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RESUMO - Variag@es alélicas no gene da kappa-caseina (k-CN, CSN3) em bovinos tem sido asso-
ciadas com quantidade de gordura e proteina no leite, melhor coagula¢do da massa e producao de
gueijo. Quatorze variantes alélicas do gene k-CN ja foram descritas, sendo as de maior frequéncia
os alelos A, B e E. O objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia para a identificacéo e
genotipagens de quatro variantes alélicas (A, B, E e H) do gene CSN3 que produzem 10 diferentes
gendtipos (AA, AB, AE, AH, BB, BE, BH, EE, EH e HH) pelo método de HRM (High Resolution Mel-
ting). Amostras de DNA de 121 e 82 vacas das racas Holandesa e de Girolando, respectivamente,
previamente genotipados para o gene k-CN foram utilizados. Foram desenhados primers que flan-
gueiam uma regido especifica do gene k-CN. Reac¢Bes de HRM foram padronizadas usando o co-
rante intercalante EvaGreen®. O método de HRM foi capaz de discriminar os 10 genoétipos com

elevada acurécia.
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ABSTRACT - Allelic variations in the kappa-casein gene (k-CN, CSN3) in cattle have been associ-
ated with fat and protein content in milk, milk coagulation properties and cheese production. Fourteen
allelic variants of the k-CN gene have already been described, the most frequent being the A, B and
E alleles. The objective of this study was to develop a methodology for the identification and geno-
typing of four allelic variants (A, B, E and H) of the CSN3 gene that produce 10 different genotypes
(AA, AB, AE, AH, BB, BE, BH , EE, EH and HH) using the HRM (High Resolution Melting) method.
DNA samples from 121 and 82 cows of the Holstein and Girolando breeds respectively, previously
genotyped for the k-CN gene were used. Primers that flank a specific region of thek-CN gene were
designed. HRM reactions were standardized using EvaGreen® intercalating dye. The HRM method

was able to discriminate the 10 genotypes with high accuracy.

Keywords: alleles, HRM, genotyping, specifity.

1. INTRODUCAO

Na composicao do leite bovino existem dois grandes grupos de proteinas: as caseinas e as
proteinas do soro. As caseinas constituem 80% das proteinas lacteas (Goulding et al., 2020) e sao
divididas em quatro tipos: a-S1- (CSN1-S1, 39—-46%), a-S2- (CSN1-S2, 8-11%), B- (CSN2, 25—-35%)
e K-caseina (CSN3, 9-15%) que ocorrem aproximadamente nas proporcdes 4:1 e 4:1 respectiva-
mente (Grosclaude, 1988; Visser et al., 1991).

Dentre as caseinas, a K-CN é considerada a menor, sendo formada por 169 aminoacidos
e com quatorze variantes genéticas ja descritas (Gai et al. 2021; Hewa Nadugala et al. 2022). A maior
parte dos trabalhos e artigos académicos apresentam estudos apenas das variantes A e B (Silva,
2022). Dado ao fato de sua maior frequéncia e estarem correlacionadas a caracteristicas produtivas

(Jiménez-Montenegro et al.2022).

A K-CN estabiliza as micelas do leite, evitando que se agreguem e ajuda a manter o fosfato
de célcio em solucdo (Boland et al., 2001; Dalgleish and Corredig, 2012), se tornando a proteina do
leite com maior importancia para a coagulacdo da massa e estabilidade da micela da caseina, for-
necendo repulsdo estérica e eletrostatica entre as micelas para evitar a agregacao através da ca-

mada superficial ‘cabeluda’ das micelas (Comin et al., 2008; Jensen et al., 2012).

As diferencas entre os alelos A e B sdo devidas a duas muta¢des nos aminoacidos 136 e

148, respectivamente por uma Treonina (Thr) e Aspartato (GAT) substituidas por uma isoleocina
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(ATC) e Alanina (GCT) (Neelin, 1964; Schmidt, 1964), enquanto na posi¢do 155, uma serina (Ser)
no alelo A é substituida por uma glicina (Gly) no alelo E (Miranda et al, 1993). No alelo H assim como
no alelo B na posicdo 136 a diferenca & dada por uma isoleocina (lle) no lugar da Treonina (Thr) no

alelo A, porem na posicdo 146 se mantém o Aspartato (Asp) (Farrell , et al.2004).

Jiménez-Montenegro et al (2022) afirmam que as variantes alélicas estdo relacionas com

o teor de proteina, gordura e producao de leite. Dentre as variantes alélicas, a B esta relacionada a
um maior teor de proteina (Rachagani and Gupta, 2008; Bonfatti et al., 2010a; Khastayeva et al.,

2021), assim como com maior porcentagem de gordura e resisténcia ao calor do leite em pH natural.

A variante E esta relacionada com um menor teor de proteina em comparag¢do com as
variantes A e B, embora os genétipos que contenham o alelo E estejam associados a alta producédo
de leite (Ikonen et al., 1999). De acordo com Gai et al., (2021), o genétipo AA esta relacionado a
producdo de coalhada acida mais firme. Sobre a variante H, ndo ha estudos que comprovam sua

relacdo direta com teor de proteina, gordura e producgdo de leite (Silva, 2022).

Segundo Martin et al (2002) queijos produzidos a partir de leite de vacas BB apresentaram
maior teor de proteina, maior rendimento e melhor qualidade do que os produzidos por vacas que
possuam outros gendétipos O que justifica a utilizacdo do gene da kappa caseina como marcador
molecular em programas de melhoramento genético que visem melhorar as propriedades fisico-qui-

micas do leite para a fabricagéo de diversos produtos lacteos.

Os métodos anteriormente para genotipagem da K-CN em bovinos eram de Polimorfismo
de Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP-PCR) (Medrano e Aguilar-Cordova, 1990; Soria
et al., 2003), Polimorfismo de Conformacéo de Cadeia Simples-PCR (SSCP-PCR) (Barroso et al.,
1998), Sistema de Amplificacdo-Mutacdo Refrataria-PCR (ARMS -PCR) (Fonseca et al., 2013) e
andlise de fusdo de alta resolucéo pos gPCR (QPCR-HRM) (Kyselova et al., 2012; llie et al., 2017).

Kyselova et al. (2012) desenvolveram um método HRM para genotipar animais e identifica-
ram os genétipos AA, AB, BB, AE e BE, ndo sendo possivel incluir o genétipo homozigoto EE e os

genatipos heterozigotos AH, BH, em sua analise.

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um método de High Resolution Melting
(HRM) para a genotipagem das variantes alélicas A, B, E e H que produzem dez gendtipos diferentes
(AA, AB AE, AH, BB, BE, BH, BE, EE, EH e HH).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras experimentais e extracao de DNA

Vinte e quatro amostras de DNA bovino (quatro de cada genétipo: AA, BB, EE, AB, AE e
BE) previamente genotipadas para o gene K-CN por sequenciamento de DNA Sanger s&o fornecidas
a partir da colecdo de DNA do Laboratério de Biotecnologia do Instituto de Zootecnia-1Z, Nova
Odessa, estado de Sao Paulo, Brasil. Até o momento, as amostras contendo os genétipos EH e HH
nao foram identificadas. Essas amostras de DNA foram extraidas de amostras de foliculos capilares
usando um kit Easy-DNA™ (Cat. n°® K1800-01—Protocolo n°® 1—Pequenas amostras de sangue e
foliculos capilares; Invitrogen, Carlsbad, EUA), conforme recomendado pelo fabricante. A quantidade
e a pureza do DNA extraido foram estimadas por leituras espectrofotométricas em 260 nm e razdes
de 260/280 nm, respectivamente. As concentracdes de DNA de todas as amostras testadas foram

ajustadas para 5 ng/uL
2.2. Desenho dos primers design e sequenciamento do DNA

Um conjunto de primers de reacdes de PCR e gPCR foi projetado a partir de sequéncias que
flanqueiam o gene que codifica a Kappa-caseina bovina (gene CSN3; ID: AY380229.1) (Tabelal).
O primers foram desenhados usando o software PrimerQuest (http://www.idtdna.com/Primer-
guest/Home/Index). A especificidade e a qualidade das sequéncias foram testadas usando as ferra-
mentas online NetPrimer, OligoAnalyzer IDT e BLAST (http://www.premierbiosoft.com/netpri-

mer/)(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

Doze amostras, duas amostras de cada genétipo, foram novamente genotipadas por se-
guenciamento de DNA e serviram como controle para o desenvolvimento dos ensaios. Os ensaios
foram realizados para um volume final de 50 pL usando 0,2 yL de Platinum™ Taqg DNA Polymerase
High Fidelity (5 U/uL; Invitrogen), 1,5 yL de MgSO4 (Invitrogen), 5 uL de Taq DNA Polymerase PCR
Buffer 10 x [(600 mM Tris—SO4 (pH 8,9), 180 mM (NH4)2S04; Invitrogen)], 1 uL de mistura dNTP 10
mM (Sigma—Aldrich, St. Louis, EUA), 2 uL de cada iniciador direto e reverso de 10 uM (Tabela 1) e
2 pyL de DNA (10 ng). As condigdes da PCR foram: 95°C por 5 minutos (ativagdo enzimatica), seguido
de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos (desnaturacéo), 55°C por 45 segundos (annealing) e 68°C por

1 minuto (extenséo), com extenséo final a 68°C por 5 minutos.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,0%,
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. Os produtos de PCR foram purifi-

cados usando um Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega, Wisconsin, EUA) de acordo
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com as recomendacdes do fabricante. A reacdo de sequenciamento foi realizada usando um kit de
sequenciamento de ciclo BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e, em se-

guida, analisada por um analisador de DNA ABI Prism 3730XL (Applied Biosystems).

As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas no software CLUSTAL/W (Thompson, Hi-
ggins, & Gibson, 1994) e comparadas com as ja depositadas no GenBank. As sequéncias contig
também foram avaliadas pelo BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Tabela 1. Sequéncias de primers usados em PCR para sequenciamento de DNA, g°PCR-HRM em tempo real.

Product size

Assay Primer Sequence (5'-3") (bp)

oCR sequencin KPCR-F TCACCCACACCCACATTTATC 271
q 9  KPCR-R TTAGCCCATTTCGCCTTCTC

qPCR-HRM* KqPCR-F GGTGAGCCTACAAGTACA 1o
KqPCR-R GCAGTTGAAGTAACTTGGAC

*Eficiéncia média da reacao (E) =97,8 £ 0,04 (obtida pela ferramenta LinReg).

2.3. Ensaios de qPCR-HRM

Uma PCR quantitativa em tempo real quantitativa (QPCR), seguida de analise de HRM, foi
realizada em volumes de reacao de 10 yL usando um termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, Venlo,
Holanda). Cada reagao continha 5,4 uL de agua estéril, 2 uL de mistura 5 x HOT FIREPol EvaGreen®
HRM (Solis Biodyne, Tartu, Esténia), 0,3 uM de cada iniciador (KgPCR-F1 ou KgPCR-F2 e KqPCR-
R) e 2 uL de DNA (10 ng).

Um controle de modelo negativo foi incluido em cada execuc¢do de PCR. A gPCR foi reali-
zada nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 95 °C por 12 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo (95 °C por 15 segundos), anelamento (63,0 °C por 30 segundos) e extensdo (72 °C

por 20 segundos).

Apo6s a amplificacé@o, a andlise HRM para genotipagem foi realizada usando duas curvas
de dissociacdo de 65 a 95 °C em incrementos de 0,2 °C e 0,1 °C, aumentando a 0,1 °C/2 s. O
gradiente de temperatura para anelamento dos primers também foi testado, com amplitude entre 59
°C a 65 °C.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

18° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cientifica - CIIC 2024

27, 28 e 29 de agosto de 2024
ISSN: 2965-2812

As reaces foram realizadas em microtubos de 100 yL (tubos e tampas de tiras de PCR®;
Produto n® PCR-0104-C; Axygen®, Nova York, EUA) usando um Rotor-Gene Q (Qiagen) equipado
com um rotor de 72 pocos. O software RotorGene Q foi usado para analisar e determinar os genoti-

pos, usando um valor de confianga de = 90%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os testes de genotipagem por HRM para a genotipagem do gene kappa-caseina
(CSN3) em bovinos onde o objetivo era fazer a genotipagem dos alelos A, B e E, uma parte das
amostras de Girolando apareceu uma genotipagem inespecifica que ndo se encaixava em ne-

nhuma das amostras controles. Essa amostra foi sequenciada descobrindo ser o alelo H.

Para as analises gPCR-HRM, o conjunto de primers foi capaz de diferenciar os oitos geno-

tipos possiveis (Fig. 1 A e B).

HRM — Gréafico de diferenga entre genttipos HRM - Grafico normalizado
Repicats View|

780 785 790 795 00 805 B10 815 B20 825 830 835 B40 845 BS0 855 B0 780 785 790 795 800 M5 B0 915 820 B25 B30 835 840 B45 850 855 860
o C

M E W B E G E

Figura 1 Andlise qPCR-HRM dos genotipos
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A analise permitiu determinar a frequéncia dos genoétipos e os alelos em ambas as racas

apresentadas.

Tabela 2 Frequéncia genética

%ﬁgitrl)c Genotype frequency (%) Allelic E(rj/i?uency
AA 24.8 (30) A 453
AB 42.1 (51) B 41.9
Holstein AE 13.2 (16) E 12.8
BB 14.1 (17)
BE 5.8 (7)
AA 18.3 (15) A 44.8
AB 23.2 (19) B 25.9
AE 15.8 (13) E 11.9
Girolando AH 20.7 (17) H 17.5
BB 7.3 (6)
BE 4.9 (4)
BH 9.8 (8)

4. CONCLUSAO

O método sequenciamento de sangue e qPCR-HRM foi capaz de discriminar os oitos geno-
tipos avaliados, com alta acuracia, e pode ser aplicado em analises de genotipagem para a discrimi-

nacao desses oito genoétipos Kappa-caseina.

Tendo em vista a importancia que as variantes alélicas da k-CN tém sobre os efeitos da
guantidade e/ou qualidade do leite de vaca e derivados para uma produgéo mais rentavel de deriva-
dos os € de grande importante se fazer a genotipagem do rebanho de maneira em que todos os
animais do rebanho sejam genotipados corretamente e € fundamental o desenvolvimento de méto-

dos precisos e de baixo custo para a discriminagédo dessas variantes.
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