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Resumo: A mastite bovina é a principal patologia da glandula mamaria e a
maior causadora de prejuizos na producdo leiteira. Sua etiologia € quase sempre
relacionada a problemas de manejo sanitario e de ordenha. Entretanto, observa-se a
existéncia de animais com maior ou menor resisténcia a mastite, mesmo quando fatores
ambientais sdo controlados. Recentemente, alguns marcadores moleculares foram
associados ao fendtipo de resisténcia a mastite. O presente estudo teve como objetivo
verificar se com base no histérico de mastites clinicas em vacas de 2% e 3% lactagdo, o
SNP CGIL4 estéa relacionado ao fenotipo de resisténcia a mastite em vacas holandesas
em um rebanho no Sul do Brasil. Para obtencdo do DNA gen6émico, foram utilizadas
amostras de sangue de 160 vacas de segunda e terceira lactacdo de rebanhos
tecnificados no Vale do Taquari, RS. O fendtipo de resisténcia ou susceptibilidade a
mastite clinica foi determinado com base no histérico clinico dos animais, sendo
classificada como susceptivel a vaca com mais de 3 episodios da doenca durante a
lactacdo anterior. A identificacdo do SNP CGIL4 foi realizada através da técnica de
PCR-RFLP. Foi utilizada uma PCR touch down para obter o amplicon de 399 pb. A

analise de RFLP foi feita utilizando a enzima Tagl para identificar o SNP (G—A). A
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relacdo com o fenotipo e gendtipo foi analisada pelo teste Qui-quadrado. O gendtipo
mais frequente observado foi GG (47,5%), seguido por AG com 45% e AA com 7,5%.
O presente resultado difere de outros estudos que apontaram AG como 0 gendtipo mais
encontrado. As frequéncias alélicas foram 69,8% para o alelo G e 30,2% para o alelo A.
N&o foi observada associacdo entre os gendtipos testados e fenotipos de resisténcia e
susceptibilidade & mastite clinica baseada em registros clinicos.

Palavras-Chave: patologia, marcador molecular, holandés.

Polymorphisms in SNP CGILA4: association stuty on the phenotype of clinical
mastitis resistance in Holstein cows

Abstract : Bovine mastitis is the most important udder pathology and have a
significant economic impact in the dairy industry. Its etiology is associated to problems
with health and milking management. However, there are animals with resistance or
susceptibility to mastitis, even when environmental factors are controlled. Recently,
some molecular markers were associated to the phenotype of resistance to mastitis. The
present study aims to verify if, based on clinical history of cows of second and third
lactation, the SNP CGIL4 is associated to the phenotype of resistance to mastitis in
Holstein cows in a herd in southern Brazil. Genomic DNA was obtained from blood
samples of 160 Holstein cows (second and third lactation) from dairy herds from Rio
Grande do Sul state, Brazil. Phenotype of resistance or susceptibility to clinical mastitis
was defined based on animal’s clinical history, and the animal was classified as
susceptible if presented at least 3 episodes of clinical mastitis during the last lactation.
The identification of the CGIL4 SNP was performed using a PCR-RFLP. The
association between genotipes and phenotipes was acessed by the x* test. To detect
polymorphism, Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed using a touch-down

PCR reaction producing an amplicon of 399 bp. The Restriction Fragment Length
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Polymorfism (RFLP) analysis was performed using Taqgl restriction enzyme to identify
the SNP (G—A). The association between genotipes and phenotipes was acessed by the
y* test. The most frequent genotype observed was GG (47.5%), AG with 45% and AA
with 7.5%. Other results point AG as the most frequent genotype. Allele frequencies
were 69.8% and 30.2% for the alleles G and A, respectively. No association was found

between genotypes and phenotype of resistance and susceptibility to clinical mastitis,

based in clinical records.

Key words: pathology, molecular marker, Holstein.
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Introducéo

A mastite caracteriza-se pela
resposta inflamatoria na glandula
mamaria, sendo esta causada por
alteracbes metabdlicas e fisioldgicas,
traumas ou, mais frequentemente, por
micro-organismos patogénicos
ambientais ou contagiosos (REBHUN,
2007). Os impactos econdmicos surgem
através da queda na producédo leiteira,
perda na qualidade do leite, maior custo

de producdo e o descarte prematuro de

vacas por perda de um ou mais quartos

mamarios, que se tornam fibrosos e
improdutivos (OVIEDO-BOYSO et al.,
2007). Estima-se que no Brasil a queda
de producdo com esta doenca chegue de
2 a 15%, o que significa um total de 2,8
bilndes de litros/ano em relacdo a
producdo anual de 21 bilhdes de litros
(SANTQOS, 2001). Uma das abordagens
para a reducdo na incidéncia da mastite
e seus impactos é a selecdo de animais
resistentes e a insercdo  desta

caracteristica nos rebanhos. Para a

selecdo de animais melhores adaptados,
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pode-se utilizar marcadores gendmicos
associados a caracteristica fenotipica de
interesse.

O estudo de marcadores
moleculares de DNA permite detectar
diferencas nas sequéncias do DNA
possibilitando a selecdo indireta para
genes de interesse. O uso de
ferramentas moleculares revolucionou o
melhoramento genético em bovinos, e
com a recente publicacdo do genoma da
espécie (THE BOVINE HAPMAP
CONSORTIUM, 2009), buscam-se
cada vez mais marcadores moleculares
para fenotipos de interesse produtivo.
Na pecuaria leiteira, caracteristicas
produtivas como producao de leite,
concentracdo de gordura e proteina no
leite e resisténcia a mastite clinica séo
os principais focos na busca por
marcadores moleculares.

Em um amplo  estudo,
SHARMA et al. (2006) examinaram
3314 vacas holandesas na busca por

marcardores genéticos para resisténcia

ou susceptibilidade a mastite. Os
animais foram testados com a técninca
AFLP  (amplied fragment lenght
polymorphism), utilizando 89
combinacGes de primers e a anélise de
AFLP  revelou 27  marcadores
significativos. O  marcador  mais
promissor foi entdo selecionado sendo
descrito como um SNP (CGIL4)
caracterizado pela troca de bases G
2>A.

Em virtude do comércio
globalizado de doses de sémen, a
genética de rebanhos da raca Holandesa
no Brasil s&o muito semelhantes aos
rebanhos americanos e europeus
(PAIVA, 2006). Assim, candidatos a
marcador de resisténcia a mastite
identificado em  rebanhos  norte
americanos e europeus podem ser
validos na selecdo de rebanhos no
Brasil. Porém, a maior parte do rebanho
brasileiro ndo dispde de um sistema de

coletas de dados de producdo e

sanitarios que permitam a implantacéo
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em larga escala de selecdo genética
baseada em marcadores moleculares.
Desta forma, o presente trabalho teve
como objetivo verificar se, com base no
histérico de mastites clinicas em vacas
de 2% e 3% lactacdo, 0 SNP CGIL4 esta
relacionado ao fendtipo de resisténcia a
mastite em vacas holandesas em um
rebanho no Sul do Brasil.
Material e Métodos

Um total de 160 animais
oriundos de seis  propriedades
tecnificadas de pecuaria leiteira foram
utilizados na analise. Os rebanhos eram
compostos exclusivamente por vacas da
raca Holandesa pura por cruza, estagio
de 2° ou 3° lactacdo, com controle
sanitario. O registro dos histéricos
clinicos eram realizados pela assisténcia
veterinaria da propriedade durante a
segunda e terceira lactacdo. Ndo foram
considerados casos subclinicos. Os
animais que apresentavam mais de 3
episodios de mastite clinica na lactacéo

anterior em pelo menos um dos tetos

foram classificados como susceptiveis.
A classificagdo de resisténcia foi dada
aos animais que nao apresentaram casos
clinicos da doenga, exceto por trauma
na glandula maméria (REBHUN, 2007).

Foram coletados 5 mL de sangue
com a utilizacdo de um tubo de coleta
estéril com agulha de sistema de vacuo,
e 0 DNA genbmico foi extraido a partir
de sangue total usando o kit PureLink
Genomic DNA (Invitrogen, Carlsbad,
EUA) de acordo com o protocolo do
fabricante, sendo posteriormente
armazenado a -20°C. Para detectar o
SNP CGIL4, foi utilizado o método de
PCR-RFLP, utilizando os  primers:
E155F (5 TGA CGC AGA ATC CAA
AGT TAA AAC A 3°) e EI55R (&°
GAG GAG GTG GCC GGT TCA GA
3’), para a obtencao de um amplicon de
399 pb (Sharma et al., 2006). Para a
PCR forma utilizadas: 200ng de DNA
genémico, 0,5 uM de cada primer, 200
UM de dNTP, 1 mM de MgCl,, Taq

Polimerase Buffer, agua ultra-pura e 0,3
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U de Taq DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, EUA). A técnica utilizada foi
de Touchdown-PCR usando Hot Start
(Sambrook & Russell, 2001), sendo as
condicdes de reacdo: 94°C por 5min, 42
ciclos de 94°C por 30 s, 52,5°C por 45 s
e 72°C por 45 s. Apos, o produto da
PCR foi clivado com a enzima de
restricdo Taql (T°CGA) (Fermentas,
Waltham, EUA). As condicGes de
reacdo foram 0,5 pg de DNA, Tagl
Buffer, agua ultra-pura e 8 U de Tagql
(Thermo Scientific, Waltham, EUA).
Os gendtipos do SNP CGIL4 foram
determinados por eletroforese em gel de
agarose 3% (Sambrook & Russell,
2001), sendo caracterizados como: GG
(dois fragmentos de 125 e 235pb), AA
(dois fragmentos de 125 e 274pb) ou
AG (trés fragmentos de 125, 235 e
274pb).

As frequéncias alélicas e
genotipicas entre 0s grupos resistente e
susceptivel foram analisadas pelo teste

de Qui-quadrado e o teste exato de

Fischer. As anlises estatisticas foram
realizadas com o software Prism 5
(GraphPad, California, EUA), adotando
nivel de significancia 5%.
Resultados e Discussdo

Na amostra populacional
avaliada, observou-se que 76 (47,5%)
eram homozigotos GG e 72 (45%) eram
heterozigotos AG. A frequéncia alélica
G foi de 69,8% e a frequéncia alélica A
foi de 30,2%. A literatura descreve os
individuos AG, associado a resisténcia a
mastite, como sendo os mais frequentes,
variando entre 73% (CITEK et al,
2011) e 61,5% (SHARMA et al., 2006).
Da mesma forma o genotipo GG
representa 10% e 35% nos mesmos
trabalhos, respectivamente. O genoétipo
AA ocorreu em apenas 12 (9,83%)
individuos, sendo tal proporcdo também
reduzida em outros trabalhos [3% por
SHARMA et al., (2006) e 16,7% por
CITEK et al., (2011)]. A figura 1
representa a identificacdo dos gendétipos

obtidos.
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N&o foi encontrada associagdo
entre os fendtipos de resisténcia e
susceptibilidade e as frequéncias
genotipicas (P = 0,8412) e alélicas (P =
1,000) no grupo amostral estudado
(Tabela 1). Os dados obtidos néo
concordam com os achados dos autores
que propuseram o SNP CGIL4, que
encontraram uma associacgao
significativa para o alelo A e gendtipo

AA ao fendtipo de resisténcia a mastite.

No entanto, estudo recente realizado

MW GG AG

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

GG AA

com o SNP CGIL4 em vacas holandesas
na Replblica Tcheca também ndo
observou a relacdo proposta (CITEK et
al., 2011). Contudo, a comparagdo deve
ser feita com cautela dada as diferencas
genéticas entre as populacdes estudadas
por SHARMA et al. e CITEK et al;, e
também pela classificagdo dos rebanhos
realizada por estes autores. Em seus
estudos, a classificacdo do fenotipo de
resisténcia ou susceptibilidade foi feita
através de valores de CCS, parametro

nao utilizado neste trabalho.

AG GG AG

274 pb
235 pb

Figura 1 — Imagem representativa da genotipagem de vacas para o0 SNP CGIL4. Os

trés genotipos podem ser identificados pelo padrdo de corrida. Gel de agarose 3,5%

corado com brometo de etidio.

Os SNPs sdo marcadores
atraentes para a analise genética, pois
encontram-se em praticamente qualquer

regido do genoma ou em qualquer

sequéncia de interesse (REGITANO et
al., 2009). Como a resposta de
resisténcia & mastite € uma caracteristica
complexa, véarios genes podem estar
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relacionados na determinagdo desta
fungdo. Assim, os genes envolvidos na
resposta imune tém sido apontados
como fortes candidatos para o fendtipo
de resisténcia, sendo os principais genes
que codificam mediadores pré ou
antiinflamatorios (ex.: IL-1p, IL-2, IFN-
Y, TNF-a, além dos receptores Toll-
like) (ALLUWAIMI et al., 2003). Desta
forma, varios polimorfismos sdo
apontados como candidatos ao uso em
selecdo baseada por marcadores. O SNP
SCN8A-54 (C — T) foi associado a

mastite em animais da raca Thai-

Friesian (SIRIWADEE et al., 2011).
MESQUITA & COLABORADORES
(2012) observaram que polimorfismos
no gene TLR4 (toll like receptor 4)
estdo relacionados a menor valor de
contagem de células somaéticas (CCS)
em vacas holandesas, sugerindo seu uso
em selecdo baseada em marcadores.
LIU et al. (2012) descreveram um
polimorfismo no gene ATPlAl
(responsavel pela expressao da enzima
Na’,  K'-ATPase)

associado a

resisténcia a mastite clinica.

Tabela 1 - Frequéncias genotipica e alélica do SNP CGIL4, teste estatistico e valor P

dos animais analisados.

Frequéncia genotipica

Frequéncia alélica

Grupo AA AG GG A G
Resistente 9 (5,6%) 49 (30,6%) 54 (33,8%) 67 (21,1%) 155 (48,7%)
Susceptivel 3 (1,9%) 23 (14,4%) 22 (13,8%) 29 (9,1%) 67 (21,1%)
Teste Qui quadrado: 0,7326 Teste Exato de Fisher

Valor P 0,8412

1,000

A mastite ¢ um complexo

processo patologico que tem sua

ocorréncia e patogenia influenciada por

diversos genes (PYORALA, 2008), em
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especial aqueles voltados a processos
imunolégicos (TAO & MALLARD,
2007). Contudo, a expressao fenotipica
de resisténcia depende ndo so6 da
genética do animal, mas também da
interacdo dos genes com os efeitos do
ambiente, em especial desafios térmicos
e microbioldgicos.

Os casos de mastite clinica deste
estudo foram identificados sem
isolamento de micro-organismos, bem
como em outros estudos sobre este SNP
(CITEK et al., 2011; Sharma et al.,
2006). Como o SNP CGIL4 pode estar
relacionado a atividade da lactoferrina
na defesa antimicrobiana da glandula
mamaria, o grau do  desafio
microbiologico pode refletir no perfil de
resisténcia a mastite das vacas. Sabe-se
que diversas citoquinas de resposta
imune inata presentes no leite estdo
relacionadas a mastite clinica. O
aumento da concentracdo no leite de
proteinas como haptoglobina, IL-1f, IL-

10 e IL-12 foram associadas a casos

graves de mastite clinica (WENZ et al.,
2010), demonstrando a importancia da
resposta humoral. O SNP CGIL4 esta
proximo ao gene Lf, no autossomo bovino
22 (Bos taurus autossome 22, BTA22), que
codifica para a proteina lactoferrina (GI:
AC 000179.1). Esta proteina atua na
resposta de defesa contra infecgdo
bacteriana durante processos inflamatorios,
bem como media o transporte do ion ferro,
participando da  homeostase  celular
(SANCHEZ et al., 1992; SEYFERT et al.,

1994). Neste sentido, faz-se necessario
esclarecer se 0 SNP CGIL4 influencia a
funcdo do gene Lf, seja em nivel de
expressao (ex: modulacao de promotor)
ou alteragdes diretamente na sequéncia

de aminoacidos da proteina.

Conclusao

Com base nos resultados
encontrados, utilizando o historico
clinico como parametro para
classificacdo fenotipica de resisténcia a
mastite clinica bovina, ndo foi

encontrada, na amostra populacional

analisada, relagédo do SNP CGIL4 com a
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resisténcia a esta patologia. Apesar
deste  SNP j& ser considerado um
candidato a marcador molecular para
resisténcia a mastite (OGOREVC et al.,
2009), sugere-se que mais estudos com
diferentes populacdes de bovinos da
raca holandesa sejam realizadas para
que este gene possa ser efetivamente
validado para uso em programas de
melhoramento genético baseado em
marcadores.
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