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Resumo: Em ambientes tropicais e subtropicais, a expressao de caracteristicas produtivas em bovinos é
dificultada pelos efeitos ambientais como o estresse térmico, agravado pelo aquecimento global. Regides
gendmicas associadas a tolerancia ao calor foram recentemente descritas e polimorfismos de nucleotideos
unicos (SNPs) relacionados a essa variagdo foram identificados. Uma mutagdo no gene do receptor de
prolactina, no SNP 39136666 foi relacionada a presenca de um tipo diferente de pelagem denominada
“slick hair’ em animais da raga Carora e Caracu, que esta associado com a maior tolerancia ao calor. Foram
genotipados neste trabalho, 61 animais da raga Cararu Caldeano, utilizando a técnica tetra-primers ARMS-
PCR. A frequéncia alélica e genotipica foi calculada respectivamente: T (80%) e C (20%); TT (64%), CT
(33%) e CC (3%). Observou-se uma prevaléncia do alelo T, que esta relacionado ao fenétipo slick hair. Esse
marcador tem potencial para ser usado em programas de melhoramento genético e selecgéo.

Palavras—chave: Genotipagem, Caracu Caldeano, tetra-primer ARMS-PCR

Allelic and genotypic frequency of the SNP linked to slick hair phenotype in the prolactin receptor
gene (PRLR) in Caracu cattle

Abstract: In tropical and subtropical environments, the expression of productive traits in cattle is hampered
by environmental effects such as thermal stress which is aggravated by global warming. Genomic regions
associated with heat tolerance were recently described and single nucleotide polymorphisms (SNPs) related
to this variation were identified. A mutation in the prolactin receptor gene at SNP 39136666 was related to
the presence of a different type of coat called slick hair in Carora and Caracu animals, which is
associated with higher heat tolerance. Sixty-one animals of the Cararu Caldeano breed were genotyped
using the ARMS-PCR tetra-primers technique. The allele and genotype frequency were calculated,
respectively: T (80%) and C (20%); TT (64%), CT (33%) and CC (3%). A prevalence of the T allele was
observed, which is related to the slick hair phenotype. This marker has potential to be used in breeding and
selection programs.
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Introdugao

Em ambientes tropicais e subtropicais, a expressao de caracteristicas produtivas é restrita pelos
efeitos ambientais, como o estresse térmico resultante de altas temperaturas (Burrow, 2001). Um recurso
vantajoso para os animais nestas regibes é a capacidade de manter a homeostase na temperatura corporal
(Olson et al., 2003).

Regibes gendmicas associadas a tolerancia ao calor foram descritas (Dikmen et al., 2012) e
identificados polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) relacionados a essa variagdo genética (Hayes et
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al,, 2009; Dikmen et al., 2013). Uma mutagcdo no gene do receptor de prolactina esta relacionada a
presenga de um tipo diferente de pelagem em bovinos da raga Senepol, caracterizada por pelos curtos,
lisos e brilhantes, denominada “slick hair”, e que esta associado com a maior tolerancia ao calor (Olson et
al., 2003). Esse fendtipo também é encontrado nas ragas Carora, Crioulo Limonero e Romosinuano, mas
relacionados a outros SNPs no mesmo gene (Hammond et al., 1996; Olson et al., 2003; Brenneman et al.,
2007; Neto et al., 2018).

Bovinos da raga Carora apresentam um conjunto de caracteristicas que os diferencia de outras
racas criadas nas mesmas condigdes e define o seu elevado nivel de adaptagdo as condigdes tropicais
(Tullo et al., 2011). Na raga Carora, a caracteristica slick hair € causada pela substituicdo da base C pela T
na posi¢cao 39136666 do cromossomo bovino 20, no gene do receptor da prolactina (PRLR), gerando um
codon de parada (Neto et al.,, 2018). Na raca brasileira localmente adaptada denominada Caracu
Caldeano, selecionada desde 1893 para producgao de leite, esta mesma substituicdo foi encontrada. Esta
€ a maior raga em peso animal, dentre as ragas crioulas do Brasil, sendo rustica e de dupla aptidao. Para
fins de selegdo e melhoramento animal para o fenétipo slick hair, € de fundamental importancia a avaliagao
da frequéncia dessa mutagao na ragca Caracu Caldeano.

Uma técnica simples e econdmica de genotipagem de SNPs que utiliza apenas uma Unica reagao
de PCR é chamado de tetra-primer ARMS-PCR (Chiapparino et al., 2004). Dois conjuntos de primers, os
externos e internos sdo usados na reacgao (Li et al., 2014). Cada primer interno se combina com um dos
primers externos para gerar fragmentos especificos, de acordo com o alelo presente, que podem ser
facilmente observados em por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida, diferenciando individuos
homozigotos e heterozigotos (Li et al., 2014). Os primers externos amplificam o fragmento maior do gene
alvo, independentemente de seu gendtipo, funcionando como um controle interno da PCR. Nascimento et al.
(2018) desenvolveram uma metodologia para a genotipagem do SNP 39136666 na raca Caracu, utilizando
tetra-primer ARMS-PCR, que se mostrou eficiente, rapida e barata.

O objetivo deste trabalho foi determinar a frequéncia alélica e genotipica do SNP 39136666 no
cromossomo bovino 20, responsavel pelo fenétipo slick hair na raga Caracu Caldeano.

Material e Métodos

Foram utilizados 61 animais das racas Cararu Caldeano, sendo 11 touros e 50 vacas que integram
o Banco de DNA de bovinos de Leite da Embrapa Gado de Leite. O DNA foi extraido a partir de amostras
de sangue, utilizando um protocolo adaptado da técnica de Sambrook e Russel (2001).

A genotipagem foi realizada por meio da técnica tetra-primers ARMS-PCR (Chiapparino et al.,
2004). Em 25 uL de PCR, foram utilizados 50ng de DNA, 15 pmol de cada primer interno e 2,5 pmol de
cada primer externo, 200 uM de dNTP, 2 mM de MgCI2, 1X de tampao de PCR (Promega, Madison,
EUA) e 0,5 U da enzima Taqg DNA polimerase (Promega, Madison, EUA). As amostras foram submetidas
a 94 °C por 2 min, seguido de 5 ciclos de 30 s de desnaturagéo (94 °C), 30 s de ligagdo (comegando o
ciclo 1 com 70 °C e diminuindo 1 °C a cada ciclo) e 30 s de extensdo (72 °C), mais 25 ciclos de 30 s de
desnaturacgéo (94 °C), 30 s de ligagéo (65 °C) e 30 s de extensdo (72 °C), e um passo final de 5 mina 72 °C
para extensdo final. Os primers utilizados foram: forward inner primer (alelo C) &'
AAGCCTGACCAAGACACGGTGTGGCAAC-3’, reverse inner primer (alelo T)
5’ - AGATCAAGGGGGTTTTGTCTTGGGGGCA-3, forward outer primer 5-
ACCACAGCCACTTCGCTGGACCAAACAG-3 e reverse outer primer 5-
CAGGATGTTGCTATCTGTCACCCGGGA-3', utilizando o web tool descrito por Collins & Ke (2012).

Os produtos resultantes da amplificagdo do DNA foram visualizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida nativo 8%, corados com nitrato de prata. A corrida foi realizada a 500 volts por duas
horas. Os tamanhos dos fragmentos observados no gel variaram de acordo com os alelos presentes. A
banda de 322 pares de base (pb) foi sempre visualizada, sendo utilizada como controle interno da PCR.
A banda de 206 pb foi visualizada quando o alelo C estava presente e a banda de 172 pb, quando o alelo
T estava presente, como na Figura 1.
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Figura 1. Foto do gel de poliacrilamida 8% mostrando o padrao de bandas obtido pela técnica tetra-
primer ARMS-PCR para o gene do receptor de prolactina em bovino

Resultados e Discussao

Foram genotipados um total de 61 animais da raga Caracu Caldeano e calculada a frequéncia
alélica e genotipica conforme demonstrado nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Resultado da frequéncia alélica (C/T) do SNP 39136666 presente no gene do receptor da
prolactina (PRLR) em animais bovinos da ragca Caracu Caldeano.

Alelo Frequéncia
T 80%
C 20%

Tabela 2. Resultado da frequéncia genotipica (C/T) do SNP 39136666 presente no gene do receptor da
prolactina (PRLR) em animais bovinos da raca Caracu Caldeano.

Genétipo Frequéncia
TT 64%
CT 33%
CC 3%

Conclusoes

Observamos na raga Caracu Caldeano a predominancia do alelo T, que esta relacionado ao
fendtipo slick hair. Esses dados, sugerem que os animais portadores desse alelo podem apresentar
maior tolerancia ao calor e com isso uma maior adaptagao ao clima tropical, favorecendo para uma melhor
qualidade de vida e consequentemente maior produgdo. Esse marcador SNP podera ser usado em
programas de melhoramento genético da raga. Outras ragas que compartiham dos mesmos ancestrais do
Caracu devem ser avaliados quanto a ocorréncia desta mesma mutagao.
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