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RESUMO  

 O presente trabalho tem como principal objetivo a criação de um banco de DNA destinado 

a pesquisa de bovinos Gir leiteiro aplicadas ao melhoramento genético. O material biológico 

coletado, é registrado e armazenado para a realização da genotipagem e a utilização dos 

marcadores moleculares. A aplicação dos marcadores moleculares é de suma importância para a 

avaliação genética de um animal, contribuindo com a união de melhores características extraídas 

de cada animal escolhido. A raça de zebuínos Gir leiteiro, são caracterizadas pela alta produção 

de leite no mundo do agronegócio. Os valores nutricionais contidos no leite contribuem para uma 

boa saúde, no Brasil o leite é um dos produtos de maior destaque e desempenha importantes 

funções na sociedade como na geração de empregos e avanço na economia. Diante disso o 

banco de DNA se tornou uma ferramenta indispensável quando se trata do melhoramento 

genético. O alto índice de evolução da variabilidade genética verificada nas raças de zebuínos se 

dá por meio de programas de melhoramento animal, promovendo então características de 

qualidade na produção, como leite, gordura, proteínas. A genética molecular tem sido uma 

importante ferramenta que atinge tanto a produtividade quanto o lucro alcançado através do 

melhoramento. A metodologia para a criação dos dados passa por diferentes etapas até a 

obtenção do material genético bruto, o protocolo utilizado para o processo é o Salting-out, ao final 

do procedimento o material biológico deve ser identificado e estocado, as amostras obtidas podem 

ser armazenadas a longo prazo. Os principais passos do protocolo utilizado, é a obtenção dos 

leucócitos, adquirindo primeiramente um pellet branco e leitoso. Nos próximos passos é realizado 

então a obtenção do ácido nucleico (DNA), e para isso é necessário a formação de um pellet de 

proteína que logo será descartado, e com a ação do etanol obtemos então o material genético que 
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será diluído em T.E. As análises de genotipagem com a utilização dos marcadores moleculares, 

realizadas através das amostras obteve um resultado significativo. 

INTRODUÇÃO  

A criação de um banco de DNA de bovinos da raça Gir leiteiro tem como principal objetivo 

a análise do material genético dos animais para a verificação de genótipos associados a uma 

qualidade superior do leite produzido pelo animal. O uso do material genético nesta área, são 

amplos e importantes paro o avanço da ciência. A criação de um banco de DNA, propõem a 

implementação da montagem do estoque de material da espécie em estudo. Através de 

marcadores moleculares é possível obter características de um potencial genético de cada 

indivíduo ou até mesmo de todo o rebanho (EMBRAPA, 2016).  

 A utilização dos marcadores moleculares permite uma maior segurança e eficácia nos 

processos de seleção, já que eles podem revelar maior quantidade de características genéticas. 

Independente dos distintos níveis da expressão gênica, o uso de marcadores moleculares é de 

grande importância, colaborando com uma análise ampla do genoma (PANDEY et al.,2006). 

 As distintas raças de bovinos com características genéticas especificas e individuais, tem 

tido grande importância na produção animal, realizando sistemas de cruzamentos que contém 

uma grande variabilidade genética, complementando e  agrupando as melhores características 

através do cruzamento, garantindo assim o melhor desempenho do indivíduo e privilegiando os 

avanços econômicos (MARSON et,al.,2005). A produção leiteira no Brasil atingiu uma alta 

lucratividade, visto que o leite é um importante alimento enriquecido de diversos grupos proteicos, 

lipídeos, vitaminas e carboidratos, compondo assim uma boa dieta nutricional humana (HAUGE 

et,al.,2007). 

A raça zebuína Gir leiteiro apresenta um perfil diferenciado em comparação com outras 

raças, tanto anatômicas quanto fisiológicas. Chama atenção pela rusticidade e facilidade de se 

adaptar em diferentes áreas, já que tal raça se originou da Índia. Essa raça vem ganhado espaço 

no bom temperamento leiteiro, seja em ordenha manual ou mecanizada. Os custos para manter o 

rebanho em aspectos de alimentação e mão de obra para os devidos cuidados são baixos 

(ABCGIL, 2015).  

 O Gir leiteiro vem ganhando destaque pela reprodutividade e produtividade de leite no 

Brasil. Boa parte da porcentagem da produção de leite no país são de vacas mestiças de gado 

europeu com gado zebuíno, sendo a raça Gir Leiteiro opção favorita dos produtores (ALVIM, et al., 

2005; ANDREAZZA,2006; IBGE, 2007). A importância da produção leiteira aborda aspectos 
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nutritivos até questões sociais na geração de empregos superando diversos outros setores da 

economia (ALVIN et al.,2005). 

 A atividade leiteira no país vem crescendo em larga escala e tomando importantes 

concepções estruturais. A alimentação do rebanho, quanto a qualidade do leite são aspectos 

ligados a diversidade nos sistemas de produção (CORRÊA et al., 2010; SOUZA et al., 2009). A 

produção do leite firmou-se como a principal atividade de renda dos pequenos empresários 

gerando um grande impacto no desenvolvimento regional (BERRA et al., 2014).  

 O leite é considera uma bebida com uma quantidade gratificante de valores nutricionais, 

uma alta concentração de cálcio, proteínas e vitaminas que tem um importante papel no 

desenvolvimento e manutenção de uma vida saudável (EMBRAPA, 2002). Quanto a qualidade do 

leite produzida, pode-se observar diferenças por vários fatores esternos como nutricionais, o 

manejo durante a lactação, a genética dos bovinos, raça (BOWDEN, 1981). Para uma produção 

de leite adequada e qualitativa no campo e necessário que o bem-estar do animal seja mantido. 

 O principal objetivo do melhoramento é a união de características do interesse para a 

obtenção de melhores qualidades. O melhoramento genético tradicional, é realizado através de 

cruzamentos combinados entre indivíduos, já o melhoramento assistido por marcadores 

moleculares, são combinações específicas direcionadas, de alelos delimitados por um 

polimorfismo (BERED et, al., 1997). 

 Portanto, a criação do banco de DNA da raça Gir Leiteiro é de extrema importância para 

realização de pesquisas e avanços sociais, atingindo a economia e beneficiando tanto os 

pequenos quanto os grandes produtores rurais. Ofertando para os produtores ferramentas e 

tecnologia através do uso de marcadores moleculares com a genotipagem do material.   

METODOLOGIA  

A metodologia utilizada no presente trabalho, para a obtenção das amostras de DNA, para 

a criação do banco de DNA é de acordo com o protocolo de extração Salting-out. A coleta do 

material biológico (sangue periférico) é realizada manualmente em diferentes fazendas de Gir 

Leiteiro Puro de Origem participantes do PNMGL do estado de Minas Gerais, armazenadas em 

tubo Vacutainer com anticoagulante EDTA e o sangue é encaminhado até o Laboratório de 

Biologia Molecular do IFMG - campus Bambuí onde a extração e análises das mesmas são feitas.  

No momento em que o material genético chega ao laboratório, o primeiro passo a ser 

realizado é o Processo de cadastramento das amostras. O cadastramento do animal é de grande 

importância tanto para o fazendeiro, que sede o material para pesquisa quanto para o 
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pesquisador, que irá fazer a genotipagem. O animal é cadastrado com duas identificações; a 

primeira com a identificação de origem e a segunda com a identificação que ele recebe do 

laboratório. É importante que seja cadastrado a raça, zebuíno Gir leiteiro e a fazenda a qual 

pertence.  

O processo de extração segue o protocolo de Salting-out (OLIVEIRA et,al., 2007), que é 

um protocolo de extração com precipitação salina, com alta concentração de sais, processo muito 

importante para separação de matérias biológicos presente no sangue. (Passos importantes do 

protocolo pode ser analisado na Figura 01). 

A extração do DNA é processada em dois dias, o primeiro dia envolve a obtenção dos 

leucócitos. O material coletado é transferido para tubos de polipropileno de 15 mL identificados, 

onde será realizado diversas lavagens com uma solução de tampão de hemólise, até obter 

somente células brancas, ou seja, um pellet branco e leitoso.  No segundo dia temos a obtenção 

do DNA, onde o pellet é suspenso por uma solução tampão de digestão contendo o detergente 

SDS e proteinase K, que após algumas horas no banho maria a 65ºC e uma centrifugação forma 

um pellet de proteína, o sobrenadante portanto é transferido para novos microtubos identificados, 

e o pellet de proteína é descartado. O etanol gelado atua nas moléculas de DNA unindo-as 

formando uma massa esbranquiçada, precipitando o DNA. O pellet de DNA formado pela 

centrifugação da amostra precipitada é secado na estufa a 65ºC e em seguida é adicionado o 

tampão TE para a eluição do DNA. Ao finalizar a extração a amostra é armazenada a 4°C. 

Figura 01: Esquema do protocolo de precipitação salina. Para extração de DNA 

genômico 
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A figura 01 detalha os passos que são seguidos pelo protocolo.1 Lisar os glóbulos 

vermelhos acrescentando a solução Tampão de Hemólise; 2 Homogeneizar, e colocar em banho 

de gelo para aumentar a lise; 3 Centrifugar, obtendo assim as células brancas (Pellet); 4 

Ressuspender o pellet com a solução Tampão de Digestão, acrescentando a proteinase k; 5 

Homogeneizar novamente; 6 Centrifugar, obtendo assim um pellet de proteína que será 

descartado; 7 Adicionar etanol absoluto para a precipitação do DNA; 8 Transferir o DNA para um 

microtubo devidamente identificado; 9 Lavagem com etanol 70%; 10. Colocar os tubos para secar 

na estufa; 11 Eluir o material genético com TE. 

RESULTADOS E DISCUSSÕES  

No desenvolvimento deste trabalho, o banco de DNA bovino das raças Gir leiteiro do 

Laboratório de Biologia Molecular do IFMG campus - Bambuí conta com atualmente 479 amostras 

extraídas. Cada amostra contém em média um volume de 200 microlitros em uma concentração 

geral de 400 ng de DNA por µL de amostra. A coleta foi realizada em 5 distintas fazendas do 

estado de Minas Gerais até o momento (Gráfico 01), com o intuito de diversificar as amostras e 

obter resultados de genotipagem comparativos.  

Gráfico 01: Relação da quantidade de amostras coletadas de zebuínos Gir leiteiro 

por fazenda.  

 

Com a criação deste banco de DNA diversas genotipagens das amostras começaram a ser 

realizadas por nosso grupo de pesquisa. As primeiras análises produzidas estão sendo a 

genotipagem de polimorfismos em genes codificadores de proteínas do leite, como a Beta-

Caseína e em genes codificadores de hormônios como o polimorfismo no gene da Tiroglobulina, 

obtendo resultados de larga aplicabilidade.   
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CONCLUSÃO 

A partir dos procedimentos realizados e o objeto de análise adquirido concluímos que a 

criação do banco de DNA é um instrumento de grande funcionabilidade que obtemos na 

atualidade. Através da estocagem de amostras que podem ser armazenadas a longo prazo, pode-

se obter de forma precisa, importantes resultados de genotipagem da área de estudo em questão.  
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