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Capitulo 1- Consideracdes Gerais

REVISAO DA LITERATURA

O desenvolvimento de novas técnicas na drea da biologia molecular tem facilitado o
estudo da composicdo genética dos individuos, tornando possivel a realizacdo da selecdo em
animais, plantas e microorganismos baseados em caracteristicas genotipicas. Em bovinos
leiteiros, estas técnicas vém sendo utilizadas através do uso de marcadores moleculares para
estudar genes que afetam a composi¢do corporal, o ganho de peso e a produgdo de leite. A
vantagem do uso dos marcadores moleculares € permitir a determina¢do do potencial de um
animal com maior precisdo, uma vez que nao sdo afetados pelo meio e podem ser utilizados
precocemente, até mesmo na fase embriondria (RACHAGANI et al., 2006). Trabalhos recentes
ttm demonstrado melhoramento das caracteristicas genotipicas/fenotipicas de interesse
zootécnico através da anélise comparativa entre diferentes modelos biolégicos.

Tendo como objetivo o melhor conhecimento das variacdes das caracteristicas
quantitativas, os avancos da biologia molecular e da genética permitem a identificacdo e a
localizacdo dos efeitos de loci de maior influéncia nas caracteristicas desejadas e a melhor
compreensdo das suas interagcdes (SPELMAN e GARRICK, 1997). Esses loci, denominados de
QTL (quantitative trait loci), ou seja, loci controladores de caracteristicas quantitativas
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996), dependendo de pardmetros como herdabilidade e
variancia genética da caracteristica, tempo e forma de selecdo, entre outros, podem ser incluidos
como marcadores genéticos em programas de melhoramento.

A tendéncia mundial na criacdo de rebanhos leiteiros comerciais se projeta para
incrementar a producdo por vaca e estabelecer sistemas de melhorias na qualidade do leite,
fundamentalmente, em proteinas e sélidos nao-gordurosos. Nos ultimos anos, a inclusdo da
genética molecular tem proporcionado a busca de regides cromossOmicas responsdveis pelo
determinismo genético desses caracteres produtivos, com vista a manipuld-los, em funcio de se

lograr melhores rendimentos e qualidade nessas caracteristicas (MARTIN et al., 2002).



A producgdo industrial de leite tem se baseado em identificar uma eficiente e econdmica
via para o aumento da produgdo de leite e de seus constituintes com o aumento do rebanho. A
selecio de animais com gendtipos desejados e a manutencdo deles para reproducdo das
proximas geragdes tem sido a base para a sustentabilidade e eficiéncia dessa industria
(RACHAGANI et al., 2006). Por isso, aplicar a informagdo molecular a sele¢do artificial de
rebanhos bovinos leiteiros consiste no que se tem chamado de selecdo assistida por marcadores
(MANS). Os diversos estudos realizados através deste método t€ém permitido analisar a incidéncia
da incorporacdo da informacdo de marcadores aos planos de melhoramento genético. O
resultado obtido tem demonstrado que o uso de marcadores na selecdo reduz o intervalo de
geracdo, possibilita o conhecimento do gendtipo do animal, desde o estado embriondrio, e
aumenta a precisio na avaliacdo, j4 que existem mais informacdes fenotipicas e genotipicas para
o cardter em questdo, aumentando, assim, o progresso genético entre 1,5% e 38% por geragdo,
dependendo da espécie, incrementando, desta maneira, a eficiéncia da seleg¢do artificial.
(GONYON et al., 1987) Um dos resultados mais relevantes neste campo é, sem ddvida, a
identificacdo das variantes genéticas para as proteinas lacteas e o efeito que elas proporcionam
sobre o rendimento licteo em gordura e proteina.

As diferencas genéticas representam, aproximadamente, 25% da variacdo total na
producio de leite, e 50% nas variacdes dos teores de gordura, proteina e sélidos ndao-gordurosos
(GONYON et al., 1987). Essas caracteristicas, além de apresentarem heranga complexa, que
envolve a presenca ou auséncia de numerosos alelos no mesmo locus, requerem avaliagcdo
minuciosa, sendo o mérito genético da vaca conhecido somente quando ela finaliza sua primeira
lactagdo ou, no caso do reprodutor, até que existam informacdes a respeito de sua progénie.

A inclusdo do estudo dos componentes licteos como proteina, caseina e sélidos nao-
gordurosos, unida a investigagdo do polimorfismo genético através de marcadores moleculares
relacionados com as caracteristicas produtivas, contribuirdo para estabelecer as bases e melhorar
a eficiéncia da selecdo para rendimentos e qualidade do leite nos rebanhos, especialmente em

proteina e, com isso, dar o passo inicial para implementagdo de um futuro programa de



melhoramento genético assistido por marcadores, alcangando, assim, o progresso genético de
rebanhos leiteiros.

O marcador genético pode ser definido como qualquer variagdo estivel e herdavel que
pode ser mensurado ou identificado por metodologia apropriada e ser utilizado,
consequentemente, para detectar a presenca de genotipo ou fendtipo especifico, que de outra
forma ndo seriam mensurdveis ou muito dificeis de serem detectados. Em ruminantes existem

seis genes relacionados as proteinas do leite; a-lactoalbumina, B-lactoglobulina e as quatro

caseinas em varias formas moleculares (Os;-caseina, Oisp-caseina, f-caseina e k-caseina) com
alelos variando para cada tipo (MEDRANO e AGUILAR-CORDOVA, 1990; MARTIN, et al.,
2002; UFFO et al., 2006).

A k-caseina (k-Cn) € essencial para a formacdo e estabilizacdo das micelas e tem um
efeito importante sobre as propriedades do leite (teores de gordura, lactose e proteinas — Tsiaras
et al., 2005). Ja a B-caseina reduz o tempo de formacdo do coalho, além de acelerar a liberacao
do soro, influenciando, assim, o tempo de coagulacdo e o dessoramento. Para a formacdo do
coalho na producdo de queijo, é necessaria a digestdo da k-Cn, produzindo a precipitagdo das
micelas. Em bovinos sdo descritas seis variedades (A, B, C, E, F, e G) da k-Cn (Kaminski et al.,
1996). Virios estudos t€m sido descritos com relacdo ao gendtipo BB da k-Cn, que determina
uma melhor propriedade do leite para a producdo de queijo (NG-KWAI-HANG, 1998; VIANA
et al., 2001; SORIA et al., 2003; SULIMOVA et al., 2007a; SULIMOVA et al., 2007b). Em
particular, este gendtipo estd associado ao coalho mais firme, com uma reducdo do tempo
necessario para a formagao do coalho e com um maior rendimento da produgdo de queijo.

Segundo Lodish et.al., (2002) os polimorfismos genéticos sdo variacOes na sequéncia de
DNA que podem criar ou destruir sitios de reconhecimento de enzimas de restricdo e parecem
estar associados a apenas uma base. A frequéncia de alelos heterozigotos para o polimorfismo
genético ocorre em mais de 2% da populacdo. Algumas dessas alteragcdes ocorrerdo em
sequéncias ndo codificadoras do gene, que na maioria dos casos terdo efeito em suas

caracteristicas de producdo, o que no ponto de vista da atividade pode ser positiva ou negativa.
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Tanto no leite da vaca como no da cabra, o teor protéico de caseina tem valor aproximado
de 80%, ou seja, superior ao do leite humano, no qual a caseina representa 40% das
lactoproteinas (MARTIN, 1997). Os 20% restantes das lactoproteinas do leite da vaca s@do
constituidos de a-lactoalbumina e f-lactoglobulina (NOUAILLE et al., 2005).

Wal (2001) e Hoz Caballer et al. (2004) atribuem os fatores alergénicos as caseinas do
leite de vaca. Nouaille et al. (2005) consideraram a B-lactoglobulina como dominante alergénico
e que ndo é somente a B-caseina do leite de vaca que induz alta resposta de Imunoglobulina E
(IgE), pois isto também ocorre com a fB-caseina do leite humano. A B-lactoglobulina esta
ausente no leite humano, todavia estd presente no leite de cabra em uma concentracio inferior
ao leite de vaca (PINA et al., 2005).

Para identificacdo de certos caracteres, como as proteinas do leite, pode-se recorrer a
técnica de RFLP (restriction fragment length polymorfism), que se baseia na presenga de sitios
de restri¢do na regido amplificada do DNA-molde, que pode ser determinada por intermédio do
processamento do produto da PCR (polymerase chain reaction, - GARCIA, 1995), com uma ou
mais endonucleases de restri¢ao.

O desenvolvimento da técnica de PCR por Mullis, em 1983, proporcionou um grande
avango para o melhoramento genético animal, servindo como uma ferramenta precisa para o
processo de selecdo. Essa técnica baseia-se na amplificagdo in vitro de regides especificas de
DNA, com o auxilio de primers complementares as sequéncias especificas (localizadas em uma
das extremidades do segmento a ser amplificado), ao final da PCR, milhdes de cépias do
segmento de DNA amplificado sdo obtidas.

Pode-se recorrer, também, a algumas técnicas de uso corrente como, por exemplo, o
mapeamento genético com andlise de regides microssatélites do maior nimero possivel de
individuos de grandes familias origindrias de acasalamentos direcionados (HALEY, 1995) ou a
busca de genes principais ou candidatos, em que se objetiva estudar os mecanismos fisioldgicos
envolvidos com a manifestacdo de caracteristicas desejdveis, na tentativa de pesquisar variagdes

de genes especificos entre individuos que apresentam genétipos diferentes (WOMACK, 1993)
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Os criadores de gado de leite brasileiros iniciaram, na década de 40, os cruzamentos entre
animais das racas Gir e Holandés, com o objetivo de explorar a rusticidade e produtividade
dessas racas, na tentativa de se criar animais com alta capacidade produtiva em ambientes
tropicais e subtropicais. A multiplicacdo desses animais ocorreu de forma intensa, o que levou a
distribuicdo desse gado leiteiro mesti¢o por grande parte do territério nacional. Entretanto, essa
multiplicacdo ocorreu de forma desordenada e sem critérios técnicos, o que gerou uma

populagdo de animais mestigos muito rdsticos, mas de baixa produtividade (FREITAS, 2003).

A regido Nordeste, no entanto, ndo é uma grande produtora de leite, se comparada a sua
producdo anual em relagdo ao nimero de habitantes. A falta de especializagdo dos rebanhos
leiteiros € outro aspecto negativo que caracteriza a pecudria leiteira nordestina, considerando
que, a despeito de sua baixa produgdo, € a segunda do pais em nimero de vacas ordenhadas, o

que demonstra a baixa produtividade do plantel (NOGUEIRA FILHO et al., 2001).

O Estado de Pernambuco produziu 398 milhdes de litros de leite em 2004, o que
representou 14,7% da produgdo da regido nordeste e 1,7% da producdo nacional, sendo que o
Agreste Pernambucano, regido intermedidria entre a Zona da Mata e o Sertdo, foi responsével
por 73% da produgdo do estado entre 2004 e 2006 (MONTEIRO et al., 2007). Deste modo, o
Agreste de Pernambuco, historicamente, foi e continua sendo uma regido produtora de leite,

produzindo excedentes que contribuem para o abastecimento de todo o Estado.
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Capitulo 2

Caracterizagdo de rebanhos leiteiros da raga holando-gir do Agreste e
Zona da Mata Norte de Pernambuco através da tipificacdo de marcadores
moleculares para kapa-caseina

*Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Zootecnia
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Caracterizacao de rebanhos leiteiros da raca holando-gir do Agreste e Zona da
Mata Norte de Pernambuco através da tipificacio de marcadores moleculares
para kapa-caseina

RESUMO

A selecdo genética de animais para reproducdo das proximas geracoes tem sido a
base para a sustentabilidade e eficiéncia da produgdo alimenticia de origem animal. A
identificacdo de variantes das proteinas ldcteas pode ser uma alternativa para a expansao
produtiva de leite. Assim, o objetivo do presente estudo foi caracterizar o gendtipo da
kapa-caseina em 144 vacas holando-gir (30 Y2 holando-gir, 38 34 holando-gir, 76 %
holando-gir) do Estado de Pernambuco, utilizando a técnica de PCR-RFLP. Foram
coletadas amostras de sangue total de bovinos da raga holando-gir e seus graus de
sangue (Y2 holando-gir, 3 holando-gir, 7 holando-gir), desse material foi extraido o
DNA. Desse DNA foi determinado uma regido que foi amplificada, e seu produto
sofreu acdo da enzima de restricao HindIIl para observar os possiveis polimorfismos.
Foi encontrado as frequéncias dos gendtipos AA(0,59) AB(0,25) BB(0,06) BC(0,02)
CC(0,02) e AC(0,05) e também a frequéncia dos alelos A(0,74) B(0,20) e C(0,06)
apontando que selecionar rebanhos para produgdo de tipos de leite especificos pode

contribuir no beneficiamento do produto pela industria.

Palavras-chave: PCR/RFLP, proteinas lateas, qualidade do leite, polimorfismo
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Caracterization of holando-gir dairy heard through molecular markers
typefication for kappa-casein

ABSTRACT

The animal breeding for reproduction of next generation has being the support for
sustainability and efficiency in animal protein food production. The identification of
different kind of milk protein can be an alternative for milk yield expansion. This study
has the issue of characterize the genotype of kappa-casein in holando-gir cows (V2
holando-gir, % holando-gir, % holando-gir) of Pernambuco State utilizing the PCR-
RFLP technique. It was collected blood sample of bovine of holando-gir breed and its
types (2 holando-gir, % holando-gir, 75 holando-gir). From these material, was extruded
the DNA. It was determined a region of this DNA and this region was amplified, and on
the product, was added the restriction enzyme HindllIl, that act and made it possible to
observed the possible polymorphisms. It was found the genotype frequencies AA(0,59)
AB(0,25) BB(0,06) BC(0,02) CC(0,02) e AC(0,05) and also the allelic frequencies
A(0,74) B(0,20) e C(0,06) showing that selecting herds for specifics kinds of milk can

contribute on processing milk by the industry.

Key-words: kappa-casein, molecular markers, PCR/RFLP, polymorphism
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INTRODUCAO

A tendéncia mundial na criagdo de rebanhos leiteiros comerciais se projeta para
incrementar a producdo por vaca e estabelecer sistemas de melhorias na qualidade do
leite (proteinas e sdlidos nao-gordurosos). Nos udltimos anos, a inclusdo da genética
molecular tem proporcionado a busca de regides cromossOmicas responsdveis pelo
determinismo genético desses caracteres produtivos, com vista a manipular suas
frequéncias, em funcdo de se lograr melhores rendimentos e qualidade nesses

parametros.

A inddustria do leite tem se baseado em identificar uma eficiente e econdmica via
para o aumento da producgdo de leite e de seus constituintes. A selecdo de animais com
genotipos desejados e a manutencao deles para reproducdo das proximas geracoes, tem
sido a base para a sustentabilidade e eficiéncia desta inddstria (RACHAGANI et al.,
2006). Por isso, aplicar a informag¢do molecular a selecao artificial consiste no que se
tem chamado de selecdo assistida por marcadores (MAS). O seu uso na sele¢ao reduz o
intervalo de geragdo, possibilita o conhecimento do gendtipo do animal e aumenta a
precisdo na avaliacdo, aumentando, assim, o progresso genético entre 1,5% e 38% por
geragdo e incrementa a eficiéncia da sele¢do artificial. Um dos resultados mais
relevantes neste campo € a identificagdo das variantes genéticas para as proteinas lacteas

e o efeito que elas proporcionam sobre o rendimento licteo em gordura e proteina.

A k-caseina (k-Cn) € essencial para a formacdo e estabilizacdo das micelas e tem
um efeito importante sobre as propriedades do leite (TSIARAS et al., 2005). Para a
formacdo do coalho na producdo de queijo € necesséria a digestdo da k-Cn, produzindo
a precipitacdo das micelas. Em bovinos sdo descritas seis variedades (A, B, C, E, F, e

G) da k-Cn (Kaminski et al., 1996). Virios estudos tém sido descritos com relacdo ao
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genotipo BB da k-Cn, que determina uma melhor propriedade do leite para a produgdo
de queijo (SULIMOVA et al., 2007b). Este genétipo estd associado com o coalho mais
firme, com uma redu¢do do tempo necessdrio para sua formacdo e com maior

rendimento da produgado de queijo.

A maior parte dos trabalhos realizados nessa drea foi com animais holandeses e
animais mesticos de diversos paises. No caso do Brasil, a base da bovinocultura de leite
sdo todos os graus de sangue do cruzamento holando-gir, inclusive a % que foi fixada
como a raga sintética Girolando. Esses animais tém uma grande importancia na
producdo de leite, principalmente no Estado de Pernambuco, devido, especialmente, a
sua rusticidade. Ja o interesse da industria por leite desses animais se resume a seus

altos teores de sé6lidos, quando comparados com a raca Holandesa.

Para identificacdo de certos caracteres, como as proteinas do leite, pode-se
recorrer a técnica de RFLP (restriction fragment length polymorfism) que se baseia na
presenca de sitios de restricdo na regido amplificada do DNA-molde que pode ser
determinada por intermédio do processamento do produto da PCR (polymerase chain

reaction, - GARCIA, 1995), com uma ou mais endonucleases de restri¢ao.

Objetivos

Investigar o gendtipo kapa-caseina em vacas holando-gir (Y2 holando-gir, 34
holando-gir, % holando-gir) do Estado de Pernambuco utilizando a técnica de PCR-

RFLP.

2.2 Objetivos especificos

a) Identificar polimorfismo no gene kapa-caseina.
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b) Estabelecer a frequéncia alélica do gene kapa-caseina no rebanho
estudado.
c) Estabelecer a frequéncia genotipica do gene kapa-caseina no rebanho

estudado.

METODOLOGIA

Local de realizacao

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia Animal Molecular Aplicada
- FAMA, do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA), da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Animais

Foram utilizados para esse estudo 144 animais, sendo 30 animais 2 holando-gir,
38 animais 3% holando-gir e 76 animais 7 holando-gir, oriundos de duas fazendas
particulares e de duas fazendas experimentais pertencentes ao IPA (Instituto
Agrondmico de Pernambuco), localizadas nas regides da Zona-da-Mata Norte e Agreste
Central e Agreste Meridional, do Estado de Pernambuco.

Coleta do material bioldgico e processamento das amostras

Foram colhidas amostras de 10 ml de sangue total (tubos para coleta de sangue a
vacuo contendo EDTA), de fémeas cruzadas Holando-Gir, clinicamente sadias, criadas
de maneira semi-intensiva, provenientes de propriedades localizadas na bacia leiteira do

Estado de Pernambuco, regiao da Zona-da-Mata e Agreste.

As amostras foram acondicionadas imediatamente em recipiente contendo gelo.
Os leucdcitos foram obtidos por centrifugagdo (3000 rpm por 10 min) e lavados com

solucdo salina (0,9% em NaCl), repetida por trés vezes, até as células (eritrécitos e
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leucdcitos) estarem bem lavadas. Em seguida, com auxilio de uma pipeta, a camada das
células brancas foi aspirada, para ser acondicionada em tubo eppendorf de 1,5ml e

armazenada a -20°C

Extracao de DNA dos leucdcitos

A extracdo do DNA leucocitdrio foi realizada através do método modificado
descrito por Maniatis et al. (1989). Em um tubo eppendorf de 1,5ml, devidamente
identificado, foi adicionado para uma amostra contendo: 100ul da amostra de leucécito,
50ul de TE (Tris 10 mM — EDTA 1 mM pH 8,0) e 50ul de fenol equilibrado pH 8,0. A
amostra foi homogeneizada por 1 minuto através de vértex e, em seguida, centrifugada
a 14000rpm por 5Smin a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro tubo
eppendorf de 1,5ml devidamente identificado, onde 50ul de fenol-cloroférmio (1:1) foi
adicionado. Este material foi homogeneizado por Imin através de vortex e centrifugado
a 14000rpm por Smin. O sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf de
1,5ml, devidamente identificado, no qual foi adicionado 100ul de cloroférmio e onde
foi homogeneizado por 1min através de voértex, e centrifugado a 14000rpm por Smin.
Em outro tubo eppendorf de 1,5ml, devidamente identificado, foi adicionado nesta
ordem: 1° - 10ul de acetato de amOnia 3M; 2° - 100ul do sobrenadante do tubo anterior
(onde se encontra os DNAs) e 3° - 100ul de isopropanol. Os tubos foram submetidos ao
vortex por Imin e incubados por, no minimo, 30min no freezer. Em seguida, esse
material foi centrifugado a 14000rpm por 15min. O sobrenadante foi desprezado, o
pellet foi lavado com 500ul de etanol 70% e submetido a centrifugacdo a uma rotacao
de 14000rpm durante Smin a 4°C. Apés centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e
o pellet foi deixado a temperatura ambiente para secagem. Em seguida, 30ul de TE

(Tris-EDTA pH 8,0) foram utilizados para ressuspender o pellet. O DNA extraido foi
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analisado e quantificado no espectrofotdometro. Uma amostra desse DNA foi avaliada
através de uma corrida de eletroforese em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo
de etideo. A visualizacdo das bandas foi feita através de luz ultravioleta e fotografado

para verificacdo de sua qualidade.

Dosagem do DNA extraido

Apés a extragdo do DNA, as amostras foram padronizadas quanto a
concentracdo. Para isso, um espectrofotometro foi utilizado para fazer a dosagem de
DNA. Uma concentracdo-padrao de 50ng/ul foi estipulada em um volume de 20ul para
todas as amostras, a fim de se ter uma quantidade padronizada de DNA extraido nas

reacoes de PCR

Reacoes de amplificacao PCR (reacido de polimerizacao em cadeia)

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25ul. Cada
reacdo foi constituida de 4,5ul de MgCl,, 2ul (100ng) do DNA, 0,5ul do Primer A e
0,5ul do Primer B (usa-se um Primer especifico para cada Loci), 2,5ul de DNTP, 2,5ul
de Tampao, 0,1ul (2 unidades) da enzima Taq DNA polimerase e 12,4ul de 4gua ultra
pura. As reacdes foram efetuadas em um termociclador (Termociclador — Eppendorf
Mastercycler personal).

Para as amplificacdes por PCR do 16cus do terceiro exon do gene da kapa-caseina
(CSN3), entre os nucleotideos 10592 e 11466 desse gene (ALEXANDER et al. 1988),
foi utilizado o seguinte oligonucleotideo:

A 5-GTGCTGAG(T/C)AGGTATCCTAG-3'

B 5'-GTAGAGTGCAACAACACTGG-3'

23



Os ciclos de temperatura foram testados e ajustados, para a reagdo, com base nas

andlises prévias de temperatura de anelamento proposto pelos seguintes autores: Pinder

et al., (1991); Bonifécio et al., (2001); Angiolollo, A. et al., (2002); Lien et al., (1993);

Sulimova et al., (2007a), Osta et al., (1995); Medrano e Aguilar-Cordova (1990); Udina

al., (2001); Mitra et al., (1995). O ciclo utilizado foi para a reacdo estd na tabela 1:

Tabela 1. Descricdo das etapas da PCR.

Temperatura Tempo

Passo 1 (Desnaturagio inicial) 95° 5:00 min
Passo 2 (Desnaturagdo) 97° 0:15 min
Passo 3 (Anelamento) 56° 1:00 min
Passo 4 (Extensdo das fitas) 72° 1:30 min
Passo 5 (10 repeti¢des dos passos 2 a 4) - -

Passo 6 (Desnaturacao) 95° 0:30 min
Passo 7 (Anelamento) 56° 1:00 min
Passo 8 (Extensdo das fitas) 72° 1:30 min
Passo 9 (25 repeticoes dos passos 6 a 8) - -

Passo 10 (Extensdo final) 72° 10:00 min
Passo 11 (Final) 4° o0
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Para conferir os produtos de amplificacdo do PCR, foi realizada eletroforese em
gel de agarose 2%. O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado utilizando-se,
como marcador, fragmentos de pesos moleculares conhecidos (50pb DNA ladder —
SAMBROOK et al., 1989; BERGER e KIMMEL, 1987); em seguida foi realizada a

foto documentagao.

PCR-RFLP (Reacio de polimerizacio em cadeia — polimorfismo do
comprimento de fragmentos de restricao)

A reacdo de corte do DNA amplificado com a enzima de restricio HindIII para
kapa-caseina: (ANGIOLILLO et. al., 2002) foi realizada com um volume final de 15ul.
Para cada reacdo foi preparada uma mistura contendo 8,5ul de dgua ultra pura, 1,0ul de
tampdao da enzima, 0,5ul (3 wunidades) das enzimas de restricdio, que foram
homogeneizados através de vortex por 1 mim. Adiciona-se 101l da mistura em um tubo
para PCR contendo Spl do DNA amplificado (produto de PCR) por 4 horas, a 37°C, em
condi¢des de tamponamento; em seguida a digestdo, foi realizada a inativacdo da
enzima, conforme recomendacdo do fabricante, sendo a HindIIl a 80 °C por 20min..
Ap6s a digestdo enzimdtica, o DNA digerido foi analisado em gel de agarose a 2%, com
marcador de peso molecular DNA-Ladder 50bp, corado com brometo de etideo,

visualizado em luz ultravioleta e fotografado para verificacdo dos alelos.

A enzima utilizada, segundo New England Biolabs, possui o seguinte ponto de
corte:

HindIII
TT T T ¢ G A / A
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Analises estatisticas

Para os resultados de polimorfismo foram utilizadas andlises descritivas e de
dispersdo de frequéncias. As amostras foram agrupadas pelo grau de sangue. As

frequéncias dos alelos dos genes em estudo foram calculadas por meio de contagem

direta.

Foram estudadas as frequéncias perante o teorema do equilibrio de Castle Hardy-

Weinberg, tanto para cada grupo genético quanto para o conjunto de todos os animais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amplificagdes dos alelos CSN3 da kapa-caseina com os primers especificos
forward: 5>  GTGCTGAG(T/C)AGGTATCCTAG 3 e revers : 5
GTAGAGTGCAACAACACTGG 3’, apresentaram o mesmo padrdo de amplificacdo

com 1000 pb (Figura 1).

M 1 25 36 55 <70

1000pb —P i & ™ ¥ !

Iy
" it

{ I

Figura 1. Fragmento de DNA amplificado (1000pb), contendo a regido do gene kappa-casein

exons 3-5 da k-caseina bovina, M: Marcador DNA-Ladder 50bp, 1 e 55 animais ¥2H, 25 e 70 animais 7sH
e 36 animal 34H.
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Reacdo de polimerizacio em cadeia — polimorfismo do comprimento de

fragmentos de restricao (PCR-RFLP).

Quando os fragmentos amplificados dos DNAs foram digeridos com a enzima de
restricio Hind III, a uma temperatura de 37°C durante 4 horas, apresentaram

polimorfismo caracteristico de cada raga.

Os resultados dos cortes da a¢do enzimdtica, para os trés cruzamentos estudados,
apresentaram maior frequéncia dos alelos A e B, como ji constatado em outros
trabalhos (PINDER et al., 1991, TSIARAS et al., 2005, UFFO et al., 2006, COMIN et al.,
2008 e OTAVIANO, 2006) porém, também foi observado o alelo C, como mostra a

Figura 2.

‘M CC BC

- '1__,4’5;5!

1000pb —> -
630ph —» 1000pb - — —
370pb —®» wl 630pb AA AB BB BC CC AC
270pb —> pr—
4 370pb
270pb

-
r o

Figura 2. Genotipagem em bovinos da kapa-caseina, usando a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) seguido pela acdo da enzima de digestdo Hind III.

M: Marcador de 50pb

M1: Marcador de 100pb

Frequéncia genotipica e alélica.

As frequéncias genotipicas e alélicas foram estimadas por contagem simples dos
gendtipos visualizados na eletroforese, obtida com o uso da técnica de PCR-RFLP

(Figura 1), e os padrdes de migracdo se repetiram, evidenciando a deteccdo do

27



polimorfismo. As frequéncias obtidas para esta regido do gene da kapa-caseina nos

animais avaliados nesse estudo estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Distribui¢do das frequéncias alélicas e genotipicas dos animais Holando-Gir (Y2, ¥ e 34)

e de Qui-quadrado (0,05) para as frequéncias genotipicas.

Alélicas Genotipicas
Frequéncias Y
A B C AA AB BB BC CC AC

172 0,73 0,20 0,07 0,53 0,33 0,03 0,00 0,03 0,07 6,93
5/8 0,74 0,22 0,04 066 0,14 0,13 0,04 0,01 0,01 31,09*%

3/4 0,75 0,17 0,08 0,58 0,26 0,03 0,03 0,03 0,08 299

Geral 0,74 0,20 0,06 0,59 025 0,06 0,02 0,02 0,05 26,08*

As frequéncias genotipicas esperadas de acordo com o teorema de Castle-Hardy-
Weinberg foram 0,55 para o genétipo AA, 0,29 para o genétipo AB e 0,04 para o
gen6tipo BB, 0,02 para o gendtipo CC, 0,007 para o genétipo BC, 0,09 para o gendtipo

AC.

Quando comparamos as frequéncias observadas com as esperadas pelo teste Qui-
quadrado, ao nivel de significancia de 0,05 podemos afirmar que a populacdo geral
encontra-se em desequilibrio, assim como os animais 5/8. J4 os grupos genéticos Y2 e 3%

estdo em equilibrio.

A frequéncia obtida nesse experimento de 0,74 para o alelo A e 0,20 para o alelo
B estdo proximos do encontrado por Pinder et al. (1991), quando estudavam animais
Holandeses. O mesmo foi verificado por Uffo et al. (2006) em animais Criolos de Cuba,

que também demonstraram que em animais Siboney de Cuba, as frequéncias variaram
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de 0,7 a 0,8 para o alelo A e 0,2 a 0,3 para o alelo B. No entanto, em nenhum desses
trabalhos foi identificado o alelo C. Além disso, em trabalho realizado com vacas
Holandesas de linhagem Italiana (COMIN et al. 2008), os alelos A e B também foram
os mais observados, porém, nesse mesmo estudo o autor observou também o alelo E

mesmo que com uma baixa frequéncia (0,06).

Por outro lado, os dados encontrados nesse estudo discordam dos encontrados por
Tsiaras et al. (2005), que identificaram em vacas holandesas a frequéncia de 88,5 para o
genétipo AA e 11,5 para o AB, ndo encontrando o genétipo BB. Segundo Sulimova et
al. (2007b), o gendtipo BB € o mais importante para a fabricacdo de queijos devido as
propriedades do coalho desse tipo especifico de leite. Ja Postiglioni et al. (2002)
encontraram frequéncias genotipicas também diferentes, porém, em seu estudo foi
relatado uma maior frequéncia para o genétipo AB de 0,5, j4 para o gendtipo AA, foi
encontrado 0,25 e para o gendtipo BB 0,24, o que nesse caso se apresenta como uma

melhor ocorréncia de leite para a fabricacdo de queijo.

Otaviano (2006) realizou um experimento com diferentes ragas de bovinos e os
valores encontrados para o gado holandés foram o que mais se aproximaram com o
observado no presente estudo, encontrando 0,62 para o genétipo AA, 0,26 para AB e

0,12 para BB, também ndo encontrando o alelo C.

A baixa frequéncia do genétipo BB também foi encontrada em outros estudos em
diversos paises como os de Pinder et al. (1991) no Reino Unido, Tsiaras et al. (2005) na
Grécia, Uffo et al. (2006) em Cuba, Comin et al. (2008) na It4lia e Otaviano (2006) no

Brasil, o que concorda com a frequéncia desse gendtipo no rebanho estudado.

Outra caracteristica que € possivel de relacionar com os alelos A e B da k-Cn € a

producdo de leite. Lin et al (1989), verificaram que vacas com genétipo BB produzem
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mais do que as de gendtipo AA e AB, em animais das racas Holandesa, Ayrshire e seu
cruzamento. Em contraste, Gonyon et al (1987) observaram efeito significante oposto:
vacas Holandesas AA apresentaram, em média, 180Kg a mais de leite do que vacas BB.
Bovenhuis et al (1992) demonstraram que vacas com genétipo BB produzem 173Kg
menos de leite do que vacas com gendtipo AA. Ainda, outros pesquisadores, como
Aleandri et al (1990); McLean et al (1987) e McLean et al (1984) relataram que nao ha

efeito de cada alelo na produgao de leite.
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CONCLUSAO

O presente estudo teve sucesso em caracterizar o genétipo da kapa-caseina nos
animais holando-gir estudados. Os resultados possibilitaram identificar um
polimorfismo pouco encontrado na literatura, a forma CC, AC e BC do gene da Kapa-

caseina.

Outro ponto importante deste estudo foi quantificar a frequéncia que o genotipo
BB aparece na populacdo de vacas holando-gir em regides de Pernambuco e a
frequéncia do alelo B, uma vez que esse genétipo interfere positivamente no
processamento do leite. Esse resultado sugere que seja implantado em rebanhos
especificos programa de selecdo genética que vise aumentar a frequéncia do gendtipo
em questdao no rebanho, o que proporcionard ganhos para a industria no processamento

do leite.
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