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Atividades Desenvolvidas:

v Técnica de Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) em DNA

v’ Digestdo Enzimatica
v’ Eletroforese em gel de agarose

v Analises dos gendtipos
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Genes Avaliados:

v IGF-I

v’ STAT5A

v PON1

Producéao e Perfil Reprodutivo



Escolha do artigo

Critérios:

v' Assunto do estagio
« Genotipagem e técnicas moleculares
v Trabalho de mestrado
« EXpressao génica
v Estudos da equipe NUPEEC
 ldentificacao de SNPs
« Genotipagem
* Nutrigenética

v' Inovagao Py S
» Desenvolvimento de novos produtos ¢ @ 1
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|dentifying cows with subclinical mastitis by bulk single
hucleotide polymorphism genotyping of tank milk

G. Blard, Z. Zhang. W. Coppieters, and M. Georges'



L Mastite }

O que €? . % %

Processo Inflamatério da glandula mamaria.

[: > Mobilizacéo de células de defesa

Neutralizar o agente infeccioso



Mastite Clinica: Ha sinais clinicos evidentes

Mastite Subclinica: Sinais nao aparentes, mudancas
ocorrem na composicao do leite e na producao



Introducao

[Importéncia EconOmica }

+ No leite
qu Producao
+ Qualidade do leite

+ Alteracoes fisicas, quimicas e microbioldgicas
+ Descarte de animais

+ Gastos em tratamento

M. Subclinica
70%



Introducao

[Identificagéio de Mastite Subcll'nica]

Tabela 1. Relacdo da contagem de celulas somaticas do tanque
e prevaléncia de mastite subclinica

CCS (x1000) Perda de producao (%) Mastite subclinica
<200 0-5 Proxima a zero
200-500 6-9 Alguns casos
500-1000 10-18 Muitos casos
>1000 19-29 Epidémica

¢+ >250.000

Wattiaux, (2013); Schwegler, et al. (2013)



Introducao

|dentificacao e

atuais tratamento de M. clinica
Deteccao eficaz de M.
Futuro , .
Subclinica
Novas
abordagens

> Marcadores
moleculares

- SNPs
- Genotipagem

Nos EUA foram genotipadas
85.000 vacas Holandés em 2011


http://www.comoguardar.com/como-ganhar-dinheiro-sem-pagar-nada/ganhar-dinheiro-sem-pagar-nada/
http://www.comoguardar.com/como-ganhar-dinheiro-sem-pagar-nada/ganhar-dinheiro-sem-pagar-nada/

Polimorfismo de nucleotideo
unico

» Tipo mais co e variacao
genetica
» Ocorreac

» 10 milhGe

300 nucleotideos
SNPs



Introducao

[ Chips de genotipagem }

» Alta densidade

» O mesmo SNP é genotipado mais de 10 vezes por ensaio;
» Diminui erros para 0,01 %;

» Menos tempo.




Objetivo

q))

Descrever um novo método de identificacao c
animais com mastite subclinica a partir ¢
genotipagem de uma uUnica amostra de leite ¢

tanque.

Q

o




Células somaticas ldentificar animais
com mastite subclinica
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__— Dados Simulados

Duas Etapas
\ Dados Reais

[ Primeira Etapa > Dados Simulados J

» 25, 100 e 500 vacas
» Genotipadas
» 30 £ 0,2 L/dia
» Amostra de leite do tangue para CCS
» 3 Chips para identificacado de SNPs de diferentes
capacidades (3K, 50K e 700K)



Materiais e Métodos VJ

nupeec

[ Segunda Etapa = Dados Reais}

Foram utilizadas 40 vacas;
» 29,5+53L
» Genotipadas (50K lllumina®)
» Amostra de leite
» CCS: Fossomatic®



Genotipo
AA=0
AB=0,5
BB=1
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Genotipagem da amostra do leite (matriz de SNPs)
Genotipagem das vacas (matriz individual de SNPs)

Variaveis

- Volume de leite/vaca

- CCS/vaca | n

- Genatipo fj,- — Zf:l pc; X Jij -+ =
AA=0
AB =0,5
BB=1

- Comparacao entre matrizes (Tanque-Vacas)
- Proporcao do alelo estimado na amostra de leite



Resultados

Dados simulados:
Para cerca de 80% das vacas, o0s Vvalores foram
significativos (P <0.0001) ao usar os trés chips.
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Resultados

Dados reais

(P=0.001)
N van€0 . . > 8.696 SNPs
8 - - » 21 Vacas CCS
S - » 19 vacas nao
¥ . . aportaram CCS
g > o - > <10.000 CCS
A | (P=0.006)

Yo 40 80 120 160

Real CCS (x 1000)



Resultados

» Quanto maior a concentracao de CCS, menor fol o valor
de P. (dados ndo mostrados)

» Os resultados dos dados simulados apresentaram maior
correlacdo (R%>0,98) do que o0s resultados reais
(R2=0,60).

* Impresicao na CCS real
« Desequilibrio de ligacao entre os modelos
« Parentesco entre vacas reais

Ainda assim, evidencia-se a eficiéncia do método em
identificar vacas com mastite subclinica



Conclusao

A genotipagem dos animails e consequente
monitoramento de leite do tanque, pode ser eficaz para a
identificacdo e controle de vacas com mastite subclinica.




| Mastite
subclinica

4{ Monitoramento ]
4{ Microbioma]

Relacao com:
Parametros produtivos;
Reprodutivos
Transtornos metabolicos
Doencas

Genotipos SNPs



Implicacoes

~Genotipo

B )

- CCS |

Outros parametros...



Efeito de polimorfismos no gene da
PON-1 sobre a sua atividade sérica

Objetivo: avaliar a relacao de polimorfismos observados na
regiao promotora do gene da PON1 sobre a atividade
sérica desta proteina no periparto vacas leiteiras.
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Dlas em relagao ao parto

Nao houve diferenca na atividade sérica da PON-1 em
relacao aos alelos A, C ou M na posicéao -393 do gene PONLI.




Dados nao publicados:

Vacas carreadoras do genotipo AA na regiao -221
possuem atividade sérica duas vezes maiores do
gue as portadoras do genotipo GG.

Nao houve diferenca na atividade sérica da PON-1 em
relacao aos alelos A, C ou M na posicéao -393 do gene PONLI.
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Efeito da paraoxonase 1 durante a maturacao
ovocitaria sobre a expressao dos genes BCL2, BAX,
INT-t no desenvolvimento de embrides bovinos em

producao in vitro

Objetivo: avaliar o efeito da adicao de diferentes niveis de
PON1 ao meio de maturacao in vitro mediante taxas de
clivagem, blastocistos em D2 e D7 do cultivo e a
expressao dos genes respectivamente.



Desenvolvimento

Efeito linear: P<0,0001

5090 Correlacao: r=0,35; P=0.04 12,3 %
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Efeito de polimorfismo nos genes GHR e
IGF-1 na fertilidade e producao de leite de
vacas da raca Holandés

Objetivo: avaliar o efeito dos polimorfismos nos genes

GHR e IGF-I na fertilidade e producéao de leite de vacas da
raca Holandés

Resultados parciais: nao teve diferenca estatistica nas
vacas da granja 4 irmaos.
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