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DALL'UFFICIO RICERCA E SVILUPPO

LA SELEZIONE ' GENETICA

el progetto LATTeco, ANAFIJ ha dedicato una

parte allo studio piu approfondito sulle pro-

teine del latte bovino, nelle razze Frisona e

Jersey ltaliane. Abbiamo voluto approfittare
della possibilita di avere a disposizione tanti nuovi ge-
notipi e quindi abbiamo studiato pil nel dettaglio e con
un data-set piu ampio la variabilita genetica di queste
proteine nelle due razze. Per la Jersey ltaliana, é stato
un primo approccio alla genomica, fondamentale per la
messa a punto di un sistema di genotipizzazione e flusso
dati genomici.

INTRODUZIONE

Le proteine del latte vaccino, ovvero i geni che conten-
gono l'informazione per la loro produzione, presentano
delle mutazioni che differenziano fra loro le proteine
prodotte dai singoli animali. A seconda della sequenza
genica, quindi, si avranno proteine con caratteristiche
ed effetti diversi sulla qualita nutrizionale o tecnologica
del latte. Studiare la sequenza di aminoacidi nelle sin-
gole proteine o la sequenza del DNA che & responsabile
della loro produzione, non € perd cosa semplice. Sono
necessarie, pero, specifiche tecniche biochimiche che
richiedono un investimento di tempo e denaro per ave-
re un quadro completo della variabilita genetica delle
lattoproteine bovine e delle altre specie zootecniche.
Questo & uno dei motivi per cui le varianti genetiche
delle caseine sono state prese raramente in considera-
zione nei programmi di selezione. A partire dagli anni
‘90, dopo alcune preoccupazioni in Nuova Zelanda per
i potenziali effetti negativi del consumo di latte di
B-caseina A, sulla salute umana, |'azienda A, Corpo-
ration ha iniziato a commercializzare latte prodotto
solo da individui portatori di B-caseina A,A,. Da tutte
le proteine del latte, durante la digestione, vengono
rilasciati dei frammenti di diverse dimensioni chiamati
peptidi bioattivi, che possono avere effetto sulla salu-
te umana (ad esempio sul sistema cardio-circolatorio
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regolando la pressione, sul sistema nervoso con effetti
rilassanti o stimolanti, eccetera). Fra tutti i peptidi libe-
rati, si & ipotizzato che il peptide con proprieta oppioidi
B-casomorfina-7 (BCM7) fosse il fattore di rischio in ma-
lattie come il diabete di tipo 1, la dermatite atopica, ma-
lattie cardio-vascolari e disturbi neurologici. Le varianti
A,, A, e | di B-caseina differiscono dalle varianti A;, B e
C per la sostituzione dell'amminoacido istidina (His) con
una prolina (Pro) in posizione 67 nella proteina. La pre-
senza di His67 permette agli enzimi digestivi di liberare
la BCM7 dal latte di vacche portatrici delle ultime tre
varianti. In seguito a queste preoccupazioni sono stati
effettuati altri studi che non sono riusciti a dimostrare
una relazione diretta fra le varianti genetiche della
B-caseina e queste patologie, quindi anche I’Autorita
Europea per la Sicurezza Alimentare (EFSA) nel 2009
si @ espressa smentendo l'ipotesi di una relazione cau-
sa-effetto fra la BCM7 e le suddette patologie. Nuove
ricerche hanno indicato possibili intolleranze ed effetti
gastrointestinali della BCM7, associando il consumo
di latte contenente la variante A, a transito intestinale
ritardato, minore consistenza delle feci e inflammazione
intestinale, effetti confermati su animali da laboratorio
e studi in vitro. Servono pero ulteriori studi per com-
prendere il meccanismo di azione della BCM7 e per
verificare se nell’'uomo esistono effetti negativi generali
o limitati a individui sensibili.

LATTeco: ANALISI GENOMICHE,
PANNELLI DNA DISPONIBILI

Nel 2007 si e reso disponibile sul mercato uno strumen-
to di analisi genetica in grado di agevolare lo studio del
DNA di ogni singolo animale come mai prima di allora,
il DNA chip. Negli ultimi anni questi DNA chip sono stati
progressivamente modificati per consentire di analizza-
re anche le mutazioni presenti nei geni delle caseine.
Non tutti i chip contengono le stesse informazioni e
comprendere quali informazioni sono contenute in cia-
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scun chip non é in realta cosa molto semplice. LATTe-
co-PSRN ci ha dato la possibilita di capire quante e quali
mutazioni delle caseine sono analizzabili con i chip e di
poter usare queste informazioni per capire quali sono le
varianti genetiche che caratterizzano ciascun animale.
Da queste informazioni siamo partiti anche per ricostru-
ire gli aplotipi caseinici. | geni delle caseine sono infatti
collocati sul cromosoma 6 e sono molto vicini tra loro.
Questo comporta che la variante genetica presente in
ciascuno dei 4 geni di ciascuno dei 2 cromosomi venga
ereditata di padre/madre in figlio/figlia cosi come & nel-
la sequenza ay,-, B-, 0s,-, € K-caseina, senza possibilita
di rimescolamento fra i cromosomi e si parla quindi di
aplotipo caseinico.

FIGURA 1

E-Casaina

(111

oy, -Casaina j-casaina I:I._:-’.'.HEB‘"‘IH

LCITT - [T

Quindi I'effetto di un allele di uno dei 4 geni si va a som-
mare all’effetto degli alleli degli altri 3 geni dello stesso
cromosoma. Se una vacca ereditasse il cromosoma ma-
terno con tutti gli alleli favorevoli a tutti e 4 i geni, e il
cromosoma paterno con tutti gli alleli sfavorevoli a tutti
e 4 i geni, avrebbe delle produzioni intermedie. Sareb-
be auspicabile quindi conoscere non soltanto gli alleli
presenti in ciascun gene, ma anche come questi sono
distribuiti sui 2 diversi cromosomi, ovvero conoscere i 2
aplotipi che ogni vacca e ogni toro puo trasmettere alla
progenie. In questo modo si potrebbe cercare di avere
un individuo con tutti gli alleli piu favorevoli in ciascuno
dei geni delle caseine e in ciascun cromosoma, ma non
e cosi facile averlo. A seconda della razza bovina alcuni
aplotipi sono piu diffusi rispetto ad altri e quando un
aplotipo & poco diffuso bisogna analizzare molti animali
per trovare un numero sufficiente di animali con quel
particolare aplotipo.

LATTeco NEL DETTAGLIO
(FRISONA E JERSEY ITALIANA)

Il progetto LATTeco-PSRN ha permesso di analizzare i
dati storici di 213.124 individui di razza Frisona ed &
stato possibile genotipizzare e analizzare altre 10.531
vacche di razza Frisona e 622 di
razza Jersey. Considerando anche le
mutazioni a monte e a valle dei geni
delle caseine, abbiamo trovato che
sui diversi chip si trovano un totale
di 62 mutazioni a singolo nucleotide
(SNP) riconducibili alle caseine. Di
guesti, 8 corrispondono in realta a
SNP in duplicato o triplicato chia-
mati con nomi diversi, riducendo a
54 il numero reale di SNP unici. Dei
54 SNP solo una parte determina
delle differenze nelle proteine dei

soggetti di razza Frisona. Inoltre coi chip non si possono
ancora analizzare tutte le mutazioni presenti sui geni.
Ad esempio, gli SNP nel gene oy,-caseina necessari a di-
stinguere alcuni alleli di potenziale interesse, quali C, E,
F e G non sono presenti sui chip e pertanto non é stato
possibile analizzarli. Un quadro piu completo della va-
riabilita genetica si ha per la 8- e la K-caseina. Abbiamo
quindi potuto analizzare nel dettaglio queste 2 proteine
e gli aplotipi B-k-caseina e vedere come le loro frequen-
ze sono cambiate in piu di 30 anni e quale sia oggi la
variabilita genetica delle caseine nella Frisona Italiana.
Nella figura 2 sono riportati i risultati delle frequenze
degli alleli di B-caseina in bovini di razza Frisona nati pri-
ma del 1990, in quelli nati fra il 1990 e il 2000, in quelli
nati fra il 2000 e il 2010, in quelli nati fra il 2010 e il
2017, nelle vacche Frisone e Jersey genotipizzate grazie
al PSRN.

Lallele piu frequente e I'A,, con una frequenza che nella
Frisona € aumentata negli anni, dal 45,6% degli individui
nati prima del 1990 al 56,4% nei campioni del PSRN.
Parallelamente & diminuita la frequenza degli alleli A,
e B. Grazie al successo del latte A,A, nei Paesi anglo-
sassoni, il seme dei tori A,A, € stato usato con maggior
frequenza, ma non in modo sostanziale in Italia. Infatti,
si @ cominciato a discutere della BCM7 e degli effetti
delle 2 varianti soprattutto dopo il 2009. L'analisi dei da-
ti storici ci dice che la frequenza dell’allele A, negli anni
2010-2017 rispetto alle vacche del PSRN & diminuita
solo dello 0,3%. Probabilmente fra qualche anno si no-
tera una maggiore riduzione, soprattutto se dovessero
essere confermati gli effetti sulla miglior digeribilita del
latte A,. Nella Jersey la frequenza dell’allele A, & decisa-
mente maggiore rispetto alla Frisona (73,0%), mentre la
frequenza della variante A, & davvero bassa (4,1%) e la
variante B e la seconda in termini di frequenza (17,3%).
In realta le varianti A,, A;, D, E, H, e | si comportano
tutte nello stesso modo, ovvero non determinano la
liberazione del peptide BCM7 e possiamo pertanto defi-
nirle gruppo A,, mentre dalle varianti A;, B, C, F, G, e H,
avviene il rilascio della BCM7 e possiamo definirle come
gruppo A,. Considerando la distribuzione dei genotipi,
gli A,A, totali (A,A, reali e omozigoti per gli alleli del
gruppo A,) corrispondono al 36% nella Frisona, al 37%
nelle vacche Frisone del PSRN, e del 63% nella Jersey, gli
A A, totali (AA, reali e omozigoti per gli alleli del grup-
po A,) corrispondono al 16% nella Frisona, al 15% nelle

FIGURA 2
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vacche Frisone del PSRN, e del 5%
nella Jersey, mentre gli A A, totali
(A,A, reali e eterozigoti dei 2 gruppi
A, e A,) corrispondono al 48% nella
Frisona e al 32% nella Jersey. Una
grande proporzione dei bovini di
razza Frisona & quindi eterozigote
per il gruppo A/A, (in giallo nella Fi-
gura 3) mentre quelli di razza Jersey
sono soprattutto in verde, ovvero
AA,.

Recentemente, De Noni e i suoi
collaboratori, analizzando diversi
formaggi, hanno dimostrato che
non in tutti i formaggi, anche se
prodotti con latti contenenti la pro-
teina B-caseina A,, si trova il peptide
BCM7 prima della digestione. In
seguito alla digestione intestinale in
vitro di alcuni formaggi originaria-
mente contenenti BCM7, é risultato
che la quantita finale di BCM7 non
sembra comunque essere sufficien-
te per esercitare una potenziale
attivita fisiologica. Diverse ricerche
sono in corso per verificare cosa
succede in vivo, ma bisogna comun-
que tener presente che altri peptidi
vengono rilasciati durante la dige-
stione del formaggio e che questi
potrebbero avere effetti simili, ma
anche effetti opposti a quelli della
BCM7.

Per quanto concerne la K-caseina,
I’allele A & il piu frequente nella
Frisona, mentre il B nella Jersey. Si
nota comunque un aumento della
frequenza dell’allele B, noto per
la sua associazione positiva con le
caratteristiche di trasformazione ca-
searia, nella Frisona, dove e passato
da una frequenza del 18,6% a una
frequenza del 32,2%. Sembrerebbe
quindi che la selezione per l'allele B
di K-caseina sia stata molto piu effi-
cace di quella per la A, di B-caseina.
Diversi lavori hanno messo in luce
come alcuni aplotipi o combinazioni
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TABELLA 1

BCM7 (MG/KG) BCcM7 (MG/KG) DOPO
NEI CAMPIONI INDIGERITI DIGESTIONE GASTRICA

Brie 0,60+0,00
Caprino n.r.*
Cheddar 0,27+0,01

Emmental 0,20+0,01
Fontina 0,50+0,02
Gorgonzola 7,63+1,00
Gouda 0,59+0,01
Grana Padano 0,14+0,00
Maasdam 0,18+0,00
Provolone n.r.*
Provolone piccante n.r.*
Taleggio 0,21+0,03

BCM7 (MG/KG) DOPO
DIGESTIONE INTESTINALE

0,25+0,02 1,26+0,00
2,87+0,02 0,89+0,03
n.r. 0,12+0,00
n.r. 0,24+0,00

* n.r. = non rilevabile

FIGURA 4

genotipiche siano positivamente
associati a migliori caratteristiche
di trasformazione casearia, come
I'aplotipo B-A;-B (a,-B-k) o la com-
binazione BB-BB di genotipi B-k-
caseina. Per questo motivo la se-
lezione contro le varianti A; e B di
B-caseina potrebbe portare a un
peggioramento delle caratteristiche
di trasformazione casearia del latte
di Frisona. Abbiamo quindi rico-
struito gli aplotipi B-k-caseina nella
Frisona e nella Jersey del PSRN. La

frequenza degli aplotipi riscontrati
dimostra come l'incremento della
variante B di K-caseina stia com-
pensando l'incremento dell’allele
A, di B-caseina, permettendo di
mantenere pressoché inalterata la
proporzione degli aplotipi favorevoli
alla caseificazione. Malgrado que-
sto, la frequenza degli aplotipi B-B e
I-B, associati a buone caratteristiche
di trasformazione casearia, sta di-
minuendo fortemente e andrebbe
monitorata. In particolare, avendo



individuato i soggetti portatori delle
diverse combinazioni in oltre 10.000
animali, sarebbe interessante anda-
re a confermare l'effetto di questi
aplotipi sulle caratteristiche di coa-
gulazione del latte ed eventualmen-
te pensare di indirizzare la selezione
in funzione della destinazione del
latte, alimentare o da trasformare.
Nella Jersey I'aplotipo predominan-
te e risultato chiaramente I'A,-B,
ma la frequenza dell’aplotipo B-B &
decisamente elevata, raggiungendo
il 17,1%.

CONCLUSIONI

L'analisi condotta nell’'ambito del
PSRN ci ha mostrato che in Italia
forze diverse dalla selezione di-
retta per l'allele della B-caseina A,
sembrano essere responsabili di un
cambiamento nelle frequenze alleli-
che delle caseine. Stiamo assistendo
a un’importante riduzione della
frequenza di alcuni alleli e aplotipi,
come la variante B di B-caseina, in-
clusa in genotipi e aplotipi associati
a proprieta tecnologiche favorevoli.
La selezione di altri alleli in altri loci
caseinici, come la variante B della

FIGURA 5

K-caseina, compensa in qualche mo-
do la perdita di variabilita genetica
e aplotipica. Sono in corso ricerche
per analizzare se la variante della
B-caseina A, sia realmente respon-
sabile di una minore digeribilita del
latte, ma la maggior parte degli stu-
di si sta concentrando sulla singola
variante, invece di considerare il
latte come la complessa miscela di
nutrienti che lo compongono e so-
no responsabili della sua proprieta.
Inoltre, sembra che la quantita di
BCM7 presente nei formaggi sia in-
sufficiente per esercitare un effetto
biologico in vivo. Considerando che
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il latte in Italia e principalmente
utilizzato per la produzione del for-
maggio, a meno che non vengano
pubblicati nuovi studi scientifici
sugli effetti negativi della BCM7 e
sulla sua presenza nei formaggi,
la crescente disponibilita di dati di
genotipizzazione dovrebbe essere
utilizzata per una migliore compren-
sione degli effetti reali dei genotipi
e degli aplotipi della caseina sulle
proprieta nutrizionali e tecnologiche
del latte. In questo modo si potreb-
bero approntare schemi di selezione
piu adatti al mercato lattiero-casea-
rio italiano. &=
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