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RESUMO

As caracteristicas do leite, sdo controladas por varios genes, com destaque para os quatro genes
da caseina, CSN1S1; CSN1S2; CSN2 e CSN3, que sdo responsaveis por codificar as quatro
fragdes da referida proteina, sdo elas, a a-caseina que inclui a (S1) e a (S2), B e k-caseina. O
estudo de variantes genéticas nesses genes, buscam investigar alelos, inser¢des ou delegoes,
que possam refletir diretamente em caracteristicas produtivas, indicando diferengas na quali-
dade, composicdo e rendimento do leite. Dessa forma, o objetivo desse estudo ¢ investigar a
ocorréncia de polimorfismos nos genes CSN1S1 e CSN3, em fémeas bubalinas de padrao racial
Murrah. Os genes CSN1S1 e CSN3, foram analisados em 41 bufalas da ragca Murrah em lacta-
¢do, por meio do sequenciamento de nucleotideos. Os pares de primers amplificaram fragmen-
tos de 313 pares de base (pb) para o gene CSN1S1, e 350 pb para o gene CSN3. Um SNP foi
encontrado no fragmento amplificado para o gene CSN1S1, localizado no nucleotideo de nu-
mero 2.123 da regido promotora (5' UTR), na posi¢do nt-258 (A/G), o qual ndo causa nenhuma
alteracao de aminoacido. As frequéncias genotipicas observadas desse SNP foram distintas das
frequéncias genotipicas esperadas (EHW - Equilibrio de Hardy -Weinberg), e além disso, a
heterosigosidade observada (Ho) apresentou-se maior que a heterosigosidade esperada (He).
Quanto ao gene CSN3, foram identificados nesse estudo, dois SNPs nt-98 e nt-102 (nucleoti-
deos de numero 377 e 381 do éxon de ntimero 4, do gene CSN3), presentes nos codons 33 (A
CC/ATC)e34 (AC C/ACT) do fragmento analisado, os quais correspondem aos cddons
135 e 136 do peptideo maduro, e que, uma vez traduzidos, resultam nos aminoacidos Treonina
(Thr) / Isoleucina (Ile), no caso dos cddons ATC / ACT e Treonina / Treonina, para os cddons
ACC/ACC. De acordo com as andlises, as frequéncias genotipicas e observadas foram distintas
para o gene CSN3. E mais uma vez, a heterosigosidade observada (Ho) apresentou-se maior
que a heterosigosidade esperada (He), sugerindo-se assim, um excesso de heterozigotos em
relacdo ao modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg. Um novo SNP foi encontrado no gene
CSN1S1 (5' UTR) em bufalos, e outros 2 polimorfismos no gene CSN3 (éxon 4) ainda ndo
descritos em bubalinos do padrao racial Murrah, criados sob clima tropical, foram investigados.
Com isso, o conhecimento de polimorfismos de genes candidatos em bufalos leiteiros sugere e
fomenta que sejam realizados estudos que objetivem estabelecer associagdes entre tais variantes
e caracteristicas de producao de leite e seus derivados, viabilizando a selecdo assistida por mar-
cadores moleculares.

Palavras — chave: Bufalo. Leite. Sequenciamento. SNP. Variantes genéticas.



ABSTRACT

The characteristics of milk are controlled by several genes, with emphasis on the four casein
genes, CSN1S1; CSN1S2; CSN2 and CSN3, which are responsible for encoding the four frac-
tions of that protein, are they, a-casein which includes o (S1) and a (S2), B and k-casein. The
study of genetic variants in these genes, seek to investigate alleles, insertions or deletions, which
may reflect directly on productive characteristics, indicating differences in the quality, compo-
sition and yield of milk. Thus, the objective of this study is to investigate the occurrence of
polymorphisms in the CSN1S1 and CSN3 genes, in buffalo females of the Mur-rah racial pat-
tern. The CSN1S1 and CSN3 genes were analyzed in 41 lactating Murrah buffaloes, using nu-
cleotide sequencing. The primer pairs amplified fragments of 313 base pairs (bp) for the
CSNISI1 gene, and 350 bp for the CSN3 gene. An SNP was found in the amplified fragment
for the CSN1S1 gene, located in nucleotide number 2.123 of the promoter region (5 'UTR), at
position nt-258 (A / G), which does not cause any amino acid alteration. The observed geno-
typic frequencies of this SNP were different from the expected genotypic frequencies (EHW -
Hardy-Weinberg Equilibrium), and in addition, the observed heterosigosity (Ho) was higher
than the expected heterosigosity (He). As for the CSN3 gene, two SNPs nt-98 and nt-102 (nu-
cleotides number 377 and 381 of exon number 4, of the CSN3 gene) were identified in codons
33 (ACC/ ATC) and 34 (AC C/ AC T) of the analyzed fragment, which correspond to codons
135 and 136 of the mature peptide, and which, once translated, result in the amino acids Thre-
onine (Thr) / Isoleucine (Ile), in the case of the ATC / ACT codons and Threonine / Threonine,
for the ACC / ACC ha-plotypes. According to the analyzes, the genotypic and observed fre-
quencies were different for the CSN3 gene. And again, the observed heterosigosity (Ho) was
greater than the expected heterosigosity (He), thus suggesting an excess of hetero-zygotes in
relation to the Hardy-Weinberg equilibrium model. A new SNP was found in the CSN1S1 gene
(5 'UTR) in buffaloes, and another 2 polymorphisms in the CSN3 gene (exon 4) not yet de-
scribed in buffalo of the Murrah racial pattern, raised under tropical climate, were investigated.
Thus, the knowledge of candidate gene polymorphisms in dairy buffalo suggests and encour-
ages studies to be carried out that aim to establish associations between such variants and char-
acteristics of milk production and its derivatives, enabling selection assisted by molecular mark-
ers.

Keywords: Buffalo. Milk. Sequencing. SNP. Genetic variants.
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1 CONTEXTUALIZACAO

Atualmente, o rebanho bubalino brasileiro ¢ estimado em mais de 200 milhGes de animais
espalhados por todas as regides (FAOSTAT, 2019), especialmente, a regido Norte, que res-
ponde por cerca de 66% do rebanho nacional (IBGE, 2016). Considerada uma espécie de mul-
tiplas aptiddes (carne, leite e tragdo) (CRUZ-CRUZ et al., 2014), o bufalo ¢ responsavel pela
producdo de cerca de 100 milhdes de litros de leite por ano, distribuidos entre aproximadamente
150 laticinios espalhados pelo pais (ANUARIO LEITE, 2018).

O leite de bufala é um dos leites mais ricos do ponto de vista nutricional (MENARD et
al., 2010), uma vez que apresenta elevados teores de solidos totais (gordura, carboidratos, pro-
teinas, sais minerais e vitaminas) encontrados na literatura, que variaram de 14,96%; 17,70%
(MISRA et al., 2008) a 18,45% (KAPADIYA et al., 2016), gordura, que pode variar de 5,60%
(FANGMEIER et al., 2019); 6,2% (RASHEED et al., 2016) a até, 8,3% no leite, podendo se
estender a 15%, em condi¢des favoraveis (VARRICCHIO et al., 2007).

A lactose, considerada como o principal carboidrato do leite, ¢ a base para a obtengao dos
derivados por meio da fermentacdo, apresentando valores entre 4,86% (KAPADIYA et al.,
2016) e 5,37% (SARKAR et al., 2006), enquanto que a proteina, conta com valores que variam
de 3,91% (DUBEY et al., 1997); 4,14% (BALUSAMI, 2015) a 4,65% (YADAYV et al., 2013),
podendo ser dividida em dois grupos, proteinas do soro e caseinas.

Em relacdo a fracdo composta exclusivamente por proteina verdadeira, as proteinas do
soro, estdo presentes na propor¢do de 17% (RAFIQ et al., 2016), representadas principalmente
pelas proteinas a-lactalbumina e B-lactoglobulina (HUMA et al., 2018), codificadas pelos genes
LALBA (MANZOOR SIDRA AND NADEEM, 2019) e BLG (SINGH et al., 2015), respecti-
vamente. Enquanto que, as caseinas representam 83% da proteina verdadeira encontrada no
leite bubalino (RAFIQ et al., 2016), distribuidas em: a-caseina s1, a-caseina s2, B-caseina e x-
caseina (HUMA et al., 2018), codificadas pelos genes CSN1S1, CSN1S2, CSN2 e CSN3
(DAGNACHEW et al., 2011), respectivamente.

Até o momento, a investigagdo e aplicacdo de ferramentas moleculares na bubalinocul-
tura leiteira encontram-se em fase de desenvolvimento, entretanto, tem chamado a atengao, de-
vido a propiciarem o ganho de tempo e a economia de recursos financeiros (OLIVEIRA et al.,
2017), possibilitando a identificagdo do potencial genético dos individuos ainda no inicio da
vida, potencializando o processo de selecdo dos animais, resultando em sistemas mais lucrati-

Vos e que se sustentem a longo prazo.
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Estudos que identifiquem variantes genéticas de genes candidatos em bubalinos, e pos-
teriormente, as associem com caracteristicas de rendimento e qualidade do leite bubalino, ainda
sdo incipientes na literatura, principalmente ao se tratar de bubalinos leiteiros da raga Murrah,
criados sob clima tropical, razdo pela qual propusemos a realiza¢do dessa pesquisa.

Com isso, 0 objetivo dessa revisdo de literatura, ¢ o de enfatizar a bubalinocultura lei-
teira no Brasil, tratar sobre o status do melhoramento genético de bubalinos leiteiros, destacar
as principais proteinas constituintes do leite, e ainda, abordar sobre os polimorfismos das case-
inas do leite bubalino, e, quanto ao experimento (capitulo 2), o0 mesmo objetiva investigar va-

riantes genéticas nos genes CSN1S1 e CSN3, em fémeas bubalinas de padrao racial Murrah.

1.1 Revisao de literatura

O estudo de variantes genéticas e a associagdo com indicadores de produtividade, vol-
tados a bubalinocultura leiteira, podem vir futuramente a auxiliar programas de melhoramento
genético, contribuindo com a sele¢do precoce de animais, com base em caracteristicas ligadas
diretamente ao sucesso econdomico da atividade, como rendimento, produgdo e qualidade de
leite, alavancando a produ¢ao dos rebanhos bubalinos brasileiros.

O leite bubalino é o segundo mais produzido no mundo (ANUARIO LEITE, 2018; IDF,
2012), e ainda, ¢ considerado um dos mais nutritivos (MENARD et al., 2010), devido as eleva-
das concentragdes dos principais constituintes, dentre eles, o teor de proteina. Cada proteina
presente no leite, ¢ codificada por um gene diferente, os quais podem ser estudados como genes
candidatos, por provavelmente influenciarem nas caracteristicas gerais do leite, podendo estar

associados com variagdes no rendimento e nas propriedades tecnologicas dos derivados do leite.

1.1.1 Bubalinocultura leiteira

A populacdo global de bufalos domésticos do mundo em 2017, foi de 200.967.747 de
cabecas, sendo que destes, 97,42% foram criados na Asia, seguido pelos continentes Africa,

Américas, Europa e Oceania, de acordo com o grafico 1 (FAOSTAT, 2019).
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Grifico 1 - Populagdo global de bufalos domésticos, em relagdo ao Continente (%)
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Fonte: Faostat (2019).

De maneira mais detalhada, ainda sobre o ano de 2017, os continentes americanos do
Norte e do Sul, possuiam em seus rebanhos, 1.387.987 bubalinos, sendo que destes, 1.381.395
animais pertencem a planteis brasileiros, correspondendo a cerca de 99,52% de todos os bufalos
criados no continente americano (Grafico 2) (FAOSTAT, 2019), dado esse que nos remete a

significativa importancia da bubalinocultura no Brasil.

Griéfico 2 — Populacao de bufalos domésticos no continente americano (%)

América do norte América do sul Américas
=% 0,42 99,58 100

v oy %

Fonte: Faostat (2019).

Mais especificamente sobre o Brasil, em 2016, a Regido Norte concentrou 66,2% dos
Bufalos criados no pais, seguida das Regides Sudeste, Nordeste, Sul e Centro-Oeste (IBGE,
2016). Dados preliminares do censo agropecudrio de 2017, revelam como principais estados
bubalinocultores, o Para (33,83%), Amapa (23,61%), Amazonas (7,22%) e Sdo Paulo (7,20%).

O maior niumero de estabelecimentos produtores de bufalos, concentram-se no Para (4.064;
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27,60%), Maranhao (1.928;13,09%), Sao Paulo (1.263; 8,57%) ¢ Amazonas (1.239; 8,41%)
(IBGE, 2019).

Grafico 3 — Bufalos criados no Brasil, de acordo com a regido (%)

Centro- Norte Nordeste Sudeste
Oeste

m% 12,7 7,4

;nw ?

Fonte: IBGE, 2016.

A producio mundial de leite em 2016 foi de 111.000.836 toneladas de leite (ANUARIO
LEITE, 2018), sugerindo que este seja o segundo tipo de leite mais produzido (IDF, 2012),
compreendendo a cerca de 13,90% de todo o leite produzido no mundo (798.476.318 ton), uma
vez que a categoria também € composta por leites como o de vaca (82,55%), cabra (1,91%),
ovelha (1,30%) e camelo (0,34%) (ANUARIO LEITE, 2018). No entanto, mesmo que o leite
de vaca apresente producao superior, a producao de leite bubalino tem aumentado com o passar
do tempo, garantindo seu espago no cenario da pecudria leiteira (BORGES; MEDEIROS;
CORREIA, 2009).

Quanto ao Brasil, o sistema estatistico oficial muitas vezes acaba por mesclar informagdes
de bubalinos com bovinos (BERNARDES, 2007), como o que ocorre com dados referentes a
producdo de leite, e até mesmo a dimensao real dos rebanhos, causando um menor niamero de
registros confidveis e variaveis, dependendo da fonte consultada, que normalmente resulta em
dados pouco atualizados.

De acordo com dados relatados no Anudrio da Pecuaria Brasileira (2009) estima-se que
foram produzidos 33,515 milhdes de litros de leite, em 2.758 estabelecimentos brasileiros em
2009. Mesmo a Regiao Norte sendo a principal produtora, contribuiu com apenas 32% do leite
produzido em 1.285 estabelecimentos, o que provavelmente possa ser justificado pela producao
ser principalmente voltada para o mercado de carne (DADARIO; SANTINI PIGATTO;

BAPTISTA, 2018), ou baseada em sistemas menos intensificados de produgdo. Ja a Regido



15

Sudeste, produziu cerca de 15.000 mil litros de leite de bufala, em 619 estabelecimentos, con-
tribuindo com 46% da producao nacional (ANUALPEC, 2009).

Dentre as ragas, o principal grupo genético para a producao de leite no Brasil ¢ formado
por animais da raca Murrah, com produ¢do média de 1.496 a 2.130 kg por lactacdo

(MARCONDES, 2011; TONHATI et al., 2013)

1.1.1.2 Principais ragas produzidas

Assim como os bovinos, os bufalos pertencem a familia Bovidae, e contam com duas
espécies, o bufalo asidtico ou doméstico (Bubalus bubalis) e o bufalo africano (Syncerus caffer)
(IANNUZZI et al., 2003).

Os bufalos domésticos, conhecidos como bufalos da 4gua, dividem-se em duas principais
subespécies, de acordo com caracteristicas citogenéticas e de habitat (PKHAKADZE, 1939;
ULBRICH; FISCHER, 1967). O “bufalo indiano” ou “bufalo do rio” (subespécie B. bubalis),
com numero cromossdmico de 2n = 50 e o “bufalo do pantano” ou “carabao” (subespécie B.
kerebau) com 2n =48 cromossomos (PKHAKADZE, 1939; ULBRICH; FISCHER, 1967), que,
caso ocorra o cruzamento entre estes, resultam em animais hibridos, com 2n =49 cromossomos
(MARQUES et al., 2000).

A bubalinocultura de leite e corte reinem a nivel mundial, aproximadamente 72 ragas,
(HAMID et al., 2016), sendo que destas, no Brasil, apenas quatro sdo criadas, por possuirem
aptiddes que os qualificam para serem usados de forma comercial. S3o elas Murrah (Bubalus
bubalis var.bubalis), jatarabadi (Bubalus bubalis var. bubalis), mediterraneo (Bubalus bubalis
var. bubalis) e carabao (Bubalus bubalis var. kerebau), oficialmente reconhecidos pela Asso-
ciagdo Brasileira de Criadores de Bufalos ABCB (ALBUQUERQUE et al., 2006).

Os primeiros exemplares de bufalos introduzidos no Brasil pertenciam a raga carabao,
provenientes da Guiana Francesa, com destino ao estado do Pard, em 1895 (BARUSELLI et
al., 1993). Mais tarde, antes e ap6s a 1* Guerra Mundial, um pequeno numero de bufalos das
racas Murrah e Jafarabadi foram introduzidos no Pais, e, posteriormente, em 1920, bufalos da
raca Mediterraneo provenientes da Italia, finalmente chegaram em solos brasileiros, mais espe-
cificamente para o estado de Sao Paulo (VALE, 1999).

A raga Murrah teve sua origem no noroeste da India, e logo espalhou-se ao norte do pas,
e posteriormente difundindo-se ao Paquistdo, devido sua principal qualidade ser sua elevada
producdo leiteira (ANDRADE; GARCIA, 2005). No Brasil, esta raga ¢ padronizada pela

ABCB, os quais relatam que esta seja a raca mais numerosa no pais, excelente produtora de
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leite e com aptiddo para a carne. O peso médio dos machos adultos ¢ de 600 a 800 kg, e as
fémeas pesam de 500 a 600 kg, com producao de leite de cerca de 1.650 litros de leite em 305
dias de lactagdo, observados em medig¢des realizadas na india (ABCB, 2019)

A raga Jafarabadi, teve origem no oeste da India, no estado de Gujarat (ANDRADE;
GARCIA, 2005). Padronizada pela ABCB, considerada de maior porte, devido sua capacidade
toraxica, altamente apta a producao leiteira (ABCB, 2019). Os machos adultos pesam entre 700
a 1500 kg, ja as fémeas adultas entre 650 a 900 kg, com produgao de 2.150 litros de leite em
319 dias de lactagdo, também observados em medigdes realizadas na india (ABCB, 2019).

Quanto a raca Mediterraneo, a mesma ¢ composta por bufalos de rios, com descendéncia
de varias racas da India, predominantemente encontrada na Europa e Mediterraneo (ABCB,
2019), uma vez que foram desenvolvidos para a producdo de leite e selecionados na Itdlia
(ANDRADE; GARCIA, 2005). De acordo com Andrade & Garcia (2005), esta raga apresenta
caracteristicas comuns as encontradas para as ragas Murrah e Jafarabadi, com peso adulto dos
machos variando entre 700 e 800 kg, e fémeas pesando em torno de 600 kg (ABCB, 2019), com
produgdo em torno de 2.000 litros de leite em 270 dias de lactagdo (ROSA et al., 2007).

Tendo sua origem no sudoeste da Asia, a raga Carabao, conhecido como “trator do Ori-
ente", apresenta aptiddo voltada para o trabalho agricola, tracdo e para a produ¢do de carne
(ANDRADE & GARCIA, 2005; ABCB, 2019). Considerada a principal raca do extremo Ori-
ente, também se adaptou as condigdes brasileiras, onde o peso vivo dos machos varia entre 600
e 700 kg, e das fémeas, de 450 a 500 kg. Com relagdo a produgdo leiteira, a mesma ¢ baixa, e
quanto ao seu uso para o trabalho, o tempo médio de trabalho didrio ¢ em torno de cinco horas
(ABCB, 2019).

Caracteristicas como adaptabilidade, elevada fertilidade e rusticidade, refletidas em seu
potencial de produgdo de carne e leite, sdo responsaveis por despertarem o interesse de criado-
res, motivando a disseminagdo da espécie pelo pais, promovendo a exploracao baseada em ca-
racteristicas ligadas a produtividade (BERNARDES, 2007), principalmente com a intensifica-

cdo de ferramentas que busquem o melhoramento genético especifico para animais bubalinos.

1.1.2  Melhoramento genético de bubalinos leiteiros

Devido a cuidadosa selecdo de animais ao longo do tempo, paises asiaticos como India e
Paquistdo, visaram amplificar o mérito genético de bubalinos para a producao leiteira, e atual-
mente, sdo considerados responsaveis pela criagdo de um nucleo de animais com genética su-

perior (MOHAMMED, 2018). Na Itélia, o uso de biotecnologias reprodutivas, atrelado ao alto
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nivel de manejo, valor genético e testes de progénie dos animais (MOHAMMED, 2018), pro-
piciaram a aplicabilidade de um rigoroso sistema de registro para selecao de bufalos leiteiros
(BORGHESE; MAZZI, 2005), que proporcionaram a producao de animais com médias de 270
dias de lactacdo, superiores a 2.700 kg de leite (SALZANO et al., 2017).

No Brasil, até a década de 80, as avaliagdes para selecdes de bubalinos eram feitas com
base exclusivamente na producdo de leite (RAMOS, 1997), o que, posteriormente, avangou
para calculos de capacidade mais provavel de producao (CMPP) das bufalas, evoluindo para o
uso de modelos mistos com estimativas de BLUP (melhor predicao linear ndo viesada), até
chegar na utilizagdo das varidveis touro e animal como modelos (MARCONDES, 2011).

Com isso, sabe-se que o uso de ferramentas auxiliares aos processos de sele¢do e acasa-
lamento, concomitante ao controle zootécnico do rebanho, sdo indispensaveis para que a buba-
linocultura obtenha na pratica, ganhos reais em qualidade e produtividade (MARCONDES,
2011), tornando-se fundamental, a avaliagdo precisa dos recursos genéticos animais, para a cor-
reta utilizagdo em programas de melhoramento genético (POLIDO et al., 2012), tornando real,
inclusive o uso de ferramentas moleculares e a associagdo entre genes e caracteristicas produ-
tivas (ANDRIGHETTO et al., 2008; MOITA et al., 2010).

Recentemente, a selecao baseada no gendtipo (POLIDO et al., 2012), tem contribuido
com a solu¢do de algumas das limitagdes dos métodos que se baseiam exclusivamente no fend-
tipo (SOUZA, 2012), colaborando ativamente para o progresso do melhoramento animal
(MONTALDO; MEZA-HERRERA, 1998). Diante disso, os marcadores moleculares surgiram
como uma excelente ferramenta capaz de detectar variagdes genéticas no DNA (POLIDO et al.,
2012), visto que a maior parte das caracteristicas de interesse econdmico apresentam padrdes
de manifestacdo quantitativo, controladas por varios genes, cujos efeitos contribuem para o
fenotipo final (MONIRUZZAMAN; KHATUN; MINTOO, 2014; POLIDO et al., 2012), como
¢ o caso da produgdo e composicao de leite, controlada por um grupo de genes (poligénica), em
que cada gene tem um pequeno efeito sobre a caracteristica (EL DEBAKY et al., 2019).

Os genes candidatos, ou seja, genes que provavelmente estdo envolvidos com o desen-
volvimento ou fisiologia de determinada caracteristica (BRYNE; MCMULLEN, 1996), po-
dem ser identificados por meio de estudos de correlagdes entre caracteristicas fenotipicas e
genotipicas (ZHU; ZHAOQO, 2007); e, segundo El Debaky et al., (2019), uma vez identificados,
pode ser realizada por exemplo, a investigacdo de polimorfismos de nucleotideo tinico (single
nucleotide polymorphism, SNP), utilizados como marcadores genéticos, devido sua alta fre-

quéncia e distribuicdo no genoma.
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Atualmente, encontram-se disponiveis na plataforma NCBI dois genomas de bufalos do-
mésticos (TANTIA et al., 2011; ZIMIN et al., 2013), porém, a anotacdo génica do genoma
ainda ndo foi realizada (UMD _CASPUR WB 2.0; http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/assem-
bly/GCF_000471725.1/), o que significa, que pesquisadores tenham que se referir a uma espé-
cie de parente proximo, como os bovinos, ou entdo, que sejam realizados sequenciamentos gene
por gene, permitindo a identificacdo de marcadores genéticos que controlem caracteristicas
economicamente importantes, como as relacionadas a producdo e a qualidade do leite (EL

DEBAKY et al., 2019), especialmente marcadores relacionados a variagdes nas proteinas.

1.1.3 Proteinas do leite

O leite possui um sistema de proteinas constituido por duas familias principais, caseinas
(insoluveis) e proteinas do soro do leite (soluveis) (MADUREIRA et al., 2007). Semelhante
ao que ocorre no leite bovino, no leite bubalino, as caseinas representam cerca de 80% das
proteinas encontradas, e 20%, sdo proteinas do soro (MENARD et al., 2010), mais precisa-
mente, 83% e 17% da proteina verdadeira do leite bubalino sdo caseinas e proteinas do soro

(RAFIQ et al., 2016).

1.1.3.1 Proteinas do soro do leite

As proteinas do soro apresentam a capacidade de se manterem soltaveis no soro do leite
apOs a precipitagdo da caseina a pH 4,6 e temperatura de 20°C (FARRELL et al., 2004a).

As proteinas do soro do leite, sdo representadas principalmente pela alfa-lactalbumina (a-
LA) e a beta-lactoglobulina (B-LG) uma vez que estas compreendem cerca de 70 a 80% do total
de proteinas do soro (DAVOODI et al., 2016), os restantes, estdo distribuidos em imunoglobu-
linas (IG), albumina sérica bovina (BSA), lactoferrina (BLF) e lactoperoxidase (LP)
(MADUREIRA et al., 2007), consideradas proteinas menores, identificadas no leite bubalino
através de estudos envolvendo protedomica (D’AMBROSIO et al., 2008).

A proteina a-LA, desempenha papel importante na sintese de lactose e também na secre¢ao
do leite, uma vez que na glandula mamaria lactante, a a-LA juntamente com a galactosiltrans-
ferase (GT) formam a lactose sistema sintase, que catalisa a etapa final da biossintese de lactose,

devido aumentar a especificidade e afinidade da enzima para glicose (KASHWA, 2016). A
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molécula de a-LA possui uma Unica ligagdo forte a Ca®* local e liga outros cations fisiologica-
mente importantes como Na ¥, Mg** K * e Mn?*, podendo estes cations competir pelo sitio de
ligagdo de Ca** (PERMYAKOV; BERLINER, 2000).

A B-LG, pertence a familia das proteinas lipocalinas, que possui uma ampla diversidade
de fungdes bioldgicas principalmente funcgdes de ligagdo, entretanto, mesmo possuindo quanti-
dades significativas sendo secretadas no leite, aparenta ndo ter fungao fisiologica bem definida,
dando espaco a muitas especulagdes sobre a sua aplicabilidade (KONTOPIDIS; HOLT;
SAWYER, 2004), porém, sabe-se que esta, devido a ligacdo do retinol (vitamina A), ¢ essencial
para o crescimento e bem-estar dos mamiferos, por carrear tal vitamina no leite (DE WIT, 1998;
SAWYER, 2003).

Quanto as imunoglobulinas e lactoferrinas, atuam conferindo imunidade e defesa aos be-
zerros recém nascidos contra infecgdes (NG-KWAI-HANG, 2011), e, particularmente no leite
bubalino, até 88°C de aquecimento, ndo ocorre a desnaturacdo total das imunoglobulinas, de-
vido a propriedade protetora apresentada pelo elevado teor protéico do leite (EL-LOLY;
AWAD; MANSOUR, 2007).

Sobre a albumina sérica, esta atua como uma proteina de transporte de acidos graxos livres,
outros lipidios e moléculas hidrofobicas, incluindo peptideos neurodegenerativos e ions meta-
licos essenciais, como o zinco, permitindo sua distribuicdo sistémica (COVERDALE et al.,
2019). A lactoperoxidase e outros peptidios secundarios fornecem propriedades antimicrobia-
nas importantes para os animais neonatos (GODHIA; PATEL, 2013; URUAKPA; ISMOND;
AKOBUNDU, 2002).

De maneira geral, as proteinas do soro de leite sdo conhecidas por seu alto valor bioldgico
e propriedades funcionais versateis, caracteristicas que permitem seu amplo uso em alimentos

e produtos farmacéuticos (JARA; PILOSOF, 2011; TAVARES; MALCATA, 2013).

1.1.3.2 Caseinas

Caseinas do leite correspondem a fosfoproteinas que precipitam do leite desnatado cru,
quando este sofre acidificacdo, sob pH 4,6 e temperatura de 20°C (FARRELL et al., 2004a).

As caseinas compreendem o principal componente proteico do leite de bufalo e sdo codi-
ficadas por quatro genes intimamente ligados, a-caseina s1, a-caseina s2, B-caseina e k-caseina,
organizados em um cluster de aproximadamente 250 kb no cromossomo 7 (IANNUZZI et al.,

2003).
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Além de serem as proteinas mais abundantes, as caseinas interagem com particulas de
fosfato de calcio, resultando em uma estrutura denominada micela (MARTIN et al., 2002) com-
posta por caseinas sensiveis ao cdlcio (a-caseina sl, a-caseina s2 e -caseina) na porg¢ao hidro-
fobica central e as caseinas insensiveis ao célcio (k-caseina) na camada hidrofilica periférica,
conferindo estabilidade fisico-quimica a micela (RASMUSSEN et al., 1999).

A micela ¢ considerada uma estrutura composta por agregados polidispersos, aproxima-
damente esféricos, com didmetros variando entre 150 e 300 nm (MULLER-BUSCHBAUM et
al., 2007), capazes de promover que grandes quantidades de célcio atravessem o epitélio ma-
mario sem que ocorra calcificagdo (SMYTH; CLEGG; HOLT, 2004).

A «- caseina, localizada externamente a micela, desempenham o papel de estabilizar e
determinar o tamanho das micelas (DALGLEISH, 2011). No caso das a - caseinas (s1) e (s2)
e B- caseinas por serem sensiveis ao calcio, precipitam caso entrem em contato direto com as
moléculas de (Ca?") (MULLER-BUSCHBAUM et al., 2007), devido serem mais fosforiladas.

A - caseina (s1), possui o papel de captar e transportar particulas de fosfato e célcio no
leite, considerada como sendo uma proteina fraca e flexivel (OLIVEIRA; TIMM, 2007), faci-
litando a entrada e a ag¢do de proteases, além de precipitar com niveis de calcio (Ca?") muito
baixos (LORIENT; CHEFTEL; CUQ, 1989). As a - caseinas (s2), possui a mesma fung¢do da
caseina alfa-sl, mas, possuem maior sensibilidade ao calcio do que a anterior (WALSTRA;
JENNESS, 1984), o que pode ser explicado devido serem ainda mais fosforiladas, estimulando
a ligacdo de fosfatos de serina com o célcio, promovendo a precipitagio (WALSTRA, 1999).

A B- caseina, possui a funcao de alterar propriedades especificas da superficie da micela,
e, quando em contato com ions de célcio, sdo menos susceptiveis a precipitagdo, comparado as
o — caseinas (WALSTRA, 1999), e ainda, ¢ facilmente hidrolisada pela protease plasmina, pro-
duzindo fragmentos peptidicos chamados caseinas y, que migram para o soro (SGARBIERI,
2005).

Neste contexto, a principal fun¢do da micela, ¢ a de fluidizar moléculas de caseina e so-
lubilizar moléculas de calcio e fosfato (FARRELL; THOMPSON, 1988), na qual cerca de 95%
das caseinas presentes no leite encontram-se na forma dessas particulas, sintetizadas nas células
epiteliais das glandulas mamarias (RIJNKELS, 2002), e responsaveis pela propriedade de esta-
bilidade térmica do leite (FOX; BRODKORB, 2008).

As especificidades das caseinas a tornam um ingrediente alimentar amplamente utilizado
em laticinios, panificagdo, industrias de carnes, bebidas e nutracéuticos por suas fun¢des como

emulsificante, fabricacdo de queijo, além de seu valor nutricional (FOX; KELLY, 2004;
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SEVERIN; WENSHUI, 2005), as quais, segundo investigagdes recentes, podem variar depen-

dendo de variantes genéticas encontradas em genes candidatos (polimorfismos).

1.1.4 Polimorfismos de caseinas do leite bubalino

Polimorfismos nos genes da caseina do leite tem sido associado normalmente a diferencas
na qualidade, composi¢do, processamento, e inclusive, no rendimento do leite (MCLEAN,
1987; TSIARAS et al., 2005). Avangos recentes em sequenciamento de DNA, softwares e a
aplicag¢do de conhecimentos de bioinformatica, facilitaram a identificacdo de SNPs (marcadores
de polimorfismo de nucleotideo tnico) a partir de segmentos amplificados de DNA gendémico
(ZHANG et al., 2018), que podem auxiliar através da identificacdo e selecdo de alelos favora-
veis a diversos campos largamente explorados na producao animal.

No entanto, ainda sdo incipientes na literatura, trabalhos que investiguem polimorfismos
nos genes das caseinas de bubalinos. No bufalo, apenas 2 alelos no gene CSN1S1 foram iden-
tificados até o momento (A e B) (CHIANESE et al., 2009), dois para o gene CSN1S2 (A e B)
(COSENZA et al., 2009), dois para o gene CSN3 (A e B) (GOUDA; GALAL; ABDELAZIZ,
2013), e apenas um alelo para o gene CSN2 (A2) (MISHRA et al., 2009).

Quanto ao gene da aS1- CN (CSN1S1), Balteanu et al. (2008), identificaram dois alelos
(A e B), em bufalos da raca Romena, onde os individuos que possuiam o alelo A no nucleotideo
de posicao 578, resultavam no aminoacido Leucina, e os que possuiam o alelo B, em uma Se-
rina, ambos no codon de ntimero 193.

O mesmo polimorfismo foi encontrado em bufalos da raga Mediterranea, resultando nos
mesmos aminodcidos, s6 que desta vez, localizados no cddon de numero 178 (CHIANESE et
al., 2009), e, que mais tarde, foi detalhado, que tal variacdo ocorre por uma transversao cito-
sina/timina (C (alelo A) / T (alelo B)), no éxon 17, no nucleotideo de nimero 578 da sequéncia
codificante completa de Bubalus bubalis (EMBL no. AJ005430.1.) (BONFATTI et al., 2012a).

O alelo B no CSN1S1 foi associado ao aumento no tempo de coagulacio do coalho e no
tempo de endurecimento da coalhada, além de apresentar coalhada considerada mais fraca
(baixo teor de célcio e caseina) em comparagdo com o alelo A (BONFATTI et al., 2012b).

Cosenza et al.(2015), relataram a presenca de trés variantes no gene CSN1S1, uma tran-
sicdo citosina/timina (C/T), localizada na posi¢do 89 do 17° éxon, responsavel pela alteracao
de aminoacidos serina (alelo B) / leucina (alelo A), no cédon 178, ¢ outras duas mutagoes si-
lenciosas, nos nucleotideos de nimero 882 guanina/adenina (G/A) e 977 adenina/guanina (A/G)

do éxon 19.
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A andlise da influéncia de polimorfismos no gene a S1-caseina, sobre o rendimento de
coalhada de bufalo mediterraneo, resultou na informagdo de que o alelo A em homozigose
(AA), apresentava quantidades distintas dos principais constituintes do leite, como matéria seca
(MS) de 17,80%, proteina bruta (PB) de 4,59%, gordura de 7,81%, lactose de 4,88%, e cinzas
de 0,81%, em comparagdo aos individuos que apresentavam o alelo B em homozigose (BB),
com MS de 18,31%, PB 5,00%, gordura 8,39%, lactose 4,78% e cinzas 0,83%, enquanto que,
os individuos heterozigotos (AB), apresentaram valores de MS 17,72%, PB 4,67%, gordura
8,01%, lactose 4,84% e cinzas 0,82% (ZICARELLI et al., 2020). Neste contexto, foi possivel
observar que individuos homozigotos (BB), podem ser considerados capazes de produzir leite
com uma melhor eficiéncia na produgdo de queijo, devido aos elevados teores dos so6lidos.

Outros SNPs foram encontrados, denominados como alelos B e B, caracterizados por
uma transi¢do G/A no éxon 5 (GTG/ ATG #136), levando a uma substituicdo de uma Va-
lina/Metionina (aa 31) (BALTEANU et al., 2013); e uma transi¢do A/G (#175), levando a uma
substitui¢do de Isoleucina/Valina (aa 44) na cadeia peptidica (BALTEANU; CARSAI; VLAIC,
2013), respectivamente.

Sobre o gene da aS2- CN (CSN1S2), Cosenza et al. (2009), investigaram a transi¢ao
citosina/timina (C/T) no nucleotideo de numero 459, a qual se apresenta de forma silenciosa,
sem resultar em alteragdo de aminoécidos, € as transigoes A/T (#484), que resultam na altera¢ao
de uma isoleucina, por uma fenilanina, na posicao 162 (aa), e A/G (#568), resultam na altera¢ao
de um triptofano/alanina (aa 200).

Quanto ao gene da x - CN (CSN3), dois SNPs foram encontrados por El Nahas et al.
(2013), uma transicdo C/T (#315), a qual reflete no cddon de nimero 105 (ACC (alelo A)/ATC
(alelo B)), que causa uma alteracdo de aminodcido, de uma treonina, para uma isoleucina, e
outra, uma mutagao silenciosa, uma transi¢ao C/T (#319), sem variagdo de aminoacidos no
c6don 136, o qual reflete em uma treonina.

Diante do exposto, o estudo de polimorfismos em genes candidatos, resultam em infor-
magdes quanto a variagdes na composi¢do aminoacidica da proteina final, cabendo a investiga-
cdo de associagdes entre tais polimorfismos genéticos e caracteristicas de produ¢do/qualidade
do leite de bufala, que podem vir a auxiliar programas de melhoramento genético, com base em

caracteristicas ligadas diretamente ao sucesso econdmico da atividade leiteira.
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2 ESTUDO DE POLIMORFISMOS NOS GENES CSN1S1 E CSN3 EM FEMEAS
BUBALINAS DE PADRAO RACIAL MURRAH

2.1 Introducao

No Brasil, fémeas bubalinas leiteiras, representadas principalmente por animais da raga
Murrah, produzem em média 1.496 a 2.130 kg de leite por lactagio (MARCONDES, 2011;
TONHATI et al., 2013), e sdo responsaveis pela producao anual aproximada de 100 milhdes de
litros de leite processados em 150 laticinios registrados (ANUARIO LEITE, 2018).

No entanto, a qualidade do leite também ¢ um fator importante e ¢ definida por pardmetros
de composi¢io quimica, caracteristicas fisico-quimicas e higiene (MAPA, MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2011). Além disso, a presenga de sais minerais, vitaminas, gordura, lactose
e proteinas, determinam a qualidade desta composic¢ao, a qual esta diretamente ligada a genética
do animal (MENARD et al., 2010; RAFIQ et al., 2016).

Quanto as caracteristicas do leite, estas sdo controladas por varios genes, em especial os
quatro genes da caseina, CSN1S1; CSN1S2; CSN2 e CSN3, que sdo responsaveis por codificar
as quatro fracdes da referida proteina, sdo elas, a a -caseina que inclui a (S1) e a (S2), B e k
caseina (EL NAHAS et al., 2013a). Contudo, os genes CSN1S1 e CSN3, codificam proteinas
que precipitam quando em contato com o calcio (a - caseinas (s1)) (MULLER-BUSCHBAUM
etal.,2007), e que estabilizam e determinam o tamanho das micelas (k- caseina) (DALGLEISH,
2011), responsaveis por influenciar diretamente na qualidade, composicdo, processamento e
rendimento do leite (MCLEAN, 1987; TSIARAS et al., 2005).

O comprimento total do gene CSN1S1 ¢ de cerca de 17 kb, localizado no cromossomo 7,
formado por 19 éxons (NCBI, 2020a), codificando 214 aminoécidos, onde os primeiros 15 re-
siduos de aminodacidos correspondem ao peptideo-sinal, enquanto o peptideo maduro consiste
em 199 residuos (UNIPROT, 2020a). A maioria dos estudos que investigaram o polimorfismo
no gene CSN1S1, envolvem os éxons 17 ¢ 19 (BONFATTI et al., 2012a; COSENZA et al.,
2015b; EL NAHAS et al., 2013a), no entanto, at¢ o momento ndo ha estudos que tenham in-
vestigado, e consequentemente encontrado polimorfismos na regido promotora deste gene,
mesmo sabendo que esta regido ¢ fundamental para a transcricdo do gene (ALVES; SOUZA,
2013).

O gene CSN3, possui comprimento total de 13 kb, localizado no cromossomo 7, € 5 éxons
(NCBI, 2020b), codificando 190 aminoacidos, onde os primeiros 21 residuos de aminoacidos

constituem o peptideo-sinal, e os restantes 169 consistem no peptideo maduro (UNIPROT,
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2020b), onde destes, 160 residuos sdo encontrados no éxon IV (NCBI, 2020b). A maioria dos
estudos que investigaram o polimorfismo no CSN3, utilizam-se de fragmentos que abrangem
somente o ¢xon IV (ABDEL DAYEM et al., 2009; MASINA et al., 2007; RIAZ et al., 2008).

O estudo de variantes genéticas nesses genes, buscam investigar alelos, inser¢des ou de-
lecdes, que possam refletir diretamente em caracteristicas produtivas, indicando diferengas na
qualidade, composi¢do, e rendimento do leite (MCLEAN, 1987; TSIARAS et al., 2005).

Atualmente, recentes avangos em sequenciamento de DNA, softwares e a aplicagdo de
conhecimentos de bioinformatica, vem facilitando a identifica¢do de polimorfismos a partir de
segmentos amplificados de DNA gendmico (ZHANG et al., 2018), os quais podem auxiliar
através da identificacdo e selec@o de alelos favoraveis a diversos campos largamente explorados
na produ¢do animal, em especial & bubalinocultura especializada em leite.

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo, investigar a ocorréncia de polimorfis-

mos nos genes CSN1S1 e CSN3, em fémeas bubalinas de padrao racial Murrah.

2.2 Material e métodos

Todos os procedimentos experimentais foram autorizados pela comissao de ética no uso
de animais em experimentacdo — CEUA, da Universidade Federal Rural da Amazdénia (16/2015,

processo 23084.04411/2015-81).

2.2.1 Animais e area de estudo

O experimento foi realizado com 41 fémeas bubalinas de padrao racial Murrah, perten-
centes ao rebanho leiteiro do Sitio Agaizal, situado no municipio de Parauapebas, no Sudeste
do estado do Para (UTM: 623667,46 E/9311972,51 N, zona 22M, hemisfério sul) (Figura 1).

A propriedade adota o sistema semi-intensivo de criagdo, com dieta baseada em pasta-
gens cultivadas de capim mombaga (Panicum maximum Jacq. cv. Mombaga) ad libitum e su-

plementagdo mineral.
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Figura 1 - Mapa da 4rea onde foi realizado o estudo.
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2.2.2  Coleta de material bioldgico

Foram coletadas 41 amostras de pelos da vassoura da cauda, de fémeas bubalinas. Os
animais foram previamente contidos em tronco, em que cada por¢ao de pelo foi lagada e puxada
firmemente em por¢des de cerca de 20 pelos por vez. Cada amostra apresentou aproximada-
mente 40 pelos, contendo seus respectivos foliculos pilosos, e acondicionados em microtubos
(1,5 mL) individuais devidamente identificados e mantidos a -20° C até o momento da extragao

do DNA gendmico.

2.2.3 Anélises moleculares

A extragdo do DNA foi realizada utilizando o kit comercial Wizard® Promega (Promega
Bio Sciences, LLC. San Luis Obispo, CA, USA.), de acordo com as normas do fabricante e
mantidas a -20°C.

Para verificar a qualidade e quantidade do material extraido, as amostras foram submeti-

das a espectrofotometria, utilizando o espectrofotometro UV-Vis Biodrop Duo (BioDrop Ltd,
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#80300661, South San Francisco, CA 94080 USA), e posteriormente, submetidas a eletroforese
em gel de agarose 1%, visualizadas em fotodocumentador (UVP) sob exposi¢ao a luz ultravio-
leta. Os produtos de DNAs foram diluidos e padronizados para a concentracao final de 100ng/
pL.

Para a determinagdo dos alelos de CSN1S1, localizados mais especificamente, na regido
promotora, 5' UTR e éxon 1, foram amplificados fragmentos de 313 pb, e para determinagdo
dos alelos do gene CSN3, localizados entre o éxon 4 e intron 4, fragmentos de 348 pb, ambos
amplificados por meio de reacdo em cadeia da polimerase, (PCR- polymerase chain reaction),
utilizando-se dos primers desenhados por Freitas (2015) (CSN1S1) e Fonseca et al., 2013
(CSN3) ambos desenvolvidos exclusivamente para amplificagdes em bovinos.

Cada 25 pL da solugdo da reacdo de PCR foram preparados utilizando-se de 2 pL de
tampao ((NH2)2SO0s4); 1 uL de Mg" CI; 2 uL de dNTP; 0,5 uL de primer forward; 0,5 uL de
primer reverse; 0,2 uL de Taq polimerase; 17,3 uL de agua ultrapura e 1 uL de DNA. Para a
realizagdo da técnica de PCR, foi realizado teste de gradiente de temperatura, para garantir a
escolha da temperatura ideal de anelamento dos primers, uma vez que foram utilizados primers
desenhados previamente para bovinos, e que até entdo, ndo haviam sido testados em bubalinos,
com isso, a temperatura que resultou visualmente em um melhor anelamento, foi a de 50°C,
para ambos os genes (CSN1S1 e CSN3). As amostras foram amplificadas no termociclador
SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied Biosystems, A24811).

O programa utilizado para amplificacdo de ambos os genes segue descrito: desnaturagao
inicial 95°C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 50°C por 1 min e 72°C por
1 min com extensao final a 72°C por 30 min.

Para verificar os produtos da reacdo de amplificacdo, cada amostra foi submetida a ele-
troforese em gel de agarose 1%, corado com 3 pL. de SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen
corporation), coradas com azul de bromofenol (BlueJuice™ Gel Loading Buffer, 1X, Invitro-
gen corporation), e visualizadas fotodocumentador LPIX Molecular Imaging (Loccus Biotec-
nologia). O tampao de corrida utilizado foi TBE 1X (Tris-borato-EDTA) e a eletroforese foi
realizada em cuba horizontal 10x10 cm (Kasvi, K33-10H), com pentes de 1,0 mm de espessura,
nas seguintes condi¢des de corrida: 40V por 10 minutos + 80V por 15 minutos.

Foram consideradas aptas ao sequenciamento genético, amostras que apresentaram am-
plificacdes integras, no tamanho aproximado de 314pb para o gene CSN1S1, e 347pb para o
gene CSN3.
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Para purificagdo das amostras, os produtos de PCR foram processados utilizando o kit de
purificacdo Exo/SAP Go (USB, USA), seguindo as recomendag¢des do fabricante. Cada reacao
foi preparada em volume final de 15 pL, utilizando o kit comercial BigDye® Terminator Cycle
Sequencing v3.1 (versdo 3.1, Applied Biosystems, Foster City CA, USA), conforme recomen-
dagdes do fabricante e as amplifica¢des realizadas em termociclador Veriti® Thermal Cycler
da Applied Biosystems. Para o sequenciamento, uma nova etapa de purificagdo das amostras
foi realizada (etanol absoluto e etanol 70%) e cada produto foi sequenciado e separado por
eletroforese de capilar, em um sequenciador automatico modelo ABI-3130® Genetic Analyzer
(Applied Biosystems®).

Os eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento foram editados e analisados por
meio do software BioEdit - 7.2.1°, onde inicialmente, as sequéncias foram editadas para remo-
¢do de trechos de baixa qualidade, submetidas ao BLAST (ferramenta basica de pesquisa de
alinhamento local) em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ para confirmagdo do sequencia-
mento (nivel de compatibilidade de 100%) e alinhadas por meio da ferramenta ClustalW. As
sequéncias geradas para cada produto de PCR, foram alinhadas juntamente com o primer for-
ward ou reverse, € com as sequéncias referéncia para cada gene (CSN1S1 - Gene ID:
102396531; CSN3 - Gene ID: 102395364), proporcionando assim um alinhamento linear exato
que permite a visualiza¢do de eventuais diferencas entre as sequéncias (mutagdes ou polimor-

fismos).

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Gene da a - caseina (s1): CSN1S1

Dentre os 41 animais investigados, duas amostras as analises ndo foram possiveis, de-
vido ao excesso de background nos arquivos de saida do sequenciamento, ocasionando uma
amostragem total de 39 animais analisados. O fragmento amplificado apresentou 313pb, loca-
lizado em parte da regido promotora 5' UTR e parte do éxon 1, abrangendo 273 nucleotideos 5'

UTR e 40 nucleotideos no éxon 1 (Figura 2).
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Figura 2 - Sequéncias de nucleotideos e aminoacidos do fragmento amplificado no gene

CSN1S1 em fémeas bubalinas da raga Murrah.

1 TGCATG TTC TCA TAA TAA CCA TAA ATC TAG GGT TTT GTT GGG GGG 45

46 TTT TTT GTA TGT TAA TTT AGA ACA ATG CCA TTC CAT TTC CTG TAT 90

91 AAT GAA TCA CTT CTT TGT TGT AAA CTCTCC TTA GAA TTT CTT GGG 135

136 AGA GGA ACT GAA CAG AAC ATT GAT TTC CTA TGT GAG AGA ATTCTT 180

181 AGA ATT TAA ATA AAC CTA TTG GTT AAA CTG AAA CCA CAA AATTAG 225

226 CATTTT ATT AAT CAG TAG GTT TAA ATA GCT TG@ AAG CAAAAGTCT 270

271 GCC ATC ACCTTG ATC ATC AACCCAGCTTGCTGCTTCTTCCCAG 313
1 I T L I T N P A C C F F P X 13

Fonte: Autor

A regido UTR de 5 ' esta destacada e sublinhada. O nucleotideo marcado como @ corresponde a
base A em 23 animais, base G em um (1) animal e A/G em 15 animais heterozigotos.

Este mesmo gene foi amplificado e analisado anteriormente em caprinos (BONANNO et
al., 2013; COSENZA et al., 2008; DETTORI et al., 2009; VALENTI; PAGANO; AVONDO,
2012), ovinos (CALVO et al., 2013; GIAMBRA et al., 2010), equinos (BRINKMANN et al.,
2016), lhamas (PAUCIULLO etal., 2017), camelos (SHUIEP et al., 2013), bovinos (FARRELL
et al., 2004b; PERNA et al., 2016; VIALE et al., 2017) e bubalinos (BONFATTI et al., 2012a;
CHIANESE et al., 2009; COSENZA et al., 2015b; EL NAHAS et al., 2013a).

Entretanto, a analise de fragmentos que correspondam a regido promotora 5' UTR e parte
do éxon 1 de bufalos, ainda ndo constam na literatura, o que pode ser explicado devido tal
fragmento nao estar inserido em uma regido codificante. Entretanto, sabe-se que esta regiao (5'
UTR) ¢ muito importante para a transcricdo do gene, visto que a transcri¢ao se inicia na regiao
promotora, e consequentemente, o correto reconhecimento da regido promotora torna-se critico
na regulagdo da expressdo génica, (ALVES; SOUZA, 2013), justificando a necessidade da ex-
ploragdo de estudos de polimorfismos em regides ndo codificantes.

As sequéncias de nucleotideos de bufalo das 39 amostras foram idénticas, exceto por 1
polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) localizado no nucleotideo de numero 2.123 da re-
gido promotora (5' UTR), do gene CSN1S1, na posi¢do nt-258 (A/G). Desta maneira, o SNP

observado permitiu a identificacdo de 3 genoétipos distintos: dois homozigotos (AA) e (GG) e
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um heterozigoto (AG), sendo que apenas um individuo mostrou padrao homozigoto GG (Figura

3).

Figura 3 - Diferentes padrdes encontrados para o gene CSN1S1, na posicao #2.123 (regido
promotora (5' UTR)), (Genoétipos AA, GG e AQG).
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Fonte: Autor

Quanto as analises das frequéncias genotipicas para o polimorfismo encontrado no gene
CSNIS1 das fémeas estudadas, foi possivel observar maior percentual do gendtipo AA, com
0,59, seguido do genoétipo heterozigoto AG, com 0,38, e GG, presente em apenas 0,03 dos in-
dividuos da populagdo analisada. Quanto a frequéncia alélica, a mesma foi de 0,78 para o alelo
A, e 0,22 para o alelo G.

Em relacdo a frequéncia genotipica esperada, a mesma apresentou valores distintos em
relacdo as frequéncias observadas, resultando em valores de 0,61 (AA), 0,34 (AG) e 0,05 (GG).
Além disso, a heterosigosidade observada (Ho) apresentou-se maior que a heterosigosidade es-
perada (He) (0,38 vs. 0,34), sugerindo-se assim, excesso de heterozigotos em relagao ao modelo

de equilibrio de Hardy-Weinberg.
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De acordo com Murray (1996), o excesso de heterozigotos pode ser explicado por dois
fatores, pela presenca de alelos deletérios ou de genes letais, e, pela predominancia de cruza-
mentos exogamicos, sendo este ultimo, o que melhor descreve o manejo reprodutivo adotado
pela propriedade utilizada neste experimento, uma vez que buscam material genético de maior

variabilidade possivel.

2.4.2 Gene da k-caseina: CSN3

Quanto ao gene CSN3, o mesmo foi amplificado e analisado em 34 animais. O frag-
mento amplificado apresentou 350pb, localizado em parte do €xon 4 e parte do intron 4, abran-
gendo 238 nucleotideos localizados na regido codificadora e 112 nucleotideos no intron 4 (Fi-

gura 4).

Figura 4 - Sequéncias de nucleotideos e aminoacidos do fragmento amplificado do gene

CSN3 fémeas bubalinas da raga Murrah.

1 TTATCATTIT ATG GCC ATT CCA CCA AAGAAA AAT CAGGAT AAAACA 45
1 L §S F M A I P P K K N Q D K T 15

46 GAA ATC CCT ACC ATC AAT ACC ATT GTT AGT GTT GAG CCT ACA AGT 90
16 Q I P T I N T I v S VvV E P T S 30

91 ACA CCT A@C AC@ GAA GCA ATA GAG AAC ACT GTA GCT ACT CTA GAA 135
31. T P X X Q A I Q N TV A T L Q 4

136 GCT TCC TCA GAA GTT ATT GAG AGT GTA CCT GAG ACC AAC ACA GCC 180
4 A S S Q V I Q S V P Q T N T A 60

181 CAA GTT ACT TCA ACC GTC GTC TAA AAA CTC TAA GGA GAC ATC AAA 225
61 Q V T S T V V Ed K L End G D I K 75

226 GAA GAC AAC ACA GGT AAA TAA GCA AAA TGA ATA ATA GCC AAG ATT 270
76 E D N T 79

271 CAT GGA CTT ATT AAT AAA ATC ATA ACA TCT AAA CTA GCA TAGATG 315

316 GAT AAA TTA AAT CTG TTA CAG AGA AGG CAA AAT GG- 351

Fonte: Autor

*A regido do intron 4 esta destacada e sublinhada. O nucleotideo marcado como (@ corresponde a base
C em 18 animais, base T em dois (2) animais ¢ C/T em 14 animais heterozigotos.



39

De acordo com a andlise do sequenciamento no gene CSN3, dois SNPs foram identifica-
dos de um total de 34 amostras de bufalas. Os polimorfismos foram localizados nos nucleoti-
deos de numero 377 e 381 do éxon 4, na posi¢do nt-98 e nt-102 (T/C). As bases variantes nos
nucleotideos 377 e 381 foram semelhantes, permitindo a identificacao de 3 genotipos distintos:
dois homozigotos (CC) e (TT) e um heterozigoto (CT), sendo que apenas dois individuos mos-
traram padrao homozigoto TT (Figura 5), analisados por meio de cromatogramas e de sequén-

cias encontradas por amostra.

Figura 5 - Diferentes padrdes encontrados para o gene CSN3, na posicao #377 e #381 (éxon

4), (Genotipos CC, TT e CT (GG, AA e GA reverse complement)).

Fonte: Autor

Por cobrir uma grande parte da regido codificadora deste gene (EL NAHAS et al., 2013),
fragmentos de DNA semelhantes foram amplificados e analisados anteriormente em caprinos
(CHESSA et al., 2003; PRINZENBERG et al., 2005; SINGH et al., 2015), ovinos (SINGH et
al., 2015), iaques (PRINZENBERG; JIANLIN; ERHARDT, 2008), bovinos (CHEN et al.,
2008), camelos (PAUCIULLO et al., 2013) e bufalos (ABDEL DAYEM et al., 2009; MASINA
et al., 2007; RIAZ et al., 2008).
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No que diz respeito aos bufalos, durante muito tempo, diversos autores os consideravam
como sendo BB monomorficos (homozigotos para o alelo T) para o gene CSN3 (ABDEL
DAYEM et al., 2009; JAAYID et al., 2013; OTAVIANO et al., 2005; PATEL et al., 2007;
RIAZ et al., 2008), o que provavelmente estaria associado a técnica empregada nos testes, PCR-
RFLP, baseada no uso de enzimas de restri¢do, mais especificamente, enzimas utilizadas em
ensaios com bovinos, Hinfl, HindIIl e Tagl (ABDEL DAYEM et al., 2009).

Neste contexto, Mitra et al., (1998), buscaram identificar variantes genéticas no gene
CSN3 com o uso do PCR-RFLP, o que de fato resultou na observagdo de apenas um alelo,
denominado B (base T), que logo mais, ao utilizarem-se de outra técnica, o sequenciamento de
fragmentos de DNA, foi possivel encontrar polimorfismos semelhantes aos descritos neste es-
tudo, evidenciando que sempre existiram dois alelos, A e B (bases C e T respectivamente).

Dando espaco a teoria de El Nahas et al., (2013), de que as enzimas de restri¢ao citadas
(Hinfl, HindIII e Taql), ndo sdo adequadas para testes com bufalos, uma vez que os locais de
restricdo das enzimas Hinfl (alelo A bovino) e Taql (alelo B bovino), ndo estdo presentes em
bufalos, independente dos alelos. Quanto ao local de restri¢ao pertinente a enzima HindIII (pre-
sente apenas em bovinos que portam o alelo B) ¢ encontrado em bufalos que possuem ambos
os alelos (A e B; bases C e T, respectivamente) o que acaba por confundir, podendo justificar a
auséncia de polimorfismo nas populagdes estudadas por autores que utilizaram-se das mesmas
técnicas moleculares (PCR-RFLP (Hinfl, HindIII e Taql)).

Os polimorfismos encontrados nesse estudo, também foram relatados por Chikuni et al.,
(1994), por meio do sequenciamento direto, de apenas um individuo; Masina et al., (2007), por
meio da clonagem sobreposta de uma biblioteca gendmica de bufalos; El Nahas et al., (2013),
que buscaram caracterizar o gene CSN3 para o bufalo egipcio; Beneduci et al., (2010), obser-
varam polimorfismo no cddon 135, permitindo a deteccdo de variantes alélicas A e B, em bu-
falas Murrah bulgaros; e Bonfatti et al., (2012) que detectaram variantes genéticas (alelo C e T)
em bufalos do mediterraneo, e buscaram estimar os efeitos de genotipos combinados entre os
genes CSN1S1 e CSN3, sobre caracteristicas de producao e de coagulacao do leite.

Os dois SNPs identificados neste estudo em nt-98 e nt-102 (nucleotideos de numero 377
e 381 do éxon de niimero 4, do gene CSN3) estavam presentes nos codons 33 (ACC / ATC) e
34 (ACC / ACT) do fragmento analisado, este ultimo, considerado uma mutacdo silenciosa
(BENEDUCI et al., 2010; EL NAHAS et al., 2013).

Tais variantes correspondem aos cddons 135 e 136 do peptideo maduro, e que, uma vez
traduzidos, resultam nos aminoacidos Treonina (Thr) / Isoleucina (Ile), no caso dos codons

ATC — codon 33; e ACT — codon 34 (Figura 6), e Treonina / Treonina, para os codons ACC
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—codon 33; e ACC — codon 34, resultando em diferengas nas concentragdes de tais aminoaci-
dos de acordo com a zigose observada, corroborando com o que foi relatado por Beneduci et

al., (2010), Bonfatti et al., (2012) e El Nahas et al., (2013).

Figura 6 - Parte das sequéncias de nucleotideos (de nt-91 a nt-135) e de aminodcidos (de 31 a
45 do alinhamento) do segmento de DNA amplificado por PCR de bufalas leiteiras da raca
Murrah, mostrando o alelo C, cédon 33 Thr (ACC) / codon 34 Thr (ACC) e alelo T, codon 33
Ile (ATC) / c6don 34 Thr (ACT).

Alelo C

91 ACA CCT ACC ACC GAA GCA ATAGAGAACACT GTAGCT ACT CTA GAA 135
31 T P T T Q A I Q N T VvV A T L Q 45

Thr / Thr

Alelo T

91 ACA CCTATCACT GAA GCA ATA GAG AACACT GTA GCT ACT CTA GAA 135
31 T P I T Q A I Q N T V A T L Q 45

Ile / Thr

Fonte: Autor

A variante B (alelo T), a qual resulta nos aminoécidos isoleucina e treonina, nos cddons
135 e 136 do peptideo maduro de k-caseina foi associada a maior percentual de gordura, pro-
teina, e caseina no leite bovino, influenciando significativamente na fabricagdo de queijos, de-
vido seu poder de coagulacdo superior do coalho em comparagiao com a variante A (Alelo C)
(ALIPANAH; KALASHNIKOVA; RODIONOV, 2005; HECK et al., 2009), tornando neces-
sarios estudos que confirmem essa associacao também em bufalas, possibilitando que esta va-
riante, possa ser utilizada em programas de selecdo assistidos por marcadores moleculares.

Quanto as andlises das frequéncias genotipicas para os polimorfismos encontrados no
gene CSN3 das fémeas analisadas, foi possivel observar maior percentual do genétipo CC, com
0,53, seguido do genotipo heterozigoto CT, com 0,41, e TT, presente em apenas 0,06 dos indi-
viduos da populagdo analisada até o momento. Beneduci et al., (2010) encontraram frequéncias
genotipicas muito similares, como 0,56 para o gendtipo AA (CC), 0,40 AB (CT) e 0,04 para o
gendtipo BB (TT), em bufalas Murrah bulgaras. Diferente de El Nahas et al., (2013b), que
encontraram frequéncias 0,29 para o gendtipo AA (CC), 0,65 AB (CT), e 0,06 para o gendtipo
BB (TT), para bufalas Egipcias. Ja Patel et al., (2007), observaram apenas os genotipos BB
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(TT) e AB (CT), com as frequéncias genotipicas de 0,97 e 0,03, respectivamente, para touros
bufalos das ragas Murrah, Jaffarabadi, Surti e Pandharpuri.

Quanto a frequéncia alélica, a mesma foi de 0,74 para o alelo C, e 0,26 para o alelo T.
Quanto a frequéncia genotipica esperada (EHW), esta resultou em valores de 0,54 (CC), 0,39
(CT) e 0,07 (TT) (Tabela 1), demonstrando que a populagdo possa estar evoluindo, uma vez
que as frequéncias genotipicas estdo sendo alteradas, e ainda, devido a heterosigosidade obser-
vada (Ho) ser maior que a heterosigosidade esperada (He) (0,4118 vs. 0,3893), sugerindo-se

assim excesso de heterozigotos em relagao ao modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 1 - Frequéncias genotipicas observadas, esperadas e alélicas, para os genes CSN1S1 e

CSN3.
Frequéncias dos gendtipos Frequéncia dos alelos
Gene N" Reg” Gen" FGo FGe Gen FGo FGe Gen FGo FGe Alelo Fa Alelo Fa
CSNISL 2123 S'UTR  AA 059 061 AG 038 0,05 GG 0,03 034 A 078 G 022
CSN3 377 ¢&ond  CC 053 54 cT 041 007 TT 006 039 cC 074 T 026
CSN3 3gr éxond  CC 053 54 cT 041 o7 TT 006 039 C 074 T 026

N*: Namero do nucleotideo

Reg": Regido do gene

Gen": Genotipo

Neste contexto, ¢ possivel inferir que ocorre auséncia de cruzamentos endogadmicos na
populacao estudada, devido a quantidade de individuos heterozigotos observada, caracteristica
essa também encontrada por Beneduci et al., (2010), ao estudar individuos que também perten-

ciam ao grupo genético Murrah, se depararam com um numero elevado de heterozigotos, en-

tretanto, a referida populacdo encontrava-se em EHW no locus CSN3.

2.4 Conclusoes

Um novo SNP foi encontrado para o gene CSN1S1, em fémeas bubalinas, localizado no
nucleotideo de nimero 2.123 da regido promotora (5' UTR), na posi¢ao nt-258 (A/G).

Ainda, foram encontrados 2 SNPs ja conhecidos, porém que ainda ndo haviam sido rela-
tados em fémeas bubalinas de padrdo racial Murrah, criadas sob clima tropical, tais variantes
estdo localizadas nos nucleotideos de nimero 377 e 381 do éxon de nimero 4, do gene CSN3,
presentes nos codons 135 e 136 do peptideo maduro, e que, uma vez traduzidos, resultam nos
aminoacidos Treonina (Thr) / Isoleucina (Ile), no caso dos codons ATC / ACT e Treonina /

Treonina, para os cddons ACC / ACC.
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3 CONCLUSOES GERAIS

O conhecimento de polimorfismos de genes candidatos em bufalos leiteiros sugere e fo-

menta estudos que objetivem estabelecer associagdes entre tais variantes em genes candidatos,
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e caracteristicas de producao de leite e seus derivados, viabilizando a selecdo assistida por mar-

cadores moleculares.



