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ARAUJO, I. I. M. Caracterizacéo do polimorfismo e associacdo dos genes...

RESUMO

Os genes candidatos da kappa-caseina (CSN3) e da beta-lactoglobulina (LGB) estéo
envolvidos na composicdo, processamento e qualidade do leite e estdo ligados as
caracteristicas de producdo. Objetivou-se avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas do
gene da kappa-caseina (CSN3) e da beta-lactoglobulina (LGB) e associa-las a producéo
de leite de bovinos participantes do Teste de Progénie da Raca Girolando, por meio de
analise das variaveis de producdo de leite em até 305 dias (P305) e de capacidade
prevista de transmissdo (PTA) de leite. Para o estudo do polimorfismo, foram
genotipados 138 touros e 729 vacas (n = 867) para 0 CSN3 e 131 touros e 737 vacas (n
= 868) para LGB. Para a analise de associacdo foram avaliados 127 touros e 536 vacas
(n =663) para CSN3 e 127 touros e 536 vacas (n = 663), para LGB. A diferenciacdo dos
alelos A/B dos genes estudados foi obtida por meio da técnica de PCR-RFLP. As
frequéncias alélicas, genotipicas e o calculo da probabilidade de equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) foram estabelecidos por meio do programa Popgen versdol.32 e
testado pelo teste y* ao nivel de significancia de 1%. O estudo de associagdo foi
realizado por meio de andlise de regressao utilizando o procedimento GLM do SAS 9.1.
As frequéncias genotipicas e alélicas para o gene CSN3 foram, respectivamente, 0,7324
(AA); 0,2468 (AB); 0,0208 (BB) e 0,8558 (A); 0,1442 (B) e para o LGB foram,
respectivamente, 0,2604 (AA); 0,4827 (AB); 0,2569 (BB) e 0,5017 (A); 0,4983 (B). A
populacdo encontra-se em EHW para ambos os genes. Ndo foi detectada associagdo

entre 0s genes avaliados e as varidveis analisadas.

Palavras-chave: equilibrio, genes candidatos, genotipagem, qualidade de leite
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ABSTRACT

Candidate genes of the kappa-casein (CSN3) and beta-lactoglobulin (LGB) are involved
in the composition, processing and quality of milk and are linked to production
characteristics. This study aimed to evaluate the allele and genotype frequencies of
kappa-casein gene (CSN3) and beta-lactoglobulin (LGB) and associate them with milk
production of cattle participants Progeny Test Breed Girolando through analysis of
variables milk yield in 305 days (P305) and predicted transmitting ability (PTA) for
milk. For the study of polymorphisms were genotyped sires 138 and 729 cows (n = 867)
for CSN3 and 737 and 131 bulls and cows (n = 868) to LGB. For the association
analysis were evaluated 127 bulls and 536 cows (n = 663) and 127 for CSN3 bulls and
536 cows (n = 663) for LGB. The differentiation of allele A / B genes studied was
obtained by PCR-RFLP. Allele frequencies, genotype and calculating the probability of
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were established through the program Popgen
versdol.32 and tested by y 2 test at a significance level of 1%. The association study was
performed by regression analysis using the GLM procedure of SAS 9.1. The allele and
genotype frequencies for the gene CSN3 were, respectively, 0.7324 (AA), 0.2468 (AB)
0.0208 (BB) and 0.8558 (A) 0.1442 (B) and the LGB were, respectively, 0.2604 (AA),
0.4827 (AB) 0.2569 (BB) and 0.5017 (A) 0.4983 (B). The population is in HWE for

both genes. No association was found between genes evaluated and analyzed variables.

Keywords: candidate genes, equilibrium, genotyping, milk quality
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INTRODUCAO GERAL

A bovinocultura leiteira se destaca como sendo um dos principais componentes
do agronegécio do pais e, cada vez mais, tem desempenhado relevante papel no
suprimento de alimentos e na geracdo de emprego e renda para a populacéo brasileira.

Atualmente, a tendéncia mundial na criacdo de rebanhos comerciais se projeta
para incrementar a producgéo e estabelecer sistemas de melhorias na composicéo e na
qualidade do leite, visto que o destaque é sempre em relacdo a producdo de maior
qualidade nutricional para o consumidor e de maior rendimento para a producdo de
derivados pela industria.

Tendo em vista que a competitividade no mercado de laticinios vem crescendo
a cada dia, a qualidade e a quantidade dos constituintes do leite passam a ser o grande
diferencial para as industrias. Para os laticinios, 0s constituintes que representam maior
valor econdmico séo, principalmente, a gordura e a proteina, pois esses Sao responsaveis
pelas caracteristicas fisicas (estrutura, cor e sabor) e de rendimento do leite e de seus
derivados (BRITO & DIAS, 1998; MADALENA, 1986).

Do ponto de vista nutritivo e industrial, as proteinas do leite de mais ampla
aplicacdo e valor econémico s@o as caseinas e as proteinas do soro. A concentracéo de
proteina total e a relacdo entre caseina e proteina de soro sdo muito variaveis entre as
espécies. No leite de vaca essa relacdo é de aproximadamente 80% para caseina e 20%
para as proteinas do soro, ao passo que no leite humano essa relacdo € inversa
(LOURENCGCO, 2000; SGARBIERI, 1996; SGARBIERI, 2005).

Nos ultimos anos, a inclusdo da genética molecular tem possibilitado realizar a
identificacdo e o mapeamento dos genes das fracGes proteicas responsaveis pelas

variacdes na constituicdo do leite e desempenho no processo de industrializacao,
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facilitando, dessa forma, a selecdo baseada na caracterizagdo genotipica desejada
(REGITANO & COUTINHO, 2001).

Técnicas utilizando marcadores moleculares sdo usadas no processo de selecdo
animal em programas de melhoramento genético, permitindo a determinacdo do
potencial de um animal com maior precisdo, uma vez que ndo sdo afetados pelo meio e
podem ser utilizados precocemente, até mesmo na fase embrionaria (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995).

No meio cientifico existe um numero expressivo de pesquisas que vém sendo
desenvolvidas com relacdo ao estudo dos genes que codificam as principais fracoes
proteicas do leite (EMMONS et al., 2003). O polimorfismo destas proteinas, isto é, as
diferentes formas sob as quais essas proteinas podem se apresentar, tem sido associado
com diferencas na composicao, no processamento e na qualidade do leite (McLEAN,
1987), visto que fornece excelente compreensdo do comportamento da matéria-prima
lactea durante o seu processamento industrial (LIN et al., 1986).

Com bases em indicacGes da literatura, os genes da kappa-caseina e da beta-
lactoglobulina possuem alelos e genotipos que sao correlacionados favoravelmente para
maiores volumes de producdo de leite. Viu-se, entdo, nesses genes, potenciais
marcadores para 0 estudo de polimorfismo genético em bovinos e, assim, decidiu-se
usa-los como genes candidatos para selecao de fendtipos e de gendtipos superiores. Para
tanto, seria necessario conhecer as proporcdes dos diferentes gendtipos e dos distintos
alelos destes genes na populacdo por meio do estudo das frequéncias genotipicas e
alélicas com o intuito de, futuramente, relaciona-las com os registros produtivos,
visando uma possivel associacdo desse gene com a producdo de leite, auxiliando na

selecdo de animais geneticamente superiores dentro do rebanho.
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Com isso, 0 presente trabalho objetivou caracterizar as frequéncias alélicas e
genotipicas dos genes da kappa-caseina (CSN3) e da beta-lactoglobulina (LGB) e

associa-las a producdo de leite em animais da raca Girolando.
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1. Araga Girolando

1.1. Historico da raca

De acordo com Silva et al. (2012), os primeiros cruzamentos da raca Holandesa
com a raga Gir no Brasil surgiram na década de 1940. Deste cruzamento surgiu a raca
Girolando que alia a alta capacidade de producdo de leite do gado Holandés com a
excelente rusticidade do Gir, ocorrendo, assim, complementaridade das duas ragas em
um Unico tipo de animal, fenotipicamente superior aos demais mesticos leiteiros. Esses
animais se destacam pela excelente produtividade em ambientes tropicais e subtropicais,
fertilidade e vigor (FREITAS et al., 2009; FREITAS, 2003).

Devido a essas caracteristicas, a multiplicacdo desses animais foi acelerada e
em pouco tempo ja era o gado predominante na maioria dos currais brasileiros
(GIROLANDO, 2012; SILVA et al, 2012), tornando-se um ecotipo
socioeconomicamente importante para o pais (FREITAS et al., 2005) .

Em 1978 foi fundada, por um grupo de pecuaristas da regido de Uberaba, a
Associacdo dos Criadores de Gado de Leite do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba
(ASSOLEITE), que, por subdelegacdo da ABC (Associacdo Brasileira de Criadores),
era a entidade encarregada de executar o PROCRUZA - Programa de Cruzamento
Dirigido, do Ministério da Agricultura. Esse programa tinha como principal objetivo
selecionar gado de leite e de corte em todos os graus de sangue (SILVA et al., 2011;
FREITAS et al., 2005).

O Ministério da Agricultura, em 1988, decidiu encerrar o PROCRUZA.
Durante os dez anos de programa, pelos relatérios conclusivos, o cruzamento Gir com o
Holandés se destacou e era o mais praticado pelos criadores brasileiros (FREITAS et al.,

2005).
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Em 1989, a Assoleite obteve registro junto ao Ministério e passou a conduzir o
programa de formacdo da Raca Girolando, passando a ser denominada Associagdo
Nacional dos Criadores de Girolando. E, em 1996, com a oficializacdo da raca
Girolando, a entidade passou a ser chamada Associa¢do Brasileira dos Criadores de
Girolando (GIROLANDO), com sede em Uberaba, Minas Gerais (SILVA et al., 2012;

SILVA et al.,, 2011; FREITAS et al., 2005).

1.2. Formacéo da raca

Segundo a GIROLANDO (2012), atualmente ndo se cogita fazer comparacoes
entre racas com espirito competitivo, mas sim de buscar as qualidades que cada uma
tem a oferecer, em diferentes ambientes, para que se complementem buscando alcangar
uma méxima eficacia econémica.

Foi pensando nessa complementaridade que se deu a formacéo da raga bovina
Girolando, que, a principio, teve por objetivo a criacdo de um grupamento étnico
brasileiro capaz de produzir leite, em sistema produtivo economicamente viavel, nas
condig0es tropicais e subtropicais (FREITAS et al., 2005).

A raca, fundamentalmente produto do cruzamento do Holandés com o Gir, é
composta por variados grupos genéticos, desde 1/2 Hol + 1/2 Gir até 13/16 Hol + 3/16
Gir (Tabela 1). No entanto, o direcionamento dos acasalamentos busca a fixagdo do
padrdo racial, no grau de 5/8 Hol + 3/8 Gir, objetivando um gado produtivo e
padronizado que atenda as necessidades dos produtores de leite, sendo que animais
advindos do acasalamento entre individuos 5/8 s&o considerados como Puro Sintético
(PS), ou seja, a raca propriamente dita. Para um animal receber o registro definitivo de

PS, além de ele ser produto do acasalamento entre animais 5/8, 0 mesmo deve possuir
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avaliacdo genética positiva para producdo de leite (PTAleite), esta podendo ser obtida

por meio do desempenho proprio ou pelo desempenho de seus pais (ABCG, 2012;

SILVA et al., 2012).

Tabela 1. Principais acasalamentos praticados dentro do Programa para formacao

da raca Girolando

MAE
' Holandés 7/8 3/4 5/8 ou 1/2 1/4 Gir
PS

Holandés X X 7/8 X 3/4 F~5/8 5/8 1/2
(87,5%) (75%) BENEON (625%) | (50%)

Y 7/8 13/16 3/4 X 5/8 F~5/8 12 3/8
(87,5%) | (81,25%) | (75%) (PESDWNCEWEDON  (50%) | (37.5%)

g 5/80u0S | 13/16 3/4 F~5/8 PS | P58 R 7116 5/16
(81,25%) | (75%) MENEL NINCAIDMNCEN  (50%) | (43,75%) | (31,25%)

Gir 1/2 7/16 X X X

(50%) | (43,75%) | (37,5%) (25%)

Fonte: Silva et al. (2012)

Percebe-se uma grande diversidade de grupos genéticos na formacdo do

Girolando. Freitas et al. (2005), comentam que essa abrangéncia é importante para

poder atender os grandes contrastes existentes em nosso pais, tanto de clima como de

niveis tecnoldgicos.
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1.3. Desempenho Produtivo da raga

O Programa de Melhoramento Genético da Raca Girolando (PMGG), publicou

no Sumario de Touros, no ano de 2012, o desempenho produtivo ao primeiro parto das

12.739 vacas com a composicao racial variando de 2/8 a 7/8 Hol: Gir, controladas em

348 rebanhos colaboradores do teste de progénie, no periodo de 2000 a 2011, sendo

neste Ultimo ano incluidas apenas as lactagdes iniciadas até 0 més de outubro, conforme

demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Numero de rebanhos e de lactagdes, médias de producdo de leite em 305

dias e total da primeira lactagéo, duracdo da lactacéo e idade ao primeiro parto (IPP)

de vacas da raga Girolando no periodo de 2000 a 2011

Producéo de leite (kg)

Anode Numerode Namero de Duracdo da IPP (meses)
parto rebanhos lactacoes Em 305 dias Total Iactggéo
(dias)
2000 39 473 3.657 +1.790 4.113+2.303 299 + 99 32,7+5.22
2001 53 571 3.531+1.572 3.916 + 1.884 293 £ 92 33,7157
2002 55 584 3.430 +1.491 3.768 + 1.898 282 + 87 338+6,1
2003 61 758 3.378 £ 1.612 3.749 + 1.909 293+91 33,1+54
2004 62 735 3.634 +1.588 4.076 + 1.884 305+93 34,3+55
2005 86 831 3.726 + 1.571 4.106 +1.941 303+ 94 359+6,2
2006 94 1.035 3.666 + 1.599 4.069 + 2.062 292 £ 102 36,3+55
2007 102 1.005 3.901 +1.813 4.292 +2.322 300 £ 91 36,4+6,1
2008 113 1.305 4.331 +1.881 4.884 + 2.535 316 £ 97 36,8+59
2009 131 1.693 4.461 +1.972 4.966 + 2.585 327+118 36,2+6,0
2010 171 2.262 4.061 + 1.958 4,988 + 2.741 300 =98 351+6,2
2011 174 1.487 4.233 +1.962 4.349 + 2,139 303+ 94 340+6,5
Geral 348 12.739 3.962 £ 1.840 4.447 +2.372 304 £ 99 351+6,1

Fonte: Silva et al. (2012)
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Pode-se observar que a média geral da producdo de leite em 305 dias no
periodo foi de 3.962 kg. As médias de producdo de leite total e duracdo da lactacdo
foram 4.447 kg e 304 dias, respectivamente, para idade média ao primeiro parto de 35,1
meses. Essas informacdes estdo de acordo com o que Teodoro & Lemos (1992)
comentam a respeito do cruzamento Holandés x Gir, de que o desempenho produtivo da

raca Girolando é favoravel as areas tropicais do Brasil.

1.4, Teste de progénie da raca

O Teste de Progénie consiste na avaliacdo do valor genético dos reprodutores
pelo desempenho de suas progénies. O valor genético corresponde a duas vezes o desvio
de sua progénie em relagdo a media da populacdo. Em termos mais simples, pode-se
dizer que o teste de progénie é um teste de comparacdo de reprodutores, sendo basico
para qualquer programa de melhoramento genético (PEREIRA, 2008).

O Programa de Melhoramento Genético da Raca Girolando (PMGG) vem
sendo conduzido h& 15 anos com a colaboracdo técnica da Embrapa Gado de Leite. O
PMGG estrutura-se no controle leiteiro e uso da inseminacéo artificial nos rebanhos de
criadores da raca para a realizacdo do Teste de Progénie de Touros Girolando (SILVA
etal., 2011).

O Teste de Progénie iniciou-se em 1997 e ja foram testados 48 reprodutores
integrantes dos sete primeiros grupos. Outros 82 reprodutores cujas doses de sémen
foram distribuidas no periodo de 2007 a 2012 integram outros seis grupos que se
encontram em fase de teste (SILVA et al., 2012).

Para que o Teste de Progénie seja realizado é necessaria a participacdo dos

criadores para testar seus reprodutores e de outros criadores com interesse de inseminar
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as matrizes de seu rebanho com sémen dos touros inscritos no teste, ficando esses
rebanhos conhecidos como rebanhos colaboradores e as matrizes que serdo inseminadas
com o sémen codificado desses touros como matrizes colaboradoras (SILVA et al.,
2012; SILVA et al., 2011; FREITAS et al., 2009).

Os reprodutores devem ser de procedéncia genética conhecida e serem
selecionados por uma comissdo técnica. Os critérios para selecdo sao especificados nas
normas do regulamento de participacdo de touros no Teste de Progénie da Raca
Girolando, sendo estes divididos em grupos conforme o ano de inscrigdo (SILVA et al.,
2011).

Segundo Silva et al. (2012), o periodo compreendido entre a distribuicdo do
sémen codificado até a divulgacdo dos primeiros resultados do teste de progénie de um
determinado grupo de touros € em média de seis anos. Esse tempo é devido a fatores
como periodo de distribuicdo, utilizacdo do sémen pelos criadores, tempo de gestacao
das matrizes colaboradoras, idade ao primeiro parto, periodo de lactacdo das filhas dos
touros e tempo para analise dos dados de controle leiteiro e de genealogia.

Os resultados obtidos sdo anualmente publicados no Sumario de Touros da
Raca Girolando, onde sdo disponibilizados os valores genéticos dos touros testados.
Esses valores genéticos sao expressos pela Capacidade Prevista de Transmisséo (PTA).

De acordo com Pereira (2008), PTA estima a superioridade ou inferioridade
geneética esperada, em cada lactacdo das futuras filhas de um dado reprodutor, quando
comparadas com as companheiras de rebanho com mérito genético médio da raca.
Assim, pode-se dizer que a PTA estima o potencial de um animal em transmitir aquela
caracteristica em particular para sua progénie. Como o reprodutor s6 transmite metade
de sua heranca genética para cada filho (a), entdo seu valor génico, ou seu valor

reprodutivo, é duas vezes a PTA.
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2. Polimorfismo genético

2.1. Conceituacao

Strachan & Read (2002) definem polimorfismo genético como sendo a
variacdo genética na sequéncia de alelos, na sequéncia de bases nucleotidicas ou na
estrutura cromossémica, que ocorre com uma frequéncia maior que 1% na populag&o.

Outra definicdo € dada por Alberts et al. (2011): quando duas ou mais
sequéncias variantes de nucleotideos coexistem em uma populacdo e séo relativamente
comuns, elas sdo chamadas de polimorfismo.

Entende-se que um gene é polimdrfico quando se caracteriza pela ocorréncia
de pelo menos duas formas alternativas com frequéncias superiores a 1%. Essas formas
alternativas ttm o nome de alelos, e da sua combinacdo resultam os gendétipos dos
individuos (BEJA-PEREIRA et al., 2003).

A presenca de um polimorfismo pode implicar em mudanca da funcéo do gene
e, por consequéncia, na sequéncia da proteina correspondente, levando a alteracdes no
genotipo, contribuindo para variagcdes fenotipicas entre os animais (LEWIN, 2001;
MARANHAO, 2000).

De acordo com Ferraz et al. (2006), o estudo de polimorfismo no genoma de
espécies domésticas, mais especificamente em genes que estdo relacionados a processos
metabolicos, vem sendo utilizado por pesquisadores para correlacionar diferencas
genéticas com caracteristicas produtivas dos animais e assim identificar individuos
geneticamente superiores.

Além disso, a existéncia de genes polimorficos no genoma dos individuos € um
dos passos utilizados para identificar racas e/ou linhagens pela analise da sequéncia do

DNA (OTAVIANO, 2006).
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Sendo assim, a identificacio de alelos polimdérficos relacionados as
caracteristicas econémicas no sistema de producdo, como, por exemplo, a producgdo de
leite, pode levar o produtor a direcionar melhor os acasalamentos em seus rebanhos,
para que haja, assim, uma frequéncia maior dos alelos polimorficos para as

caracteristicas desejadas. (OTAVIANO, 2006; MARANHAOQ, 2000).

2.2. Polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs)

A forma predominante de polimorfismo é o SNP, sigla que deriva do termo em
inglés Single Nucleotide Polymorphism (CHORLEY et al., 2008).

Os SNPs sdo mutacBes em bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas
(Adenina, Citosina, Timina e Guanina) na sequéncia do genoma (CAETANO, 2009), ou
ainda podem ser conceituados como sendo sitios no genoma onde a sequéncia de DNA
de uma porcentagem de individuos da populacdo difere por uma Unica base (DE
NARDIN, 2009).

Essas mutacGes podem ser substituices, delecbes e adi¢bes de nucleotideos,
segundo Regitano & Coutinho (2001). As mais comuns séo as de substituicdes, onde
ocorrem trocas de uma purina por outra purina (Adenina e Guanina) ou de uma
pirimidina por outra pirimidina (Citosina e Timina). Menos frequentes sdo as trocas de
uma purina por uma pirimidina, ou vice-versa (CAETANO, 2009).

Os SNPs sdo atraentes para a andlise genética por se encontrarem em
praticamente qualquer regido do genoma ou sequéncia de interesse, como, por exemplo,
em exons de genes candidatos, podendo ter implicacdes diretas nas funcdes da proteina
correspondente (REGITANO & COUTINHO, 2001). Eles podem ocorrer em regides

codificadoras ou com funcdo regulatoria, porém, na maior parte das vezes sao
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encontrados em espacos intergénicos ou em regides ndo codificadoras, sem funcdo

determinada. (CAETANO 2009; LI & SADLER, 1991; NICKERSON et al., 1998).

3. Marcadores Moleculares

O termo marcador, segundo Ramalho et al. (2004), indica a funcdo de
identificar ou “etiquetar” alguma coisa.

Marcadores moleculares s&o utilizados no processo de sele¢cdo dos animais em
programas de melhoramento e, conceitualmente, sdo caracteristicas de DNA que
diferenciam dois ou mais individuos e que serdo herdadas geneticamente de modo
mendeliano. Estes marcadores sdo locos que apresentam caracteristicas detectaveis que
diferenciam os individuos de determinada popula¢do, demonstrando variacdes
individuais e entre grupos de animais (MENEZES et al., 2006).

O desenvolvimento de novas técnicas na area da biologia molecular tem
facilitado o estudo da composi¢cdo genética dos animais, tornando possivel a realizacéo
da selecdo de animais baseada em caracteristicas genotipicas. Essas técnicas vém sendo
utilizadas, através do uso de marcadores moleculares, para estudar genes que afetam,
dentre outras caracteristicas, a producdo de leite, por exemplo (KEMENES &
COUTINHO, 2000). A vantagem do uso dos marcadores moleculares é que estes
permitem a determinacdo do potencial de um animal com maior precisdo, uma vez que
ndo sao afetados pelo meio ambiente e podem ser utilizados precocemente, até mesmo

na fase embrionaria (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).
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4. A técnica de PCR-RFLP

Os marcadores detectados pela técnica de Polimorfismos do Comprimento do
Fragmento de Restricdo (Restriction Fragment Lenght Polymorfism - RFLP) sdo
polimorfismos evidenciados pela fragmentacdo do DNA e se baseiam na presenca de
sitios de restricdo para uma ou mais endonucleases de restricdo na regido amplificada do
DNA molde que pode ser determinada por intermédio do processamento do produto
pela técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)
(GARCIA, 1995).

A técnica da PCR baseia-se na amplificagdo exponencial de uma sequéncia
gendmica alvo pela utilizagdo, em geral, de um par de iniciadores, conhecidos como
primers (oligonucleotideos iniciadores), que flanqueiam a regido gendmica que se
pretende amplificar pela acdo de uma enzima termo-resistente, em geral a Taq
polimerase. Os passos envolvidos nesse processo sdo automaticamente executados em
uma maquina denominada termociclador, e resumem-se nas seguintes etapas: 1)
desnaturacdo: o DNA molde é aquecido a 95°C, fazendo com que o DNA,
originalmente fita dupla, seja desnaturado em duas fitas simples; 2) anelamento: a
temperatura abaixa até aquela considerada Otima para os primers que estdo sendo
usados no experimento (Nesta etapa, os primers se anelam a regides homoélogas do
genoma); 3) polimerizacdo: esta etapa é executada a 72°C, que é a temperatura 6tima
para a enzima Taq polimerase realizar a transformacao do que era a principio uma fita
dupla de DNA em duas fitas duplas. Desse modo, ao final de 30 a 40 ciclos, ter-se-a
mais de um bilhdo de cdpias da sequéncia alvo, permitindo que a partir de quantidades
infimas de DNA genémico possa se proceder a analise completa dos mais diversos

sistemas génicos (PEREIRA, 2008).
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A associacdo das duas técnicas, resultando em anélises PCR-RFLP, tem a
possibilidade de identificar polimorfismos das proteinas lacteas, detectando assim
diferencas genéticas entre individuos, quando suas sequéncias especificas de DNA séao
distintas, tornando-se ferramenta importante em sistemas de produgdo que promovem
melhoramento genético de rebanhos leiteiros (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1995).

5. Genes candidatos

Em programas de melhoramento, utiliza-se como alternativa para identificar
marcadores moleculares a abordagem do gene candidato, ou gene principal (GARCIA,
2006). Coutinho et al. (2010) definem genes candidatos como sendo aqueles que
possuem funcdo bioldgica conhecida e que estdo, de alguma maneira, envolvidos no
desenvolvimento ou fisiologia de alguma caracteristica.

Segundo Garcia (2006), embora a maior parte das caracteristicas de interesse
econdmico seja de natureza quantitativa e, portanto, controladas por um pool de genes,
acredita-se que existam certos genes que apresentem uma maior influéncia na
expressao, sendo estes denominados de genes principais.

Estes genes podem ter seus polimorfismos detectados e, caso estejam
associados a caracteristicas importantes, podem ser usados em programas de
melhoramento genético. Exemplos interessantes do uso desses genes candidatos é o
gene do halotano em suinos, que estéa associado a qualidade da carne (LEDUR, 2001), o
gene Fec em ovinos, associado a alta taxa de ovulagdo, e 0 gene miostatina ou gene da
musculatura dupla, que controla uma caracteristica de valor comercial, que é o
desenvolvimento da massa muscular (REGITANO & COUTINHO, 2001).

Particularmente, no que diz respeito a producdo de leite, genes como o da

kappa-caseina (CSN3) e da beta-lactoglobulina (LGB) séo associados na literatura com
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diferencas na composi¢do, no processamento, na qualidade e quantidade do leite. S&o,
portanto, candidatos para o estudo de polimorfismo genético em bovinos e, assim,
foram usados como genes candidatos para selecdo de fendtipos e de genotipos

superiores nesta pesquisa.

5.1. Gene da kappa-caseina (CSN3)

A kappa-caseina (k-cn) pertence ao grupo das caseinas, que sdo proteinas do
leite secretadas pela glandula mamaria. Elas constituem aproximadamente 78-82% das
proteinas do leite e sdo subdivididas em quatro grupos; caseina-aS1, caseina-aS2, -
caseina e k-caseina (FLORES & RICHARDSON, 1988). Essas proteinas e suas
variantes vém sendo estudadas extensivamente, e estdo relacionadas com a lactacéo,
composicdo do leite e eficiéncia de fabricacdo do queijo em especial a kappa-caseina
que é responsavel pela estabilidade das micelas, importante determinante das

propriedades organolépticas dos produtos lacteos (KEMENES, 1996).

A hidrdlise enzimética que ocorre na manufatura do queijo ou o tratamento
térmico em temperaturas elevadas resultam na remocdo ou dissociacdo da k-cn da
superficie das micelas, eliminando a estabilizacdo eletrostatica e estérica da superficie
micelar e aumentando a hidrofobicidade de superficie, 0 que resulta em agregacdo das

micelas e formacdo de coagulo (SGARBIERI, 2005).

A x-cn bovina, cuja estrutura primaria foi determinada por Mercier et al.
(1973), ¢ codifica pelo gene localizado no cromossomo 6, apresenta 169 residuos de
aminoacidos e ¢ polimorfico em todas as ragas, com duas variantes mais comuns, K-CNn
A e k-cn B (RODRIGUES, 2006). A diferenca na mobilidade eletroforética dessas duas

variantes resulta da substituicio do aminoécido 148 Asp - Acido Aspartico (k-cn A)
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para Ala - Alanina (x-cn B) no éxon IV. As diferencas entre os alelos A e B estdo na
substituicdo de aminoécidos na posicdo 136 e 148, gerado por mutacéo de base simples
nesses codons (ROGNE et al., 1989).

O gene da kappa-caseina bovina (CSN3) possui até 0 momento, 11 variantes
descritas: A, A1, B, C, E, F1, F2, G, H, 1 e J (PRINZENBERG et al., 2008; CAROLI et

al., 2009).

5.2. Gene da beta-lactoglobulina (LGB)

A beta-lactoglobulina (B-Lg) €, quantitativamente, a principal proteina do soro
de leite, representando cerca de 50% (FOX & McSWEENWEY, 1998; SGARBIERI,
2004; HARAGUCHI et al., 2006).

E a principal proteina do soro de leite em ruminantes e porcos, ndo sendo
encontrada em abundéancia no leite de muitas outras espécies, como, por exemplo, no
leite humano e de roedores, nos quais é inexistente (KINSELLA & WHITEHEAD,
1989; WIT, 1998; HARAGUCHI et al., 2006). A alergenicidade atribuida as proteinas
do leite estad essencialmente associada a essa proteina, afetando cerca de 1%-2% de
criangas com menos de dois anos, sendo algo compreensivel, ja que se trata de uma
proteina inexistente no leite humano (TORRES, 1995).

De acordo com Hambling et al. (1992) e Torres (2005), a beta-lactoglobulina
tem na sua estrutura primaria 162 aminoacidos com peso molecular de
aproximadamente 18.400 Da.

A funcgdo bioldgica desta proteina ainda ndo é bem conhecida, mas segundo
Kontopidis et al. (2004), acredita-se que ela tenha um papel no metabolismo do fosfato

na glandula mamaria, no transporte da vitamina A e de outras moléculas hidrofdbicas,
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como os acidos graxos no trato gastrintestinal de neonatos. A sintese da $-Lg ocorre sob
regulacdo da prolactina, nas células epiteliais da glandula maméria (LARSON, 1979).

De acordo com Rodrigues (2006), o gene que codifica a B-Lg localiza-se no
cromossomo 11. Segundo a mesma autora, esta foi a primeira proteina a ter 0s
polimorfismos evidenciados, em 1955, quando Aschaffenburg e Drewry observaram,
por eletroforese em papel, em pH 8,6, duas bandas distintas denominadas 1 e f2. Em
1957, a descoberta foi confirmada e o nome das bandas passou a ser A e B, de acordo
com a mobilidade eletroforética.

Conforme Formaggioni et al. (1999), entre as racas da espécie bovina de maior
interesse na exploracdo leiteira, ja foram identificadas doze variantes genéticas da p-Lg
(de AaJ, We Dr), sendo a A e B predominantemente investigadas e caracterizadas.

As diferencas na sequéncia dos 162 aminoacidos nas posi¢cdes 64 e 118, que

constituem as variantes A ¢ B da B-Lg sdo ilustradas na Tabela 3.

Tabela 3. Comparacdo entre as sequéncias de aminoacidos das variantes A e B da

B-Lg, nas posi¢Oes onde se verificam as diferengas

B- Posi¢do dos amino&cidos variaveis

Lg 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66... | 116 | 117 | 118 | 119 | 120
A | Leu | Leu | GIn| Lis | Trp | GIn | Asn | Asp | Glu | Cis... | Ser | Leu | Val | Cis | GIn
B | Leu | Leu | GIn| Lis | Trp | GIn | Asn | Gli | Glu | Cis... | Ser | Leu | Ala | Cis | GIn

Fonte: Botaro (2007)

As diferencas entre os genotipos polimérficos da beta-lactoglobulina se
expressam em pequenas variacdes estruturais, substituicdes de nucleotideos, resultando

em alelos especificos. Contudo, essas variagfes estruturais podem estar associadas a
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propriedades fisico-quimicas significativamente diferentes (HILL et al., 1996), e serem

usadas como marcadores genéticos em estudos de associagoes.
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CAPITULO 11

Analise do polimorfismo e associacdo do gene CSN3 com a producéo

leiteira em bovinos Girolandot

IArtigo elaborado de acordo com as normas da Revista Pesquisa Agropecuéria

Brasileira.
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Andlise do polimorfismo e associacdo do gene CSN3 com a producao leiteira em

bovinos Girolando

Resumo - Objetivou-se avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas do gene da kappa-
caseina (CSN3) e associa-las a produgéo de leite de bovinos participantes do Teste de
Progénie da Raca Girolando, por meio de anélise das variaveis de producdo de leite em
até 305 dias (P305) e de capacidade prevista de transmissdo (PTA) de leite. Para o
estudo do polimorfismo, foram genotipados 138 touros e 729 vacas (n = 867) e para a
andlise de associacdo foram avaliados 127 touros e 536 vacas (n = 663). A diferenciagdo
dos alelos A/B do gene estudado foi obtida por meio da técnica de PCR-RFLP. As
frequéncias alélicas, genotipicas e o calculo da probabilidade de equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) foram estabelecidos por meio do programa Popgen versdaol.32 e
testado pelo teste ¥*> ao nivel de significancia de 1%. O estudo de associagdo foi
realizado por meio de anélise de regressao utilizando o procedimento GLM do SAS 9.1.
As frequéncias genotipicas e alélicas para o gene foram, respectivamente, 0,7324 (AA);
0,2468 (AB); 0,0208 (BB) e 0,8558 (A); 0,1442 (B). A populagdo encontra-se em

EHW.

Termos para indexacgdo: equilibrio, frequéncia, genotipagem, selecéo
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Polymorphism analysis and gene CSN3 association with milk production in

cattle Girolando

Abstract - This study aimed to evaluate the allele and genotype frequencies of kappa-
casein gene (CSN3) and associate them with milk production of cattle participants
Progeny Test Breed Girolando through variable analysis of milk production in 305 days
(P305) and predicted transmitting ability (PTA) for milk. For the study of
polymorphism were genotyped 138 bulls and 729 cows (n = 867) and for the association
analysis were evaluated 127 bulls and 536 cows (n = 663). The differentiation of allele
A |/ B gene studied was obtained by PCR-RFLP. Allele frequencies, genotype and
calculating the probability of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were established
through the program Popgen versdol.32 and tested by y 2 test at a significance level of
1%. The association study was performed by regression analysis using the GLM
procedure of SAS 9.1. The allele and genotype frequencies for the gene were
respectively 0.7324 (AA), 0.2468 (AB) 0.0208 (BB) and 0.8558 (A) 0.1442 (B). The

population is in HWE. No association was found between the gene and CSN3 variables.

Index terms: equilibrium frequency, genotyping, selection
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INTRODUCAO

O estudo do polimorfismo no genoma de espécies domésticas vem sendo
utilizado por pesquisadores para correlacionar genes que estdo relacionados a processos
metabdlicos com caracteristicas produtivas dos animais (Ferraz, 2006). De acordo com
Maranhdo (2000), o polimorfismo génico pode refletir em alteracdo da funcao do gene,
contribuindo para variac@es fenotipicas entre os animais.

O gene da kappa-caseina bovina (CSN3) possui até o momento 11 variantes
descritas: A, Al, B, C, E, F1, F2, G, H, I e J (Prinzenberg et al., 2008; Caroli et al.,
2009), sendo as mais frequentes a A e B.

O polimorfismo desse gene tem sido associado a diferenca na composicao,
processamento e qualidade do leite e também tem sido ligado as caracteristicas de
producdo. O alelo A do gene é o mais favordvel para a producédo de leite, enquanto o
alelo B esta associado a maior taxa de gordura e proteina e, por isso, o leite proveniente
de animais com geno6tipo BB é mais indicado para a producdo de derivados lacteos,
contribuindo de 8 a 10% na composi¢do. Animais heterozigotos apresentam rendimento
intermediario (Lin et al., 1986; McLean, 1987; Bovenhuis et al., 1992; Emmons et al.,
2003).

A identificacdo de alelos polimérficos e das proporgdes alélicas e genotipicas
desse gene relacionado a producdo de leite nos rebanhos pode levar o produtor a
direcionar melhor os acasalamentos em seus rebanhos, para que haja assim, uma

frequéncia maior do polimorfismo desejado para a caracteristica.
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Sendo assim, objetivou-se com o presente trabalho caracterizar as frequéncias
alélicas e genotipicas do gene da kappa-caseina (CSN3) e associé-las & producéo de leite
em animais da raca Girolando.

MATERIAL E METODOS

Para a genotipagem, foram coletadas amostras de sémen e sangue de 138 touros e
sangue de 729 vacas filhas desses reprodutores, ambos participantes do Teste de
Progénie da Racga Girolando coordenado pela Associacdo de Criadores da Raca
Girolando (GIROLANDOQO) em parceria com a Embrapa Gado de Leite. O material
bioldgico utilizado nesta pesquisa representa a totalidade de amostras disponiveis até
marco de 2012 para o gene em estudo no banco de DNA da raca na Embrapa. As
amostras foram coletadas pelos técnicos da Associacdo quando das visitas para o
controle leiteiro ou de classificacdo linear dos animais. Os animais sdo provenientes de
fazendas de diferentes localidades do Brasil, todas colaboradoras do Teste de Progénie
da raca.

O DNA gendmico foi extraido das células do sangue e do sémen utilizando-se o
DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A quantificacdo e verificacdo da qualidade das amostras
foram realizadas por espectrofotometria (Nanodrop®1000, Thermo Fisher Scientific
Inc., Wilmington, USA).

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a técnica de amplificagdo por
PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando os oligonucleotideos iniciadores
(primers) descritos por Barroso et al. (1998), e a técnica de PCR-RFLP para

diferenciacéo das duas formas variantes, A e B (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados no Teste de Progénie para

amplificacdo do gene da kappa-caseina (CSN3)

Gene Sequéncia (5°— 3°)

CSN3 F TGTGCTGAGTAGGTATCCTAGTTATGG

R GCGTTGTCTTCTTTGATGTCTCCTTAG

Cada reacao de PCR possuia um volume final de 25 pl, contendo as concentragdes
de 1X de GoTagq®Green Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 400 nM de
cada primer e 50 ng de DNA genomico. O programa de amplificagdo do material
gendmico consistiu de um periodo inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, 35
ciclos sendo desnaturacdo por 1 minuto a 94°C, anelamento do primer a 65°C por 1
minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao fim desta etapa, foi realizada uma extensao
final a 72°C por 5 minutos. Para a amplificacdo, utilizou-se o termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystem, Forster City, CA, EUA).

Para distinguir as duas formas variantes do gene CSN3, 10 ul do produto da
reacdo de PCR foram digeridos com 5 U da enzima de restricdo Hinf I (New England
Biolabs, Inc., Ipswich, EUA) em um volume final de 15 pl incubados, a 37 °C, por 4
horas, seguidos de um periodo de 15 minutos, a 65 °C, para inativacdo total da enzima.
O produto da digestéo foi analisado em gel de agarose a 2% corado com brometo de
etidio para deteccdo dos genotipos.

As frequéncias alélicas e genotipicas e o célculo da probabilidade de Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) foram obtidas por meio do programa Popgen version 1.32
(Yeh et al., 1997). A probabilidade de EHW associado as frequéncias genotipicas

observadas foi testada pelo teste y? (Qui-Quadrado) ao nivel de significancia de 1%.
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O estudo de associacdo do gene CSN3 com a producdo de leite foi realizado
utilizando dados de producgéo de leite em até 305 dias (P305) e a capacidade prevista de
transmissdo (PTA) de leite.

Foram utilizados dados fenotipicos de producdo de leite de 536 vacas advindos do
servico de controle leiteiro da GIROLANDO e que compdem o Arquivo Zootécnico
Nacional de Gado de Leite, gerenciado pela Embrapa Gado de Leite. As estimativas de
PTA para a produgdo de leite, utilizadas para a analise dos 127 touros e 536 vacas
avaliadas, sdo provenientes da avaliacdo genética realizada pela Embrapa Gado de
Leite.

Para os dados de PTA, o seguinte modelo de substituicdo alélica foi utilizado:

Yij = W + Si + Bxij + €ij,
no qual Yij € o valor relativo da PTA da filha j do touro i; p € uma constante geral; Sié o
efeito fixo do touro i; B ¢ o coeficiente de regressdo representando metade do efeito de
substitui¢do alélica (a/2); xij € 0 numero de alelos B (0,1 ou 2) no loco do gene CSN3 na
filha j do touro i e &ij € 0 efeito residual. As estimativas de PTAs foram ponderadas
pelos valores das acurarias para obter estimativas de quadrados minimos ponderados do
efeito de substituicdo alélica.

Os dados de P305 foram analisados seguindo o seguinte modelo de efeitos fixos:

Yijkim = 4 + Sj+ GCk + CGI + Om + &ijkim,
em que, Yijkim representa os dados de producédo de leite da vaca i, filha do touro j; pu é
uma constante geral; Sj é o efeito fixo do j-ésimo touro; GCk € o efeito fixo k-ésimo
grupo contemporaneo (k =1, 2, ..., 52) (rebanho, ano de parto e estacdo de parto); CGl é
o efeito fixo da I-ésima composicdo genética (1=1, 2, 3, 4, 5, 6); Om é o efeito do m-

ésimo genotipo (m = AA, AB, BB) e ij € o efeito residual.
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O grupo de touros avaliados apresentou composi¢do genética de 3/4 e 5/8 da raga
Holandesa e o grupo de vacas apresentou a composi¢ao genética igual ou superior a 5/8
da raca Holandesa.

O estudo de associagdo foi realizado por meio de anélise de regressdo, utilizando

0 procedimento GLM do SAS 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O produto da amplificacdo do gene CSN3 gerou uma banda de 453 pb, com dois
alelos polimorficos representados por quatro fragmentos de 426, 326, 100 e 27 pb, a
partir da digestdo enzimética do produto da PCR. O gendtipo AA é identificado pela
presenca de trés fragmentos (- 326, 100 e 27 pb), o AB é caracterizado pela presenca

dos quatro fragmentos e o BB apresenta apenas dois fragmentos (- 426 e 27 pb) (Figura

1).

428y < c T i
326 pb . ...M

100 pb e . Ty

27 pb

X 1234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839404142434445464748

Figura 1. Perfil genotipico do gene CSN3 nos animais da raca Girolando. Gel de
agarose 2%: coluna X — marcador molecular de 100 pb; colunas 1 a 3, 5, 8, 10 a 14, 16,
17,19 a 21, 23 a 28, 30, 32 a 37, 40 a 43, 46 e 47 — AA; colunas 4, 6, 7, 9, 15, 18, 22,

29, 31, 38, 39, 44 e 45 — AB; coluna 48 — BB
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As frequéncias dos alelos A (0,8558) e B (0,1442) ndo estdo igualmente
distribuidas na populacdo para o gene CSN3, tampouco as frequéncias genotipicas. A
populacdo estudada encontra-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para os
alelos A e B do gene a 1% de probabilidade visto que as frequéncias observadas e

esperadas nao diferem entre si (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas do gene CSN3 na populacdo da raca

Girolando
Genotipo Numero de Animais Frequéncia EHW
Observado Esperado Genotipica  Alélica
AA 635 634,9602 0,7324  0,8558 (A)
AB 214 214,0796 0,2468 0,000120%*
BB 18 17,9602 0,0208  0,1442 (B)
** P<0,01

Os resultados das frequéncias alélicas observados neste estudo estdo de acordo
com os encontrados por Lima (2005), que, estudando 11 rebanhos leiteiros comerciais,
sendo cinco deles compostos por animais da raca Holandesa e seis compostos por
animais da raca Girolando, totalizando 1.350 vacas, verificou frequéncias alélicas de
0,82 (A) e 0,18 (B), e por Rodrigues (2006), que, estudando 70 vacas F1 da raca
Girolando, obteve frequéncias de 0,90 (A) e 0,10 (B) entre os animais. Quanto aos
resultados das frequéncias genotipicas, estes sdo similares aos encontrados por Lima
(2005), que obteve frequéncias de 0,67 (AA), 0,31 (AB) e 0,02 (BB), o que contrasta

com a distribuicdo relatada por Rodrigues (2006), que ndo constatou frequéncia para o
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genotipo BB, enquanto que as frequéncias dos gendtipos AA e AB foram de 0,80 e
0,20, respectivamente.

Com base nos resultados obtidos, observa-se tendéncia a fixagdo do alelo A e,
consequentemente, do gendtipo AA nesta populacdo, corroborando com outros
trabalhos que mostram esta tendéncia para as ragas zebuinas, como a Gir (Silva & Del
Lama, 1997; Kemenes et al., 1999) e taurinas, como a Holandesa (Ng-Kwai-Hang et al.,
1984; Lin et al., 1986). A baixa frequéncia do alelo B, que é associado a um maior
rendimento para a producdo de queijo, ja era esperada uma vez que a frequéncia desse
alelo em ambas as racas fundadoras tambem é baixa (Ng-Kwai-Hang et al., 1990;
Famula & Medrano, 1994; Tsiaras et al., 2005; Azevedo et al., 2008).

A associacgdo entre o gene CSN3 e as variaveis PTA e P305 néo foi significativa
para os grupos avaliados de touros e vacas (Tabela 3). A estimativa do coeficiente de
regressdo para 0 numero de copias para o alelo B (metade dos efeitos da substitui¢cdo
alélica, o/2) indica que esse alelo nao esta relacionado com a producdo de leite nas
vacas e touros estudados, sendo que houve uma tendéncia no decréscimo da PTA (-
14,16 kg). Para a P305, o numero de copias para o alelo B provocou um decréscimo (-

62,93 kg) na producéo de leite, embora nao significativo.

Tabela 3. Estimativas da substituigdo alélica (0/2) ¢ p-valor associadas ao gene

CSN3 na populacéo de vacas e touros da raca Girolando para a producéo de leite

Variaveis Substituicao alélica (0/2) p-valor
P305 (kg) -62,93 0,6924"™
PTA (kg) - 14,16 0,6179™

"Nao-significativo
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A ndo significancia da associacdo das variaveis com o gene também se assemelha
aos obtidos por McLean et al. (1984), McLean et al. (1987), Aleandri et al. (1990), Ng-
Kwai-Hang et al. (1990) e Tsiaras (2005), com vacas Holandesas.

Os resultados encontrados nesta pesquisa, quanto a relacdo da producdo de leite
com o alelo B, estdo de acordo com os obtidos por Bovenhuis et al. (1992), que
genotiparam 6.803 vacas Holandesas para o gene CSN3 e determinaram que 0s animais
de gendtipo BB produziam menor quantidade de leite em relacdo as vacas AA, embora
para estes autores os resultados tenham sido significativos. Em contrapartida, Rachagani
& Gupta (2008) observaram em animais da raca Sahiwal, que os de genétipo BB
produziram mais leite que os de genotipos AA e AB, estudo também significativo.

Os resultados conflitantes encontrados na literatura mostram que ora o alelo A
(Gonyon et al., 1987; Bovenhuis et al., 1992), ora o alelo B (Lin et al., 1986,1989;
Eenennaam e Medrano, 1991) estdo sendo relacionados com maior producdo de leite.
De acordo com Ng-Kwai-Hang et al. (1990), este fato pode ser atribuido ao diferente
numero de amostras analisadas, diferentes linhagens e principalmente ao rigor das
analises estatisticas.

Como todas as variantes da caseina estdo localizadas na regido do cromossomo 6,
entre 200 e 300 kb, no braco 31 a 33, é grande o potencial, pela proximidade dos
genes, do efeito de desequilibrio de ligacdo. Entretanto, esse efeito dentro de uma
familia pode ser alterado em decorréncia de diferencas entre locos de caseinas e outros
genes de proteinas, o que poderia explicar as inconsisténcias observadas em estudos
anteriores (Cowan et al., 1992; Braunschweig et al., 2000). Tais inconsisténcias
também podem ser explicadas devido aos efeitos de ligacdo génica, visto que varios
autores demonstraram forte ligacdo entre a kappa-caseina e beta-caseina (Bovenhuis et

al., 1992; Ikonen et al., 1999).
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CONCLUSOES

1. A partir dos dados analisados pode-se dizer que a populagdo estudada encontra-
se em EHW para o gene CSN3.

2. O alelo B do gene CSN3 ndo esta associado a producdo de leite em até 305 dias
nem a capacidade prevista de transmissdo de leite nos animais da raca Girolando

analisados neste estudo.
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CAPITULO 11
Estudo do polimorfismo e associa¢do do gene LGB com a producdo leiteira

em bovinos Girolando?

IArtigo elaborado de acordo com as normas da Revista Pesquisa Agropecuaria

Brasileira.
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Estudo do polimorfismo e associagdo do gene LGB com a producéo leiteira em

bovinos Girolando

Resumo - Objetivou-se avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas do gene da beta-
lactoglobulina (LGB) e associa-las a producéo de leite de bovinos participantes do Teste
de Progénie da Raca Girolando por meio de andlise das variaveis de producédo de leite
em até 305 dias (P305) e de capacidade prevista de transmissdo (PTA) de leite. Para o
estudo do polimorfismo, foram genotipados 131 touros e 737 vacas (n = 868) e para a
analise de associacao foram avaliados 127 touros e 536 vacas (n = 663). A diferenciagdo
dos alelos A/B do gene estudado foi obtida por meio da técnica de PCR-RFLP. As
frequéncias alélicas, genotipicas e o calculo da probabilidade de equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) foram estabelecidos por meio do programa Popgen versaol.32 e
testado pelo teste ¥ ao nivel de significancia de 1%. O estudo de associagdao foi
realizado por meio de andlise de regressao utilizando o procedimento GLM do SAS 9.1.
As frequéncias genotipicas e alélicas para o gene foram, respectivamente, 0,2604 (AA);
0,4827 (AB); 0,2569 (BB) e 0,5017 (A); 0,4983 (B). A populagdo encontra-se em

EHW. Nao foi detectada associacao entre o gene LGB e as variaveis analisadas.

Termos para indexacao: equilibrio, frequéncia, genotipo, leite

63



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43
44

45

46

47

48

49

ARAUJO, I. I. M. Caracterizacéo do polimorfismo e associacdo dos genes...

Study of polymorphism and gene LGB association with milk production in

cattle Girolando

Abstract - This study aimed to evaluate the allele and genotype frequencies of the gene
beta-lactoglobulin (LGB) and associate them with milk production of cattle participants
Progeny Test Breed Girolando through variable analysis of milk production in 305 days
(P305) and predicted transmitting ability (PTA) for milk. For the study of
polymorphism were genotyped 131 bulls and 737 cows (n = 868) and for the association
analysis were evaluated 127 bulls and 536 cows (n = 663). The differentiation of allele
A |/ B gene studied was obtained by PCR-RFLP. Allele frequencies, genotype and
calculating the probability of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were established
through the program Popgen versdol.32 and tested by y 2 test at a significance level of
1%. The association study was performed by regression analysis using the GLM
procedure of SAS 9.1. The allele and genotype frequencies for the gene were
respectively 0.2604 (AA), 0.4827 (AB) 0.2569 (BB) and 0.5017 (A) 0.4983 (B). The
population is in HWE. No association was found between the gene and the LGB

variables.

Index terms: equilibrium frequency, genotype, milk
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INTRODUCAO

De acordo com Fox & McSweenwey (1998), a beta-lactoglobulina representa
cerca de 50% da proteina do soro e 12% da proteina total no leite bovino. Ela é
considerada, segundo Haraguchi et al. (2006), a maior proteina da fracdo sollvel
encontrada no leite bovino apresentando peso molecular médio de 18400 Da.

Essa proteina foi utilizada durante muitos anos como modelo para estudos
enzimaticos e estruturais a respeito da desnaturacdo e ligacdo entre ions e proteinas. Sua
funcdo bioldgica ainda ndo esta estabelecida, mas deve estar envolvida no metabolismo
e transporte de retinol e acidos graxos (Formaggioni et al., 1999). Contudo, desde a
descoberta dos alelos A e B da beta-lactoglobulina por Aschaffenburg & Drewry
(1955), citado por Kontopidis et al. (2004), o polimorfismo genético dessa proteina tem
sido foco de investigacdes, por sua relacdo com caracteristicas composicionais e
tecnologicas do leite (Oner & Elmaci, 2006).

Com isso, é grande o interesse no uso do gene LGB que codifica esta proteina
como marcador, com o intuito de melhorar as caracteristicas citadas acima, assim como
a producdo de leite e de derivados lacteos especificos.

Para o gene da beta-lactoglobulina (LGB), ja foram identificadas em bovinos 12
variantes genéticas (de A a J, W e Dr) (Formaggioni et al., 1999), sendo as variantes A e
B predominantemente mais investigadas e caracterizadas até entdo (Haraguchi et al.,
2006). Segundo Ng-Kwai-Hang et al. (2002), o gen6tipo BB da beta-lactoglobulina esta
associado as melhores propriedades de coagulacdo, como a firmeza e tempo de
formacédo do coagulo, enquanto que o genétipo AA ¢é associado a maior producdo de

leite.
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O conhecimento a respeito das propor¢des dos diferentes gendtipos e dos
distintos alelos do gene na populagdo por meio do estudo das frequéncias genotipicas e
alélicas e a associacdo destas com os registros produtivos dos animais podem permitir o
desenvolvimento de estratégias para a selecdo assistida por marcadores, possibilitando o
aumento da producdo de leite e melhoria das caracteristicas fisico-quimicas e
tecnoldgicas, além de aumentar a rapidez e dinamismo na tomada de decisdo quanto ao
uso ou excluséo de um animal para reprodugao.

Sendo assim, objetivou-se com o presente trabalho caracterizar as frequéncias
alélicas e genotipicas do gene da beta-lactoglobulina (LGB) e associa-las a producéo de

leite em animais da raga Girolando.

MATERIAL E METODOS

Para a genotipagem, foram coletadas amostras de sémen e sangue de 131 touros e
sangue de 737 vacas filhas desses reprodutores, ambos participantes do Teste de
Progénie da Raca Girolando coordenado pela Associacdo de Criadores da Raca
Girolando (GIROLANDO) em parceria com a Embrapa Gado de Leite. O material
bioldgico utilizado nesta pesquisa representa a totalidade de amostras disponiveis até
marco de 2012 para o gene em estudo no banco de DNA da raca na Embrapa. As
amostras foram coletadas pelos técnicos da Associacdo quando das visitas para o
controle leiteiro ou de classificacdo linear dos animais. Os animais sdo provenientes de
fazendas de diferentes localidades do Brasil, todas colaboradoras do Teste de Progénie
da raca.

O DNA gendmico foi extraido das células do sangue e do sémen utilizando-se o

DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as
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recomendacgOes do fabricante. A quantificacdo e verificacdo da qualidade das amostras
foram realizadas por espectrofotometria (Nanodrop®1000, Thermo Fisher Scientific
Inc., Wilmington, USA).

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a técnica de amplificagdo por
PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando os oligonucleotideos iniciadores
(primers) descritos por Medrano & Aguilar-Cordova (1990), e a técnica de PCR-RFLP

para diferencia¢do das duas formas variantes, A e B (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados no Teste de Progénie para

amplificacdo do gene da beta-lactoglobulina (LGB)

Gene Sequéncia (5°— 3°)

LGB F GTCCTTGTGCTGGACACCGACTACA

R CAGGACACCGGCTCCCGGTATATGA

Cada reagédo de PCR possuia um volume final de 20 ul, contendo as concentragdes
de 1X de GoTaq®Green Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 125 nM de
cada primer e 50 ng de DNA gendmico. As temperaturas e o0s ciclos para a amplificacéo
desse gene foram os seguintes: um periodo inicial de desnaturagdo a 94°C por 5
minutos, 40 ciclos sendo desnaturagdo por 1 minuto a 94°C, anelamento do primer a
60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao fim desta etapa, foi realizada
uma extensdo final a 72°C por 7 minutos. Para amplificagéo utilizou-se o termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem, Forster City, CA, EUA).

Para distingdo das duas variantes do gene LGB, 10 uL do produto da reagdo de
PCR foram digeridos com 4 U da enzima de restricdo Hae Il (New England Biolabs,

Inc., Ipswich, EUA) em um volume final de 15 pl incubados a 37 °C, por 4 horas,
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seguidos de um periodo de 20 minutos, a 80 °C, para inativagdo total da enzima. Os
fragmentos formados foram observados em gel de agarose a 2,5% corado com brometo
de etidio para detec¢do dos gendtipos.

As frequéncias alélicas e genotipicas e o célculo da probabilidade de Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) foram obtidos por meio do programa Popgen version 1.32
(Yeh et al., 1997). A probabilidade de EHW associado as frequéncias genotipicas
observadas foi testada pelo teste y? (Qui-Quadrado) ao nivel de significancia de 1%.

O estudo de associacdo do gene LGB com a producdo de leite foi realizado
utilizando dados de producdo de leite até 305 dias (P305) e a capacidade prevista de
transmissdo (PTA).

Foram utilizados dados fenotipicos de producdo de leite de 536 vacas advindos do
servico de controle leiteiro da GIROLANDO e que compdem o Arquivo Zootécnico
Nacional de Gado de Leite, gerenciado pela Embrapa Gado de Leite. As estimativas de
PTA para a producdo de leite, utilizadas para a analise dos 127 touros e 536 vacas
avaliadas, s@o provenientes da avaliacdo genetica realizada pela Embrapa Gado de
Leite.

Para os dados de PTA, o seguinte modelo de substituicdo alélica foi utilizado:

Yij = W+ Si + Bxij + €ij,
no qual Yij € o valor relativo da PTA da filha j do touro i; 1 € uma constante geral; Sié o
efeito fixo do touro i; B é o coeficiente de regressdo representando metade do efeito de
substituic¢do alélica (0/2); xij € 0 nimero de alelos B (0,1 ou 2) no loco do gene LGB na
filha j do touro i e &ij € 0 efeito residual. As estimativas de PTAs foram ponderadas
pelos valores das acurarias para obter estimativas de quadrados minimos ponderados do
efeito de substituicdo alélica.

Os dados de P305 foram analisados seguindo o seguinte modelo de efeitos fixos:
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Yijkim = 4 + Sj+ GCk + CGI + Om + &ijklm,
em que, Yijkim representa os dados de producédo de leite da vaca i, filha do touro j; p é
uma constante geral; Sj € o efeito fixo do j-ésimo touro; GCk é o efeito fixo k-ésimo
grupo contemporaneo (rebanho, ano de parto e estacdo de parto), sendo k =1, 2, ..., 52;
CGi ¢ o efeito fixo da I-ésima composicdo genética (1=1, 2, 3, 4, 5, 6); Om € o efeito do
m-ésimo gendtipo (m = AA, AB, BB) e &ij € 0 efeito residual.

O grupo de touros avaliados apresentou composicdo genética de 3/4 e 5/8 da raga
Holandesa e o0 grupo de vacas apresentou a composic¢ao genética igual ou superior a 5/8
da raca Holandesa.

O estudo de associacdo foi realizado por meio de analise de regressdo utilizando o

procedimento GLM do SAS 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O produto da amplificacdo do gene LGB gerou uma banda de 262 pb, com dois
alelos polimorficos representados por quatro fragmentos de 153, 109, 79 e 74 pb, a
partir da digestdo enzimatica do produto da PCR. O gendétipo AA identificado pela
presenca de dois fragmentos (- 153 e 109 pb), o AB ¢é caracterizado pela presenca dos

quatro fragmentos e o BB apresenta trés fragmentos (- 109, 79 e 74 pb) (Figura 1).
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282930 313233 34 35 3637 38 40 M1 2 3 ULSHBO B

Figura 1. Perfil genotipico do gene LGB nos animais da raga Girolando. Gel de
agarose 2,5%: coluna X — marcador molecular de 100 pb; colunas 9, 12, 16, 23, 24, 29,
32,38e44a47 - AA;colunas 1, 2,4, 6 a 8, 13, 14, 20 a 22, 25 a 28, 30, 31, 33, 36, 37,
39,40 e 48 — AB; coluna 3, 5, 10, 11, 15,17 a 19, 34,35e 41 a 43 — BB

As frequéncias dos alelos A (0,5017) e B (0,4983) estdo igualmente distribuidas
na populacdo para o gene LGB. A populacdo estudada encontra-se em Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) para os alelos A e B do gene a 1% de probabilidade visto que

as frequéncias observadas e esperadas ndo diferem entre si (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas do gene LGB na popula¢do da raca

Girolando
Genotipo Numero de Animais Frequéncia EHW
Observado Esperado Genotipica  Alélica
AA 226 218,3775 0,2604  0,5017 (A)
AB 419 434,2450 0,4827 1,071034**
BB 223 215,3775 0,2569  0,4983 (B)
** P<0,01

Os valores das frequéncias alélicas encontrados discordam dos obtidos por Ng-

Kwai-Hang et al. (1984), que estudaram as frequéncias genotipicas e alélicas de 3.870
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vacas da raga Holandesa, criadas em 63 rebanhos comerciais de Quebec, e néo
encontraram os alelos igualmente distribuidos na populacdo de animais em estudo, com
frequéncias alélicas de 0,3870 e 0,6130 para A e B, respectivamente, e genotipicas
0,1344 (AA), 0,5054 (AB) e 0,3602 (BB). A populacdo estudada por esses autores
também se encontrava em EHW e a proporc¢éo de individuos heterozigotos foi superior
a de homozigotos, assim como verificado no presente estudo.

Por outro lado, Botaro (2007) obteve, utilizando 74 animais Girolando em seu
estudo, maior frequéncia do genétipo BB (0,4487) que os genétipos AB (0,3397) e AA
(0,2115), ndo encontrando equilibrio na populacao.

A associacdo entre o0 gene LGB e as variaveis PTA e P305 ndo foi significativa
para os grupos avaliados de touros e vacas (Tabela 3). A estimativa do coeficiente de
regressao para 0 nimero de cépias para o alelo B (metade dos efeitos da substituicao
alélica, o/2) indica que esse alelo nao esta relacionado com a producdo de leite nas
vacas e touros analisados, sendo que houve uma tendéncia no decréscimo da PTA (-
18,39 kg). Para a P305, o numero de copias para o alelo B provocou decréscimo (-34,98

kg) na producdo de leite, embora néo significativo.

Tabela 3. Estimativas da substituigdo alélica (0/2) ¢ p-valor associadas ao gene

LGB na populacéo de vacas e touros da raga Girolando para a producéo de leite

Variaveis Substituicao alélica (0/2) p-valor
P305 (kg) - 34,98 0,7846™
PTA (kg) - 18,39 0,4130™

"Nao-significativo
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Os resultados encontrados nesta pesquisa se assemelham aos obtidos por Ng-
Kwai-Hang et al. (1990), com animais da raca Holandesa, e Rodrigues (2006), com
animais F1 Girolando, que também ndo encontraram efeito significativo para a
associacdo do gene LGB com producéo de leite.

No entanto, Aleandri et al. (1990) observaram que o genotipo AA determinou
maior producdo de leite, em vacas Holandesas de primeira lactagdo, assim como
Bovenhuis et al. (1992) que observaram que vacas Holandesas de gendtipo AA
produziam 93 kg de leite a mais que vacas de genotipo BB. Em contrapartida, Jairam &
Nair (1983) demonstraram producdo de leite superior para vacas com genétipo BB.

Segundo Ng-Kwai-Hang et al (1990), os resultados conflitantes encontrados na
literatura parecem estar relacionados a diferencas no tamanho das populacdes
analisadas, diferenca entre racas, e 0 mais importante, ao rigor da andlise estatistica no
ajuste de fatores como idade, nimero de parto, estagio de lactacdo e efeitos de outras
variaveis genéticas.

De acordo com Mello (2010), outro fator que deve ser levado em consideracéo € a
composicdo genética da raca Girolando, que € um fator importante que pode afetar a
producéo leite, visto que € um grupo genético muito particular e que desses cruzamentos
podem surgir interacdes peculiares para a producdo de leite, ou ainda que o baixo
numero de animais amostrados pode ndo ter proporcionado a sensibilidade necessaria

para a correta avaliacdo de tal associacao.

CONCLUSOES

1. Com base nos dados analisados pode-se dizer que a populacdo estudada

encontra-se em EHW para o gene LGB.
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2. O alelo B do gene LGB ndo esté associado a producédo de leite em até 305 dias
nem & capacidade prevista de transmissdo de leite nos animais da raga Girolando

analisados neste estudo.
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