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FREITAS, S.A.F. Estudo do polimorfismo genético da beta-lactoglobulina em bovinos Holando-Gir no Estado de Pernambuco

Resumo

O objetivo do presente estudo foi detectar o polimorfismo genético da -
Lactoglobulina (B-Lg) em diferentes grupos genéticos Holando-Gir. Foram
coletadas 165 amostras de sangue de animais provenientes das fazendas
experimentais do Instituto Agronémico de Pernambuco (Iltambé e Arcoverde) e
de uma propriedade particular, localizada na Zona da Mata Sul do estado. Os
grupos genéticos encontrados foram 1/2, 3/4, 5/8 Holandés e 5/8 H bimestigo
de 12, 22, 32, e 42 geragao. Para identificacdo dos genotipos, amplificou-se um
fragmento localizado nas regides dos éxons Il e lll do gene da B-Lg pela
técnica de PCR. O produto da amplificacdo foi submetido a técnica de PCR-
RFLP para digestdo do fragmento pela endonuclease Haelll, e gerou
fragmentos de peso molecular de 400, 220, 190, e 151pb para todos os
individuos, o equivalente ao gendtipo heterozigoto (100% AB) da B-Lg. De
acordo com o teste de qui-quadrado (XZ), considerando as frequéncias
genotipicas observadas e esperadas da (-Lg, verificou-se que estas diferiram
significativamente (P<0,05), o que indica que o locus em estudo da amostra
populacional ndo se encontra em equilibrio genético pela lei de Hardy-

Weinberg.

Palavras Chave: leite, proteina, PCR-RFLP
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Abstract

The aim of the present work was to detect the genetic polymorphism of the
B-Lactoglobulin (B-Lg) in different groups of Holstein-Gir breed cattle. There
was collected 165 animals’ blood samples from the experimental farms of the
Instituto Agronémico de Pernambuco (ltambé e Arcoverde) and from a private
farm located in Zona da Mata Sul in the state of Pernambuco. The genetic
groups were 1/2, 3/4, 5/8 Holstein and 5/8 H 1%, 2" 3™ and 4" bi-crossbred
generation. For the identification of genotypes, a located fragment was
amplified in the areas of exons Il and Il of B-Lg gene using the PCR technique.
The result of the amplification was submitted to the PCR-RFLP analysis to
digest the fragment by Haelll endonuclease and it produced fragments of 400,
220, 190, and 151pb molecular weight for all animals, equivalent to the
heterozygous genotype (100% AB) of B-Lg. The Pearson's chi-square test (3°)
and considering the observed and expected genotypic frequencies of the
genotypes B-Lg. Was verified that frequences differed significantly at the level
tested (P<0,05), indicating that the samples studied was not in Hardy-Weinberg

equilibrium.

Keywords: milk, protein, PCR-RFLP
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1. Introducao Geral

A producdo nacional de leite, em sua maioria, € proveniente de
rebanhos mesticos, com 80% de sua constituicao racial de animais Bos taurus
taurus x Bos taurus indicus, distribuida em varios grupos genéticos
(MACHADO, 2001), com predominancia do cruzamento entre as ragas
Holandesa e Gir (McMANUS et al., 2008).

O leite constitui-se, principalmente, por agua (87,3%), suspenséao coloidal
de proteinas (3,4%), emulsdo de globulos de gordura (3,5%), lactose (4,8%),
sais minerais (0,8%) e vitaminas (0,2%).

Segundo Gigante & Costa (2008), o leite € composto por dois grupos de
proteinas, que séo classificadas em: caseinas (alfass-caseina, alfagy-caseina,
beta-caseina e kappa-caseina) e proteinas do soro (alfa-lactoalbumina e beta-
lactoglobulina).

A Beta-Lactoglobulina (B-Lg) representa em torno de 50% da proteina do
soro e 12% da proteina total do leite bovino (FOX & McCSWEENWEY, 1998). E
formada por uma sequéncia de 162 aminoacidos (HAMBLING et al., 1992), e
segundo Hill et al. (1996), os principais genétipos da B-Lg (AA, AB, e BB)
resultam em distintas codificagbes protéicas, propiciando variacbes nas
propriedades fisico-quimicas e de composicao do leite.

Com o uso da técnica de PCR-RFLP (Reagao em Cadeia de Polimerase —
Polimorfismo Fragmento de comprimento de restricdo), grandes avangos foram

obtidos com a finalidade de melhor detectar esses polimorfismos genéticos,
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podendo combinar essa informacdo a técnicas tradicionais de selecdo de
animais em programas de melhoramento genético, otimizando, dessa forma, a
Selecao Assistida por Marcadores — SAM (OLIVEIRA & CURI, 2008).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a existéncia de
polimorfismo no gene da B-Lg em diferentes grupos genéticos de bovinos
Holando-Gir, para utilizagdo desses marcadores genéticos em programas de

melhoramento animal.

16
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2. Revisao de Literatura

2.1. Classificagao, origem e domesticagao dos bovinos

A evolucdo dos organismos na terra, paralelamente ao desenvolvimento
intelectual da humanidade, permitiu o agrupamento dessas varias formas
organicas ao longo do tempo. Varios estudos sobre os diversos sistemas de
classificagdo de organismos, tanto do reino vegetal quanto animal, foram
publicados e confrontados dentro do percurso histérico das ciéncias naturais.

No universo de formas orgéanicas, os bovinos constituem os individuos
agrupados no reino Animalia, alocados no filo Chordata, na classe Mammalia,
subclasse Ungulata, da ordem Artiodactyla, sub-ordem Ruminantia, super
familia Bovidea, familia Bovidae e sub-familia Bovinae (DOMINGUES, 1960;
SANTIAGO, 1960; SANTIAGO, 1985; SANTOS, 1990; JANECEK et al., 1996;
JARDIM, 2001; EGITO, 2007). Esta classificagcao foi elaborada com base em
diversos trabalhos encontrados na literatura. Entretanto, em 1758, Linneu, em
sua obra Systema Nature, teria agrupado todos os bovideos em um unico
género, o Bos (SANTIAGO, 1960).

Dentro da subfamilia Bovinae encontram-se trés tribos: Bovini,
Tragelaphini e Boselaphini. Na tribo Bovini, de acordo com os diversos
sistemas de classificagdo zooldgica, estdo dois dos principais géneros das
espécies domésticas de importancia econdmica: o Bos e o Bubalus (JANECEK
et al., 1996) .

Com relagao a classificagado zooldgica das ragas Holandesa e Gir, que

17
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compdéem o sistema de cruzamento de interesse desse estudo, estas
encontram-se inseridas nos grupos taurino (Bos taurus taurus) e zebuinos (Bos
taurus indicus), respectivamente (FAO, 2010), sendo, portanto, subespécies
distintas.

Os taurinos sao caracterizados morfologicamente por possuirem chifres
geralmente curtos, pele clara, pelos longos, sendo uma espécie intensamente
disseminada em regides temperadas (EGITO, 2007).

Os zebuinos apresentam uma estrutura anatémica denominada giba ou
cupim, e sao ainda diferenciados morfologicamente por possuirem chifres
curtos ou longos, pelos curtos e finos, barbela ampla, pele pigmentada e solta
(DOMINGUES, 1973).

Os taurinos, mesmo oriundos de regides com condi¢gbes climaticas
bastante discrepantes das areas tropicais, continuam sendo introduzidos
nessas areas, seja nas formas de mesticos (zebuxtaurino), de rebanhos puros
por cruza (PC), puros de origem (PO), ou até mesmo na formacao de ragas
brasileiras naturalizadas (EGITO, 2007).

Os resultados de diversos estudos atribuem a descendéncia de todos os
Bovideos a um tronco filogenético comum, o Antilope, animal que viveu na era
terciaria, nos periodos do Mioceno e Plioceno (DOMINGUES, 1960;
SANTIAGO, 1985). Contudo, especificamente os bovinos sado tidos como
descendentes do Arouque ou Urus, identificado como Bos primigenius
(DOMINGUES, 1973; SANTIAGO, 1985).

Os auroques eram animais cosmopolitas, ou seja, possuiam uma
extensa area de distribuicdo geogréfica, o que pode ter ocasionado a formagéo

das subespécies bovinas e a origem de diversas ragas que se encontram na
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atualidade em localizagdes geograficas distintas (MacHUGH et al., 1997).

Segundo Jardim (2001), o “boi primogénito” (Arouque) deu origem a
algumas ragas européias, como a raga Holandesa. Em relagdo ao Bos taurus
indicus, sua origem nao esta esclarecida, porém acredita-se que sua
ascendéncia é da forma primitiva Bos nomandicus, boi selvagem de fossil
encontrado na india (SANTIAGO, 1957; DOMINGUES, 1973).

A formacao dos bovinos ocorreu na Asia; sua expansao foi efetivada em
épocas diferentes, relatando-se que sua domesticagao teria ocorrido apos o
periodo neolitico (EGITO, 2007). Santiago (1957) e Domingues (1986)
reportaram que a domesticacdo dos zebuinos parece ter sido posterior ou
contempordnea a do bovino europeu, datando por volta de 3000 a.c..
Entretanto, em estudos mais avancados com associagdo de materiais
arqueoldgicos e estudos de miDNA (DNA mitocondrial), péde-se comprovar
gque a domesticacdo dos zebuinos e taurinos ocorreu em regides distintas e
divergiram ha mais de 610.000 anos (AZEVEDO et al., 2008).

Diante do que foi investigado na literatura, o que se pdde observar é que
nao existe uma hipétese conclusiva para se afirmar a real origem do Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus. Desta forma, Domingues (1960) concluiu que
dentre os animais domeésticos primitivos, essas duas subespécies bovinas sao
as de origem mais dificil de determinar, e relata ainda que, mesmo com a
consulta de varios autores, ndo se encontrara uma harmonia de opinides por
conta de controvérsias.

Contudo, o maior interesse neste estudo é que essas duas subespécies
(taurina e zebuina), desde as suas descobertas, originaram diversas ragas

utilizadas e pesquisadas em diversos setores da pecuaria mundial. O estudo
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das Racas Holandesa e Gir, destaques na pecuaria leiteira nacional, é de
grande importancia por serem formadoras dos grupos genéticos desta

pesquisa.

2.2, As ragas Gir e Holandesa

A producao de leite nacional, em sua maioria, é proveniente de rebanhos
mesticos, com 80% de sua constituicdo racial de animais Bos taurus taurus x
Bos taurus indicus (MACHADO, 2001).

Dentre as ragas oriundas das espécies citadas acima, a Gir e Holandesa
foram introduzidas no Brasil por intermédio dos colonizadores, que as
trouxeram da Penisula Ibérica (Espanha e Portugal), onde contribuiram,

inclusive para a formagéo das ragas crioulas nacionais (PRIMO, 1992).
2.2.1. A Raga Holandesa

A raga Holandesa formou-se na Europa ha mais de 2000 anos, mais
precisamente nos Paises Baixos, regido onde também foi domesticada
(JARDIM, 2001; EGITO, 2007). E uma raca cosmopolita e recebe varias
denominagdes onde é encontrada, como, Holstein Friesian (Estados Unidos),
British Holstein ou British Friesian (Inglaterra) ou Holandesa, no Brasil

(DOMINGUES, 1977).

A raca Holandesa teve sua genética melhorada em condi¢des de clima
temperado. Consequentemente, suas adaptacbes morfolégicas e fisioldgicas
encontram-se em harmonia com esse ambiente (GIANNONI & GIANNONI,

1987).

20
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A raca Holandesa é conhecida mundialmente por ser a maior produtora
de leite dentre as ragas bovinas (EGITO, 2007). Entretanto, Santiago (1984)
afirma que ela nao deve ser considerada apenas como exclusiva para
producdo de leite, pois seu desenvolvimento esquelético, muscular, além de
sua boa conversao alimentar sdo caracteristicas favoraveis para a producao de
carne.

Todavia, Apesar de ser um excelente animal de producgédo, os individuos
da raca Holandesa sdo altamente exigentes no que concerne a alimentacio e
ao manejo. Adaptam-se melhor em clima temperado, porém, nos cruzamentos
com zebuino, transmitem suas vantagens produtivas aos mesticos (JARDIM,

2001).

2.2.2. ARaga Gir

Originaria da india, de regides montanhosas e florestas do Kathiawar,
mais precisamente no distrito de Gujarat (REIS FILHO, 2006), a raca foi se
disseminando no percurso histérico, com as grandes invasdes e navegagdes
do homem.

A raca Gir foi formada em clima tropical, e, portanto, possui adaptagdes
que facilitam sua sobrevivéncia no Brasil. No entanto, sofreu pouca seleg¢ao
funcional, e foi aperfeicoada para caracteristicas raciais por meio do método de
melhoramento pela selegédo fenotipica (morfoldgica), o que levou a perfeigao
racial, mas deixou afastados os objetivos produtivos, como produgéo de leite e
carne (GIANNONI & GIANNONI, 1987). Entretanto, foi a variedade bovina que

atingiu o maior grau de pureza racial e gerou um grande volume de inscricbes
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nos livros de registro genealdgico nacional (SANTIAGO, 1960).

O padrao brasileiro da raca Gir foi estabelecido através de criadores e
de uma comissao técnica em 19 de outubro de 1938, sendo regulamentado
pelo Departamento Nacional de Produ¢cdo Animal, com a elaboracido de um
regulamento proprio no servigo de registro genealdgico (SANTIAGO, 1957).

A raca Gir possui dentro de seu padrao racial animais de corpo longo,
cilindrico e compacto, pelugem variavel com predominancia de chita ou moura,
amarela ou vermelha, em diversos tons. Em média, o tamanho das vacas é de
1,25m e peso de 500kg; touros com 1,30m e peso de 750kg. E uma boa raca
produtora de carne, que quando selecionada para producao de leite, exibe
grande potencial, comparado ao das demais fémeas zebuinas, principalmente

qguando se encontra em cruzamento com o taurino (JARDIM, 2001).

Inicialmente, a raca Gir foi selecionada para producdo de carne e
chegou a ser a raga zebuina de maior numero de individuos no pais. Porém, a
selecdo para producdo de leite (aptiddo natural na India) surgiu para
incrementar a pecuaria leiteira nacional (REIS FILHO, 2006). Este fato resultou
na raga que se encontra distribuida em torno de 80% nos rebanhos leiteiros
nacionais, sejam eles puros ou cruzados (ALVES et al., 2004).

Reis Filho (2006) relata ainda que a raga Gir € a lider nacional no
comércio de sémen para o segmento leiteiro, com grande perspectiva para o

mercado internacional.
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2.3. O cruzamento Holando-Gir

Devido as altas radiagdes solares na faixa tropical, ocorre nesta regido a
predominancia de elevadas temperaturas, sendo que nesta area se encontra
64% da populagédo bovina do mundo e dois tergos do territério brasileiro
(AZEVEDO et al., 2005). Devido a esse fato, Facé et al. (2005) justificaram a
utilizacdo em larga escala de cruzamentos de racas zebuinas com racas de
origem europeia especializadas em producdo de leite, nas regides de clima
tropical.

As ragas especializadas possuem sérios problemas em se adaptarem a
condicoes tropicais devido ao estresse térmico, presenga de parasitas, baixa
qualidade do alimento e manejo inadequado, o que dificulta desta forma a
produgdo (FACO et al., 2005).

McManus et al. (2008) reforcaram as justificativas citadas acima e
enfatizaram que as condi¢cbes de pastagem com baixa tecnologia e baixo custo
de producéo sao os principais fatores que influenciam a utilizacdo de animais
mesti¢cos zebuinos, para uma maior producao de leite.

Além desses fatores ambientais, os acasalamentos entre taurinos e
zebuinos se mostram vantajosos porque otimizam o uso de efeitos da heterose
(ndo-aditivos) e efeitos de complementaridade de racas (aditivos) (BAKER et
al., 1989; GUIMARAES et al., 2002; FACO et al., 2008).

Os cruzamentos entre HolandésxGir obtiveram significativo destaque
dentro dos sistemas de producdo de leite nacional, tanto que a Associacéo de
Criadores em conjunto com o Ministério de Agricultura, regulamentaram a
formagdo de uma raga sintética, a Girolando, originada de animais 5/8

Holandés + 3/8 Gir bi-Mestico (BRASIL, 1992).
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Em consequéncia da formacao da raca Girolando, criou-se uma base
genética com informagdes da raga (genealogia, desempenho, etc). A principio,
o desempenho dos diversos grupos genéticos HolandésxGir foram controlados
(FACO et al.,, 2005), ampliando, desta forma, o banco de dados, que
possibilitou a elaboragcdo de diversas pesquisas sobre o desempenho
zootécnico dos variados grupos.

Faco et al. (2002) compararam o desempenho produtivo dos grupos
genéticos 1/4, 1/2, 5/8, 3/4, e 7/8 HolandoxGir em diferentes regimes de
alimentagcdo. Esses autores afirmaram haver um melhor desempenho dos
grupos genéticos, com maior propor¢ao de genes da raga holandesa no melhor
regime de alimentagcdo, e produgdes niveladas entre os grupos quando
submetidos as piores condi¢des de alimentagdo. Os mesmos autores (FACO et
al., 2005) constataram tendéncia de elevagéo do intervalo de partos, a medida
que aumenta a participacdo de genes da raga Holandesa. Em concordancia,
Guimaraes et al. (2002) afirmaram haver menor eficiéncia reprodutiva para os
animais Holandés-Puro por cruza, o que pode ser explicado pela maior

sensibilidade as condigdes de manejo

Azevedo et al. (2005) estimaram valores criticos de indice de
temperatura e umidade (ITU) e temperatura do globo negro (TGN) superiores
para animais mesticos do que para animais puros de clima temperado, pelo
fato dos primeiros serem mais adaptados as condigdes tropicais.

McManus et al. (2008), em pesquisa nas condigdes do cerrado
brasileiro, concordam maiores duracdes de lactacao para animais da raga Gir,
porém, nao suficientes para compensar a maior producao de leite média diaria

de grupos genéticos com maior proporg¢ao da raga Holandesa.
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As observacdes relatadas acima fazem um resumo das diferentes
respostas de desempenho produtivo e reprodutivo dos diversos grupos
genéticos HolandoxGir, que compdem os rebanhos leiteiros nacionais. Porém,
€ necessario um perfil do desempenho em relacdo a qualidade do leite

proveniente destes individuos.

2.4. Qualidade do leite e fatores de influéncia

O leite € um alimento de exceléncia, comprovado pelo seu valor nutritivo
e funcional. Entretanto, € de alta perecibilidade e necessita de um custo
elevado para sua conservagao apos o processo de producdo (FERRAZ &
MACHADO, 2001). Além disso, suas caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas originais sédo alteradas por uma série de mecanismos que abrangem
desde a producgao primaria, estendendo-se até a manipulacdo no processo
industrial (LIMA, 2005). O leite de vacas sadias contém em média 87.1% de
agua (85,3-88,7), 4,0% de gordura (2,5-5,5%), 3,25% de proteina (2,3-4,4%),
4,6% de lactose (3,8-5,35), 0,7% de cinzas e vitaminas (GIGANTE & COSTA,
2008).

Com relagao aos constituintes proteicos do leite, estes podem ser
classificados em dois grupos: as caseinas e as proteinas do soro. De acordo
com Prata (2001), as caseinas sao sintetizadas nas células epiteliais da
glandula mamaria e constitui 80% da proteina total do leite e sdo as alfas,
alfasy beta e kappa-caseina. Quanto as proteinas do soro, sdo quatro as
principais classes, alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina, albumina sérica e

imunoglobulinas. As duas primeiras sdo sintetizadas na glandula mamaria, e
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as demais, originarias do sangue.

A lactose, outro constituinte do leite de grande importancia nutricional é
um dissacarideo que se encontra em concentracdo aproximada de 4,8% no
leite da espécie bovina, e sua sintese ocorre exclusivamente na glandula
mamaria (PRATA, 2001). Esse é o constituinte de menor variagao do leite, ao
contrario da proteina e gordura que possuem uma variagao significativa (50%),
em funcgao da alimentacéo e fatores ambientais (FREDEEN, 1996).

A gordura é o componente do leite bovino de maior variacido e se
apresenta em uma porcentagem aproximada de 3,5%. Sua sintese ocorre na
glandula mamaria, a partir de acidos graxos originarios da corrente sanguinea
e da propria glandula mamaria(PRATA, 2001).

Em relagdo aos minerais que constituem o leite, a maioria encontra-se
na forma de sais, que s&o oriundos do sangue e concentram-se em pequenas
quantidades (0,8%) no leite. Esses minerais encontram-se na forma de sulfato
(100 mg/L), bicarbonato de sodio (500 mg/L), potassio (1450 mg/L), calcio
(1200 mg/L) e magnésio (130 mg/L) (LIMA, 2005).

Outro grupo presente no leite, também em menor quantidade, porém de
grande importancia a saude humana, € o grupo das vitaminas do leite, com
destaque para vitamina C, ja que o leite é fonte de origem animal mais rica
nessa vitamina (BOTARO, 2007).

Apesar da importancia nutricional e funcional de todos esses
constituintes, segundo Madalena (2000) os componentes gordura e proteina
sdo considerados de maior valor econdmico dentro dos programas de
pagamento de leite por qualidade. Esse fato sugere uma maior importancia

dada a esses constituintes pelos principais atores da cadeia produtiva leiteira.
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Devido a esses fatos, o estudo de todos os fatores que alteram a
producdo e composicdo quimica e bioldgica do leite se torna de grande
relevancia no contexto econdmico e de seguranga alimentar. Alguns desses
fatores como condigbes nutricionais, diferencas entre racas, idade do animal,
sazonalidade, sanidade, estagio de lactagdo, ordenhas (numero e intervalo),
individualidade do animal ou sua fisiologia e possiveis adulteracbes. Porém
Durr (2004) relata que as concentracbes de gordura e proteina variam
principalmente em fungdo do manejo nutricional e pela exploragao do potencial
genético dos animais.

Assim, como principal fator do presente estudo tém-se os efeitos das
diferengas genéticas, que sdo as responsaveis pela variacdo de 25% do total
da produgao de leite e 50% nas variagbes dos teores de gordura, proteina e
sélidos nao gordurosos (GONYON et al., 1987).

Para promover melhorias genéticas nessas caracteristicas, pesquisas no
ramo da biologia molecular tém possibilitado realizar o mapeamento e
identificacdo dos genes responsaveis por essas variagcbes na constituicdo do
leite, facilitando desta forma, o processo de selecdo dos animais, baseada na
caracterizacao genotipica (REGITANO & COUTINHO, 2001).

Os polimorfismos genéticos que codificam as principais proteinas do
leite, como as caseinas (0s1, Os2, B € k-caseina), B-Lg e a-lactoalbumina,
tornaram-se marcadores de interesse a producdo, composicao e
beneficiamento do leite. Alguns desses marcadores ja estdo disponiveis ou
bastante proximos da aplicagao comercial nos rebanhos leiteiros e na industria

de produtos lacteos, como é o caso da B-Lg (REGITANO & COUTINHO, 2001).
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2.5. Polimorfismo genético

O futuro da pecudria nacional e seu progresso genético estado
intensamente relacionados a variabilidade genética dos animais que os
compbe (EGITO et al.,, 2004). Essa variabilidade genética se expressa nas
diferengas das ragas, tipos e na variagao individual. Esta ultima é possivel de
se identificar a nivel molecular, em que as metodologias de melhoramento
genético classico ndo conseguem detectar.

Os polimorfismos genéticos sao constantemente associados as
caracteristicas de interesse zootécnico, como por exemplo, o0 peso em
determinada fase de desenvolvimento do animal (PAZ et al., 2004), gendtipos
superiores para a produgao e composicao do leite, além de serem utilizados na
deteccdo de doengas e gendtipos resistentes a doengas; mapeamento
gendmico, etc (REGITANO & COUTINHO, 2001).

A identificacdo de polimorfismos pode ser utilizada para caracterizagao
genética, importante tanto para programas de melhoramento genético animal
guanto para os programas de conservacgao de recursos genéticos, pois avalia a
distancia entre as populagcbes em estudo e pode ser uma ferramenta na
selecdo dos animais a serem utilizados na conservagdo ex situ e in situ,
mediante a estimacdo de indices de similaridade entre os individuos em estudo
(SPRITZE et al., 2003). Além disso, permite a formagao de acasalamentos ou
cruzamentos que sejam favoraveis para que se mantenha a maxima
variabilidade genética (EGITO et al., 2001).

A maioria das caracteristicas de interesse econémico requer avaliacao

minuciosa, sendo o mérito genético da vaca conhecido apenas quando ela
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conclui sua primeira lactagao, ou para os machos, quando se obtém os dados
de sua progénie (CONCEICAO et al., 2000).

Para isso, técnicas em biologia molecular vém sendo utilizadas através do
uso de marcadores moleculares, que permitem a determinacéo do potencial de
um animal com maior precisdo, uma vez que nao sao afetados pelo meio e
podem ser utilizados precocemente, até mesmo na fase embrionaria
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).

Marcadores moleculares definem-se como qualquer fendtipo a nivel
molecular proveniente de uma regido do genoma expressa como no caso das
isoenzimas (polimorfismo protéico), ou, uma sequéncia especifica de DNA
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; OLIVEIRA & CURI, 2008).

Todavia, quando o objetivo da caracterizagdo genética é o
melhoramento animal, apenas ser um marcador molecular ndo é suficiente
para que se obtenha esse progresso. Nesse caso, ele deve obedecer as leis de
heranca mendeliana (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; OLIVEIRA &
CURI, 2008; BOREM & CAIXETA, 2009), ou seja, que a heranca genética dos
pais seja transmitida as futuras geragdes, sendo entdo, desta forma,
denominados de Marcadores Genéticos.

Marcadores genéticos sdo caracteristicas de heranca simples que
permitem a inferéncia do gendtipo a partir do fenétipo do individuo, fornecendo
informacgdes importantes para analise genética de uma espécie (OLIVEIRA &
CURI, 2008).

Na identificagdo da variabilidade genética, os marcadores ideais
atendem a determinadas exigéncias: elevada capacidade de detecgdao em

diferentes niveis de polimorfismo, alta herdabilidade, capacidade de abranger

29



FREITAS, S.A.F. Estudo do polimorfismo genético da beta-lactoglobulina em bovinos Holando-Gir no Estado de Pernambuco

todas as regides do genoma, identificacdo independente do estagio de
desenvolvimento do individuo, facilidade de obtencdo, independente das
condi¢coes ambientais, ser possivel de determinagao em qualquer tipo de célula
e que utilize meétodos econébmicos para identificacdo (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1995).

O aprimoramento na selegao genética pode ser obtido pela utilizagao de
novas técnicas para deteccdo desses marcadores genéticos, que resultam em
sua maioria em aumento na producio de leite e melhorias na sua composi¢ao
(FRANCO & MELO, 2006).

A caracterizagdo do polimorfismo de DNA tornou-se possivel com a
descoberta das endonucleases de restricdo, que clivam a molécula de DNA em
sitios especificos denominados de Sitios de Restricdo (4 a 8 pb) (REGITANO &
COUTINHO, 2001). Em funcédo das diferentes localizagdes destes sitios ao
longo da sequéncia de DNA, ocorre a fragmentacao desta em tamanhos
diferenciados quando submetida a digestdo, o que constitui o polimorfismo
genético, denominado Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de
Restricdo (RFLP) (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; REGITANO &
COUTINHO, 2001; BOREM & CAIXETA, 2009).

As alteracbes nos sitios de restricdo na sequéncia de DNA, sejam na
posicdo, presenca ou auséncia destes sdo decorrentes das mudangas nos
nucleotideos (mutagdes), sejam elas causadas por insergdes, delegbes ou
outros rearranjos ao longo da sequéncia de DNA (BOREM & CAIXETA, 2009).
Essas mutacdes sido reconhecidas e clivadas pelas endonucleases, o que pode
variar entre os diferentes individuos, gerando desta forma o polimorfismo

genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). As diferengas nos padroes
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de digestao das endonucleases podem ser visualizadas nos diferentes tipos gel
de eletroforese (agarose, amido, poliacrilamida, etc).

Os marcadores RFLP constituem um dos grupos mais utilizados em
melhoramento genético de plantas e animais e, com o surgimento da técnica
de PCR, possibilitou a associacdo das duas técnicas resultando em analises
PCR-RFLP (BOREM & CAIXETA, 2009).

Essas informacdes do polimorfismo genético combinadas as técnicas
tradicionais de selecdo animal em programas de melhoramento genético,
denomina-se Selecao Assistida por Marcadores — SAM (OLIVEIRA & CURI,
2008).

Segundo Garcia & Porto-Neto (2006), nestes programas de selegéo o
uso de marcadores genéticos pode ser um potencial para o progresso genético,
sendo os polimorfismos da k-cn e B-Lg os marcadores genéticos de maior

interesse em rebanhos leiteiros para o processamento dos lacteos.

2.6. Beta-lactoglobulina e seu polimorfismo

As proteinas do soro do leite bovino possuem elevado valor nutritivo,
pois apresentam alta digestibilidade, excelente composicdo de aminoacidos e
biodisponibilidade destes constituintes (SGARBIERI, 1996).

A B-Lg pertence a familia das lipocalinas, possui a forma de calice, é de
carater hidrofébico, de grande utilidade na industria alimenticia, com
capacidade de emulsificagao, geleificagdo, formagao de espuma e ligagdo de
aroma e sabor, que sao caracteristicas de importancia para o beneficiamento

dos lacteos na industria (SGARBIERI, 2005). Essa familia de proteinas é
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responsavel pelo transporte de moléculas e possui baixa identidade sequencial
e alta similaridade estrutural (OLIVEIRA, 1999).

A B-Lg compde um grupo diversificado de proteinas com estruturas
diferenciadas entre si e se apresentam em quantidades variadas no leite de
diferentes espécies (OLIVEIRA, 1999).

Em estudo comparativo realizado entre o leite bovino e o humano,
observou-se que no leite de vaca as porcentagens de caseina e proteina do
soro sdo de aproximadamente 80 e 20% respectivamente. Entretanto, pode-se
observar a relagao inversa para o leite humano. Além disso, no leite humano, a
presenca da B-Lg é considerada desprezivel (SGARBIERI, 2005) ou inexistente
(BOTARO et al., 2007).

A B-Lg bovina é uma proteina globular que representa 50% da proteina
total do soro e 12% da proteina total do leite (FOX & McSWENWEY, 1998). E
sintetizada na glandula mamaria e é formada por 162 residuos de aminoacidos
(HAMBLING et al., 1992; SGARBIERI, 2005; UFFO et al., 2006); apresenta-se
na natureza na forma de dimeros e monémeros (OLIVEIRA, 1999), com peso
molecular de aproximadamente 18,4 kDa (OLIVEIRA, 1999; UFFO et al., 2006;
BOTARO et al., 2007).

Ao utilizar a técnica de eletroforese em papel, em pH 8,6, Aschaffenburg
e Drewry, em 1955, demonstraram pela primeira vez a existéncia de
polimorfismo da B-Lg (BOTARO et al., 2007), e a partir deste trabalho,
atualmente varias pesquisas foram realizadas com o intuito de identificar mais
variantes dessa proteina. Atualmente, cerca de 12 variantes genéticas foram
descobertas, onde as mais frequentes sdo as variantes A e B na espécie

bovina (GROSCLAUDE et al., 1976). O gene dessa proteina possui uma
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unidade de transcricdo de aproximadamente 5kb de longitude e contém seis
introns (UFFO et al. 2006).

Segundo Medrano & Aguilar-Cérdova (1990), as variantes A e B da B-LG
diferem entre si na substituicdo dos aminoacidos na cadeia polipeptidica, sendo

estas, originadas pela substituicdo de nucleotideos na fita de DNA (TABELA 1).

Tabela 1. Posigcdo dos Aminoacidos Variaveis

B-LG 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66.. 117 118

Sequéncia GAT GTC
Nucleotidica

A Leu Leu GIn Lis Trp GIn Asn Asp Glu Cis... Leu Val
B Leu Leu GIn Lis Trp GIn Asn Gli Glu Cis... Leu Ala

Sequéncia GGT GCC
Nucleotidica

Fonte: Adaptada de Hill (1996)

Medrano & Aguilar-Cérdova (1990) relataram que as substituicbes
ocorrem nas posicdes 64 e 118 da [-Lg. Na posicado 64 ocorre a troca da
Adenina pela Guanina, que consequentemente, ocasiona a troca do
aminoacido Acido Aspartico (Asp) pelo aminoacido Glicina (Gli). Na posigéo
118 ocorre a troca de uma Timina por uma Citosina, resultando na substituicao
do aminoacido Valina (Val) pelo aminoacido Alanina (Ala). Esses mesmos
autores informaram que esta ultima substituicdo pode ser criada no sitio de
restricao da endonuclease Haelll, o que permite analise de RFLP no locus da

B-Lg. A Figura 1 ilustra a estrutura terciaria da B-Lg (Sgarbieri, 2005).
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Figura 1. Estrutura terciaria da p-lactoglobulina mostrando as variantes
genéticas com substituicdes nos residuos 64 a 118. Fonte: Sgarbieri (2005).

Com relagéo a estrutura da B-Lg, Sgarbieri (2005) relata que esta se
mantém estavel em uma ampla faixa de pH, porém apresenta diversas
associagcoes em sua estrutura nas diferentes faixas. As transi¢gdes na estrutura
da B-Lg induzidas pelo pH variam de 1 a 13. Na faixa de 1,0 a 2,0 a B-Lg sofre
mudancas estruturais, porém mantém sua estrutura secundaria; na faixa de 2,5
a 4,0 ocorre a passagem de dimero para mondbmero; em pH entre 4,5 a 6,0
ocorrem pequenas mudangas em sua estrutura terciaria, sem alteragdo
significativa na estrutura secundaria; entre pH 6,5 e 8,5 ocorre a transicao de
Tanford, caracterizada pela exposicao de um grupo carboxila e modificacoes
nas vizinhangas de um residuo de tirosina (OLIVEIRA, 1999), que alteram as
estruturas secundaria e terciaria. Entretanto, nesta faixa nao ocorre mudancga
na conformacéao global da proteina; a quinta transi¢ao situa-se entre os pHs 9 e
12,5, sendo caracterizada pela desnhaturacido alcalina, que ocasiona a quebra
das ligagdes diméricas, transformando em monbémeros desdobrados
(SGARBIERI, 2005), sendo esta ultima, irreversivel.

A B-Lg é uma proteina que também sofre com a agdo de altas

temperaturas, ocorrendo desde a perda de solubilidade até a exposicdo de
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regides de associacao a outras moléculas. Em temperaturas em torno de 50°C,
as modificagdes sao reversiveis, porém, acima de 65-70°C sao irreversiveis
(SGARBIERI, 2005). As implicagdes dessa propriedade, segundo Botaro et al.
(2007), acontecem durante o processamento do leite na industria, ja que a -
Lg é considerada a responsavel pelo processo de agregacdo, que leva a
obstrugao e ineficacia dos trocadores de calor (SGARBIERI, 2005).

As fungbes bioldgicas da B-Lg ainda sdo imprecisas, porém, alguns
autores informam que esta proteina é encarregada de se unir ao retinol
(Vitamina A) para realizar seu transporte e aproveitamento no organismo
(OLIVEIRA, 1999; UFFO et al.,, 2006; BOTARO et al., 2007). Além disso,
acredita-se que a [B-Lg participe do metabolismo do fosfato na glandula
mamaria (KONTOPIDIS et al., 2004).

Os polimorfismos genéticos da [B-Lg se expressam em pequenas
variacbes na estrutura primaria das proteinas que estes codificam. Essas
variacbes no fendtipo da B-Lg estdo associadas as propriedades fisico-
quimicas de interesse da industria (HILL et al., 1996). Pesquisas relacionadas
a associagdes dos diferentes gendétipos oriundos das variantes genéticas da [3-
Lg (A e B) sao executadas.

A fragao caseinica do leite € uma caracteristica de grande relevancia na
fabricacédo de lacteos, ja que a caseina € a principal porgao proteica envolvida
no maior rendimento na producdo de queijos (EMMONS et al., 2003).
Robitaille et al. (2002) relataram menor concentragao de caseinas, menor de a-
lactalbumina (25%) e maior proporgao de (B-Lg no soro (20,5%) do leite de

animais homozigotos AA em relagdo ao BB.
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Ao avaliar o efeito dos diferentes gendtipos da B-Lg sobre o conteudo
dos diferentes componentes do leite, Lunden et al. (1997) observaram o efeito
do polimorfismo da B-Lg sobre o conteudo de caseina e na relagdo caseina:
proteina total, sendo o gendétipo BB superior em relagdo aos demais (AA e AB).

Aleandri et al. (1990) estimaram os efeitos dos gendtipos dos diferentes
locus das proteinas do leite para o rendimento de queijo parmesao e
verificaram maior producdo de proteina do soro associada ao gendtipo AA,
determinando 12% a mais de gordura para o gendétipo BB da B-Lg em relagéo
aos demais genotipos. Esse resultado pode melhorar o rendimento do queijo,
devendo, segundo estes autores, evitar o gendtipo AA, devido a sua
associacdo a maior fracdo da proteina do soro, o que nao esta
necessariamente relacionado com maior conteudo de caseinas e,
consequentemente, menor rendimento lacteo.

Celik (2003) observou efeito significativo dos gendtipos da B-Lg sobre
alguns constituintes do leite. Como resultado, o pesquisador observou maior
producado de solidos totais e gordura do leite de gendtipos BB em relacdo aos
demais (AA e AB). Este autor ndo observou efeito significativo para cinzas e
lactose, mas verificou maior conteudo de proteina e sélidos nao-gordurosos
para o genotipo AB em relacéo aos demais (AA e BB).

Entretanto Ng-Kwai-Hang (1998) e Botaro et al. (2007) ndo detectaram
diferencas significativas no desempenho do leite produzido pelos animais dos
trés gendtipos da p-Lg (AA, AB e BB).

Ng-Kwai-Hang (1997) em trabalhos sobre a B-lactoglobulina afirmou que
a relagdo da produgao de leite com os polimorfismos genéticos da (-Lg ainda

nao é consistente, o que pode ser justificado por diversos fatores. Contudo,
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destaca-se a rigorosidade da analise estatistica para o ajuste dos fatores que
influenciam, principalmente, a producdo de leite, sendo o processo da

genotipagem a etapa inicial para estes estudos.

37



FREITAS, S.A.F. Estudo do polimorfismo genético da beta-lactoglobulina em bovinos Holando-Gir no Estado de Pernambuco

3. Material e Métodos

3.1. Rebanhos do estudo

Durante o periodo de maio de 2008 a agosto de 2009 foram coletadas,
aleatoriamente, 165 amostras de sangue de bovinos Holando-Gir (6 machos e
159 fémeas), incluindo as categorias bezerro (a), novilha e reprodutores. Do
total coletado, 58 amostras de sangue foram provenientes da Propriedade 1, 74
originarias da Propriedade 2, e 33 amostras oriundas da Propriedade 3. Essa
amostragem foi proveniente de duas fazendas experimentais localizadas na
Zona-da-Mata Norte e Agreste do Estado de Pernambuco (Instituto Agronémico
de Pernambuco/IPA de Itambé e Arcoverde), denominadas neste estudo como
Propriedades 1 e 2, e uma propriedade particular localizada no municipio de
Paudalho (Propriedade 3), Zona-da-Mata Norte do estado. Em todas as

fazendas, os animais eram submetidos ao sistema semi-intensivo de criacao.

3.2. Grupos genéticos Holando-Gir genotipados

Para identificagdo e distribuicdo dos diferentes grupos genéticos
Holando-Gir, foram obtidas as informagdes contidas nas fichas de genealogia
de cada propriedade. As fichas das Propriedades 1 e 2 seguem 0 mesmo
padrao, contendo as seguintes informacgdes: a identificacdo do animal (nome,
cédigo e numero do registro da associagdo de criadores da raga Girolando),

data de nascimento, sexo, ordem de geracgao, identificacdo dos pais, data do
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ultimo parto e dados individuais das ultimas pesagens. As informagdes

concedidas pela Propriedade 3 foram o codigo e grupo genético do animal.

Na Figura 2, encontram-se as distribuigbes dos diferentes grupos

genéticos dos animais genotipados.

1/2H - 6%
5/8H-7%
Bi-4%1%

Figura 2. Distribuigdo dos grupos genéticos Holando-Gir da amostragem
proveniente da Zona da Mata e Agreste de Pernambuco.

Foi observada a presenga dos seguintes grupos genéticos Holando-Gir:
1/2, 3/4, 5/8, Holandés e 5/8H bimestico de 12, 22, 32, e 42 geragao.

O grupo 1/2H apresentou um percentual de 6% no numero total de
individuos estudados, sendo esses provenientes da Propriedade 3. Os grupos
3/4H e 5/8H apresentaram os percentuais de 12% e 7%, respectivamente.

Nessa mesma figura, pode-se observar ainda que aproximadamente
61% do total de animais correspondem ao padrao racial Girolando (bimestigcos
de 128, 22, 32, e 42 geragao), sendo todos provenientes das propriedades 1 e 2.

Com relagdo aos individuos sem padrao racial definido (SRD) e sem

identificagcdo, ambos apresentaram um percentual de 7% cada, e
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correspondem aos animais que nao possuem, respectivamente, a informagao
de um de seus genitores e escrituragao zootécnica, condigdo que impossibilita

a identificacdo do grupo genético destes individuos.

3.3. Processamento das amostras de sangue, extracdo do DNA e

verificagdo da sua integridade

Para a coleta de sangue foram utilizados tubos a vacuo de 10 ml,
contendo o anticoagulante Citrato de sédio. Apds a coleta, as amostras foram
acondicionadas imediatamente em recipiente contendo gelo e levadas ao
Laboratério de Fisiologia Animal Molecular Aplicada - UFRPE.

Antecedendo a extracdo do DNA, procedeu-se a obtencdo dos
leucdcitos, por meio da centrifugacao do sangue a 3000 rpm por cinco minutos.
Com o auxilio de uma pipeta, retirou-se a fragdo do soro e, posteriormente, a
camada das células brancas (leucdcitos) foi aspirada e acondicionada em tubo

de polipropileno (identificado), armazenada, em seguida, a -20°C.

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo modificado
de Sambrook et al. (1989), e obedeceu as seguintes etapas: em um tubo de
polipropileno de 1,5ml, devidamente identificado, foi adicionado 100ul da
amostra de leucdcito, 100ul de TE (Tris 10mM — EDTA 1Mm pH 8,0) e 100ul de
fenol equilibrado pH 8,0; a amostra foi mixada por 1 minuto em um voértex, e em
seguida, centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
novamente transferido para outro tubo, devidamente identificado e adicionado
100ul de fenol-cloroformio (1:1). A amostra foi misturada por 1 minuto e

centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para
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outro tubo de polipropileno, devidamente identificado e foi adicionado: 1° - 10yl
de acetato de amdnia 3M; 2° - 100ul do sobrenadante do tubo anterior (onde se
encontra os DNAs) e 3° - 100yl de isopropanol. A amostra foi novamente
mixada por 1 minuto e incubada por, no minimo, 60 minutos a 4°C. Foi
adicionado etanol a 70% e, posteriormente, centrifugada, sendo o etanol
desprezado e as amostras secas com o auxilio de um secador para obtencao
apenas dos pellets. Em seguida, estes foram ressuspendidos em 30ul de agua
ultra pura e armazenados em geladeira a - 20°C.

Posteriormente as extracdes dos DNAs, foi verificada a integridade deste
em relacdo aos aspectos qualitativos (visualizagdo em gel de agarose) e
quantitativos (leitura em espectrofotdbmetro). Para avaliagdo qualitativa,
procedeu a eletroforese de uma aliquota de 5ul de DNA de cada amostra em
gel de agarose, a uma concentragao de 0.8%, em tampao de TBE (Tris Borato
de EDTA). Para coloragdo das bandas foi utilizado 0,2ul do intercalante de
DNA (Blue Green Loanding Dye |) e, posteriormente, efetuada a visualizagao
em um transluminador de luz ultravioleta, sendo em seguida foto documentado.

Na verificagdo quantitativa foram realizadas em espectofotobmetro duas
leituras de uma aliquota (5ul) da amostra de DNA extraido, diluida em 495ul de
agua ultra pura, para obtencédo do valor do DNA (ug/ml). Com o valor médio
das leituras do DNA (ug/ml) foram realizados os calculos de diluicdo das

amostras para que estas apresentassem uma concentragdo de 100ng/ul de

DNA em um volume final de 20ul.
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3.4. Genotipagem dos animais

3.4.1. Reacgao de amplificagdo em cadeia de polimerase (PCR)

Foram realizados varios testes preliminares da PCR, que objetivaram
otimizar os protocolos de amplificacdo e programagédo do termociclo para o
fragmento do gene da B-Lg, localizado nas regides do éxon Il e Ill do gene
desta proteina. As reacgdes de amplificacdo foram realizadas em um
termociclador (Biocycler) com uma concentracdo de 100ng/ul de DNA.

Utilizaram-se sequéncias de primers descritas por Faria et al. (2000):

Fita Forward
5- ACCTGGAGATCCTGCTGCAGAAATG - &
Fita Reverse
5 — CATCGATCTTGAACACCGCAGGGAT - 3’
Os primers amplificaram uma sequéncia de 961 pares de base do gene
da B-Lg.
Os protocolos de amplificacdo e programacao do termociclo para uma
reacdo com produto final de 25ul da PCR, encontram-se descritos nas tabelas

2 e 3, respectivamente.
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Tabela 2 — Protocolo mix de amplificagdo para o fragmento génico localizado nos
exons Il e lll da B-Lg (volume final 25pl).

Reagentes Volume (pl)
H>0 ultra pura 15,325
Tampao PCR 1X (KCI 500 mM, Tris- 2,0
Cl pH 8.3 100 mM)
MgCl; (Platinum®) 0,375
Primers (Invitrogen®) 0,2
DNTP (0,125 Mm) 2,0
Taq Polimerase Platinum® 0,1
(unidade/pl)
DNA 5,0

Tabela 3 — Programa da PCR (35 ciclos) para o fragmento génico localizado nos
exons Il e 11l da B-Lg.

Etapas da PCR Tempo (minutos) Temperatura °C
Etapa 1 (desnaturagéo 5 95
inicial)

Etapa 2 (desnaturagéo) 1 95
Etapa 3 (anelamento 1 57
dos primers)

Etapa 4 (extenséo das 1 72
fitas)

Etapa 5 (repetir etapas 2 - -
a 4 35 vezes)

Etapa 6 (extensao final) 5 72
Etapa 7 0 4

O produto das amplificacées foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, durante duas horas. Para coloragdo das bandas foi utilizado

intercalante de DNA (Blue Green Loanding Dye I). O tamanho dos fragmentos
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amplificados foi estimado utilizando-se marcador de pares de base (100kb DNA
ladder), sendo os amplicons visualizados no transluminador a luz ultravioleta, e

em seguida foto documentados (FIGURA 3).
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Figura 3. Fragmento de DNA amplificado (961pb), contendo a regido do gene [3-
Lactoglobulina bovina, do exon Il ao Ill. M: Marcador DNA-Ladder100pb. Grupo
Genético: Linha 1 Bi-I; 2 Bi-ll; 3 Bi-lll; 4 controle negativo; 5 - 5/8.

3.4.2. PCR-RFLP (Reacao de polimerizagao em cadeia — Polimorfismo do

comprimento de fragmentos de restrigao)

Confirmada a amplificagado, o produto da PCR foi submetido a técnica de
RFLP, a partir da digestao pela endonuclease Haelll, de acordo com o seguinte
protocolo (cada reagao): Tampao 1,5ul, enzima 0,2ul, produto da PCR 5,0yl e
acrescentado agua ultra pura para completar o produto final de 15ul. A digestao
ocorreu a 37°C por 4 horas em termorciclador (Biocycler). Segundo Medrano e

Aguilar-Cordova (1990), a enzima Haelll reconhece o seguinte sitio de

restricdo: AGG l CCT / TCC l GGA. Em seguida, procedeu-se a eletroforese em

gel de agarose a 1,5% por 2 horas. Posteriormente foram verificados
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fragmentos gerados do gene da B-Lg bovina, identificando, assim o gendétipo

presente na amostragem estudada.

3.5. Anadlise estatistica

Para os resultados de polimorfismo foram utilizados analises descritivas
e de dispersao de frequéncias dos alelos, que foram calculadas por meio de
contagem direta, a partir do gendtipo identificado na foto documentagdo da

eletroforese da PCR-RFLP.

3.5.1 Frequéncias genotipica e alélica
As frequéncias genotipica (xii) e alélicas (xi) da amostra populacional para o
fragmento génico da 3-Lg foram estabelecidas pelas equacgdes a seguir:

;5
X = I

d

H

_2n, £ my

X,
2n

Onde n; e n; correspondem ao numero de homozigotos e heterozigotos
observados no gene i, respectivamente; n corresponde ao numero total de

individuos de acordo com Otaviano (2006).

45



FREITAS, S.A.F. Estudo do polimorfismo genético da beta-lactoglobulina em bovinos Holando-Gir no Estado de Pernambuco

3.5.2. Teorema de equilibrio genético de Hardy-Weinberg

Para o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg utilizou-se a equacgao abaixo.
2 _ A2 2
(A +B)*= A+ 2AB+ B

Onde A? = frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo A; 2AB =
freqiiéncia esperada para heterozigotos AB; B? = frequéncia esperada dos

homozigotos para o alelo B.
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4. Resultados e Discussoes

Os produtos da digestdo do fragmento génico da B-Lg (conforme as
paginas 42 e 43) geraram o mesmo padréo eletroforético para todos os
individuos, com fragmentos de peso molecular 400, 220, 190, e 151pb, o

equivalente ao gendtipo heterozigoto (AB) da B-Lg (FIGURA 4).

Figura 4. Padréo eletroforético obitido pela digestdo da endonuclease Haelll. Regido
do fragmento génico da B-Lactoglobulina bovina, localizado nos exons Il e III\.
M: Marcador DNA- Ladder 100pb; Animais 1- 5/8; 2- BI-I; 3- BI-lll; 4- BI-II

Em todos os padrdes eletroforéticos encontrou-se um fragmento
constante de 400pb, o que comprovou a eficacia da digestdo pela
endonuclease Haelll. Além disso, como forma de controle da digestéo

enzimatica, sempre se adicionava uma amostra n&o digerida.

As frequéncias alélicas de A e B foram de 0,5 para cada alelo. A
distribuicdo das frequéncias genotipica e alélicas do gene da B-Lg observada

nos grupos genéticos Holando-Gir, encontra-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas da [B-Lactoglobulina.

Genotipo  Frequéncia N N 2 Frequéncia Alélica
Genotipica
(%) Observado Esperado (x0)
AA - - 41.25 A 0,5+0,039
AB 100 165 82.5 165,0*
BB - - 41.25 B 0,540,039
Total 165
*P<0,05

De acordo com o teste de qui-quadrado (XZ), considerando as
frequéncias genotipicas observadas e esperadas da [B-Lg, verificou-se que
estas diferiram significativamente (P<0,05), o que indica que nesta amostra
populacional o locus génico da B-Lg ndo se encontra em equilibrio genético
pela lei de Hardy-Weinberg. Este fato pode ser justificado pela existéncia de
fatores evolutivos que atuam sobre esta populagao (BEIGUELMAN, 2008).

Os resultados referentes as frequéncias genotipicas observadas da -Lg
deste estudo apresentaram discordancia com relacdo a outros encontrados na
literatura, que na sua maioria, verifica-se a presenca dos trés genétipos (AA,
AB e BB). Entretanto, nesta pesquisa detectou-se apenas o gendtipo
heterozigoto (AB), portanto, pode estar sob a agao de forgas seletivas (selegcao
artificial), pois faltam os gendtipos homozigotos, AA e BB, que se esperavam
(GIANNONI &GIANNONI, 1983).

Ng-Kwai-Hang et al. (1984); Gonyon et al. (1987); Ng-Kwai-Hang et al.
(1990), ao associarem o efeito do polimorfismo genético da B-Lg com a
producao de proteina e gordura do leite em bovinos holandeses (Bos taurus

taurus), detectaram a presenca dos trés gendtipos AA, AB e BB, com maior
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frequéncia do gendtipo AB (50,54%; 49,76% e 49,31%, respectivos autores)
em relagdo aos demais (AA e BB).

Aleandri et al. (1990) estimaram o efeito dos gendtipos da B-Lg em
vacas holandesas sobre a manufatura de queijos e observaram maior
frequéncia para o genétipo AB (47,7%) em relagao ao gendtipo BB (35,1%), e
frequéncias alélicas de 40,95% para o A e 58,95% para B. Eenennaam &
Medrano (1991) estudaram o mesmo polimorfismo genético, também em
taurinos, e detectaram o maior percentual de animais heterozigotos, além de
frequéncias alélicas de 43 e 57% para os alelos A e B, respectivamente.

As frequéncias observadas no trabalho de Sabour et al. (1993) ao
estudarem o polimorfismo da B-Lg mostram maior frequéncia do gendtipo AB
em animais da ragca Holandesa (42%), Ayrshire (49%) e Jersey (45%), em
relagéo aos genotipos AA, e BB.

Hill et al. (1996) e Paterson et. al. (1999), em pesquisas com as racgas
Holandesa e Jersey na Nova Zelandia, verificaram que maior frequéncia do
genotipo AB da B-Lg (aproximadamente 51 e 43%, respectivamente), para
ambas as ragcas em comparacgao aos outros genétipos encontrados (AA e BB),
com a predominancia do alelo B. Na pesquisa realizada por Ojala et al. (1997)
detectou-se também em animais das ragas Jersey e Holandesa, na Califérnia-
EUA, frequéncia superior para o genotipo AB (51 e 58%, respectivamente) nas
duas racgas.

Celik (2003) em estudo com a raca Pardo-Suica na Europa, observou a
mesma tendéncia de maior proporgdo genotipica AB (53,79%), com
predominancia do alelo B (56%) em relagao ao A.

Tsiaras et al. (2005) determinaram o efeito dos gendtipos da B-Lg sobre
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caracteristicas de produgao e desempenho reprodutivo em vacas holandesas.
Identificaram também maior percentual do gendtipo AB, em relagéo aos demais
gendtipos (AA e BB).

Em uma pesquisa realizada na Turquia por Oner & Elmaci (2006),
determinou-se a variabilidade genética no locus da B-Lg, sendo também
observada a maior frequéncia do genétipo AB (48,2%).

Ao associar o polimorfismo do gene da B-Lg com a producao de leite de
70 animais Girolando F1, Rodrigues (2006) realizou um levantamento das
frequéncias genotipicas e alélicas deste polimorfismo, e relatou a
predominancia do gendtipo AB (57,14%), em relagcdo aos genodtipos BB
(35,71%) e AA (7,14%), e encontrou frequéncias alélicas de 64 e 36% para A e
B, respectivamente.

Outros estudos que evolvem a identificagdo da variabilidade genética no
locus da B-Lg foram efetuados por Neves et al. (1998) com vacas da espécie
Bos taurus indicus (Gir e Nelore), determinando que vacas da raca Gir
selecionadas e nao selecionadas para producdo de leite encontraram
concentracgao alélica de A e B, respectivamente, de 44,87 e 55,13% para A e B,
para o grupo de vacas nao selecionadas, e maior frequéncia do gendtipo AB
(48,72%) em relagdo aos genotipos AA (20,51%) e BB (30,77%). Uma maior
discrepancia foi encontrada nas frequéncias alélicas do grupo das vacas
selecionadas para produgédo, cujos percentuais foram de 35 e 65% para os
alelos A e B, respectivamente, sendo o gendtipo AB em maior porcentagem
(63,33%), em relagdo aos demais (AA-3,33% e BB-33,33%). Resultado este
segundo os autores, justificado pela relagdo existente entre o alelo B e maior

producao de sdlidos do leite.
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Todavia, outras pesquisas relataram maior predominéncia do gendtipo
homozigoto BB da B-Lg. Botaro et al. (2007), ao pesquisarem o efeito do
polimorfismo genético da [B-Lg sobre caracteristicas fisico-quimicas e de
composicao do leite de animais das ragcas Holandesa e Girolando, observaram
a presenga dos trés genotipos (AA, AB e BB), com predominéncia BB (45%)
em relagdo ao gendtipo AB (34%). Este trabalho utilizou as mesmas
sequéncias de primers desses autores.

Faria et al. (2000) genotiparam as variantes genéticas da B-Lg em 81
animais da raga Nelore (Bos taurus indicus) e sua influéncia sobre o peso a
desmama na progénie, encontrando os gendtipos AA (1%), AB (30%) e BB,
com predominancia também do gendtipo BB (69%). As sequéncias dos primers
e metodologia empregada neste estudo foram idénticas as utilizadas na
pesquisa desses autores.

Com o objetivo de caracterizar genotipicamente uma amostra da
populagao de animais da raga Nelore, Tambasco et al. (2000) analisaram 180
fémeas por meio de marcadores microssatélite e PCR-RFLP para os genes da
B-Lg. As diferengas nos padrdes de restricido encontrados entre os animais
possibilitaram a identificagdo dos alelos A (24%) e B (76%) desse locus.

Celik (2003) também identificou frequéncia superior para o genétipo BB
(52,53%) da B-Lg em animais da raga Holandesa, onde o alelo B apresentou a
frequéncia de 73%, e o alelo A 27%. Uffo et al. (2006) ao estudar a estrutura
genética de trés populagbes de bovinos cubanos (Criollo de Cuba, Zebu
Cubano e Siboney de Cuba), identificaram a presenga dos gendtipos AA, AB e
BB nas trés ragas, também com predominancia do gendtipo BB da [B-Lg.

Investigou-se o polimorfismo genético em outras proteinas lacteas, e foi
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observado que em outras racas bovinas e outras espécies domésticas houve a
ocorréncia de amostras populacionais com 100% de individuos de gendtipo
heterozigoto ou auséncia de um dos genatipos.

Otaviano (2006) estudou o polimorfismo genético da beta, kappa e alfag;
caseina da espécie bubalina e de varias ragas bovina (Girolando, Gir, Guzera,
Jersey, Holandesa e Pardo-suico) no Brasil. Observou também100% de
heterozigose (A1A2) para as ragas Gir, Pardo-suico e Guzera para o gene da
beta-caseina. O mesmo autor, em relagdo a Girolando, detectou a presenca
dos gendtipos A1A2 (33%) e A2A2 (67%), ndo encontrando o gendtipo
homozigoto A1A1 para o mesmo marcador genético.

Caracterizando o polimorfismo genético da ass-caseina em caprinos das
racas Moxotd, Alpina Americana e SRD nas mesoregides Agreste, Sertdo e
Zona da Mata pernambucana, Silva et al. (2007) encontraram 100% do
gendtipo heterozigoto CD nos trés grupos, com um numero total de 80 animais.

Rodrigues (2006) também avaliou o polimorfismo genético para kappa-
caseina em animais Girolando F1, e verificou a presenca dos alelos A e B
desse gene, porem com a ocorréncia apenas dos gendtipos AB e BB, nao
havendo a presenca do homozigoto AA.

A diversidade de pesquisas referentes aos marcadores genéticos das
proteinas lacteas permitiu 0 acesso a uma gama de resultados, porém
controversos em sua maioria, com relacao as frequéncias dos principais alelos
da B-Lg bovina e a influéncia destes marcadores no comportamento das
caracteristicas de produgao de maior interesse econémico.

As consideracdes a respeito dos resultados encontrados na literatura é a

de que o gendtipo AA da B-Lg bovina encontra-se em menor frequéncia em
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relacdo aos gendtipos AB e BB, e que o alelo B encontra-se em maior
frequéncia em relagcdo ao alelo A, independente da raca e localizagcao
geografica estudada.

Com relagdo aos resultados encontrados nesta pesquisa, seréao
necessarios outros estudos, a fim de comprovar o perfil genotipico do locus da
B-Lg bovina. Para isso, um conjunto de medidas como elevagao do N amostral,
diversificagdo de rebanhos, desenvolvimento de primers especificos para

genotipar os mesticos Holando-Gir, devera ser adotado.
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5. Conclusoes

Detectou-se, dentro da amostragem estudada, a frequéncia de 100% do
gendtipo heterozigoto (AB) da beta-lactoglobulina em todos os grupos
genéticos Holandés-Gir estudados.

Este estudo expressa a necessidade de outras pesquisas que elucidem
o comportamento do polimorfismo do locus da B-Lg nos diversos grupos
genéticos Holando-Gir.

E necessario que trabalhos que correlacionem o polimorfismo genético
da beta-lactoglobulina, com caracteristicas de interesse zootécnico, sejam

elaborados com o intuito de comprovar a eficiéncia desse locus como marcador

genético em programas de melhoramento de rebanhos mesticos Holando-Gir.
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