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Identificagao de portadores da sindrome de Brachyspina em touros das
racas Gir e Holandesa'
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Resumo: O Gir Leiteiro € considerado a raga zebuina de maior produtividade leiteira em
clima tropical, uma vez que pode produzir em média 12 kg de leite por dia, o que justifica sua
ampla utilizagdo em programas de melhoramento genético no Brasil. Outra raga de grande
importancia para a producao de leite € a ragca Holandesa, devido aos seus longos periodos
de lactacao e alta produtividade. Desta forma, a genotipagem dos touros de ambas as racas
€ de extrema importancia para garantir a viabilidade dos animais utilizados na pecuaria
leiteira e assim diminuir a frequéncia de alelos deletérios nos rebanhos. A Brachyspina (BS)
€ uma sindrome genética recessiva letal identificada primeiramente em animais da raga
Holandesa, que comumente causa aborto precoce e em casos raros bezerros natimortos.
Nao ha nenhum caso relatado de BS em animais da raga Gir até o momento na literatura.
Assim, este estudo objetivou genotipar 774 touros da raga Gir e 60 da raga Holandesa
para o gene da BS por meio da técnica de PCR multiplex. Foram encontrados 4 touros
portadores do alelo recessivo na raca Holandesa, sendo que a frequéncia alélica foi de
3,3% e a genotipica de 6,6% e nenhum Gir foi portador.
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Genotyping of Gir and Holstein bulls from the DNA bank of Embrapa Gado de Leite
for Brachyspina gene

Abstract: Gir is considered the zebu breed with the highest dairy productivity in a tropical
climate, since it can produce an average of 12 kg of milk per day, which justifies its wide use in
dairy genetic improvement programs, mainly in Brazil. Another breed of great importance for
milk production is the Holstein breed, due to it's long lactation periods and high productivity.
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Thus, the genotyping of bulls of both breeds is extremely important to ensure the viability
of animals used in dairy farming and thus reduce the frequency of deleterious alleles in the
herds. Brachyspina Syndrome (BS) is a lethal recessive genetic syndrome first identified in
Holstein animals, which commonly causes early abortion and in rare cases stillborn calves.
There are no reported cases of BS in Gir animals so far in the literature. Thus, this study
aimed to genotype 774 Gir and 60 Holstein bulls for the BS gene using the multiplex PCR
technique. Four Holstein bulls were found to be carriers the allelic frequency was 3.3% and
the genotypic frequency was 6.6%, no Gir bulls were carrier.
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Introducgao

O Gir Leiteiro é considerado a raga zebuina de maior produtividade leiteira em clima tropical,
uma vez que pode produzir em média 12 kg de leite por dia (SPINOLA, 2016), o que justifica
sua ampla utilizagdo em programas de melhoramento genético leiteiro, principalmente no
Brasil. O Programa Nacional de Melhoramento Genético do Gir Leiteiro, uma parceria da
Embrapa e a Associagao Brasileira dos Criadores de Gir Leiteiro existe ha 37 anos e vem
analisando o perfil molecular da raga desde 2006 (PANETTO et al., 2022).

Ja a raca Holandesa, quando comparada com o Gir, possui uma grande capacidade de
produzir leite, devido aos seus longos periodos de lactagdo e producdo. Contudo, esta
mais adaptada aos climas mais frios, evidenciando um empasse para sua criagao no Brasil.
Para resolver este entrave, foi feito o cruzamento da raga Gir com a raca Holandesa que
deu origem a racga sintética Girolando com o objetivo de obter animais com uma maior
docilidade, maior resisténcia a endo e ectoparasitas e melhor adaptacéo ao clima tropical.

Por conseguinte, a identificacdo de genes que estejam relacionados com doengas como
a Brachyspina (BS) nos touros é de extrema importancia para evitar a disseminagéao da
doencga e perdas econbOmicas. Esta doenga é uma sindrome genética recessiva letal
identificada em animais da raga Holandesa, que comumente causa aborto precoce e em
casos raros bezerros natimortos (FANG et al., 2013). As maiorias dos casos ja reportados
desta anomalia genética estao relacionadas ao touro americano Sweet Haven Tradition,
contudo um estudo canadense sugere um ancestral ainda mais remoto (AGERHOLM et al.,
2010; CHARLIER et al., 2012).

O primeiro caso de BS foi reportado em 2006 na Dinamarca (AGERHOLM et al., 2006), com
subsequentes relatos na Italia (TESTONI et al., 2008), Canada (AGERHOLM et al., 2010),
Alemanha (BUCK et al., 2010), Holanda (CHARLIER et al., 2012), China (FANG et al., 2013)
e Uruguai (FEDERICI RODRIGUEZ et al., 2021), sendo que como ja mencionado, o caso
relatado por AGERHOLM et al. (2010) sugere um ancestral mais remoto, o touro canadense
Round Oak Rag Apple Elevation, pai do touro americano Sweet Haven Tradition (LI et al.,
2016). A identificagdo de animais portadores € fundamental, uma vez que o diagndstico
preciso é dificil devido a sua semelhanga clinica com outras doengas, como o Complexo
da Malformacéo Vertebral - CVM (AGERHOLM et al., 2010), reforcando a necessidade de
testes clinicos e genotipagem para correta identificagéo.

O mecanismo genético da Brachyspina é a delegcéo de 3.329 pares de bases no gene Fanconi
Anemia Complementation Group 1 (FANCI) no cromossomo BTA21 que compreende aos
éxons 25 a 27 (total de 37 éxons), culminando em um cédon de parada prematuro localizado
éxon 28 (FANG et al.; LI et al., 2016).

A genotipagem por PCR para BS apresentada por LI et al. (2016) € uma técnica simples,
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econdmica e eficaz. Consiste em uma reagédo da polimerase em cadeia (PCR) do tipo
multiplex, onde s&o utilizados quatro primers, sendo um par para controle da reacéo
(gene ATP8) e outro para a identificagdo do alelo mutante (gene FANCI). A genotipagem
e a identificacdo de animais portadores de BS é de extrema importancia, uma vez que
determinados animais podem ser selecionados para programas de melhoramento genético,
desde que ndo acasalem entre si. Isto posto, o presente trabalho teve como objetivo identificar
touros portadores da BS da raca Gir Leiteiro e touros da ragca Holandesa presentes no
Banco de DNA de Bovinos Leiteiros da Embrapa Gado de Leite.

Material e Métodos

Foram utilizados 774 touros da raga Gir e 60 touros da raga Holandesa, integrantes do Banco
de DNA de Bovinos de Leite da Embrapa Gado de Leite. A genotipagem foi feita utilizando a
técnicade PCR multiplex. Em 20 uLde PCR, foram adicionados 80 ng de DNA, tampaode PCR
1X (Promega, Fitchburg, EUA), 2,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de dNTP, 0,6 uM de cada primer,
sendo Brachyspina F e R para identificagao do alelo recessivo e MT F e R para controle da
reacgao (gene ATP8) e, por fim, 1 U de GoTaq Polimerase (Promega). As sequéncias 5’- 3’ dos
primersutilizadosforam:BrachyspinaF (GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG),Brachyspina
R (ATAAATAAATAAAGCAGGATGCTGAAA), MT F (TAAGTTAGAGATTGAGAGCC)e MTR
(GATAAGGGTTACGAGAGGGA) (LI et. al., 2016).

As amostras foram termocicladas a uma temperatura de 94°C por 10 min, seguida de 10
ciclos de 30 seg de desnaturacgao a 95°C, 30 seg de ligagao a 65°C, sendo que a cada ciclo
1°C foi diminuido e 30 seg de extensao a 72°C, seguidos de mais 25 ciclos de desnaturagao
a 94°C por 30 seg, anelamento a 55°C por 30 seg e extenséo a 72°C por 30 seg. Por fim a
reagao permaneceu a 72°C por 7 min para extensao final e entdo a 4°C até a aplicagéo no
gel.

Os produtos da reacao foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado
por 30 min em solugcéo de brometo de etidio 0,3%. Foram aplicados 10 uL da PCR de cada
amostra e 10 yL do DNA ladder de 100 pares de base (Promega, Madison, EUA). A corrida
foi feita a 100 volts por 2 h e 30 min.

Para animais normais, s&o esperados dois fragmentos sendo um de 3.738 pb e outro de 269
pb. Para portadores sao esperados trés fragmentos, sendo um de 3.738 pb, um de 409 pb
e outro de 269 pb. Para animais homozigotos recessivos sao esperados dois fragmentos,
sendo um de 409 pb e outro de 269 pb. E importante ressaltar que o fragmento de 3.738 pb
€ de dificil amplificagdo e nem sempre é observado no gel, justificando a necessidade de
um primer controle (MT) para a confirmagao do funcionamento da reagao de PCR.

Resultados e Discussao

Dos 774 touros da raga Gir genotipados, nenhum foi portador do alelo para BS. Contudo, dos
60 touros da raga Holandesa genotipados, foram encontrados 4 touros portadores (Figura
1). As frequéncias alélicas e genotipicas encontradas na amostra dos animais genotipados
da raca Holandés foram, respectivamente, de 3,33% e 6,66%. A amostragem desse estudo
para touros desta raga foi pequena, mas nossos resultados estdo de acordo com resultados
de dois estudos anteriores, em que a frequéncia alélica encontrada para touros da raga
Holandesa foi de 2% em 206 animais (FANG et al., 2013) e de 2% em 78 animais (LI et al.,
2016).

Os achados do gene para BS nos 4 touros da raga Holandés podem ser explicados pelo
fato de que a mutacéo geradora da sindrome da Brachyspina ocorreu no touro canadense
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da raga Holandés Round Oak Rag Apple Elevation, cujo sémen foi largamente utilizado nos
programas de melhoramento genético ao redor do mundo (LI et al., 2016).

A genotipagem dos touros de ambas as ragas é de extrema importéncia, uma vez que
essas sao utilizados para cruzamentos visando a obten¢ao da raga Girolando, amplamente
utilizada na pecuaria leiteira brasileira.

Figura 1. PCR multiplex para os genes FANCI e ATP8 em touros da raca Holandesa do Banco de DNA de Bovinos
Leiteiros da Embrapa Gado de Leite. Os touros TH9, TH10, TH42 e TH58 sao portadores para Brachyspina, apresentando
os fragmentos de 269 e 409 pares de base, sendo que o ultimo encontra-se presente apenas nos portadores. O DNA
ladder de 100 pb (Promega, Madison, EUA) foi utilizado nas extremidades.

Conclusoes

Foram identificados 4 touros da ragca Holandesa portadores da sindrome de Brachyspina e
nenhum da raga Gir. Nossos resultados estdo em acordo com outros trabalhos com animais
da raca Holandesa.

E de sumaimportancia genotipartouros paradoengas genéticas a fim de evitar a disseminacéo
de uma doencga dentro de uma ou mais ragas. Nos casos em que o alelo mutante ja esta
disseminado, € importante fazer a genotipagem para orientar os cruzamentos.
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