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RESUMO

Diversos polimorfismos tém sido descritos para o gene da k-caseina, tanto na regido
codificadora quanto na regido promotora. Algumas dessas variantes genéticas foram
relacionadas a diferengas de produgdo e qualidade do leite. Com a finalidade de identificar
polimorfismos na regido flanqueadora da extremidade 5’ desse gene, o DNA de 51 animais da
raca Jersey foi analisado quanto a presenga de polimorfismos de restrigdio para as
endonucleases Alul, Haelll, Hinfl ¢ Mspl em um segmento compreendido entre os
nucleotideos -1.073 e -488. Um novo polimorfismo de restricdo para a enzima Alul foi
caracterizado pela presenga de dois alelos codominantes. Um dos alelos, CSN3-1, ndo
apresentou sitio de restricdo para Alul, enquanto que o segundo (CSN3-2) apresentou dois
fragmentos de 116 e 469 pares de bases. As frequéncias observadas dos alelos 1 e 2 na amostra
de Jersey foram 0,44 e 0,56, respectivamente. Esse polimorfismo poder4 ser titil na composigao
de haplétipos para andlise de associagdo com caracteristicas de produgdo e qualidade do leite.

INTRODUCAO

A correlagdo entre marcadores moleculares e caracteristicas de produgado tem sido investigada
em vdrias espécies de interesse econdmico. O objetivo desses estudos é a obtencdo de
marcadores que possam ser utilizados nos programas de selegdo para a identificagdo mais
precisa de genétipos superiores. Muitos autores sugerem que algumas das variagdes das
proteinas do leite estdo associadas a caracteristicas diferenciadas deste produto, no que diz
respeito ao seu processamento para a fabricagdo de queijos. A k-caseina é controlada por um
loco com dois alelos principais, A e B (Damiani et al.,1990). A identificagdo desses alelos
pela técnica de PCR-RFLP foi descrita simultaneamente por Zadworny & Kuhnlein (1990) e
Medrano & Aguilar-Cordova (1990). Um polimorfismo de conformagdo de fita simples
(SSCP) € também utilizado na identificagdo dos genétipos de K-caseina e possui a vantagem
de dispensar o uso das endonucleases de restrigdo. Duas outras formas, C e E, foram descritas,
sendo que o alelo C difere do B por uma tnica substitui¢do de histidina por arginina na
posi¢do 97. A variante E € homéloga a A, possuindo uma serina na posig¢do 155 ao invés de
uma glicina (Miranda et al., 1993). Além das variantes descritas na regido codificadora,
Schild et al. (1994) identificaram variantes na regido flanqueadora da extremidade 5’ do gene
da K-caseina utilizando sequenciamento em 13 animais pertencentes a 7 ragas diferentes,
incluindo uma raga zebuina. No presente trabalho, a regido promotora do gene da x-caseina
foi analisada quanto a presenca de mutagdes presentes dentro de sitios de ligagdo para fatores
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de transcri¢do, com a finalidade de identificar novos polimorfismos que possam ser utilizados
na andlise de associagdo entre essas variantes e caracteristicas de interesse econdmico na
produgao animal.

MATERIAL E METODOS
Animais: Foram utilizados 51 animais da raga Jersey

Extracao de DNA de amostras de sangue fresco:Amostras de sangue foram obtidas por
pungdo da jugular em tubos para coleta a vicuo, contendo EDTA como anti-coagulante. O
DNA foi extraido utilizando-se o método descrito por Olerup & Zetterquist (1992),
modificado por Regitano (com.pessoal). O material foi armazenado a -20°C até o momento

Primers: Os primers utilizados para amplificacio do fragmento compreendido entre os
nucleotideos -1.073 e -488 do gene da k-caseina foram descritos por Schild et al. (1994).
Investigagdo de polimorfismos na regiao promotora: O segmento de 585 pb foi amplificado
_ pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Cada reacdo foi constituida de
~ aproximadamente 200 ng de DNA em um volume de reacgio de 25 pl, contendo 50 mM KClI;
1,5 mM MgCl,; 20 mM Tris-HCI pH8,4; 0,2 uM de cada ANTP; 0,4 uM de cada um dos
- primers e 0,5 unidades de Tag DNA polimerase e os primers descritos. Os produtos de PCR
foram submetidos a andlise de restricdo com as sequintes endonucleases: Alul, Haelll, Hinfl e
~ Mspl. Os fragmentos resultantes das rea¢des de digestdo com as enzimas de restricdo foram
~ separados em géis de agarose de baixo ponto de fusdo a 3% contendo brometo de etidio a
- 0,4pg/ul. A eletroforese foi realizada em tampao Tris-borato-EDTA a 5 V/cm. Apds a
- eletroforese, o gel foi visualizado e fotografado sob luz ultravioleta. O padrao de tamanho de
- DNA dupla fita $X174 — Haelll foi utilizado em cada gel para permitir ¢ calculo do tamanho
dos fragmentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um polimorfismo de restricdo para a endonuclease Alul foi observado em animais da raga
Jersey, caraterizando a presenga de dois alelos codominantes na populagdao. Um dos alelos,
CSN3-1, ndo apresentou sitio de restricdo para a endonuclease Alul, enquanto que o segundo
alelo (CSN3-2) foi caracterizado pela presenga de dois fragmentos de restrigdo com 116 e 469
pares de bases. As frequéncias observadas dos alelos 1 € 2 na amostra de Jersey, composta por
51 animais, foram 0,44 e 0,56, respectivamente. Entretanto essa estimativa deve ser confirmada
em uma amostra maior da populag@o, visto que a maioria dos animais estudados € relacionada a
um tnico touro na terceira geragdo. O polimorfismo descrito poderd ser ttil para a composi¢do
de haplétipos em combinag@o com polimorfismos de exon para a andlise de associagdo entre
essas variantes genéticas e caracteristicas de producdo e qualidade do leite. Uma andlise mais
abrangente estd sendo conduzida com a finalidade de determinar a ocorréncia desse
polimorfismo em outras populagdes de bovinos. Além disso, em virtude de sua localizagdo na
regido promotora do gene, serd investigada a possivel influéncia dessa variagdo na taxa de .
expressao do gene da x-caseina.
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