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RESUMO

Considerando a importancia das doencas que afetam o desempenho
produtivo dos animais na industria leiteira em todo o mundo é necessario
implementar ferramentas moleculares que auxiliem na identificacdo e controle
destas doencgas. Quando ocorre alguma infeccdo em um organismo superior, existe
aumento do numero de células de defesa e o sistema imune inato proporciona uma
linha de defesa contra os patogenos. Os “Toll Like Receptors” (TLR) sé&o proteinas
da membrana que desempenham um papel chave na imunidade, reconhecendo
patégenos e, posteriormente, ativando as respostas. O presente estudo foi realizado
para identificar SNPs no gene TLR4 bubalino e analisar suas associagbes com
caracteristicas de importancia produtiva, incluindo a contagem de células sométicas
(CCS). Foram utilizadas amostras de DNA de 130 bufalas da raca Murrah. A regido
codificante do gene TLR4 foi amplificada através de reacbes de PCR e
posteriormente sequenciada. Os polimorfismos encontrados tiveram suas
frequéncias alélicas e genotipicas calculadas e verificadas quanto ao equilibrio de
Hardy-Weinberg, além de serem utilizados para os estudos de associa¢do. Foram
identificados 13 polimorfismos do tipo SNP para as regides sequenciadas do gene
TLR4, sendo que a maioria encontra-se em regido codificante. Encontrou-se
associacdo significativa, com porcentagem de gordura dos Snps @514>C/T
(P=0,0040) e @g536>A/T (P=0,0035). As associacbes para CCS demostrou-se
altamente significantes (p=<0,001) para todos os Snps (g322>G/A, ¢g514>C/T,
g536>A/T, (08338>A/C, (@8341>A/G, (¢8342>T/G, (g8343>G/A, 08345>A/G,
08413>A/G, g8428>G/A, g8438>A/C, g8578>G/T e g8582>A/C). Sugere-se que 0S
Snp do gene TLR4 possam ser utilizados como marcadores moleculares em bufalos,
ja que foram verificadas suas associacfes com caracteristicas como porcentagem

de gordura e proteina, e contagem de células somaticas.

Palavras chave: Células Somaticas, Marcadores Moleculares, Snp.
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ABSTRACT

Molecular markers might be developed to investigate genetic variants associated to
the disease and assist selection process in order to identify resistant animals. When
the mammary gland is infected, there is an increase in the defense cells, also called
somatic cells. It is a defense line of the immune system against pathogens. The “tool
like receptors” TLR are membrane proteins that have an important role in the
immunity, recognizing pathogens and activating adequate responses. The present
study aimed to investigate the association of TLR4 gene SNPs with productive
characteristics and SCC in buffaloes. The DNA was extracted from hair follicules of
130 Murrah buffaloes. The fragments were amplified by Polymerase Chain Reaction
(PCR) and sequenced. Thirteen SNPs were found. Allelic and genotypic frequencies
were calculated as well as the adhesion to Hardy-Weinberg equilibrium and the
linkage disequilibrium (r2) and the association to the characteristic. For SCC was
tested methodology linear generalized mixed model, assuming Poisson distribution.
Bonferroni correction was applied for the number of SNPs. Thirteen SNP
polymorphisms were identified in coding region of the TLR4 (g322>G/A, g514>C/T,
g536>A/T, (@g8338>A/C, (@8341>A/G, (8342>T/G, 8343>G/A, (8345>A/G,
08413>A/G, g8428>G/A, g8438>A/C, g8578>G/T, g8582>A/C). The SNPs g514>C/T
and g536>A/T had significant association whit %G. All the SNPs were associated
(p=0.001) whit the CCS. Other authors also reported the association of TRL4 SNPs
to the trait. The results show that the SNPs of TLR4 gene can be used as molecular
markers in buffaloes.

Key words: Molecular Markers, Snp, Somatic cells.
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1. INTRODUCAO

A maior parte da populacdo bubalina localiza-se na India, no entanto, esta
espécie também esta presente em diferentes partes do mundo, como o Brasil, Italia,
Egito, entre outros, sendo utilizada para trabalho, producdo de leite e carne. Nos
paises ocidentais observa-se maior interesse na sua exploragdo para a producéo de
leite, especialmente queijos especiais como a “mozzarella”. A composicao fisico-
quimica do leite bubalino permite uma producdo mais eficiente de produtos lacteos
com qualidade excepcional, devido aos niveis mais elevados de proteina, gordura e
minerais (VALLE, 1990; DUBEY et al.,, 1996; TONHATI et al., 1996 e PATEL e
MISTRY, 1997).

De acordo com estimativas da Federagdo Internacional do Leite (IDF
“International Dairy Federation”, 2002) a producdo mundial de leite de bufala
aumentou 48,52% no periodo entre 1992 e 2002, bem acima da taxa de crescimento
observado na producédo de leite de vacas, que foi cerca de 8,83%, para 0 mesmo
periodo. No Brasil, a producdo de leite por lactagdo em bufalos aumentou
significativamente nas ultimas décadas. Sesana et al. (2014) observaram médias de
producdo de leite por lactacdo de 1789 + 686 kg, nos rebanhos participantes no
controle leiteiro do Departamento de Zootecnia da FCAV/UNESP- Jaboticabal, SP.

A mastite € uma doenca comum em gado leiteiro em todo o mundo
(BEDOLLA, 2004), caracterizada por varias alteracdes na integridade fisica ou
guimica da glandula mamaria, devido a invasdo de agentes patogénicos ou eventos
traumaticos (BEDOLLA, 2012), que resulta em reducdo do desempenho produtivo
dos rebanhos. Na ocorréncia da mastite, agentes patogénicos invasores disparam o
sistema de defesa imunoldgica no Ubere, que levam ao aumento do numero de
células sométicas no leite. Desta forma, a contagem de células somaticas (CCS) é
utilizada como uma ferramenta para monitorar o status da mastite no rebanho
(EMANUELSON, 1989). Na espécie bubalina sdo descritos valores entre 11000 e
25000 células/ml (CERON-MUNOZ et al., 2002) em animais sadios, que é um valor
relativamente baixo em relagéo ao bovino.

Os receptores toll-like (TLR) sdo uma familia de proteinas da membrana que
desempenham um papel fundamental na imunidade inata, reconhecendo patdogenos

e, posteriormente, ativando as respostas imunes adequadas (RUIZ et a., 2011). O



TLR4 foi o primeiro membro da familia toll identificado e caracterizado em mamiferos
(BEUTLER, 2000). Este gene reconhece principalmente lipopolissacarideos e
estruturas similares como os &acidos lipoteicoicos, que sao componentes das
paredes celulares de bactérias gram positivas e gram negativas. Desta forma o
TLR4 identifica endotoxinas de infec¢cdes causadas por bactérias gram negativas e
induz a producdo de citocinas inflamatodrias da resposta imune inata, que contribuem
com a destruicao tecidual (MIYASAKI, 1991; TAKEDA, et al., 2003).

Queiroz de Mesquita et al. (2012), encontraram associagao significativa entre
CCS e haplotipos formados por SNPs detectados no gene TLR4 em populacdo de
bovinos da raca Holandesa, sugerindo que este gene seja um potencial candidato
para melhorar a qualidade do leite através de selecao assistida por marcadores.

Diferentes doencas em bovinos tem demostrado associacdo com 0 gene
TLR4 e sua relacdo com o sistema imune. A utilizacdo de ferramentas moleculares
pode auxiliar na identificacdo de doencas como a mastite, além de identificar
animais superiores geneticamente. Diante do exposto, o presente estudo teve o
objetivo de verificar a existéncia de polimorfismos no gene TLR4 em uma populacéo
bubalina e posteriormente, avaliar suas associacdes com a contagem de células

somaticas no leite de bubalinos e outras caracteristicas de importancia econémica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico da Bubalinocultura no Brasil

Ha pouco mais de cem anos os bufalos foram introduzidos no Brasil,
provenientes do continente europeu (ltalia) e asiatico (India). As importacdes
italianas foram responséaveis pela introducdo da raca Mediterranea, que forma a
base da populacdo de bufalos no Brasil. Posteriormente, ja no inicio da década de
60, foram introduzidos animais das racas Murrah e Jafarabadi, tendo como foco,
além da regido Norte, a regido Sudeste (MARQUEZ, 2000).

A expansao da exploracdo de bubalinos com aptidao leiteira no Brasil teve
inicio a partir da década de 90, tendo um crescimento estimado de 15% em 2009
(ABCB, 2011). Nas regides onde existem laticinios especializados na captacdo do
leite de bufalas, € cada vez maior o niumero de produtores, que passam a se dedicar
a exploracao leiteira bubalina, com a qual tem obtido producédo individual de queijos
superior, comparado com a producdo obtida com bovinos, mesmo com rebanhos
ainda pouco selecionados (BERNARDES, 2007). No Brasil o maior produtor de leite
de bufala € o estado de S&o Paulo (27%), sendo a regido sudeste o maior mercado
de derivados de leite de bufalo, principalmente do queijo mozzarella, devido as

proximidades com os maiores centros urbanas do pais (TONHATI et al., 2012).

2.2 Mastite

A produtividade leiteira de um rebanho depende de diversos fatores, dentre
eles, que os animais sejam saudaveis e produzam leite em quantidade e qualidade
adequadas. No entanto, tanto a producédo quanto a qualidade do leite podem ser
afetadas de forma significativa pela mastite. A mastite € uma doenca que se
caracteriza por varias alteracfes na integridade fisica ou quimica da glandula
mamaria, tendo origem bacteriana, fungica, podendo ainda ser causada por algas ou
leveduras. Esta € uma das doencas mais comuns afetando a industria leiteira em
todo o mundo e que pode ser classificada como clinica ou subclinica. Quando ocorre
mastite clinica é observada vermelhiddo no Ubere, o leite pode apresentar sangue
com pus coagulado e em alguns casos 0s animais apresentam um aumento da
temperatura retal e perda de apetite (BEDOLLA, 2004). Por outro lado, a mastite

subclinica € identificada pela presenga de microrganismos, em combinagdo com



uma alta contagem de células sométicas no leite (TOLLERSRUD et al., 2000;
BEDOLLA, 2004). Os casos de mastite clinica nos rebanhos geralmente séo
constantes, no entanto as maiores perdas de leite sdo ocasionadas pela mastite
subclinica ja que esta persiste por mais tempo e afeta a producao.

Os patégenos causadores da mastite podem ser classificados como agentes
infecciosos ou ambientais, com base na sua associacdo epidemiologica e sua
facilidade para causar a infecdo persistente ou transitoria, respectivamente
(BRADLEY e GREEN, 2001; RIFFON et al.,, 2001; ROSSITTO et al.,, 2002;
BEDOLLA CASTANEDA, 2003). Os principais patdgenos s&o, geralmente,
causadores de mastite clinica ou fortes respostas inflamatérias e compreendem a
Staphylococcus aureus, Streptococcus (uberis, agalactiae, dysgalactiae) e
coliformes (ARIZNABARRETA et al.,, 2002). Tais microrganismos invadem a
glandula mamaria e iniciam o processo inflamatorio podendo provocar o aumento do
namero de células de defesa do organismo entre elas as células sométicas (CS),
tais como os leucocitos (globulos brancos do sangue) e células epiteliais
provenientes da esfoliacdo do Ubere, cisterna maméaria e cisterna do teto e séo
eliminadas no leite durante o curso normal da lactacdo (GALIERO & MORENA,
2000).

2.3 Marcadores Moleculares

Um marcador molecular é definido como qualquer fenétipo molecular
procedente de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA que
atenda as probabilidades mendelianas de segregacdo em uma populagéao
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). De acordo com Milach (1998), marcadores
moleculares sdo caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e
sdo herdados geneticamente. Desta forma, o uso dos marcadores moleculares
busca identificar associagéo entre loci e fenotipos de interesse produtivo, de modo a
auxiliar na selecdo de individuos portadores de gendtipos desejaveis e no
direcionamento de acasalamentos, para aumentar a eficiéncia de um programa de
melhoramento. Na pecuaria, a utilizacdo de marcadores possibilita a selecdo de
progenitores com o0 meétodo que recebe o nome de Selecdo Assistida por
Marcadores (MAS, “Marker assited selection”), além da caracterizagao populacional,

da identificacdo de regifes génicas com variantes deletérias ou associadas a



enfermidades e teste de paternidade e rastreamento de produtos de origem animal.
(CARDOSO, 2012).

Uma estratégia bastante utilizada para identificar marcadores moleculares
relevantes para fenétipos de importancia econémica e que possam ser utilizados na
MAS, baseia-se em estudos de associacao entre os fenétipos e polimorfismos em
genes candidatos. Os genes considerados candidatos sdo aqueles que codificam
um produto de acdo biolégica conhecida e relacionado ao desenvolvimento e
desempenho da caracteristica objeto de estudo. A aplicacdo desta estratégia em
populacées bubalinas, ja revelou marcadores associados a porcentagem de gordura,
proteina e CCS no leite no gene DGAT1 (CARDOSO et al., 2015, FREITAS et al.,
2016); porcentagem de proteina no gene do receptor de melatonina MTRN1A
(ZETOUNI et al., 2014).

2.4 Familia de receptores toll-Like (TLR) e suas funcdes no sistema
imune

Quando a infeccdo ocorre no mamifero o sistema imune inato proporciona
uma linha de defesa contra os patdégenos. Dentro desta linha de defesa, os
receptores toll-like (TLR) desempenham um papel essencial, uma vez que sao
importantes componentes do sistema receptor de reconhecimento padrdao (PRR,
“Pattern recognition receptor”). Estes componentes detectam estruturas moleculares
chamadas padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPs) de organismos
invasores (LEMAITRE et al., 1996), provocando a liberacdo de citosinas
inflamatérias (MEDZHITOV, 2007).

O entendimento da estrutura basica e da organizacao dos TLR, assim como a
constituicdo nucleotidica de seus genes € essencial para conhecer a base do
sistema imune inato de uma espécie (DUBEY et al, 2012). Por enquanto, ha um total
de 13 TLRs descritos na literatura, sendo que existem 10 genes caracterizados na
maioria dos mamiferos (ROCK et al., 1998; CHUANG et al, 2000; TEMPERLEY et al.
2008). O reconhecimento de TLRs nas espécies mamiferas € realizado de acordo
com a sua localizacdo e caracteristicas unicas ao nivel celular. Os TLRs 1, 2, 4,5 e
6 estdo presentes na membrana celular, enquanto os TLR 3, 7, 8 e 9 podem ser
encontrados no citoplasma. Os TLRs 3, 7, 8 e 9 sdo associados com o

reconhecimento de constituintes microbiais e virais enquanto os TLRs 1, 2, 4,5, e 6



sdo associados com reconhecimento de constituintes de bactérias (HASSAN et al.,
2005).

Os genes TLR2 e TLR4 sao fortemente expressos durante a mastite causada
por Staphylococcus aureus (GOLDAMMER et al.,, 2004). O TLR4 foi o primeiro
membro da familia toll que foi identificado e caracterizado em mamiferos (BEUTLER,
2000). Existem estudos do gene TLR4 e suas associa¢cées com doencgas infecciosas
em diferentes animais domésticos como cobaias (KUMO et al., 2009) e coelhos
(ASTAKHOVA et al., 2009). Pesquisas envolvendo a familia TLR e suas func¢fes
fundamentais nos sistemas imunolégicos de mamiferos demonstraram associacdes
com doencas como encefalite equina Venezuelana (SHARMA et al.,, 2009),

susceptibilidade a mastite clinica em gado leiteiro (JANN et al., 2009).

Dois polimorfismos detectados no gene TLR4, sendo um deles uma mutacao
na regiao 5 UTR e o segundo uma mutacdo ndo sinbnimo no éxon 3, foram
associados a contagem de células somaticas, persisténcia da lactacdo e a
susceptibilidade a infeccbes por Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP)

em vacas da raca Holandesa criadas no Canada (SHARMA et al., 2006).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

As informac0des fenotipicas e o material biologico utilizados nesse estudo sao
referentes a animais da raca Murrah, pertencentes a Fazenda Tapuio, na cidade de
Taipu — RN. Esta fazenda faz parte do programa de controle leiteiro de bubalinos
mantidos pelo Departamento de Zootecnia da UNESP/Jaboticabal, SP e mantém um
Sistema de Pastoreio Rotacional Voisin. O rebanho atual conta com
aproximadamente 688 matrizes, com meédia de producdo de leite em torno de
2042,11+681,76 Kg em até 270 dias da lactacdo. Periodicamente ha realizacdo do
controle leiteiro e colheita de amostras para determinagédo do contetdo de gordura e
proteina e contagem de células somaticas, assim como, do material biolégico para

extracdo de DNA.

3.2 Analises laboratoriais

As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Genética
Molecular do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — UNESP / Jaboticabal — SP.

3.2.1 Extracdo de DNA

O DNA genbdmico dos animais foi extraido a partir de pélos da vassoura da
cauda de 120 bufalas da raca Murrah. A extracdo de DNA foi realizada a partir da
metodologia adaptada de Lima (2003). Aproximadamente 40 foliculos de cada
animal foram depositados em tubos de microcentrifuga (um tubo para cada animal),
nos quais foram adicionados 500uL de solucdo TE-TWEEN (Tris 50 mm, EDTA 1
mm, 0,5% Tween 20), seguido de incubacdo em banho a 65°C por uma hora e meia,
com agitacdes periddicas. Apds esse periodo, foram acrescentados 2uL de
proteinase K em cada tubo (600ug/uL), e as amostras foram incubadas a 55°C, por 6
horas, com agitacao periodica, e incubacado novamente a 37°C por uma noite.

Apés esses procedimentos, foi adicionado 1 volume de PCI (Fenol-
Cloroférmio- Alcool isoamilico) para 1 volume de amostra, seguido de agitacéo
vigorosa dos tubos por 10 segundos em agitador automatico. Posteriormente, foi

realizada nova centrifugacéo por 10 minutos a 12000 rpm a 23°C e o sobrenadante



foi transferido para novo tubo. Foi entdo realizada a precipitacdo do DNA com 1/10
do volume da amostra de acetato de sédio 0,3 M (aproximadamente 30 L) e etanol
absoluto gelado (aproximadamente 1ml). Logo, as amostras foram homogeneizadas
por inversdo, os tubos foram colocados no freezer -20°C por uma hora e em
sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 25 minutos, a 12000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o DNA restante foi seco a temperatura ambiente e
armazenado em 100uL de TE (10:1).

ApOGs as extracdes, as amostras de DNA foram quantificadas atraves de
espectrofotometro (Nanodrop 1000, Termo Cientific, EUA, 2008) para verificacdo da
guantidade e qualidade do material obtido. Foram esperadas concentracdes
minimas de 100 ng/uL e valores entre 1,8 e 2,0 para relacdo da absorbancia
A260/A280. Relacbes inferiores a estes valores sugerem contaminagcdo com
proteinas, fenol ou outros contaminantes que tenham pico de absorbéncia de 280
nm (LEHNINGER et al., 2004). Quando as amostras atenderam aos parametros de
qualidade e guantidade, a solucéo estoque foi diluida a 70 ng/uL para solucédo uso.

Ambas foram congeladas em freezer a -20°C.

3.2.2 Desenhos dos Iniciadores

Os iniciadores (“primers”) utilizados neste estudo foram desenhados com
base na sequéncia relativa ao Bos taurus depositada no GenBank, sob codigo de
acesso AC_000165.1. A qualidade dos pares de primers foi verificada, antes de sua
solicitagdo, com auxilio da ferramenta oligoanalyzer da Idt Tecnology (disponivel em:
<http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/>), sendo que se atentou
pela escolha de primers com baixa probabilidade de emparelhamento entre os pares
de bases de sua proépria sequéncia (harpin), entre sequéncias de primers homaélogos
(self-dimer) ou entre os pares de bases das sequéncias do primer forward e reverse
(hetero-dimer).

O gene TLR4 é constituido de 3 éxons, sendo que os éxons 1 e 3 incluem as
regides 5’'UTR e 3’'UTR, respectivamente, além de regides codificantes. Desta forma
foi necessaria a confecgdo de iniciadores (“‘primers”) que abrangessem todos 0s
eéxons para 0 sequenciamento de toda a regido codificante deste gene. Pares de
primers foram desenhados sobre regides génicas ndo codificantes, adjacentes aos

éxons 1 e 2 para que estes pudessem ser amplificados através de reacdes de PCR.



Devido a longa extensédo do éxon 3 (2986pb), foram necessarios mais de um par de
primers, para que fosse amplificado todo o seu segmento codificante. Vale ressaltar,
que a regido 3'UTR que faz parte do éxon 3 néo foi incluida nas regides cobertas
pelos primers, logo ndo sera analisada neste estudo. A Tabela 1 apresenta os
primers utilizados neste estudo, juntamente com as suas respectivas temperaturas
de anelamento, as quais foram definidas através de reacdes de PCR do tipo
gradiente, incluindo oito diferentes temperaturas proximas as especificacdes de T-

melting de cada primer.

Tabela 1. Pares de iniciadores e tamanho do fragmento amplificado.

Indicadores Iniciadores Tem (°C) Tam. (Pb)

1 5 ACAGGGAGAAGACAGCCAT 3 54,4°C 728
3’ CAAATGAACCTAACCAG &

2 5 AAATGAAGGGATAAGTG 3’ 43,3°C 535
3’ CTGAAGAAGGGAGAT &

32 5 TTTCATTTTGGTTTCCTAT 3’ 49°C 894
3 TTATATCTTTGTTGTCTG &’

3B 5 CAAGGGTTGCTGTTCTCACA 3 48,9°C 758
3’ GGAAACTCTGATGTTC &

3C 5 AAGGAGCAAGAACTACA 3’ 52,5°C 877
3’ AAAGAAGCACATCAGGGGA Y’

Temp.= temperatura ideal de anelamento do par de primers; Tam. = Tamanho
do fragmento amplificado; *O éxon 3 teve trés pares de primers para que fosse
possivel a cobertura total de sua regido codificante.

3.2.3 Reacao de Amplificacdo de DNA por PCR
As reacbes de PCR, foram realizadas para volume final de 25uL, contendo
2uL de DNA genémico (140ng), 1,1uL de cada um dos iniciadores (15pM), 13uL de

GoTaq Colorless Master Mix (Promega) e 7,8uL de agua (nucleasse free). Os ciclos
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de amplificacdo de segmentos gendmicos através de reacdes de PCR seguiram a
seguinte programacgao em termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad):

- Primeiro passo: desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos;

- Segundo passo: desnaturagao a 95°C por 45 segundos;

- Terceiro passo: Anelamento dos pares primers de acordo com suas

respectivas temperaturas de anelamento (Tabela 1) por 45 segundos;

- Quarto passo: extensdo a 72°C por 1 minuto;

- Quinto passo: extenséo final a 72°C por 5 minutos.

O ciclo repetiu-se do segundo ao quarto passo por 30 vezes. Apds o quinto
passo, as amostras foram mantidas a 4° C até a retirada do termociclador.

Para constatar o sucesso da reacdo de PCR, uma aliquota de 2 pl de cada
produto de PCR foi diluida com 2 pL de tampéo de corrida (0,05% de azul de
bromofenol) com gelred (Biotium, Inc., Hayward, CA, USA) e foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,5% a 90V, por aproximadamente 50 minutos. A
visualizacdo dos produtos de PCR (amplicons) foi realizada em luz ultravioleta (UV),
e o gel foi foto documentado em aparelho Gel-Doc (Bio-Rad) e analisado com o
software Image Analyis da Kodak.

Inicialmente, uma amostra constituida por 20 animais menos aparentados
entre si, em relacdo ao restante da populacéo, foi utilizada para nas reacées de PCR
para cada fragmento. Os amplicons dessa amostra foram entdo submetidos a
sequenciamento para a busca por polimorfismos. Quando foram identificadas
mutacBes ndo sinbnimas em algum dos fragmentos analisados nesse estudo, 0s
procedimentos de PCR e sequenciamento foram realizados para toda a populacéo

(120 animas) para que pudessem ser efetuados estudos de associagao.

3.2.4 Sequenciamento dos fragmentos amplificados
Os amplicons foram submetidos a purificacdo, seguindo o protocolo
recomendado pelo kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Logo
apos, foram sequenciados a partir de ambos iniciadores (Forward e Reverse) por
meio da técnica de terminacéo de cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPs), descrita
por Sanger et al. (1977) utilizando o ABI PRISM BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) em um sequenciador

automético ABI 3730 XL (Applied Biosystems) em servico terceirizado pelo



11

laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do Departamento de Tecnologia da
FCAV. Para a identificacdo dos polimorfismos, as sequéncias de DNA obtidas foram

analisadas com o programa CodonCode Aligner.
3.3 Andlises estatisticas

3.3.1 Frequéncias alélicas e genotipicas
As frequéncias alélicas (xi) e genotipicas (ii) para os polimorfismos detectados

no gene TLR4 foram estimadas para a populacédo, através das equacbes 1 e 2,

respectivamente:
Znii+nij
[Eq.1] X = ——
L 2n
__ nhyi
[Eq.2] Xii = —
n

Em que n; e n; correspondem ao numero de homozigotos e heterozigotos
observados no alelo i, respectivamente; n corresponde ao numero de individuos

analisados.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado para cada sitio polimérfico
através do teste de Qui-quadrado (X%) com nivel de significancia de 5% (P < 0,05),
sendo que as frequéncias genotipicas esperadas sob equilibrio foram estimadas a
partir da expansao do seguinte binémio:

2
(Xi + X]) = Xiz + le'x]' + ij
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Em que x? = frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo i, 2XiXj =
frequéncia esperada para heterozigotos ij; x,-2 = frequéncia esperada dos

homozigotos para o alelo j.

3.3.2 Desequilibrio de ligacao
O desequilibrio de ligacdo foi estimado a partir da estatistica r* (HILL;
ROBERTSON, 1966) com uso do programa computacional Plink (PURCELL, 2007)
com o objetivo de verificar quais SNPs segregavam juntos.

Considerando-se dois loci com dois alelos para cada locus (A1/A2 e B1/B2),

tem-se que:

DZ
[freq(A,) * freq(Ay) = freq (By) * freq(B,)]

2

em que:

D = freq(Al_Bl) * freq(AZ_Bz) - freq(Al_Bz) * freq(Az_Bl)

3.3.3 Estudos de Associacao

As caracteristicas utilizadas no estudo de associacao referem-se a registros de
primeira lactacdo obtidos entre os anos 2010 e 2016 para contagem de células
somaticas (CCS), producbes diarias média de leite (PL), producéo total de leite
(PLT), producéo total de gordura (PGT), proteina (PPT) e Mozzarella (PMOZZ), além
das porcentagens de Gordura (%G) e Proteina (%P). A producdo de mozzarella foi

estimada de acordo com a férmula proposta por Altiero et al.(1989):

3,5(%P) + 1,23(%G) — 0,88

PM(kg) = PL(Kg) X 100

Onde:
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PM= producéo de mozzarella (massa)
PL = quantidade de leite
%P = porcentagem de proteina

%G = porcentagem de gordura.

Os registros para PLT, PGT, PPT e PMOZZ foram calculados com producfes
truncadas aos 270 dias da lactacdo (TONHATI et al., 2004). A estrutura descritiva

dos dados avaliados pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2. Estatisticas descritivas dos dados das caracteristicas de producao
de leite (PLT), Gordura (PGT), Proteina (PPT) e Mozzarella (PMOZZ), contagem de
células sométicas (CCS), porcentagens de Gordura (%G) e Proteina (%P).

Caracteristicas N° Observacdes Média DP Min Max
PLT (KQg) 116 2237,64 537,50 519,10 3670,50
PGT (Kg) 111 143,71 37,89 41,26 212,69
PPT (Kg) 112 98,93 20,88 36,52 154,03
PMOZ (Kg) 111 504,07 109,00 171,80 744,33
PL (Kg) 116 7,97 1,82 2,72 13,11
CCS (x 1000 cels/ml) 112 361 586 10 3258
%G 111 6,18 1,11 3,08 9,13
%P 112 4,27 0,27 3,67 5,18

*DP= Desvio Padrdo, PLT= Producdo de Leite Total, PGT= Producdo de
Gordura Total, PPT= Producéo de Proteina Total, PMOZ= Producdo de Mozzarella,
PL= Producéo de Leite, CCS= Contagem de Células Sométicas, %G=Porcentagem
de Gordura, %P= Porcentagem de Proteina.

As medidas fenotipicas das caracteristicas de importancia econémica foram
avaliadas por meio de um modelo misto. No caso, de se apresentar variaveis
aleatorias continuas com distribuicdo normal foi utilizado o procedimento MIXED do
SAS. Para verificar a associagcdo entre polimorfismos no gene TLR4 com PL, PLT,

PGT, PPT, PMOZZ, %G e %P, foram realizados analises uni-variadas com o
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procedimento Proc Mixed do programa estatistico SAS/STAT 9.3 (SAS Institute, Inc.,
Cary, NC, USA). O seguinte modelo estatistico foi aplicado:

yijkl = u+ GCl + b]_IV] + bZIVjZ + Ml + Tk + el-jkl

Em que,

Yix corresponde aos valores de PL, PLT, PGT, PPT, PMOZZ, %G, %P e
CCS, medidos no ijkI**™ animal; p é a média de cada caracteristica na populacao;

:ésimo

GC;é o efeito fixo do i grupo de contemporaneos (Ano e estagdo do parto); IV; é

:ésima

a idade da j vaca ao parto considerada no modelo como (co)variavel linear e

quadratica; M, é o efeito fixo do |ésimo gendtipo para cada polimorfismo detectado no
gene TLR4; Ty € o efeito aleatdrio de touro e ejq € o efeito aleatdrio residual

associado a observacao Yij.

No caso das medidas de CCS, que ndo apresentam distribuicdo normal, foi
testado um modelo linear generalizado misto assumindo distribuicdo Poisson para

verificar sua associa¢cdo com os polimorfismos do gene TLR4.

Para avaliar a associacdo do marcador com cada caracteristica envolvida
nesse estudo foram realizadas 9 analises independentes. O limiar de significancia
para o valor P das andlises de associa¢do foi baseado na corregdo de Bonferroni (a
= 0,05/Ncaracteristicas)-

3.3.4 Construcao de Haplotipos

As probabilidades de haplotipos se construiram utilizando o software
Haploview que é usado para analisar e visualizar padrées do desequilibrio de
ligacdo (BARRETT et al., 2005), utilizando o bloco por defeito reportado por
(GABRIEL et al., 2002) onde a regiao se divide em segmentos de acordo a o LD. As
associacbes com CCS e %G foram estimadas usando o programa estatistico
SAS/STAT 9.3 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PCR e sequenciamento

Todos o0s primers confeccionados para este estudo, funcionaram
satisfatoriamente na amplificacdo dos fragmentos especificos (Figura 1). Os
comprimentos dos amplicons observados nos géis de agarose mostraram-se em
conformidade com o esperado, de acordo com a contagem de pares de base

tomada na sequéncia de referéncia bovina AC_000165.1.

1 2 3 4 5 6 7 8898 10 14912 13 14 15

1000 b
- — SN mawn

o S— — ——
, —

—

P )
500Pb C——-S—
- —

100 Pb =

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose evidenciando os fragmentos
amplificados por PCR. Canaleta 1= DNA marcador Ladder 100Pb. Canaletas 2 e 3=
Amplicon do fragmento 1 (728Pb), Canaletas 5 e 6= Amplicon do fragmento 2
(535PDb), Canaletas 8 e 9= Amplicon do fragmento 3A (894Pb), Canaletas 11 e 12=
Amplicon do fragmento 3B (758Pb) e Canaletas 14 e 15= Amplicon do fragmento 3C
(877Pb) do gene TLR4 em bubalinos.

O sequenciamento dos amplicons revelou que o niumero de pares de bases
em cada fragmento era compativel com a sequéncia de referéncia bovina, de modo
gue néao foram observadas insercdes ou delecdes nesta populacdo. O alinhamento
das sequéncias referentes as bufalas Murrah menos aparentadas contra a referéncia
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bovina com o software CodonCode Aligner, permitiu a identificacdo de inUmeras
divergéncias posicionais entre o genoma bovino e bubalino, além de polimorfismos
segregando na populacdo utilizada. A Tabela 3 apresenta as 65 divergéncias
identificadas na amostra utilizada em relacdo a sequéncia de referéncia bovina.
Algumas dessas divergéncias resultam em varia¢cdes de aminoacidos para posi¢cdes
homologas entre as duas espécies. Outros estudos feitos em bufalos para
identificacdo de SNPs também descreveram divergéncias entre a sequéncia bovina
e bubalina, como para o gene DGAT1 (FREITAS, 2014).

Tabela 3. Fragmento do gene, divergéncias de bases e mudanca do
aminoacido nas regides especificas amplificadas do gene TLR4 em bubalinos,
guando comparada a sequéncia correspondente em bovino.

Localizagéo Divergéncia
Fragmento Mudancga do Aminoé&cido
Regido Pb*  Bovino Bufalo
1 Exonl-5UTR 49 G C -
1 Exonl-5"UTR 88 G A -
1 Exonl-5UTR 230 C T -
1 Exonl-5"UTR 245 G C -
1 Exonl-5"UTR 246 G A -
1 Exonl-5"UTR 276 G A -
1 Exonl-5"UTR 301 C A ,
1 Exonl-5"UTR 370 C A -
1 Exon 1-CDS 545 T C Ser/arg *
1 Intron 1 571 G T -
2 Intron 1 4955 C T -
2 Intron 1 5007 C T -
2 Intron 1 5048 T C -
2 Intron 1 5053 T G -
2 Intron 1 5086 C T -
2 Intron 1 5087 A G -
2 Exon 2 — CDS 5134 G A GIn/GIn
2 Exon 2 — CDS 5164 C T Pro/Pro
2 Intron 2 5310 A C -
2 Intron 2 5327 T C -
2 Intron 2 5328 C T -
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Localizacéo Divergéncia
Fragmento Mudanca do Aminoéacido
Regido Pb*  Bovino Bufalo

3A Exon3-CDS 8126 A C Gly/Gly
3A Exon3-CDS 8141 C Leu/Leu
3A Exon 3 - CDS 8152 A G GIn/Arg *
3A Exon 3 - CDS 8183 C A Val/val
3A Exon3-CDS 8192 T C Asn/Asn
3A Exon3-CDS 8215 A G Lys/Arg
3A Exon 3 - CDS 8217 A G Asn/Ala *
3A Exon 3 - CDS 8218 A C Asn/Ala *
3A Exon3-CDS 8340 T C Tyr/His *
3A Exon 3 - CDS 8485 C T Ser/Leu *
3A Exon 3 -CDS 8530 C T Thr/lle *
3A Exon 3 - CDS 8574 C A GIn/Lys *
3A Exon3-CDS 8630 C T Phe/Phe
3A Exon3-CDS 8649 A G Lys/Glu *
3A Exon 3 -CDS 8778 A G lle/val
3A Exon 3 -CDS 8791 T G Phe/Cys *
3A Exon 3 -CDS 8795 C A Asp/Glu
3B Exon 3 - CDS 8972 G A Lys/Lys
3B Exon3-CDS 9021 A G Met/Val *
3B Exon 3 - CDS 9047 G A Leu/Leu
3B Exon3-CDS 9146 C G Arg/Arg
3B Exon3-CDS 9203 A C Ala/Ala
3B Exon3-CDS 9248 A G Glu/Glu
3B Exon3-CDS 9257 C T Asn/Asn
3B Exon3-CDS 9300 G T Ala/Ser *
3B Exon 3 - CDS 9369 C T Leu/Leu
3B Exon 3 - CDS 9422 C T Ser/Ser
3B Exon 3 -CDS 9475 G A Ser/Asn *
3C Exon3-CDS 9612 G A Glu/Lys *
3C Exon 3-CDS 9641 C T Asn/Asn
3C Exon 3 - CDS 9654 C A Leu/Met *
3C Exon3-CDS 9664 C T Thr/Met *
3C Exon 3 - CDS 9680 G A Ser/Ser
3C Exon3-CDS 9683 G T val/Val
3C Exon 3 - CDS 9692 G A Val/Val
3C Exon 3 - CDS 9701 G A Val/Val
3C Exon 3 - CDS 9713 G A Gly/Gly
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Localizacéo Divergéncia
Fragmento Mudanca do Aminoéacido
Regido Pb*  Bovino Bufalo
3C Exon3-CDS 9725 C T Tyr/Tyr
3C Exon 3 - CDS 9779 C T Gly/Gly
3C Exon3-CDS 9803 C A Val/Val
3C Exon3-CDS 9812 G A Ser/Ser
3C Exon3-CDS 9873 C G Pro/Ala *
3C Exon3-CDS 9890 T C Leu/Leu
3C Exon3-CDS 10103 C T Leu/Leu

"Posicdo em relacdo a sequencia de referencia bovina AC_000165.1.
*Alteracdo do aminoacido ndo conservativa. 5"UTR= Regido de éxon nao traduzida.
CDS= Regiao codificante.

As substituicdes de nucleotideos podem provocar mudancgas nos aminoacidos
classificados como conservativo (quando os dois aminoacidos pertencem ao mesmo
grupo bioquimico) ou ndo conservativo (quando pertencem a grupos diferentes),
sendo que a segunda classe de substituicdo pode alterar a estrutura da proteina a
um maior nivel (NOVO, 2012). Foram identificadas dezessete divergéncias entre
bovinos e bubalinos resultando em substituicbes de aminoacidos ndo conservativas
neste estudo, sugerindo elevada diferenciacdo entre a estrutura proteica entre as
duas espécies. A divergéncia observada na posicao 9422, havia sido previamente
descrita como SNP (C>T) segregando em bovinos da raca Holandés por Sharma et

al. (2006), nesse estudo observou-se a fixacdo do alelo T para este locus.

Foram identificados um total de 13 SNPs identificados nos éxons 1 e 3 do
gene TLR4 segregando na populacéo utilizada no presente estudo (Tabela 4), sendo
apenas um deles (g.322G>A) posicionado em regido ndo codificante 5’UTR,

enquanto todos os demais corresponderam a muta¢dées nao sinénimo.
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Tabela 4. Fragmento do gene, SNPs e mudancas do aminoacido identificadas
nas regides amplificadas do gene TLRA4.

Localizacdo no gene

Fragmento Regio Pb* SNP Mudanca do aminoacido

1 EXON1-5UTR 322 g.322G>A -

1 Exon 1 - CDS 514 ¢.514C>T Thr/Met *
1 Exon 1 - CDS 536  ¢.536A>T Arg/Ser *
3A Exon 3 - CDS 8338 (.8338A>C Tyr/Ser *
3A Exon 3 — CDS 8341 0.8341A>G Tyr/Arg *
3A Exon 3 — CDS 8342 (.8342T>G Tyr/Gln *
3A Exon 3 — CDS 8343 (¢.8343G>A Glu/Lys *
3A Exon 3 — CDS 8345 ¢.8345A>G Glu/Lys *
3A Exon 3 — CDS 8413 (.8413A>G Asp/Gly *
3A Exon 3 — CDS 8428 (.8428G>A Gly/Asp *
3A Exon 3 - CDS 8438 .8438A>C Lys/Asn *
3A Exon 3 — CDS 8578 (.8578G>T Argllle *
3A Exon 3 — CDS 8582 .8582T>C/A Phe/Leu *

"Posicdo em relacdo a sequéncia de referéncia bovina AC_000165.1.
*Alteracdo do aminoacido ndo conservativa. 5’'UTR= Regido de éxon nao traduzida.
CDS= Regido codificante.

A Figura 2 exemplifica o polimorfismo ¢g.8338A>C que se refere a uma

substituicdo A por C. Quando houve a presenca de dois picos de cores diferentes no

cromatograma, os individuos foram classificados como heterozigotos e quando o0s

picos continham uma s6 cor, os individuos foram classificados como homozigotos.
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Figura 2. Andlise da sequéncia de trés animais no programa CodonCode
Aligner com exemplo de um SNP identificado. *A primeira sequéncia refere-se a um
animal homozigoto CC (um pico azul), a segunda refere-se a um animal homozigoto
AA (um pico verde) e a Ultima a um animal heterozigoto CA (dois picos).
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O gene TLR4 faz parte do complexo imune de histocompatibilidade (MHC)
gue permite ativacdo dos processos de geracdo da resposta imune. Segundo
Pareja, (1999), em cada espéecie de mamifero os diferentes loci do MHC s&o muito
polimorficos, e possuem a maior variabilidade genética intraespecifica detectada em
genética de populagbes. O I6cus possui multiplas variaveis alélicas, o individuo
herda um conjunto de MHC do pai e um da mae, cada um com diferentes alelos.

Assim sendo, os descendentes podem ser heterozigotos em multiplos loci do MHC,



21

expressando em suas células os dois tipos de variantes alélicas nos l6cus. O que

pode explicar a quantidade de SNPs achados dentro deste gene.

4.2 Frequéncias alélicas e genotipicas

Como os fragmentos do éxon 1 e 3A apresentaram muta¢cdes nao sinbnimas,
outros 100 animais pertencentes a mesma fazenda foram genotipados para estes
loci, para que fossem realizados estudos de associacdo. As frequéncias alélicas e
genotipicas de cada SNP estdo apresentadas na Tabela 5. A maioria dos SNPs
apresentou frequéncia do alelo menos comum (MAF), maiores que 0,10, o que é
favoravel a realizacdo das andlises de associacdo, ja que estas ndo serao
prejudicadas pela discrepancia acentuada da distribuicdo das frequéncias. A maioria
do SNPs apresentou frequéncias que aderem ao valor esperado pelo Equilibrio de
Hardy-Weinberg verificado através do teste de Qui-quadrado (X% com nivel de
significancia de 5% (P <3,84), entretanto um deles ndo se encontrava em equilibrio,
0 que pode ser indicativo de que a populacéo teve pressdo de selecdo para estes

loci.

Tabela 5. Fragmento do gene, SNPs, Numero de animais analisados,
frequéncia alélica, frequéncia genotipica esperada segundo o equilibrio de H-W e
valores do Qui-quadrado (X?) para os polimorfismos encontrados no gene TLR4.

Numero_de Frequéncia Frequé,n.cia ,
Fragmento SNP animais Alélica Genotipica X

analisados Observada
G=0,2864 GG=0,0971

1 0322>G/A 206 A=0,7146 AG=0,3786 0,4715
AA=0,5243
C=0,7048 TT=0,5192

1 g514>CIT 210 T=0,2952 CT=0,3846 0,3585
CC=0,1058
A=0,7165 AA=0,1134

1 g536>A/T 194 T=0,2835 AT=0,3402 0,1316
TT=0,5464
A=0,5818 CC=0,3727

3A g8338>A/C 220 C=0,4182 AC=0,4182 0,1692

AA=0,2091
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Num_ero_de Frequéncia Frequ(?n_cia ,
Fragmento SNP animais Alélica Genotipica X
analisados Observada
A=0,9204 AA=0,8496
3A g8341>A/G 226 G=0,0797 AG=0,1416 0,5203
GG=0,0088
T=0,4789 TT=0,3474
3A 08342>T/G 190 G=0,5211 TG=0,2632 4,067
GG=0,3895
A=0,35 AA=0,20
3A 08343>G/A 220 G=0,65 AG=0,30 0.0006
GG=0,50
A=0,3785 AA=0,4299
3A g8345>A/G 214 G=0,6215 AG=0,3832 0,0639
GG=0,1869
A=0,5841 AA=0,3540
3A g8413>A/G 226 G=0,4159 AG=0,4602 0,5656
GG=0,1858
A=0,5694 AA=0,3611
3A g8428>G/A 216 G=0,4306 AG=0,4167 0,1195
GG=0,2222
A=0,6712 AA=0,26
3A g8438>A/C 222 C=0,3288 AC=0,37 3,382
CC=0,37
T=0,4415 TT=0,2553
3A g8578>G/T 188 G=0,5585 TG=0,3723 0,0209
GG=0,3723
A=0,5693 AA=0,3663
3A g8582>A/C 202 C=0,4307 AC=0,4059 0,1034
CC=0,2277

SNPs= Single nucleotide polymorphism. X°= Qui-quadrado. (*) SNPs fora do

Equilibrio.

4.2.2 Desequilibrio de ligacéo.

Na Tabela 6 encontram-se os valores de LD medidos através da estatistica r?.

O LD correspondente dos Snp ¢.322G>A, ¢.514C>T e g.536A>T sugere valores

muito altos, o que poderia indicar ligacdo entre esses Snps, sendo que eles

encontram-se dentro do mesmo éxon. No entanto, os LD dos outros Snps sao
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relativamente baixos entre eles, sugerindo que eles podem ser segregados de

maneira independente.

A média obtida do LD para o SNPs g.8413A>G em ligacdo com os demais
SNPs foi de 0,522, valor alto devido a pouca distancia entre eles, mostrando que
houve pouca recombinacéo entre eles. O SNP ¢g,536A>T em ligagdo com os demais
SNPs teve um LD de 0,018, indicando possivel recombinacdo dos alelos entre os
SNPs.

Na literatura varios autores apresentam LD diferentes em distancias curtas no
cromossomo 8 onde se encontra o gene TLR4. Zhu et al. (2013) encontrou um r2 de
0,291 na distancia de 0-25kb na raca Simental. Na raca Holandesa r2 foi de 0,35 na
distancia de 10kb e na raca Nelore com r2 de 0,20 na distancia de 0-5kb
(ESPIGOLAN et al., 2013, ROOS et al.,, 2008). O LD é importante na fixacado de
haplétipos que serdo transmitidos para a descendéncia, sendo o LD indispensavel
na implementacdo da selecdo genbmica que contribui para melhorar as

caracteristicas produtivas de maior interesse econdémico.



Tabela 6. Desequilibrio de ligacdo (r?) dos SNPs do gene TLR4.

SNPs  g514>C/T g536>A/T g8338>A/C (8341>A/G (8342>T/G g8343>G/A (8345>A/G ¢8413>A/G (8428>G/A ¢8438>A/C ¢8578>G/T g8582>A/C X

g322>G/A 0,929 0,946 0,008 0,011 0,002 0,012 0,255 0,014 0,023 0,032 0,003 0,008 0,187
g514>CIT 0,982 0,017 0,022 0,004 0,016 0,030 0,021 0,031 0,026 0,010 0,010 0,176
g536>A/T 0,017 0,023 0,004 0,019 0,028 0,020 0,030 0,027 0,009 0,009 0,018
g8338>A/C 0,155 0,726 0,737 0,648 0,800 0,852 0,246 0,774 0,678 0,473
g8341>A/G 0,071 0,171 0,197 0,165 0,144 0,089 0,142 0,176 0,158
08342>T/G 0,594 0,588 0,763 0,758 0,311 0,671 0,713 0,446
08343>G/A 0,789 0,748 0,764 0,243 0,706 0,651 0,471
08345>A/G 0,759 0,770 0,277 0,648 0,708 0,474
g8413>A/G 0,916 0,305 0,828 0,849 0,522
08428>G/A 0,302 0,806 0,828 0,291
g8438>A/C 0,251 0,322 0,431
g8578>G/T 0,796 0,479

SNPs= Single Nucleotide Polymorphism. x= Média obtida do LD entre os SPNs.
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4.2.3 Analises de associacao entre os polimorfismos e as caracteristicas de
producéao e qualidade do leite.

Foram estudadas as associacfes dos SNPs com caracteristicas de producao
de gordura e proteina, porcentagens de gordura e proteina e contagem de células
somaticas. (A Tabela 7 apresenta os valores nominais de P das caracteristicas em
estudo para os SNPs do gene TLR4).

Para avaliar a associacdo do marcador com cada caracteristica envolvida
nesse estudo, foram realizadas 8 analises independentes. O limiar de significancia
para o valor P das analises de associac¢ao foi baseado na corre¢gado de Bonferroni (a
= 0,05/Ncaracteristicas)-

No caso das medidas de CCS, que ndo apresentam distribuicdo normal, foi
testado um modelo linear generalizado misto assumindo distribuicdo Poisson para

verificar sua associagcado com os polimorfismos do gene TLR4.
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Tabela 7. Médias das caracteristicas de producéo de leite, gordura e proteina, porcentagens de gordura e proteina e contagem de
células somaéticas no leite, e valores nominais de P, para os SNPs (Teste de Tukey, 5%).

Snp

PL

PLT

PG

PP

PM

%G

%P

CCsl

9322>G/A

g514>C/T

g536>A/T
g8338>A/C
g8341>A/G
08342>TI/G
g8343>G/A
g8345>A/G
g8413>A/G
g8428>G/A
g8438>A/C
g8578>G/T
g8582>A/C

p=0,5238
p=0,5860
p=0,5642
p=0,6945
p=0,8405
p=0,6457
p=0,5510
p=0,7969
p=0,5918
p=0,4594
p=0,5215
p=0,7063
p=0,5865

p=0,5094
p=0,6755
p=0,7155
p=0,7022
p=0,7567
p=0,3192
p=0,7387
p=0,7927
p=0,4223
p=0,3052
p=0,8982
p=0,5019
p=0,3954

p=0,0775
p=0,0757
p=0,0683
p=0,7106
p=0,9944
p=0,3213
p=0,7053
p=0,7865
p=0,2864
p=0,4580
p=0,6526
p=0,4081
p=0,4415

p=0,3342
p=0,2999
p=0,3142
p=0,9993
p=0,9227
p=0,8997
p=0,5250
p=0,9687
p=0,6994
p=0,9112
p=0,8049
p=0,9744
p=0,9031

p=0,5138
p=0,4792
p=0,4326
p=0,9659
p=0,9274
p=0,8026
p=0,5437
p=0,9588
p=0,5831
p=0,8874
p=0,9785
p=0,9975
p=0,8100

p=0,0091
p=0,0040 *
p=0,0035 *
p=0,4892
p=0,8328
p=0,5519
p=0,5039
p=0,5783
p=0,6437
p=0,6689
p=0,4204
p=0,4738
p=0,3837

p=0,7196
p=0,6388
p=0,7211
p=0,1219
p=0,5335
p=0,1300
p=0,3988
p=0,7097
p=0,7309
p=0,7939
p=0,0256
p=0,2737
p=0,1476

p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *
p=<.0001 *

*SNP: Single Nucleotide Polymorphism. PL= Produc¢éo de Leite; PLT= Producéo de Leite Total; PG = Producao de Gordura;
PP = Producédo de Proteina; PMOZZ= Producédo de Mozarella; %G = porcentagem de gordura; %P = porcentagem de proteina;
CCS = Contagem de Células Sométicas. *indicam diferencas estatisticamente significativas (P<0,006), pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 8. Médias dos Snps associados com a caracteristica de Porcentagem
de Gordura.

Snp g.514C>T SNP g.536A>T
GENOTIPO %G GENOTIPO %G
CC 6,05 a AA 6,06 a
CT 6,72 b AT 6,82 Db
TT 6,89 b TT 6,88 b

*SNP: Single Nucleotide Polymorphism. %G = porcentagem de gordura. *a,
b, c letras diferentes na mesma coluna, indicam diferencas estatisticamente
significativas (P<0,05), pelo teste de Bonferroni.

De acordo com as Tabelas 7 e 8, os polimorfismos ¢g.514C>T e ¢g.536A>T
apresentaram associacdo significativa com a porcentagem de gordura, sendo
observada superioridade dos homozigotos TT para esta caracteristica. Algumas
diferencas com este estudo foram reportadas por Nori et al. (2013) que relataram
trés genodtipos no gene TLR4 que apresentaram associacao significativa (P<0,05)
em producbBes a 305 dias em vacas holandesa, onde o0s gendtipos heterozigotos

apresentavam maior nivel de significancia que os genotipos homozigotos.

Para a analise de associacdo de CCS foi testado um modelo linear
generalizado misto assumindo distribuicdo Poisson, que foi verificado mediante a
correcdo de Bonferroni. Encontrou-se diferencas significativas para todos os Snps
como indica a Tabela 7. Alguns autores reportaram diferencas estatisticas
significativas com alguns Snps, por exemplo, Bagheri et al. 2013 reportaram dois
Snps identificados como TRL41 e TLR42 com associacéo de (p=0,0477) e (p=0,018
e p=0,025), respectivamente. Outro estudo feito em gado Holandés reporta
associacdo significativa em 9 Snps localizados em regi6es QTL conhecidas dos
cromossomas 6, 15 e 20 (g=0,014) (MEREDITH et al., 2012). Outros estudos
realizados com o gene TLR4 associado com CCS em gado de leite acharam
diferenca estatistica significativa apos a transformacgéo dos dados originais (p=0,01)
(BEECHER et al., 2010).

O numero de Snps associados significativamente com CCS neste estudo,

sugere uma grande influéncia do gene TLR4 na imunidade do animal, podendo-se
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utilizar como marcador para identificacdo e sele¢cdo de animais hum programa de

melhoramento genético especifico para a caracteristica de CCS.

Tabela 9. Médias dos Snps associados a caracteristica Contagem de Células
Somaticas.

SNP g322>G/A SNP g514>C/T  SNP g536>A/T  SNP g8338>A/C SNP g8341>A/G
Genétipo CCS Gendtipo CCS Gendtipo CCS Genétipo CCS Genétipo CCS

AA 48l a CcC 4,86 a AA 4,76 a AA 4,86 a AA 527 a
AG 5,65b CT 547b AT 574 b CA 5,48 b AG 58D
GG 556 ¢ TT 563c TT 5,73 ¢c CcC 5,73 ¢ GG 6,13 ¢

SNP g8342>G/T

SNP ¢8343>G/A

SNP g8345>A/G

SNP g8413>A/G

SNP g8428>G/A

Genétipo CCS

Gendtipo CCS

Genédtipo CCS

Genédtipo CCS

Gendtipo CCS

GG 4,33 a
TG 461b
TT 592c

AA 57a
AG 5,38 b
GG 5c¢

AA 4,88 a
AG 543Db
GG 6,18 c

AA 4,76 a
AG 546 b
GG 587c

AA 4,95 a
AG 539b
GG 6,08 c

SNP g8438>A/C

SNP g8578>G/T

SNP 8582>T/A,C

Genétipo CCS

Genotipo CCS

Gendtipo CCS

AA 579a GG 5,03 a AA 4,73 a
CA 4,68 Db TG 4,84 b CA 522D
CcC 459D TT 553¢c CcC 587¢c

*SNP: Single Nucleotide Polymorphism. CCS= Contagem de Células
Somaticas. *a, b, c letras diferentes na mesma coluna, indicam diferencas
estatisticamente significativas (P<0,006), pelo teste de Bonferroni.

Alguns dos polimorfismos encontrados no gene TLR4 nesse estudo foram
reportados por Alfano et. al (2014), em uma populagéo de bufalo de rio, onde foram
identificados polimorfismos dos genes TLR2, TLR4 e TLR9 nos cromossomas 17, 3
e 20, respectivamente. Segundo os autores o Snp TLR4 (672 A > C) foi associado
significativamente a susceptibilidade para a tuberculoses bovina, no presente estudo

o mesmo SNP identificado como g8438>A/C tem associacdo com a CCS.

Também na mesma tabela pode-se observar que ndo houve associacao dos
polimorfismos (g.8338A>C, (.8341A>G, (.8342T>G, .8343G>A, (.8345A>G,
0.8413A>G, g.8428G>A, ¢9.8578G>T, g.8582T>A,C) com a producao de gordura e
de proteina, observada por Russell et al. (2013) trabalhando com vaca Holandesa.
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Todos os SNPs encontrados no gene TLR4 apresentam substituicbes nao
conservativas de aminoacidos na proteina, tendo cada um deles um potencial

particular para serem mutacdes causais.

4.2.4 Construcéo de Haploétipos

Os 13 SNPs foram utilizados para a construcdo de hapl6tipos. No entanto,
somente os SNPs com maior LD conformaram os blocos de haplétipos. A correlacéo
entre os blocos (0,26) e as frequéncias estimadas para cada um dos haplotipos é
apresentada na Figura 3. O haplétipo mais comum foi o ACA com uma frequéncia
estimada de 0,75, seguido pelo haplétipo GAAAC com uma frequéncia de 0,34.

o0 < SNPs > 583 A .
ACA .754 GAAAC .346
GTT .231 AGGGA .311
ATT.%#Z \NGAAAA 227
\W\GGGGA .034
\GAGGA .031
.26

Correlagdo

Figura 3. Blocos de haplétipos, correlagcdo e frequéncias estimadas.
*SNPs=Single Nucleotide Polymorphism. Freq= Frequéncias Estimadas para cada
Haplétipo.

O LD dos Snps foi relativamente baixo entre eles (Tabela 6) e podem ter
segregacao independente. Na Tabela 10 observa-se que os hapldtipos definidos
foram testados diretamente para cada caracteristica, sendo a associacdo para CCS

altamente significativa.
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Tabela 10. Associacao das caracteristicas com os haplotipos.

Caracteristicas

HAPLOTIPOS Exon
%G CCS

1 GTT 1 p=0,0715 p=<0,0001 *
2 ACA 1 p=0,0550 p=<0,0001 *
3 ATT 1 p=0,4664 p=<0,0001 *
4 GAAAC 3 p=0,1613 p=<0,0001 *
5 AGGGA 3 p=0.8934 p=0,2272

6 GAAAA 3 p=0,2413 p=<0,0001 *
7 GGGGA 3 p=0,5572 p=<0,0001 *
8 GAGGA 3 p=0,1516 p=<0,0001 *

%G=porcentagem de gordura; CCS=Contagem de Células Somaticas.
(*)Apresentaram associacao significativa.

Apos serem feitas as associacdes, observou-se que nenhum dos haplétipos
teve associacao significativa com a porcentagem de gordura, incluindo o haplotipo
ACA que era o haplotipo mais comum. Contrariamente, para a caracteristica de
CCS todos os haplotipos resultaram em associa¢cfes altamente significativas, exceto
o haplétipo AGGGA. Sharma et al. (2006) usando 8 haplétipos para estudos de
associacdo, reportou associacdo significativa de CCS com 5 dos haplotipos
construidos para o gene TLR4.
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5. CONCLUSOES

O gene TLR4 bubalino demostrou-se altamente polimérfico, especialmente
para o éxon 3. Foram reveladas 13 mutacbes ndo sinbnimas e ndo conservativas
neste estudo, sendo que cada uma delas apresenta potencial particular para ser
considerada como uma mutacdo causal. Os SNP do gene TLR4 podem ser
utiizados como marcadores moleculares em bufalos, tanto como marcadores
individuais ou como haplétipos, uma vez foram verificadas suas associacées com

caracteristicas como porcentagem de gordura e contagem de células somaticas.
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