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RESUMO - As principais doencas hereditarias estudadas em bovinos séo
Deficiéncia da Adesédo Leucocitaria Bovina (BLAD), Deficiéncia da Uridina
Monofosfato Sintetase (DUMPS) e Complexo de M& Formacéo Vertebral (CVM).
Essas doencas se manifestam quando o individuo € homozigoto para os alelos que
condicionam a caracteristica em questdo. A identificacdo de animais portadores é de
extrema importancia, pois permite o direcionamento de estratégias para diminuir a
frequéncia de alelos desfavoraveis na populacao, reduzindo, também a incidéncia de
doencas hereditarias em animais utilizados em Testes de Progénies. O objetivo
desse trabalho foi demonstrar as frequéncias dos alelos responsaveis pelas doencas
BLAD, DUMPS e CVM, além das frequéncias genotipicas entre o0s animais
participantes do Teste de Progénie da Raca Girolando. Os resultados indicam que,
mesmo em baixas frequéncias, ainda estdo presentes alelos responsaveis por
importantes doencas letais na populacdo de animais Girolando no Brasil.

Palavras-chave: Analises moleculares. Doencas hereditarias. Teste de Progénie.

Introducéo

O avanco no conhecimento de técnicas moleculares tem permitido que
programas de melhoramento animal sejam cada vez mais confiaveis e eficazes em
selecionar animais com caracteristicas desejaveis, principalmente em relacdo a
producdo e produtividade. Além da selecdo de genes favoraveis a producdo,
doencas genéticas podem ser identificadas.

As principais doencas hereditarias estudadas s&o Deficiéncia da Adeséo
Leucocitaria Bovina (BLAD), Deficiéncia da Uridina Monofosfato Sintetase (DUMPS)
e Complexo de Ma Formacédo Vertebral (CVM). Essas doencas se manifestam
guando o individuo € homozigoto para os alelos da caracteristica em questdo. Dessa
forma, os testes moleculares objetivam a identificacdo de animais heterozigotos
(portadores), que tém a capacidade de transmitir esses alelos sem manifestar a
doenca (Guimarées et al., 2010).

A identificacdo de animais portadores € de extrema importancia, pois permite
o direcionamento de estratégias para diminuir a frequéncia de alelos desfavoraveis
na populacao, reduzindo, também a incidéncia de doencas hereditarias em animais
utilizados em Testes de Progénies.
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O Teste de Progénie da Raca Girolando € realizado desde 1997, através de
uma parceria entre a Associacdo de Criadores da Raca Girolando e a Embrapa
Gado de Leite. As analises moleculares sédo realizadas a partir de amostras de
sangue e sémen, para identificacdo de animais portadores de alelos favoraveis
(relacionados a producéo) e desfavoraveis (doencas hereditarias). Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi demonstrar as frequéncias dos alelos responsaveis pelas
doencas BLAD, DUMPS e CVM, além das frequéncias genotipicas entre os animais
participantes do Teste de Progénie da Raca Girolando.

Material e Métodos

Amostras de sémen e sangue de animais participantes do Programa Nacional
de Melhoramento Genético da raca Girolando (255 touros e 694 vacas) foram
recebidas no Laboratério de Genética Molecular da Embrapa Gado de Leite. O DNA
total dessas amostras foi extraido utilizando-se o DNeasy® Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as recomendacgdes do fabricante. O DNA
foi, ainda, quantificado por espectrofotometria (NanoDrop® Technologies,
Wilmington, DE, EUA) e sua qualidade também avaliada por esse equipamento.

A PCR foi realizada utilizando-se pares de primers ja descritos na literatura
para BLAD (Shuster et al., 1992), DUMPS (Schwenger et al., 1993) e CVM (Ghanem
et al., 2008). Para CVM foram utilizados trés primers: um foward para o alelo T, um
foward para o alelo G e um reverse comum aos dois alelos.

As genotipagens para BLAD e DUMPS foram realizadas através da digestao
dos produtos de PCR com enzimas especificas. Para a genotipagem de BLAD,
foram utilizadas as enzimas Taq | (4U) e Hae lll (4U) para digestdo dos produtos de
PCR em duas reacdes distintas. J& para a genotipagem de DUMPS foi utilizada a
enzima Aval (5U). Os produtos de genotipagem foram visualizados em gel de
agarose 3% corados em solucdo de brometo de etideo 0,001% utilizando-se o
equipamento Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, USA). O padrédo de fragmentos
observados no gel para a verificacdo do genétipo esta descrito na Tabela 1.

A partir da andlise dos géis, foram calculadas as frequéncias alélica e
genotipica existentes na populacao estudada.

Tabela 1 - Padrbes de fragmentos para a determinacdo dos genaotipos.

Doenca Gendétipos Tamanho dos fragmentos (pares de bases)
TV (ndo portador) - 395
CVM CV (portador) 395 395
CVM (doente) 395 -
TD (n&o portador) - 53 36
DUMPS DP (portador) 89 53 36
DUMPS (doente) 89 - -
Enzima Taq |
TL (n&o portador) - 32 26
BL (portador) 58 32 26
BLAD BLAD (doente) 58 - -
Enzima Hae I
TL (n&o portador) 49
BL (portador) 49 30 19

BLAD (doente) 30 19




De 19 a 27
de Novembro de 2075

\

AP
vwines? o
T s o Ouro I

IntemacionaldaRaca

GIROLANDO

~

N\

as Palace Hote

Resultados e Discusséo

Dentre os 917 animais genotipados para BLAD, 0,76% (n = 7) apresentaram o
alelo para BLAD, com uma frequéncia alélica de 0,0076 (Tabela 2). Paiva et al.
(2012) encontraram frequéncia genotipica semelhante a desse estudo (0,77%).
Ainda, esses autores encontraram portadores do alelo para BLAD tanto em machos
guanto em fémeas. No presente estudo, o alelo para BLAD foi encontrado somente
entre as fémeas. Em outra pesquisa realizada em rebanhos brasileiros, Ribeiro et al.
(2000) néao encontraram esse alelo em touros da raca Gir.

Foram encontrados 17 animais portadores do alelo para CVM, de um total de
977 animais (Tabela 2). Esse alelo foi encontrado em 1,54% dos touros (n=4) e em
1,77% das vacas, com frequéncias alélicas de 0,0154% e 0,0177%,
respectivamente. Paiva et al. (2012) encontraram frequéncias de portadores desse
alelo mais baixas (1,54%). Entretanto, outros autores relataram frequéncias
superiores, variando de 3,4% até 15% (Ghanem, 2008; Meydan, 2010).

N&o foram realizadas genotipagens para DUMPS em vacas nesse estudo e,
dentre os touros, ndo foram encontrados portadores do alelo para DUMPS.

Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas em animais da raca Girolando.

Doenca Genes Geno6tipo  N° Animais Frequéncias
Alélica  Genotipica
BLAD CD18! TL 910 0,9924 99,24
BL 7 0,0076 0,76
DUMPS  UMPS? D 259 1,0000 100,00
Touros e Vacas DP 0 0,0000 0,00
CVM SLC35A3° TV 977 0,9829 98,29
cVv 17 0,0171 1,71
BLAD CD18! TL 262 1,0000 100,00
BL 0 0,0000 0,00
DUMPS  UMPS? D 259 1,0000 100,00
Touros DP 0 0,0000 0,00
CVM SLC35A3° TV 255 0,9846 98,46
cVv 4 0,0154 1,54
BLAD CD18! TL 648 0,9893 98,93
BL 7 0,0107 1,07
Vacas CVM SLC35A3° TV 722 0,9823 98,23
cv 13 0,0177 1,77

1Gendtipos para o gene CD18: TL = animal homozigoto, ndo portador do alelo para BLAD; BL =
animal heterozigoto, portador do alelo para BLAD. 2Genétipos para o gene UMPS: TD = animal
homozigoto; ndo portador do alelo para DUMPS; DP = animal heterozigoto, portador do alelo para
DUMPS. 3Gendtipos para o gene SLC35A3: TV = animal homozigoto, ndo portado do alelo para
CVM; CV = animal heterozigoto, portador do alelo para CVM.

Conclusao
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Foi possivel verificar que, mesmo em baixas frequéncias, ainda s&o
verificados alelos responsaveis por importantes doencas letais na populacdo de
animais Girolando no Brasil, como as doencas BLAD e CVM. Apesar de nao ter sido
detectado nenhum animal portador do alelo letal para DUMPS, nédo se pode afirmar
que esta doenca nao existe mais populacdo, ja que o experimento foi conduzido
apenas em uma amostra. Além disso, eventos de migracdo e mutacdo, que ocorrem
frequentemente, podem fazer com que este alelo seja novamente detectado.

Instituicdo de Fomento
Fapemig, CNPg e Embrapa.
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