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Resumo: Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do polimorfismo do gene da kappa-caseina sobre
a composic¢do do leite de bufalas leiteiras. O estudo foi conduzido no municipio de Moju, no periodo de
no periodo de 2008 a 2011. Utilizaram-se 246 registros de produgdo de leite referentes a 1* lactagdo de
45 bufalas. O fragmento alvo foi o éxon IV do gene da kappa-caseina, utilizando primers confeccionados
originalmente para bovinos, e posteriormente sequenciados. Os resultados do sequenciamento revelando
um polimorfismo no cédon 135 e no 136. Houve efeito dos diferentes genotipos do gene da kappa-
caseina sobre a produgéo de leite e produg¢do de Mozzarella, fato ndo observado para os constituintes do
leite. Houve efeito dos diferentes gendtipos do gene da kappa-caseina sobre a producdo de leite e
producdo de Mozzarella, ha necessidade da condugdo de mais experimentos associando mutagdo
encontrada com caracteristicas economicamente importantes.
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Effect of polymorphism of genes of kappa-casein on the composition of buffalo milk in a
population established in the municipality of Moju-PA

Abstract: The objective of this study was to evaluate the effect of gene polymorphism of kappa-casein
on milk composition of dairy buffaloes. The study was conducted in the municipality of Moju, from the
period 2008-2011. We used 246 records of milk production related to 1st lactation of 45 buffaloes. The
target fragment was exon IV of the kappa-casein gene using primers originally made for cattle, and
subsequently sequenced. The results of sequencing revealed a polymorphism at codon 135 and 136.
There were effects of the genotypes of the gene of kappa-casein on the production of milk and
production of Mozzarella was not observed for milk constituents. There were effects of the genotypes of
the gene of kappa-casein on the production of milk and production of Mozzarella is no need to conduct
further experiments involving mutation found in economically important traits.
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Introducao

E incontestavel a importincia que a atividade leiteira possui no Brasil, e o maior conhecimento
das potencialidades e caracteristicas produtivas dos bufalos permitem que a bubalinocultura leiteira se
destaque em diversas regides do pais.

A produtividade leiteira dos bubalinos que confere a atividade viabilidade econdmica, ¢
decorrente da rusticidade da espécie e da capacidade de aproveitamento de forragem de inferior
qualidade além da caracteristica de resisténcia as mais adversas condigdes climaticas e doengas. Mas
estimativas apontam que apenas uma pequena parte do rebanho nacional ¢ utilizado para producdo de
leite.

O leite bubalino €, normalmente, destinado a fabricagdo de queijos (Mozzarella), que apresentam
coloragdo branca, textura macia e sabor suave. A Kappa-caseina ¢ uma proteina do leite com funcéo
especifica de determinar o tamanho das micelas do leite e é polimorfica em todas as ragas leiteiras, sendo
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assim, o estudo de polimorfismo no genoma busca associagdes entre genétipos das proteinas do leite e
caracteristicas economicamente importantes em gado leiteiro, como a produgio de leite, a composi¢do do
leite e produgdo de queijo.

Considerando que os estudos sobre a producdo e qualidade do leite bubalino de rebanhos criados
na Amazonia sdo incipientes, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito do polimorfismo do
genes da kappa-caseina (CSN3K) sobre a produg@o e composigdo do leite de bufala.

Material e Métodos
O estudo foi conduzido em quatro propriedades localizadas no municipio de Moju, na
Mesorregido do Baixo Tocantins, Estado do Pard, no periodo de 2008 a 2011.

Utilizaram-se 246 registros de producdo de leite referentes a 1% lactacdo de 45 bufalas de
diferentes grupamentos genéticos, em sua maioria matrizes da raga Murrah (Bubalus bubalis L.) ou
mesticas com predomindncia genética Murrah, controladas de mar¢co de 2009 a novembro 2011,
pertencentes a dois rebanhos localizados no Nordeste do Para. A extragdo de DNA foi feita utilizando o
Purelink Genomic DNA Mini Kit da Invitrogen, seguindo protocolo indicado pelo fabricante. A extracdo
de DNA e quantificag@o das amostras foi realizada no Laboratorio de Genética Molecular da Embrapa
Amazonia Oriental.

As reagdes de amplificagdo foram preparadas para um volume final de 25 pL, contendo 50 ng de
DNA, 0,5 uM de cada primer direto (forward) e reverso (reverse), 1X tampdo de PCR (10 mM Tris-HCl
(pH 9.0), 1.5 mM MgCI2 e 50mM KCIl), 100 pM de dNTP e 1U de Taq polimerase. O fragmento alvo foi
o éxon IV do gene da kappa-caseina. Os primers utilizados foram originalmente sintetizados baseados na
sequéncia de nucleotideos de bovinos conforme descrito por Mitra et al (1998). Os produtos de PCR
purificados foram enviados para o Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV-UNESP, Campus Jaboticabal), onde os fragmentos foram
sequenciados utilizando o sequenciador Applied Biosystems-ABI 377.

As sequencias geradas pelo sequenciamento foram editadas utilizando o software ChromasPro
(Technelysium Pty Ltd) e analisadas por meio de BLAST utilizando o programa ClustalX.

As variaveis em estudo produgdes no dia de controle (medidas repetidas durante a lactagdo),
foram submetidas a analise de varidncia conforme o modelo unicaracteristico:

Y= p +Efeito+e;

em que: Yj é a producdo da varidvel em questdo (Produgdo de leite, percentagem de Gordura, Proteina,
Lactose, extrato seco desengordurado, Sélidos Totais e Produgdo de Mozzarella) do i-ésimo animal
relativa ao j-ésimo efeito; p ¢ a média de produgdo da varidvel; Efeito; é o efeito fixo da j-ésima classe e;
eij ¢ o erro aleatorio relacionado cada observagdo. O efeito de interesse considerado foi: genotipo.

Para comparagdo dos niveis de cada variavel classificatoria quando esta influenciar a variavel
resposta, foi adotado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Todas as analises foram feitas
utilizando-se o procedimento PROC MIXED do pacote estatistico Statistical Analysis System (SAS
Institute 1C., 2002, versdo 9.2).

Resultados e Discussio

Os resultados mostram a existéncia de polimorfismos no fragmento alvo do gene da kappa-
caseina nos bufalos Murrah e mesticos da populagio estudada. Os resultados do sequenciamento
revelaram um polimorfismo no cédon 135, evidenciando animais heterozigotos que apresentaram tanto
cromossomos com a presenca de citosina no segundo nucleotideo do cédon (ACC), codificando treonina,
como cromossomos apresentado timina em substituicdo a este mesmo nucleotideo (ATC), codificando
isoleucina. Outro polimorfismo foi evidenciado no terceiro nucleotideo do cédon 136, com animais
apresentando citosina e timina neste sitio (ACC/ACT), que contudo, ndo gerou mudanca na sequéncia de
aminodcidos da proteina. Resultados similares foram relatados por Mitra et al. (1998).

Foi observado efeito dos diferentes genétipos para kappa-caseina (Tabela 1) sobre a producdo de
leite e producdo de Mozzarella, sendo os animais heterozigotos (gendtipo 2) os que apresentaram um
melhor desempenho (producdo média de leite de 3,57 kg) enquanto os animais homozigoto (genétipo 1)
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apresentaram média de produgdo de 2,67 kg . Contudo, ndo foi observada diferenga para os constituintes
do leite (gordura, proteina, lactose, ESD, s6lidos totais).

Estudos relacionando a produgdo de leite como o polimorfismo do gene da kappa-caseina em
bifalos sdo raros. Entretanto, é conhecida a associacio do gendtipo para a kappa-caseina com a
produtividade (P<0 05) em bovmos nas ragas Girolando e Holandesa (STIPP et al., 2013). A participagdo
da kappa-caseina na composicao proteica do leite justifica novas pesquisas sobre a correlacio deste
polimorfismo com a produc¢do de leite e de queijo.

Mesmo existido grande similaridade genética entre bifalos e bovinos, Fox e McSwenney (2003)
afirmam que ndo hd um consenso na literatura sobre a influéncia dos alelos do gene sobre a
produtividade leiteira.

Tabela 1. Efeito do polimorfismo genético no gene da kappa-caseina sobre a composi¢do do
leite de bufala

Variavel N Genotipo
Produgdo de leite (kg) 224 p< 0,05 (0.0028)
Gordura (%) 180 NS
Proteina (%) 179 NS
Lactose (%) 180 NS
Extrato Seco Desengordurado (%) 180 NS
Soélidos Totais (%) 180 NS
Produgdo de Mozzarella (kg) 180 p< 0,05 (0.0008)

N = ntimero de observagoes;
NS = ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Conclusdes
Os resultados deste trabalho confirmam a presenca de polimorfismos no gene da kappa-caseina
em bufalos leiteiros. Houve efeito dos diferentes gendtipos do gene da kappa-caseina sobre a produgdo
de leite e producdo de Mozzarella, ha necessidade da condugdo de mais experimentos associando
mutagdo encontrada com caracteristicas economicamente importantes.
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