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Resumo: Os genes candidatos da kappa-casefna (CSN3) e da beta-lactoglobulina (LGB) estdo envolvidos
na composicio, processamento e qualidade do leite e estdo ligados as caracteristicas de produgao.
Objetivou-se neste trabalho caracterizar as suas frequéncias alélicas e genotipicas e verificar se as
populagdes estudadas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Foram genotipados 867
animais (138 machos e 729 fémeas), para o gene CSN3, ¢ 868 animais (131 machos e 737 fémeas) para o
gene LGB, participantes do Teste de Progénie da Raga Girolando. A diferenciagdo dos alelos A/B dos
genes estudados foi obtida por meio da técnica de PCR-RFLP. As frequéncias alélicas, genotipicas e o
calculo da probabilidade de EHW foram estabelecidos por meio do programa Popgen versdol.32 e
testado pelo teste ¥* ao nivel de significincia de 1%. As frequéncias genotipicas do gene CSN3 foram
0,7324 (AA), 0,2468 (AB) e 0,0208 (BB) e as frequéncias alélicas foram 0,8558 (A) e 0,1442 (B),
enquanto que para o gene LGB, as frequéncias genotipicas foram 0,2604 (AA), 0,4827 (AB) e 0,2569
(BB) ¢ alélicas foram 0,5017 (A) e 0,4983 (B). Tais populagdes encontram-se em EHW para os alelos A
e B dos genes CSN3 ¢ LGB visto que as frequéncias observadas e esperadas ndo diferem estatisticamente
entre si.

Palavras—chave: equilibrio, genes candidatos, genotipagem, qualidade de leite
Characterization of polymorphisms of the CS/N3 and LGB genes in animals Girolando

Abstract: Candidate genes of the kappa-casein (CSN3) and beta-lactoglobulin (LGB) are involved in the
composition, processing and quality of milk and are linked to production characteristics. The objective of
this study is to characterize their allelic and genotypic frequencies and verify that the studied populations
are in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). Were genotyped 867 animals (138 males and 729 females),
for gene CSN3, and 868 animals (131 males and 737 females) for gene LGB, participants Progeny Test
Breed Girolando. The differentiation of alleles A/B genes studied was obtained by PCR-RFLP. The allele
frequencies, genotype and calculating the probability of HWE were established through the program
Popgen version 1.32 and tested by y * test at a significance level of 1%. The genotype frequencies were
0.7324 CSN3 gene (AA), 0.2468 (AB) and 0.0208 (BB) and allele frequencies were 0.8558 (A) and
0.1442 (B), whereas for the gene LGB, the genotype frequencies 0.2604 (AA), 0.4827 (AB) and 0.2569
(BB) and allelic were 0.5017 (A) and 0.4983 (B). Such populations are in HWE for the A and B alleles

of genes CSN3 and LGB since the observed and expected frequencies are not statistically different among
themselves.
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Introdugio

O polimorfismo dos genes CSN3 e LGB tém sido associado a diferenga na composicio,
processamento e qualidade do leite e também tem sido ligado as caracteristicas de produgdo. O alelo A
do gene LGB ¢ o mais favoravel para a produgio de leite, enquanto o alelo B estd associado & maior taxa
de gordura e proteina e, por isso, o leite proveniente de animais com gendtipo BB € mais indicado para a
produgio de derivados lacteos. Quando considerado o gene CSN3, o leite de animais com genétipo BB
apresenta caracteristica de processamento superior para produgdo de queijo quando comparado ao leite
proveniente de animais com gendtipo AA, enquanto animais heterozigotos apresentam rendimento
intermedidrio.

O estudo das frequéncias genotipicas e alélicas descreve a constituigio genética de um grupo de
individuos, identificando as proporgdes dos diferentes gendtipos e dos distintos alelos de um gene na
populagio. Isto auxilia na selecio de animais geneticamente superiores para a caracteristica desejavel
dentro do rebanho. Sendo assim, objetivou-se com o presente trabalho caracterizar as frequéncias alélicas
e genotipicas dos genes CSN3 ¢ LGB em animais Girolando e verificar se as populagdes estudadas
encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) a fim de auxiliar na manutengdo da maxima
variabilidade possivel dentro destas.

Material e Métodos

Foram genotipados 867 animais para o gene CSN3, sendo 138 machos e 729 fémeas, e 868
animais para o gene LGB, sendo 131 machos e 737 fémeas, todos pertencentes ao Programa de
Melhoramento da Raga Girolando, coordenado pela Embrapa Gado de Leite e Associagio Brasileira dos
Criadores de Girolando. A extragio de DNA do sangue ou sémen dos animais foi processada utilizando-
se o DNeasey” Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A quantificagdo e verificagio da qualidade das amostras foram realizadas por
espectrofotometria (Nanodrop®, Wilmigton, DE, EUA). As amostras de DNA extraidas foram
submetidas a técnica de PCR-RFLP para diferenciagio das duas formas variantes, A e B de cada um dos
genes usando o termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem, Forster City, CA,
EUA). As digestdes foram feitas com as enzimas Hinf I e Hae Il (New England Biolabs, EUA) para os
genes CSN3 e LGB, respeciivamente, e os fragmentos formados foram observados em gei de agarose a
2% para o CSN3 e a 2,5% para o LGB, corado com brometo de etidio. As frequéncias alélicas e
genotipicas e o célculo da probabilidade de EHW foram estabelecidos por meio do programa Popgen
1.32 (Yeh et al., 1997). A probabilidade de EHW associado as frequéncias genotipicas observadas foi
testada pelo teste y* (Qui-Quadrado) ao nivel de significdncia de 1%.

Resultados e Discussio

As frequéncias dos alelos A (0,8558) e B (0,1442) ndo estdo igualmente distribuidas nas
populagdes para o gene CSN3, enquanto que para o gene LGB as frequéncias dos alelos A (0,5017) e B
(0,4983) estdo igualmente distribuidas. As populagdes estudadas encontram-se em EHW para os alelos A
e B em ambos os genes a 1% de probabilidade visto que as frequéncias observadas e esperadas néo
diferem entre si (Tabela 1).

Os resultados das frequéncias alélicas observados neste estudo para o gene CSN3 estdo de acordo
com os encontrados por Lima (2005), que estudando 11 rebanhos leiteiros comerciais, sendo cinco deles
compostos por animais da raga Holandesa e, os seis restantes, compostos por animais da raga Girolando,
totalizando 1350 vacas, verificou nessa populagio uma frequéncia alélica de 0,82 (A) e 0,18 (B). Quanto
aos resultados das frequéncias genotipicas estes sdo similares aos encontrados por Lima (2005), que
encontrou frequéncia de 0,67 (AA), 0,31 (AB) e 0,02 (BB).

Com base nos resultados obtidos observa-se uma tendéncia & fixagdo do alelo A e,
consequentemente, do gendtipo AA nestas populagbes para o gene CSN3, corroborando com outros
trabalhos que mostram esta tendéncia para as ragas zebuinas, como o Gir (Silva & Del Lama, 1997) e
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taurinas, como a Holandesa (Ng-Kwai-Hang et al., 1984). A baixa frequéncia do alelo B, que ¢
associado a um maior rendimento para a produgdo de queijo, ji era esperada uma vez que a frequéncia
desse alelo em ambas as ragas fundadoras também € baixa (Azevedo et al., 2008).

Tabela 1 Frequéncias alélicas e genotipicas do genes CSN3 e LGB nas populagdes da raca Girolando.

Genes Genodtipos Nuamero de Animais Frequéncia EHW*
Observado Esperado Genotipica Alélica
AA 635 634,9602 0,7324 0,8558 (A)
CSN3 AB 214 214,0796 0,2468 0,000120
BB 18 17,9602 0,0208 0,1442 (B)
AA 226 218,3775 0,2604 0,5017 (A)
LGB AB 419 434,2450 0,4827 1,071034
BB 223 215,3775 0,2569 0,4983 (B)
* =P>0,01

Os valores das frequéncias alélicas encontrados para o gene LGB discordam dos obtidos por Ng-
Kwai-Hang et al., (1984), os quais estudaram as frequéncias genotipicas e alélicas de 3.870 vacas da
raca Holandesa, criadas em 63 rebanhos comerciais de Quebec, e nio encontraram os alelos igualmente
distribuidos na populagio, com frequéncia de 0,3870 e 0,6130 para os alelos A ¢ B, respectivamente. As
frequéncias genotipicas encontradas por esses autores foram 0,1344 (AA), 0,5054 (AB) e 0,3602 (BB),
que divergem dos resultados obtidos no presente estudo.

Conclusdes

A partir dos dados analisados pode-se dizer que as populagdes estudadas encontram-se em EHW
para os genes CSN3 e LGB. A genotipagem dos animais pode servir de auxilio aos produtores a fim de
selecionarem melhor seus animais para que alcancem o objetivo desejado, quer seja a produgdo de leite
ou a produgdo de queijo.
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