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1. INTRODUCAO

A mastite é uma enfermidade que gera um elevado prejuizo econdmico para
a cadeia produtiva do leite (BECK et al., 1992; JANZEN, 1970; KIM & HEALD,
1999; KOSSAIBATI & ESSLEMONT, 1997; LESCOURRET & COULON, 1994,
SHOOK, 1989). Dessa forma, a incidéncia de mastite apresenta um forte impacto
no custo de producéo do leite (COLDEBELLA et al 2004; Grohn et al 2000).

A ocorréncia dessa enfermidade é determinada pelo manejo de ordenha,
ambiente de criagdo dos animais, numero de lactag6es que o animal apresenta,
entre outros (BARTTLET et al 1990). Além disso, o desenvolvimento do tecido
mamario € modulado por fatores enddcrinos (AGGREY ET AL 1999) que podem
afetar a susceptibilidade da glandula mamaria & acéo de agentes agressores.

Um dos horménios que afeta a lactogénese € o Horménio do Crescimento
(GH) (AGGREY ET AL 1999). Caracteristicas do leite sdo afetadas por variagcdes
na sequéncia do gene que codifica o GH (LAGZLEL ET AL 1996). O GH é um
horménio polipeptidio que exerce sua atividade biologica através do seu receptor
GHR (AGGREY ET AL 1999). Dessa forma, alteragbes na sequéncia do gene que
codifica para o receptor de GH (GHR) afetam o desenvolvimento do tecido
maméario (FELDMAN ET AL 1993). Em vacas holandesas da Italia, foi observada
uma associacao entre variagdes na sequéncia do gene que codifica para GHR e o
percentual de proteina no leite (FALAKI ET AL 1996).

Por essas razbes, o GHR se apresenta como um gene candidato para a
pesquisa de alelos favoraveis para selecdo genética em nivel de DNA (AGGREY
ET AL 1999). Um estudo identificou a existéncia de uma transversao na regido
promotora do GHR. Essa mutag&o € a troca de uma adenina por uma timina, a
qual ocorre upstrem na posigéo -1182 do GHR (MAJ ET AL 2008). Os elementos
da regido promotora do gene sdo importantes na determinacdo da expressao
génica (COOPER 1992) e consequente efetivagdo da sua funcao bioldgica.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho é avaliar o efeito do polimorfismo Alul
no gene do GHR na incidéncia de mastite de vacas da raca Holandés.

2. METODOLOGIA

Foram avaliados os dados referentes ao ano de 2011 de 221 vacas da raga
Holandés com até seis lacta¢c6es de uma propriedade do sul do Brasil. Os dados
foram fornecidos pelo responséavel pelos animais mediante assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. O presente trabalho foi regularmente
inscrito no Comité de Etica da UFPel sob o nimero 10516.



Os dados foram coletados do software de gestéo da fazenda ALPRO® Herd
Managment System DelLaval. Foram coletadas as informagdes de incidéncia de
mastite, producéo de leite e numero de lactagdes.

Os animais foram criados em sistema semi-extensivo, no qual a dieta foi
baseada em pastagens cultivadas de acordo com a estacdo do ano. Os animais
eram suplementados com concentrado e sal mineral para ajuste da exigéncia
nutricional de cada categoria segundo o NRC (2001).

Para obtencdo do DNA foi realizada uma coleta de sangue de cada animal
por punc¢éo da veia coccigea. De uma aliquota de 500uL de sangue foi realizada a
extracdo do DNA. Para determinagéo dos alelos de GHR Alul foi amplificado um
fragmento de 836-pb utilizando 0s primers: Forward:
TGCGTGCACAGCAGCTCAACC e Reverse: AGCAACCCCACTGCTGGGCAT.
As reacdes de PCR foram efetuadas com um volume final de 20uL (Taka Ex Tagq,
Takara Bio Inc, Otsu, Japan). A temperatura de anelamento do primer foi de 66°C.
Os fragmentos de GHR amplificados passaram por digestdo em uma reagao
contendo 7pL do produto da PCR e 3 unidades da enzima de restrigdo Alul (New
Egland Biolabs, UK) a 37°C por trés horas. Apdés a digestdo dos produtos
amplificados, os fragmentos de DNA foram impregnados com Gel Red e
separados em gel de agarose a 1,5% juntamente com um padrédo de peso
molecular de 100-pb em cada gel para permitir o célculo do tamanho dos
fragmentos digeridos e visualizag@o por exposi¢céo a luz ultravioleta. O genotipo
de cada animal foi determinado por meio da anélise do tamanho dos fragmentos
representado em pares de base. Os gendtipos identificados para o GHR foram:
Alul (+/+): 602pb, 145pb, 75pb; Alul (-/-): 747pb, 75pb; Alul (+/-): 747pb, 602pb,
145pb, 75pb (Aggrey et al., 1999).

As andlises estatisticas foram realizadas no programa SAS (Institute Inc.
Cary, NC, USA, 2002). A avaliagdo da producéo de leite entre os gendtipos foi
realizada através do método ANOVA. Foi utilizado o teste do Chi-Quadrado para
andlise da incidéncia de mastite entre os animais de cada genotipo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A incidéncia de mastite ndo foi diferente entre os animais de diferentes
gendtipos (P>0,05). Os dados de incidéncia de mastite entre os diferentes
gendtipos estdo sumarizados na tabela 1.

Tabela 1. Animais com e sem mastite de acordo com os genétipos de

GHR Alul
Genotipo Animais com mastite Animais sem mastite  Total
GHR Alul (+/+) 25?’375% 26’2706% 57
GHR Alul (+/-) 58?252% i 4f1080% 133
GHR Alul (+/-) 16’24‘2% 0.33% 31

P>0,05



N&o houve diferenga na producéo de leite dos animais com e sem mastite
entre os diferentes gendtipos (P>0,05), indicando que n&do houve diferenca no
desafio lactogénico dos animais. Os dados de produgédo de leite podem ser
observados na tabela 2.

Tabela 2. Produgéo de leite ajustada para 305 dias dos
animais com e sem mastite de acordo com os genétipos de

GHR Alul
Genotipo Animais com mastite Animais sem mastite
GHR Alul (+/+) 6063,45 L 5839,97 L
GHR Alul (+/-) 6043,00 L 5961,25 L
GHR Alul (-/-) 5544,00 L 6170,00 L

P>0,05

Os estudos que observaram associagcdo entre polimorfismos no GHR e
caracteristicas da lactogénese trabalharam com animais de alta producdo em
regime intensivo. Tal condicdo de manejo eleva o desafio da glandula mamaéria,
deixando a mesma mais susceptivel a acdo de patdgenos e desenvolvimento de
mastite.

Os animais avaliados nesse estudo foram manejados em sistema semi-
extensivo. Consequentemente, as vacas avaliadas apresentaram uma baixa
producdo total na lactacdo. Provavelmente, o tecido mamario menos desafiado
nao foi desgastado ao ponto de aumentar a sua susceptibilidade a infecgdo. Com
um desafio menor, o efeito do polimorfismo GHR Alul pode néo ter sido relevante
a ponto de interferir na ocorréncia de mastite.

4. CONCLUSOES

N&o foi observada associagdo entre o polimorfismo GHR Alul e a incidéncia
de mastite em vacas da raga Holandés. Novos estudos com vacas com maiores
niveis de produgdo e consequentemente maior desafio para a glandula maméria
podem melhor elucidar o efeito dessa mutac¢do na incidéncia de mastite e assim
determinar sua eficacia como marcador molecular para selecdo genética.
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