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Resumo: Um dos alelos do gene da 3-caseina € o A1, que originou da substituicdo da prolina por
histidina na posi¢do 67 do alelo A2. Este alelo estd associado ao desenvolvimento de alergia em
pessoas suscetiveis, podendo provocar, inclusive, reagdes semelhantes as de intolerancia a lactose.
O presente estudo teve como objetivo estabelecer a frequéncia alélica e genotipica de 73 touros da
raca Girolando, participantes dos grupos 17°, 18° e 19° do Teste de Progénie, utilizando a
metodologia de PCR em tempo real. A frequéncia do alelo A1 foi de 36% e o alelo A2, 64%. As
frequéncias genotipicas para o grupo estudado foram 12% (A1A1), 48% (A1A2) e 40% (A2A2).
Quando se compara a frequéncia do grupo em estudo com a frequéncia dos animais participantes do
Teste de Progénie é possivel notar semelhanga visto que a frequéncia alélica do Teste de Progénie
foi de 26% para o alelo A1 e 74% para o alelo A2, e a frequéncia genotipica foi de 9,7% (A1A1),
32,3% (A1A2) e 58% (A2A2).
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Allelic and genotipic frequency for the Beta-Casein Gene in bulls of Girolando breed

Abstract: One of the alleles of the B-casein gene is the A1, which was brought forth by the
replacement of proline by histidine in the position 67 of the A2 allele. This allele is associated with the
development of allergy in susceptible people and, additionally, could lead to reactions similar to those
of lactose intolerance. The present study aimed to stablish the allelic and genotipic frequencies of 73
bulls of Girolando breed, specimens of groups 17, 18, and 19 in the progeny testing, using the PCR
procedure in real time. The A1-allelic frequency was 36%; and the A2 allele, 64%. The genotypic
frequencies for the studied group were 12% (A1A1), 48% (A1A2), and 40% (A2A2). When comparing
the frequency of the group in question with the frequency of specimens in the progeny testing, it is
noteworthy the resemblance once the allelic frequency of the progeny testing was 26% for A1 allele
and 74% for A2 allele, and the genotypic frequency was 9,7%(A1A1), 32,3%(A1A2), and 58% (A2A2).
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Introducgao

A cadeia produtiva do leite tem um papel relevante do ponto de vista econdmico. De acordo
com Zoccal (2017), em 2015, o Brasil ocupava a 4° posigéo de produgdo de leite no ranking mundial
com 35.124 mil toneladas, estando os Estados Unidos na lideranga com 93.461 mil toneladas. Como
ha previsdo de aumento da demanda de producédo de leite, observou-se a necessidade de aumentar
a producdo, sendo o programa de melhoramento genético e a selecdo de bovinos leiteiros uma
estratégia importante que visa garantir maior producéo e melhoria da qualidade do leite. O programa
de melhoramento genético, por meio de diversos recursos, objetiva a selegdo dos animais
geneticamente superiores a fim de que a progénie seja superior geneticamente aos seus
progenitores (Silva et al., 2018). Nesse sentido, busca-se o melhoramento da qualidade do leite por
meio do estudo da genética. Essa selegao é de grande importancia, como no uso de inseminagao
artificial, onde essa ferramenta, pela transferéncia de caracteristicas genéticas favoraveis para a



progénie, pode ser usada para melhorar o valor nutricional do leite, agregando maior valor
econdmico ao produto.

Uma das caracteristicas trabalhadas no melhoramento animal é o aumento da frequéncia de
alelos favoraveis ligados as caracteristicas de produgao e composi¢ao de leite. O leite € composto
em sua maioria por agua, e em menor porcentagem por lipideos, proteinas, lactose, vitaminas e
minerais, sendo que as proteinas correspondem a aproximadamente 3,4%. As proteinas do leite
caracterizam-se em dois grupos, sendo eles as caseinas (cerca de 80%) e as proteinas do soro. As
caseinas se subdividem em alpha S1, alpha S2, kappa e beta (Hanusova et al., 2010).

As proteinas do leite podem estar relacionadas ao desenvolvimento de alergias em
individuos sensiveis e também a outros sintomas como problemas de digestibilidade. Uma das
proteinas envolvida com estes sintomas é a [-caseina, que ja teve as variantes genéticas
identificadas como a A1, A2, A3, A4,B,C,D, E, F, H1, H2, | e G, sendo A1 e A2 as mais frequentes
(Hanusova et al., 2010). O alelo A1 possui uma uma substituicdo da prolina na posi¢do 67 do A2 pela
histidina (Cieslifiska et al., 2007) e tem sido relacionado com o desenvolvimento de eventos adversos
a salde humana (Limas et al., 2015). Um estudo realizado por Jiangin et al. (2016) mostrou que ha
uma relagdo da exposicdo ao leite A1 com o desenvolvimento de sintomas semelhantes aos de
intolerancia a lactose, originado da digestdo da proteina A1 que gera o peptideo B-casomorfina-7
(BCM-7).

Assim ha um grande interesse em diminuir a frequéncia desse alelo na populagéo, sendo que
0s sumarios de touros tém divulgado essa informagdo, assim como as centrais de inseminagéo.
Sendo assim, o objetivo do estudo em questao & genotipar touros da raga Girolando, com o intuito de
determinar a frequéncia alélica e genotipica para o gene da f3-caseina.

Material e Métodos

O estudo foi realizado em 73 touros da raga Girolando dos grupos 17°, 18° e 19° do Teste de
Progénie da raca. As amostras foram coletadas pela Associacdo Brasileiras de Criadores de
Girolando e enviadas para o Laboratério de Genética Molecular (LGM) da Embrapa Gado de Leite.
As amostras, sangue e sémen, foram identificadas por identificagdo Unica do Banco de DNA de
Bovinos Leiteiros (BDBL) e foram submetidas ao processo de extragdo de DNA. A obtencdo do DNA
gendémico foi feita pelo protocolo de Extragdo de DNA Fenol - Cloroférmio- Alcool isoamilico,
adaptado das técnicas de Sambrook e Russel (2001).

A quantificagdo das amostras foi feita em espectrofotdbmetro Nanodrop® 1000 (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA Nanodrop®), onde a qualidade das amostras foi estimada a
partir dos parametros de razdo de absorbancia 260/280 nm e 260/230 nm. As amostras em
quantidade e qualidade suficiente foram incorporadas ao BDBL e utilizadas neste estudo e em outros
em execugao no LGM.

Apods a quantificacdo, as amostras de DNA foram preparadas para realizagdo do PCR em
Tempo Real. Os primers forward foram utilizados para a diferenciacdo do alelo A1 do A2, sendo que
para o alelo A1 utilizou-se o IGBhF (5 CTT CCC TGG GCC CAT CCA 3’) e para o A2 o IGBpF (%’
CTT CCC TGG GCC CAT CCC 3), também se acrescentou o primer reverse IGBR (5 AGA CTG
GAG CAG AGG CAG AG 3’) nas duas reagdes.

As condigdes para a reagao de PCR — Tempo Real, estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Condigdes da reagdo da PCR — Tempo Real.

1 ciclo 40 ciclos
50 °C — 2 minutos 95 °C — 15 segundos
95 °C — 10 minutos 62 °C — 30 segundos
60 °C — 30 segundos

Resultados e Discusséao
Foram genotipados 73 touros Girolando dos grupos 17°, 18° e 19° do Teste de Progénie da Raca
Girolando para os dois alelos A1 e A2 da B-caseina. As frequéncias genotipicas e alélicas podem ser
observadas da Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas.

Frequéncia Genotipica Frequéncia Alélica

A1A1 A1A2 A2A2 A1 A2

0,12 0,48 0,40 0,36 0,64




No presente estudo da raga Girolando, as frequéncias genotipicas para A1A1, A1A2 e A2A2
foram 12%, 48% e 40%, respectivamente e as estimadas para o alelo A1 foi de 36% e para o alelo
A2, 64%.

Estes resultados assemelham-se aos obtidos por Silva et al. (2018), que encontrou a
frequéncia genotipica A1A1 — 9,7%, A1A2 — 32,3% e A2A2 — 58% e alélica A1 — 26% e A2 — 74% na
raga Girolando.

Conclusées
O grupo genotipado apresentou maior frequéncia do gendtipo heterozigoto, mas também
expressou alta frequéncia do gendtipo homozigoto para o alelo A2, além de este ser o alelo mais
pronunciado quando comparado ao A1 para esse grupo e néo foi divergente das frequéncias obtidas
do conjunto de todos os touros do Teste de Progénie.
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