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POLIMORFISMO NO GENE DA BETA-CASEINA EM REBANHOS
ZEBUINOS LEITEIROS NO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE
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GRANDE DO NORTE. 2014. 43f. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Animal:
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RESUMO

Diversos problemas de saude humana vém sendo relacionados ao consumo de leite
bovino, destacando-se entre eles aqueles relacionados a constituintes alergénicos,
ocasionados pela reacdo imunoldgica do corpo as proteinas lacteas. Sabendo-se
disto e da importancia do leite como fonte de proteina de origem animal, encontrar
solucBes para minimizar a ocorréncia de tais reacdes é extremamente necessario.
Estudos apontam que as racas zebuinas apresentam alta frequéncia do alelo A2 da
B-caseina. Este alelo, em homozigose, propicia um leite menos nocivo a salde
humana, mostrando a importancia fisioldgica de sua deteccdo. Neste contexto, este
estudo teve como objetivo identificar a presenca das variantes alélicas Al e A2 do
gene da B-caseina, bem como avaliar as caracteristicas produtivas em rebanhos
zebuinos leiteiros. Foram utilizados 156 animais zebuinos leiteiros (68 da raca Gir e
88 da raca Guzerd) provenientes do rebanho da Estacdo Experimental Felipe
Camardo - EMPARN. As extracfes de DNA foram feitas a partir do foliculo piloso
dos animais. O gene foi amplificado e sequenciado em sequenciador automatico
ABI 3100. As sequéncias obtidas foram submetidas a analise no programa
Geneious 5.6.5°. Para andlise estatistica utilizou-se o programa Statistical Analysis
System (SAS, 2002). O procedimento ANOVA foi utilizado para analise de
variancia e comparacdo de médias pelo teste de Tukey no nivel de 5% de
significancia. As frequéncias alélicas e genotipicas dos animais Gir e Guzera foram,
respectivamente, 98% e 97% para o alelo A2; e 0,96 e 0,93 para 0 genétipo A2A2.
As médias das caracteristicas produtivas do Gir e Guzera se encontram dentro dos
valores observados para as racas, porém diferiram-se entre elas significativamente
nos teores de proteina, lactose e extrato seco desengordurado. Para os animais da
raca Gir, obteve-se correlacdo positiva com o teor de gordura e sélidos totais,
enquanto que para a raga Guzera verificaram-se as correlagbes entre as seguintes
variaveis: gordura e solidos totais, proteina e sélidos totais, e lactose e extrato seco
desengordurado. Os resultados mostram a alta frequéncia do alelo A2 nas ragas Gir
e Guzera, portanto, pode-se afirmar que para esta proteina o leite das ragas zebuinas
Gir e Guzerad na populagdo estudada e constitui indicativo de que o leite destas
racas possa ser mais saudavel. Este trabalho € de grande importancia para a
producdo leiteira, pois séo raras as pesquisas no pais desenvolvidas sobre o tema,
principalmente com as racas zebuinas, e sinaliza para a perspectiva de selecdo
destas ragas visando ao aumento da frequéncia do alelo desejavel, despontando
como uma alternativa viavel para a producéo de um leite nao alergénico.

Palavras-chave: alergia, CSN2, leite A2, Gir, Guzerd, producao de leite
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ABSTRACT

Various human health problems have been related to the consumption of bovine
milk, foremost among them those related to allergenic constituents, caused by the
body's immune response to milk proteins. Knowing this and the importance of milk
as a source of animal protein, find solutions to minimize the occurrence of such
reactions is extremely necessary. Studies indicate that Zebu breeds have a high
frequency of A2 allele of B-casein. This allele, homozygous, provides a less
harmful to human health milk, showing the physiological importance of their
detection. In this context, this study aimed to identify the presence of allelic
variants Al and A2 of the B-casein gene, as well as evaluate the production
characteristics in dairy zebu cattle. EMPARN - 156 Zebu dairy animals (68 Gir and
88 Guzera) from the herd of the Experimental Station Felipe Shrimp were used.
DNA extractions were made from animal hair follicle. The gene was amplified and
sequenced in ABI 3100 automated sequencer, the sequences obtained were
subjected to analysis in Geneious 5.6.5® program. Statistical analysis was
performed using the Statistical Analysis System (SAS, 2002) program. The
ANOVA procedure was used for analysis of variance and comparison of means by
Tukey test at 5% significance. The allelic and genotypic frequencies of Gir and
Guzera were, respectively, 98% and 97% for the A2 allele; and 0.96 and 0.93 for
genotype A2A2. The means of production characteristics of Gir and Guzera are
within the values observed for the races, but it differed significantly between them
in the protein, lactose, and solids nonfat. For animals Gir, obtained positive
correlation with fat and total solids, while for Guzera there were correlations
between the following variables: fat and total solids, protein and total solids, and
lactose and total solids. The results show the high frequency of the A2 allele in Gir
and Guzera, therefore, can be said that for this protein milk from zebu breeds Gir
and Guzera in the population studied and is indicative of the milk of these breeds
can be more healthy. This work is of great importance for dairy production because
very little research carried out in the country on the topic, especially with the zebu
breeds, and signals the prospect of selecting these races in order to increase the
frequency of desirable allele, emerging as one viable alternative for the production
of a non-allergenic milk.

Key words: allergy, CSN2, milk A2, Gir, Guzera, milk production
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA) entende-se por leite, sem outra
especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, e higiénica, de
vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2002).

O leite bovino é um alimento de grande importancia na alimentacédo
humana, devido ao seu elevado valor nutritivo. E um alimento rico em proteinas,
gorduras, carboidratos, minerais e vitaminas. A sua composi¢cdo pode variar de
acordo com os seguintes fatores: raca, fatores climaticos, estagio de lactacédo, idade
do animal, alimentac&o, e do gendtipo do animal (OTAVIANO, 2006).

Atualmente, Estados Unidos, India, China e Brasil se enquadram, nessa
ordem, nas primeiras coloca¢bes do ranking mundial de producdo de leite
(SIQUEIRA et al., 2012). No Brasil, cerca de 80% do leite é produzido por animais
mesticos oriundos de acasalamento de uma raca taurina (predominantemente
Holandés) com uma zebuina (predominantemente o Gir Leiteiro). Do total de
sémen produzido e comercializado no Brasil para a producgéo de leite, a raga Gir
Leiteiro € responsavel por cerca de 48% (ASBIA, 2011).

Conforme projecdo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
producdo de leite no Brasil deve aumentar 5% em 2014. Se confirmado o aumento, a
producéo deve chegar a 36,75 bilhdes de litros em um ano. Em 2013, a producéo leiteira
foi de 35 bilhGes de litros, sendo 35% a mais que os 26 bilhdes contabilizados em 2007
(IBGE, 2013). Com o aumento da producdo e do consumo, surge também a
preocupacdo com a qualidade do produto que chega aos consumidores,
principalmente quando o produto é relacionado a varios problemas de salde
humana, como a alergia a proteina do leite de vaca.

Uma das principais proteinas do leite é a caseina, ela se apresenta como a
segunda maior fracdo protéica do leite e a que ocasiona maior sensibilidade nos
individuos. E um grupo de proteinas que compdem cerca de 80% de todas as
proteinas do leite, sendo divididas em quatro grupos: alfa s1, alfa s2, beta e kappa.
A caseina contém proteinas que ao serem digeridas transformam-se em compostos
opiaceos denominados de B-casomorfinas (BCM). A BCM liga-se ao alelo Al da B-

caseina e acredita-se que a ingestdo de leite contendo a presenca desse alelo
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ocasione alergia e outras doencas no corpo humano. Em contrapartida, o alelo A2
da B-caseina ndo tem ligacdo alguma com tais problemas de saiude (WOODFORD,
2008).

A APLV ¢é o tipo mais comum de alergia alimentar, acometendo
normalmente criancas, principalmente as recém-nascidas. O uso abusivo do leite de
vaca como substituto do leite humano levou ao aumento da incidéncia dessa doenca
(CARVALHO JR., 2001). Na APLV, o organismo da crian¢a ndo reconhece uma
ou mais proteinas do leite de vaca (caseina, alfa-lactoaloumina e beta-
lactoglobulina) e reage imunologicamente a elas. Por isso, nos Ultimos anos varias
empresas vém investindo na busca de marcadores moleculares, ou genéticos, para
auxilio ao agronegdcio do leite bovino, ja que o conhecimento do papel dos genes é
importante para o desempenho em caracteristicas bioeconémicas no sistema de
producdo relacionadas a qualidade do leite.

Tal fato, fez com que as pesquisas na area da genética molecular com as
racas bovinas zebuinas evidenciassem aquelas que apresentavam maior frequéncia
alélica e genotipica do alelo Al e A2. Desde entdo, as racas que apresentavam uma
alta frequéncia do alelo Al, passaram a produzir o leite A1, um leite alergénico e
que propicia algumas doencas a pessoas com predisposicdo. E as racas com alta
frequéncia do alelo A2, passaram a produzir o leite A2, um leite que ndo ocasiona
doencas e que pode ser ingerido por pessoas que apresentam a APLV (GARCIA,
2009).

Assim, este estudo teve como objetivo identificar a presenca e frequéncia
das variantes alélicas Al e A2 do gene da -caseina em rebanhos zebuinos leiteiros.

16



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A BOVINOCULTURA LEITEIRA

A bovinocultura leiteira exerce um significativo papel na economia de
paises em desenvolvimento, principalmente nas regifes onde o setor agropecudrio
predomina (VIANA & FERRAS, 2007). Em 2010, o valor bruto da producéo
agropecuaria foi de 257,6 bilhdes de reais. Deste total, aproximadamente 98 bilhdes
de reais sdo provenientes de produtos pecuarios, tendo o leite posicdo de destaque,
que contribui com o valor de 22 bilhdes de reais, ou 22,4% do valor bruto da
producdo pecudria, superado apenas pelo valor da producdo da carne bovina
(PEDROSO et al., 2011).

Em 2011, os paises que tiveram 0s maiores aumentos na producao de leite
de vaca, em termos absolutos, foram: india, Estados Unidos, Turquia e Brasil com
2,54; 1,54; 1,38 e 1,37 milhGes de toneladas, respectivamente (FAO, 2013). Com
isso, 0 ranking dos maiores produtores de leite neste ano foi: EUA, india, China,

Brasil e RUssia, 0s quais sao evidenciados na Tabela 1.

Tabela 1 - Ranking dos maiores produtores de leite em 2011.

Pais Producao (Mil toneladas)
Estados Unidos 89.015.200
india 52.500.000
China 36.928.901
Brasil 32.091.000
Russia 31.385.700
Alemanha 30.301.400
Franca 24.426.500
Nova Zelandia 17.893.800
Reino Unido 14.246.000
Turquia 13.802.400

Fonte: adaptado de FAO (2013).

Segundo Pila (2013), a producdo mundial de leite esta crescendo desde

2010. Em 2009, apo6s a crise mundial, 0 mercado nacional e internacional, sentiu 0s
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reflexos da menor demanda e queda de precos, como consequéncia 0S
investimentos na atividade (benfeitorias, qualidade do rebanho, alimentacéo, etc.)
diminuiram, e a producdo ndo foi alavancada naquele ano. Considerando a
producdo desde 2008, o maior incremento ocorreu em 2011, quando o volume
produzido aumentou 2,7% em relacdo ao ano anterior. Para 2013, o Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) estimou um aumento de 1,5% na

producdo mundial em comparagdo com 2012 (Figura 1).
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Figura 1 - Producéo de leite no mundo desde 2008 — em milhdes de litros.

Fonte: USDA / Elaboracéo Scot Consultoria — www.scotconsutoria.com.br, 2013
*estimativa

A produgdo de leite brasileira vem acompanhando o crescimento da

produgdo mundial (Figura 2).
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Figura 2 - Produgéo braSIIelra de leite desde 2008 — b||h6es de litros.

Fonte: IBGE / Elaboracéo Scot Consultoria — www.scotconsutoria.com.br, 2013
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Nos ultimos cinco anos, a producdo nacional cresceu, em média, 4,3% ao
ano (PILA, 2013). Entre os maiores produtores mundiais, o Brasil € o primeiro em
crescimento no efetivo de vacas por fazenda, com 5,3% por ano e o primeiro em
crescimento relativo da producdo por estabelecimento, sendo apontado como um
pais promissor no crescimento em tecnologia e producéo de leite (VILELA, 2011).

O leite estd entre os seis primeiros produtos mais importantes da
agropecuaria brasileira, superando produtos tradicionais como café beneficiado e
arroz (COSTA et al.,, 2009).0s avangos nas técnicas relacionadas as etapas de
producdo, processamento e distribuicdo de leite tém favorecido ainda mais o seu
consumo, particularmente no que se refere ao leite bovino. Segundo Pereira (2001),
ha cada vez mais interesse do consumidor por alimentos de qualidade e isto reflete
na comercializagdo dos produtos de origem animal, aumentando a procura de
produtos diferenciados, tais como leites processados com componentes especificos
e que satisfacam necessidades fisioldgicas e sociais. Com a evolugdo constante da
tecnologia de alimentos, que tem adaptado o leite as necessidades do consumidor,
vém-se criando produtos para as necessidades em cada fase da vida (CTENA &
PIROLI, 1999).

De acordo com Pedroso et al. (2011), a industria de laticinios tem
potencializado o valor nutritivo do produto, disponibilizando no mercado uma série
de bebidas lacteas enriquecidas com vitaminas, minerais e 6megas, assim como
leites especiais para as pessoas que ndo conseguem digerir a lactose. A inddstria de
leite, além de satisfazer os anseios do mercado consumidor, estd também
interessada em mudangas na composicdo do leite que possam alterar o seu valor
como matéria-prima para elaboracdo de derivados (SANTOS & FONSECA, 2004).

E correto afirmar que os ganhos de produtividade advém, basicamente, da
adocdo de tecnologias que melhoram a eficiéncia do uso dos fatores de producéo.
Os avangos no melhoramento genético de nossos rebanhos leiteiros, na alimentacao
e na saude animal, tiveram importantes participacbes nesta evolucdo. No
melhoramento genético, houve nos Gltimos anos, aumento da participacdo das ragas
mesticas oriundas do cruzamento, hoje predominantemente mestico Holandés
X Zebu, assim como uma extraordinaria evolucdo no melhoramento do Zebu para

leite, particularmente das vacas Gir e 0 Guzera (PEDROSO et al., 2011).
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As transformacfes socioecondmicas verificadas nos cenarios nacionais e
internacionais levaram o setor agroindustrial brasileiro e, em particular, a cadeia
produtiva do leite, a buscar uma reestruturacdo que permita alcancar niveis de
eficiéncia que garantam a sua competitividade e sustentabilidade, principalmente
porque o produto (leite) esta relacionado a saude humana (VILELA, 2011).

Por mais que o leite bovino atenda as necessidades alimentares, quando se
fala em nutrientes, existem algumas pessoas que sdo impossibilitadas de té-lo como
fonte de alimentos, pois apresentam-se intolerantes a lactose ou por serem alérgicas
a proteina do leite (GASPARIN et al., 2010).

2.2.  ALERGIA APROTEINA DO LEITE DE VACA (APLV)

A APLV é provocada pelas proteinas presentes no leite, que sdo
identificadas pelo sistema imunoldgico como um agressor, um agente estranho, que
precisa ser combatido. A partir da ingestdo destas proteinas, o sistema imunolégico
desencadeia um mecanismo de reacdo, que é responsavel pelos seguintes sintomas
— diarréia, distensdao abdominal, flatuléncia e ainda, lesdes na pele, como urticéria e
coceira, sintomas respiratorios, inflamacdo da mucosa intestinal e até pequenos
sangramentos intestinais (CRUCINSKY, 2008).

Essa alergia tem sido reconhecida como a alergia alimentar mais frequente
na primeira infancia, afetando cerca de 2 a 5% dos lactentes. Tem uma incidéncia
maxima aos trés meses, sendo raro 0 seu aparecimento apds os seis meses de vida.
O fato das proteinas do leite de vaca (PLV) constituirem os primeiros antigenos
alimentares introduzidos na dieta do lactente pode explicar parcialmente o porqué
desta alergia alimentar ser a mais frequente e precoce (BENHAMOU et al., 2009;
ORSI et al., 2009; KNEEPKENS & MEIJER, 2009). Em lactentes a apresentacao
clinica é geralmente ligeira a moderada, o que pode ser atribuido a concentracao de
PLV no leite materno (LM), que é cerca de 100.000 vezes inferior a concentragdo
existente nas formulas para lactentes, principalmente as caseinas (VANDENPLAS
et al., 2007) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Comparativo entre as principais proteinas do leite humano e do leite de

vaca.
Proteina

a-lactoalbumina 2,2 1,2
Caseina-a-sl 0 11,6
Caseina-a-s2 0 3,0
B-caseina 2,2 9,6
K-caseina 0,4 3,6
Y'-caseina 0 1,6
Imunoglobulinas 0,8 0,6
Lactoferrina 1,4 0,3
p-lactoglobulina 0 3,0
Lisozima 0,5 Tracos
Albumina sérica 0,4 0,4
Outros 0,8 0,6

Fonte: Adaptado de Crittenden & Bennett, 2005.

Vérios fatores predisponentes a APLV tém sido propostos, mas nenhum,
até agora, foi confirmado. Parece existir uma predisposi¢do genética, visto que
cerca de dois tercos das criancas com APLV tém antecedentes familiares, ou seja,
relatos de individuos propensos em familiares do primeiro grau. Também fatores
ambientais, como antecedentes neonatais que alteram a formacdao da flora intestinal,
tais como a prematuridade, a antibioticoterapia nos primeiros meses de vida, ou 0
contato precoce e esporadico com PLV no Utero da mae, através do LM ou através
de férmula para lactentes administrado ocasionalmente, parecem predispor ao
aparecimento de APLV. O aleitamento materno exclusivo durante quatro a seis
meses parece ser um fator protetor, tanto desta como de outras alergias alimentares
(BENHAMOU et al., 2009; ORSI et al., 2009; DIAS et al., 2009; VANDENPLAS
et al., 2007).

2.3. PROTEINAS DO LEITE

O leite € uma secrecdo caracteristica da glandula mamaria de todos os
mamiferos. Por causa de sua fungédo nutricional para animais muito jovens, o leite é

um alimento rico em minerais, vitaminas, gorduras e proteinas, sendo um
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indispensavel ao seu desenvolvimento. A composicdo do leite difere entre as
espécies na porcentagem de seus constituintes, podendo variar também por fatores
climéticos e fisiologicos tais como estagio de lactacdo, idade do animal e de seu
proprio genotipo (OTAVIANO, 2006).

Segundo Gigante & Costa (2008), 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%) e 0,7% de cinzas e vitaminas. Esse produto
fornece proteinas de elevada qualidade e em quantidade significativa, de 3 a 3,59 de
proteinas por 100g de leite. Depois das proteinas sanguineas, as proteinas do leite
sdo provavelmente as mais bem caracterizadas do ponto de vista fisico-quimico e
genético. Elas apresentam a vantagem de serem as proteinas de origem animal de
custo mais baixo, aléem de possuirem alto valor bioldgico. S8o utilizadas como
ingredientes em varios produtos comésticos e alimentares e, individualmente,
podem exibir varias fungdes benéficas ao organismo, como 0 aumento da absor¢do
de célcio e da funcdo imunoldgica, a diminuicdo da pressao arterial e do risco de
cancer (GALLO, 2011).

As proteinas lacteas dividem-se em varias classes de cadeias
polipeptidicas, tendo como principais: a caseina, a beta-lactoglobulina e a alfa-
lactoalbumina. Segundo Koda & Barbieri (1984), o leite contém mais de 20
componentes protéicos dotados de diferentes graus de atividade antigénica e varios
estudos com individuos alérgicos ao leite revelaram que a sensibilidade dos

mesmos a cada fracdo protéica obedece as frequéncias citadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Porcentagem de sensibilizacdo as fracdes protéicas.

Fracdo Protéica % de individuos sensiveis
Beta-lactoglobulina 66-82
Caseina 43-60
Alfa-lactoalbumina 41-53
Globulina sérica bovina 27
Albumina sérica bovina 18

Fonte: Koda & Barbieri (1984).

Koda & Barbieri (1984) apresentam as caseinas como a segunda fracéo

protéica que ocasiona maior sensibilidade nos individuos. De acordo com Gasparin
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et al. (2010), a alergia ao leite resulta de reacdes contra o antigeno, que neste caso
sdo as proteinas do leite, mediadas pelo sistema imunoldgico gerando sinais e
sintomas apds a ingestdo do alimento. De forma diferente a alergia, tem-se a
intolerancia causada pela lactose, em que o acUcar do leite, na auséncia da acdo da
enzima lactase, ndo é absorvido, resultando em desconfortaveis reacées clinicas.

O grupo das caseinas representa cerca de, 75% a 85% das proteinas lacteas
e quase todas se encontram associadas a célcio e fésforo, em micelas de 20 a 300
um de didmetro, que refletem completamente a luz, originando a coloracdo branca
caracteristica do leite. Pelo seu excelente valor nutricional, a caseina é usada por
muitos autores como proteina de referéncia para avaliar a qualidade proteica dos
alimentos lacteos. Essas se dividem em quatro grupos: alfa sl (30-46% das
caseinas), alfa s2 (8-11%), beta (25-35%) e kappa (8-15%) e sdo codificadas por
genes presentes no cromossomo 6 bovino (VERCESI FILHO et al., 2012).

Na década de 1970, determinou-se a sequéncia de aminoacidos das quatro
caseinas. Nessa mesma década, descobriram-se as variantes genéticas responsaveis
pela sintese de cada umas delas, diferenciando-as em um aminoacido ou um grupo
deles. Todas as caseinas contém quantidade elevada de aminoacidos apolares, 0 que
resultaria em uma reduzida solubilidade em &gua, mas a relativa abundéncia de
grupos fosfatos, a escassez de enxofre e a presenca de um grupo carboidrato as
tornam muito polares (ORDONEZ et al., 2005).

Ordoriez et al. (2005), explica ainda que as caseinas sdo ricas em prolina.
A a-sl contém 17 residuos, a a-s2 10, a B 35 e a k 20. A elevada quantidade de
residuos de prolina faz com que o grau de estruturagdo dessas proteinas seja menor
que o de outras. A menos organizada € a beta-caseina. Cerca de 70% de seus
residuos ndo formam estrutura secundaria. Essa desorganizacdo tem consequéncias

interessantes, como:

v Sdo mais facilmente proteolisaveis do que as proteinas globulares em estado
nativo. Ou seja, as caseinas sdo digeridas com mais facilidade, fator
fundamental para o lactente. Também tém importancia tecnologica,
especialmente no queijo, ja que os fendmenos proteoliticos que o ocorrem
durante sua maturacdo serdo decisivos nas caracteristicas sensoriais do

produto acabado;
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v A estrutura aberta, junto com a natureza dipolar das caseinas, faz com que
tenham boa capacidade emulsificante e espumante;

v' A estrutura aberta faz com que sejam resistentes a diversos agentes
desnaturadores, especialmente ao calor. Pode-se assegurar de que o leite se
esteriliza sem perder substancialmente seus atributos sensoriais, gracas a

desorganizacdo inerente as caseinas.

2.4.  BETA-CASEINA (CSN2)

A beta-caseina é a segunda proteina mais abundante no leite, além de ser
crucial para a estrutura micelar da caseina (THREALDGILL & WOMACK, 1990).
Apresenta estado polimorfico e constitui-se de 209 amino&cidos, que se dividem em
13 variantes: Al, A2, A3, B, C, D, E, F, H1, H2, | e G. As variantes Al e A2 sdo
descritas como sendo as mais comumente encontradas variantes alélicas da beta-
caseina em vacas leiteiras (FARRELL et al., 2004; VERCESI FILHO et al., 2012).

As variantes Al e A2 se diferenciam pela mudanca de um nucleotideo na
posicdo 67 da cadeia (histidina Al e prolina A2). Estudos indicaram que,
inicialmente, toda populacdo bovina continha apenas o alelo A2 e que através de
uma mutacdo surgiu o alelo A1 (VERCESI FILHO et al., 2012). Embora a
diferenca na estrutura seja sutil, estas variantes de beta-caseina sdo digeridas de
forma diferente. Para beta-caseina A2, a hidrolise enzimatica ndo ocorre ou ocorre
em uma taxa muito baixa, gerando o peptideo beta-casomorfina-9 (BCM-9). Em
contraste, a digestdo da beta-caseina Al pode produzir o peptideo exdgeno opidide
chamado beta-casomorfina-7 (BCM-7) (ROGINSKY, 2003; KOSTYRA et al.,
2004; EFSA, 2009; SODHI et al., 2012).

Acredita-se que a BCM-7 (Figura 3) é um importante causador de
problemas relacionados a saude humana (TROMPETTE et al., 2003), sendo o
consumo de leite Al associado a um grande aumento de doengas, tais como:
diabetes mellitus tipo | (ELLIOTT et al., 1999; THORSDOTTIR et al., 2000),
doenca coronaria (McLACHLAN, 2001), arteriosclerose (TAILFORD et al., 2003),
sindrome da morte subita infantil (SUN et al., 2003), esquizofrenia e autismo
(WOODFORD, 2008), como também de alergia (GOBETTI et al., 2002). Por outro
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lado Kaminski et al. (2007) afirmam que o alelo A2 ndo tem nenhuma ligacdo com

tais problemas de saude.

Posicdo 67

(prolina impede a
clivagem)
seemimerz | (OBHHEEEHEE0

Beta-caseina Al

Posi¢do 67 (histidina
prontamente permite

a clivagem)
beta-casomorfina-7

(BCM7)

Figura 3 — Clivagem da B-caseina 1 e formacdo daBCM-7.
Fonte: Adaptado de Woodford, 2008.

De acordo com Vercesi Filho et al. (2012), a CSN2 ¢é codificada por genes
presentes no cromossomo 6 bovino. Na figura 4, é apresentada a localizacdo do
polimorfismo de um dnico nucleotideo (SNP), onde existe uma Unica substitui¢ao
de base na sequéncia (GUIMARAES & COSTA, 2002). Essa substituicdo é
denominada transversa, pois ha uma substituicdo de uma purina (CSN2-Al) por
uma pirimidina (CSN2-A2) ou vice-versa (VIGNAL et al., 2002).

1-60 AACCAAACCAAATGGAAGATTTTCTTTCTCTCTCTTCACTGAATTATGTTTTAAAAAGAG
61-120 GAGGATAATTCATCATGAATAACAATTATAACTGGATTATGGACTCAAAGATTTGTTTTC
121-180 CTTCTTTCCAGGATGAACTCCAGGATAAAATCCACCCCTTTGCCCAGACACAGTCTCTAG
181-240 TCTATCCCTTCCCTGGGCCCATCC[A/C]TAACAGCCTCCCACAAAACATCCCTCCTCTTACTC
241-300 AAACCCCTGTGGTGGTGCCGCCTTTCCTTCAGCCTGAAGTAATGGGAGTCTCCAAAGTGA
301-360 AGGAGGCTATGGCTCCTAAGCACAAAGAAATGCCCTTCCCTAAATATCCAGTTGAGCCCT

361-362 TT

Figura 4 — Localizacdo do SNP (A/C) na sequéncia consenso do gene CSN2 de
bovinos.
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25. MARCADORES GENETICOS

Segundo Goes et al. (2012), uma das grandes ferramentas relacionadas a
biotecnologia, que vem proporcionando uma maior producdo com qualidade e
menores custos, sdo os marcadores moleculares. Estas marcas possuem alteracfes
na sequéncia de nucleotideos na molécula de DNA denominadas de polimorfismos
em regides codificadoras e ndo-codificadoras. O genoma €& composto por
aproximadamente 90% de sequéncias ndo-codificadoras, ou seja, que carregam uma
sequéncia de nucleotideos que ndo serad transcrita em RNA mensageiro, nem
traduzida em proteina, sendo a maioria dessas alteracfes estaveis e ndo acarretam
em mudancas fenotipicas (DIAS-SALMAN et al., 2009).

Ferreira & Grattapaglia (1998) citam que os marcadores moleculares,
também denominados de marcadores genéticos, sdo originados das variagdes no
codigo do material genético (genoma) dos individuos segregando pelas geraces no
padrdo de heranca Mendeliana, relacionadas a caracteristicas monogénicas ou que
apresentam distribuicdo compativel com as esperadas em caracteristicas
poligénicas. A identificacdo de variantes de interesse ao melhoramento genético
permitiria promover mudancgas genéticas em um ritmo cada vez mais acelerado
dentro da populacdo (BARENSDE et al., 2001).

O uso de biotecnologias representa uma oportunidade e um desafio, pois
ha necessidade de produzir animais com maior eficiéncia e menor custo. Esta
técnica se torna amplamente aplicada a producdo animal. O uso de marcadores
moleculares, principalmente de DNA, permite que o potencial genético de um
animal seja determinado com maior precisdo, antes mesmo da expressdo do seu
fendtipo. Mas a capacidade de producdo de um animal (fendtipo) é o reflexo da
interacdo de seu material genético (gendtipo) com o ambiente. Assim, a
identificacdo dos efeitos de genes sobre os fendtipos sera tdo mais dificil quanto
mais variaveis forem as condi¢des de ambiente e seus efeitos (REGITANO &
COUTINHO, 2001).

As principais vantagens no uso de marcadores moleculares estéo
relacionadas & precocidade de avaliagdo dos animais para caracteristicas
especificas, uma vez que esta tecnologia emprega amostras de DNA, permitindo

analises imediatamente ap0s 0 nascimento, ou até mesmo durante a fase
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embrionaria pré-implantacdo, podendo ser inclusive incorporada a programas de
producéo in vitro transferéncia de embrides, otimizando os sistemas de selecdo
genética e producdo animal (GARCIA, 2001; GARCIA & PORTO-NETO, 2006).

O simples conhecimento dos genes importantes para as caracteristicas
bioecondmicas no sistema de producdo pode oferecer importantes beneficios a
agroindustria (KAPPES, 1999). O estudo do 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 (FERRAZ et al., 2006). Os
polimorfismos génicos podem se refletir em alteragdo da fungdo do gene,
contribuindo para variaces fenotipicas entre os animais. As alteragbes em um
locos incluem aquelas que mudam a sequéncia de DNA, mas ndo mudam a
sequéncia da proteina, aquelas que mudam a sequéncia da proteina sem mudar a sua
funcdo, aquelas que criam proteinas com diferentes atividades e aquelas que criam
proteinas mutantes que ndo sdo funcionais. Uma populacdo pode ter um
polimorfismo extensivo em nivel de genotipo. Muitas variantes de sequéncia
diferentes podem existir em um determinado locus; algumas delas sdo evidentes,
porque afetam o fendtipo, mas outras estdo ocultas, porque nao tém efeito visivel
(SCAPIN, 2009).

O conhecimento de genes importantes para as caracteristicas bio-
econbmicas, no sistema de producdo, pode oferecer beneficios a agroindistria
(MARANHAO, 2000; SCAPIN, 2009). Segundo Maranhdo (2000), estes estudos
tém sido feitos na area de biologia molecular caracterizando marcadores genéticos
associados as caracteristicas produtivas, que podem ser utilizados para identificar
racas, linhagens ou até mesmo individuos geneticamente superiores, pela analise da
sequéncia do DNA. A existéncia de genes polimérficos no genoma dos individuos é
um dos passos utilizados para alcangar este objetivo. A identificacdo de alelos
polimérficos relacionados a producdo de leite, teor de gordura no leite e
porcentagem de proteina pode levar o produtor a direcionar melhor o0s
acasalamentos em seus rebanhos, para que haja assim, uma frequéncia maior do
polimorfismo desejado para a caracteristica.

O uso de marcadores de DNA pode auxiliar o planejamento de estratégias
de cruzamento para ragas controladas em programas de melhoramento, auxiliando
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na determinacdo da composicdo genética dos rebanhos e sua associacdo as
caracteristicas de interesse. Por isso, a possibilidade de genotipar as proteinas do
leite e identificar suas variantes tem permitido a identificacdo das caseinas bovinas
(BURZINSKA & TOPZEWISKI, 1995; OTAVIANO, 2006).

Alexander et al. (1998), enfatiza a importancia da identificacdo de alelos
polimérficos relacionados & producdo de leite, teores de gordura e proteina, pois
este conhecimento pode auxiliar o produtor na sele¢do de gendtipos e direcionar 0s
acasalamentos em seu rebanho para que ocorra um aumento na frequéncia génica

ou genotipica desejada.

2.6. POLIMORFISMOS NO GENE DA B-CASEiNA

Em um estudo com a raca Vermelha Norueguesa encontrou-se associacdo
genética favoravel do alelo A2 com maior producdo de leite e proteina (NILSEN et
al., 2009). Resultado semelhante foi obtido por Olenski et al. (2010), que
encontraram associacao positiva entre o alelo A2 e o valor genético para producao
de leite e proteina e negativa entre este gene e o valor genético para percentagem de
gordura em touros Holstein na Pol6nia. Assim sendo, além de um valor agregado
para a salde humana, o alelo A2 da beta-caseina pode estar relacionado com maior
producdo de leite e proteina em bovinos. Atualmente na Nova Zelandia e no Brasil,
ha lacticinios que comercializam apenas leite com proteina A2 (o0 chamado leite
A2) devido as suposicoes dessa variante ndo ser tdo nociva a saude humana como a
variante A1l (VERCESI FILHO et al., 2012).

Uma pesquisa desenvolvida na USP de S&o Carlos com animais da raca
Gir demonstrou que esses animais produzem leite A2 (Quadro 1) em sua quase
totalidade, sendo a mutacdo Al rara na populacdo estudada. Além das
caracteristicas ja conhecidas de rusticidade e resisténcia a parasitos externos, o leite
produzido pelos animais da raca Gir pode ser menos alergénico para a B-caseina.
Nas racas taurinas (européias) apenas a raca Guernsey, que ja foi a raca leiteira
mais criada no Brasil, apresenta uma alta frequéncia do alelo A2, ficando a raca
Jersey em segundo lugar, com 75% da proteina 3-caseina A2 e 25% da proteina -
caseina Al, e a raca holandesa com 50% da B-caseina Al e 50% da B-caseina A2
(GARCIA, 2009).
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Quadro 1 — Distribui¢do da frequéncia alélica da p-caseina em diferentes racas.

N° de

Frequéncia alélica da p-caseina

Raca animais Y A2 5 Outro Referéncia
Cadwellet al.,
Angus 77 (EUA) 0,95 0,05 1971
Braham 59 (EUA) | 0,99* 0,01 calayel) etal,
Guernsey | 196 (EUA) | 001 | 098 | 0,02 ASChi‘gggb“rg’
Van Eenennaam
Guernsey 40 (EUA) 0,96 C:0,04 & Medrano,
1991
. . Vercesi Filho et
Gir 385 (Brasil) 0,115 | 0,885 al. 2012
. 260 McLean et al.,
Holstein (Australia) 0,63 0,35 | 0,02 1984
Holstein | 1383 (Italia) | 0,58 | 040 | 0,02 Aleandn etal.
Van Eenennaam
Holstein 1152 (EUA) 0,43 0,55 | 0,02 & Medrano,
1991
Jersey 37(EUA) | 022 | 049 | 0,29 K'dfg(seé al.,
47 Aschaffenburg,
Jersey (ReinoUnido) 0,09 0,63 | 0,28 1968
308 McLean et al.,
Jersey (Australia) 0,07 0,57 | 0,36 1984
157 Bech &
Jersey (Dinamarca) 0,07 0,58 | 0,35 Kristiansen,
1990
Van Eenennaam
Jersey 172 (EUA) 0,17 0,50 | 0,33 & Medrano,
1991
Ng-Kwai-Hang
2
Jersey ? (Canada) 0,19 0,50 | 0,31 & Kim, 1994
Jersey 116 (Irlanda) 0,30 0,41 | 0,28 | A%0,01 | O’Hara, 1995
1328 (N. Winkelman &
) Zelandia) | 0123 | 0591 Wickham, 1997

* as variantes genéticas da p-caseina A ndo foram distinguidas em variantes At, A2 e A3.
? nimero de animais em estudo ndo determinado.
Fonte: adaptado da EFSA, 20009.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. LOCAL E REBANHO DO ESTUDO

O trabalho foi realizado na Estagdo Experimental Felipe Camaréo,
Fazenda Rockfeller, pertencente & Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio
Grande do Norte (EMPARN), localizada no municipio de Sdo Goncgalo do
Amarante - RN, distante 13 km da capital Natal. A propriedade possui uma area de
430 ha e situa-se na regido litoranea do Estado do Rio Grande do Norte, com clima
predominantemente tropical chuvoso (EMPARN, 2012).

O rebanho estudado era composto de 156 animais puros de origem (PO) ao
total, sendo 88 da raca Guzera e 68 da raca Gir, entre bezerros (as),
novilhas/garrotes, vacas e touros. Na estacdo experimental, utilizou-se o sistema de
producéo a pasto e suplementagdo com concentrado. A dieta de volumoso difere de
acordo com a estacdo do ano: no periodo chuvoso, trata-se de pasto de Braquiaria
ou Mott e no periodo seco, pasto remanescente mais silagem (geralmente sorgo ou
milho com capim elefante). Em ambos os periodos a dieta é suplementada com
concentrado a base de farelo e casquinha de soja, milho em grdo, torta de algodéo.

A ordenha € realizada duas vezes ao dia com intervalo de 12 horas (4h e 16h).

3.2. COLETA DE AMOSTRAS

Os pelos foram retirados da vassoura da cauda do animal, colocados em
envelopes, identificados e armazenados a temperatura ambiente até a extracdo de
DNA (Figura 5).

Com o intuito de interferir o minimo possivel no manejo da fazenda e
evitar o estresse excessivo dos animais, as amostragens foram realizadas durante o
procedimento de registro genealdgico, quando os animais eram levados para o
tronco de contencédo,. Os pelos foram retirados lacando-se entre 15 e 25 pélos nos
dedos da mado e puxando-os com firmeza. Como a coleta ocorreu no periodo
chuvoso, foi realizada, previamente, a limpeza, seguida da secagem dos pelos. Em
sequida, foi verificado se 0s mesmos apresentavam o0s bulbos intactos, ou seja, se
eles ndo foram quebrados antes da raiz.

O material coletado (pelo) foi enviado para o Laboratério de Biotecnologia

Animal — ESALQ/USP para extracdo do DNA e genotipagem. Os dados das
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caracteristicas produtivas foram fornecidos pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria
do Rio Grande do Norte — EMPARN.

Figura 5 — Coleta, acondicionamento e identificacdo de amostras de pelos da

vassoura da cauda de bovinos

3.3. EXTRACAO DE DNA

As extracdes de DNA foram feitas a partir dos foliculos pilosos de cada
animal experimental, totalizando 156 amostras. De acordo com o protocolo
“Extracdo de DNA de bulbos capilares do Laboratério de Biotecnologia Animal —
ESALQ/USP” (Anexo A).

As etapas de extracdo consistiram da lise das células, desproteinizacao e
concentracdo do DNA. O método de extracdo de DNA escolhido € um método néo-
invasivo, caracterizando-se por ser de baixo custo e de facil aplicagdo para as
amostras de material biol6gico.

3.4. PRIMERS CSN2

O par de primers CSN2 foi previamente delineado por Vercesi Filho et al.
(2012) e compreende uma regido parcial do intron 6 e éxon 7. O nimero de acesso
ao GenBank, sequéncia dos primers e o tamanho do fragmento amplificado, podem

ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Sequéncia dos primers e tamanho do produto amplificado.

- o o Acesso Tamanho
Iniciador Sequéncias dos iniciadores (5’-3”)

GenBank  Fragmento

CSN2 D - CTGGCTTTCAGTAAAGGGCTCAACTG JN051275¢e 362 pb

R-TGACCCCAATTTCTTAACCAAACCAA  JN051276*

*IN051275 = CSN2-A1; IN051276 = CSN2-A2.

Os primers foram diluidos em uma concentragéo final de 2pmol/uL, ¢ as
condicdes de temperatura de anelamento foram estabelecidas para o par de primers

através de gradientes de temperatura.

35. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E PURIFICACAO
DO PRODUTO AMPLIFICADO

Para a reacdo de PCR foram utilizados 5 pL de DNA, adicionados a 20 puL
do mix de reagdo composto pelos seguintes reagentes: 2,5 pL de tampédo 10x (50
mM de KCI, 10 mM Tris-HCI pH 9,0), 0,75 de MgCl, (50 mM), 0,5 uL de dNTP
(10 mM), 1,0 pL de cada primer (2,0 pmol/uL), 0,1 pL de enzima Platinum® Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e agua Mili-Q completando para um
volume final de 25 pL.

O programa utilizado para amplificacdo dos fragmentos do gene da beta-
caseina seguiu os seguintes ciclos: desnaturacao inicial por 2 minutos a 95 °C,
seguindo-se de uma nova desnaturacdo por 30 segundos a 95 °C, anelamento a 60°C
por 30 segundos e a extensdo a 72 °C por 30 segundos, seguindo-se de uma
extensdo final a 72 °C por 2 minutos. Foram realizados 32 ciclos da reagdo. As
especificidades dos produtos amplificados foram verificadas em gel de agarose 1%.

Para a amplificacdo do DNA, foi feito um teste de gradiente, pois a
temperatura de anelamento € um fator importante na otimizacdo de uma PCR.
Segundo Pértille (2013), temperaturas inadequadas tornam o pareamento primer-
DNA menos seletivo e especifico, aumentando o aparecimento de produtos
indesejaveis.

A otimizacédo da amplificacdo dos fragmentos de aproximadamente 362pb

utilizada para o sequenciamento foi através da PCR e a visualizagdo do gradiente
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utilizado na reacdo foi realizada pela observacdo das bandas formadas pelo
GelRed® intercalado a0 DNA que fluoresce quando submetido & luz ultravioleta,
depois da eletroforese em gel de agarose 1%

Apos a amplificacdo dos fragmentos foram realizadas as purificacbes dos
produtos de PCR pelo Protocolo de Purificacdo de PCR para Sequenciamento
utilizando AGENCOURT® AMPURE® XP através de Beads magnéticas (Anexo
B). A purificacdo do DNA amplificado visa eliminar esses residuos aumentando a
qualidade das sequéncias produzidas, além de ser indispensavel para a preservacao
dos capilares do Sequenciador Automatico de DNA (FIGUEIREDO et al., 2003).
As amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% juntamente com o padrdo Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen) para verificar a concentracdo e qualidade de DNA
existente em cada amostra. A purificacdo dos produtos, consistiu na retirada dos
residuos de primers, dNTP e Tag DNA polimerase da reacdo, para obtencdo de

sequéncias de melhor qualidade nos cromatogramas apds o seqlienciamento.

3.6. SEQUENCIAMENTO DO PRODUTO AMPLIFICADO

A reacdo de seqlienciamento foi realizada de acordo com o protocolo do
Kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction® (Life Technologies).
Para cada reagdo foram utilizados: tampéo Save Money, primers (direto e reverso
separadamente), Kit Big Dye, agua mili-Q e DNA. O programa utilizado na reagéo
de sequenciamento compreendeu as seguintes fases: desnaturacdo inicial a 95 °C
por 1 minuto, seguindo-se de uma nova desnaturagdo a 95 °C por 15 segundos,
anelamento a 50 °C por 15 segundos e extensdo a 60 °C por 2 minutos, totalizando
35 ciclos (Anexo C). Foram preparadas duas reacdes de seqlienciamento para cada
individuo, uma utilizando o primer direto e outra o reverso.

Para a purificacdo foi utilizado o protocolo de purificacdo da reacéo de
sequenciamento (LifeTech) (Anexo D). E posteriormente, as amostras foram
aplicadas no  seqienciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyser®
(AppliedBiosystems).
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3.7.  ANALISE DOS RESULTADOS DO POLIMORFISMO

As leituras das sequéncias de nucleotideos do fragmento amplificado pelos
iniciadores para o gene da beta-caseina Al e A2, foram alinhadas e editadas, para
confirmacdo das mutagdes e para obtencdo das figuras foi utilizado o programa
Geneious 5.6.5° (DRUMMOND et al., 2011).

38. DETERMINACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E
GENOTIPICAS DAS RACAS

a) Freqliéncia alélica
As frequiéncias alélicas (x;) para os alelos da beta-caseina (i), e genotipicas

para o genotipo (ii), foram estabelecidas, pelas Equacdes 1 e 2:
2Ni + > Ny
2N

Nii
Xi = —
n

Em que n.e nijcorrespondem ao numero de homozigotos e heterozigotos observados

no alelo i, respectivamente; e n corresponde ao numero de individuos analisados.

b) Teste do equilibrio de Hardy-Weinberg
Pelo teorema de Hardy-Weinberg, as frequéncias genotipicas esperadas,

em equilibrio, podem ser estimadas a partir da expansao do binémio:

(Xi + Xj) = Xi2 + 2XX + X2

Em que x;? = frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo i; 2xix; =frequéncia
esperada para heterozigotos ij; sz = frequéncia esperada dos homozigotos para o
alelo j.
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3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os animais submetidos a andlise estatistica foram somente aqueles que
apresentaram o genétipo A2A2 e que estavam em lactacdo. Foi utilizado o
programa Statistical Analysis System (SAS, 2002). O procedimento CORR foi
utilizado para analise da associacd@o entre as variaveis (gordura, proteina, lactose,
solidos totais, extrato seco desengordurado e producdo de leite) e comparacdo de
médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EXTRACAO DE DNA

O DNA extraido foi submetido a reacdo de PCR e visualizado em gel de
agarose. Algumas amostras de DNA tiveram que ser reextraidas devido a baixa
quantidade de DNA obtida. Salman & Laureano (2006), utilizaram a mesma
metodologia de extracdo de DNA e afirmaram que o método utilizado mostrou-se
muito rapido e simples em relacdo a outras metodologias, além do menor custo,
mas nao foi eficiente do ponto de vista técnico, ja que resultou em uma amostra de
DNA de baixa qualidade e com muitas contaminacdes, as quais foram observadas

pela amplificacdo por PCR de vérias bandas inespecificas.

4.2. AMPLIFICAQAO E PURIFICAC}AO DOS FRAGMENTOS PARA
REAQAO DE SEQUENCIAMENTO

Observa-se na Figura 6 que os fragmentos de DNA amplificaram em todas

as temperaturas de anelamento testadas (variando de 54 °C a 60 °C), sendo

escolhida a de 60 °C como melhor temperatura de anelamento para os fragmentos.

M A1 B1 CN "A2 B2 CN A3 B3 CN A4 BACN A5 B5 CN A6 B6 CP CN
pb : '

-
2080
1200
800w
M, WIS R M W W W w
200 ’.
100
.

Figura 6 — Gradien'te de temperatura (1: 61,0 °C; 2: 60,5 °C; 3: 59,6 °C; 4: 58,3 °C;
5: 56,7 °C; 6: 54,0 °C), marcador molecular (M), animal A (A), animal B (B),
controles negativos (CN) e controle positivo (CP) para amplificacdo dos fragmentos
do gene CSN2.
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Ap6s a purificacdo dos produtos, observou-se em gel de agarose 1% a
qualidade do DNA, sendo as bandas mais intensas como de melhor qualidade
(Figura 7).

Figura 7 — Purificacdo pelo kit AGENCOUT® AMPURE® (PCR purification) a
partir da amplificacdo de 10 amostras para o gene da CSN2 (M: marcador

molecular; 2-12: animais).

4.3. SEQUENCIAMENTO

Os 156 animais da raca Gir e Guzerd foram sequenciados para
identificacdo de polimorfismos no gene CSN2. Realizou-se duas reagdes de
sequenciamento para cada individuo, uma utilizando o primer direto e outra o
reverso para confirmagdo dos polimorfismos encontrados. Ap6s a reacdo de
sequenciamento, ocorreu a purificacdo da reacdo de sequenciamento, e em seguida
as amostras foram aplicadas no sequenciador automatico ABI 3100 Applied
Biosystems.

Na Figura 8, observa-se a presenca de um SNP no gene da CSN2. Dos
quatro animais mostrados na imagem, um apresentou o alelo Al (TT), sendo este
heterozigoto (A1A2). Pode-se explicar a heterozigose, ja que existe a presenca de
dois picos sobrepostos no cromatograma, enquanto que no polimorfismo

homozigoto ndo h& a sobreposicao dos picos.

37



Ce FUD 7. 5F_D01_007.ab1 G i T A G

N /\/\ i A AN /\/
B+ REV B, 5R_D03_007.ab G T T A =
775 =
w7 \/\_/-\ N /_\[__
Ce FUD 9. F_E01_009.ab1 e T T A =
o \A/\ NN SN N
be REV10. 6R_E03_009.ab1 A =

Ce FUD11.7F_FO01_011.ab1 T G G A T

Ce REV12. 7R_F03_011.ab1 T G G A T

i L\/\/\ N O S N

Ce FUD 13, 8F_G01_013.ab1 A G G G A T
/\/\ /\ !/—\ S / /—\/—

. / N\ /
L+ REV14.8R_G03_013.ab1 G G G A T

Figura 8 — Imagem do SNP CSNZ2, obtidas do software Geneious®.

Dos 156 animais estudados, somente nove apresentaram heterozigose
(A1A2), enquanto que a maioria mostrou-se homozigoto para 0 A2. Em relagéo as
racas, a Guzera obteve uma maior quantidade de animais heterozigotos, com seis,
contra trés da raca Gir. Nenhum animal apresentou homozigose para o Al, esse fato
pode ser explicado por Garcia (2009), pela alta frequéncia do alelo A2 nas racas
zebuinas. Segundo Ayres et al. (2010), no Brasil foram realizados, por muitos anos,
cruzamentos entre fémeas taurinas e machos zebuinos para obtencdo de animais
mais adaptados as condicdes tropicais dos sistemas de producdo nacionais.
Posteriormente, utilizaram-se 0s cruzamentos absorventes com animais zebuinos
para restaurar a composicao zebuina. Portanto, embora 0s animais puros de origem
(PO) gerados por estes cruzamentos possuam DNA nuclear de origem zebuina, o
DNA mitocondrial é de origem taurina. Esse fato pode explicar a presenca do alelo

Al nas racas zebuinas.
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44. FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS
As frequéncias alélicas e genotipicas associadas ao polimorfismo da CSN2
séo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Frequéncias alélicas e genotipicas para os alelos Al e A2 nas ragas Gir e

Guzera.
Frequéncias alélicas Frequéncias genotipicas
Racas Al A2 AlAl AlA2 A2A2
Gir 0,02 0,98 - 0,04 0,96
Guzera 0,03 0,97 - 0,07 0,93

As frequéncias alélicas observadas demonstraram que o alelo A2 encontra-
se com frequéncia superior ao alelo Al nas duas racas. Concomitante, ndo se
observou a presenca do genotipo ALAL em nenhuma das racas e a frequéncia do
genoétipo A2A2 prevaleceu sobre o gen6tipo A1A2. Estes resultados se assemelham
aos obtidos por Otaviano (2006), que encontrou 100% da frequéncia alélica (A2) e
genotipica (A2A2) nas mesmas racas. Todavia, Vercesi Filho et al. (2012), em
trabalho com a raga Gir, encontrou frequéncia de 0,885 para o alelo A2, e 0,084,
0,062 e 0,854 para 0 genotipo A1AL, A1A2 e A2A2, respectivamente. Apesar das
duas pesquisas mostrarem resultados distintos, é preciso salientar que os autores
trabalharam com outra amostra populacional e que as frequéncias alélicas e
genotipicas sdo propriedades de cada populacdo, portanto as diferencas, embora
pequenas, existem.

Os resultados deste trabalho assim como dos trabalhos citados
anteriormente confirmam a alta frequéncia das racas zebuinas para o alelo A2.
Sendo assim, a maioria dos animais estudados pode produzir o leite A2, sendo este
um produto que pode ser ingerido com maior seguranca pelos individuos que
apresentam sensibilidade a proteina B-caseina. Este fato € de grande importancia

para uma parte da populagdo que apresenta a APLV, ja que muitas pessoas
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alérgicas a proteina P-caseina poderdo consumir este leite bovinos em reacdes
adversas.

Este estudo trouxe varias evidéncias e perspectivas sobre a qualidade do
leite zebuino, no entanto ha necessidade de mais pesquisas nas racas zebuinas que
correlacione esse polimorfismo com caracteristicas de interesse zootécnico, com o
intuito de comprovar o potencial desse locos como marcador genético em
programas de melhoramento, e assim alavancar a producéo de leite para produtos

diferenciados no mercado leiteiro.

4.5. ESTATISTICA DESCRITIVA
O numero de observacbes e as estimativas de médias, desvios-padréo,
minimos e maximos obtidos para as caracteristicas produtivas dos rebanhos para o

gendtipo A2Az2, estdo ilustrados na Tabela6 e 7.

Tabela 6 — Estatistica descritiva para as caracteristicas gordura (GORD), proteina
(PROT), lactose (LACT), sdlidos totais (ST), extrato seco desengordurado (ESD)

em porcentagens (%) e producdo de leite (PROD) em litros para a raca Guzera.

Variavel : C.V. Minimo Maximo
GORD (%) 29 4,28 0,47 10,98 3,52 5,43
PROT (%) 29 3,43 0,22 6,41 3,02 3,81
LACT (%) 29 4,55 0,28 6,15 3,51 4,86
ST (%) 29 13,27 0,66 4,97 11,79 14,79
ESD (%) 29 8,99 0,39 4,34 8,08 9,70
PROD (L) 29 11,13 3,66 32,88 2,00 20,14

N: Ndmero de observagdes; D.V.: Desvio-padréo; C.V.: Coeficiente de variagao.
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Tabela 7 — Estatistica descritiva para as caracteristicas gordura (GORD), proteina
(PROT), lactose (LACT), solidos totais (ST), extrato seco desengordurado (ESD)
em porcentagens (%) e producéo de leite (PROD) em litros para a raca Gir.

Variavel Média . C.V. Minimo Maximo
GORD (%) 24 4,21 0,64 15,20 2,84 5,09
PROT (%) 24 3,28 0,21 6,40 3,03 3,68
LACT (%) 24 4,61 0,19 4,12 4,12 4,93
ST (%) 24 13,04 0,74 5,68 11,79 14,62
ESD (%) 24 8,77 0,35 3,99 7,93 9,54
PROD (L) 24 12,79 5,01 39,17 2,98 26,83

N: Ndmero de observagdes; D.V.: Desvio-padréo; C.V. Coeficiente de variagéo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Ribeiro et al. (2005) estudando a
producdo e composicao do leite de vacas Gir e Guzera no Rio Grande do Norte, que
encontraram as seguintes médias para a raca Guzera, 4,93+0,48 (GORD);
3,91+0,20 (PROT); 4,4840,07 (LACT); 9,52+0,23 (ESD) e 6,86+1,31 (PROD). Ja
para a raga Gir, as médias foram: 4,20+0,62; 3,46+0,23; 4,60+0,15; 9,19+0,33 e
8,58+2,10 para gordura, proteina, lactose, extrato seco desengordurado e producao
de leite, respectivamente.

Na tabela 8 é possivel observar que houve diferenga significativa nas
porcentagens de proteina, lactose e extrato seco desengordurado entre as racgas Gir e

Guzera.
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Tabela 8 - Médias obtidas para as caracteristicas gordura (GORD), proteina
(PROT), lactose (LACT), sélidos totais (ST), extrato seco desengordurado (ESD) e
producéo de leite (PROD) das ragas Gir e Guzera.

ESD

Gir 4.21° 3,28° 4,612 13,042 8,77° 12,792
+0,64 +0,21 +0,19 +0,74 +0,35 +5 01
4.28° 3,43 4 55° 13,272 8,99 11,13°

Guzera +0 47 +0.22 +0,28 +0,66 +0,39 +3,66

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey a 5%.

As racas Gir e Guzeré se diferenciaram na correlacao entre as caracteristicas
produtivas. Na raca Gir, a gordura e os solidos totais apresentaram significativa
correlacdo linear (p<.0001) ; enquanto para a raga Guzera, houve uma expressiva
correlacdo nas seguintes variaveis: gordura e solidos totais, proteina e sdlidos totais,

e lactose e extrato seco desengordurado.
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5. CONCLUSAO

A frequéncia alélica do A2 e genotipica do A2A2 para o gene da -caseina
no rebanho estudado é alta, mostrando assim que as racas zebuinas podem produzir

um leite menos alergénico para os individuos sensiveis a proteina 3-caseina.
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ANEXOS



ANEXO A-PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA DE BULBOS
CAPILARES

Operador: Data: [/ [/

Extracdo de DNA de bulbos capilares:

1) Cortar 5 bulbos capilares com + ou — 0,5cm dos pelos e colocar em tubos
de 1,5 mL devidamente marcados.

2) Acrescentar 100 ul de solugao de lise, ressuspender no vortex (até formar
espuma) e centrifugar por 10 segundos a 13000 rpm.

3) Incubar a 95°C por 10 minutos.

4) Adicionar 100 ul de solug¢ao neutralizadora e conservar a -20°C.

olucdes:

A) Solucgéo de lise: NaOH 200 mM
B) Solucéo neutralizadora: HCI 200 mM
Tris-HCIL00mM pH 8,5



ANEXO B — PROTOCOLO PURIFICACAO PCR PARA
SEQUENCIAMENTO AGENCORT® AMPURE® XP

. Colocar 10 pl de PCR em uma placa

. Agite suavemente o frasco de AgencourtAMPure XP para
ressuspender as particulas magnéticas que possam ter precipitado
(Geladeira Lab Central).

. Adicionar 18 pl de AgencourtAMPure XP de acordo com a tabela.

PCR Reaction Volume (pL) | AMPure XP Volume (pL)

10 18
20 36
50 I 90

| 00 180

O volume de AgencourtAMPure XP para uma determinada reacao
pode ser derivado da seguinte equacédo (Volume AgencourtAMPure
XP por reacao) = 1,8 x (Volume Reaction)

. Misturar a reacdo 10X usando uma micropipeta. Deixe as amostras
misturadas 5 minutos em temperatura ambiente para a recuperacao
maxima. Esta etapa liga os produtos PCR 100bp e maiores as
esferas magnéticas. Misturar com a micropipeta € preferivel pois
tende a ser mais eficaz. A cor da mistura devera aparecer marrom
depois da mistura homogénea.

A partir deste passo até o passo 7 fazer na placa magnética.
Coloque a placa de reacdo em uma Super Placa Magnética
(AgencourtSPRIPlate 96) por 2 minutos para separar esferas da
solucdo. Nesse momento as esferas se ligam a placa magnética
formando uma bolinha, deixando a solu¢éo limpida.

. Descarte o sobrenadante cuidadosamente sem tocar nas esferas,
elas ndo devem ser descartadas. Se for dificil a separacdo, deixe
alguns microlitros para o proximo passo.

. Pipetar 200 pl de etanol 70% em cada poco da placa de reacéo e
incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. Descartar o etanol
cuidadosamente sem tocar nas esferas.

. Repita 0 passo 7 a para um total de duas lavagens. Nesse é
importante retirar todo o sobrenadante.



9. Retirar da placa de reacdo da placa magnética secando a

temperatura ambiente por aproximadamente (15’ — 30’) até secar
completamente.

10.Ressuspender as amostras em 12l de 4gua mili Q, misturando com

a pipeta 10x até que a solucao fique de cor marrom.

11.Coloque a placa de reacdo na placa magnética por 2 minutos para

separar esferas da solucéo.

12.Transferir somente 10 pl do sobrenadante limpido para uma nova

placa, com cuidado para ndo pegar as esferas junto.

13.Aplicar 1 pl das amostras no gel de agarose a 1%, usando 2 pl do

marcador de peso molecular (Lowmassladder — Invitrogen), para
visualizagéo e quantificacdo do produto de PCR purificado.

14.Armazenar a -20 °C.

Materiais:

©o~NObh

Produto de PCR

AgencourtAMPure XP (PN A63881 — marca BeckmanCoulter —
Representante ESalab)

PlacaAgencourtSPRIPlate 96 Super Placa Magnet. (PN AM10027
— Ambion — Life tech)

Ethanol 70% Merck

Micropipetamulticanal P10/P50/P300

Ponteira P10 e P200

Placa PCR

Gel de agarose

Marcador de peso molecular Low Mass Ladder (Invitrogen N. cat.
10068-013)




DATA:

A)

ANEXO C - PROTOCOLO SEQUENCIAMENTE DE DNA —
LABORATORIO MULTIUSUARIO — ALUNOS LBA

|| USUARIO:

REACAO DE SEQUENCIAMENTO

Reagentes Mix 1X ___X
Tampdo Sx ABl (Sala Genoma) 1ul
BigDye v3 [ Sala Genoma) 0,5 uL
Primer {5 pmolful) (alunoc} 1uL
2.1.3.4.2 Sub total 2501
Agua MQ (aluno) hi uL
21343DNA ( aluno) -
. x L
consultar grafico —H
Total {10 uL

Obs: Sempre sequenciarl amostra do PGEM como controle positivo do seu
sequenciamento.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Faca o calculo do seu mix. ldentifigue sua placa na borda (ex.
Debora Placa 1).

***|dentificacdo da placa somente na borda. Nunca risque a placa
com canetinha para marcar as posicfes, iISso pode comprometer o
capilar.

Retire os reagentes para descongelar e mantenha-os no gelo. Deixar
0 Big Dye no freezer so retire na hora de usar.

Preparar o mix usando as micropipetas para mix de PCR (Armério
Lab. Central) com ponteira com barreiras para evitar a contaminacao
dos reagentes. Agite bem no vortex e de um spin.

Distribuir o mix na placa. Pode usar uma micropipeta comum. Nesse
momento se for o mesmo primer pode usar a mesa ponteira. A
distribuicdo na placa é por coluna e néo por linha.

Distribuir o DNA n&o esquecendo de trocar as ponteiras para nao
contaminar as amostras (consulte grafico 1).

Cubra a placa com o tapetinho e leve ao termociclador.



Programa no Termociclador: Seg-Appli (duracdo 2h e 23min).

1 Step 1 |95°C 1 minuto Denaturacao
1 Step 2 |95°C 15 segundos Denaturacao
2* Step 3 | 50°C 12 segundos Phodos os primers Anelamento
3 Step 4 [B0°C 2 minutos Extensao

4 Step 5 |Goto Step 2 35 more times

5 Step 6 |4°C Forever

End |[Step? |End

B) Gréfico 1: Concentracdo de produtos de PCR ou Plamidio
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E obrigatdrio anexar a foto do gel identificando as amostras. Salvar com
fundo branco e bandas pretas.



ANEXO D - PURIFICACAO DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO
(LifeTech)

(Retirar placa de Seq 10 ul do termociclador dar Spin. Se nao for
purificar em seguida guardar no freezer -20 °C). ApOs seq purificar em
até 48 hrs.

1- Adicionar 2,5 pl de EDTA 125 mM em cada pocinho, (fica na
primeira prateleira do freezer do genoma), misturar bem com a
pipeta homogeneizado.

(Lembre-se de trocar de pipeta a cada amostra).

2- Adicionar 60 pl de Etanol Absoluto (Vocé pode usar a mesma
ponteira se ndo tocar no pocinhos).

3- Selar a placa com adesivo e agitar no vortex por 2 min.

4- Incubar a temperatura ambiente por 15 min.

5- Centrifugar 45 min / 4000 rpm / 4°C.

6- Spin com a placa invertida sobre um papel toalha dobrado / 15
segundos ou até chegar a 800 rpm.

7- Adicionar 60 ul Etalnol 70%.

8- Centrifugar 15 min / 4000 rpm / 4°C.

9- Spin com a placa invertida sobre um papel toalha dobrado / 15
segundos ou até chegar 800 rpm.

10-Secar a temperatura ambiente / 1 hora / no escuro.

11-Selar a placa com adesivo, embalar em papel aluminio e armazenar
em freezer -20°C, devidamente identificada na primeira prateleira do
freezer sala genoma.

12-Preencher o formulario de requisicdo de servico, anexar a foto do
gel, colocar na mesa da Nirlei.

13-Importante o resultado sera enviado em até 5 dias Uteis. Favor
aguardar.

A partir desse passo é realizado pelo operador do equipamento

14-Retirar a placa do freezer -20°C, acrescentar 10 pl de formamidaHi-
Di da AppliedBiosystems. Agitar no vortex por 2 minutos.

15-Denaturara 95°C por 5 minutos e colocar no gelo por 5 minutos,
verificar se ndo tem bolhas, se tiver dar spin. Levar ao sequenciador
ABI 3130.



