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Resumo: Variantes do gene «x-caseina (KCN) tem sido associadas ao desempenho de lactacao,
composicdo do leite e eficiéncia de producdo de queijos e derivados. O presente trabalho teve por
objetivo identificar SNPs, inferir hapl6tipos e relacionar os mesmos com as variantes ja identificadas
deste gene. Para tanto, um fragmento do gene KCN foi ressequenciado em 96 touros da raca Girolando.
Sete SNPs foram identificados num fragmento de 453pb do éxon 4 deste gene, sendo um deles ainda nao
reportado. Estes polimorfismos resultaram em 10 diferentes hapl6tipos dos quais dois deles nédo
correspondem a nenhuma variante conhecida. A variante mais freqliente foi a variante A (57,5%), e a
variante B, altamente relacionada a maior porcentagem de proteinas no leite, foi encontrada em uma
freqUiéncia muito baixa (1,1%).

Palavras—chave: Bos taurus, inferéncia de haplétipos, sequenciamento DNA, melhoramento genético

Single Nucleotides Polymorphisms (SNPs) prospection in k-casein gene in Brazilian sires
Girolando breed.

Abstract: k-casein (KCN) gene variants have been related to lactation performance, milk composition
and cheese yield efficient. This work had the aim to identify SNPs, to infer haplotypes and to corelate
these haplotypes with KCN variants. A fragment of the KCN gene was resequences in a total of 96
Girolando bulls. Seven SNPs was identified in a 453bp fragment from exon 4, and one of these was
never before reported. These polymorphisms are arranged in 10 haplotypes and two of these do not
correspond to anyknown variant. The most frequent variant observed was A (57.5%) and the B variant,
which is related to higher milk protein percentage, was found in a extremely low frequency (1.1%).
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Introducéo

O leite bovino possui quatro caseinas, que sdo proteinas codificadas por membros de uma familia
multigénica localizada no cromossomo bovino 6 (Rijinkels, 2002). As caseinas e suas variantes tem sido
extensamente estudadas e associadas ao desempenho de lactacdo, composicdo do leite e eficiéncia de
producdo de queijos e derivados. A k-caseina (KCN) constitui 12% das caseinas e seus variantes tem
sido muito estudadas devido a sua influéncia nas propriedades de producéo de leite. Quatorze variantes
do KCN foram descritas e relacionadas com SNPs em diferentes posicdes do gene (Carolli et al. 2009).
As variantes A e B sdo as mais comuns em todas as ragas tanto em Bos taurus quanto em Bos indicus,
sendo que a variante B esta altamente relacionada ao aumento de producdo e qualidade de queijo. O
objetivo deste trabalho foi prospectar SNPs no gene k-caseina por meio do ressequenciamento do éxon 4
em animais da raca Girolando, determinar os haplétipos e relacionar os mesmos as diferentes variantes
deste gene.

Material e Métodos
Para o presente estudo foram utilizadas 96 amostras de DNA de touros da raca Girolando
utilizados em teste de progénie. Parte da regido codificante dos genes da k-caseina foi amplificado a
partir dos iniciadores 5-TGTGCTGAGTAGGTATCCTAGTTATGG-3’ e 5'-
GCGTTGTCTTCTTTGATGTCTCCTTAG-3'. O produto de PCR de 453pb gerado foi purificado com
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EXOSAP-IT (Amershan), e submetido a reacdo de seqiienciamento utilizando o kit BigDye terminator
v.3.1 (Applied Biosystens). Os produtos da reagdo foram entdo purificados e submetidos a eletroforese
capilar em sequenciador ABI3100 (Applied Biosystens). As sequéncias obtidas foram analisadas
utilizando os programas Phred/PhraP/Consed e, a identificacdo das SNPs foi realizada com o programa
Polyphred. Para as analises das freqiiéncias alélicas foi utilizado o programa MsTools®, a determinacao
dos haplétipos foi realizada utilizando-se os softwares Arlequin ver 3.1 e Haploview 4.2, que também foi
utilizado para analise de Desequilibrio de Ligacao.

Resultados e Discusséo
A prospeccdo de polimorfismos de base Unica no fragmento de 453pb do éxon 4 do gene KCN
resultou na identificacdo de sete SNPs, sendo um ainda ndo reportado na literatura (Tabela 1). O maior
valor de MAF (Minor Allele Frequency) observado (0,14) foi para o0 SNP de posi¢do 13065 e o menor
MAF obtida foi de 0,05 para a posi¢do 13165 da sequiéncia referéncia AY380228.1. O SNP 7 (A>T) com
MAF de 0,09 ainda néo foi reportado na literatura.

Tabela 1 Freqiiéncias alélicas dos polimorfismos de base tinica no éxon 4 do gene x-CN em 96
reprodutores da raca Girolando.

SNP 1 2 3 4 5 6 7*
Variacdo C>T C>T A>C A>G A>G A>G A>T
MAF 0,14 0,07 0,08 0,13 0,05 0,07 0,09

* SNP reportada pela primeira vez. MAF — Minor Allele Frequency

Para a inferéncia dos haplétipos foram utilizados somente os marcadores SNPs ja reportados
na literatura e que estéo relacionadas as diferentes variantes do gene k-caseina (Carolli et al. 2009). A
anélise dos haplétipos identificou dez diferentes hapl6tipos e estes foram relacionados as diferentes
variantes do gene KCN (Tabela 2). Dois dos haplétipos identificados ndo estdo relacionados a nenhuma
variante descrita na literatura, podendo ser novas variantes: o haplétipo 5 mais similar ao haplétipo 1
(correspondente a variante A), e o hapl6tipo 6 mais similar ao hapl6tipo 9 (correspondente a variante J).
A variante A foi a mais freqiiente como descrito na literatura, ja as variantes G* e D e J, consideradas
raras e previamente relatadas em poucas ragas de B. taurus, foram encontradas em freqiiéncias mais altas
que o esperado. A variante B, considerada uma das mais comuns (Prinzenberg et al., 2009) e que possui
efeito favordvel na concentracdo de caseinas (Heck et al., 2009) proporcionando maior eficiéncia na
producdo de derivados de leite, foi encontrada em uma freqiiéncia muito baixa. O mesmo foi observado
por Kemenes e colaboradores (1999), que encontraram a freqiiéncia de 0,07 da variante B em animais da
raca Gir de rebanhos brasileiros .

Tabela 2 Haploétipos e Freqiiéncias dos haplotipos do éxon 4 do gene k-CN em 96 reprodutores da raca

Girolando.

Hapl6tipos Hapl6tipos Frequéncias (%) Variantes
1 CCAAAA 57,5 A
2 TCAAAA 13,2 G!
3 CCAGAA 8,6 A
4 CCAAAG 5,7 D
5* CCAAGA 5,2
6* CTCGAA 4
7 TCCAA- 2,3 E
8 CTCAAA 17 J
9 CTCAAG 11 B
10 CTCAA- 0,6 B/J

* Hapldtipos néo relacionados a nenhuma das variantes existentes.
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As analises de Desequilibrio de Ligacdo (LD) mostraram duas regides com forte LD — D’ igual
a 1 (100) (Figura 1A). Um alto grau de correlacéo entre os alelos dos SNPs 2 e 3 (P =92) e 6 e 7 (r* =
84) foi também observado pelos valores D’ (Figura 1B).
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Figura 1 A — Blocos de LD com valores de D’. Figura 1B — Blocos de LD com valores de r%.

Conclus6es
O ressequenciamento do gene «x-caseina revelou que os animais testados possuem um
polimorfismo de base Unica ainda nao relatado neste gene. Dois dos haplétipos inferidos ainda ndo foram
descritos na literatura, 0 que pode indicar a presenca de novas variantes nesta populagdo de animais. A
variante B, desejavel para indUstria de laticinios, foi encontrada em uma freqiiéncia muito baixa nestes
animais, como ja observado em outros animais da raca Gir. Contudo, esta informacdo é relevante pois
estes SNPs podem ser inseridos em painéis de marcadores moleculares que serdo usados programas de

Selecdo Assistida por Marcadores em rebanhos brasileiros.
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