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RESUMO

REGO, Ramon de Sousa. Polimorfismo no Gene que Codifica a B-lactoglobulina e
Associacdo com Caracteristicas de Producdo em Caprinos Leiteiros. 56p. Dissertacdo
(Mestrado em Zootecnia). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

A qualidade proteica do leite de cabras e a digestibilidade da fracdo lipidica sdo importantes
fatores que o destacam, quando comparado ao leite de vacas. A B-Lactoglobulina € a proteina
de maior abundancia no soro do leite em ruminantes sendo produzida na glandula mamaria
durante o periodo de lactacdo. Ela pode representar até 12% do total proteico. Buscamos com
0 presente trabalho, avaliar o gene da B-Lactoglobulina (BLG) com seus polimorfismos
genéticos nas regides promotoras 5° € 3° UTR e associa-los as caracteristicas de producédo de
leite no rebanho caprino experimental. Para isso foram utilizadas 150 cabras (Capra hircus)
das racas Saanen e Alpinas, genotipadas para os polimorfismos do gene BLG. Para a
genotipagem foram coletados 10 mL de sangue por animal. O sangue foi utilizado para a
extracdo de DNA e amplificacdo de 2 fragmentos do gene BLG por intermédio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Os fragmentos amplificados foram entdo submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida e avaliados pelo polimorfismo no tamanho do
fragmento por restricdo (PCR-RFLP). Foram utilizadas as enzimas Smal e Sacll, para a regido
promotora (regido promotora + éxon 1) e para a regido do éxon 7 (éxon 7 + regido 3’),
respectivamente. As diferencas nos padrdes de corte foram visualizadas em gel de
poliacrilamida. Na regido promotora o polimorfismo de base unica (SNP) na posicdo -60
(C/T) foi identificado e apresentou associagdo com a percentagem de proteinas no leite. Esse
resultado sugere uma relacdo entre os genotipos da regido promotora do gene BLG e o nivel
proteico do leite. Foi observado na regido do exon 7 a presenca de dois polimorfismos +4641
(12/13) e +4601 (A/G). A variacao l,-13 € caracterizada pela repeticdo de uma sequéncia de 10
pb, variando em duas e trés vezes, e sendo possivel identifica-la por eletroforese. A variacéo
I3 teve frequéncia muito baixa, e ndo houve associacdo entre esse polimorfismo e nenhuma
caracteristica de producdo. O polimorfismo +4601 (A/G) foi identificado por meio da
digestdo da enzima Sacll. Os alelos identificados tiveram frequéncias proximas as relatadas
por outros autores e apresentaram associacao com a percentagem de gordura no leite cabras,
sendo que os animais com o genotipo S;S; apresentaram maior percentagem de gordura que
animais S;S; e S;S,. A maior producdo de conteudo lipidico pode estar relacionada com a
caracteristica de transporte de acidos graxos da B-Lactoglobulina.

Palavras chaves: Capra hircus. PCR-RFLP. Proteina do soro leite.



ABSTRACT

REGO, Ramon de Sousa. Polymorphism in the gene encoding the g-lactoglobulin and
Association with Traditional Production in Dairy Goats. 56p. Dissertation (Master in
Animal Science). Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014,

The protein quality of milk of goats and digestibility of the lipid fraction are important
factors that stand out when compared to milk from cows. The B-lactoglobulin is the higher
abundant protein in whey ruminants being produced in the mammary gland during lactation.
It may represent up to 12% of the total protein. We seek to present work was to evaluate the
gene B-Lactoglobulin (BLG) with their genetic polymorphisms in the promoter regions 5 ‘and
3' UTR and associate them the characteristics of milk production in experimental goat herd.
For this 150 goats (Capra hircus) of Saanen and Alpine, genotyped for polymorphisms of the
BLG gene were used. For genotyping 10 mL of blood per animal were collected. The blood
was used for DNA extraction and amplification of two fragments of the BLG gene by means
of polymerase chain reaction (PCR). The amplified fragments were submitted to
electrophoresis on polyacrylamide gel and evaluated by by restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP). The Smal and Sacll enzymes were used for the promoter
(promoter + exon 1 region) region and the region of exon 7 (exon 7 + region 3 "), respectively.
The differences in cutting patterns were visualized on a polyacrylamide gel. In the promoter
region of the single nucleotide polymorphism (SNP) at position -60 (C/T) was identified and
was associated with the percentage of protein in milk. This result suggests a relationship
between genotypes of the promoter region of the BLG gene and the protein level of the milk.
The presence of two polymorphisms +4641 (I,/l3) and +4601 (A/G) was observed in the
region of exon 7. The I,-13 variation is characterized by a repeat sequence of 10 bp, varying in
two and three times, and it being possible to identify by electrophoresis. The I3 variation was
often very low, and there was no association between this polymorphism and any production
trait. Polymorphism +4601 (G/A) was identified by enzyme Sacll digestion. Alleles were
identified frequencies close to those reported by other authors and were associated with the
percentage of fat in milk goats, and the animals with the S;S, genotype had higher fat
percentage than S;S; animals and S,S,. The increased production of lipid content may be
related to the characteristic of transporting fatty acids B-lactoglobulin.

Key words: Milk whey protein. PCR-RFLP. Capra hircus.
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1 INTRODUCAO

O leite € um importante alimento para neonatos, e possui uma cadeia produtiva em
ascensdo, tanto para o leite bovino quanto para o leite caprino. A producédo de leite caprino
tem se destacado no agronegdcio brasileiro de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (2006). O nimero estimado do rebanho é superior a sete milhdes de animais,
distribuidos em cerca de 290 mil estabelecimentos agropecuarios com producdo de leite de
mais de 35 milhGes de litros por ano, gerando cerca de R$ 45 milhdes para o crescimento do
PIB.

O leite de cabra é um alimento de alto valor nutritivo e possui distin¢gbes quando
comparado ao leite bovino. Podemos citar, por exemplo, a alta qualidade proteica, menor
alergenicidade, maior digestibilidade da fracdo lipidica e a presenca de fatores terapéuticos.
Por estes motivos, o leite de cabra é considerado um alimento nutracéutico, sendo
recomendado para idosos, recém-nascidos e pessoas alérgicas (HAENLEIN, 2004).

A B-Lactoglobulina é uma proteina de grande importancia para a producdo de leite
por ser a proteina de maior abundancia no soro do leite de ruminantes. Inicialmente a -
Lactoglobulina, por ndo estar presente no leite humano, foi considerada uma das proteinas
com maior potencial alergénico. Porém, atualmente sdo conhecidas algumas de suas funcdes,
que sdo benéficas quando presente na alimentacdo humana. Varios estudos (PEREZ &
CALVO, 1995; FLOWER, 1996) apontam diversos papéis impares em ciclos fisiologicos
para essa proteina, tornando-a uma importante fonte de estudo.

A identificacdo de polimorfismos nos genes que codificam as proteinas presentes no
leite € importante na compreensdo dos processos produtivo e fisioldgico. Um grande nimero
de variagdes para as principais proteinas do leite é conhecido (a-sl, a-s2, B, k - Caseinas, -
Lactoglobulina e a-Lactoalbumina) em diferentes populagdes e racas de caprinos. Logo, hd o
interesse no uso desses genes como marcadores para 0 melhoramento genético na producéo de
leite, tendo em vista a composi¢cdo, o volume de leite, a saide humana e o rendimento de
produtos lacteos.

A utilizagdo do gene que codifica a B-Lactoglobulina como marcador genético em
pesquisas de melhoramento genético em caprinos € recente. A associacdo com a producéo de
leite em caprinos, percentagem de proteinas, gordura e extrato seco total ainda € muito pouco
conhecido. Na literatura, por exemplo, associacdes de polimorfismos do gene BLG com a
duracdo da lactacdo e contagem de células somaticas ndo foram encontradas.

Com o presente estudo avaliou-se 0 gene da B-Lactoglobulina como marcador para
caracteristicas produtivas de caprinos utilizando polimorfismos genéticos do gene BLG nas
regides promotoras 5° e UTR 3’. Para isso os genotipos foram associados aos valores
genéticos estimados para as caracteristicas de producdo de leite, duracdo da lactacdo,
contagem de células somaticas, percentagem de proteinas, gordura e extrato seco total do
leite.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leite Caprino

Como principal alimento de mamiferos neonatos, o leite € uma substancia produzida e
secretada pelas glandulas mamarias, que fornece os nutrientes necessarios a seu crescimento e
desenvolvimento. Esse fluido bioldgico possui diversos constituintes importantes para o
metabolismo como, por exemplo: aminoécidos que estimulam a sintese muscular; algumas
proteinas e peptideos com efeitos benéficos sobre a pressdo sanguinea; inflamagdo e
desenvolvimento tecidual; vitaminas, minerais e &cidos graxos. Além disso, existem
indicativos de que o leite fermentado estimula o sistema imune contra o céncer, virus e
alergias (HAUG et al., 2007).

Para 0 conhecimento das propriedades nutracéuticas caracteristicas do leite de cabras,
foram realizados inGmeros ensaios para verificar as relacdes entre a ingestdo deste alimento e
a satde humana.

Em um estudo de nutricdo humana, o leite de cabra foi utilizado como substituto do
leite de vaca em 38 criancas durante um periodo de cinco meses. As criancas alimentadas com
0 leite de cabra superaram as alimentadas com leite de vaca no ganho de peso, altura,
mineralizacdo do esqueleto e contetdo séricos de vitamina A, célcio, tiamina, riboflavina,
niacina e hemoglobina (MACK, 1952).

No estudo de Sabbahet et al. (1997) foi avaliada a mesma substituicdo do leite durante
duas décadas e concluiram que a utilizacdo do leite de cabras sempre é seguida de melhoras.
Em outros estudos clinicos com criancas alérgicas ao leite de vaca, o tratamento com leite de
cabra produziu resultados positivos em 93% das criancas e foi recomendado como uma
valiosa ajuda na nutricdo infantil por causa da menor alergenicidade e melhor digestibilidade
do que o leite de vaca (REINERT & FABRE, 1997).

Um fator que torna o leite de cabra mais digestivel em relacdo ao leite bovino é o
tamanho dos glébulos de gordura que tem tamanho diferenciado entre essas duas especies.
Em geral, o didmetro destes globulos para ambos os tipos de leite € de 1 a 10 micros,
entretanto, 28% dos glébulos de gordura do leite de cabra e 10% dos de leite de vaca
apresentam didmetro igual ou inferior a 1,5 microns. Esta variacdo pode justificar a maior
digestibilidade atribuida ao leite de cabra e torna-lo recomendavel para a alimentacdo de
pessoas idosas, com problemas gastricos ou de criancas (FURTADO, 1985).

Também é conhecido que o consumo de leite de cabra pode reduzir os niveis de
colesterol total e da fracdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL — Low Density
Lipoproteins), devido a maior presenca de acidos graxos de cadeia media (AGCM) (36% em
leite de cabra e 21% no leite de vaca), diminuindo a sintese de colesterol enddgeno.
(BARRIONUEVO et al., 2002).

Teores médios de gordura do leite de cabra diferem significativamente em &cidos
graxos em relacdo ao leite de vaca, sendo mais elevado os &cidos butirico (C4:0), capréico
(C6:0), caprilico (C8:0), caprico (C10:0), laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico
(C16:0), linoleico (C18:2), e menores no acido estearico (C18:0) e acido oleico (C18:1). Trés
triglicerideos de cadeia média (TCM) (C6-C14) foram efetivamente nomeados ap6s o estudo
do leite de cabras, devido a sua predominancia no mesmo (JENNESS, 1980).

Os 4acidos graxos caprico, caprilico e o0s AGCM se estabeleceram em tratamentos
médicos para uma série de distarbios clinicos, incluindo sindromes de ma absorcéo,
hiperlipoproteinemia, ressec¢édo intestinal, alimentacdo de prematuros, desnutricdo infantil,
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epilepsia e fibrose cistica devido a sua capacidade de fornecer energia direta metabdlica unica
em vez de ser depositada no tecido adiposo. Também por causa de suas a¢des de reducdo do
colesterol sérico, inibindo e limitando a deposicao de colesterol (SCHWABE et al., 1964)

Num estudo sobre o comportamento da resposta imune em criangas com intolerancia
ao leite de vacas, Albenzio et al. (2012) concluiram que a substituicdo pelo leite de cabras na
alimentacdo é vidvel pela diferenca no perfil proteico do leite. Assim, a alta qualidade
proteica, pela menor alergenicidade, e maior digestibilidade da fracdo lipidica, quando
comparado ao leite de vacas, justificam o interesse crescente no estudo dos fatores associados
a composicdo do leite de cabras, inclusive sobre a contribuicdo dos componentes genéticos.

2.1.1 Perfil proteico

Le Jaouen (1981) e Swaisgood (1996) dividem as principais proteinas do leite em trés
grupos. 1) Caseinas, que é a parte coagulavel das proteinas e € representada em ordem
decrescente pela os-caseina (0s € o), B-caseina (B-Cn), k-caseina (k-Cn) e y-caseina. 2)
Proteinas soliveis ndo coagulaveis representadas pela B-lactoglobulina e a-lactoalbumina. 3)
Proteases, peptonas, albumina sérica e imunoglobulinas, as quais ocorrem em baixas
concentragdes.

O leite caprino & similar quanto a classificacdo das principais proteinas do leite
bovino, porém difere em concentragdes, e nas variacdes genéticas e suas frequéncias
(MARTIN, 1993). As proteinas presentes no leite caprino e bovino se apresentam em
diferentes concentracbes mesmo quando produzidos em iguais condicdes para as duas
espécies, principalmente quando comparados as caseinas, que apresentam menor
concentracdo em relacdo ao leite bovino (CEBALLOS, 2009). Esse fato é uma das razdes que
explica a maior digestibilidade do leite caprino. E 0s aminoacidos da sua constituicdo sao
eficientemente melhores absorvidos do que os de leite de vaca (BOULANGER et al., 1984).

As micelas de caseina também diferem acentuadamente quando comparado os dois
tipos de leite. A micela no leite caprino possui menor taxa de sedimentacdo, melhor
solubilizagdo de B-Cn, menor tamanho da micela, maior quantidade de célcio e fosforo e
baixa estabilidade térmica quando comparado ao leite bovino (JENNESS , 1980).

A B-Lg ndo esté presente no leite humano e por isso inicialmente foi acusada de ser a
proteina mais alergénica no leite bovino. Porém estudos comparativos ndo mostraram
diferenca entre a alergenicidade da B-Lg e caseinas (BUERGIN-WOLFF et al. 1980,
TAYLOR 1986).

A grande quantidade de polimorfismo para a asl-Caseina (as1-Cn) tem sido muito
estudada pela existéncia de diferencas quanto as proporcdes entre caseinas provenientes dos
diferentes genotipos para esta proteina. Essas variacbes podem resultar em diferentes
digestibilidade e propriedades favoraveis a producéo de leite (REMEUF, 1993).

Além das distingbes do perfil proteico, a composicdo de aminodcidos também
apresenta proporcées significativamente distintas no leite de cabras. Os niveis de Leucina,
Lisina, Fenilalanina e Valina se apresentam superiores e 0s niveis de Metionina, Tirosina,
Arginina, Asparagina, Glicina e Serina se apresentaram inferiores ao leite bovino
(CEBALLOS et al., 2009).

2.2 Marcadores Genéticos

Marcadores genéticos sdo definidos como um gene ou qualquer sequéncia conhecida
de DNA, que podem ser utilizados para identificar individuos ou semelhantes (FERREIRA &
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GRATTAPAGLIA, 1998). Caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas ou moleculares podem
ser usadas como marcadores genéticos.

Durante as ultimas décadas o melhoramento genético tem buscado um modelo
diferente do que foi apresentado durante toda a histéria. Com o desenvolvimento da sociedade
e a necessidade de producdo de alimentos cada vez maior, houve a necessidade de buscar
novas estratégias para a selecdo dos animais reprodutores e proporcionar maiores ganhos
genéticos em um menor espaco de tempo.

A partir do desenvolvimento de biotécnicas, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (MULLIS & FALOONA, 1987), a utilizagdo de endonucleases de restricdo (ARBER
& LINN, 1970) e o sequenciamento de DNA (SANGER et al., 1977), tornou-se possivel a
realizacdo de analises de sequéncias de DNA. As quais vém sendo largamente empregadas
nas pesquisas e descobertas de marcadores genéticos, que aprofundam o conhecimento de
caracteristicas quantitativas no melhoramento genético animal.

Em programas de melhoramento genético, os marcadores podem ser usados ndo so
para selecdo de individuos com caracteristicas de interesse, mas também para caracterizacdo
da variabilidade genética, em testes de paternidade, na analise do comportamento de genes em
populacbes e na reconstrucdo da historia evolutiva de populagdes (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

A utilizacdo de marcadores presentes no DNA €& comum em pesquisas no
melhoramento animal e vegetal. Os marcadores em DNA sdo caracterizados pela deteccao de
variagOes naturais nas sequéncias de DNA. Existe uma grande diversidade de marcadores em
DNA e a sua utilizacdo depende de uma série de fatores, entre eles a disponibilidade de
recursos, conhecimento da regido e estrutura do laboratorio.

Entre os marcadores moleculares mais utilizados, que se baseiam na analise do DNA
gendmico, estdo os Polimorfismos de Base Unica (Single Nucleotide Polymorphisms - SNP), o
polimorfismo no tamanho do fragmento por restricdo (Restriction Fragment Length
Polymorphism - RFLP), os minissatélites ou ndmero variavel de repeticbes em tandem
(Variable Number Tanden Repeats - VNTR), o polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (Amplified Fragment Length Polymorphism - AFLP) e o0s microssatélites
(Simple Sequence Repeat - SSR) (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

2.2.1 Polimorfismo de base Unica (SNP)

As principais formas de variacBes genéticas nos organismos sdo derivadas de
mutacoes e recombinacdes. As mutacdes podem ser originadas espontaneamente ou induzidas
pelo meio. MutagBes espontaneas surgem de uma variedade de fontes. Uma fonte é um erro
na maquinaria de replicacdo do DNA. (GRIFFITHIS et al., 2008 ).

O SNP é uma pequena mutacdo ou variacdo genética que ocorre na sequéncia de
DNA, um Unico nucleotideo substituindo um dos outros trés nucleotideos (GRIFFITHIS et
al., 2008; BROOKES, 1999). A principio, poderia envolver até quatro variacdes de
nucleotideos diferentes em um determinado local, porém € mais raro esse tipo de variacao
(BROOKES, 1999). O SNP pode ser resultante de uma transicdo ou transversdo. Nas
transicdes ocorre uma troca de bases nitrogenadas de mesmas caracteristicas quimicas, entre
purinas (A/G) ou entre pirimidinas (T/C), nas transversdes ocorre troca de uma purina por
uma pirimidina, ou vice-versa. As transicdes sdo mais comuns. As mutacdes podem ocorrer
na regido codificante do gene, proporcionando ou nao alteragdes nos codons de leitura, e
possiveis modificacbes na estrutura da proteina codificada. Em regiBes transcritas e nao
traduzidas (Untranslated Region - UTR) ou reguladoras, os SNPs podem modificar sitios de
ligagbes da RNA polimerase, de fatores associados ao inicio de transcricdo ou proteinas
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especificas reguladoras da expressdo génica. A modificacdo de uma regido de reconhecimento
de um fator qualquer pode acarretar em uma modificacdo da expressdo do gene em questdo,
ou alterar a resposta a estimulos ambientais (GRIFFITHIS et al., 2008).

Com a alta frequéncia de SNPs no genoma, essa mutacdo ¢ uma fonte valiosa de
variabilidade que pode ser utilizada para saturacdo de mapas genéticos, mapeamento de
caracteristicas e estudos de associacdo com fenotipos de interesse (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998; BROOKES, 1999).

2.2.2 Numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR)

As sequéncias VNTR ou minissatélites variam de 6 a 100 pares de base em
comprimento e sdo encontradas em conjuntos contendo até 3.000 repeti¢Ges. Os nimeros de
variacfes dessas sequéncias tendem a ser instaveis e podem variar entre geracdes. Cada
VNTR se constitui em um loco de minissatélite, cujos alelos se diferenciam por variacées no
namero de repeticdes, logo o comprimento de um lécus de VNTR € altamente variavel numa
populacédo (JEFFREYS et al., 1985)

Essa alta variacdo em VNTR é utilizada como marcador genético para identificacao de
individuos e testes de paternidade por meio da técnica de identificagdo individual pelo DNA
(DNA fingerprinting). Modificagbes na sequéncia de minissatélites podem alterar a
transcricdo génica por modificagdes na matriz de leitura do promotor. A deteccdo de um
VNTR é facilmente feita pela simples diferenca de comprimento do fragmento, AFLP, em
pares de bases nitrogenadas em gel de eletroforese.

2.2.3 Reacdo em cadeia da polimerase - polimorfismo do tamanho do fragmento de
restricdo (PCR-RFLP)

Desenvolvida por Mullis & Faloona (1987), a PCR é uma reacdo enzimatica catalisada
por uma DNA Polimerase que permite a amplificacdo e reproducdo (in vitro) de grandes
quantidades de uma regido especifica de DNA, a partir de uma pequena quantidade de DNA
molde. Para a reacdo € necessario a sintese de um par de oligonucleotideos chamados de
primers, no qual a sequencia € complementar as regides 5’ ¢ 3° de interesse para a
amplificacao.

O PCR-RFLP é o método de genotipagem mais comumente utilizado, no qual sdo
utilizadas endonucleases de restricdo precisas para o sitio da troca de bases. A enzima de
restricdo é adicionada ao produto do PCR para a digestdo, gerando assim diferentes padrdes
de tamanhos para cada variante da mutacao.

As variacdes detectadas pela técnica RFLP decorrem de mutacgdes simples, rearranjos
dos segmentos de DNA, por efeito de delecbes, insercdes ou translocacdes e recombinacao.
Essas modificagdes podem ocasionalmente alterar a sequéncia ou substituir bases
nitrogenadas em um ou mais sitios de reconhecimento de uma determinada enzima
(CAIXETA et al., 2009). As enzimas de restricdo clivam o DNA em locais especificos,
denominados sitios de restricdo, ao longo da molécula de DNA e geram polimorfismos em
tamanho dos fragmentos cortados (SCOTT et al., 2000).

Quando é existente a diferenca genética entre individuos, esta técnica explora a
possibilidade dessa modificacdo se encontrar no interior da sequéncia de reconhecimento de
uma enzima de restricdo. Desta forma, a comparacdo dos perfis resultantes, em gel de
eletroforese, pode detectar pequenos polimorfismos que diferenciem os DNAS e evidencie 0s
alelos.

16



2.3 p-Lactoglobulina
2.3.1 Estrutura

A B-Lactoglobulina (B-Lg) é a proteina de maior abundancia no soro do leite em
ruminantes e é produzida na glandula mamaria durante o periodo de lactacdo. De acordo com
Fox e Mc Sweenwey (1998), cerca de 20% da proteina total do leite bovino pertence a um
grupo de proteinas genericamente chamado de soro, proteinas do soro ou nitrogénio nao-
caseinoso. A B-Lg € a proteina em maior abundancia no soro do leite de ruminantes, podendo
representar cerca de 50% da proteina do soro e 12% do total proteico do leite de bovinos.

A B-Lg também é encontrada no leite de outros mamiferos, porém, ausente do leite de
roedores, lagomorfos, e seres humanos (HAMBLING et al.,, 1992). Ela é uma proteina
globular, pertencente a familia lipocaina, pequenas proteinas caracterizadas por varias
propriedades, tais como a capacidade de se ligar a pequenas moléculas hidrofobicas
(FLOWER, 1996).

A estrutura da B-Lg é composta por uma sequéncia de 162 de aminoacidos com peso
molecular de 18,4 kDa (KONTOPIDIS et al., 2004). Foi relatada inicialmente por
Aschaffenburg & Drewry (1955), quando fizeram a primeira menc¢do a um polimorfismo
proteico. Este trabalho incentivou a investigacdo dessa diferenca entre as proteinas e sua
relagio com as caracteristicas de composicdo do leite e os fatores genéticos que tém
influéncia sobre a producdo dessa proteina.

As diferencas entre a estrutura primaria das proteinas podem resultar em alteracdes das
propriedades fisico-quimicas do leite (HILL et al., 1996). E conhecido um grande nimero de
polimorfismos tem sido encontrado para B-Lg bovina, ovina e caprina. O maior nimero de
variacdes foram encontrados em bovinos (12), seguidos pelos ovinos (3) e apenas 2 varia¢oes
foram relatadas em caprinos (MOIOLI et al., 1998; FORMAGGIONI et al.,1999).

A comparacao das sequéncias de aminoacidos da B-Lg de bovinos, ovinos e caprinos
mostra que as proteinas sdao altamente homologas, apresentando sequéncia com mais de 95%
de similaridade. A sequéncia primaria da p-Lg caprina foi caracterizada por Preaux et al.
(1979).

Em cabras os primeiros relatos de polimorfismos na proteina B-Lg foram feitos por
pesquisadores russos (STUPNISKII AND IL’CHENKO, 1967; MACHA, 1970). Porém,
ainda sdo desconhecidos os fatores genéticos que influenciam nas diferencas da estrutura da
proteina.

Com o inicio do estudo de marcadores moleculares, e a melhoria nas analises de
sequéncias génicas foi possivel o estudo da estrutura génica da B-Lg. Folch (1996) sequenciou
0 gene BLG (que codifica a proteina B-Lg) e ndo encontrou nenhuma variagdo que justificava
o polimorfismo na proteina. Porém outras variagdes foram encontradas e algumas foram
associadas a producdo e composicdo de leite de cabra por todo o mundo ( FOLCH et al.,
1996; PENA et al., 2000; YAHIAOUIU et al., 2000; VERES et alL., 2004; BALLESTER et
al., 2005; KUMAR et al., 2006; SZTANKOOVA et al., 2007; EL-HANAFY et al., 2010;
BALTRENAITE et al., 2013).

2.3.2 Funcdes fisioldgicas

A B-Lg e classificada como uma proteina pertencente a familia das Lipocainas, que se
caracterizam por serem moléculas de pequeno peso molecular e apresentarem grande
afinidade por diferentes moléculas hidrofobicas. Também possuem a capacidade de se ligar
aos receptores especificos das superficies celulares e formar macromoléculas complexas. Elas
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participam ativamente em diferentes vias, entre elas o transporte de retinol, o transporte de
ferormdnio, na sintese enzimatica de prostaglandinas, participacdo na regulacdo da resposta
imune entre outras (GODOVAC- ZIMMERMANN et al., 1988; FLOWER, 1996).

A B-Lg tem sua funcdo fisioldgica direcionada ao transporte de moléculas
hidrofébicas, sendo ela capaz de ligar as moléculas hidrofobicas e anfifilicas (PEREZ &
CALVO, 1995). A afinidade da p-Lg com o retinol (vitamina A) aponta para o transporte
dessa molécula para ser absorvida no intestino (CHO et al., 1994).

Também é proposto um papel de ativacdo de lipases, atuando assim no inicio da
digestéo de gorduras do leite, e na aquisicdo de imunidade pelo colostro (PEREZ et al., 1992;
ALSTON-MILLS AND THOMPSON, 1993). Mesmo com todos os estudos realizados o
papel fisiologico da B-Lg ndo esta totalmente explicado e definido (FARRELL JR. et
al.,2004).

Kontopidis et al. (2002) acreditam que o papel biolégico principal da B-Lg esta
relacionado com a fisiologia materna, porém esse papel pode ter mudado para uma funcéo
mais nutricional em algumas espécies. E de salientar que embora B-Lg é a proteina mais
abundante na fracdo de proteina de soro de leite em ruminantes, ela ndo é encontrada no leite
de todos os mamiferos, como o de humanos e de roedores (HAMBLING et al., 1992).

2.3.3 Interacgdes

A expressdo do gene polimorfico BLG esta relacionada as alteragbes das
caracteristicas fisico-quimicas da micela de caseina, e consequentemente, as propriedades
tecnoldgicas do leite, ja que tal proteina esta positivamente associada a estabilizacdo da
micela (ROBITAILLE et al.,1995).

Bobe et al. ( 1999a) concluiram que as concentracdes das proteinas no leite de vacas
sdo afetadas significativamente pelos diferentes genotipos para a -Lg e x-Caseina (k-Cn). O
alelo B para a x-CN proporciona aumento na propor¢ao de k-CN e diminuicéo de as1-CN ef-
Lg (P<0,01). Enquanto o alelo A para a B-Lg proporciona maior concentragdo de B-Lg e
diminui¢do asl-CN e B-CN na concentracdo total de proteinas do leite (P<0,01). N&o foi
encontrado efeito significante sobre a concentracéo total de proteinas no leite.

Existe a hipotese de que os polimorfismos existentes na regido promotora dos genes
BLG e do gene que codifica a k-Cnh (CSN3) podem estar influenciando a transcricdo dessas
proteinas em diferentes concentracdes, resultando em diferentes producdes dessas proteinas
no leite (BOBE et al., 1999a).

Robitaille (2002) concluiu que ha associacdo entre o polimorfismo para BLG e as
caracteristicas do leite de vacas. O gendtipo BLG AA foi associado significativamente a maior
concentragdo de B-Lg e maior proporcdo entre B-Lg e o-lactalbumin (a-La) (P<0,001).
Também foi observada a diminuigdo da concentragdo de a-La (P<0,01) e de albumina sérica
bovina (P<0,05). Os genotipos para BLG, ndo tiveram efeitos significativos na concentracao
das caseinas, porém foi observada uma tendéncia a maior concentracdo de caseinas no
genotipo BLG BB.

De acordo com Hill et al. (1996) a diferenca na estrutura primaria da proteina
resultante do polimorfismo no gene, também pode influenciar as caracteristicas fisico-
quimicas do leite bovino, pelas diferencas de hidrofilia ou hidrofobilidade dos aminoéacidos
trocados. Porém, quando comparado o efeito do gendtipo para BLG com as caracteristicas
fisico-quimicas do leite em bovinos, Botaro et al. (2007) concluiram que ndo existe influencia
entre as duas variaveis.

Outras evidéncias apontam a influéncia do gendtipo na composicéo lipidica do leite de
vacas. Onde gen6tipos BLG BB apresentaram maior concentracdo de &cido laurico (C12:0)
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(P<0,05). As concentracGes de &cido estearico (C18: 0) e &cido oleico (C18: 1), foram
superiores nos animais BLG AB (P<0,05) (MELINA et al., 2009). Esses dados demonstram a
diversidade de influéncia entre os polimorfismos no BLG e 0s outros componentes presentes
no leite, como gorduras e outras proteinas.

Em caprinos, os estudos com associa¢des entre 0 gene BLG com outros componentes
no leite ainda ndo é bem conhecido.

2.3.4 Gene

O DNA complementar (cDNA) para -Lg foi sequenciado em ruminantes : bovinos
(ALEXANDER et al., 1989) , ovinos (GAYE et al., 1986) e caprinos (FOLCH et al., 1993).
Foi relatado uma sequéncia de 486 pb que codifica para 162 aminoacidos, altamente
conservada nas trés espécies .

A unidade de transcricdo se estende por 4,7 Kb dispostas em sete éxons pequenos (42-
178 pb) e seis introns que variam de 213 pb a 1116 pb. O primeiro éxon contém uma regido
UTR, ndo traduzida, e a sequéncia que codifica para o peptideo sinal e os primeiros catorze
aminoacidos. A regido néo traduzida 3 ' UTR esté incluida no éxons 6 e 7 (figura 1). O gene
BLG esta localizada numa regido rica em GC do genoma, apresentando um teor de GC de
60,4% (FOLCH et al., 1996). Foram descritos pseudogenes nas espécies bovina (PASSEY &
MACKINLAY, 1995) e caprina (FOLCH et al., 1996). A principal alteracdo no pseudogene
caprino, para 0 ndo processamento, € uma insercdo de 29 pb no éxon dois gerando um codon
de parada a jusante do mesmo eéxon. No leite de gato e de equideos existem outras formas
relacionadas da proteina B-Lg (B-Lg I, B-Lg II, B-Lg I1I), provavelmente produzidas por genes
diferentes (GODOVAC-ZIMMERMAN et al, 1990;PENA et al, 1999).

El 2 E3 E4 ES E6 E7
[. 665 . 855 .1116. 674. 213 E 389
136 140 74 111 105 42 178

Figura 1. Estrutura de organizacdo do gene codificante da B-LG caprina. Exons sdo
demonstrados pelas caixas em branco (regides 5’ e 3’ndo codificantes), na linha (sequencia
ndo transcrita e regides sinalizantes), caixas em preto (sequencia codificante da proteina)
(FOLCH et al., 1996)

2.3.5 Regulacéo génica

A expressdo do gene BLG é restrita a glandula mamaria (MERCIER E VILOTTE et
al., 1993), onde é regulado por uma complexa interacdo entre horménios célula-célula e
célula-matriz extracelular (STREULI, 1993). A regulacdo ocorre em duas fases, primeira
durante a gravidez e parto e a segunda fase durante a lactacdo apds o parto (BRUCE &
WHITELAW, 1995).

Durante a segunda fase, a prolactina tem sido determinante para a expressao de B-Lg
(BURDON et al., 1994b). O promotor do gene BLG ¢é sensivel a sinais induzidos pela
prolactina, fenémeno demonstrado pela inducdo de prolactina cloranfenicol-acetiltransferase
(CAT), na atividade em células do ovario de hamster chinés cotransfectadas com um
plasmideo para a expressdo do receptor de prolactina, e um gene hibrido compreendendo 4Kb
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da B-Lg, com a regido 5’ promotora, junto ao gene CAT (LESUEUR et al., 1990). A
prolactina ativa a transcricdo da BLG por intermédio de um membro da familia de fatores de
transcricdo STAT (sinal transduction- activaded transcripition) (BURDON et al., 1994a), o
STAT5 (ROSEN et al. 1999).

2.3.6 Polimorfismo proteico

O primeiro polimorfismo detectado para a p-Lg foi no leite bovino
(ASCHAFFENBURG & DREWRY, 1955). Sdo conhecidas uma dazia de polimorfismos
(GODOVAC-ZIMMERMAN et al., 1996), e foram associadas a diversos efeitos na
producéo de leite.

Em ovelhas, a B-Lg é polimorfica em diferentes populagbes, sendo encontradas as
variantes A, B e C. O alelo A e B sédo predominantes (KING et al, 1969; CHIOFALI &
MICARI, 1987). As duas variantes diferem por uma Unica substituicdo de aminoécidos (Tir-
His) na posicao 20 da proteina (GAYE et al., 1986).

Em caprinos, a proteina B-Lg tém sido considerada polimérfica (MACHA et al.,
1970), porém variacdes genéticas que justificassem essa variacdo na proteina ndo foram
relatadas (MOIOLI et al. 1998 e 2007). Porém Kumar et al. (2006) analisaram o leite de
diferentes ragas de caprinos indianos e encontraram os polimorfismos proteico para a -Lg (A
e B), e associaram que animais com B-Lg AA produziram mais leite que animais B-Lg AB
(P<0,01). Porém a questdo do polimorfismo genético que explique essa variacdo na proteina
ndo esta claro.

Folch et al. (1994), sequenciaram todo o gene BLG em caprinos e encontraram dois
polimorfismos de base Unica (SNP) no gene localizados na regido UTR 3°, ndo codificante,
(T/C na posicdo +4122) e (G/C na posi¢do +4605), porém nao encontraram nenhuma variacéo
no gene que resultasse em modificacdo da proteina. E conhecido uma série de polimorfismo
nas regides UTRs, na regido promotora e regides de éxons traduzidas, porém nenhuma que
resulte em modificacBes na cadeia de aminoacidos (PENA et al., 2000; YAHIAQUI et al.,
2000; BALESTER et al., 2004; GRAZIANO et al., 2003).

Outros polimorfismos geneticos foram detectados em caprinos. Pena et al. (2000),
caracterizaram dois polimorfismos na regido do éxon 7, que corresponde a uma regidao UTR,
um sendo uma transicdo de G por A e um polimorfismo que corresponde a uma sequéncia de
1° pb que se repete em tandem duas ou trés vezes (VNTR) na posicdo +4641 (I - 13). Devido a
presenca desse polimorfismo em regido UTR, foi sugerida a possibilidade de sua influencia na
estabilidade da molécula de RNA mensageiro.

Yahiaoiu et al. (2000), detectaram transicdo SNP (C/T) na regido promotora do gene
BLG em caprinos de diferentes racas, porém € necessario a avaliacdo da influéncia desse
polimorfismo na producdo de leite.

20



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material Bioldgico e Coleta de Dados:

Foram utilizados 150 animais (Capra hircus) em idade reprodutiva, pertencentes as
racas Saanen e Alpina e oriundos de cruzamentos com diferentes graus de sangue entre estas
ragas, alojadas no setor de caprinocultura da Universidade Federal de Vigosa - MG.

Para a identificacdo dos gendtipos destes animais para 0 gene BLG foram coletados
10mL de sangue em tubos vacutainer estéreis com EDTA 8% (acido etilenodiamino tetra-
acético). Apos a coleta os tubos contendo sangue foram armazenados em isopor com gelo, foi
feito uma centrifugacdo durante 10 minutos a 2.500g, para separacdo de leucdcitos e
posteriormente transferidos para freezer a -20°C.

3.2 Extragéo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 300 pL de sangue total utilizando o
protocolo “Salting Out” descrito por MILLER et al. (1988), acrescentando-se uma limpeza
com cloroférmio apos a precipitagdo com NaCl. Posteriormente o DNA foi ressuspendido em
cerca de 50 pL de agua ultrapura e quantificado em gel poliacrilamida a 5% com o auxilio de
padrdo Lambda DNA (Invitrogen - Carlsbad, CA, USA).

3.3 Escolha de Primers

Os primers utilizados para a amplificacdo das regides de interesse foram provinientes
de publicacbes anteriores (Tabela 1), sendo checado o real alinhamento e amplificacdo do
fragmento. As regifes analisadas compreendiam: A regido promotora 5’ e o éxon 1 (BLG-
Pro),onde existe o polimorfismo identificado como -60(C/T); e a segunda regido compreende
0 éxon 7 e a regido nao codificante 3’ (BLG-7), onde existe o polimorfismo identificado como
+4601 (S1/Sy).

Foi utilizado o programa Clustalw 2.0 para a realizacdo do alinhamento dos primers,
junto a sequéncia do gene BLG em caprinos disponivel no site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ (Numero de Acesso: Z33881.1). O fragmento e a
regido dos polimorfismos também foram checado, antes da ordem de confec¢do do primer
pela empresa.
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Tabela 1. Sequencia, tamanho e temperatura de anelamento dos primers
correspondentes aos seus respectivos exons para PCR convencional

Primer - 5’ para 3’ Tamanho Temperatura Localizacéo Autor
do de no gene

amplicon anelamento

BLG Pro

3 YAHIAOIU

(F)- GTCACTTTCCCGTCCTGGGG 710 pb 61°C 5 UTR - Exon 1
et al., 2000

(R)- GGCCTTTCATGGTCTGGGTGACG -699
BLG-7
PENA
(F)- CGGGAGCCTTGGCCCTCTGG .

426 pb 62°C Exon 7 - 3' UTR et al. 2000

(R)-CCTTTGTCGAGTTTGGGTGT 4524

3.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) e Eletroforese

Para a amplificacdo dos fragmentos de interesse foi utilizado a enzima Taq DNA
Polimerase (Platinum®, Life Technologies Corporation, CA, EU), MgCl,, tampdo 1x, par de
Primers, dNTPs. As reacdes foram conduzidas em termociclador (Biotraza, LongGene®,
Model MG96+), consistindo de um passo inicial a 94°C por cinco minutos para que ocorresse
a desnaturacdo do DNA gendmico, seguido por 30 ciclos que se repetiam da seguinte
maneira: 94°C por 1 minuto para a abertura da fita molde de DNA, 61°C ou 62°C,
dependendo do primer (Tabela 1), por 50 segundos, para que seja efetuada a ligacdo dos
primers, e 72°C por 5 minutos para a extensdo do fragmento. A finalizacdo da PCR se deu por
um passo a temperatura de 72°C durante 5 minutos.

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 5%, durante
60 minutos, e posteriormente revelado em nitrato de prata (AgoNO3) para verificacdo do
fragmento amplificado. Uma vez identificado os fragmentos de tamanho esperado, foi feita a
identificacdo dos genotipos por meio do uso de enzimas de restricao.

3.5 PCR-RFLP

Para a realizacdo do protocolo PCR-RFLP, foram utilizadas endonucleases de
restricdo com sitios de reconhecimentos especificos para os locais onde se encontram 0s SNPs
de interesse.

Para a regido promotora do gene, foi utilizada a enzima Smal (Ludwig Biotecnologia
LTDA, RS, BR) que reconhece a transicdo C/T na posi¢do -60 do gene BLG (Tabela 2). O
protocolo foi feito de acordo com as recomendagBes do fabricante, utilizando 6 unidades da
enzima para a digestdo de 1ug de DNA. O produto da digestdo foi avaliado em gel de
poliacrilamida a 5%, apos a eletroforese por 80 minutos.

Para o fragmento amplificado pelo primer BLG-7 foi utilizado a enzima Sacll (Life
Technologies Corporation, CA, EU), que reconhece a transicdo G/A no éxon 7(Tabela 2). O
protocolo foi realizado utilizando seis unidades da enzima para a digestéo de 1ug de DNA. O

22



produto da digestdo foi avaliado em gel de poliacrilamida a 8% por 2 horas e 30 minutos. A
Identificacdo do Polimorfismo +4641 (l./ls5), foi realizada por meio de eletroforese do
fragmento amplificado (BLG-7) em cuba vertical, do tipo torre a 8%, sob uma corrente
constante de 150 volts durante 12h.

Tabela 2. Enzimas de restricdo utilizadas, fragmento submetidos a digestao e sitio especifico
de corte da enzima

Nome da Enzima Fragmento de corte Sitio de reconhecimento
Smal BLG-PRO CCGCGG
Sacll BLG-7 CCCGGG

3.6 Dados de Producéo de Leite

Os controles leiteiros foram realizados periodicamente uma vez por semana, nos
periodos da manha e da tarde, e as coletas e analises do leite foram feitas mensalmente no
Laboratorio de Qualidade do Leite da Universidade Federal de Vigosa (UFV), para
quantificacdo da composicdo do leite. O controle leiteiro e a analise do leite sdo
procedimentos habituais do setor de caprinocultura da UFV.

3.7 Estimativa dos Valores Genéticos

Os animais foram classificados em 12 grupamentos genéticos (GG), de acordo com a
composicao racial: 50% Alpina : 50% Saanen (GG1); 51 a 68% Alpina (GG1); 69 a 81%
Alpina (GG2); 82 a 93% Alpina (GG3); superior a 93% Alpina (GG4); 50% Alpina : 50%
SRD (GG5); 51 a 68% SRD (GG5); 69 a 81% SRD (GG6); superior & 93% SRD (GG7); 50%
Saanen : 50% SRD (GG8); 51 a 68% Saanen (GG8); 69 a 81% Saanen (GG9); 82 a 93%
Saanen (GG10); superior a 93% Saanen (GG11) e 50% Alpina : 25% Saanen : 25% SRD
(GG12), observando-se que os animais utilizados neste estudo sdo exclusivamente das racas
Alpina ou Saanen, sendo SRD a denominacdo utilizada nos casos em que ndo havia a
informacao do reprodutor utilizado.

As informacdes de producdo e composicdo do leite foram utilizadas para estimar 0s
valores genéticos dos animais para a producao e percentagem de gordura, proteina, lactose e
extrato seco total, além da contagem de células somaticas. Foi utilizado o pacote estatistico
SAS® (2002) para a organizacao e preparacdo dos dados. Para estimar o valor genético dos
animais foram descartadas lactacdes com duracdo inferiores a 92,5 dias (10%), superiores a
466 dias (5%) e com producdes inferiores a 110 Kg (15%).

Os valores genéticos foram calculados por meio de um modelo animal contendo os
efeitos aleatorios de animal e de ambiente permanente, e os efeitos fixos de ano-estacdo de
parto, grupamento genético (GG1 a GG12), ordem (1 a 6) e tipo de parto (simples ou duplo),
os quais foram utilizados para cada uma das caracteristicas avaliadas em caso de efeito
significativo observado em uma andlise de variancia prévia. Para a predicdo dos valores
genéticos foi utilizado o aplicativo REMLF90, descrito por MISZTAL (2002), que utiliza a
metodologia de maxima verossimilhanca restrita (REML) e o algoritmo de Maximizacdo da
Esperanca (EM). Os nimeros de lactac6es e de animais utilizados nesta analise, assim como
os efeitos fixos considerados para cada caracteristica avaliada, estdo apresentados na Tabela
3.
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Tabela 3. Observaces utilizadas para o célculo dos valores genéticos dos animais para cada
caracteristica avaliada.

Caracteristicas Ndmero de Numero de Efeitos Fixos
LactacOes Cabras

Producdo de leite até 305 dias 2542 1199 anoest, op
Contagem de células somaticas 2183 1161 anoest, gs, op
Producdo de proteina total 2542 1199 anoest, gs, op, tp
% de Proteina 2342 1229 anoest, gs, op
Produgéo de gordura 1961 1700 anoest, gs, op
% de gordura 2355 1229 anoest, gs, tp,
Extrato seco total 1947 1070 anoest, gs, tp, op
% extrato seco 2342 1229 anoest, gs
Producdo de lactose 1947 1070 anoest, gs, tp, op
% de lactose 2342 1229 anoest, gs, op

Efeitos fixos avaliados : (anoest) ano e estacdo de parto; (op) ordem de parto; (gs) grupamento genético; (tp) tipo
de parto.

A producdo de leite até os 305 dias de lactacédo foi obtida pela seguinte formula:

n-1
PL305= ZH%J* | im}

i=1

Onde: PL305 é a producdo de leite acumulada até 305 dias da lactacdo; pldc; € a
produgdo de leite no controle leiteiro i; pldcis, € a produgdo de leite no controle leiteiro
seguinte; l;i+1 é 0 intervalo em dias entre dois controles consecutivos.

A contagem de células somaticas (CCS) foi transformada para escore de célula
somatica (ECS) por meio de: ECS= log2 (CCS / 100.000) + 3, em que CCS é o numero de
células por microlitro, essa transformacéo possibilita contornar o problema da CCS nao seguir
distribuicdo normal e ndo apresentar relacdo linear com a producdo de leite (SHUTZ et al.,
1995).

A associacdo dos gendtipos obtidos, de acordo com os polimorfismos encontrados no
gene BLG, com as caracteristicas em estudo foi realizada por meio do seguinte modelo:

Y, =un+o, +e; emque:

Yjje o valor genético do animal i de genotipo j

u ¢ a média geral

o; € 0 efeito do gendtipo j (CC, CT ou TT para a regido BLG-Pro, S;S1, $1S; ou S,S;
para a regido BLG-7e I,1, ou I,13 para a mesma regiao)

ejj € o efeito aleatorio do residuo.

Para avaliar o efeito dos genotipos sobre as médias dos valores genéticos dos animais
para as caracteristicas avaliadas foi aplicado o teste de Tukey a 5% de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Amplificacio dos Fragmentos

Com a utilizacdo dos primers sintetizados foi possivel amplificar os dois fragmentos
diferentes a partir de amostras de DNA gendmico, fragmentos estes, correspondentes as
regides promotora 5° + Exon 1(BLG-Pro) e a regido do éxon 7 + regido 3’ (BLG-7).

O produto do PCR foi visualizado em gel de poliacrilamida a 5% confirmando a
amplificacdo, e a verificacdo do tamanho do fragmento correspondente aos primers. O que
confirmou o adequado anelamento dos primers com as regides de interesse.

O fragmento amplificado com o primer BLG-Pro apresentou o tamanho esperado de
710 pb (Figura 2), e o fragmento proveniente da amplificagdo com o primer BLG-7
apresentou o tamanho esperado de 426 pb (Figura 3).

M 1 2 3 4 5 6

700pb
600pb
500pb

400pb
300pb
200pb

710pb

100pb

Figura 2. Produto de PCR submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% corado
com nitrato de prata, produtos da PCR. Pares de base (pb) Marcador de peso molecular (100
pb, Ludwig Biotec LTDA) (M). Canaletas de 1 a 6= fragmentos de 710 pb amplificados pelo
par de primers correspondentes a regido promotora 5’ + éxon 1 (BLG-Pro)
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426pb
400pb

300pb

200pb

100pb

Figura 3. Produto de PCR submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% corado
com nitrato de prata, produtos da PCR. Pares de base (pb). Marcador de peso molecular
(100 pb, Ludwig Biotec LTDA) (M). Canaletas de 1 a 6 = fragmentos de 426 pb
amplificados pelo par de primers correspondentes a regido do éxon 7 + regido 3’ (BLG-7)

4.2 Regido BLG-Pro

Com os fragmentos de PCR verificados pela eletroforese foi realizada a técnica de
PCR-RFLP e submetidos a nova eletroforese para a visualizacdo dos diferentes genotipos. No
fragmento estudado existem dois sitios de reconhecimento sem modificaces e um sitio onde
ocorre o polimorfismo -60 (C/T) resultando em trés possiveis cortes. Para o alelo C ocorreram
trés cortes, resultando em quatro fragmentos de 472, 181, 50 e 7pb, respectivamente, e para o
alelo T ocorre apenas 2 cortes, que resultam em 3 fragmentos de 472, 231 e 7 pb,
respectivamente, de acordo com a metodologia de Yahiaiou et al. (2000). O fragmento 472
serviu para o controle da digestdo e os fragmentos 231 e 181 foram utilizados como
marcadores para cada gendtipo (Figura 4).
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700pb
600pb
500pb

400pb

300pb

200pb

100pb

710pb

472pb

231pb
181pb

Figura 4. Analise dos produtos do PCR-RFLP de fragmentos BLG-Pro por gel de
poliacrilamida (PAGE) 5% corado com nitrato de prata. Pares de base (pb). Marcador de
peso molecular 100 pb (Ludwig Biotec LTDA) (M). Canaleta 1 fragmento sem o corte da
enzima. Canaletas de 2 a 6= diferentes cortes da enzima Smal com genétipos CCe CT e TT
de acordo com o padrdo de corte da enzima na regido promotora e éxon 1(BLG-Pro)

Foram encontrados todos os gendtipos referentes ao polimorfismo -60 (C/T), as
frequéncias encontradas para o gendtipo CC foi de 58%, para o genotipo heterozigoto foi de
38% e 0 homozigoto TT foi de 4% (Tabela 4). Esses dados estdo de acordo com os trabalhos
realizados com a mesma regido do gene BLG (YAHIAOUI et al., 2000; GRAZAINO et al.

2003; BALESTER et al., 2005; SZTANKOOVA et al., 2007).

Tabela 4. Frequéncias alélicas e génicas para o polimorfismo -60(C/T) da regido Promotora
do gene BLG em caprinos do rebanho da UFV-MG

Alélica
C 0,77
T 0,23
Genotipica
CcC 0,58
CT 0,38
TT 0,04
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Ao analisar a mesma regido do gene BLG em caprinos Yahiaoui et al. (2000),
encontrou frequéncia para o alelo C do mesmo polimorfismo variando de 73 a 100% em
cinco diferentes racas de caprinos (Murciano-Granadina, Canaria, Payoya, Malaguena,
Saanen). Para a raca Saanen a frequéncia do alelo C foi de 73%, porém com apenas 20
animais.

Em diferentes racas e rebanhos na Italia Grazaino et al. (2003), analisaram o
polimorfismo em questdo, e encontraram a variacdo do alelo C entre 80 e 100% (n=198).
Ballester et al. (2005) também encontraram a frequéncia do alelo C variando de 66 até 100%
em onze racas de caprinos na Europa e da Africa (n=200). Sztankoova et al. (2007), sobre 0
mesmo polimorfismo, encontraram a frequéncia do alelo C variando de 71 a 90% em
diferentes populacBes de caprinos na Republica Checa (n=114). Bem como Veres et al.
(2004), encontraram frequéncias para o alelo C para o polimorfismo entre 73 e 100% em
diferentes racas e rebanhos de cabras hungaras (n=269). Em todos esses estudos a frequéncia
do alelo C na raga Saanen nas diferentes populagdes se manteve entre 66% e 73%.

Apds a genotipagem da regido BLG-Pro, foram avaliados os efeitos dos gendtipos
(CC, CT e TT) sobre as caracteristicas produtivas (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo das anélises de variancia para os valores genéticos das caracteristicas
estudadas em funcdo dos genotipos da regido BLG-Pro

Efeito dos gendtipos CC, CT e TT

Caracteristicas QMgendtipo QMresidual p-valor
Produgéo de leite até 305 dias 2.402040 15,292725 0,8548
Contagem de células somaticas 0,0000756 0,0014120 0,9479
Producéo de proteina total 0,0991425 0,9178448 0,8977
% de Proteina 0,0444657 0,0138764 0,0435*
Producao de gordura 0,3114151 11,404130 0,7614
% de gordura 0,0372199 0,0297988 0,2899
Extrato seco total 0,8299510 13,987807 0,9424
% extrato seco 0,0866406 0,0994226 0,4205
Producdo de lactose 0,0028643 24005943 0,9988
% de lactose 0,0019161 0,0084861 0,7982

O polimorfismo -60(C/T) apresentou associacdo significativa com a percentagem de
proteina do leite (p<0,05). Resultado que demonstra a associacdo dos genotipos da regido
promotora como teor de proteinas no leite de cabras, porém ndo houve influéncia nas demais
caracteristicas avaliadas (Tabela 5).

Por meio do teste de comparacdo de médias o gendtipo TT foi superior aos gendtipos
CT e CC (p < 0,05), mesmo o genotipo TT possuir menor frequéncia que 0s outros gendtipos
(Tabela 6).
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Tabela 6. Comparacdo dos genotipos quanto o valor genético para a percentagem de proteina
no leite, para o polimorfismo -60(C/T) do gene BLG

Genotipos Médias *
TT 0,12440 a
CT 0,00281 b
cC -0,00110 b

Meédias seguidas de letras diferentes indicam que houve diferenca pelo teste de Tukey (p < 0,05).
) Médias dos valores genéticos.

Esse resultado n&o foi observado por Baltrénaité et al. (2013), que associaram, por
meio de correlacdo direta multifatorial, os diferentes gen6tipos para o polimorfismo -60(C/T)
com os dados de producéo de leite, em rebanhos de cabras de popula¢des da Europa ocidental.
Foi encontrado que cabras com genotipo CC possuiam teores de proteina no leite superiores a
cabras de gen6tipos CT e TT em 0,12% e 0,16% (p<0,05) respectivamente.

A influéncia na producdo de uma proteina em animais pode ser explicada pela
presenca de polimorfismos em sitios especificos de fatores de transcricdo na regido promotora
do gene, que podem influenciar numa maior expressdo do gene (GRIFFITHS, 2008). O
polimorfismo -60(C/T) esta situado em uma regido de reconhecimento da proteina de ativagéo
2 (activator protein-2 - AP-2) que esta posicionado em ovinos e caprinos na posicdo -67/-60
(CCCAGCCC) do gene BLG. Em caprinos essa regido possui distingdes em dois nucleotideos
(CCCGGCCC) sendo o primeiro na posicdo -64(G/A) que se apresenta apenas em animais da
raca Girgentana, e que com a variacdo A apresenta sitio preferencial de ligacdo com o fator
AP2 (SARDINA et al., 2012) e o segundo polimorfismo é o -60(C/T) analisado nesse estudo.

Estudo similar foi realizado por Kuss et al. (2003), onde foi avaliado a presenca de
uma transversdo (C/G) no sitio de reconhecimento do fator de transcricdo AP-2
(CCCAGGGC) em bovinos. A presenca da variavel G causa a modificacdo do sitio de
reconhecimento do fator AP-2. Entretanto foi encontrada uma associacdo positiva entre a
variavel G em comparacgéo a variavel C que formaria o sitio preferencial para o fator AP-2,
com a producdo e percentagem de proteina B-Lg (p<0,001). Porém houve uma diminuicdo na
producdo da asl-caseina, da P-caseina e a producdo total de proteinas também foram
associadas a variacao G.

No presente trabalho o alelo T teve efeito favoravel na percentagem de proteina,
mesmo modificando o sitio de ligacdo da proteina AP-2, como encontrado em bovinos por
Kuss et al. (2003). E sugerido o estudo mais detalhado desse polimorfismo, verificando os
niveis de producdo de cada proteina no leite para melhor entendimento da relacéo entre o sitio
de reconhecimento da AP2.

4.3 Regido BLG-7

Foram genotipados 129 animais para a regido BLG-7, sendo observado o
polimorfismo +4641 I,/13 descrito por Pena et al. (2000). Esse polimorfismo é caracterizado
pela diferenca no tamanho dos fragmentos, que é devido a um VNTR de 10 pb
(CCAGGCCCCT) repetidos duas ou trés vezes no éxon 7 do gene BLG em caprinos. A
variacdo dessa repeticdo resulta em fragmentos de diferentes tamanhos apds a amplificacdo
por PCR, podendo ser observados em gel sem a necessidade de outras analises (Figura 5).
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Essa sequéncia também é encontrada em ovinos e bovinos com duas inser¢des e em suinos e
equinos a sequéncia se apresenta apenas uma vez e com variagcbes em dois nucleotideos.
(PENA et al., 2000).

M1 M2 1 2 3 4

750pb

720pb
700pb 710pb
650pb
600pb

Figura 5. Gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato de prata. Pares de base (pb)
Marcador de peso molecular (50 pb, Ludwig Biotec LTDA) (M1). Marcador de peso
molecular (100 pb, Ludwig Biotec LTDA) (M2). Canaletas de 1 a 4= fragmentos de
aproximadamente 700 pb amplificados pelo par de primers correspondentes a regiao
promotora (BLG-Pro). Canaletas 1 e 4 apresentam a variacdo I,l, (710 pb) enquanto as
canaletas 2 e 3 apresentam a variacao .13 (720pb)

No presente estudo foram encontrados os genotipos homozigotos I,l, e heterozigoto
I,13, ndo sendo encontrado o genotipo I3l3 (Figura 5) semelhante a Pena et al. (2000), em que a
frequéncia do alelo I3 foi muito pequena, sendo encontrado apenas 5 animais com a variagdo
I3, representando 4% dos animais genotipados (Tabela 7).

Tabela 7. Frequéncias alélicas e génicas para o polimorfismo +4641 (l./13), presente no éxon
7 do gene BLG em caprinos do rebanho da UFV-MG

Alélica
I2 0,98
I 0,02
Genotipica
212 0,96
213 0,04

s e
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Nao foi descrito nenhuma modificacdo na cadeia de aminoacidos da -Lg devido o
éxon 7 ser uma regido UTR. Porém, é conhecido que variagdes na regido 3> UTR podem
desempenhar um papel importante na estabilidade do transcrito e, consequentemente, na sua
traducdo (BELLASCO & BRAWERMAN, 1993). Como por exemplo, 0s niveis do transcrito
do gene da asl-Caseina que sdo afetado em até um terco, devido a insercdo de 457 pb na
regido 3° UTR (JANSA PEREZ et al. 1994).

A identificacdo do polimorfismo +4601 (S;/S;) foi verificada por meio da utilizagdo da
enzima de restricdo Sacll. A enzima possuiu apenas um sitio de corte na regido +4601.
Quando presente o sitio de reconhecimento, a digestdo resulta em dois fragmentos (349 e
77pb), identificando a variagdo S;. Quando ndo existe o sitio para o corte, o fragmento
permanece com o tamanho original de 426 pb, identificando o alelo S,. Esses fragmentos
foram visualizados em gel de poliacrilamida a 8% (Figura 6).

M 1 2 3 4

400pb 426pb
349pb
300pb
200pb
100pb
77pb

Figura 6. Analise dos produtos do PCR-RFLP de fragmentos BLG-7 por gel de
poliacrilamida (PAGE) 8% corado com nitrato de prata. Pares de base (pb). Marcador de peso
molecular 100 pb (Ludwig Biotec LTDA) (M). Canaleta de 1 a 5= diferentes cortes da
enzima Sacll com gendtipos S,S, , S1S; e S1S; de acordo com o padrédo de corte da enzima.na
regido do éxon 7 ¢ promotora 3’(BLG-7)
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Né&o foi observado por Pena et al. (2000), a presenca do haplétipo S;ls. Para explicar
as variacdes entre os alelos (Figura 7), o autor desenvolveu duas possiveis origens para 0s
polimorfismos encontrados na regido BLG-7 (Figura 8). A primeira seria que originalmente
existiam duas variantes causadas pela presenca do SNP na posi¢do +4601 (S:/S;) e ambos
contendo duas variacdes da sequencia do VNTR (I;) e uma adi¢do de uma sequencia do
VNTR, na variacdo S, resultaria num novo alelo S;l; (a) . Numa segunda possivel origem, as
variantes do polimorfismo em VNTR (I2/13) seriam precursores e a variagdo em SNP (S; e Sy)
teria ocorrido apenas nos individuos com duas sequéncias do VNTR, formando as variacdes
Silze Sylz (b) (PENA et al., 2000).

Sacll First repetition [| Second repetitio-
S,l, GGALCCGCGGTICACCTCTCCTGGGACCCAGGCCCCTCCAGGCCCCTCCTGTGE

S,l, ——=—= VS R S P

Syl ————- < e | A

CCAGGCCCCT
Third repetition

Figura 7. Esquema de comparagdo entre os dois alelos do gene da B-lactoglobulina caprina.
Posicédo S, polimorfismo para a digestdo da enzima Sacll, e posi¢do | com a variacdo de duas
e trés repeticoes representando os alelos I, e I3 respectivamente (PENA et al., 2000)

(a)

S\
Sa=cll = S, b
o v e (T
—e T
B L
- 8 1k / Sa:cll =
——e T — =
8 L \
— eI~

Figura 8. Esquema representando as duas possiveis origens dos trés alelos para a regido do
éxon 7 do gene da B-lactoglobulina (PENA et al., 2000)

Em concordancia com Pena et al. (2000), ndo foi observado a variacdo S;l3, nem a
presenca de homozigoto para a variacdo l;. Fato que ressalta a primeira teoria do surgimento
dos polimorfismos como a mais aceitavel, onde o polimorfismo VNTR é o mais recente entre
as duas.
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O polimorfismo +4641 (l,/13) ndo apresentou nenhum efeito significativo sobre as
caracteristicas de producéo, no entanto a baixa frequencia do polimorfismo I3 pode dificultar
a deteccéo de algum efeito.

Para o polimorfismo +4601 (S1/S2) observou-se frequéncias de 0,75; 0,18 e 0,07 para
0s genotipos S;Si1, Si1S; e S,S,, respectivamente, e 0,84 e 0,16 para os alelos S; e S,,
respectivamente (Tabela 8). Essas frequéncias estdo préximas em propor¢do as verificadas
por Pena et al. (2000).

Tabela 8. Frequéncias alélicas e génicas para o polimorfismo +4601(S1/S;) no éxon 7 do gene
BLG em caprinos do rebanho da UFV-MG

Alélica
S1 0,84
Sz 0,16
Genotipica
S1S1 0,75
$1S; 0,18
S2S; 0,07

No trabalho de Pena et al. (2000), foram encontradas propor¢des semelhantes de 0,70
e 0,30 para os alelos S; e S, em rebanhos franceses e espanhdis. Kumar et al. (2006),
verificaram diferentes proporc¢des entre os alelos em rebanhos de caprinos indianos, variando
de 1,0 do alelo S, em algumas racas até a frequéncia de 0,53 e 0,47 para os alelos S; e Sy,
respectivamente.

Em caprinos na india e Egito (Damascus e Barki) El-Hanafy et al. (2010), avaliaram o
polimorfismo em encontrando diferenca entre as duas frequéncias. A raca Barki apresentou
frequéncias de 0,50 para cada um dos alelos enquanto que a raga Damascus apresentou
frequéncia de 0,9 e 0,1 para os alelos S; e S, respectivamente.

O polimorfismo +4601 (S1/S;,) apresentou associacdo com a porcentagem de gordura
no leite (p<0,05). Para as demais caracteristicas produtivas ndo houve influencia deste
polimorfismo (Tabela 9).
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Tabela 9. Resumo das analises de variancia para os valores genéticos das caracteristicas
estudadas em funcdo dos gendtipos da regido BLG-7

Efeito dos genotipos S1S1, S1S2 e S2S2

Caracteristicas QM gendtipo QM residual p-valor
Produgo de leite até 305 dias 2570963 16,664186 0,8572
Contagem de células somaticas 0,00185595 0,00125741 0,2327
Producéo de proteina total 0,9677357 0,9223420 0,3534
% de Proteina 0,00174246 0,01288319 0,8736
Producéo de gordura 0,4831406 11,117599 0,6486
% de gordura 0,09235964 0,02292580 0,0203*
Extrato seco total 11,873612 14,079700 0,4328
% extrato seco 0,16434856 0,07459907 0,1149
Producdo de lactose 27,001373 24,723484 0,3388
% de lactose 0,00206824 0,00827856 0,7793

*Significativo a 5%.

Foi observado que animais com o gendtipo S;S, apresentaram média dos valores
genéticos superiores, em percentagem de gorduras, que animais de genotipo S,S,, porém nédo
houve distingdo com animais de gendtipo S;S;(p<0,05) (Tabela 10).

Tabela 10. Comparacdo dos gendtipos quanto ao valor genético para a percentagem de
gordura no leite, para o polimorfismo +4601 (S1/S;) do gene BLG

Genotipos Média *
S1S) 0,06930 a
S$1S; -0,01925 a b
S,S) -0,07614 b

Meédias seguidas de letras diferentes indicam que houve diferenca pelo teste de Tukey (p < 0,05).
@ Medias dos valores genéticos.

Em um estudo semelhante Kahilo et al. (2014) associaram 0s polimorfismos
+4601(S1/S,) em cinco diferentes racas de caprinos do Egito (n=20), sendo observado por
esses autores que animais heterozigotos apresentaram maior producdo de leite nas racas
Alpina e Nubiana (p<0,05). Nao houve efeitos significativos sobre a producéo total de leite no
presente estudo, e essa diferenca entre a influencia pode ter ocorrido devido a diferenca de
metodologia, uma vez que os autores citados fizeram associacdo dos gendtipos diretamente
com os dados das caracteristicas, ou seja ndo foram utilizados os valores genéticos.

De acordo com Melia et al. (2009), a producdo de gordura no leite de vacas pode ser
influenciado também por genoétipos da B-Lg e da k-Cn. Animais com gendtipos BB paraa j3 -
Lg tém maior producdo de acidos graxos Laurico, Miristico e Palmitico (Ci2.0, C14:0 € Cis:0)
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120 dias pos-parto (p<0,05) e animais com gendtipo AB apresentam superioridade da
producdo dos mesmo &cidos graxos em 60 dias pds-parto (p<0,05). O fato de maiores
concentragdes dos acidos graxos de cadeia média (AGCM) estarem relacionados a presenca
de diferentes genotipos para a -Lg pode estar associado positivamente com o0 aumento da
sintese de novo nas glandulas mamaérias (BOBE et al., 1999b; MELIA et al., 2009).

Outros efeitos foram verificados por Tsiaras et al. (2009), para os diferentes alelos da
B-Lg com caracteristicas de producdo em bovinos. De acordo com esses autores a p-Lg teve
associacdo positiva na producdo total de leite, onde animais com o gen6tipo AB produziram
mais que animais com gen6tipo AA (p<0,05). A producdo total gordura também sofreu
influencia dos gendtipos da B-Lg. Vacas AB e BB produziram 27 +11 Kg e 33 +12 Kg de
gordura a mais que animais AA (p <0,05). O gendtipo BB apresentou influéncia positiva na
percentagem de gordura produzindo mais 0,28 + 0,10% (p<0,05) que animais de genotipo
AA. De acordo com os autores ndo foi observado a influencia dos genotipos da f-Lg com a
producdo e percentagem de proteinas, corroborando com o presente estudo.

A produgdo dos componentes do leite € realizada na prépria glandula mamaria. Os
nutrientes necessarios para essa producdo sdo fornecidos diretamente pelo sangue e sao
competidos por outros tecidos e 6rgdos. Os precursores necessarios para a producdo de
proteinas e acidos graxos do leite sdo divididos por essas duas complexas vias fisiologicas
(Gordura e Proteina). Assim o0s processos produtivos sofrem influencia da nutrigdo,
horménios, genética e ambiente (BOBE et al., 1999b; GOETSCH et al., 2011).

De acordo com Bobe et al. (1999a), a correlacdo entre as proteinas e os acidos graxos
no leite demonstram que fatores béasicos comuns para as duas vias fisioldgicas estdo
envolvidas na sintese desses nutrientes. Essa relacdo reflete a dependéncia de iguais
precursores, cofatores, enzimas, horménios e fatores de transcri¢cdo envolvidos na sintese de
nutrientes do leite. Para os autores o grupo de acidos graxos que sdo produzidos por meio da
sintese de novo esta intimamente relacionado aos diferentes niveis de B-Lg.

Os acidos saturados de C6:0 até C16:0 séo provenientes da sintese de novo, esses
acidos graxos sdo os unicos regulados pela enzima acetil coenzima A (CoA) carboxilase e 0
complexo acidos graxos sintase presentes na glandula mamaria (PALMQUIST et al. 1993).
A via fisioldgica de producdo de acidos graxos de cadeia média em caprinos é expressamente
dependente do complexo acido graxos sintase, diferente de outros mamiferos ndo ruminantes.
Os acidos graxos C10:0 e C12:0 sdo, entre os demais acidos graxos de cadeia medias, 0s mais
dependentes da atividade desse complexo e da Acetil CoA carboxilase na glandula mamaria.
Que por sua vez € dependente da presenca e da concentracdo de proteinas transportadora de
acidos graxos, como a albumina ¢ a f-Lg (KNUDSEN & GRUNNET, 1982).

Assim a similaridade entre a B-Lg e a albumina, pela grande afinidade com &cidos
graxos, pode explicar a associacdo do gene BLG com a percentagem de gorduras presentes no
leite de cabra. No estudo de Knudsen & Grunnet, (1982) a administragdo crescente de -Lg
em cabras lactantes aumentou a producdo de AGCM, oque corrobora com esse resultado.

O leite caprino possui o0 dobro da quantidade de AGCM quando comparado ao leite
bovino (CHILLIARD et al., 2006). Esses acidos graxos possuem diferentes metabolismos
quando comparados aos acidos graxos de cadeia longa (AGCL) (GURR, 1995; BACH et al.,
1996). Os AGCM podem ser efetivamente liberados a partir da digestdo dos triglicerideos
pelas lipases estomacais e das lipases pancreaticas no duodeno, sendo elas diretamente
absorvidas pelo epitélio do intestino, sem esterificacdo, e transportados pela veia porta para o
figado. Sdo rapidamente oxidados constituindo uma rapida fonte de energia. Sendo
importantes para quem sofre de desnutricdo e da sindrome de ma absorcdo de gordura
(RAYNAL-LJUTOVACA et al, 2008). O uso dos AGCM foi iniciado em 1960 para
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alimentacéo de prematuros, em uma proporc¢do especifica entre AGCM e AGCL, podendo ser
também utilizada na alimentacdo de idosos (TELLIEZ et al., 2002).

A maior producdo de gordura no leite em ruminantes pode ser influenciada pelos
diferentes gendtipos para o0 gene BLG, resultando em diferentes concentragdes da proteina -
Lg. Essa intima relacdo entre os dois componentes do leite, gera grande expectativa quanto a
melhoria na qualidade da matéria produzida e a melhoria de suas caracteristicas nutracéuticas.
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5 CONCLUSAO

A utilizagdo do polimorfismo -60(C/T) localizado na regido promotora do gene BLG
apresenta associacdo com a percentagem de proteina no leite de cabras, podendo ser utilizado
como marcador genético em rebanhos de caprinos leiteiros, sendo o alelo T o mais favoravel
(p<0,05).

O polimorfismo +4601 (S,/S;) presente no éxon 7, regido UTR 3’ do gene BLG, esta
associado ao teor de gordura no leite de cabras, sendo o0 gen6tipo heterozigoto (S;S;) superior
em percentagem ao genotipo S;S,.

O polimorfismo +4641 (l,/I3) ndo mostrou associacdo com as caracteristicas
produtivas avaliadas.
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