperatura, descritas abaixo. Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados
para a primeira amplificacdo foram: HLO30 (5-TCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-
3") e HLO31 (5-TTTAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-3), sendo esta constituida de
3uL de DNA; 1X Tris-HCI pH 8,0; 100 uM de dNTP mix; 2,5 mM de MgCI2; 0,5 mM
de cada primer e uma unidade de Tag DNA polimerase. Apds a primeira etapa de
amplificagdo, uma segunda reagdo de PCR foi realizada, utilizando para isso 3uL da

solucgéo da primeira reagdo de PCR com concentragdes de reagentes conforme descrito
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para a primeira etapa, exceto o0s primers que foram: HLO030 e HLO032 (5°-
TCGCCGCTGCCACAGT-3"). O primer HL032 possui uma sequéncia interna em
relacdo a sequéncia amplificada na primeira etapa de PCR, possuindo uma superposicao
de oito bases com o primer HLO31.

Os ciclos de temperatura para a primeira reacdo foram: desnaturacdo inicial de
cinco minutos a 94°C seguida de dez ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos com
variagdes de 62°C e um minuto a 72°C, permanecendo em uma etapa de extensao final
de dez minutos a 72°C. As condi¢des térmicas da segunda variacao da reacdao foram: 25
ciclos com um minuto a 94°C e 30 segundos a 67°C, seguidos de cinco minutos a 72°C.
Para conferir os produtos de amplificacdo do PCR, foi realizada eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com Syber Green, junto ao marcador de peso molecular

conhecido (100pb DNA ladder) sendo seguido de fotodocumentacéo.

3.2.4 Sequenciamento do gene BoLA-DRB3

Apos a amplificacdo por PCR, os produtos foram sequenciados no Laboratorio de
Biotecnologia Animal na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ,
pertencente a Universidade de Sdo Paulo — USP, na cidade de Piracicaba (SP).

A purificacdo inicial das amostras de PCR foi realizada pelo kit Agencourt
AMPure XP (Agencourt Bioscience) com utilizacdo de 10uL da reacdo e¢ 18ulL das
esferas magnéticas. ApO0s o preparo da reacdo, as amostras foram levadas ao
termociclador com desnaturacgdo inicial a 95°C por um minuto; desnaturacdo a 95°C por
15 segundos; anelamento a 50°C por 15 segundos; e extensdo a 60°C por dois minutos.
A etapa de sequenciamento das amostras amplificadas foi realizada em equipamento

ABI 3130 (Applied Biosystems).
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3.2.5 Identificacdo dos alelos

A identificagdo dos alelos que compdem o gendtipo dos animais foi realizada por
comparacdo aos alelos bovinos disponiveis no Immuno Polymorphism Database (IPD)
relativos ao MHC (http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/bola/index.html) e National Center

for Biotechnology Information (NCBI).

3.2.6 Ocorréncia de homozigose e Equilibrio Hardy-Weinberg

A ocorréncia de homozigose foi verificada pela observacdo direta dos strands
direto e reverso usando o software Geneious versdo 5.5.6. (Drummond et al., 2011).

Apos a identificacdo e atribuicdo dos alelos aos animais (genotipos), o equilibrio
de Hardy-Weinberg (HW) foi testado com o software Arlequin versdo 3.5.1.2 (Excoffier

& Lischer, 2010).

3.2.7 Diversidade, divergéncia e filogenia

Para determinacdo da diversidade, divergéncia e filogenia utilizou-se o software
MEGA versdo 5 (Tamura et al., 2011). A diversidade e a divergéncia foram calculadas
segundo Nei e Kumar, 2000. Para as arvores filogenéticas, foi utilizado o Coeficiente de
Jaccard, com agrupamento pelo algoritimo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetical Average) com 1.000 repeti¢fes para o bootstrap. O método UPGMA
utiliza para a formacdo dos grupos a média das distancias entre todos os pares de itens

que formam cada grupo (Telles et al., 2001).
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Frequéncia alélica

Cinco amostras do grupo 5/8 Girolando ficaram impossibilitadas de serem
avaliadas. Os sequenciamentos sem problemas foram avaliados comparativamente aos
alelos descritos nos bancos de dados mencionados, sendo que 80 animais 5/8 Girolando
e 44 animais da raca Holandesa tiveram seus genotipos completamente identificados,
sendo os demais ndo identificados (NI).

Foram identificados um total de 39 alelos, o que demonstra o elevado
polimorfismo para o loco BoLA-DRB3.2 (Tabela 3.1) nos rebanhos estudados, dados
do IPD e NCBI descrevem atualmente 107 e 133 alelos, respectivamente. Elevados
nameros de alelos também foram verificados em estudo realizados por Van Eijk et al.
(1992) com 54, Sharif et al. (1998) com 27, Machado et al. (2005) com 41 e
Nascimento et al. (2006) com 37 alelos.

Os alelos mais frequentes observados na populagéo total foram 0101 (6,13%), R
(14,11%) e 1101 (14,72%), sendo 13 alelos comuns aos dois rebanhos. No rebanho 5/8
Girolando observaram-se 32 alelos, com variacdo de 0,77 a 12,31%. Ja no rebanho
Holandés foram observados 20 alelos com frequéncias que variaram entre 1,89 e
22,64%.

No rebanho 5/8 Girolando, a soma das frequéncias dos alelos mais comuns foi de
26,92%, sendo eles 2101 (6,15%), R (8,46%) e 1101 (12,31%). Em estudos realizados
utilizando a nomenclatura descrita por Van Eijk et al. (1992) e Gelhaus et al. (1995) e a
técnica de PCR-RFLP, Machado et al. (2005) trabalhando com animais da raca Gir no

Brasil, também verificaram entre os alelos mais presentes o alelo 35 (7,6%) que
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corresponde ao 2101 (http://www.projects.roslin.ac.uk/bola/drbtab.html), tal como Mota
et al. (2002) que também observaram alta frequéncia para este alelo (10,71%). Néo foi
encontrada na literatura associa¢do do alelo 2101 com caracteristicas de producdo ou
resisténcia a doencas. Dietz et al. (1997) avaliando a associa¢do entre os alelos do
BoLA-DRB3.2 com varidveis imunoldgicas em vacas Holandesas encontraram altas
frequéncias para o alelo 22 (7,9%), que corresponde ao alelo 1101, o que também foi
observado por Wu et al. (2010) descrevendo a variabilidade genética do gene BoLA-
DRB3 em vacas Holandesas na China, com uma frequéncia de 23,53% para este alelo.
Duangjinda et al. (2009) no estudo com animais Holandés x Zebu associou os alelos 15,

51 e 22 com resisténcia em populacdes mesticas.

Os alelos mais frequentes no rebanho Holandés foram 0101 (11,32%), 1101
(15,09%) e R (22,64%), sendo a soma das frequéncias para esses alelos de 49,05%.
Dietz et al. (1997) e Wu et al. (2010), encontraram frequéncias elevadas para o alelo 24
(8,3 € 9,22%, respectivamente), correspondente ao alelo 0101 do presente estudo. Rupp
et al. (2007) reavaliando a associacdo dos alelos do gene BoLA-DRB3 e a resisténcia a
mastite em 328 animais Holandesas no Canada, associaram os alelos 24 e 8 com maior
risco de mastite clinica e o alelo 22 com maior CCS. O alelo 1201, que corresponde ao
alelo 8, foi encontrado nos dois rebanhos analisados com uma frequéncia alélica total de
1,84%. Dentre as seqliéncias analisadas, 18 de animais 5/8 Girolando e trés de animais
Holandés, ndo tiveram um ou ambos os alelos identificados, sugerindo a possibilidade

de se caracterizarem como novos alelos presentes nessa populacao (Tabela 3.1).



43

Tabela 3.1. Frequéncia de alelos identificados e ndo identificados (NI) para o gene

BoLA-DRB3.2
Rebanho
5/8 Girolando Holandés TOTAL (%)
Alelos N % N %
0101 4 3,08 6 11,32 6,13
0201 1 0,77 0,61
0801 1 1,89 0,61
0901 2 1,54 1,22
0902 5 3,85 1 1,89 3,68
1 5 3,85 3,07
1001 1 0,77 1 1,89 1,22
1101 16 12,31 8 15,09 14,72
1103 1 0,77 0,61
1201 2 1,54 1 1,89 1,84
13 1 0,77 0,61
16 1 1,89 0,61
14011 2 1,54 1,22
1501 6 4,62 3,68
1701 6 4,62 1 1,89 4,29
1801 1 0,77 1 1,89 1,22
2 2 3,77 1,22
2101 8 6,15 4,90
2703 1 0,77 3 5,66 2,45
2709 1 1,89 0,61
2710 2 1,54 2 3,77 2,45
2801 1 0,77 0,61
2802 5 3,85 3,07
3 1 1,89 0,61
3-1 4 3,08 3 5,66 4,29
3001 2 1,54 1,22
31 1 0,77 0,61
3202 1 1,89 0,61
3601 6 4,62 3,68
50021 1 0,77 1 1,89 1,22
R 11 8,46 12 22,64 14,11
R-148 2 1,54 1,22
R-154 1 0,77 0,61
R-156 3 2,31 1,84
R-161 2 3,77 1,22
R-164 4 3,08 2,45
R-172 1 0,77 0,61
YA97sp3 5 3,85 2 3,77 4,29
gbb 1 0,77 0,61
Total 112 86,15 51 96,23
parcial
NI 18 13,85 3 3,77

Total 130 100,00 54 100,00 100,00
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3.3.2 ldentificacdo de SNP

Através do alinhamento das sequéncias foi possivel observar pontos polimérficos
com troca de nucleotideos e similaridades, com a presenca de diferentes participacdes

dos homozigotos e heterozigotos nos rebanhos estudados (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Frequéncia dos genotipos homozigotos e heterozigotos identificados e ndo

identificados

Rebanho*
5/8 Girolando Holandés
Situacgéo Gendtipos N % N %
Homozigoto 58 59,79 (72,50) 38 82,61 (86,36)
Heterozigoto 22 22,68 (27,50) 6 13,04 (13,64)

Identificados

Nao Homozigoto 6 6,19 1 2,17
identificados Heterozigoto 11 11,34 1 2,17
Total 97 100,00 46 100,00

*Valores entre parénteses correspondem ao célculo considerando somente os identificados

Na Figura 3.1 pode-se observar picos uniformes sem a presenca de duplos picos o
que caracteriza um animal homozigoto, e na Figura 3.2 tem-se o alinhamento de um
animal heterozigoto com a presenca de dois picos para cada base nitrogenada,
caracteristica de polimorfismo nessa regido, sendo que a presenca do polimorfismo
demonstra a possibilidade de alteracdo no RNA (transcricdo) e consequentemente no
aminoacido formado no processo de traducdo, sendo que um grande ndmero de
variacOes de bases encontrado esta de acordo com Ledwige et al. (2001) e Sharif et al.

(2003).
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Figura 3.1. Alinhamento de um individuo homozigoto

Figura 3.2. Identificacdo dos SNPs em um individuo heterozigoto
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Uma vez realizado o alinhamento e a verificagdo dos pontos polimorficos é
possivel observar a relacdo de proximidade entre os diferentes rebanhos e dentro de
cada rebanho. Assim, verificaram-se de forma geral, valores baixos de similaridade,
demonstrando maior variabilidade genética entre os animais, sendo o menor percentual
de similaridade encontrado para o rebanho 5/8 Girolando (6,97%). E importante
também a avaliagdo das distancias genéticas entre e dentro das popula¢des, uma vez que
estas podem ser utilizadas para direcionar estratégias de cruzamentos, conservacao de
recursos genéticos e detectar doencas geneticamente importantes (Horin et al., 1999),
além de transformar todas as informacdes disponivel sobre as populacdes avaliadas em
um unico numero (Serrano et al., 2004). A estimativa de distancia entre os rebanhos
Holandés e Girolando, foi de 0,075, com um erro padréo de 0,011, o pequeno valor de
distdncia encontrado evidencia menores chances de combinagbes genéticas mais

promissoras.

Uma medida importante para a determinacdo da diversidade genética é a avaliacao
da heterozigose. Foi observado na Tabela 3.2, uma menor propor¢cdo de animais
heterozigotos nos dois rebanhos. Pela analise dos parametros de variabilidade genética
observa-se que a heterozigosidade observada (Ho), apresentou valores menores que a
heterozigosidade esperada (He) (Tabela 3.3), em ambos o0s rebanhos analisados,
indicando que ha menos heterozigotos na populacdo do que o esperado pelo equilibrio
de Hardy-Weinberg. Essa baixa quantidade de animais heterozigotos na populacdo pode
ocasionar endogamia, podendo fixar alelos com efeitos indesejaveis ou mesmo
combinacdes heterozigdticas que produzem resultados favoraveis (Sanchez, 2008).
Valores elevados de He, também foi constatado por Egito et al. (2004) realizando

estudo da variabilidade genética baseada em marcadores microssatélites em diferentes
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racas bovinas, com indices de He para animais Holandés e Gir de 58,9 e 64,1,

respectivamente.

O indice de diversidade molecular revelou maior diversidade entre os animais
cruzados, com nivel de diferenciacdo entre rebanhos de 0,02614 (Tabela 3.3). Verifica-
se que a diversidade entre os rebanhos foi menor que a diversidade entre os animais do
mesmo rebanho, j& que existe uma maior variabilidade genética dentro de uma
populacdo do que entre populagdes distintas, além de tratarmos de rebanhos contendo
animais puros e cruzados. Em estudo realizado por Serrano et al. (2004) sobre a
distancia e a variabilidade genética entre e dentro das ragas verificou que a maior parte
da variabilidade genética (70,04%) também foi devido a diferencas entre individuos
dentro da mesma populagdo, enquanto o restante (29,96%) estava relacionada as
diferencas entre racas (Caracu, Crioulo Lageano, Curraleiro, Mocho Nacional,

Pantaneiro, Holandés e Nelore).

Para aproveitar as vantagens fornecidas pela heterose, a utilizacdo de informacdes
de divergéncia genética é¢ importante em sistemas de cruzamento, uma vez que genitores
divergentes, que apresentam alelos de interesse, sdo mais indicados para promover
combinacgdes génicas favoraveis (Chiorato, 2004). A divergéncia genética observada
entre as sequéncias da populacdo geral foi de 40,8792 (Tabela 3.3), sendo que guanto
maior a divergéncia encontrada dentro de uma populacdo maior serd o nimero de alelos
diferentes presentes, o que € interessante quando se objetiva cruzamentos superiores.
Encontraram-se valores de divergéncia maior quando se observou a sequéncia dos
animais cruzados (44,7189), que se caracterizaram por apresentar um maior nimero de

alelos, sendo a divergéncia dentro da populacdo total de 40,8792.
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Tabela 3.3. Diversidade e divergéncia entre e dentro dos rebanhos para o gene BoLA-

DRB3
Descricéo
Cé!culos baseados nos haplétipos  5/8 Girolando Holandés
Indice de dlvli:)saldade padréo 2750 13,64
He" 94,51 88,40
c N 0,945126 0,884013
Indice de diversidade molecular (0,720970)° (0,691949)
Equilibrio Hardy-Weinberg < 0,00001¢ < 0,00001
. - N 0,02614
Diferenciacéo entre populactes (0,00327)
Calculos baseados nas sequéncias® Distancia Distancia

Diversidade interpopulacional 0,025516 (0,028530)

média
Diversidade média dentro dos 0383275 (0,322849)
rebanhos
Coeficiente de d_|ferenC|a(;ao 0,062419 (0,003811)
evolutiva

Divergéncia média S(A)brg todos os 0,408792 (0,444617)

pares de sequéncias

Divergéncia média sobre todos 0s
pares de sequéncias dentro dos

rebanhos
5/8 Girolando 0,447189 (0,396681)
Holandés 0,319361 (0,273715)

Divergéncia sobre os pares de
sequéncias entre rebanhos
5/8 Girolando 0,279278
Holandés 0,393859

Divergéncia liquida sobre os pares
de sequéncias entre rebanhos
5/8 Girolando 0,007677
Holandés 0,010584
*Heterozigosidade observada
*Heterozigosidade esperada
‘Erros padrdes entre parénteses
Valor p
SE apresentado o nimero de substituicdes por sitio & partir da ponderacdo sobre todos os pares
de sequéncias dentre de cada grupo. Erros padrdes das estimativas sdo mostrados entre
parénteses. Todas as posi¢Oes contendo lacunas e dados faltando foram eliminadas, restando no
total 128 posicdes.
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Utilizando as sequéncias dos alelos identificados na amostra estudada, a arvore
filogenética da Figura 3.3 demonstra a homologia entre os diferentes alelos, onde
verificou-se a presenca de seis grupos principais (clusters) com o corte da arvore em
torno de 0,04 de similaridade. Verifica-se a formacdo de um cluster contendo apenas o
alelo 0801. A maior similaridade foi verificada em cinco grupos: 1 (2, R e 1501), 2

(3001 e 31), 3 (2703 e 3), 4 (1 e 14011) e 5 (1101 e 3-1).

alelo 2 \
4{ alelo r
— alelo 1501
alelo 16 1502

L scloaon > Cluster 1

alelo 50021

alelo r-172
alelo 1801
— alelo 3601 _/
alelo 0201 )
4’—{ alelo 1201
alelo 1001
- alelo 13 0501
4‘—{ alelo 1701
alelo 3202
alelo 0801 } Cluster 3

alelo 2101
| alelo 3001
lalelo 31 Cluster 4

alelo R-148

alelo r-154

alelo 2703
] alelo 3

alelo 2709
|— alelo 2710

_| alelo 0101

> Cluster 2

Cluster 5

alelo r-161

— alelo 0901
L alelo 0902

alelo r-156 |\

alelo r-164

|alelo 1

lalelo 14011

— alelo 2801
L alelo 2802

— alelo 1101
alelo 3-1
alelo 1103
_|: alelo YA97sp3

4 4 4 4 4 '
1 1 1 1 1 1
0.05 0.04 0.03 0.02 0.01 0.00

> Cluster 6

Figura 3.3. Relacdo evolutiva entre alelos identificados, a arvore 6tima com soma de
ramos igual a 0,81161061 é mostrada (calculo de distancias por Maxima
Verossimilhangca composta, com agrupamento UPGMA sobre 231

posi¢des de nucleotideos final)
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Em relacdo aos alelos que ndo puderam ser identificados junto ao EBI e NCBI, foi
avaliada a possibilidade de os mesmos pertencerem ou ndo a regido de interesse neste
estudo. O julgamento foi através do alinhamento com as sequéncias dos alelos
identificados, onde nove ndo possuiam qualquer identidade ou regido de conservagao
em comum com a regido de interesse, sequer eram apresentadas nos bancos de dados de
referéncia como pertencentes a regido de interesse, sendo descartadas. As 12 sequéncias
restantes, que possuiam regides de conservacdo em comum, e obtiveram alinhamento
aos alelos para a regido de interesse (Figura 3.4), com particularidades polimdrficas
(Figura 3.5), foram comparadas evolutivamente (Figura 3.6).

Foi possivel observar a presenca de pontos polimorficos com troca de
nucleotideos, adicdo e delecdes de nucleotideos para as 12 sequéncias avaliadas, sendo
essas consideradas potencialmente como novos alelos, uma vez que ndo foram descritos
anteriormente (Figuras 3.5). No entanto, a arvore filogenética na Figura 3.6 mostra a
presenca de trés sequéncias (AV-141F, AV-18F e AV-133F) que nao participaram de
nenhum grupo formado, apresentando baixas homologias com os demais alelos e entre
eles (Figura 3.6), sendo esses considerados apresentar maior probabilidade de serem

novos alelos.
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alelo 0101
SB-88C-NI
AV-158C-NI
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ndo identificados, mas pertencentes a regido de interesse. Alinhamento com
todos os alelos identificados, sendo apresentado apenas o alelo 0101 para
posicionamento e referéncia. S&o apresentados somente as regides com mais

de trés bases
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Figura 3.5. ldentificacdo de regides Unicas (singletons) para os strands nao identificados,

mas pertencentes a regido de interesse. Alinhamento com todos os alelos

identificados, sendo apresentado apenas o alelo 0101 para posicionamento e

referéncia
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Figura 3.6. Relacdo evolutiva entre alelos identificados e ndo identificados, a arvore
6tima com soma de ramos igual a 0,62059115 é mostrada, onde EBI séo os
identificados (EBI e NCBI) e P os ndo identificados (calculo de distancias
por Méxima Verossimilhanca composta, com agrupamento UPGMA sobre

194 posicBes de nucleotideos final)
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3.4 Conclusdes

Foram identificados 39 alelos, sendo que os mais frequentes para o rebanho 5/8
Girolando foram 2101, R e 1101, enquanto para o rebanho Holandés foram 0101, 1101
e R. Foi verificada variabilidade genética nos rebanhos avaliados, os quais divergiram,
sendo o rebanho 5/8 Girolando o que apresentou maior variabilidade.

Dentre doze sequéncias avaliadas e ndo reconhecidas nos bancos de dados, trés
foram consideradas com grande possibilidade de serem novos alelos.

Alguns dos alelos encontrados foram relatados como conferindo maior resisténcia
a mastite, conferindo aos animais que 0s possuiam com maior valor genético para a
pecudria leiteira, podendo essas informagdes serem consideradas em programas de

melhoramento genético animal.
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4 CONCLUSAO GERAL

Atualmente sdo poucos os trabalhos realizados no Brasil relacionados a
identificacdo de genes possivelmente ligados a resisténcia a mastite, e a distribuicdo de
seus alelos e gendtipos, sendo desconhecidas informagdes do possivel distanciamento
entre animais oriundos de diferentes cruzamentos e a frequéncia de seus alelos. Esta é
uma area que tem muito a investigar e descobrir, e que pode trazer grandes
contribuigdes.

Alteracdo nas condicdes da PCR possibilitou a amplificacdo do DNA de animais
puros e cruzados da regido e permitiu a identificacdo de 39 alelos sendo doze sequéncias
consideradas potencialmente novos alelos.

Problemas ligados a mastite nos rebanhos podem ser minimizados com o auxilio
do conhecimento dos genes relacionados e com posterior selecdo de animais mais
resistentes, sendo necessaria uma maior quantidade de estudos direcionados a esse

enfoque.



