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Identificagao de portadores das sindromes Brachyspina e Deficiéncia
do Fator Xl em touros da raga Girolando
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Resumo- A raca Girolando é a que mais cresce no Brasil em producéao de leite e venda
de sémen. Desta forma, torna-se necessaria a identificagao de touros portadores de
anomalias, como a sindrome da Brachyspina e a deficiéncia do Fator Xl, a fim de

evitar disseminagao de doengas e perdas econdémicas. A Brachyspina € uma sindrome
genética recessiva letal identificada, primeiramente, em animais da raga Holandesa que
comumente causa aborto precoce e, em casos raros, bezerros natimortos. A deficiéncia
do fator XI caracteriza-se por ser uma doenga hereditaria autossémica recessiva, que
compromete a coagulagao sanguinea. Este estudo objetivou genotipar 698 touros da
raca Girolando para ambas as doencas, dos quais 34 foram portadores do gene da
Brachyspina, com frequéncia alélica e genotipica de 2,4% e 4,8% respectivamente.
Nenhum touro foi portador do alelo mutante para a deficiéncia do fator XI.

Termos para indexagao: Girolando, genotipagem, mutagdes.

Identification of Brachyspina syndrome and Factor Xl deficiency carriers
in Girolando bulls

Abstract- The Girolando breed is the fastest one growing in Brazil in terms of milk production
and bull semen commercialization. Therefore, it is necessary to identify bulls with anomalies
such as Brachyspina syndrome and Factor Xl deficiency, in order to avoid the spread of
diseases and economic losses. Brachyspina is a lethal recessive genetic syndrome first
identified in Holstein animals, which commonly causes early abortion and in rare cases
stillborn calves. Factor Xl deficiency is characterized as an autosomal recessive hereditary
disease that compromises blood clotting. This study aimed to genotype 698 Girolando bulls
for both diseases, of which 34 carried the Brachyspina gene, with an allelic and genotypic
frequency of 2.4% and 4.8% respectively. No bulls carried the mutant allele for factor XI

deficiency.

Index terms: Girolando, genotyping, mutations.
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Introducgao

Araca Girolando foi criada em 1978 por meio do programa PROCRUZA, implantado
pelo Ministério da Agricultura, visando a obtencdo de uma raga bovina que fosse adaptada
ao clima tropical, ou seja, com a rusticidade que a raga zebuina Gir oferece e com a alta
producgdo de leite oferecida pela raga Holandesa (Associagao Brasileira dos Criadores de
Girolando, 2023). No que tange a produgao de sémen pelos touros e a producéo de leite
pelas vacas, a raga Girolando € a que mais cresce no Brasil, sendo que 80% do leite
produzido no pais é proveniente desta raga (Silva et al., 2022).

A Brachyspina € uma anormalidade genética letal descoberta em animais da raga
Holandesa. Seu mecanismo genético consiste na delecdo de 3.329 pares de bases no
gene Fanconi Anemia Complementation Group 1 (FANCI) no cromossomo bovino 21,
responsavel pela codificagdo de uma proteina com papel fundamental nos processos de
reparagao do DNA (Rodriguez et al., 2021). Esta delegdo compreende os éxons 25 a 27
(total de 37 éxons), culminando em um cédon de parada prematuro localizado no éxon 28
(Fang et al., 2013; Li et al., 2016). E uma doenga autossémica homozigota recessiva e seu
primeiro caso descrito foi em 2006, na Dinamarca (Agerholm et al., 2010). Esta sindrome
€ caracterizada pela ocorréncia de abortos precoces e de bezerros natimortos apés uma
gestacdo normal ou ligeiramente prolongada (Fang et al., 2013). A maioria dos casos ja
reportados desta anomalia genética estao relacionados ao touro americano Sweet Haven
Tradition, contudo um estudo canadense sugere um ancestral ainda mais remoto, o touro
Round Oak Rag Apple Elevation (Agerholm et al., 2010; Charlier et al., 2012), reafirmando
a problematica mundial desta doenga.

A deficiéncia do Fator Xl caracteriza-se por uma doenca hereditaria autossdmica
recessiva que acomete animais da raga Holandesa (Meydan et al., 2009). O Fator Xl participa
dos estagios iniciais da via intrinseca da cascata de coagulagdo, desta forma, os animais
afetados apresentardo sinais clinicos relacionados com hemorragias e sangramentos
intensos (Gentry; Black, 1980). Os animais heterozigotos para esta doengca podem
apresentar sinais clinicos diversos e diferentes graus de reducédo na atividade do Fator
XI, podendo viver anos sem apresentar indicios da anomalia, enquanto os homozigotos
recessivos apresentam uma clinica demarcada e sdo mais faceis de identificar (Meydan et
al., 2009). A mutacao consiste na insercao de um fragmento de 76 pares de base no éxon
12 do cromossomo bovino 27 no gene FXI, o que resulta em um cédon de parada precoce,
impedindo a maturagéo da proteina (Marron et al., 2004).

Em 2022, a Embrapa Gado de Leite genotipou 774 touros da raga Gir, dos quais
nenhum foi portador, e 60 da raga Holandesa, dos quais quatro foram portadores para o
gene da Brachyspina, com frequéncia alélica e genotipica respectivamente de 3,33% e
6,66% (Nogueira et al., 2022). Estes mesmos animais foram genotipados também para
a deficiéncia do Fator Xl, dos quais nenhum foi positivo (Jens et al., 2022). O principal
impacto dessas mutacgdes esta relacionado com a fertilidade e a saude animal, gerando
perdas econdmicas significativas.

Verificamos a necessidade de genotipar touros Girolando e identificar os touros
portadores, visto que um dos métodos mais eficientes para controlar essas doencas
genéticas é o acasalamento seletivo e a triagem de touros jovens (Fang et al., 2013).
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Dessa forma, o presente estudo objetivou genotipar 698 touros da raca Girolando para
ambas as doencgas, Brachyspina e deficiéncia do fator XI Assim, os resultados obtidos e
expostos a seguir vao ao encontro dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
contidos na Agenda 2030, proposta pela Organizagao das Nagdes Unidas, da qual o Brasil
€ signatario, nos seguintes objetivos especificos: ODS 2: “Acabar com a fome, alcancar
a segurancga alimentar e melhoria da nutrigdo e promover a agricultura sustentavel; ODS
8 - Empregos dignos e crescimento econdmico: Promover o crescimento econémico
sustentado, inclusivo e sustentavel, emprego pleno e produtivo, e trabalho decente para
todos; ODS 12: “Assegurar padroes de producao e de consumo sustentaveis”.

Material e métodos

Foram utilizados, ao todo, 698 touros da raga Girolando, incluindo aqueles integrantes
do Programa de Melhoramento Genético do Girolando, que integram o Banco de DNA de
Bovinos de Leite da Embrapa Gado de Leite.

Para a genotipagem de Brachyspina foi realizada a técnica de PCR multiplex
sendo que as sequéncias 5 - 3 dos primers utilizados foram: Brachyspina F
(GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCCACTG), Brachyspina R (ATAAATAAATAAAGCAGGATGC
TGAAA), MT F (TAAGTTAGAGATTGAGAGCC) e MT R (GATAAGGGTTACGAGAGGGA)
(Li et al., 2016). Em 20 uL de reacéo, foram adicionados 80 ng de DNA, 2,5 mM de MgClI2,
0,2 mM de dNTP, 0,6 uM de cada primer, sendo Brachyspina F e R para identificagéo
do alelo recessivo e MT F e R para controle da reacédo (gene ATP8) e, por fim, tampao
de PCR 1X e 1 U de GoTaq Polimerase (Promega, Fitchburg, EUA). As amostras foram
termocicladas a uma temperatura de 94 °C por 10 minutos, seguida de 10 ciclos de 30
segundos de desnaturagao a 95 °C, 30 segundos de ligagdo a 65 °C, sendo que a cada
ciclo 1 °C foi diminuido e 30 segundos de extenséo a 72 °C, seguidos de mais 25 ciclos de
desnaturagao a 94 °C por 30 segundos, ligagao a 55 °C por 30 segundos e extensao a 72
°C por 30 segundos e uma extensao final de 72 °C por 7 minutos.

Ja para a genotipagem da deficiéncia do Fator XlI foi realizada a técnica
de PCR usando os primers FXID F 5-CCCACTGGCTAGGAATCGTT-3' e FXID R
5-CAAGGCAATGTCATATCCAC-3’ (Meydan et al., 2010). Foram adicionados 100 ng de
DNA, 1,5 mM de MgClI2, 0,4 mM de dNTP, 0,5 uM de cada primer, tampao de PCR 1X e
0,5 U de GoTaq Polimerase (Promega, Fitchburg, EUA). As amostras foram termocicladas
a uma temperatura de 94 °C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos de 30 segundos de
desnaturacao a 95 °C, 60 segundos de ligagao a 55 °C e 30 segundos de extensao a 72 °C.
A extensao final foi feita a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos da reacdo de PCR de ambas as anomalias foram revelados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado por 30 minutos em solugéo de brometo de
etidio 0,3%. Foram aplicados 10 pyL da PCR de cada amostra e 10 uL do DNA /adder de
100 pares de base (Promega, Madison, EUA). A corrida foi feita a 100 volts por 2 horas e
30 minutos.

Com relacdo a Brachyspina, o padrao de fragmentos esperados para animais
normais sao dois fragmentos sendo um de 3.738 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 sdo esperados dois fragmentos, sendo um de 409 pb e
outro de 269 pb. E importante ressaltar que o fragmento de 3.738 pb é de dificil amplificacéo
e nem sempre é observado no gel, justificando a necessidade de um primer controle (MT)
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para a confirmacao do funcionamento da reagdo de PCR. Para a deficiéncia do Fator Xl o
padrao de fragmentos esperados para animais normais € um fragmento de 244 pb. Para
portadores sao esperados dois fragmentos, sendo um de 320 pb e outro de 244 pb. Para
animais homozigotos recessivos espera-se apenas um fragmento de 320 pb.

Resultados e discussao

Dos 698 touros da raga Girolando genotipados, nenhum animal foi portador da deficiéncia
do Fator Xl, contudo 34 foram portadores do gene da Brachyspina (Figuras 1 e 2). As
frequéncias alélicas e genotipicas encontradas foram, respectivamente, de 2,4% e 4,8%. A
presencga de portadores na raga Girolando pode ser explicada pelo fato de que a mutagao
geradora da sindrome da Brachyspina ocorreu no touro canadense da raga Holandesa
Round Oak Rag Apple Elevation, cujo sémen foi largamente utilizado nos programas de
melhoramento genético ao redor do mundo (Fang et al., 2013), inclusive naqueles de touros
da raga Girolando. N&o foi encontrado na literatura outro estudo que estime as frequéncias
alélica e genotipica dessas doencas, sindrome da Brachyspina e deficiéncia do Fator Xl,
na raga Girolando.

Figura 1. Foto de gel de agarose 1,5% mostrando os animais portadores para o gene da Brachyspina. Os touros GLTGH
272, 277, 305, 419, 421, 530, 533, 608, 712, 343 e 349 sao portadores do gene da Brachyspina, apresentando os
fragmentos de 269 e 409 pares de base, sendo que o ultimo encontra-se presente apenas nos portadores. M: padréo
DNA ladder de 100 pb.
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Figura 2. Foto de gel de agarose 1,5% mostrando o resultado da genotipagem para a deficiéncia do Fator XI.
Nenhum animal genotipado foi portador da deficiéncia do Fator XI. O DNA ladder de 100 pb foi utilizado na extremidade
esquerda.
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Conclusoes

As técnicas de PCR utilizadas foram eficientes para a genotipagem dos touros
Girolando para a sindrome da Brachyspina e para a deficiéncia do Fator XI. A genotipagem
dos touros é de extrema importancia, para que a orientagdo dos cruzamentos possa ser
feita de forma a eliminar aqueles portadores do gene da Brachyspina, visando diminuigdo
e possivel erradicacdo do alelo mutante nos rebanhos da raga Girolando no Brasil e no
mundo.
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