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RESUMO

As variantes génicas da beta-lactoglobulina (B-LG) e da kappa-caseina (k-CN) bovinas sdo associadas a
producdo, qualidade e caracteristicas de processamento do leite. O objetivo deste trabalho foi analisar as
frequéncias dos gendtipos AA, AB e BB, por meio da técnica de PCR-RFLP, da B-LG e da k-CN bovinas,
e suas associacdes com a producéo de leite (kg leite/dia) em bovinos das ragas Girolanda, Holandesa e
Jersey. Para a k-CN, a frequéncia do gendtipo AA foi maior nos animais das ragcas Holandesa (37%) e
Girolanda (63%). Na raga Jersey, houve predominio do gendtipo BB (60%). Para a 3-LG, 0 gendtipo AB
foi o mais encontrado nas racas Girolanda (54%) e Holandesa (58%), enquanto nos animais da raca Jersey
houve predominio do gendtipo BB (45%). Houve associacdo do alelo B da k-CN com maior
produtividade leiteira nas ragas Girolanda e Holandesa, e do alelo A da B-LG com maior produtividade de
leite na raca Jersey. As variantes genéticas da k-CN podem ser usadas como marcadores na sele¢do para a
produtividade leiteira nas racas Girolanda e Holandesa. Para a raga Jersey, as variantes da B-LG seriam
mais adequadas para essa selecéo.
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ABSTRACT

Bovine beta-lactoglobulin (f-LG) and kappa-casein (x-CN) genic variants are associated with
productivity, quality and processing features of milk. The objective of this study was to analyze through
the PCR-RFLP technique, the frequency of AA, AB and BB genotypes of bovine -LG and x-CN, and their
association to milk production (kg milk/day) in Girolanda, Holstein and Jersey cattle. For k-CN, the
frequency of the AA genotype was higher in Holstein (37%) and Girolanda (63%), while there was a
predominance of the BB genotype in Jersey (60%). For S-LG, the BB genotype was the most found in
Girolanda (54%) and Holstein (58%), while there was a predominance of the BB genotype (45%) in
Jersey. There was a positive association between B allele of k-CN and milk production in the Girolanda
and Holstein cattle and between A allele of f-LG and milk production in the Jersey cattle. Genetic
variants of k-CN could be used as markers for the selection for productivity in Girolanda and Holstein
cattle. The genetic variants of 8-LG would be more appropriate for this selection in the Jersey breed.
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INTRODUCAO sido associado a diferencas na composicéo,

caracteristicas de processamento e qualidade do

O polimorfismo genético com relacdo as leite, além de parametros de produtividade (Lin
proteinas lacteas, em particular kappa-caseina et al., 1986; Aleandri et al., 1990; Fox e
(k-CN) e Dbeta-lactoglobulina (B-LG), tem McSeweeney, 2003). Diferentes versdes de uma

sequéncia de DNA em um determinado local
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cromossdmico (locus) sdo chamadas de alelos. O
polimorfismo genético ocorre quando diferentes
formas alélicas de um mesmo locus génico
podem ser observadas na frequéncia de pelo
menos 1% em uma popula¢do (Watson e Berry,
2006).

A beta-lactoglobulina foi a primeira proteina
lactea na qual o polimorfismo foi detectado
(Aschaffenburg e Drewry, 1955). Desde entdo,
foram descobertos polimorfismos nos genes que
codificam as caseinas e grande parte das
principais proteinas do soro do leite (Fox e
McSweneey, 2003). Diferencas entre gendtipos
podem alterar a estrutura primaria das proteinas e
resultar em alteragdes de suas propriedades
fisico-quimicas (Hill et al., 1996).

Dentre as cinco variantes genéticas principais,
A-E, da B-LG em bovinos, A e B séo as mais
frequentes. A B-LG apresenta uma molécula com
162 aminodcidos e as variantes A e B diferem
nas posicOes 64 e 118. A variante A possui acido
aspartico na posicdo 64 e valina na 118,
enguanto a variante B apresenta glicina e alanina
nessas posi¢des (Fox e McSweneey, 2003).

Ja foram encontradas diversas variantes
genéticas da k-CN, sendo A e B as mais
frequentes. As variantes A e B diferem nos
aminoacidos 136 e 148, respectivamente. Para a
variante A na posicdo 136, a treonina €
substituida por isoleucina; e na posi¢do 148, para
a variante B, o acido aspartico é substituido por
alanina (Alexander et al., 1988).

A B-LG é a proteina encontrada em
maior concentra¢cdo no soro de leite bovino,
representando cerca de 50% das proteinas do
soro e 12% do total de proteina no leite. J& a
k-caseina, apesar de estar em relativamente baixa
proporcdo comparada as outras caseinas (12%), é
essencial na estabilizacdo das micelas de
caseinas no leite (Walstra et al., 2006).

A identificacdo de genes polimorficos que
codificam as principais proteinas do leite
pode permitir uma melhor compreensdo do
comportamento do leite durante o processamento
pela industria (Paterson et al., 1999). Esses genes
que codificam as proteinas do leite podem ser
Uteis como marcadores genéticos para critérios
de selecdo e cruzamentos de animais de
gado leiteiro. Além disso, investigacGes de
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associacOes entre polimorfismo e caracteristicas
quantitativas e qualitativas do leite podem
direcionar sua utilizagdo pela industria.

O presente estudo teve como objetivos avaliar a
frequéncia dos genttipos AA, AB e BB da
kappa-caseina e da beta-lactoglobulina bovinas
nas racas Girolanda, Holandesa e Jersey, e
verificar a possivel associacdo desses genotipos
com a producdo de leite.

MATERIAL E METODOS

A produtividade leiteira de cada animal foi
calculada através da media dos ultimos seis
meses (kg leite/ dia) de lactacdo.

Para extracdo do DNA, foram coletados 5mL de
sangue da circulacdo periférica, em tubo estéril
contendo anticoagulante EDTA (6%) de animais
das racas Holandesa (n=38), Girolanda (n=48) e
Jersey (n=42), previamente selecionados de
rebanhos de uma fazenda experimental,
Tamarana-PR. Os tubos com sangue foram
transportados e mantidos refrigerados até a
realizacdo da extragdo do DNA. O DNA
gendmico de cada animal foi extraido a partir de
ImL da massa leucocitaria do sangue coletado,
utilizando o PureLink™  Genomic DNA
Extraction Mini kit (Invitrogen Biosicence). O
DNA extraido foi mantido em ultrafreezer (-73 a
-80 °C) até a realizag8o das analises.

As amostras de DNA foram submetidas a
amplificacdo por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e & clivagem
por meio da técnica de polimorfismo de tamanho
de fragmentos de restricgdo (RFLP) de
acordko com os procedimentos descritos
por Medrano e Aguilar-Cordoba (1990ab).
Os oligonucleotideos iniciadores (primers)
utilizados foram sintetizados  (Invitrogen®)
conforme as sequéncias:
5’ATCATTTATGGCCATTCCACCAAAG3’ (JK5) e
5’GCCCATTTCGCCTTCTCTGTAACAGA3® (JK3)
paraak-CN, e
5’GTCCTTGTGCTGGACACCGACTACA3Z’
(BLGP3) e
5’CAGGACACCGGCTCCCGGTATATGA3Z’
(BLGP4) para a p-LG.

As amplificagdes foram realizadas em
termociclador Multigene 11 (Labnet International
Inc.). Em todas as reagdes de amplificacéo,
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utilizou-se um controle negativo (sem DNA),
para confirmar a auséncia de contaminagdo na
execucdo da analise. O DNA amplificado foi
mantido em ultrafreezer até a realizacdo do
RFLP. Para a confirmacdo da amplificacdo das
amostras, realizou-se eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, em cuba horizontal de acrilico
com tampao de corrida TBE 1X a 60 volts, por
60 minutos, utilizando SYBR SAFE® como
corante.

O produto da PCR passou pela analise de RFLP
utilizando as enzimas de restricdo Hinf | para k-
CN e Hae Il para a B-LG para clivagem a 37°C
por 12 horas. Os fragmentos de DNA resultantes
foram separados em gel de poliacrilamida 6%
com corrida a 70 V e depois corados com nitrato
de prata.

Os resultados obtidos foram analisados por meio
de analise de variancia e teste Tukey, a 5% de
significancia.

RESULTADO E DISCUSSAO

O produto amplificado para a proteina k-CN
correspondeu a um fragmento de 350 pares de
bases (pb), do éxon IV do gene para a
k-CN bovina. Esse fragmento foi clivado
pela endonuclease Hinf I, cujo sitio de
reconhecimento é a sequéncia G|ANTC. Como
resultado, o genotipo AA apresentou trés
fragmentos de 132, 134 e 84pb, o genétipo BB,
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dois de 266 e 84ph, e o gendtipo AB, quatro
fragmentos de 266, 134, 132 e 84pb.

Para a proteina B-LG, o produto amplificado do
DNA correspondeu a um fragmento de 262 pb,
do éxon IV do gene da B-LG. A digestdo
com a enzima Hae Il tem como sitio de
reconhecimento a sequéncia GG|CC. Para 0
genotipo AA foram encontradas trés bandas de
153, 79 e 74pb, para o genétipo BB, trés bandas
de 109, 79 e 74pb, e para o gendtipo AB,
quatro bandas de 153, 109, 79 e 74pb. Na
Fig. 1 mostram-se as frequéncias genotipicas
encontradas nas trés racas estudadas.

Para a k-CN, a raga Girolanda apresentou maior
ndmero de animais com gendtipo AA, 63%,
enquanto a Jersey apresentou maior frequéncia
do gendtipo BB, 60%. Na raca Holandesa foram
encontradas frequéncias similares para os trés
genotipos possiveis, ~30% cada. Botaro et al.
(2009) avaliaram rebanhos do interior do estado
de S&o Paulo e encontraram uma frequéncia do
gendtipo AA de 67% na raga Girolanda e de 71%
na raca Holandesa. Buchberger (1995) relatou
menores frequéncias do alelo A na raca Jersey,
que variou entre 0,49 e 0,32. A alta frequéncia do
alelo A do gene da k-CN na raca Girolanda
provavelmente esté relacionada a sua origem em
cruzamentos das ragas Gir e Holandesa. Sabe-se
que ha uma alta frequéncia do genétipo AA na
raca Gir (Valente, 1996; Rodrigues, 2006).
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Figura 1. Distribuicdo dos genétipos relativos a kappa-caseina (A) e a beta-lactoglobulina (B) de acordo

com a raca.

Relatos da literatura apontam que o alelo B da
kappa-caseina tem efeito significativo sobre a
qualidade do leite para a producdo de queijo

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.65, n.1, p.275-280, 2013

(Mao et al., 1992). Van der Berg et al. (1992)
encontraram alta frequéncia do alelo B na raga
Jersey e afirmaram que a presenca desse alelo
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contribuiu com 8 a 10% na composi¢do proteica
do leite. Assim, o leite produzido por vacas de
gendtipo BB mostraram maior rentabilidade na
producdo de queijos quando comparadas as vacas
de gendtipo AA.

Ng-Kwai-Hang et al. (1987) verificaram que o
leite de animais com genétipo BB para a k-CN
apresenta maiores teores de asl-CN, «k-CN,
soroalbumina e imunoglobulinas, e menores de
B-CN, B-LG e a-La. O alelo B, em geral, também
é associado as melhores caracteristicas para o
processamento industrial do leite. A utilizag&o de
leite oriundo de animais com esse gendétipo
resulta em menor tempo de coagulacdo para o
preparo de queijo, formagdo de coagulo com
maior densidade devido ao menor tamanho da
micela, assim como uma maior producdo de
queijo em relagdo ao leite de vacas com o
gendtipo AA para a k-CN (Medrano e Aguilar-
Cordoba, 1990 a; Hallén et al., 2007).

Para a B-LG, o genttipo AB foi 0 mais frequente
nas racas Girolanda (54%) e Holandesa (58%),
enquanto na raga Jersey a maior frequéncia foi
do gendtipo BB (45%) (Fig. 1). Frequéncias
similares foram observaram em diversos locais
por outros autores.

Rodrigues (2006), ao avaliar rebanhos de Minas
Gerais, obteve uma frequéncia de 57% para o
gendtipo AB da B-LG na raga Girolanda. Na raga
Holandesa, Celik (2003) observou maior
frequéncia (53%) do genétipo BB na Nova
Zelandia, enquanto Ojala et al. (1997), na
California, e Orner e Elmaci (2006), na Turquia,
do genétipo AB (51-56%). Para a raca Jersey,
varios autores verificaram maior frequéncia para
0 heterozigoto AB, de 43% na Holanda (Paterson

et al., 1999), 51% na Nova Zelandia (Hill et al.,
1993) e 58% na California (Ojala et al., 1997).

Varios estudos foram realizados sobre o efeito
dos gendtipos da B-LG sobre a producdo de leite.
O gendtipo AA tem demonstrado ter efeito
favoravel sobre a quantidade de proteinas e o
rendimento na producdo de leite, enquanto 0s
efeitos positivos do genétipo BB tém sido
relacionados ao maior teor de gordura
(Bovenhuis et al., 1992) e caseina (Lodes et al.,
1997). Isso acarreta maior rendimento na
producdo de queijos e implicagdes na textura e
caracterizacdo sensorial de produtos lacteos.
Além disso, o alelo B da B-LG esta relacionado a
maior estabilidade térmica do leite (Fox e
McSwenney, 2003).

Segundo Molina et al. (2006), ha interacdo entre
as variantes genéticas de k-CN e B-LG, as quais
apresentam combinacdo mais favoravel entre a
k-CN Aeap-LG AA eak-CNBeap-LGAB
para maior conteldo proteico no leite da raca
Holandesa.

Houve associacdo do gendtipo para k-CN com a
produtividade (P<0,05) nas racas Girolanda e
Holandesa (Tab. 1). Nos animais da raga
Girolanda, o gendtipo BB foi 0 que apresentou
maior produgdo de leite, enquanto na raca
Holandesa os genotipos AB e BB mostraram
maior producdo do que os AA. A produtividade
leiteira foi associada com os genotipos da
B-LG somente para a raca Jersey, na qual o0s
genodtipos AA e AB apresentaram a maior
produtividade. As diferencas encontradas nédo
foram significativas (P>0,05) para as racas
Holandesa e Girolanda com relacdo aos
gendtipos da B-LG.

Tabela 1. Produtividade média (kg leite/dia) das racas avaliadas de acordo com os gendétipos relativos a

kappa-caseina e a beta-lactoglobulina

Genotipo Girolando Holandés Jersey

Kappa-caseina

AA 10,6+3,2ab 10,7+3,2b 10,6+2,7a

AB 8,4+1,9b 16,4+4,2a 12,2+4,1a

BB 14,4+0,8a 14,9+3,4ab 10,8+2,6a
Beta-lactoglobulina

AA 6,8+3,6a 12,8+4,4a 10,3+4,7ab

AB 10,3+2,6a 14,1+4 5a 12,3+1,9a

BB 10,4+3,4a 14,4+4 1a 8,9+1,4b

Para cada proteina, valores com letras distintas na coluna diferem entre si (P<0,05).
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Ndo ha um consenso na literatura sobre a
influéncia dos alelos A e B do gene para a k-CN
sobre a produtividade leiteira (Fox e
McSwenney, 2003). Alguns estudos com as racas
Holandesa e Girolanda, ndo verificaram
correlagdo entre as variantes genéticas da k-CN e
a produtividade (Lin et al., 1986; Ng-Kwai-Hang
et al., 1990), enquanto outros sugeriram que,
para animais da raca Holandesa, Ayrshire e
Jersey, a k-CN AA (Bovenhuis et al., 1992) ou a
k-CN AB (Kim et al., 1996) ou a k-CN BB
(Pupkova, 1980) sdo positivamente associadas
com a producéo leiteira.

Com relagdo a B-LG, Jairam e Nair (1983) e
Marziali e Ng-Kwai-Hang (1986) observaram
maior producdo de leite para vacas da raca
Holandesa com genotipo BB. J& nos trabalhos de
Comberg et al. (1964), Atroshi et al. (1982) e
Bovenhuis et al. (1992), a variante A foi
relacionada com maior producdo de leite em
bovinos das racas Jersey e Gir. Cowan et al.
(1992) nédo encontraram diferenca na producédo
leiteira entre os gendtipos da beta-lactoglobulina
bovina.

Essas diferencas entre estudos com a mesma raga
ocorrem, provavelmente, em funcdo de outros
fatores, como clima e alimentagdo (Fox e
McSwenney, 2003), os quais podem variar entre
o0s diversos experimentos.

CONCLUSAO

No presente estudo, os gendtipos AA, AB e BB
para a kappa-caseina e para beta-lactoglobulina
bovinas foram encontrados em diferentes
frequéncias nas trés racas avaliadas. Além disso,
foi verificada associacdo do alelo B da k-CN
com maior produtividade leiteira nas ragas
Girolanda e Holandesa e do alelo A da B-LG
com maior produtividade leiteira na raca Jersey.
Esses resultados indicam que as variantes
genéticas da k-CN podem ser usadas como
marcadores na selecdo para a produtividade
leiteira para as ragas Girolanda e Holandesa e as
variantes da B-LG nessa selecdo para a raca
Jersey. O conhecimento desses dados genotipicos
permitiria um direcionamento mais adequado
dos cruzamentos e a selecdo de animais
precocemente, contribuindo significativamente
para a melhoria na produgdo de leite nesses
rebanhos.
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