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Resumo: O leite é um alimento rico em nutriente e proteinas, sendo um alimento
muito importante na sadde humana. A beta caseina é uma das proteinas mais
abundantes no leite bovino, e 12 variantes ja foram descritas na literatura. As mais
encontradas sédo as variantes Al e A2, que diferem entre si por uma troca de
nucleotideo (SNP), que acarreta uma troca de aminodacido. A digestdo da beta caseina
Al no trato gastrintestinal humano tem como um de seus produtos finais um peptideo
bioativo denominado beta casomorfina 7, que foi relacionado a varias doencas em
humanos. Amostras de DNA de touros da raca Girolando, previamente genotipados
para este SNP, foram usados para o desenvolvimento de uma metodologia de
genotipagem por tetra-primer ARMS-PCR. Apoés varias padronizagfes, a metodologia
foi desenvolvida com sucesso, possibilitando a diferenciacdo dos alelos Al e A2 por
meio de uma técnica simples e econémica, envolvendo apenas um Unico PCR seguido
de eletroforese. A genotipagem para as variantes do gene da beta caseina tem tido
uma grande procura por parte dos criadores e programas de melhoramento, que visam
produzir animais com genotipos A2A2.
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Development of a bovine genotyping test for the A1/A2 SNP of the beta-
casein gene, using the tetra-primer ARMS-PCR technique

Abstract: Milk is a rich food in nutrients and proteins and it is very important for the
human health. Beta-casein is one of the most abundant proteins in bovine milk and a
total of 12 variants have been described in the literature. The most common are the Al
and A2 variants that differ from each other by a nucleotide change (SNP) which
promotes an amino acid change. The digestion of beta-casein Al in the human
gastrointestinal tract generates a bioactive peptide called beta Casomorphine 7 which
has been linked to several diseases in humans. Beta-casein previously genotyped
DNA samples from Girolando bulls were used to develop a tetra-primer ARMS-PCR
genotyping protocol which was successfully achieved, enabling the differentiation of the
Al and A2 alleles through a simple and low-cost technique, involving only a single PCR
followed by electrophoresis. The genotyping for this SNP is in great demand by dairy
producers and breeding programs aiming to produce animals with A2A2 genotype.
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Introducao

O leite € uma otima fonte de nutrientes e tem papel importante na alimentagéo
humana. Em mamiferos, a caseina representa cerca de 80% das proteinas presentes
no leite, e os outros 20% sao chamadas de proteinas do soro (alfa-lactalbumina e
beta-lactoglobulina) (Eigel, et al 1984). O leite bovino contém quatro caseinas (alfa S1-
CN, alfa S2-CN, beta-CN e kappa-CN) (Sulimova et al., 2007; Jaiswal et al., 2014)
sendo que a beta-caseina corresponde a 25-35% do total.

A beta-caseina é codificada pelo gene CSN2, que é altamente polimdérfico,
possuindo 209 aminoéacidos (Haq et al., 2013). Existem 12 variantes desta proteina
(Al; A2; A3; B; C; D; E; F; H1; H2; I; G) em racas bovinas (Kaminiski, et al. 2007; Haq
et al., 2013). As variantes mais comuns no leite de bovinos séo as 3-caseinas Al e A2,
gue se diferenciam pela mudanca de um nucleotideo (SNP), troca de citosina por
adenosina, gerando uma substituicdo do aminoacido na posi¢éo 67 da cadeia proteica,
na qual a prolina no A2 é substituida por uma histidina no Al (Reis Filho et al., 2012).
A digestao da beta-caseina Al, no trato gastrintestinal humano, tem como um de seus
produtos finais um peptideo bioativo denominado beta-casomorfina 7 (BCM-7), que foi
relacionado a véarias doencas em humanos, como diabetes, doencas cardiovasculares,
autismo, esquizofrenia e doencas autoimunes (Woodford, 2008).

Portanto, empresas nacionais e internacionais buscam técnicas que possam
identificar bovinos voltados a comercializacao de leite A2, tendo em vista que ha uma
menor producdo do BCM-7, visando o bem-estar humano. No Brasil, produtores tem
realizado a genotipagem desse gene em bovinos, principalmente das racas Gir,
Girolando e Holandés, a fim de manter seus rebanhos completamente homozigotos
para o alelo A2 da CSN2 (Neiva, 2018).

Os marcadores moleculares do tipo SNP sdo considerados um dos mais
importantes, porém, nos paises em desenvolvimento, € dificil e caro genotipar um
grande namero de animais por métodos de PCR e p6s-PCR (Ahlawat et al.,2014).
Uma metodologia simples e econémica de genotipagem de SNPs que envolve apenas
um Unico PCR seguido de eletroforese em gel é chamado de tetra-primer ARMS-PCR
(Chiapparino et al., 2004). Essa técnica usa dois conjuntos de primers, 0s externos e
internos, sendo que os externos amplificam um grande fragmento do gene alvo, sem
diferenciar os gendtipos, e cada primer interno se combina com um dos primers
externos para gerar fragmentos menores e especificos, de acordo com o alelo
presente. Esses fragmentos podem ser observados facilmente 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 A1A2 localizado no gene da beta-caseina, utilizando a
técnica tetra-primer ARMS-PCR.

Material e Métodos

Foram analisadas amostras de DNA genbmico de touros da raca Girolando
pertencentes ao Banco de DNA de Bovinos de Leite do Laboratério de Genética
Molecular Dr. Méario Luiz Martinez. Essas amostras foram previamente genotipadas
para o gene da beta-caseina pelos métodos PCR-RFLP e PCR alelo especifico e os
resultados foram utilizados como controle para validar os resultados da técnica tetra-
primer ARMS-PCR.

Com a utilizacdo do programa Primer 1 (http:/primerl.soton.ac.uk/primerl.html)
foram desenhados quatro primers, dois internos (inner primers), que se ligam na
regido especifica da mutacdo, e dois externos (outer primers), que funcionam com
controle positivo da reacdo de PCR.




Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para a diferenciacdo dos alelos da beta-
caseina Al e A2.

Nome Sequéncia 5'-3'

Al Forward inner: TAGTCTATCCCTTCCCTGGGCCCATTCA

A2 Reverse inner: GAGGGATGTTTTGTGGGAGGCTGTCAG
Forward outer: CAGGATGAACTCCAGGATAAAATCCACCCC
Reverse outer: GCTTAGGAGCCATAGCCTCCTTCACTTTGG

Para obter a melhor condicdo de reagdo do PCR, foram testadas diferentes
concentracdes de primers, dNTP, Tagq, MgCL,, e temperaturas de termociclagem.
Apo6s a amplificagcdo do DNA, os fragmentos foram visualizados por eletroforese em
gel de poliacrilamida nativo 8% corado com nitrato de prata 12%. A corrida foi
realizada a 400 volts por 2 horas.

Os padrdes dos fragmentos digeridos observados no gel variaram de acordo com
os alelos presentes em suas respectivas bandas. Alelos homozigotos Al1Al
representado pelas bandas com 193 e 145 pares de base (pb) respectivamente, alelos
heterozigotos A1A2 193,145 e 103 pares de base (pb) e alelos homozigotos para
A2A2 nas bandas 193 e 103 pares de base (pb).

Resultados e Discusséao

As reacbes de PCR foram padronizadas num volume total de 25uL, contendo
90ng de DNA, 0,6 UM de cada primer interno e 0,1 UM de cada primer externo, 200 uM
de dNTP, 3,5 mM de MgCl,, 1X de tampédo de PCR (Promega, Madison, EUA) e 0,5 U
da enzima Tagq DNA polimerase (Promega, Madison, EUA). As amostras foram
submetidas a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 30 s de desnaturacao (94°C), 30
s de ligacéo (63°C) e 30 s de extenséo (72°C), e um passo final de 5 min a 72°C para
extensdo final. A Figura 1 mostra o perfil das bandas no gel, diferenciando claramente
0s gendtipos A1AL, A1A2 e A2A2.

Figura 1. Foto do gel de poliacrilamida nativo de 8% mostrando o resultado do PCR
pela técnica tetra-primer ARMS-PCR para o gene da beta-caseina. Amostras
1, 5 e 6 possuem o gendtipo A1A2, a amostra 7 possui 0 genétipo A1AL e as



amostras 2, 3, 4 e 8 possuem 0 gendtipo A2A2, ao final, marcador de peso
molecular de 100 pb.

A técnica de tetra-primer ARMS PCR foi eficiente para a perfeita diferenciacao
entre os alelos, visto que o tamanho das bandas amplificadas foi diferentemente
suficiente para serem distinguidas por eletroforese em gel de poliacrilamida 8%. A
melhor condicdo de PCR foi obtida com diferenca de concentracdo de 6:1 entre os
primers internos e externos. Os gendtipos obtidos estavam em conformidade com os
obtidos pelas outras técnicas ja validadas.

Rincén & Medrano (2003) desenvolveram protocolos de genotipagem por tetra-
primer ARMS-PCR de proteinas do leite bovino com sucesso, e Ali et al (2019)
também desenvolveram com sucesso um protocolo para diferenciacdo dos alelos Al e
A2 para beta-caseina por tetra-primer ARMS-PCR, porém com outro conjunto de
primers e eletroforese em gel de agarose. Todos confirmaram a eficiéncia do método,
sendo este preciso, rapido, de facil reproducéo e de baixo custo.

Conclusoes

Os gendtipos dos animais, obtidos anteriormente com outras técnicas (PCR-RFLP
e AS-PCR) foram confirmados com o desenvolvimento de um protocolo utilizando a
técnica tetra- primer ARMS-PCR. Portanto, esse protocolo se mostrou eficiente,
caracterizando-se como uma alternativa rapida e barata para a identificacdo dos alelos
da beta-caseina Al e A2, tdo importantes atualmente para o melhoramento das racas
leiteiras no Brasil e no mundo.
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