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Resumo — A Citrulinemia bovina (BC) € uma doenga autossdmica recessiva hereditaria
que se fundamenta na substituicido de uma citosina por uma timina no cédon 86 do
gene argininosuccinato sinthetase bovino (ASS) localizado no cromossomo BTA11, e foi
descrita primeiramente em animais da raca Holandesa na Australia. Animais afetados por
esta anomalia genética aparentam normais apds o nascimento, porém a doenga evolui
rapidamente entre o terceiro e quinto dia, levando a perda de visao, convulsdes, marcha
instavel e obito. O cruzamento de ragas zebuinas, como a raca Gir, com ragas taurinas,
como a Holandesa, é uma pratica muito comum na pecuaria, a exemplo da raga Girolando.
Contudo, a possibilidade da disseminagao silenciosa de doengas genéticas autossémicas
recessivas € grande, devido a dificil identificacdo eficaz de portadores. Dessa forma, a
genotipagem dos animais torna-se essencial para evitar perdas econdmicas, servindo como
um guia para cruzamentos. O presente estudo teve como objetivo a genotipagem de 490
touros da raga Girolando e 760 touros da raga Gir para o gene da BC por meio da técnica
de PCR-RFLP, com posterior digestdo com a enzima Ava Il. Nenhum animal apresentou-se
portador de BC, corroborando os relatos da literatura da ndo existéncia de rebanhos que
contenham os alelos mutantes no Brasil. Assim sendo, a identificagao de touros portadores
de BC torna-se indispensavel para manutengao do rebanho livre do gene mutante para a
anomalia genética.

Termos para indexagéo: citrulinemia, gir, girolando, PCR-RLFP.
Evaluation of the presence of Gir and Girolando bulls carrying Citrullinemia in Brazil

Abstract — Bovine Citrullinaemia (BC) is a hereditary autosomal recessive disease based
on the substitution of cytosine with thymine at codon 86 of the bovine argininosuccinate
synthetase (ASS) gene located on chromosome BTA11 which was first described in Australia
Holstein cattle. Animals affected by this genetic anomaly appear normal at birth, however,
the disease progresses rapidly between the third and fifth day, leading to loss of vision,
seizures, unsteady gait, and death. Crossbreeding indicine breeds, such as Gir, with taurine
breeds, such as Holstein, is a common practice in livestock farming, exemplified by the
Girolando breed. However, the possibility of silent dissemination of autosomal recessive
genetic diseases is high due to the difficulty of effectively identifying carriers. Therefore,
genotyping of animals is essential to avoid economic losses and to guide breeding decisions.
This study aimed to genotype 490 Girolando bulls and 760 Gir bulls for the BC gene using
PCR-RFLP, followed by digestion with the Ava Il enzyme. No animals were found to be
carriers of BC, and there are no reports in the literature of bovine herds carrying the mutant
allele in Brazil. Thus, identifying BC carrier bulls is essential for maintaining a herd free from
the mutant gene responsible for this genetic anomaly.

Index terms: Citrullinaemia, Gir, Girolando, PCR-RFLP.
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Introducgao

A Citrulinemia Bovina € uma doencga autossOmica recessiva hereditaria que consiste no
impedimento da sintese da enzima argininosuccinato sintetase (ASS), afetando a conversao
da citrulina e aspartato em argininosuccinato e foi descrita primeiramente em animais da
raca Holandesa na Australia (Meydan et al., 2010; Rathore et al., 2020). O mecanismo
genético da BC fundamenta-se na substituicao de uma citosina por uma timina no cédon 86
do gene ASS localizado no cromossomo BTA11. Essa alteragdo leva a conversao do codon
CGA em TGA, que € um codon de parada de sintese proteica. Como consequéncia dessa
alteracao, o peptideo truncado resultante apresentara apenas 85 aminoacidos ao invés
dos 412 presentes na sequéncia original, comprometendo sua atividade enzimatica. Niveis
elevados de citrulina no sangue e desordens neurolégicas sdo comumente observados,
visto que o ciclo da ureia ndo ocorrera normalmente, permitindo um acumulo de amdnia
no organismo, culminando nos sinais clinicos caracteristicos da doenga (Meydan et al.,
2010; Gebreselassie et al., 2019). Animais afetados por esta anomalia genética aparentam
normais apos o nascimento, mas comecam a apresentar sinais de depressao e param de
se alimentar a partir do segundo dia de vida. A doenga progride rapidamente entre o terceiro
e quinto dia, fazendo com que os animais percam a visao, apresentem convulsées, marcha
instavel e, eventualmente, venham a 6bito (Meydan et al., 2010). Acredita-se que a BC foi
disseminada por meio da comercializacdo do sémen do touro Holandés americano Linmack
Kriss King (Meydan et al., 2010).

O cruzamento de ragas zebuinas, como a raga Gir, com racas taurinas, como a
Holandesa, € uma pratica muito comum na pecuaria, principalmente por conta da alta
produtividade leiteira de vacas Holandesas. Um exemplo é a raca Girolando, criada em
1996 pelo Ministério da Agricultura no Brasil, tornando-se importante para a pecuaria em
paises de clima tropical. Esta tornou-se a raga que mais cresce no Brasil em relagdo a
producdo e comercializagdo de sémen e a producdo de leite (Silva et al., 2023). Nesse
sentido, a possibilidade da disseminagao silenciosa de doengas genéticas autossémicas
recessivas € grande, uma vez que animais heterozigotos podem permanecer sem sinais
clinicos durante anos, dificultando a identificacdo eficaz de portadores (Gebreselassie et
al., 2019). Na criagcado de animais, desordens genéticas sdo um dos principais problemas
para criadores, uma vez que um defeito em um unico gene, em touros reprodutores, pode
levar a inumeros descendentes afetados, influenciando significativamente na pecuaria.
Dessa forma, a genotipagem dos animais torna-se essencial para identificar touros e vacas
portadores, servindo como um guia para cruzamentos, no sentido de evitar a disseminacao
dos alelos mutantes nos rebanhos e minimizar perdas econémicas. Assim, o objetivo desse
trabalho foi identificar individuos portadores de Citrulinemia Bovina em grupos de animais
das racgas Gir e Girolando.

O conteudo desse documento vai ao encontro dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) contidos na Agenda 2030, proposta pela Organizagao das Nacgdes
Unidas, da qual o Brasil é signatario, nos seguintes objetivos especificos: ODS 2 -
“Acabar com a fome, alcangar a seguranga alimentar e melhoria da nutricado e promover a
agricultura sustentavel”; ODS 8 — “Empregos dignos e crescimento econdmico: Promover o
crescimento econdmico sustentado, inclusivo e sustentavel, emprego pleno e produtivo, e
trabalho decente para todos”.
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Material e métodos

Amostras de sémen foram coletadas de 490 touros Girolando e 760 touros Gir e enviadas
ao laboratério de Genética Molecular da Embrapa Gado de Leite para analises. O DNA
foi extraido por meio do protocolo fenol-cloroférmio adaptado (Sambrook; Russell, 2001)
e a qualidade das amostras foi checada por meio da quantificagdo no espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). As amostras foram
armazenadas a -20 °C e -80 °C até o uso.

ParaamplificacaofragmentodogenedaBC,foirealizadoumensaiode PCR-RFLP, utilizando
osprimersparaogeneASS, sendoelesF: 5 GGCCAGGGACCGTGTTCATTGAGGACATC 3’
eR:5TTCCTGGGACCCCGTGAGACACATACTTG 3’ (Meydanetal.,2010). Posteriormente,
a reacao foi submetida a digestao pela enzima de restricdo Ava Il. Todas as reagdes foram
submetidas ao termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA), reveladas em gel de eletroforese em agarose 2%, coradas durante 30
minutos em brometo de etidio a 0,3% e visualizadas utilizando o software do Eagle Eye Il
(Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

Resultados e discussao

Dos 490 touros Girolando e 760 touros Gir analisados, nenhum animal foi identificado
como portador do gene para Citrulinemia. O produto da reagdo de PCR para BC é um
fragmento de 198 pb para todos os animais (Figura 1). A digestdo do amplicon com a
enzima de restricao Ava Il gera fragmentos de 89 e 109 pb para animais normais (Figura
2); de 89, 109 e 198 para animais portadores e de 198 para animais doentes (Meydan et
al., 2010).

Figura 1. Padrao do fragmento para a PCR de Citrulinemia. Marcador de 100 pb foi utilizado na extremidade esquerda.

Figura 2. Padrées dos fragmentos para a digestdo de Citrulinemia. Os animais de 1 a 8 sdo normais e apresentam as
bandas de 89 e 109pb. Marcador de 100 pb foi utilizado na extremidade esquerda.
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A auséncia da desordem genética em touros da raga Gir pode ser explicada pelo fato de
que, inicialmente essa doencga parece ter sido propagada por meio da comercializagdo em
larga escala do sémen do touro americano da raca Holandesa Linmack Kriss King (Meydan
et al., 2010).

Com resultados similares aos apresentados neste estudo, ndo foram encontrados
animais portadores em diferentes rebanhos de animais da raca Holandesa na Turquia
(Meydan et al., 2010), da raca Sahiwal e Holandeses mesticos na india (Rathore et al.,
2020), da raga Holandesa e Holandeses mesticos, também na india (Gebreselassie et al.,
2019) e da raga Holandesa no Brasil, sendo que nao existem relatos sobre a portabilidade
dos haplétipos para a BC no pais (Pilonetto et al., 2019).

Em contrapartida, estudos mais antigos mostram a presenga de animais portadores em
rebanhos dos Estados Unidos (Robinson et al., 1993), da Alemanha (Grupe et al., 1996) e
da india (Padeeri et al., 1999). A discrepancia nos resultados com relacdo a presenca de
portadores em estudos mais antigos e auséncia nos mais recentes, é reflexo do uso anterior
de reprodutores afetados em regides diferentes, ressaltando a importancia da genotipagem
e do melhoramento genético.

Conclusoes

Tendo em vista os resultados obtidos neste estudo, a identificacdo de touros portadores
de Citrulinemia ¢é indispensavel para manutencédo do rebanho livre dos haplétipos para a
anomalia genética.
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