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RESUMO

PALAVRAS CHAVE ADICIONAIS
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A regido BolA (Bovine Lymphocyte Antigen) tem recebido atengdo por seus alelos
terem agdo sobre funcdes imunolégicas e caracteristicas de producdo. O presente estudo
teve por objetivo a identificagdo e associagdo dos polimorfismos do gene BoLA-DRB3.2
em 145 vacas leiteiras 5/8 Girolando e Holandés, em rebanhos de referéncia no Estado
de Pernambuco. Identificaram-se 39 alelos com frequéncias alélicas variando entre 0,42 e
15,97 %, sendo os alelos mais frequentes 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 disténcia entre os rebanhos Holandés e 5/8 Girolando,
foi de 0,075. A heterozigosidade observada (Ho) apresentou valores menores que a hete-
rozigosidade esperada (He). Observou-se um elevado polimorfismo do gene BoLA-DRB3.2
para os rebanhos estudados e um elevado nimero de alelos que desempenharam efeitos
positivos na producdo de leite, com destaque para os alelos 16 e 0101.

BoLA-DRB3 gene polymorphisms in 5/8 Girolando and Holstein dairy cattle herds
in the Pernambuco State
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INFORMACION

The BolA region (Bovine Lymphocyte Antigen), has been paid attention to because of its
alleles having influence on immune functions and production traits. The present study aimed
at the identification and association of BoLA-DRB3.2 gene polymorphisms in 145 5/8 Gi-
rolando and Holstein dairy cows, in reference herds in the state of Pernambuco. 39 alleles
with frequencies ranging from 0.42 to 15.97 % were identified, and the most common alleles
were 0101 (6.13%), R (14.11%) and 1101 (14.72%).There were low similarity values,
demonstrating a greater genetic variability among animals. The distance between the 5/8
Girolando and Holstein, was 0.075. Observed heterozygosity values (Ho) were lower than
those for expected heterozygosity (He). There was a high BoLA-DRB3.2 gene polymorphism
for the herds and a high number of alleles that had positive effects on milk production, espe-

cially for 16 and 0101 dlleles.
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INTRODUCAO

na identificagdo de genes ou regides cromossOmicas e

Problemas na sanidade animal prejudicam o des-
empenho produtivo, tendo impacto sobre o resultado
econdmico, tanto aumentando os custos de produgao
quanto diminuindo a produtividade (Miller et al.,
1993). Dentre as doengas mais comuns do gado leitei-
ro destaca-se a mastite, que acarreta grandes prejuizos
econdmicos na cadeia produtiva do leite, pela redugao
da quantidade, pelo comprometimento da qualidade
do leite e os gastos com medicamentos (Ribeiro et al.,
2007). Dessa forma, tem-se dedicado grande atencao

suas associa¢des com a resisténcia a mastite, de modo a
selecionar animais mais produtivos e resistentes (Mota,
2003).

O Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC), que na espécie bovina foi denominado de re-
gido BoLA (Bovine Lymphocyte Antigen) (Wu et al.,
2010) é uma regido do genoma bovino mapeado no
brago curto do cromossomo 23 (BTA23) e que tem rece-
bido atencao em relacdo a sua associacdo a resisténcia a
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mastite (Sharif et al., 1998; Sharif et al., 2003; Takeshima
and Aida, 2006; Wu et al., 2010), sendo alvo potencial
na identificagdo de genes candidatos (Machado et al.,
2005; Wu et al., 2010).

Ha duas classes de antigenos nesta regiao: a Classe I
que sdo encontrados na superficie das células do orga-
nismo e a Classe II que sdo expressos em células espe-
cializadas do sistema imunolégico, como os linfécitos
(Mota, 2003). Na Classe II, em bovinos, hd predominan-
cia do loco DR, relacionados com a agdo imunoldgica
especifica, sendo que o gene BoLA-DRB3 tem sido
amplamente estudado por seu grande polimorfismo
(Takeshima and Aida, 2006; Wu et al., 2010), em espe-
cial no éxon 2 (BoLA-DRB3.2) por possuir associagao
com a contagem de células somaticas (CCS) (Sharif et
al., 1998) e alguns aspectos produtivos (Nascimento et
al., 2006).

Pouca informacao esta disponivel sobre o BoLA-
DRB3.2 em rebanhos nacionais (Mota et al., 2002; Ma-
chado et al., 2005; Nascimento et al., 2006), seja relacio-
nado a sua distribuigdo populacional em diferentes
ragas e rebanhos, bem como seus polimorfismos e pos-
siveis associagdes. Assim, este trabalho teve por obje-
tivo a identificagdo e associagao dos polimorfismos do
gene BoLA-DRB3.2 em vacas leiteiras 5/8 Girolando
e Holandés, em rebanhos de referéncia no Estado de
Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 46 fémeas puras da raga Holan-
desa e 99 fémeas cruzadas 5/8 Girolando, provenientes
de dois rebanhos de referéncia, localizados na bacia
leiteira do Estado de Pernambuco, pertencentes ao Ins-
tituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), nas Estagdes
Experimentais de Sdo Bento do Una e Arcoverde, res-
pectivamente.

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 de DNA foi
realizada com AxyPrepTM Blood Genomic DNA Mi-
niprep Kit (Axygen, Brasil), seguindo o protocolo da
empresa, e a qualidade do DNA extraido avaliada em
gel de agarose a 1 %.

A amplificagdo utilizou o protocolo descrito em
Vilaga et al. (2011), o qual é uma adaptacao da metodo-
logia de Van Eijk et al. (1992). Foi realizada uma NES-
TED-PCR, sendo os oligonucleotideos iniciadores (pri-
mers) utilizados para a primeira amplificagdo: HL030
(5-TCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3") e HL031
(5’-TTTAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-3’), sendo
esta constituida de 3 uL de DNA; 1X Tris-HCI pH 8,0;
100 pM de dNTP mix; 2,5 mM de MgCl,; 0,5 mM de
cada primer e uma unidade de Tag DNA polimerase.
Apbs a primeira etapa de amplificacdo, uma segunda
reagao de PCR foi realizada, utilizando para isso 3uL
do produto da primeira PCR com concentragdes de rea-
gentes conforme descrito para a primeira etapa, exceto
os primers que foram: HL030 e HL032 (5"-TCGCCGCT-
GCCACAGT-3'), o qual possui uma sequéncia interna
em relacdo a sequéncia amplificada na primeira etapa
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de PCR, possuindo uma superposicao de oito bases
com o primer HLO31.

O ciclo de temperaturas para a primeira reagao foi:
desnaturagdo 5 min a 94°C, dez ciclos: 45 seg a 94°C,
30 seg a 62°C e 1 min a 72°C, extensdo final 10 min a
72°C. As condigoes térmicas da segunda etapa de PCR
foram 25 ciclos de: 1 min a 94°C, 30 seg a 67°C, 5 min
a 72°C e extensao final como a anterior. Os produtos
amplificados foram sequenciados no Laboratério de
Biotecnologia Animal na Escola Superior de Agricultu-
ra Luiz de Queiroz (ESALQ/USP, Piracicaba - SP), em
equipamento ABI 3130 (Applied Biosystems, Brasil).

A identificacdo dos alelos foi realizada por alinha-
mento aos alelos bovinos disponiveis no Immuno Poly-
morphism Database (IPD) (http:/ /www.ebi.ac.uk/ipd/
mhc/) e National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/), tal como em
Robinson et al. (2010) e Miyasaka ef al. (2012).

O equilibrio de Hardy-Weinberg, diversidade aléli-
ca e a diferenciacdo entre os rebanhos, utilizou o soft-
ware Arlequim versdo 3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005).

Foram coletadas 38.040 observagdes de produgao
de leite didria em litros (média 20,73+6,65) no periodo
de janeiro/2008 a dezembro/2012, sendo estas asso-
ciadas com os polimorfismos genéticos das 46 fémeas
do rebanho Holandés, com coeficiente de parentesco
médio entre as fémeas de 0,0125 e consanguinidade
média 0,00. A associagdo nao pode ser realizada para o
rebanho 5/8 Girolando devido a problemas no controle
zootécnico. Foi utilizado o procedimento MIXED do
SAS 9.3, através de um modelo de substitui¢do génica,
o qual pode ser representado matricialmente por:

y=Xh+Mm + Za +e

Em que:
y= vetor de dados da producao de leite;

X e Z= matrizes de incidéncia de efeitos fixos (es-
tagdo: chuva=junho a setembro, seca= outubro a maio)
e para os efeitos aleatdrios;

h= vetor de solugdes para os efeitos fixos, e residual,
respectivamente;

a= vetor de solugdes para os efeitos aleatorios;
e= vetor de solucdes para os efeitos residuais;

m= vetor de solugdes para os efeitos fixos de subs-
tituicdo génica para os alelos, representados pelos coe-
ficientes de regressao;

M= a matriz contendo 0, 1 ou 2 representando o
numero de copias de determinado alelo do gene, em
cada individuo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 39 alelos (tabela I), demons-
trando o elevado polimorfismo para o loco BoLA-
DRB3.2 em ambos rebanhos estudados, sendo que o
IPD e NCBI descrevem 107 e 133 alelos, respectiva-
mente. Estes resultados concordam com os elevados
polimorfismos dos estudos realizados por Van Eijk et
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Tabela I. Frequéncia de alelos identificados ou nao
(NI) para o gene BoLA-DRB3.2 (Frequency of alleles identi-
fied or not (NI) to the BoLA-DRB3.2 gene).

Rebanho
5/8 Girolando Holandés

Alelos* N % N % TOTAL (%)
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 parcial 112 86,15 51 96,23

NI 18 13,85 3 3,77

Total 130 100,00 54 100,00 100,00

*Resisténciaamastite: (-)=susceptibilidade, (+)=resisténcia, (-/+)=re-
sultados contraditorios.

al. (1992) com 54, Sharif ef al. (1998) com 27, Machado
et al. (2005) com 41 e Nascimento et al. (2006) com 37
alelos.

Os trés alelos mais frequentes observados na po-
pulagdo 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 variagado de 0,77 a 12,31 %, e no rebanho Holandés

foram observados 20 alelos com frequéncias que varia-
ram 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 reali-
zados utilizando a técnica de PCR-RFLP, Machado et al.
(2005) trabalhando com animais da raga Gir no Brasil,
também verificaram entre os alelos mais presentes o
alelo 2101 (7,6 %), tal como Mota et al. (2002) que obser-
varam frequéncia de 10,71 %. Dietz et al. (1997) avalian-
do vacas Holandesas encontraram frequéncia de 7,9 %
para o alelo 1101 e Wu et al. (2010) encontraram uma
frequéncia de 23,53 % para a mesma raga na China. Os
alelos mais frequentes no rebanho Holandés foram
0 0101 (11,32%), 1101 (15,09 %) e R (22,64 %), sendo a
soma de suas frequéncias de 49,05 %. Dietz et al. (1997)
e Wu et al. (2010), encontraram frequéncias elevadas
para o alelo 0101 (8,3 e 9,22 %, respectivamente). O
alelo 1201 foi encontrado nos dois rebanhos analisados
com uma frequéncia alélica de 1,84 %. Segundo Behl et
al. (2012), o que geralmente ocorre é que poucos genes
(de quatro a nove) teriam frequéncia superior a cinco
porcento e seriam responsaveis pela maior parte da
composigdo genética dos rebanhos (53 a 88 %), sendo
um possivel reflexo do programa de melhoramento.

Através do alinhamento das sequéncias foi possivel
observar pontos polimérficos com troca de nucleoti-
deos e similaridades, com a presenga de diferentes par-
ticipagdes dos homozigotos e heterozigotos nos reban-
hos estudados. Dezoito animais 5/8 Girolando e trés
animais Holandés, ndo tiveram um ou ambos os alelos
identificados (tabela II), sugerindo a possibilidade de
se caracterizarem como novos alelos presentes nessa
populacdo, os quais serdo sequenciados novamente
para confirmagao.

Uma vez realizado o alinhamento e a verificacdo
dos pontos polimoérficos € possivel observar a relagao
de proximidade entre os diferentes rebanhos e den-
tro de cada rebanho. Assim, verificaram-se, de forma
geral, valores baixos de similaridade, demonstrando
maior variabilidade genética entre os animais, sen-
do 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 populag¢des, uma vez que estas podem ser
utilizadas para direcionar estratégias de cruzamentos,
conservagao de recursos genéticos e detectar doengas
geneticamente importantes (Horin et al., 1999), além
de transformar todas as informacoes disponiveis so-
bre as populag¢des avaliadas em um tnico niimero
(Serrano et al., 2004). A estimativa de distancia entre os
rebanhos Holandés e Girolando, foi de 0,075, com um
erro padrao de 0,011. O pequeno valor de distancia en-
contrado evidencia menores chances de combinagoes
genéticas mais promissoras.

Uma medida importante para a determinacao da
diversidade genética é a avaliagdo da heterozigose.
Foi observada na tabela II, uma menor proporcao de
animais heterozigotos nos dois rebanhos. Nao foi ob-
servado equilibrio de Hardy-Weinberg em nenhum
dos rebanhos avaliados, e pela andlise dos parametros
de variabilidade genética observa-se que a heterozigo-
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Tabela II. Frequéncia dos genétipos homozigotos e heterozigotos identificados e nao identificados e diversi-
dade e divergencia entre e dentro dos rebanhos para o gene BoLA-DRB3.2, cilculo baseado nos haplétipos
(Frequency of homozygotes and heterozygotes identified and unidentified genotypes and diversity and divergence within and between herds

for BoLA-DRB3.2 gene calculation based on haplotypes).

Rebanho
Descrigao 5/8 Girolando Holandés
Situagao Genotipos N % N %
Homozigoto 58 59,79 (72,50) 38 82,61 (86,36)
Identificados .
Heterozigoto 22 22,68 (27,50) 6 13,04 (13,64)
a . - Homozigoto 6 6,19 1 2,17
Néo identificados Heterozigoto 11 11,34 1 2,17
indice de diversidade padro Heterozigosidade observada 27,50 13,64
Heterozigosidade esperada 94,51 88,40
indice de diversidade molecular - 0,945126 (0,720970)? 0,884013 (0,691949)
Equilibrio Hardy-Weinberg - <0,00001° <0,00001

Diferenciagéo entre populagdes -

0,02614 (0,00327)

*Valores entre parénteses correspondem ao calculo considerando somente os identificados. ?Erros padroes entre parénteses; *Valor p.

sidade observada (Ho), apresentou valores menores
que a heterozigosidade esperada (He) (tabela II), em
ambos os rebanhos analisados, indicando que ha me-
nos heterozigotos na populagao do que o esperado pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg. Essa baixa quantidade
de animais heterozigotos na populagao pode ocasionar
endogamia, podendo fixar alelos com efeitos indese-
javeis ou mesmo combinagdes heterozigéticas que pro-
duzem 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
ragas bovinas, com indices de He para animais Holan-
dés 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 II). Ve-
rifica-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 pu-
ros 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 popu-
lagao, enquanto o restante (29,96 %) estava relacionada
as diferencas entre ragas (Caracu, Crioulo Lageano,
Curraleiro, Mocho Nacional, Pantaneiro, Holandés e
Nelore).

No presente estudo, observou-se que os alelos 16 e
0101 apresentaram os maiores valores na estimativa de
producao de leite, enquanto que os alelos 0902 e 1701
seriam os de menores valores (tabela III). Segundo
Rupp et al. (2007), os alelos que apresentam efeitos
de resisténcia a mastite, tendem a estar associados
com uma menor produgdo de leite, enquanto os alelos
associados a efeitos de susceptibilidade a mastite se
associariam a uma maior produgao. Esses autores, as-
sociaram os alelos do gene BoLA DBR3.2 e a resisténcia
a mastite em 328 animais Holandesas, e propuseram
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Tabela III. Frequéncia alélica (%) e estimativa do
efeito médio da substituicao alélica para o gene Bo-
LA-DRB3.2 na producao de leite (litros) em animais
da raca Holandesa (Allele frequencies (%) and estimated av-
erage effect of allelic substitution for BoLA-DRB3.2 gene on milk
production (liters) in Holstein cows).

Alelo Frequéncia (%) Estimativa (erro padréo)
0101 14,7481 0,1249 (+0,2121)*
0801 1,1991 -0,3675 (+0,4459)**
0902 1,3020 -4,4891 (£0,4285)**
1001 1,3038 -0,2621 (+0,4165)NS
1101 19,8020 -1,0264 (£0,2067)**
1201 1,3038 -0,2621 (£0,4165)NS
16 2,1677 0,1965 (+0,3289)***
1701 0,9791 -3,4452 (£0,4076)***
1801 2,9943 -2,5544 (+0,3218)***
2 0,3228 0,0077 (£1,3642)NS
2703 3,6329 -0,1602 (+0,2931)*
2709 0,3228 0,0077 (+1,3642)NS
2710 4,4578 -2,9564 (+0,2626)**
3 3,7748 -0,1219 (+0,2842)***
3-1 5,6676 -1,1441 (+0,2566)***
50021 0,8656 -1,2619 (£0,4507)***
R 23,6389 -1,2209 (+0,2021)***
R-161 5,4547 -2,9289 (+0,2540)***
YA97sp3 6,0596 0,0000

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; NS= ndo significativo para o teste t.

que o alelo 1101 estaria associado a maior CCS e os
alelos 0101 e 1201 com um maior risco a mastite clinica,
mas o alelo 0101 obteve efeito positivo, corroborando
com o resultado da estimativa de produgado encontrado
no presente estudo. Em estudo com animais Holandés
x Zebu, Duangjinda et al. (2009), associou o alelo 1101
com resisténcia em populacoes mesticas.

O estudo de alelos que desempenham efeitos para
o aumento da produgao leiteira e resisténcia a mastite,
por meio de associagdo a marcadores moleculares,
permite explorar a diversidade alélica para que, essas
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informagdes venham a ser utilizadas em programas
de melhoramento genético animal, permitindo que
esses alelos sejam mais difundidos na populacao, au-
mentando o ganho geral e promovendo um ganho
consolidado.

CONCLUSOES

Os resultados indicaram que o gene BoLA-DBR3.2
apresentou um elevado niimero de alelos que desem-
penharam efeitos na produgao de leite. O alelo 16 apre-
sentou maior estimativa positiva para a produgao e o
alelo 0902 a menor estimativa. A descoberta de alelos
com efeitos positivos na produgao é de fundamental
importancia no auxilio a programas de melhoramento
genético, elevando sua acuracia e acelerando seus re-
sultados, pela identificagdo dos animais portadores dos
polimorfismos desejados.
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