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RESUMO

O leite de vaca possui 87% de agua e 13% de componentes sélidos, dentre eles 3%
de proteinas, destas cerca de 80% sado caseinas, e entre as estruturas organicas da
caseina, a Beta-Caseina que corresponde a 25-35%, sdo dividas em 13 variantes
conhecidas onde as formas mais comuns encontradas no leite bovino séo as caseinas
codificadas pelos alelos Al e A2. A digestdo da beta caseina Al resulta em um
peptideo bioativo relacionado a varias doencas em humanos. A beta caseina A2 ndo
resulta neste mesmo produto bioativo quando digerida, portanto leites com maiores
quantidades de beta caseina A2 tem probabilidade menor de causaram os mesmos
problemas de saude que o leite com a beta caseina Al. Algumas ragas bovinas
produzem maior quantidade da variante A2 que a Al, a raca Crioula Lageana, € uma
raca de duplo propdsito com grande interesse econdmico para a Planalto Serrano
Catarinense, contudo ndo possui na literatura, trabalhos que indiquem as frequéncias
desses alelos. O objetivo deste estudo é genotipar animais da raca Crioulo Lageano,
verificando a existéncia de polimorfismo e identificando os alelos Al e A2 para 0 gene
da beta-caseina, empregando a técnica de PCR- RFLP, utilizando as enzimas de
restricdo Hinf I, Ban Il e Xmnl. Foram coletadas 110 amostras de propriedades do
planalto catarinense. As analises foram conduzidas no Laboratério de Ensino e
Pesquisa em Genética Animal (LEPGA), no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina, em Florian6polis/SC. A extracdo de DNA foi
realizada com uma adaptacdo da metodologia de PCI (fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico). A efetividade do procedimento foi verificada por meio de eletroforese em
gel de agarose e as amostras consideradas satisfatérias foram amplificadas por meio
de PCR, posteriormente os fragmentos obtidos foram submetidos a técnica de PCR-
RFLP utilizando as enzimas anteriormente mencionadas. Foram observados
polimorfismos genéticos com a técnica de RFLP utilizando a enzima de restricdo Hinf
[, que originaram trés padrdes distintos de migragdo, A2A2, A1Al e A2A1, com
frequéncias observadas iguais a 0,689, 0,01 e 0,301 respectivamente, e frequéncias
alélicas de f (A2) = 0,84 e f (Al) = 0,16. Os resultados obtidos no presente trabalho
permitem concluir que foi possivel identificar polimorfismos para a regido estudada do
gene da B-caseina na raca Crioula Lageana e que o alelo A2 se encontra em uma
frequéncia bastante superior ao do alelo A1 na amostra da populacéo estudada.

Palavras chave: B-caseina, Bos taurus, Crioulo Lageano, Leite A2, marcadores
moleculares.
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1.0 INTRODUCAO

O leite tem uma grande importancia econémica e nutricional na atualidade.
Além de estar presente na maioria das casas brasileiras, a quantidade consumida vem
aumentando ao longo dos anos. Estima-se um aumento de 36% no consumo de leite
nos ultimos anos, sendo o maior aumento de consumo deste e seus derivados entre
as familias que ocorreram um aumento da renda familiar e de grau de escolaridade
(SBAN, 2015).

E um alimento que possui diferentes nutrientes na sua composicéo, em média
o leite de vaca possui 87% de agua e 13% de componentes sdlidos, divididos entre
cerca de 4% a 5% de carboidratos, 3% de proteinas, 3% a 4% de lipidios (em sua
maior parte saturados), 0,8% de minerais e 0,1% de vitaminas (HAUG et al., 2007).
Assim, com o aumento do consumo desse alimento concomitantemente aumentou o
aparecimento de problemas relacionados a ele, e consequentemente estudos sobre
os componentes do leite e beneficios e maleficios que estes possam causar.

Entre as proteinas presentes no leite cerca de 80% sao caseinas, e entre as
estruturas organicas da caseina, podemos dividi-las em quatro grandes grupos: alfa
S1 (30-46% das caseinas), alfa S2 (8-11%), beta (25-35%) e kappa (8-15%). Destas,
as beta-caseinas séo dividas em 13 variantes conhecidas: Al, A2, A3, B, C, D, E, F,
H1, H2, | e G. As formas mais comuns no leite de bovinos sdo as caseinas Al e A2.
Estudos realizados nos ultimos anos mostram que o produto resultante da digestéao
da beta caseina Al, € um peptideo bioativo que foi relacionado a varias doencas em
humanos, algumas como: problemas coronarianos (MC LACHLAN, 2001), alergia
(GOBBETTI et al, 2002) e diabete mellitus tipo 1 (ELLIOT et al, 1999). A beta caseina
A2 nao resulta neste mesmo produto bioativo quando digerida, pois ndo passa por
uma hidrolisacdo enzimatica (ou ela ocorre muito lentamente), portanto leites com
maiores quantidades de beta caseina A2 tem baixa probabilidade de causaram os
mesmos problemas de salude que o leite com alta quantidade de beta caseina Al.

Algumas ragas bovinas produzem maior quantidade da variante A2 que a Al.
Estudos com a raca Vermelha Norueguesa (NILSEN et al, 2009) encontraram
associacado genética favoravel do alelo A2 com maior producéo de leite e proteina.
Outros estudos com ragas de origem zebuina como a Gir Leiteira (VERCESI FILHO

et al., 2012), evidenciaram que o alelo A2 se encontra em uma frequéncia bastante



superior ao do alelo A1 na populacdo de Gir Leiteiro. Outro estudo realizado com
bubalinos e bovinos (Bos taurus e Bos Indicus) de diversas racas (OTAVIANO, 2006),
mostrou uma frequéncia bastante superior do alelo A2 em racas como Holandesa,
Jersey e Gir Leiteiro.

Araca Crioula Lageana (Bos taurus), uma raca de duplo proposito, proveniente
do planalto serrano catarinense, originaria dos bovinos da Peninsula Ibérica, tem
grande interesse econdmico e cultural para Santa Catarina. Contudo, ndo existem na
literatura trabalhos que indicam as frequéncias desses alelos na raca Crioula
Lageana.

Neste contexto € objetivo desse estudo usar técnicas de marcadores
moleculares para genotipar animais da ra¢a Crioula Lageana, verificando a existéncia
de polimorfismo e a frequéncia desses alelos, nos animais que compdem uma parte

do rebanho existente em Santa Catarina.



2.00BJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Genotipar animais da raga Crioula Lageana, verificando a existéncia de
polimorfismo e identificando os alelos A1 e A2 para o gene da beta-caseina,
empregando a técnica de PCR- RFLP, com as enzimas de restricdo Hinf I, Ban Il e

Xmnl.

2.20Objetivos Especificos

e Extrair o DNA gendmico de uma amostra de animais;

¢ Isolar e amplificar um fragmento correspondente a regido parcial do intron 6 e
éxon 7 do gene da beta-caseina, utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR);

o Verificar a existéncia de polimorfismos nos produtos obtidos na PCR, utilizando-se
a técnica de Polimorfismos de Tamanho de Fragmentos de Restricao (RFLP);

e Verificar as frequéncias dos alelos Al e A2, se existir o polimorfismo.



3.0REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.0A Importancia do leite — Econémica e Nutricionalmente

3.1.1importancia econémica

O leite bovino € um produto que tem grande importancia econémica no cenario
brasileiro. E vem demonstrando um crescimento representativo ao longo dos anos, o
que lhe garantiu o 5° lugar como produtor de leite mundial, com o equivalente a 35,2
bilhdes de litros em 2014 (Figura 1), um crescimento de 2,7% em relacdo a 2013
(IBGE, 2015). Segundo dados do Governo brasileiro, o preco médio nacional do litro
do leite no ano de 2014 foi de R$ 0,96, gerando um valor de produgédo de R$ 33,78
bilhdes neste ano. Em 2016, segundo dados do IBGE a producao teve um decréscimo
de 2,9% gerando 33,62 bilhdes de litros neste ano, o preco médio pago ao produtor
foi de R$ 1,17 por litro, um aumento de 15,2% em relagéo a 2015. Isso representou

um valor de producgéo de R$ 39,44 bilhdes.

Figura 1 - Producéo brasileira de leite entre 1990 e 2016.
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Fonte: IBGE/2017

Neste contexto podemos observar que o sul, representou a regido com maior
producédo de leite em 2014, superando até mesmo o sudeste. Os trés estados do sul

produziram um equivalente a 12,201 bilhdes de litros, contra 12,169 bilhdes de litros



do sudeste (EMBRAPA, 2015). Em relacdo a 2013, houve um crescimento em todas
as regides brasileiras, com excecdo do Centro — Oeste que teve um decréscimo de
producdo em 2014 de 47 milhdes de litros. Em 2016 a Regido Sul permaneceu na
lideranca (Figura 2), com 12,45 bilhdes de litros (1% a mais frente a 2015), sendo
responsavel por 37% da producédo nacional. A Regido Sudeste teve a segunda maior
producdo em 2016, representando 34,3% do total. (IBGE, 2017)

Figura 2 - Volume de leite produzido entre 2014 e 2016 (Produgdao por regido em milhdes de litros)
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Fonte: IBGE, 2017.

O setor produtivo brasileiro conta com mais de 1,3 milhdo de propriedades
leiteiras, distribuidas praticamente em todo o territorio nacional, sendo algumas mais
e outras menos tecnificadas (IBGE, 2006; ZOCCAL et al., 2012). Dentre todo leite
produzido o mercado interno absorveu cerca de 98% nos ultimos anos, contando
ainda com um numero expressivo de importacdes e baixissimo de exportagdes, como
podemos observar na Figura 3. Ainda analisando os dados é possivel verificar que o
consumo per capito vem aumentando ao longo dos anos, tendo apenas previsdes
negativas para o ano de 2015, devido a crise financeira que se encontra o pais, porém
no ano de 2016 esse consumo tem previsdes de pequeno crescimento, segundo 0s
dados, dado a pequena retomada do poder aquisitivo do consumidor, que influencia

diretamente na compra de produtos lacteos.
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Figura 3 — Brasil: Quadro de oferta e demanda de leite (bovino) — 2011 a 2016 — em bilhdes de litros.

Produgdo total | Produgdo sob inspegéo Exportagbes Importagdes Consumo
Ano Total Var. | Total Var. Sobinsp.J| Total WVar. Xs/Prod. Total Var. Ms.Prod per capita ™

Y% % total (%) %o Insp. % % Insp. % [Litros/hab. Var.%
2011 32.096 4,5% [21.795 39% 67.9% 126 -T0,6% 0,6% 1.219 54,5% 5,6% 168,1 5.8%
2012 32.304 0,6% | 22.338 25% 69.1% 117 =T, 9% 0,5% 1.278 4,8% 5, 7% 168,0 =0,1%
2013 34.255 6,0% | 23.553 54%  68,8% 134  14,6%  0,6% 1.071 -16,2% 4,5% 1751 4,2%,
2014 35174 2,7% | 24.74T7 51% T0.4% 450 2374% 1,8% 727 -32,1% 2,9% 175,2 0,1%
2015 34823 -1,0% | 24.050 -28% 69,1% 441 =2,0% 1,8% 1.094 50,5% 4,5% 173,6 -0,9%
2016 " 35171 1,0% [ 24.435 1,6% 69,5% 485 10,0% 2,0% 1.203  10,0%  4.9% 173,9 0,2%

Fonte: [BGE, MDIC/Alice, MAPAJAGE, EmbrapaSGE, Embrapa Gado de Leite & Viva Lacieos MHF/abr 18

* Estimativas para a produg do total em 2015 e 2016, para a produgdo sob mspecdo em 2016 e para as exporfagdes e importagfes em 2016

** Populag do estimada residente em 1% de julho (Fonte: IBGE)

"** Leite de vaca

Hota: Os dados de comércio exterior incluem as NCMs 0401 0000 a 0408 S99, |eite modificado (MCM 1901 1010), doce de leite (MCM 1901 B020 e coalho e seus
concentrados (MCM 3507 1000)

Fonte: CONAB, 2016.

O consumo do leite e seus derivados ndo apenas aumentaram nos ultimos
anos, notou-se através de pesquisas da POF - Pesquisa de Orcamento Familiar
(2008-2009), que quanto mais poder aquisitivo e maior o nivel de escolaridade das
familias, maior o consumo de leite e derivados, e maior a exigéncia quanto a qualidade
dos produtos oferecidos. Entre os leites e derivados o leite integral ainda € o mais
consumido, tendo uma frequéncia maior entre criangas e adolescentes ainda em fase
de crescimento (SBAN, 2015).

3.1.2 Importéancia Nutricional e composicao do leite.

O leite possui uma grande variedade de compostos que apresentam funcdes
de fundamental importancia imunolégica e nutricional para o neonato, e apesar de ser
um alimento destinado a recém-nascidos mamiferos, ele é conhecido como um dos
alimentos mais completos e oferece grandes possibilidades para a alimentagao
humana. Este é recomendado por muitos nutricionistas como fonte importante de
proteina e de minerais, como por exemplo o célcio, sendo indicado em muitos casos
como alimento essencial para o balanceamento da dieta. O leite de vaca € um
alimento que possui muitos nutrientes, alguns fundamentais para nutricdo dos seres
humanos.

Podemos determinar um perfil nutricional do leite, contendo em sua
composicdo nutrientes como: 87% de agua e 13% de componentes solidos. Desses
sao divididos entre cerca de 4% a 5% de carboidratos, representados pela lactose e

que corresponde a um grande percentual dos solidos do leite, a lactose € um
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dissacarideo composto de dois agucares, glicose e galactose, sendo este ultimo de
origem da propria glicose. Contém 3% a 4% de lipidios (em sua maior parte
saturados), sdo os componentes com maior teor energético do leite, possuem 0,8%
de minerais, dentre eles os mais importantes sdo o calcio, fosforo, magnésio, sadio,
potassio, e cloreto, e ainda 0,1% de vitaminas, dentre as quais podemos citar a
vitamina B1 e B2, vitamina A, E e K (HAUG et al., 2007). O leite ainda possui
naturalmente imunoglobulinas, hormonios, fatores de crescimento, citocinas,
nucleotideos, peptideos, poliaminas, enzimas e outros peptideos bioativos que
apresentam interessantes efeitos a saude (BRITO et al., s/d; PEREIRA, 2014).

E uma importante fonte de proteina, contém 3% de proteinas do total de s6lidos
e em média, 32 g desse nutriente por litro, proteinas de alto valor biolégico, que
contemplam todos os aminoacidos essenciais em quantidades adequadas para suprir
as necessidades humanas, além de apresentarem boa digestibilidade e
biodisponibilidade (SBAN, 2015). A fracao proteica do leite pode ser dividida em dois
grandes grupos: as caseinas e proteinas do soro, (proteinas soluveis e insolaveis).
Denominadas caseinas (a-caseina (S1 e S2), B-caseina e k-caseina), as proteinas
insoluveis representam cerca de 80% desse total. Os 20% restantes s@o proteinas
soluveis presentes no soro do leite (HAUG et al., 2007), a divisdo das proteinas do
leite estéo descritas na tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo das proteinas do leite

Tipo de Proteina Composicdo em relacéo a proteina total
Proteinas do soro 19%
o - caseina 45%
B - caseina 24%
k - caseina 12%

Fonte: Adaptado de Homan e Wattiax - 1996

As diferentes proteinas lacteas que contém na composicdo do leite e suas
funcbes podemos observar na tabela da Sociedade Brasileira de Alimentagédo e

Nutricdo, adaptada de Boye & Souza et al. (2012).
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Figura 4 — Concentracao das proteinas lacteas (g/200 mL) e suas principais funcdes.

PROTEINAS
CONCENTRACAD

| a-caseina (o, @ a) | 6g |
[l-caseina 186 g Transporte de minerais no sangue (calcio, fasforo, ferro, inco e cobre).
w-caseina 0,66 g
soTeuaspo | concentracho PRINCIPA FUNGOES
M Arua no metabolismo do retinol e dos dcidos graxos; possivel efeita
P-lactoglobulina 064 antioxidante e ant':-h1pertengswu.
. = Favarece a absorcio intestinal de calcio e zinco; potenciais efeitos
o-lactoglobulina 024g imunoreguladores, anticarcinogénicos e anti-hipertensivos.
“Ign;u:;:r ?EEET;E' 0,14 g Atuam na prote¢do imunoldgica.
. Favorece a absorcio e transporte de ferro no sangue, potencial efeito
Lactoferrina 20 mg antimicrobiano, antioxidante, imunoregulador EE{II'IIZIL-&[L'II'IUgéI‘HL 0.
Lactoperoxidase & mg Apresenta importante atividade antimicrobiana.
Lisozima 0,08 g Atua em sinergia com imunoglobulinas e lactoferrina.
Ghmm‘;tﬁ':";‘“"p"dem 024 g Efeito antiviral e bifidogénico.

Fonte: SBAN, 2015

3.2 O Leite A2 - Beta Caseina Al e A2

Entre as proteinas presentes no leite cerca de 80% sao caseinas, e entre as
estruturas organicas da caseina, podemos dividi-las em quatro grandes grupos: alfa
S1 (30-46% das caseinas), alfa S2 (8-11%), beta (25-35%) e kappa (8-15%). Destas,
as beta-caseinas séo dividas em 13 variantes conhecidas: Al, A2, A3,B,C, D, E, F,
H1, H2, | e G. As formas mais comuns encontradas no leite bovino sdo do tipo Al e
A2 (VERCESI FILHO, 2011). Até um momento da histéria os bovinos possuiam
apenas o alelo A2, ndo se sabe o porqué, em um determinado momento houve uma
mutagcdo e comegaram a produzir também a Beta-caseina Al. A diferenga entre a
beta-caseina Al e A2 é apenas a mudanca de um nucleotideo entre os 203
aminoacidos que compdem as duas proteinas. A Beta Caseina Al possui um
aminodcido histidina, enquanto que a Beta Caseina A2 tem uma prolinana 672

posicao.
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Figura 5 — Diferen¢a na posigcédo 672 — Beta Caseina Al e A2.

Protein chain showing amino acids in A1 and A2 beta-casein

A2 beta-casein

Al beta-casein

DIFERENCA NA POSICAO 67 DA
CADEIA DE AMINOACIDOS

Fonte: A2 MILK, 2014 (Disponivel em: <https://a2milk.com.au/health-professionals/beta-casein-milk-
protein/>)

Esta mudanca na 672 posicdo da cadeia, faz com que a variante Al se
comporte diferente no trato-gastro-intestinal humano. A variante Al passa pelo
processo de hidrolise, produzindo o peptideo bioativo chamado de beta-casomorfina-
7 (BCM-7) como mostra a figura 7, esta formacao nova de proteina possui a mesma
estrutura quimica da morfina. Dias (2016), afirma que é exatamente a formacéo

desses peptideos que estariam implicando uma série de reacdes alérgicas.

Figura 6 - Formacéo da BCM-7
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Fonte:. Woodford (2007)

Estudos conduzidos por pesquisadores na Australia e na Nova Zelandia entre
2000 e 2003, mostraram uma clara relacdo entre aumento nas taxas de doencas

cronicas e consumo do leite A1, e mesmo ndo sendo comprovada essa relacao, teve-
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se a preocupacao de produzir cruzamentos que dessem origem a animais que
produzissem apenas, ou com uma maior frequéncia, a variante A2, foi entdo que
surgiu o Leite tipo A2.

O leite do tipo A2, além de néo ter associacdo com nenhuma doenca cronica,
evidencia fatores benéficos em relagcdo ao seu consumo. Um estudo recente publicado
no Nutrition Journal por Deth et. Al. (2016), mostrou uma associa¢do do consumo de
leite contendo apenas a variante A2, com uma maior producdo de antioxidante
(glutationa antioxidante) em seres humanos.

Em relacédo ao leite tipo Al, estudos realizados comegaram a associar a beta-
caseina Al com problemas crénicos em pessoas predispostas, que incluem: diabetes
mellitus tipo 1 (ELLIOTT et al, 1999), problemas coronarianos, desordens mentais e
outras doencas autoimunes (MC LACHLAN, 2001), também estdo relacionadas a
diversas alergias (GOBBETTI et al, 2002), intolerancia ao leite e problemas intestinais
(JIANQIN et al., 2016).

Até o presente momento sabe-se que apenas 0s bovinos produzem essa
variante (A1), mais especificamente a subespécie Bos taurus, e que ha uma variacédo
grande das quantidades de B-caseina Al e A2 entre racas e regifes que provém 0s
animais. Alguns trabalhos evidenciaram essas variagcdes em algumas racas, Camargo
(2012) e Vercesi Filho (2011), em seus estudos com a raca zebuina Gir Leiteiro (Bos
indicus), mostraram a existéncia de uma frequéncia bastante superior do alelo A2 ao
Al. Otaviano (2006) trabalhando com diversas racas, como: Holandesa, Gir, Jersey,
Pardo-Suico, Girolando, Guzera e até bufalas da raca Murrah, evidenciou atraves de
seus testes utilizando técnicas de marcadores moleculares (PCR — RFLP), que todas
as racas, com excecao das bufalas da raca Murrah, possuem uma frequéncia igual ou
superior 0,5 do alelo A2. Conhecer a frequéncia desses alelos possibilita trabalhar
com estas racgas através do melhoramento genético para produzirem leite do tipo A2.

Deste modo evidencia-se a preocupacdo em realizacdo de pesquisas que
evidencie a presenca e frequéncia desses alelos nas demais racas bovinas, buscando
cruzamentos e aperfeicoamento dos animais para que produzam com maior

frequéncia ou somente a variante A2.
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2.3 Doengas relacionadas ao consumo do leite Al

Varios trabalhos relatam as evidéncias da digestdo da Beta-caseina A1 com
uma série de doencas, esse peptideo bioativo chamado de BCM-7 pode estar
relacionado segundo Woodford (2007) com doencas cardiacas, diabetes tipo 1,
autismo, esquizofrenia e desenvolvimento de doengas autoimunes. Ele relata, através
das evidéncias que reuniu dos mais de 100 artigos cientificos publicados sobre o
assunto, o potencial prejudicial que essa variante pode causar em individuos pré-
dispostos a estas doencas. Mc Lachlan (2001), e Laugesen e Elliott (2003), através
de andlises epidemiolégicas e estudos com ensaios em animais, encontraram
evidéncias da forte associacdo entre 0 consumo da beta-caseina Al e doencas
cardiacas e diabetes mellitus tipo 1. Os estudos mostraram que paises em que as
pessoas consumiam mais leite Al, havia um indice mais alto de desenvolvimento de
doencas coronarianas do que em paises que predominantemente consumiam o leite
A2. Porém € preciso ressaltar que esses estudos mesmo tendo relacionado
fortemente o consumo de leite A1 com desenvolvimento de doencas cardiacas,
inclusive excluindo muitas variaveis tornando o estudo mais confiavel, ainda assim
sdo correlacdes estatisticas, que isoladamente ndo podem provar a relacdo, apenas
evidenciar. Mc Lachlan (2001), ainda em seus estudos, observando dados desses
paises, encontrou uma forte correlacdo entre incidéncias de doencas cardiacas e
diabetes mellitus tipo |, uma correlacédo alta de 0,74, associando entdo a diabetes
mellitus tipo 1 também ao consumo do leite Al. Elliott (1999), ja havia mostrado
evidéncias em seus ensaios com roedores do consumo do leite possuindo a beta
caseina Al e aumento de desenvolvimento da diabetes tipo 1, sendo que ratos que
foram alimentados com o leite A2 ndo desenvolviam a doenca e uma grande parte
dos animais (47%), que eram alimentados com o leite A1 desenvolviam, associando
o desenvolvimento da doenca ao peptideo bioativo BCM-7.

Outro problema poderia ocorrer em individuos que possuem alguma deficiéncia
gastrointestinal, como ulceras e até problemas relacionados ao estresse, que podem
dificultar a quebra da BCM-7, pela falta da enzima dipeptidil peptidase 4, que é a
enzima responsavel pela quebra da BCM-7, fazendo-a entrar na corrente sanguinea
em maior quantidade e assim podendo ocasionar maiores problemas. Woodford

(2007) relaciona a substancia a um narcético, pois € uma variante da morfina, além
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de ser um oxidante.

Figura 7 - Estrutura quimica B-casomorfina 7
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Fonte: Clemens, RA (2011)

Segundo Gobbetti et al, (2002) e Dias (2016) a formacéo desse peptideo pode
ser a causa de diversas reagoes alérgicas, além das evidéncias da variante B-caseina
Al, estar relacionada com a intolerancia ao leite. Um estudo recente realizado na
China mostrou que o consumo de leite contendo B-caseina Al estd associado a
aumento da inflamag&o gastrointestinal, piora dos sintomas de PD3, atraso no transito
gastrointestinal e diminuicdo da velocidade e precisdo do processamento cognitivo.
Segundo este estudo de JIANQIN et al (2016) a variante B-caseina A1 aumenta a
inflamacédo gastrointestinal, e alguns sintomas de intolerancia a lactose podem ser
desencadeados pelo resultado desta inflamacéo, esse mesmo estudo provou que o
consumo de leite contendo apenas B-caseina A2 ndo resultou no mesmo processo

inflamatério, diminuindo assim os efeitos da intolerancia a lactose.

3.4 Raca Bovina Crioula Lageana

A raga crioula lageana foi reconhecida pela portaria 1048 de 31 de outubro de
2008, publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
através dos esforcos da ABCCL — Associacéo Brasileira de Criadores da Racga Crioula
Lageana, de criadores da regido serrana de Santa Catarina e das instituicbes
parceiras, este reconhecimento oficial e abertura de Livro de Registro Genealogico foi
possivel. Estes bovinos do sul do Brasil, mais especificamente do Planalto

Catarinense — Lages, foram modelados através do tempo, 0 que tornou estes animais
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perfeitamente adaptado as temperaturas e condicdes ambientais da regiao (Primo,
1986).

Segundo Goulart (1965), os bovinos crioulos do sul do Brasil tém sua origem
dos bovinos Ibéricos (Bos taurus ibericus), tendo em seu tronco ragas como: Retinta,
Barrendas, Blanca, Cacerané e Negra Andaluza, mesclados com os bovinos do tronco
Aquitanicos (Bos taurus aquitanicus) de Portugal, de racas como: Barrenta de
Andaluza, Minhota, Arouquesa e Alentejana. Todos esses animais tem um ancestral
em comum e pertencem a Peninsula Ibérica (Martins. Et. Al., 2009).

Os bovinos do tronco Ibérico, dos quais a raca Crioula Lageana descende
diretamente, foram introduzidas no Brasil através das missdes jesuiticas que teve seu
inicio em 1549. A raca crioula também tem em sua formacéo a participacdo dos
bovinos vicentistas, pertencentes também ao tronco ibérico, introduzidos no Brasil em
1534. O crioulo lageano é resultado da miscigenacéo de diversas racas ibéricas e da
sua exposicdo as condicdes ambientais do planalto do sul brasileiro a que foi
submetido por quase 500 anos de selecéo natural. Quando se iniciou a colonizacéo
de Lages, por volta de 1770, o gado rustico que existia na regido, cruzou-se com o0s
bovinos que vieram junto com os colonizadores, a miscigenacéo de ragas possibilitou
a formacdo deste grupo genético (Martins. Et. Al., 2009).

A raca Crioula Lageana est4 adaptada a regido do planalto sul catarinense,
localizado no centro do estado de Santa Catarina, caracterizado por invernos frios e
verdes brandos, com média de temperatura anual de 15,7°C, chegando em média nos
meses mais frios a 6,6°C. O clima umido com Umidade Relativa média de 78%, com
média de precipitacdo de 1300mm anual, caracterizaram a raca a este ambiente. Por
essa caracterizacdo do clima as forrageiras constituidas por pastagens naturais
apresentam boa producédo na primavera e verdo, sendo bem escassa no outono e
inverno. As principais forrageiras da regido se caracterizam pelos géneros: Aristida,
Andropogon, Elyonuros, Trachypogon, Schizachyrium, Paspalum e Baccharis. Alguns
exemplos séo: Capim Caninha, Capim mimoso, Barba de bode, Grama forquilha,
Grama tapete, Macena mansa, Cargqueja e Vassouras. (Martins. Et. Al., 2009).

Os bovinos da raca Crioula Lageana possuem como caracteristicas
morfologicas um perfil de cabeca retilineo ou subconcavilinio, mucosas pigmentadas
escuras, orelhas redondas, pequenas e leves, corpo cilindrico de tamanho mediano,

membros longos com forte estrutura 6ssea, a sua pele € grossa e pigmentada, coberta
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de pelos que variam do branco até o preto, entre as variedades de pelagem temos:
africana vermelha e africana preta; baio ou preto; jaguané; oveiro vermelho; baio ou
osco; mouro; brasino; Nilo; barrenda em preto ou vermelho; churriado salino e
vermelho, sendo as mais comuns entre a raca a africana vermelha e preta. Temos
duas variedades de animais a aspada e a mocha. A variedade aspada possui chifre
com grande desenvolvimento geralmente em forma lirada que se prolongam
horizontalmente para as laterais. (Camargo e Martins, 2005; Primo, 1992).

Os bovinos da raca Crioula Lagena sao considerados animais de dupla aptidao,
porém quando comparados com animais de outras racas como Charolés e Nelore, as
caracteristicas de carcaca desses animais apresentam aspectos deficientes, e
possuem pouco desenvolvimento muscular devido a influéncia do meio a que se
desenvolveram e a falta de interferéncia humana quanto a selecdo dessas
caracteristicas para esses animais (Ribeiro, 1993).

Por outro lado, quando avaliamos a capacidade leiteira desses animais, a
indicativos de pontos positivos a respeito da raca, segundo dados de Ribeiro (1993),
estes indicam uma boa capacidade leiteira e habilidade materna, os terneiros nascem
pequenos, porém apresentam excelente desenvolvimento até a desmama, e apesar
de ndo ter sofrido selecéo a raca Crioula Lageana apresentou maior ganho de peso
ao nascimento e a desmama em relagdo as demais ragas. (Martins. Et. Al., 2009).

As caracteristicas apresentadas pela raca Crioula Lageana sédo altamente
desejaveis nos sistemas de producao, tanto leiteiras quanto de reproducdo e de
carcaca devem ser aprimoradas, buscando a inclusdo destas nos programas de

melhoramento.

3.5 Marcadores Moleculares, selecdo assistida por marcadores e técnicas de
biologia molecular - PCR/RFLP.

A producdo animal de qualquer espécie, somente alcanga altos niveis de
eficiéncia quando se aliam o melhoramento da composi¢cdo genética animal e das
condi¢cdes ambientais de criacdo. E preciso uma agdo conjunta desses dois fatores
gue séo igualmente importantes. A parte genética € a base para o estabelecimento de

programas de melhoramento e é o fator limitante a resposta dos animais aos
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processos seletivos (PEREIRA, 2008).

O melhoramento genético animal busca modificar a propor¢éo de certos genes,
aumentando a frequéncia de genes desejaveis em uma populacdo e diminuindo a
frequéncia dos genes indesejaveis, permitindo selecionar animais que expressem as
caracteristicas desejadas para um determinado programa de melhoramento, dentro
de uma condi¢cdo ambiental de criagdo adequada. Para promover o melhoramento
genético animal, existem duas ferramentas disponiveis: a selecdo e o cruzamento. A
selecédo é a decisdo de permitir que os melhores individuos de uma geracédo sejam
pais da geragdo subsequente, e do numero de filhos que estes deixardo, mudando a
frequéncia genética de uma populacdo. O cruzamento por sua vez, ocorre quando
individuos pertencentes a racas diferentes acasalam, sendo uma forma de conseguir
melhoria genética e incrementos de producao e de produtividade. Porém, ndo elimina
a necessidade nem aimportancia da selegdo como método de melhoramento genético
que pode ser realizado concomitantemente ao cruzamento (EUCLIDES FILHO, 1999).

O uso de técnicas que envolvem marcadores moleculares proporcionou um
avanco nos estudos de genética e um melhor resultado nos programas de
melhoramento genético, quanto a utilizacdo das ferramentas de selecdo e
cruzamento. (BUSO et al., 2009).

Os marcadores moleculares surgiram devido a necessidade da deteccao de
polimorfismo genético diretamente no DNA. Um marcador molecular pode ser definido
como qualquer fenotipo molecular proveniente de um gene expresso ou de um
segmento especifico de DNA (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo Milach
(1998), marcadores moleculares sdo caracteristicas ou fragmentos de DNA que
diferenciam dois ou mais individuos geneticamente.

Os primeiros marcadores utilizados eram marcadores morfolégicos, 0s
marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento eram controlados por
genes associados a caracteres morfologicos, em geral, caracteristicas fenotipicas de
facil visualizacdo, como nanismo. (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Essa classe
de marcadores era de facil monitoramento, porém existe em nimero muito limitado
em uma mesma espécie sendo insuficiente para o mapeamento genético. Sua
descricdo depende do desenvolvimento do animal e sua expressao génica pode ser
influenciada por acdo génica de dominancia, morfologia, fisiologia, comportamento

das espécies, além dos fatores ambientais. (PECCHIONI et al., 1996).


http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm
http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/p_do03_b.htm

20

A partir da década de 70, surgiram os marcadores bioquimicos baseados em
proteinas e enzimas, apesar destes marcadores serem codominantes, isto é,
genaotipos heterozigotos e homozigotos de determinado loco facilmente identificados,
permitindo estimar parametros como frequéncias genotipicas e alélicas e, de
possuirem baixos custos e de facil execugcdo, hd a desvantagem de proporcionar
pequena cobertura do genoma. (Ferreira & Grattapaglia 1998).

Os marcadores de DNA, conhecidos como marcadores moleculares, séo
segmentos de DNA que estdo fisicamente ligados a locos que determinam
caracteristicas de interesse. A principal colaboracdo que as técnicas de marcadores
de DNA trouxeram foi a possibilidade de analisar intrinsecamente o genétipo de um
individuo sem a necessidade da ocorréncia da expressdo fenotipica e,
consequentemente, excluindo-se a influéncia do ambiente. (TOPPA; JADOSKI, 2013).

A utilizacdo da tecnologia de marcadores moleculares nos programas de
melhoramento genético, mais especificamente no processo de selecdo através da
procura de alelos desejaveis indiretamente por meio do uso de marcadores ligados, é
conhecida como selecao assistida por marcadores moleculares (SAM).

Algumas técnicas de marcadores que combinam o uso de enzimas de restri¢cao
a hibridizacao entre sequiéncias complementares de DNA, sdo o caso do “Restriction
Fragment Length Polymorphisms” (RFLP) ou a técnica de “Polymerase Chain
Reaction” (PCR), sdo amplamente utilizadas no mapeamento genético.

A técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction), surgiu na década de 80, e
apresentou uma nova opc¢édo ao uso de marcadores moleculares. Utilizada para
ampliar pequenas sequéncias especificas de nucleotidios em quantidades acessiveis
a andlise, a partir de uma pequena quantidade de DNA (WHITE et. al., 1989), a técnica
fundamenta-se na sintese enzimatica in vitro de um segmento especifico de DNA na
presenca da enzima DNA polimerase e de iniciadores especificos (primers). Os
primers delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla a ser amplificada, do qual o
resultado sdo milhdes de cépias idénticas. (MULLIS & FALOONA, 1987).

A PCR é conhecida como a primeira etapa nos procedimentos laboratoriais de
uma metodologia popular de genotipagem chamada de PCR-RFLP. A PCR-RFLP se
baseia na diferenciacdo dos organismos pela anédlise de padrbes derivados da
clivagem do seu DNA. O primeiro passo para analise € a amplificacdo de um

fragmento especifico (PCR), seguido por um tratamento do fragmento amplificado
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com uma enzima de restricdo pertinente chamado de RFLP. (RASMUSSEN, 2012).

A RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphisms) € o procedimento onde
o fragmento gerado da PCR, é purificado e submetido a um tratamento com uma
enzima de restricdo especifica que reconheca apenas um dos alelos. Cada enzima
cliva o DNA em sequéncias nucleotidicas especificas. Sendo que a presenca ou
auséncia do reconhecimento das enzimas de restricdo resulta na formacéo de
fragmentos de restricdo de diferentes dimensdes. Posteriormente, os fragmentos séo
reconhecidos por eletroforese para diferenciacdo dos alelos por tamanho. (CAETANO,
2009; RASMUSSEN, 2012).
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4.0 MATERIAL E METODOS

A coleta de dados foi realizada entre os anos de 2016 e 2017, nas propriedades
Santa Rita, Fazenda Grande e Fazenda Igrejinha pertencentes a parte do planalto
serrano do estado de Santa Catarin. Foram coletadas as amostras de pelos da
vassoura da cauda de 110 bovinos da raca Crioula Lageana. Cada amostra continha
aproximadamente 50 pelos, que foram acondicionadas em embalagens individuais
devidamente identificadas. O excesso dos pelos foi cortado com tesoura, e fios de
cerca de 3 cm contendo os foliculos pilosos foram acondicionados. Posteriormente,
cerca de 40 foliculos/animal foram transferidos para tubos de microcentrifuga (1,5 mL)
identificados com a numeracdo do animal e mantidos a -20° C até o momento da
extracdo do DNA gendmico.

As analises foram realizadas no Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Genética
Animal (LEPGA) da Universidade Federal de Santa Catarina, localizado no Centro de
Ciéncias Agrérias, Florianépolis/SC, este projeto teve apoio financeiro da FAPESC.

Para a etapa de extragdo do DNA gendémico dos foliculos pilosos, foi utilizada
a metodologia PCI (Fenol-Cloroférmio-Alcool-isoamilico), adaptada de Lima (2003).
Inicialmente dentro de cada microtubo de 1,5 mL contendo os foliculos foram
adicionados 500 pL de solucdo TE-TWEEN, seguido de incubacdo em banho-maria a
65°C por 1,5 horas com agitacdo manual periddica. Posteriormente foi adicionado 15
pL de proteinase K (20 pg/puL) incubando-se as amostras a 55°C por 6 horas, agitando-
se por inversdo a cada 30 minutos e depois a 37°C overnight. Apos esta etapa, foi
adicionado 1 volume de PCI (fenol-cloriformiodlcool isoamilico — 25:24:1) para 1
volume de amostra e 0s tubos passaram por vigorosa agitacao por 10 segundos em
agitador automético tipo vortex. Em seguida foi feita centrifugacéo a 12.000 rpm por
10 minutos a 23°C, sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo devidamente
identificado, resultando em um volume final de aproximadamente 300 pL. A
precipitacdo do DNA foi feita com 1/10 do volume da amostra de acetato de sodio 0,3
M (cerca de 30 pL) e etanol absoluto gelado (1000 pL), sendo feita a mistura por
imerséo seguida de repouso durante 1,5 horas a -20°C com uma nova centrifugagao
a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Finalmente foi descartado o sobrenadante, sendo
o DNA remanescente seco a temperatura ambiente e em seguida ressuspendido em

100 pL de agua ultrapura e armazenado a 4°C até o momento do uso.
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ApGs as extracdes, as amostras de DNA foram submetidas a verificacdo quanto
a eficiéncia da metodologia de extracéo. Cerca de 4 pL de cada amostra foi misturada
a 3L de tampao de corrida (azul de bromofenol, xileno-cyanol e glicerol) e submetidas
a eletroforese em gel de agarose (0,5%) com brometo de etidio, em tampdo TBE 1X
(Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM e Acido Borico 89 mM e pH 8,3) a 50V, por
aproximadamente 50 minutos. A visualizacéo foi feita sob luz ultravioleta em Sistema
de Fotodocumentacéo L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia). As imagens dos géis foram
registradas com o software L-Pix Imagem Ex®.

Para o isolamento e amplificacdo de um fragmento de 389pb correspondente a
regido parcial do intron 6 e éxon 7 do gene da beta-caseina, area do gene responsavel
pela codificacdo da proteina, foi utilizado um par de primers previamente desenhados
(CAMARGO, 2012) com as regides de interesse, contendo as respectivas sequéncias
de nucleotideos:

Forward - 5TGACCCCAATTTCTTAACCAAACCAA3Z’
Reverse - 5CTGGCTTTCAGTAAAGGGCTCAACTG 3

As reacOes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 uL/amostra,
contendo 100ng aproximadamente 3 yL de DNA gendmico, 0,5 pL de cada primer, 3,0
pL tampéo PCR 1X, 100uM de dNTPS aproximadamente 0,5 pL, 0,5 U EasyTag®
DNA Polymerase (Trans Gen Biotech®) aproximadamente 0,6 pL e 16,9 yL de H20
ultrapura. Os ciclos de amplificacao foram realizados em termociclador Biometra®, e
seguiram a seguinte programacédo: 95°C por 5 minutos para desnaturacdo inicial,
seguindo-se de 36 ciclos de 95°C por 1 minuto para desnaturacdo, 62,0° C por 1
minuto para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto para extensao da Taq
Polimerase. Por fim um ciclo de 72 °C por 5 minutos e apés este Ultimo as amostras
foram mantidas a 4°C para conservacdo até a retirada do termociclador. Para a
escolha da temperatura ideal para realizacdo da técnica de PCR foi efetuado um
gradiente de temperatura onde foi observado qual a temperatura mais adequada para
0 anelamento dos primers.

Para verificar o resultado da reagdo de amplificacdo, uma aliquota de 5uL de
cada amostra foi diluida em 3L de tampéao de corrida (azul de Bromofenol e glicerol),
como padrdo de peso molecular foi utilizado 4pL de 1KbPlus e submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando tampao TBE 1X e brometo de etidio

(0,05 pG/ml) a 60V por aproximadamente 60 minutos. Apds esta etapa, o gel foi
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exposto a luz ultravioleta em Sistema de Fotodocumentagédo L-Pix EX® (Loccus
Biotecnologia). As imagens dos géis foram registradas com o software L-Pix Imagem
Ex®.

Apo6s o isolamento e a amplificacdo da regido de interesse do gene da beta
caseina pela PCR, as amostras foram submetidas a técnica de PCR-RFLP, que
consiste na digestdo por enzimas de restricdo, as quais reconhecem sequéncias
especificas de bases no DNA, onde a alteracdo de um par de bases pode criar ou
abolir um sitio de restricdo em um determinado locus do genoma, gerando um
polimorfismo (REGITANO e COUTINHO, 2001). Neste trabalho, a aplicacdo da técnica
de RFLP para tentar identificar polimorfismos foi realizada utilizando-se as enzimas
de restricdo: Hinfl (BioLabs®), com o0 seguinte sitio de restricdo: 5-G|ANTC -3 3’-
CTNA1TG -5"; Ban Il (Eco24l) (Thermo Scientific ®) com sitio de restricdo: 5 -
GRGCY|C -3 3 C1YCGRG5’; e Xmn | (BioLabs®), com sitio de restricdo 5’ -
GAANN|NNTTC - 3’ 3’ - CTTNNTNNAAG - 5’, que reconheciam estas sequéncias
nos 389 pb apresentada entre o intron 6 e éxon 7 do gene da beta-caseina.

As digestdes foram realizadas em termociclador Biometra® em um volume final
de 20 yL/amostra, contendo 10 pyL do produto da PCR, 1/10 de tampéao para enzima
de restricdo, 3 unidades das enzimas Hinfl, Banll e Xmnl e 6,7 pL de H20 ultrapura.
A digestao da enzima Hinf | foi feita por 20 minutos a 37°C depois 20 minutos a 80°C
para inativacdo da enzima e finalmente 4°C para conservacdo das amostras até a
analise. A digestdo da enzima Xmnl foi feita por 20 minutos a 37°C e posteriormente
a 65°C por 20 minutos para inativacdo da enzima e, por Ultimo a 4°C para conservagao
das amostras até a analise. A digestao da enzima Ban Il foi feita por 1h30m a 37°C
depois 20 minutos a 65°C para inativacdo da enzima e finalmente 4°C para
conservacao das amostras até andlise final e fotodocumentacéo.

Apés a digestao, uma aliquota de 5uL de cada amostra foram misturados a 3l
de tampao de corrida (azul de bromofenol, xileno-cyanol e glicerol), e como padréo de
peso molecular foi utilizado 4puL de 1KbPlus, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 2,5%, em tampéo TBE 1X com brometo de etidio a
60V por aproximadamente 1 hora e 40 minutos. A visualizagdo do padréo
eletroforético de migracdo das bandas ocorreram sob luz ultravioleta e foram

fotodocumentados na L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia).
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As andlises feitas a partir da visualizacdo do padrao de migracao de bandas,
permitiram posteriormente calcular as frequéncias génicas (xi e xj) e genotipicas (i,
Xij e Xjj), que foram determinadas a partir da contagem direta dos genoétipos
observados e estabelecidas com as seguintes equacodes:

n, +(0,5m,) n; +(0,0n,)

I I

M ’ n

n.. H.; n.

I Ir
‘1{‘”_ — "1‘.{"]' — _v X y = .

n n . n
Onde nii, njj e nij correspondem ao numero de homozigotos e heterozigotos
observados nos alelos i e |, respectivamente e n corresponde ao numero de individuos
analisados.
Para testar as frequéncias observadas, foi realizado célculo de teste do
equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo que o principio da lei de Hardy-Weinberg se da

pela expanséo do binémio descrito:
2 2 2 2
(AI.+,\J.) =X; +2x,X; +X;

Em que: 2 ix = frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo i; 2xixj = frequéncia
esperada para heterozigotos ij; 2 jx = frequéncia esperada dos homozigotos para o
alelo j.
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5.0RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica utilizada para extracdo do DNA gendmico dos foliculos pilosos dos
bovinos da Raca Crioula Lageana foi eficiente conforme mostrada na Figura 8, na
qual a primeira banda formada pelo padrédo de migracao, mostra uma quantidade
satisfatéria de DNA. Uma quantidade pequena das amostras apresentaram
bandas arrastadas o que sugere sinais de degradacédo do DNA e a banda formada
no fim do padrdo de algumas amostras indica RNA (SALMAM e LAUREANO,
2006). Contudo, esses sinais de degradacdo do DNA e a presenca de RNA nao

comprometeram as analises posteriores.

Figura 8 - Imagem representativa dos resultados obtidos nas extraces de DNA.
Eletreforese em gel de agarose a 0,5%.

Os resultados obtidos na extracdo do DNA gendmico corroboram com
Laureano et al. (2006) que também utilizaram a técnica adaptada de Lima (2003)
para extracdo de pelos de novilhas da raca Nelore.

Para a realizacdo da técnica de PCR, foi realizado um teste de gradiente de
temperatura, para garantir a escolha da temperatura ideal de anelamento dos

primers. A que resultou visualmente em um melhor anelamento foi 62°C.
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Os resultados obtidos da PCR mostraram que os fragmentos amplificados
continham aproximadamente 389 pb (Figura 10), indicando o funcionamento correto
dos primers e a eficiéncia da técnica quanto ao isolamento e amplificacdo da regiao

de interesse da Beta Caseina.

Figura 9 - Imagem representativa do resultado das analises de PCR indicando fragmento do gene
da Beta Caseina, utilizando os iniciadores B-Cas FWD e REV. Gel de agarose a 1%. A= marcador
de peso molecular 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen®).

e B B B B B _N N N
300 pb - - - . o

200 pb
100 pb

Os resultados obtidos a partir da PCR, posteriormente permitiram a realizacéo da
técnica de RFLP, onde as amostras que continham apenas a regido de interesse
parcial do intron 6 e éxon 7 do gene da beta-caseina foram digeridos pelas enzimas
Ban I, Xmnl e Hinf I. As técnicas utilizadas na Ban Il e Xmn | ndo foram eficientes

(Figura 11), observamos que néo houve a digestéo do fragmento estudado.

Figura 10 - Eletroforese da técnica de RFLP com a Enzima Xmn |. Gel de agarose a 2,5%. A= marcador de
peso molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen®). C+= controle positivo com produto de PCR.

300 pb

Deve-se lembrar que estas enzimas possuem sitios de restricdo no fragmento

estudado, porém a nao eficiéncia pode ser dada pelo tempo de digestdo submetido,
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gue possui uma variagao de ajuste. As enzimas mencionadas submetidas a um tempo
maior de digestdo neste fragmento especifico podem gerar resultados satisfatérios,
sendo necessarios mais estudos e mais testes para confirmar o tempo ideal.

As reacOes de digestdo utilizando a enzima de restricdo Hinf I, mostraram
eficiéncia da técnica RFLP. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o
produto amplificado da PCR foi digerido formando trés padrdes diferentes (Figura 12).

Figura 11 - Eletroforose representativa dos diferentes padr8es de bandas observados no resultado da
técnica PCR-RFLP com utilizagdo da enzima Hinf-l. Gel de Agarose a 2,5%. A= marcador de peso
molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen®). C+= controle positivo com produto de PCR.
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A andlise da RFLP, apds a eletroforese em gel de agarose (2,5%), permitiu a
identificacdo de 3 padrdes de migracao das bandas distintos: dois homozigotos (A1)
e (A2) e um heterozigoto (A1A2), sendo que apenas um animal mostrou padréo
homozigoto Al. Tal resultado caracteriza a existéncia de polimorfismo na regido do
gene do beta-caseina analisada com a utilizacdo da enzima Hinf I.

O padrao de migracdo de banda que indica a genotipagem homozigota A2,
corrobora com os resultados obtidos por estudos de Otaviano (2006), que indicaram
frequéncia homozigota A2A2 em bubalinos e bovinos (Bos taurus), analisados para o
gene da beta caseina com a enzima de restricdo Hinf I, com padrdo de migracéo de
bandas similares.

Das 110 amostras iniciais, sete (7) amostras nao foram possiveis de analisar
devido a falta de fragmentos observados no gel de agarose da eletroforese resultante
da técnica de RFLP, ocasionando uma amostragem total e final de 103 animais
analisados.
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As respectivas frequéncias génicas e genotipicas obtidas entre os 103 animais
avaliados estéo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncias génicas e genotipicas observadas e calculadas.

Genétipos Observados Frequéncias

Alélicas "ns
Al1A1 A1A2 A2A2 f (A1) = 0,16
Frequéncia 0,01 0,301 0,689 f (A2) = 0,84

N 1 31 71
ns = ndo significativo para teste de equilibrio de Hardy-Weinberg

Os resultados obtidos com o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg sugerem que
as frequéncias observadas na regiao estudada nos animais avaliados n&o estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Isto pode ser atribuido a efeitos de selecao natural dos
animais genotipados, o que contribui para alteracdes nas frequéncias alélicas a cada
geracdo na populacdo de animais da raca Crioula Lageana. Este é um indicativo da
variabilidade genética na populacéo.

Os resultados obtidos mostram uma frequéncia superior do alelo A2 em relacéo
ao Al, sendo este um indicativo do potencial genético da raca Crioula Lageana para
a producéo do leite tipo A2. Porém € necessario que se facam mais estudos para
comprovar esse potencial, procurando explorar populagdes maiores e com analise do
leite, buscando relacionar o potencial genético com a producao real dessa proteina no
produto final.

Os resultados obtidos divergem dos resultados encontrados por Otaviano
(2006), onde a mesma regido do gene estudada com a enzima de restricao Hinf I,
resultou em animais monomorficos com genoétipo A2A2, para todas as racas
estudadas, incluindo subespécies Bubalinas, Bos Indicus e Bos Taurus. Contudo, 0s
resultados obtidos por ele utilizando a enzima de restricdo Hae lll, corroboram com as
frequéncias encontradas, onde animais da raca Holandesa (Bos taurus), resultaram
em polimorfismo com frequéncias de Al de 0,12 e de A2 0,88.

Camargo (2012), encontrou polimorfismo e frequéncias parecidas estudando
animais da raca Gir, onde a populacéo de animais estudados apresentou frequéncias
do alelo A1 de 0,11 e do alelo A2 de 0,88.

Estes resultados nos mostram que as racgas criadas em territério nacional, tem
um grande potencial para o segmento de producdo do leite tipo A2, e essa

variabilidade genética facilita também a sele¢éo assistida por marcadores moleculares
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nos rebanhos brasileiros, incluindo os rebanhos dos produtores da raga Crioula
Lageana.

Com uma futura comprovacdo das associacfes dos genotipos obtidos a
informacdes fenotipicas para caracteristicas de interesse, € possivel viabilizar a

selecéo assistida pelos marcadores em programas de melhoramento da raca.
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6.0 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através das técnicas de PCR-RFLP utilizando a enzima
de restricdo Hinf I, permitiram identificar polimorfismos para a regido estudada do
gene da B-caseina em animais da raca Crioula Lageana. As analises mostraram
que o alelo A2 se encontra em uma frequéncia bastante superior a do alelo A1 na

populacao estudada, o que agrega valor ao leite dos animais desta raca.
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