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RESUMO. O Estado de Pernambuco tem uma vocagio pecudria, especialmente, para a
exploragio de caprinos. Dentre as protefnas, chamadas de caseinas, a og-caseina foi a primeira
proteina comprovada com base no polimorfismo genético. Objetivando realizar a genotipagem
de cabras criadas no sertio, agreste e zona da mata do Estado de Pernambuco, por meio da técnica
de PCR-RFLP, estudou-se o polimorfismo do gene da Og-casefna. Utilizaram-se 60 animais,
divididos em trés grupos de 20 animais, das ragas Moxotd, Alpina Americana ¢ SRD (Sem Raga
Definida). A extragio do DNA foi realizada com a utilizagio do protocolo fenol-cloroférmio, e o
gene da Og-caseina foi amplificado por meio da PCR (reagio da polimerase em cadeia). Em
seguida, foi utilizada a enzima de restrigio Xmnl para obter a freqiiéncia alélica das ragas
estudadas. Encontrou-se, nos caprinos, os alelos da 0g;-caseina B ¢ D que foram predominantes
para a raga nativa Moxoté e animais SRD (100%), ¢ os alelos C e D, para a raga Alpina Americana
(100%), concluindo-se que existemn variagdes genéticas para o gene da Og-caseina do leite das
ragas caprinas estudadas, embora se evidencie a proximidade genética entre a Moxoté e SRD.
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ABSTRACT. Study of the genetic polymorphism of the ag-casein in goats of
Pernambuco State, Brazil. The Pernambuco State, has been a livestock area, mainly for the
caprine exploration. Among the proteins, called caseins, the og,-casein was the first proved
protein with base in the genetic polymorphism. To genotype goats of the “sertao”, “agreste”
and “zona da mata” regions of the Brazilian State of Pernambuco, through the PCR-RFLP
technique, we studied the polymorphism of the og-casein gene. Sixty animals were used,
divided in three groups of twenty animals of the races Moxotd, American Alpine and UB
(Undefined Breed). The DNA extraction was done by the phenol-chloroform protocol and
the (5,-casein gene was amplified through the PCR (Polymerase Chain Reaction). Then, the
restriction enzyme Xmnl was used to obtain the allele frequency of the studied races. In the
goats, we found the og-casein alleles B and D that predominantly were in the native race
Moxot6 and Ub animals (100%), the alleles, C and D for the American Alpine race (100%),
concluding that there are genetic variations for the ag-casein in the milk of the goat races
studied in the region, although it was observed a genetic proximity between Moxoté and UB.

Key words: CSN1S1, milk, PCR-RFLP.

Introducao

Tem-se dado muita importincia aos estudos de
recursos genéticos em animais domésticos, no
entanto, as populagdes caprinas nativas da regido
nordeste ¢ Sem Raca Definida (SRD) sio pouco
caracterizadas, e estes animais desempenham papel
socioeconémico muito importante para populagoes
das regides de clima semi-drido porque dependem
destes para sua subsisténcia (Henson, 1992).

A rusticidade desses animais (Souza Neto, 1987)
bem como a facilidade de adaptagio as condicoes

ambientais contribuiram para tornar essa atividade
relevante, nas pequenas e médias propriedades rurais
(Cardoso, 2002). Nessa regiio, a criagio de caprinos
nativos da raga Moxoté ¢ SRD, contribui para a
sobrevivéncia da populagio que utiliza o leite ¢ a
carne destes animais (Bandeira et al., 2004). Porém, a
criagio ¢ caracterizada por priticas de manejo
inadequadas o que interfere na produtividade do
rebanho (Azevedo, 1982).

Os animais SRD proporcionam a formagio de
rebanhos mestigos mais produtivos em comparagio
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as nativas (Moxotd), pois as crias reiinem o potencial
genético de uma raca e a rusticidade de outra. Estes
animais encontram-se distribuidos por todo o
Estado de Pernambuco e sio criados de maneira
extensiva (Ribeiro, 2004).

A raga Alpina Americana ¢é especializada em
produzir leite, criada principalmente na regido da
Mata, no Estado de Pernambuco, de maneira semi-
intensiva (Ribeiro, 2006).

A composi¢io do leite caprino varia de acordo

com a raga e condi¢cbes ambientais. A sua
constituigdo  protéica possul  cinco proteinas
principais: P-lactoalbumina, o-lactoalbumina, k-

caseina, P-caseinas e a-caseinas. Para a o-caseina,
foram descritos os alelos A, B, C, D, E, F e O, sendo
que os alelos A, B e C (alelos fortes) estio associados
a uma alta taxa de sintese protéica; o alelo E estd
associado a uma taxa de sintese intermedidria; os
alelos F e D (alelos fracos), com uma baixa taxa de
sintese; e o alelo O, com uma taxa de sintese nula
(Mantfredi et al., 1993).

Na cabra, o gene da og-caseina (CSN1S1), por
ser polimérfico, é o modelo para estudos desta
proteina (Ramunno et al., 2005).

O polimorfismo genético da ag-caseina altera as
caracteristicas fisico-quimicas do leite de cabra. O
leite procedente de gendétipos “fortes” (A, B e C)
apresenta propriedades de ficil e sélida coagulacio,
produzindo queijos mais firmes (Grosclaude et al.,
1987; Jordana et al., 1996; Veress et al., 2004) do que
o leite obtido nos “gendtipos intermedidrios” (E) e
“fracos” (F ou D) (Barbieri et al., 1995; Ricordeau
et al., 1996; Martin et al., 1999; Ricordeau et al.,
2000). H4 uma inconveniéncia dos gendtipos fortes
e intermedidrios com relagio ao sabor do queijo
(Vassal et al., 1994; Barbieri et al., 1995; Clark e
Sherbon, 2000) e tem sido discutido se isso ¢
realmente um efeito do gene CSNI1S1 ou a
conseqiiéncia da lip6lise dos dcidos graxos durante a
maturagio do queijo (Delacroix-Buchet et al., 1996;
Analla et al., 2000; Clark e Sherbon, 2000).

O leite de cabra também é reconhecido pela sua
importincia na alimentagio das criangas e das pessoas
idosas, wvisto que possuiu boa digestibilidade
(McCullough,  2003), eficientes  propriedades
terapéuticas (Pina et al., 2003; Jensen et al., 2004; L6pez-
Aliaga et al., 2005) e é recomendado para ser consumido
por pessoas alérgicas ao leite de vaca (Wal, 2001;
Muiioz Martin et al., 2004) ou pela falta deste ou do
leite materno (Roncada et al., 2002; Elsayed et al., 2004;
Haenlein, 2004; Nouaille et al., 2005).

A caprinocultura, pela expressio socioecondmica
que representa para a populagio da regiio nordeste do
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Brasil necessita da implantagio de biotecnologias com a
finalidade de melhorar a produtividade dos seus
rebanhos. O estudo do polimorfismo genético da ag;-
caseina, de animais criados nas condi¢oes zoosanitirias
e de bioclimatologia do Estado de Pernambuco,
permitird o conhecimento da sintese protéica do leite
de cabras de diferentes ragas, o que, a partir de um
programa de melhoramento genético, utilizando
animais com caracteristicas desejadas, permitird
melhorias nos sistemas de produgio de leite.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar os
alelos do gene CSN1S1 da og-caseina, com a
enzima Xmnl, presentes em cabras nativas Moxotd,
SRD e Alpina Americana, nos rebanhos do Estado
de Pernambuco.

Material e métodos

Animais

Foram utilizadas 60 fémeas caprinas adultas,
divididas em trés grupos de 20 animais. O primeiro
grupo foi formado por animais Sem Raga Definida
(SRD) - Regido do Agreste/Médio Capibaribe; o
segundo, pela raga Moxotdé — Regido do Sertio/Vale
do Moxotd, ambas criadas em sistema extensivo; € o
terceiro grupo, pela raga Alpina Americana — Regiio
da Mata, Estado de Pernambuco, criada em regime
semi-intensivo.

Extragao do DNA e genotipagem

Para cada fémea, foi coletado 5 mL de sangue total
da veia jugular, usando tubos vacutainer contendo 7,5
mg de EDTA. Os leucécitos foram separados do
plasma por centrifugacio (10 min. a 825 g). As
lavagens dos leucécitos foram realizadas com uma
solucio de NaCL a 0,9% por, no minimo, trés vezes
(5 min. a 825 g).

O DNA gen6émico foi extraido de uma aliquota de
100 pL de leucécitos, usando 100 PL de TE (Tris
10 mM — EDTA 1 mM pH 8,0) e 100 pL de fenol
equilibrado pH 8,0 (5 min. a 17.968 g). Uma aliquota
de 100 puL do sobrenadante foi adicionado 100 UL de
fenol-cloroférmio (1:1) (5 min. a 17.968 g), em
seguida, a uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi
adicionado 100 YL de cloroférmio (5 min. a 17.968 g).
Para precipitagio do DNA, foi utilizado 10 pL de
acetato de amodnio 3 M, 100 PL do sobrenadante
(DNA) e 100 pL de isopropanol, esta mistura foi
incubada por, no minimo, 60 min em freezer a -20°C
(5 min. a 17.968 g). O pellet foi lavado com 500 pL de
etanol 70% (5 min. a 17.968 g). O DNA foi avaliado,
em gel, de agarose 0,8%, em luz ultravioleta, com
marcador de peso molecular fago-A (100 ng uL™),
corado com brometo de etideo (10 ng uL™).
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Os caprinos foram genotipados para o gene da og;-
casefna, usando a reagio de polimerase em cadeia ¢
polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricio (PCR-RFLP) (Ramunno et al., 2000).

Cada PCR foi realizado em 25 pl de uma reagio de
mistura para amplifica¢io, contendo 30 ng de DNA
gendmico, 2,5 UL de 10X PCR, 1,75 pL de MgCl, (50
Mm) (Invitrogen), 10 pmol de cada primer (direto 5’-
TTCTAAAAGTCTCAGAGGCAG-3, reverso 5'-
GGGTTGATAGCCTTGTATGT-3"), 25 pL de
dNTP cada, com 2 mM, 14,45 YL de dgua milliQ ¢ 0,8
U de Taq DNA polimerase (Invitrogen).

O protocolo de amplificagio consistiu-se de um
ciclo inicial de 97°C por 2 min., 60°C por 45 s, 72°C
por 2 min. e 30 s, seguidos de 30 ciclos de 94°C por
45 s, 60°C por 45 s, 72°C por 2 min. ¢ 30 s, com
aumento progressivo de 4 s a cada ciclo na extensio;
com uma extensio final de 72°C por 10 min. no
final do ciclo.

O fragmento amplificado de 230 bp foi digerido
em volume final de 15 pL: 5 pl do produto de PCR,
8,5 UL de dgua milliQ, 1,5 UL de tampio da enzima,
0.8 U da enzima Xmnl (New England — Biolabs),
por quatro horas a 37°C; em seguida, inativagio da
enzima a 65°C por 20 minutos. Os produtos dos
fragmentos digeridos foram analisados em gel de
agarose 2%, usando marcador de peso moleculares
DNA-Ladder 50 bp (Invitrogen), corado com
brometo de etideo (10 ng uL™).

Os dados foram tratados de forma descritiva,
calculando a freqiiéncia das bandas alélicas
encontradas, na forma de percentis (%), para se
estabelecer a ocorréncia dos alelos encontrados em
cada raga dos caprinos estudados.

Resultados e discussao

As amplificagdes dos alelos CSN1S1 da ag-
caseina ocorreram em todos os animais estudados e
apresentaram o mesmo padrio de banda com 230 pb
(Figura 1).

M  Alpina Americana

230 pb

Figura 1. Fragmento de DNA amplificado (230bp), contendo a
regiio do gene CSN1S1 da ag-caseina caprina. M: Marcador
DNA-Ladder 50 bp.

Figure 1. DNA amplified fragment (230bp) containing the goat CSN1S1 gene of
goat ag~casein. M - DNA-Ladder 50 bp.

Os resultados da clivagem enzimitica (Xmnl)
para os animais SRD e Moxoté apresentaram o
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mesmo padrio de pares de base, com os alelos B
(65 pb + 165 pb) e D (230 pb), entretanto a Alpina
Americana apresentou um dnico padrio diferente,
com alelos C (210 pb) ¢ D (230 pb) (Figura 2 ¢
Tabela 1).

Tabela 1. Freqiiéncia alélica para og;-caseina nas ragas Alpina
Americana, Moxot6 e SRD.
Table 1. Allelic frequency of ag-casein in American Alpine, Moxoto and SRD goats.

Ragas N° de animais Alelos

Alpina americana 20 C/D (100%)
Moxotd 20 B/D (100%)
SRD 20 B/D (100%)

SRD M. A

Tha2a003 -8 1

Figura 2. Padrio eletroforético obtido por digestio com
endonuclease Xmnl da regiaio do DNA que contém o gene
CSN1S1 de caprinos. M: Marcador DNA-Ladder 50 bp.

Figure 2. DNA electrophoretic patterns obtained after digestion with XmnI
endonuclease of the DNA region containing the goat CSN1S1 gene. M — DNA-
Ladder 50 bp.

Na literatura especializada (Ramunno et al., 2000),
verifica-se que a enzima Xmnl pode atuar entre os
nucleotideos 208 e 420, especificamente na regiio do
oitavo intron, nono exon e parte do nono intron. Os
primers  especificos empregados neste  trabalho
flanquearam um fragmento de, aproximadamente, 230
bp, dentro do qual se encontra o polimorfismo que
diferencia os alelos, possibilitando a genotipagem das
variantes do gene da og-caseina (Manfredi ef al., 1993;
Ramunno et al., 2000).

A raca Moxotd teve sua origem na regiio do
Sertao Pernambucano, Vale do Moxotd, de onde
foram obtidas as amostras para este estudo. Porém, a
raga encontra-se disseminada por todo o Estado,
sofrendo diluigdo genética pela participagio em
cruzamentos com ragas exdticas ou outras nativas,
dando origem ao rebanho sem raga definida (SRD)
(Ribeiro et al., 2004). A semelhanca genética entre os
animais Moxoté e SRD, observada neste estudo,
caracteriza a presenga da raga nativa (Moxotd) nos
cruzamentos que deram origem os animais SRD,
embora os rebanhos estudados estejam localizados
em regides geogrificas diferentes (Sertio e Agreste,
respectivamente).

Os alelos encontrados nas ragas Moxoté e SRD
(B/D) e na raga Alpina Americana (C/D) apresentam
maior freqiiéncia para o alelo D, podendo ser
encontrado nos trés grupos raciais estudados.
Ricordeau et al. (1999), analisando os alelos da ag;-
caseina em animais das montanhas dos Pirineus,
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verificaram que o alelo E foi o mais freqiiente entre
as racas nativas. Na raca nativa Poitevine, o alelo B
foi o mais freqiiente (Ricordeau et al., 1996).

Pesquisas realizadas em diferentes ragas, em
paises da Europa (Jordana ef al., 1996; Vegarud et al.,
1999; Analla et al., 2000; Marletta et al., 2000;
Meggiolaro et al., 2000; Feligini et al., 2005) ¢ nos
Estados Unidos (Clarck ¢ Sherbon, 2000),
demonstraram maior variabilidade alélica nos
animais da raga Alpina.

Na Franga, os rebanhos caprinos da raga Saanen
e Alpina tém sido submetidos a programas de
melhoramento que favorecem a presenca de alelos
fortes (especialmente o alelo A), visando i
produgio de queijos (Meggiolaro et al., 2000). A
observagio de alelos heterozigotos (alelos B/D e
C/D) em todos os animais deste estudo, com a
presenga de alelos fortes (B e C), pode indicar a
possibilidade de utilizagio destas ragas para o
mesmo fim nos rebanhos locais.

A heterozigose também foi observada nas ragas
Sarda, Verzaschese, Frontalasca, Saanen e Alpina
com os alelos A/E, B/E, B/F ¢ E/F (Feligini et al.,
2005); na Alpina, com os alelos E/F e B/F
(Meggiolaro et al., 2000); nas racas Malagena e
Alpina, os alelos A/E, EE, E/F (Analla et al., 2000).
Boulanger et al. (1984) encontraram polimorfismo
da ag-caseina em animais das ragas Alpina, Saanen e
Poitevine e cruzamento Alpina/Saanen identificando
os alelos A/B e B/C.

Considerando-se que a heterozigose, para muitos
dos casos de ocorréncia acima
manifestam alelos A, B e C conjuntamente a outras
condigdes de alelia; pode-se admitir a possibilidade
de que fenotipicamente esses animais venham a
exibir a caracteristica de uma forte produgio de
proteinas, caracteristica importante para o leite
destinado 3 produc¢io de quejjos, mesmo em
presenga de alelos que caracterizam produgio
moderada (alelo E), fraca (alelos D e F) ou nula
(alelo O).

assinalados,

Conclusao

Com base nos resultados do presente trabalho,
observa-se que hid polimorfismo para o gene
CSN1S1 da og-caseina caprina, entre a raga Alpina
Americana e a ragca Moxotd, e animais SRD,
caracteristica do Estado de Pernambuco. Com isso,
demonstra-se a proximidade genética entre a
Moxoté e SRD, decorrente dos cruzamentos
realizados aleatoriamente, uma vez que a raga
Moxoté predomina na regiio do Estado em que o
estudo foi realizado.

Silva et al.
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