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Resumo: Em paises tropicais e subtropicais as elevadas temperaturas causam estresse térmico nos
bovinos interferindo em sua produtividade. O tipo de pelagem dos animais esta relacionado a
tolerancia térmica e esta também associada a fatores genéticos. Polimorfismos na sequéncia no
gene do receptor da prolactina (PRLR) estdo associados a presenc¢a de um tipo diferente de pelagem
em bovinos, constituida por pelos curtos, lisos e brilhantes, denominada slick hair, que esta
relacionada com maior tolerancia ao calor. Variagdes na sequéncia deste gene ja foram descritas nas
ragas Senepol, Carora, Crioulo Limonero e Romosinuano. Na raca Carora, foi identificado um
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP), localizado no gene PRLR, na posicdo 39136666, no
cromossomo 20, gerando um cddon de parada, sendo que este mesmo SNP foi confirmado na raca
Caracu. Um total de 10 animais Caracu, previamente sequenciados e com gendétipos conhecidos
para este SNP, foram usados para o desenvolvimento de uma metodologia de genotipagem
utilizando a técnica de tetra-primer ARMS-PCR. Apés iniumeras padronizagdes, a metodologia foi
desenvolvida com sucesso, possibilitando a genotipagem dos alelos para o SNP da posi¢édo
39136666, por meio de uma técnica simples e econémica de genotipagem, envolvendo apenas um
unico PCR seguido de eletroforese em gel nativo de poliacrilamida corado com prata.
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Genotyping of SNP linked to Slick-Hair phenotype using tetra-primer ARMS-PCR technique

Abstract: In tropical and subtropical countries the high temperatures cause thermal stress in the
cattle affecting their productivity. The type of coat of the animal is related to its thermal tolerance and
also associated with genetic factors. Polymorphisms in the prolactin receptor gene sequence (PRLR)
are associated with the presence of a different type of coat in cattle, consisting of short, smooth and
shiny hair, called slick hair, which is related to a higher tolerance to heat.

Variations in the sequence of this gene have already been described in the breeds Senepol, Carora,
Crioulo Limonero and Romosinuano. In the Carora breed, a single nucleotide polymorphism (SNP),
located at position 39136666 in the sequence of the RLR gene, was identified on chromosome 20 and
generates a stop codon. This same SNP was confirmed in the Caracu breed as well. A total of 10
Caracu animals, previously sequenced and showing known genotypes for this SNP, were used for the
development of a genotyping methodology using the tetra-primer ARMS-PCR technique. After various
standardization procedures, the methodology was successfully developed, allowing the genotyping of
the SNP located at position 39136666 by means of a simple and inexpensive technique of
genotyping, involving only a single PCR followed by electrophoresis in native polyacrylamide gel
stained with silver.
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Introdugao

Nos ambientes tropicas e subtropicais as altas temperaturas ocasionam estresse térmico em
bovinos, sendo a capacidade de manter a homeostase na temperatura corporal de extrema
importancia (Olson et al., 2003). As caracteristicas do pelame influenciam diretamente a capacidade
de termorregulacao dos bovinos de clima tropical (Gilbert & Bailey, 2001; Olson et al., 2003).

Existe variagdo genética para tolerancia ao calor (Dikmen et al., 2012) e foram identificados
polimorfismos de nucleotideos uUnicos (SNPs) associados a essa variagdo genética (Hayes et al.,
2009; Dikmen et al., 2013). Uma variagdo no gene do receptor de prolactina esta relacionada a
presencga de um tipo diferente de pelagem em bovinos da raga Senepol, constituida por pelos curtos,
lisos e brilhantes, denominada “slick hair”, e que esta relacionada com a maior tolerancia ao calor
(Olson et al., 2003). A caracteristica também é encontrada nas racas Carora, Crioulo Limonero e
Romosinuano, mas provocada por outros SNPs no mesmo gene (Hammond et al., 1996; Olson et al.,
2003; Brenneman et al., 2007; Neto et al., 2018).

O gado Carora é encontrado em ambiente tropical com uma grande variedade de
temperaturas. Esta raga apresenta um conjunto de caracteristicas que a diferencia de outras ragas
criadas nas mesmas condi¢cdes e define o seu elevado nivel de adaptagcédo as condi¢des tropicais
(Tullo et al., 2011). Na raga Carora, a caracteristica slick hair € causada pela substituicdo da base C
pela T na posi¢cdo 39136666 do cromossomo bovino 20 no gene do receptor da prolactina (PRLR),
gerando um codon de parada (Neto et al., 2018). Esta mesma substituigdo foi encontrada na raga
Caracu, que € a maior raca em peso animal, dentre as racgas crioulas do Brasil, sendo ristica e de
dupla aptidao.

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo considerados um dos mais importantes
marcadores moleculares existentes na atualidade (Chiapparino et al., 2004). Nos paises em
desenvolvimento, € muito dificil e caro genotipar um grande nimero de animais por métodos que
envolvem manipulagdes por PCR e pds-PCR (Ahlawat et al.,2014). Um método simples e econdmico
de genotipagem de SNPs que envolve apenas um uUnico PCR seguido de eletroforese em gel é
chamado de tetra-primer ARMS-PCR (Chiapparino et al., 2004). Essa técnica usa dois conjuntos de
primers, os externos e internos (Li et al., 2014). Os primers externos amplificam um grande
fragmento do gene alvo, independentemente de seu gendtipo e cada primer interno se combina com
um dos primers externos para gerar fragmentos menores e especificos, de acordo com o alelo
presente, que podem ser facilmente observados em gel de eletroforese, diferenciando homozigotos e
heterozigotos (Li et al., 2014).

O objetivo do estudo foi desenvolver uma metodologia de genotipagem simples e de baixo
custo, para o SNP localizado na posi¢ao 39136666, do cromossomo bovino 20, no gene do receptor
da prolactina (PRLR) e que causa a caracteristica slick hair nas ragas Carora e Caracu, utilizando a
técnica tetra-primer ARMS-PCR.

Material e Métodos

Foram utilizados neste trabalho 10 amostras de DNA genémico de sangue de touros e vacas
da raga Caracu, que foram previamente extraidos pelo método de fenol/cloroférmio e sequenciados
pela plataforma lllumina Hiseq 2500 v4. Os gendtipos para o Slick hair foram extraidos a partir das
sequéncias geradas para cada amostra e foram utilizados como controle para validar os resultados
da técnica tetra-primer ARMS-PCR.

Para os testes de PCR, foram desenhados quatro primers no programa Primer 1
(http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html), sendo dois primers internos alelo especificos (inner primers)
e dois primers externos (outer primers) (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para a genotipagem do SNP localizado na posi¢édo
39136666, no cromossomo bovino 20, no gene do receptor da prolactina (PRLR) em bovinos.

Nome Sequéncia 5'-3'
Forward inner primer (C allele) AAGCCTGACCAAGACACGGTGTGGCAAC
Reverse inner primer (T allele) AGATCAAGGGGGTTTTGTCTTGGGGGCA
Forward outer primer ACCACAGCCACTTCGCTGGACCAAACAG
Reverse outer primer CCAGGATGTTGCTATCTGTCACCCGGGA

Para estabelecer a melhor condicdo de PCR foram feitos inumeros testes, utilizando
diferentes concentragdes de primers, de MgCl,, diferentes temperaturas de ligagdo dos primers e uso
ou nao da ciclagem fouch down. Os produtos resultantes da amplificagcdo do DNA foram visualizados
por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corados com nitrato de prata. A (corrida realizada a 500
volts por 2h). Os tamanhos dos fragmentos observados no gel variaram de acordo com os alelos



presentes. A banda de 322 pares de base (pb) sempre foi visualizada. A banda de 206 pb foi
visualizada quando o alelo C estava presente e a banda de 172 pb, quando o alelo T estava
presente.

Resultados e Discussao

As reacdes de PCR foram padronizadas num volume total de 25 uL, contendo 50 ng de DNA,
15 pmol de cada primer interno e 2,5 pmol de cada primer externo, 200 uM de dNTP, 2 mM de
MgCl,, 1X de tampéo de PCR (Promega, Madison, EUA) e 0,5 U da enzima Taq DNA polimerase
(Promega, Madison, EUA). As amostras foram submetidas a 94 °C por 2 min, seguido de 5 ciclos de
30s de desnaturacgédo (94 °C), 30 s de ligagdo (comegando o ciclo 1 com 70 °C e diminuindo 1 °C a
cada ciclo) e 30 s de extensdo (72 °C), mais 25 ciclos de 30 s de desnaturagéo (94 °C), 30 s de
ligacdo (65 °C) e 30 s de extenséo (72 °C), e um passo final de 5 min a 72 °C para extenséo final. A
Figura 1 mostra o perfil das bandas no gel, diferenciando claramente os genétipos CC, TT e CT.

4 %
Figura 1. Gel de poliacrilamida 8% mostrando o padrao de bandas obtido pela técnica tetra-primer ARMS-PCR
para o gene do receptor de prolactina em bovinos.

A técnica de tetra-primer ARMS PCR foi eficiente para a perfeita diferenciagao entre os alelos
do SNP localizado na posigdo 39136666, do cromossomo bovino 20, no gene prolactina (PRLR). O
tamanho das bandas amplificadas foi diferente o suficiente para serem distinguidas por eletroforese
em gel de poliacrilamida 8%. A melhor condi¢cdo de PCR foi obtida com diferenga de concentracédo de
6:1 entre os primers internos e externos e o uso da ferramenta ftouch down mostrou melhores
resultados. Os 10 touros previamente sequenciados tiveram os gendtipos confirmados pela técnica
desenvolvida.

Rincon & Medrano (2003) e Chiapparino et al. (2004) desenvolveram protocolos de
genotipagem por ftetra-primer ARMS-PCR de proteinas do leite bovino e SNPs em cevada,
respectivamente. Eles confirmaram a eficiéncia do método, mostrando ser uma técnica robusta,
rapida, de facil reproducéo e de baixo custo. Como o estudo foi pioneiro na genotipagem do SNP que
causa a caracteristica slick hair nas ragas Carora e Caracu, ndo ha na literatura outros estudos sobre
genotipagem do mesmo.

Conclusées
Os gendtipos dos 10 animais da raga Caracu foram confirmados por meio da técnica tefra-
primer ARMS-PCR, portanto o protocolo de genotipagem desenvolvido foi muito eficiente, mostrando
ser uma alternativa rapida e barata para a identificagcdo dos alelos do SNP localizado na posigao
39136666, do cromossomo bovino 20, no gene prolactina (PRLR), que esta envolvido na expressao
do fendtipo slick hair encontrado nas ragas Carora e Caracu.
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