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RESUMO

A produgéo de leite por parte de raca Gir Leiteiro € destaque na formagéo de recursos genéticos para o melhoramento
do rebanho leiteiro nacional, ganhando interesse comercial e, consequentemente, foco para pesquisas buscando o
melhoramento genético. Caracteristicas como a marmorizagao carnea e presenca de gordura no leite como produto,
mediante a valorizagdo econémica no estado de Minas Gerais, se tornaram alvo de trabalhos com o intuito de associa-
las aos gendtipos possivelmente candidatos. Em consequéncia da tal importancia, este estudo objetivou a genotipagem
do polimorfismo presente na regido 5° UTR do gene da tireoglobulina bovina (TG) de animais pertencentes a raga Gir
Leiteiro. Para tal, utilizou-se 92 individuos oriundos de uma Fazenda de animais Puros de Origem e pertencente ao
PNMGL, que foram genotipados através da extragdo de DNA pelo método de Salting-Out e, em seguida, pela técnica da
PCR-RFLP para a detecgéo do polimorfismo. Por fim, a eletroforese feita em um gel de Poliacrilamida 6,5 % corado com
solugdo de Coloragdo com Nitrato de Prata 12% e precipitado no Hidroxido de Sédio 30% e Formol 37%. Como
resultado, obteve-se uma frequéncia alélica alta para o alelo C de 82,74%, enquanto que o alelo T foi de 17,26%,
traduzindo uma predominancia na raga Gir do alelo C deste polimorfismo. Em relagdo a frequéncia genotipica, a
predominancia foi do homozigoto CC com 69,05% e, para os outros, 27,38% referente ao heterozigoto TC e 3,57% para
o0 homozigoto TT. O alelo C presente pode expressar um possivel teor inferior de marmorizagado carnea e gordura no
leite em individuos da raga Gir Leiteiro. Para base, com o intuito de aprofundamento nos estudos a perspectiva é a
genotipagem de mais 207 amostras de DNA pertencentes ao Banco de DNA de Bovinos do Laboratério de Biologia
Molecular do IFMG — Campus Bambui, seguida de estudos de associagdo com diferentes fenoétipos avaliados nos
referidos animais.

Palavras-Chave: frequéncia alélica, marcadores moleculares, polimorfismo, tireoglobulinas .

INTRODUGAO

O Brasil apresenta um grande potencial para a pecuaria leiteira em nivel internacional (CAMPOS,
2011). Como sexto maior produtor de leite, a atividade de pecuaria leiteira gera renda para milhares de
pequenos e grandes produtores, bem como leva a mesa de residéncias de todo mundo um produto de alto
valor nutritivo (GOMES, 1999). Entre as regides produtoras no Brasil, o Sudeste desponta como maior
produtor de leite, com destaque para Minas Gerais, como o estado com maior producao de leite no pais
(IBGE, 2019).

A partir da chegada dos zebuinos no Brasil ha mais de 100 anos, a raga Gir foi a que mais se
adaptou ao territério brasileiro e no inicio acabou se esquecendo do seu potencial leiteiro, focando-se
apenas na selecdo para corte, mas, pensando nisso criou-se programas de melhoramento genético e
pesquisa nesse proposito (LEDIC, 2000). Anos mais tarde, iniciou-se o Programa de Teste de Progénie do

Gir Leiteiro, para a avaliacdo da producéo de leite de animais da raga, e o programa expandiu-se para o
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Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro (PNMGL), que se tornou mais amplo, analisando teor

de proteina, lactose e sdlidos totais na producédo (VERNEQUE et al., 2010).

O estudo da manifestagcéo do potencial genético animal foi viabilizado por meio do processo de
melhoramento das técnicas de genética molecular aliado aos métodos tradicionais. Seu uso relaciona
favoravelmente a deteccdo e as caracteristicas quantitativas da informagao genética, contribuindo para
compreensao da variagao sobre o modo de agéo génica individual e suas correlagdes, com sua aplicagao

pratica através da selecao assistida por marcadores (MAS) na produgao animal (CAMPOS 2011).

A tireoglobulina (TG) é uma glicoproteina codificada pelo gene TG e expressa na glandula tireoidiana.
Através da iodizagao, origina a monoiodotirosina (MIT) e a diiodotirosina (DIT), precursores dos hormdnios
Triiodotironina (T73) e Tiroxina (T4) (GUYTON et. al., 2006).

O gene responsavel pela codificagdo da TG foi descrito por Barendse (1999) como um gene
candidato na determinagcédo da variagdo no acumulo de gordura e marmoreio carneo em bovinos. Esse
efeito parece estar associado ao polimorfismo envolvendo a substituicdo de uma Citosina por uma Timina,
na regiao 5’UTR do gene TG. O gene responsavel € composto, no minimo, por 37 éxons intercalados por
grandes introns de até 64kb, além de cobrir pelo menos 300kb de DNA e codificar, também, um RNAm de
8,7kb (BAAS et al., 1986).

Percebeu-se que os animais que contém os gendtipos TC e TT possuem uma maior marmoreio carneo
do que os que contém o gendtipo CC (BARENDSE, 1997). Tal como o gene da tireoglobulina com o intuito
de caracterizagao de deposi¢cao de gordura em gado de corte, tem sido indicado como gene candidato,

sendo este fator relacionado com o depdsito da mesma no produto do leite bovino (VENERONI, 2007).

Diante disso, o presente trabalho é relevante por efeito do interesse comercial, como melhoramento
genético, mediante fendtipos em animais de producao que atraem importancia econémica, tendo como base
a selegéo baseada em polimorfismos em genes candidatos. Caracteristicas como a marmorizagédo carnea e
presenga de gordura no leite como produto se tornaram alvo de trabalhos com o intuito de associa-las a

genotipos possivelmente favoraveis (KHATIB, 2007).

Tem-se como objetivo deste trabalho padronizar uma genotipagem para o polimorfismo C/T da
regido 5 UTR do gene da TG bovina em amostras de DNA extraidas do sangue de bovinos da raga Gir

Leiteiro e avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas deste polimorfismo.
METODOLOGIA

Foram utilizadas 92 vacas, da raga Gir Leiteiro, pertencentes a uma fazenda participante do Programa
Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro (PNMGL). O DNA para as analises gendmicas foi extraido usando
amostras de sangue através do método de extragao Salting-Out (MILLER et al., 1988). Essa metodologia se
baseia na lise de células por meio do acréscimo de altas concentragdes salinas, precipitando as moléculas
organicas para serem retiradas da amostra, seguida da precipitacdo de acidos nucleicos com Etanol. Para a

genotipagem das amostras de DNA extraidas foi utilizada a técnica de PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da
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Polimerase - Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Limitagdo) baseada nas condi¢des descritas

por New England BioLabs (NEB) com algumas adaptagdes.

A reacao foi realizada em volume final de 25 yL, usando 2ul de DNA a 100 ng/ pL; 2,5 ul de tampéo
IO (10x) fabricado por Phoneutria, Brasil; 0,8 yl MgCl, (51 mM); 2,0 pyl de dNTPs (10 mM); 1,0 pl de Primer
TG F (5GGGGATGACTACGAGTATGACTG3); (10 pmol/yl); 1,0 pl de Primer TG R
(5GTGAAAATCTTGTGGAGGCTGTAZ’) por (BARENDSE, 1997); (10 pmol/ul); 0,2 pl de Tag DNA
polimerase (5U /ul) fabricado por Phoneutria, Brasil e 15,5 ul de Agua Ultrapura fabricado por Phoneutria,
Brasil. A amplificagdo por PCR gerou um fragmento de 548 bp através das seguintes condi¢cdes de
termociclagem: desnaturacgao inicial a 94°C por 5 minutos; seguida de 30 ciclos contendo uma etapa de
desnaturagao de 94°C por um minuto, anelamento dos primers de 58°C por um minuto, e extensao de 72°C
por um minuto, seguidos de uma etapa de extensdo final de 72°C por 5 minutos utilizando-se o
termociclador Kyratec. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de Acrilamida corado
no nitrato de prata para observagdo da amplificagdo das amostras. Foi utilizado eletroforese em gel de
Acrilamida 6,5% com corrida de trés horas em uma tenséo 150V, corado com uma solugéo de Coloragdo de
Nitrato de Prata 12% precipitada no Hidréxido de Sodio 30% e Formol 37%.

A reacao de RFLP dos produtos de PCR envolveu a digestdo enzimatica em um volume de 15 ul e
foi realizada usando 5,0 pl do produto de PCR; 0,1 pl da enzima de restricdo BstYI (10 U/ul) fabricado por
NEB; 1,5 ul de tampdo (2,1 NE — 10x) fabricado por NEB; e 8,4 ul de Agua Ultrapura. A digestao foi
realizada através da incubagdo das reagbes em uma temperatura de 60°C no termociclador Kyratec. Os
produtos de digestao foram resolvidos em eletroforese em gel de Acrilamida 6,5% corado com prata para
identificagao dos gendtipos de cada animal. A eletroforese dos produtos digeridos foi realizada em gel de
Acrilamida 6,5% em uma com corrida de 2,5 horas em uma tensédo de 130V, corado com uma solugéo de

Coloragéao de Nitrato de Prata 12% precipitada no Hidréxido de Sédio 30% e Formol 37%.

Em todos os géis houve a inclusdo de um Marcador de Peso Molecular (ladder) de 50bp para
identificacdo do tamanho das bandas geradas fabricado por CELLCO. De acordo com metodologia descrita
por NEB eram esperados os seguintes perfis de restricdo: para o gendtipo TT bandas de 473bp +
75bp; para o gendtipo TC bandas de 473bp + 295bp + 178bp + 75bp; e para o gendtipo CC bandas de
295bp + 178b + 75bp.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Entre as 92 vacas da raca Gir Leiteiro genotipadas neste trabalho foram encontrados os alelos C e
T com frequéncia de 82,74% e 17,26%, respectivamente (Grafico 1) e os gendtipos TT, TC e CC com
frequéncias de 3,57%, 27,38% e 69,05%, respectivamente (Grafico 2). Na Figura 1 foi apresentado um gel
de eletroforese em Poliacrilamida 6,5% corado com Nitrato de Prata utilizado nas genotipagens do referido

polimorfismo.

Gréfico 1: Frequéncias alélicas do polimorfismo do gene candidato da tireoglobulina em Gir Leiteiro, envolvendo a

substituicdo de um nucleotideo Citosina por um nucleotideo Timina.
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Frequéncias Alélicas
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Fonte: Autores (2019)

Grafico 2: Frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene da tireoglobulina para o homozigoto TT, heterozigoto TC e

homozigoto CC em Gir Leiteiro.

Frequéncias Genotipicas
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Fonte: Autores (2019)

Figura 1: Gel de Poliacrilamida 6,5% para leitura de uma parcela dos genotipos de tireoglobulina, com a leitura dos

gendtipos na parte inferior, para o homozigoto TT, heterozigoto TC e homozigoto CC em Gir Leiteiro

Fonte: Autores (2019)
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Calculou-se uma frequéncia alélica do alelo C de 82,74%, enquanto que o alelo T foi de 17,26%,
traduzindo uma predominéancia na raga Gir de alelo C para este polimorfismo do gene TG. Para frequéncias
genotipicas teve-se 3,57% para o homozigoto TT, com um total de 3 animais; 27,38% para o heterozigoto

TC, com um total de 23 animais e 69,05% para o homozigoto CC, com um total de 58 animais.

Nos animais portadores do genétipo TT ha um acréscimo no teor de marmorizagdo em comparagao
com os outros dois gendtipos (BARRETO et al., 2012). Na raga Holandés, igualmente, ha uma frequéncia
alélica do nucleotideo Timina de 12% e do nucleotideo Citosina de 78% em um total de 20 animais usadas
em um estudo. (RIPOLI et al., 2011). E, em concordéncia com Fortes (2007), que n&do notou o alelo T em
animais da raca Nelore, observa-se uma prevaléncia significativa de alelo C na raga Gir Leiteiro, bem como

uma predominancia de gendtipos homozigotos TT, o que provavelmente € um padréo das ragas zebuinas.

Possivelmente essa semelhanga entre os alelos se deve ao tipo de ambiente em que os animais

encontram-se expostos, igualmente ainda pela selegao natural ao longo do processo evolutivo.
CONCLUSOES

Mediante ao exposto, a presenca do alelo C, de acordo com estudos sobre a raga zebuina, se
traduz em uma prevaléncia esperada, da mesma forma em que a selecdo de animais com gendtipo
homozigoto TT objetiva 0 marmoreio, que se traduz em um possivel teor inferior de marmorizagdo carnea e
gordura no leite em individuos da raga Gir Leiteiro. Estudos de associacao feitos na raga Gir Leiteiro séo
necessarios para corroborar achados obtidos em outras ragas por meio de estudos diretos com a
porcentagem de gordura no leite de tais animais e sua correlagdo com o polimorfismo C/T no gene da TG,
na expectativa de valida-lo como um marcador molecular a ser usado no melhoramento genético de bovinos
leiteiros. A perspectiva € a genotipagem de mais 207 amostras de DNA pertencentes ao Banco de DNA de
Bovinos do Laboratério de Biologia Molecular do IFMG — Campus Bambui, seguida de estudos de

associagado com diferentes fenotipos avaliados nos referidos animais.
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