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RESUMO 

 

Com o crescente conhecimento das características genéticas dos animais de produção, tem-se 

notado um aumento no interesse em estratégias genéticas que utilizem marcadores 

moleculares para análise de características de interesse econômico para a indústria. O gene da 

kappa-caseína está relacionado a características como produção de leite, teor de proteínas e 

gorduras e coagulação das micelas de caseína, sendo, assim, um marcador molecular de 

interesse para a indústria de queijos e derivados do leite. Atualmente, apesar de já existirem 

diversos testes de genotipagem para outros marcadores moleculares relacionados ao leite, 

como o gene de β-caseína, o mercado de testes moleculares de genotipagem para o gene de 

κ-caseína ainda não é muito explorado no Ceará. Tendo em vista isso, o presente trabalho, 

realizado em parceria com a empresa TaqMol Diagnósticos, buscou desenvolver um teste 

molecular baseado em técnicas de genotipagem por PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

para permitir o melhor manejo de rebanhos de bovinos leiteiros e a seleção de indivíduos com 

características produtivas economicamente desejáveis. Para isso, elaborou-se um protocolo de 

PCR em tempo real buscando otimizar a reação e os parâmetros de ciclagem. As amostras 

utilizadas foram obtidas através da empresa TaqMol Diagnósticos e tiveram gDNA extraído a 

partir de kit comercial. Para amplificação do gene de κ-caseína, foram desenhados e testados 

primers e sondas de hidrólise específicos de propriedade da empresa. O produto de PCR foi 

clonado em vetor de clonagem pGEM®-T Vector para obtenção de controle positivo. O 

sequenciamento de Sanger do gene clonado das colônias transformadas apontou homozigose 

AA para a amostra clonada. O teste de qPCR desenvolvido, dada à sua especificidade e 

sensibilidade devido ao uso de sondas de hidrólise específicas para a identificação dos SNPs 

do gene CSN3, apresenta fortes indícios de se uma técnica viável e confiável para 

genotipagem da κ-caseína. 

 

 

Palavras-chave: Kappa-caseína; qPCR; Marcador Molecular; Rebanho leiteiro. 

 



 

ABSTRACT 

 

With the growing knowledge of the genetic characteristics of farm animals, there has been an 

increase in interest in genetic strategies that use molecular markers to analyze traits of 

economic interest to the industry. The kappa-casein gene is related to traits such as milk 

production, protein and fat content, and coagulation of casein micelles, and is therefore a 

molecular marker of interest to the cheese and dairy industry. Currently, although there are 

several genotyping tests for other molecular markers related to milk, such as β-casein gene, 

the market for molecular genotyping tests for κ-casein gene is still not widely explored in 

Ceará. In view of this, the present work, carried out in partnership with the company TaqMol 

Diagnósticos, sought to develop a qPCR-based genotyping test to allow better management of 

dairy cattle herds and the selection of individuals with economically desirable productive 

traits. For this purpose, a real-time PCR protocol was developed to optimize the reaction and 

cycling parameters. The samples used were obtained from TaqMol Diagnósticos and had 

gDNA extracted from a commercial kit. Specific primers and hydrolysis probes proprietary to 

the company were designed and tested to amplify the κ-casein gene. The PCR product was 

cloned into pGEM®-T Vector to obtain a positive control. Sanger sequencing of the cloned 

gene from the transformed colonies indicated AA homozygosity for the cloned sample. The 

qPCR test developed, given its specificity and sensitivity due to the use of specific hydrolysis 

probes for the identification of SNPs in the CSN3 gene, presents strong evidence of being a 

viable and reliable technique for κ-casein genotyping. 

 

 

 

Keywords: Kappa-casein; qPCR; Molecular marker; Dairy herd. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A atividade leiteira é uma das principais atividades econômicas do Brasil, uma vez que 

é uma grande fonte de renda e empregos, além de estar presente em 98% dos municípios do 

país, envolvendo mais de 1 milhão de produtores no campo, dentre os quais a maioria de 

pequenas e médias propriedades, além de gerar outros milhões de empregos nos demais 

segmentos da cadeia produtiva do leite (Rocha; Carvalho; Resende; 2020).  

O leite, bem como seus derivados, é um dos alimentos mais consumidos no Brasil, 

com dados apontando um consumo per capita de 147 kg de leite por ano (FAO, 2022). Em 

2023, a produção de leite nacional ultrapassou a marca dos 35,3 bilhões de litros, com as 

regiões Sul e Sudeste representando, respectivamente, 34% e 33% de toda a produção do país 

(CILEITE, 2025). Apesar dessa concentração da produção nessas duas regiões, o Nordeste 

tem apresentado notável crescimento na sua capacidade produtora, configurando-se como a 3ª 

região que mais produziu leite no país, com um crescimento de aproximadamente 10,7% em 

2023 quando comparado a 2022, atingindo uma produção de mais de 6,2 bilhões de litros de 

leite (Vasconcelos, 2024). 

Na região Nordeste, em 2023, um dos estados que mais se destacou foi o Ceará, o qual 

apresenta setor leiteiro de destaque no Brasil, configurando-se como o 9° maior produtor de 

leite no país e o 3° maior produtor da região Nordeste, com participação de 3,2% na produção 

leiteira nacional (IBGE, 2023). A indústria leiteira do Ceará produziu 53,6 milhões de litros 

de leite a mais em 2023 no comparativo com 2022, representando um aumento de 14,5% 

(Nobre, 2024).  Esse desempenho foi impulsionado por uma série de fatores, incluindo 

políticas públicas com o objetivo de modernizar a cadeia produtiva do leite por meio de 

inovações tecnológicas, como a ordenha mecanizada, e a organização dos produtores em 

cooperativas, permitindo a eles a participação em programas que visam fortalecer o setor 

produtivo local, como o Programa para Aquisição de Alimentos (PAA Leite) (Porto, 2025). 

O melhoramento genético de rebanhos é uma estratégia essencial para impulsionar a 

produção de leite no Ceará, tanto para as grandes indústrias quanto para a agricultura familiar. 

Na Portaria Interministerial MDA/MDS/MAPA nº 5, de 30 de agosto de 2024 (Brasil, 2024), 

que institui a estratégia de desenvolvimento da produção de leite na agricultura familiar, 

reforça essa necessidade ao incluir, em seu Art. 3º, inciso III, o estímulo ao melhoramento 

genético adequado aos diferentes biomas. No Ceará, isso significa investir em tecnologias 

como inseminação artificial e seleção de reprodutores que combinem alta produção e 

qualidade do leite, com adaptação dos animais ao clima semiárido (McManus et al,. 2022). 
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Além disso, a melhoria da composição do leite pode agregar valor ao produto, beneficiando 

tanto os produtores quanto a indústria local. 

A influência dos marcadores moleculares em características de interesse econômico 

para indústrias específicas, como volume total de leite produzido, teor de proteínas e 

gorduras, já é conhecida na literatura (Silva; Demuner, 2024). Alguns marcadores 

moleculares, como o gene da κ-caseína estão relacionados a características como 

produtividade, composição e propriedades organolépticas do leite, apontando para a 

possibilidade desse marcador ser utilizado como marcadores genéticos para manejo dos 

rebanhos, seleção e cruzamento de animais de gado leiteiro (Barbosa et al., 2019; Velmatov et 

al., 2020; Albazi et al., 2021; Bangar et al., 2021). 

Dentre várias raças de bovinos especializadas para a produção leiteira, como 

Girolando, Holstein-Friesian e Jersey, observa-se a predominância do alelo A do gene de 

κ-caseína, e, em contrapartida, o alelo B, que está associado a maiores teores de proteínas e 

gordura e a formação de coágulos mais firmes, possui frequência relativamente baixa na 

maioria das raças, principalmente em Gir, Holstein e Girolando (Fox et al., 2017; Bangar et 

al., 2021). Azevedo et al. (2008) reportaram que vacas com o genótipo BB apresentam um 

rendimento de queijo 10% maior em comparação com o leite de vacas com o genótipo AA, o 

que pode impactar sobremaneira no retorno econômico na produção de laticínios. 

A seleção de reprodutores tradicionalmente é feita pelo teste de progênie, onde os 

touros são selecionados pela produtividade (produção de leite, teor de gordura e de proteína 

do leite, etc) de suas filhas. Este método ainda é amplamente utilizado, mas possui muitas 

limitações, como o longo tempo necessário para obter dados confiáveis (uma vez que depende 

da lactação das filhas) e a incapacidade de prever o desempenho de animais jovens. Além 

disso, o teste de progênie é caro e limitado a características mensuráveis apenas em fêmeas 

(Perez et al., 2018). 

Os métodos de seleção baseados no uso de marcadores moleculares, quando 

comparados aos métodos convencionais, mostram-se como mais vantajosos, uma vez que 

permitem a obtenção de estimativas de valor genético mais acuradas para animais em estágios 

precoces de desenvolvimento, e assim, consequentemente, a diminuição do tempo entre 

gerações, ocasionando num ganho genético maior por geração (Perez et al., 2018).  

Dessa forma, torna-se bastante atrativo o uso de ferramentas e técnicas biotecnológicas 

que utilizem esses marcadores para auxiliar na seleção assistida de animais portadores de 

caracteres genéticos economicamente favoráveis. Essas ferramentas possibilitam uma  

agregação mais facilitada de valor à cadeia produtiva do leite, permitindo, dessa forma, a 
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otimização da produtividade e da qualidade dos produtos lácteos, com a vantagem adicional 

de reduzir o intervalo de gerações, possibilitando maior progresso genético em menor tempo 

(Barbosa et al., 2019).  

 

1.1 Composição bioquímica do leite 

 

O leite configura-se como um fluido de composição complexa, uma vez que é 

constituído por centenas de diferentes espécies de moléculas, com composição bioquímica 

geral formada por água (87,3%), carboidratos (4,8%), gorduras (3,7%), proteínas (3,5%), 

vitaminas, entre outros (Figura 1) (Goulding; Fox; O’Mahony., 2020). Possui a função de 

nutrir o recém-nascido até a etapa de desmame, sendo, dessa forma, rico em todos os 

nutrientes necessários para o desenvolvimento do organismo, como sais minerais, 

aminoácidos, hormônios, fatores de crescimento e agentes protetores (Fox et al., 2015; 

Krishna et al., 2021). 

Entre seus constituintes, sua fração proteica é de grande importância por seus valores 

nutricionais e por seus atributos funcionais, além de ter destaque na fabricação de derivados 

do leite, uma vez que confere a ele as características físico-químicas (espumação, gelificação, 

espessamento, etc) que o fazem ser utilizado na composição de diversos produtos, 

alimentando as demandas de diversos mercados globais (Goulding; Fox; O’Mahony, 2020).  

 

Figura 1 - Composição bioquímica geral do leite bovino. 

 
Fonte: Adaptado de Fox et al. (2015). Composição média dos diferentes 

constituintes do leite bovino: 87,3% de água leite e 12,7% de sólidos solúveis 

(0,7% minerais, 4,8% lactose, 3,5% proteínas e 3,7% gorduras). Essa composição 
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do leite varia dependendo da espécie do animal, da raça, da idade e de fatores 

ambientais. 

 

1.1.1 Fração proteica do leite e sua importância para a indústria de derivados 

 

A fração proteica é constituída principalmente por duas famílias de proteínas, com 

cerca de 80% sendo representados pelas caseínas e 20% por proteínas do soro do leite 

(predominantemente alfa-lactoalbumina e beta-lactoglobulina) (Goulding; Fox; O’Mahony, 

2020). As propriedades físico-químicas das proteínas lácteas, como emulsificação, gelificação 

e capacidade de retenção de água, são de grande interesse para a indústria de alimentos, uma 

vez que possuem papel relevante na fabricação de uma diversidade de produtos alimentícios, 

como queijos, manteigas, iogurtes, sorvetes etc.  

A maioria dos produtos alimentícios consistem em emulsões e espumas, e as proteínas 

lácteas possuem a capacidade de estabilizar esses produtos graças às suas propriedades 

anfifílicas, permitindo-as adsorver em sistemas termodinamicamente instáveis (Zhou et al, 

2021). Algumas propriedades mais importantes para a indústria de derivados, como 

estabilidade em altas temperaturas e coagulação na presença de coalho são devido à parcela 

composta pelas caseínas, principalmente a kappa-caseína, razão pela qual recebem destaque 

sobre o impacto das proteínas do leite no seu processamento em alimentos. (Agregán et al, 

2021). 

 

1.2 Caseínas e micelas de caseína 

 

O grupo das caseínas, composto por 4 tipos de caseínas individuais (αs1-, αs2-, β-, e 

κ-caseína) são uma família de fosfoproteínas insolúveis, sintetizadas pelas células epiteliais da 

glândula mamária durante a lactação e secretadas no leite de todos os mamíferos. Elas são 

responsáveis pelo transporte do fosfato de cálcio para o animal recém-nascido, fornecendo 

minerais essenciais para o desenvolvimento dos ossos e dentes (Horne, 2020).  

No leite, essas proteínas se encontram na forma de micelas de caseína, as quais são 

compostas majoritariamente por proteínas e uma parcela de minerais coletivamente referidos 

como fosfato de cálcio micelar (MCP) (Sadiq; Gill; Chadrapala, 2021). O  MCP é composto 

principalmente de cálcio e fosfato, apresentando também traços citrato, magnésio e outros 

minerais. As micelas de caseína (Figura 2) são estruturas supramoleculares formadas pelos 4 
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tipos de caseína em interação com nanoclusters de fosfato de cálcio, os quais atuam como 

“nós” da estrutura que conectam as proteínas de caseína (Hettinga; Bijl, 2022).  

 

Figura 2 - Representação da estrutura da micela de caseína  

 
Fonte: Adaptado de Hettinga; Bijl (2022). A estrutura interna da micela de caseína é 

composta por uma matriz formada por 4 tipos de caseína, αs1-, αs2-, β-, e κ-caseína, em 

união à nanoclusters de fosfato de cálcio. A κ-caseína encontra-se na superfície das micelas 

auxiliando na estabilização da estrutura no leite. 

 

​O processamento e transformação do leite em produtos como iogurte e queijo 

dependem principalmente das propriedades interativas dessas estruturas de micelas, apesar 

dos outros componentes do leite, como as proteínas do soro, os lipídeos e os minerais também 

contribuírem para o processamento lácteo em alimentos (SMITH et al., 2020).  

Dentre as diferentes caseínas constituintes do leite, a κ-caseína tem grande importância 

industrial, pois está diretamente relacionada com a formação, a estabilidade e agregamento 

das micelas de caseína, cuja desestabilização e formação de gel é o principal processo na 

fabricação de queijos (BRITTEN et al., 2021).  

 

1.3 Κ-caseína e seus polimorfismos 

 

​A produtividade e o rendimento do leite dos rebanhos dependem da expressão de 

diversos genes, a qual é influenciada por fatores ambientais e genéticos (Asmarasari et al., 

2021; Hani et al., 2021; Albazi et al., 2023). Dentre esses genes está o que codifica a proteína 

κ-caseína (CSN3), localizado no cromossomo bovino 6, e qu é composto de uma sequência de 
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13 mil pares de base divididas em 5 éxons (Figura 3), estando localizadas no éxon 4 a maioria 

das sequências codificadoras das proteínas da κ-caseína (Asmarasari et al., 2021).  

 

Figura 3 - Estrutura do gene CSN3 no cromossomo bovino 6 

 
Fonte: Asmarasari et al. (2021). O gene CSN3 está presente no cromossomo bovino 6. A maioria das sequências 

codificadoras das proteínas da κ-caseína estão localizadas no éxon 4. 

 

Foram encontradas até agora cerca de 9 variantes do gene da κ-caseína, contudo, na 

natureza, as variantes alélicas A e B são as mais comuns e importantes nos rebanhos de 

bovinos leiteiros (Asmarasari et al., 2021; Deb et al., 2014). A variante alélica B é semelhante 

à variante alélica A, diferindo-se apenas em dois resíduos de aminoácidos (Quadro 1): na 

posição 136 das sequências o aminoácido treonina é substituído por isoleucina enquanto na 

posição 148 ao ácido aspártico é substituído por uma alanina (Pishchan; Sylychenko, 2021; 

Suprovich; Mokhnachova, 2017).  

 

Quadro 1 -  Diferença na sequência de aminoácidos entre as variantes alélicas A e B do gene 

CSN3. 

 

Fonte: Adaptado de Habib et al. (2001). A diferença entre as variantes A e a variante B,ocorre em dois resíduos 

de aminoácidos específicos:  nas posições 136 (treonina → isoleucina) e 148 (ácido aspártico → alanina). 

 

 

 Posição dos aminoácidos 

Variantes 135 136 148 155 

A Thr (T) Thr (T) Asp (D) Ser (S) 

B Thr (T) Ile (I) Ala (A) Ser (S) 
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A influência destes polimorfismos na composição do leite e nas suas propriedades 

físico-químicas (capacidade de emulsificação, de gelificação e de espumação), bem como a 

possibilidade de serem utilizados como marcadores moleculares para análise desses mesmos 

parâmetros já é bem documentada na literatura (Ceriotti et al., 2004; Azevedo et al., 2008; 

Volkandari; Indriawati; Margawati, 2017; Pishchan; Sylychenko, 2021).  A variante A está 

associada a aumento da produção em volume de leite em vacas leiteiras, enquanto a variante 

B está associada a produção de leite com maior teor de gordura e proteínas, bem como a 

características desejáveis à produção de queijos duros, como menor tempo de coagulação do 

leite e formação de coágulos mais firmes (Huiam; Eltahir; Hamza, 2018; Pishchan; 

Sylychenko, 2021).  

Segundo Fox et al (2017), o fator mais impactante no rendimento da produção de 

queijos é a composição do leite, mais especificamente nas concentrações de caseínas e 

gorduras. O leite produzido por vacas do genótipo BB do gene de k-caseína apresenta 

coagulação superior do coágulo e características de produção de queijo melhores do que o 

leite do genótipo AA. Isso se deve ao maior teor de caseínas na sua composição, 

especificamente de k-caseínas, bem como micelas menores e menor carga negativa.  

 

1.4 Marcadores moleculares 

 

Marcador molecular é todo fenótipo molecular oriundo de um gene expresso, ou de 

um segmento específico de DNA em regiões expressas ou não do genoma (Ferreira; 

Grattapaglia, 1998). Quando comparado aos outros tipos de marcadores genéticos, os 

marcadores moleculares apresentam uma série de vantagens que os configuram como um dos 

marcadores mais confiáveis disponíveis para determinação de características fenotípicas de 

interesse (Al-Samarai; Al-Karaz, 2015). Dentre as suas vantagens, tem-se o fato de não serem 

afetados por fatores ambientais e fisiológicos e a sua quantidade ilimitada disponível ao longo 

do genoma (Yang et al., 2013).  

Os marcadores moleculares são divididos em três grupos (Figura 4), dependendo do 

princípio em que são baseados: 1) baseados em hibridização, também conhecidos como de 

primeira geração, como Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), 2) baseados em 

PCR, também conhecidos como de segunda geração, como Random Amplified Polymorphic 

DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Simple Sequence Repeat 

(SSR) e 3) baseados em sequenciamento, também conhecidos como terceira geração, como 
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Single Nucleotide Polymorphism (SNP), Next Generation Sequencing (NGS) e Diversity 

Arrays Technology (DArt) (Grover; Sharma, 2016). 

O sistema de marcador genético baseado na hibridização é embasado no pareamento 

de bases complementares, utilizando fragmentos pequenos de DNA como sondas para revelar 

polimorfismos apenas nas sequências homólogas a essa sonda (Turchetto-Zolet et al., 2017). 

O principal exemplo desse sistema é a técnica RFLP, a qual consiste na clivagem do DNA por 

enzimas de restrição, gerando fragmentos de diversos tamanhos (Oliveira et al., 2021). Os 

fragmentos gerados são, então, separados por eletroforese com base no tamanho deles e, em 

seguida, são hibridizados com sondas específicas que permitem a detecção de polimorfismos 

por meio de autorradiografia. 

Com o advento da PCR, surgiram sistemas de marcadores moleculares mais sensíveis, 

específicos e rápidos, permitindo a amplificação de uma grande quantidade de uma sequência 

específica de DNA sem necessidade de clonagem, começando com poucas quantidade de 

material genético (Turchetto-Zolet et al., 2017).  A técnica de RAPD, um exemplo básico 

desse sistema de marcador molecular, consiste no uso de primers de sequência curta e 

aleatória para amplificação de diversas regiões do genoma de forma não específica. A 

diferença no padrão das bandas entre os indivíduos indicam os polimorfismos. 

Os marcadores moleculares baseados em sequenciamento, como os SNPs, consistem 

na leitura direta da sequência de DNA alvo para identificação de variações genéticas entre 

indivíduos (Grover; Sharma, 2016). Essa leitura direta é feita por técnicas de sequenciamento 

de DNA, como Sanger e NGS, as quais permitem a detecção de alterações tão pequenas 

quanto a mutação de um nucleotídeo, ou a deleção e inserção de bases na sequência de DNA. 

 

Figura 4 - Classificação de marcadores moleculares e exemplos. 
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Fonte: Adaptado de Grover; Sharma (2016). Na figura estão representados os 3 

grupos em que são divididos os marcadores moleculares baseados no seu método 

de detecção e alguns exemplos de cada. 

 

1.5 Genotipagem e seu uso para detecção de SNPs 

 

Genotipagem é o processo utilizado para detecção de características de interesse em 

organismos por meio da identificação de pequenas variações no DNA de indivíduos da 

mesma espécie. Para o estudo genético de rebanhos, a técnica pode ser utilizada não só para 

estratégias de manejo de saúde animal e diagnósticos de doenças, mas também para seleção 

genômica de animais com características de interesse econômico, como genótipos de 

κ-caseína que determinam a produção de maior volume de leite em rebanhos de bovinos 

leiteiros (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2021). 

Os marcadores do tipo SNP são caracterizados por mudanças de um nucleotídeo em 

uma dada sequência de DNA, podendo ter duas possibilidades de nucleotídeo em uma dada 

posição. Para que uma posição de base com alternativas de sequência no DNA seja 

considerada um SNP, é preciso que o alelo menos frequente tenha uma frequência de 1% ou 

maior (Vignal et al., 2002).   

Diversas pesquisas têm mostrado o impacto desses marcadores nas funções biológicas, 

podendo ser utilizados em variadas áreas do conhecimento, como estudos evolutivos, 

filogenéticos, ecológicos e no melhoramento genético de animais e plantas (Turchetto-Zolet et 

al., 2017). Em regiões de codificação, os SNPs podem ocasionar alterações na sequência das 

proteínas codificadas e, por conseguinte, na sua função desempenhada, levando a mudanças 

nos fenótipos (Kim; Misra, 2007). 

A genotipagem pode ser realizada utilizando técnicas e metodologias diversas, 

destacando-se aquelas baseadas em: 1) Hibridização, como a hibridização alelo específica e a 

hibridização de sondas de hidrólise; 2) Métodos de ligação de oligonucleotídeo baseado em 

PCR, como a PCR-RFLP, e 3) Métodos baseados em NGS, os quais permitem a análise 

paralela de milhares a milhões de loci simultaneamente (Turchetto-Zolet et al., 2017). 

 

1.5.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
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A técnica consiste na amplificação de regiões específicas de interesse do DNA por 

meio de uma reação enzimática, sendo capaz de produzir grande número de cópias de material 

genético a partir de concentrações pequenas (McDonald; Taylor; Linacre, 2024). 

Ela necessita de reagentes como trifosfatos de desoxirribonucleotídeos (dNTPs), 

enzima DNA polimerase termoestável, primers e tampão contendo magnésio e potássio 

(Lorenz, 2012).  

A PCR é constituída por 3 etapas consecutivas dentro de um ciclo (Figura 5): 1) a 

etapa de desnaturação, na qual o DNA é submetido a altas temperaturas para a separação das 

duplas fitas do DNA, 2) a etapa de anelamento, na qual os primers se anelam às suas regiões 

complementares das fitas separadas do DNA, e 3) a etapa de extensão, na qual a reação é 

submetida a temperatura ótima para atividade da polimerase, de modo a permiti-la sintetizar a 

nova molécula de DNA (Johnson, 1991). Essas 3 etapas se repetem diversas vezes durante o 

processo, duplicando a quantidade de material genético a cada ciclo. 

 

Figura 5 - Mecanismo de funcionamento da PCR. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 1: Início da reação com primers, dNTPs, tampão contendo magnésio e 

potássio e enzima DNA polimerase. 2: Etapa de desnaturação, necessária para separar as duplas fitas e 

facilitar o anelamento dos primers. 3: Etapa de anelamento, em que os primers se unem à região 

complementar específica do fragmento de DNA template. 4: Etapa de extensão, em que a enzima DNA 

polimerase sintetiza as novas fitas de DNA. 5: Representação dos ciclos posteriores ao primeiro, em que 

cada nova fita passa pelas mesmas etapas, amplificando o fragmento inicial de forma exponencial. 

​  

 



 
24 

Apesar de ser uma técnica valiosa para as pesquisas moleculares, a PCR apresenta 

algumas limitações: 1) devido a sua alta sensibilidade, a técnica é bastante suscetível a 

contaminações, de modo que mesmo pequenas concentrações de DNA contaminante pode 

gerar resultados enganosos ou ambíguos, sendo necessário uso de controles para confirmação 

da ausência de contaminação; 2) as enzimas DNA polimerase são propensas a erros durante a 

incorporação de nucleotídeos à sequência sendo sintetizada, embora a uma taxa muito baixa;, 

3) a técnica requer conhecimentos prévios sobre a sequência desejada, pois os primers são 

desenhados com base em informações pré-existentes sobre a sequência de interesse no estudo 

e 4) é suscetível a inibidores da reação, como reagentes residuais da extração de DNA, e a 

excesso de DNA, uma vez que grandes quantidade de DNA template sequestram o Mg2+, 

cofator da DNA polimerase, possivelmente comprometendo os resultados obtidos ao final do 

processo (Garibyan; Avashia, 2013). 

Em certos protocolos de genotipagem para identificação de variantes genéticas, como 

a PCR-RFLP, a PCR configura-se como um dos primeiros passos de uma cadeia de processos, 

tendo a função de amplificar a sequência de interesse de modo a garantir quantidade 

suficientes de material genético (Crossley et al., 2020).. 

 

1.5.2 Sequenciamento de Sanger 

 

O sequenciamento de Sanger é uma técnica de sequenciamento de DNA amplamente 

utilizada devido a sua precisão, sendo usada em sequenciamento de fragmentos de DNA, em 

diagnósticos clínicos e em validação de variantes genéticas (Valencia et al., 2013), sendo 

considerada padrão ouro para determinação de sequências de DNA, sejam elas de ocorrência 

natural ou produzidas sinteticamente (Crossley et al., 2020). 

A técnica baseia-se num processo de replicação do DNA com a adição de nucleotídeos 

especiais chamados de didesoxinucleotídeos (ddNTPS), os quais são nucleotídeos 

modificados que possuem um hidrogênio (-H) no carbono 3’ em vez da hidroxila (-OH) 

presente em nucleotídeos normais (Figura 6) (Sanger Sequencing and Next-Generation 

Sequencing: Detailed Procedures and Applications, 2024). Quando esses nucleotídeos são 

adicionados à cadeia de DNA sendo sintetizada, a síntese é interrompida, impedida pela 

ausência da hidroxila a qual é ligada o próximo nucleotídeo. Dessa forma, são gerados 

fragmentos de diversos tamanhos, permitindo assim a identificação da posição exata de cada 

nucleotídeo da sequência (Valencia et al., 2013). Após a síntese dos fragmentos, é necessário 

separá-los baseados no seu tamanho para que seja feita a leitura da sequência. Para isso, um 
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método muito utilizado é a eletroforese capilar, a qual permite que os fragmentos migrem do 

capilar em ordem crescente de tamanho, passando, posteriormente, por um detector de 

fluorescência. O equipamento sequenciador de DNA, então, registra os dados coletados pelo 

detector e gera um eletroferograma, um gráfico que mostra picos fluorescentes 

correspondentes a cada nucleotídeo (Crossley et al., 2020). 

 

Figura 6 - Procedimento detalhado do sequenciamento de Sanger. 

 
Fonte: Adaptado de PREACHBIO (2024). 1) Anelamento dos primers na sequência do DNA template e 

extensão da sequência pela polimerase; 2) Ligação dos ddNTPs à fita molde, interrompendo a síntese pela 

polimerase e gerando fragmentos de diversos tamanhos; 3) Alguns ddNTPs possuem marcadores que 

geram fluorescência; 4) os fragmentos são separados baseados no seus tamanhos por meio de eletroforese 

capilar; 5) O equipamento de análise escaneia a eletroforese capilar e detecta os sinais de fluorescência, 

gerando um eletroferograma da sequência analisada. 

 

​O sequenciamento de Sanger, apesar de ser o padrão ouro para determinação de 

sequências de DNA devido a sua alta confiabilidade e precisão, apresenta algumas 

desvantagens com relação a outros métodos de identificação de polimorfismos: 1) o alto custo 

para grandes volumes de amostra, quando comparado a outros métodos de sequenciamento, 

como NGS; 2) a limitação quanto ao tamanho dos fragmentos, podendo sequenciar com 

qualidade até um máximo de 900 pb, e 3) seu baixo paralelismo, não sendo capaz de 

sequenciar muitos fragmentos simultaneamente, como o NGS (Shaffer, 2023). 
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1.5.3 PCR quantitativa (qPCR) em tempo real  

 

Com o advento de um método de monitoramento do processo de PCR no decorrer dos 

ciclos, desenvolvido inicialmente em 1993 por Higuchi et al (1993), tornou-se possível 

acompanhar a amplificação dos fragmentos de DNA em tempo real por meio de 

fluorescência, descartando a necessidade de etapas de detecção após a técnica, como 

eletroforese ou hibridização por Southern blot, diminuindo as chances de contaminação por 

manipulação das amostras durante essas etapas (Nascimento; Suarez; Pinhal, 2015).  

A detecção em tempo real da qPCR pode ser feita por dois métodos de fluorescência 

distintos, cada um com suas peculiaridades, vantagens e desvantagens. O primeiro deles 

baseia-se no uso de moléculas intercalantes fluorescentes (Figura 7), como o SYBR Green, os 

quais são moléculas capazes de se ligar em regiões da dupla fita de DNA e emitem 

fluorescência quando excitados em comprimentos de onda específicos (Kubista et al,. 2006). 

Quanto mais amplicons formados ao longo dos ciclos de amplificação, maior o sinal de 

fluorescência emitido pela reação, até que ultrapasse um nível de fluorescência, o threshold, 

acima do ruído de fundo. Suas vantagens consistem no menor custo do método de detecção e 

na sua simplicidade. Apesar de sua praticidade, o método não é específico, uma vez que o 

corante se liga a qualquer DNA de fita dupla, podendo se ligar à dímeros de primers e 

produtos não-específicos (Sergeevich et al,. 2024).  

 

Figura 7 - Mecanismos de fluorescência de corantes intercalantes. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Na etapa de desnaturação (2), aumenta-se a temperatura até que ocorra a 

separação das fitas do DNA, liberando o fluoróforo no meio em seu estado inibido. Após o anelamento 

dos primers (3), a enzima polimerase se liga à sequência e inicia a etapa de polimerização do fragmento 

de interesse (4), e, durante esse processo, os fluoróforos se ligam de forma intercalada à dupla fita 
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formada, passando a exibir estado de excitação (5). Conforme ocorrem mais ciclos, a quantidade de 

DNA de dupla fita com fluoróforos intercalados aumenta, ocasionando um aumento do sinal de 

fluorescência, o qual será captado pelo equipamento (6). 

 

O segundo método de detecção baseia-se no uso de sondas de hidrólise, como as 

sondas TaqMan (Figura 8). Estas consistem em pequenas sequências de DNA sintéticas 

desenhadas para anelar a uma região específica do DNA alvo (Kubista et al., 2006). Elas são 

formadas por duas partes importantes ligadas em extremidades opostas do oligonucleotídeo: o 

fluoróforo (repórter), o qual é responsável pela emissão da fluorescência que é captada pelo 

software acoplado ao equipamento, e o quencher (em português, extintor), o qual tem o papel 

de inibir a fluorescência do repórter enquanto estiverem ligados pelo oligonucleotídeo. Esse 

método tem a vantagem de ser mais específico, pois as sondas de hidrólise são desenhadas 

para anelar especificamente a uma região do DNA alvo, minimizando a detecção de produtos 

inespecíficos e garantindo maior confiabilidade nos resultados, sendo, contudo o custo de 

desenvolvimento das sondas relativamente elevado (Sergeevich et al., 2024).  

 

Figura 8 - Mecanismo de fluorescência de sondas de hidrólise. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 1) Esquema de sonda de hidrólise TaqMan, composta de fluoróforo, ou repórter, 

na extremidade 5’ e quencher na extremidade 3’. 2) A degradação da sonda pela polimerase durante a etapa 

de extensão libera o fluoróforo, emitindo sinal de fluorescência que será captado pelo detector. 

 

​O método de detecção da qPCR por meio de sondas de hidrólise também se configura 

como uma opção para genotipagem de sequências de interesse por meio do uso da plataforma 

TaqMan® (Applied Biosystems), a qual utiliza a amplificação da reação em cadeia da 

polimerase e a discriminação alélica para gerar dados de genotipagem (Schleinitz et al., 

2011).  
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O seu princípio de funcionamento baseia-se no uso de um par de sondas com dois 

corantes fluorescentes distintos, como, por exemplo, duas sondas TaqMan® que têm como 

alvo um local de SNP (Applied Biosystsems, 2010). Uma das sondas com corantes 

fluorescentes específicos, por exemplo VIC®, anela-se perfeitamente com o SNP do alelo A 

enquanto a outra sonda com corante fluorescente distinto do primeiro, por exemplo FAM™, 

anela-se perfeitamente com o SNP do alelo B (Figura 9). Caso a sonda não seja perfeitamente 

complementar à região da SNP, o anelamento da sonda será imperfeito e de baixa frequência, 

gerando assim menores níveis de fluorescência quando comparado à sonda que se anelou com 

perfeição.   

 

Figura 9 - Representação do funcionamento do anelamento das sondas com diferentes 

fluoróforos aos alelos A e B. 

 
Fonte: Adaptado de Applied Biosystems (2010). No alelo A, a sonda marcada com o fluoróforo VIC® anela-se 

perfeitamente na região do SNP, formando um match, enquanto a sonda marcada com o fluoróforo FAM™ não 

se anela ou anela de forma imperfeita, ocorrendo mismatch. No alelo B ocorre o contrário, ocorrendo match para 

a sonda com fluoróforo FAM™ e mismatch para a sonda com fluoróforo VIC®.  

 

A genotipagem pelo método de qPCR pelo uso de sondas de hidrólise é feita pela 

medida dos níveis de fluorescência de cada fluoróforo realizada pelo software do 

termociclador (Quadro 2). É a discrepância entre os níveis de fluorescência de cada corante 

que será analisada pelo software do equipamento de qPCR para que seja feita a genotipagem. 

O software registra os níveis de emissão de fluorescência de cada fluorófor e gera um gráfico 

de discriminação alélica, também conhecido como gráfico de dispersão, em que cada eixo 

representa um corante fluorescente. Cada poço com amostra é registrado como um ponto 

individual no gráfico, agrupando-os em clusters, ou conjuntos, dependendo do genótipo 

atribuído (heterozigoto ou homozigoto para o alelo A ou para o alelo B) pelo software 

(APPLIED BIOSYSTEMS, 2010). 
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Quadro 2 - Exemplo da correlação entre os sinais de fluorescência e as sequências em uma 

amostra qualquer. 

Um aumento substancial de… Indica… 

Apenas corante VIC® Homozigose para o alelo A 

Apenas corante FAM™ Homozigose para o alelo B 

Ambos os sinais de fluorescência Heterozigose para o alelo A e alelo B 
Fonte: Adaptado de Applied Biosystems (2010). Correlação utilizada pelo programa de genotipagem para 

discriminação alélica das amostras. 

 

1.5.4 Abordagens atuais para genotipagem em rebanhos leiteiros. 

 

Com o crescente conhecimento das características genéticas de animais de produção, 

como os bovinos leiteiros, têm surgido um interesse no desenvolvimento de métodos e 

técnicas que permitam manejar os rebanhos buscando agregar valor à cadeia produtiva do 

leite, por meio de mapeamento e melhoramento dos caracteres genéticos dos rebanhos (Silva; 

Demuner, 2024).  

​Atualmente são utilizadas diversas técnicas para analisar marcadores de produtividade, 

como o gene da κ-caseína, em rebanhos de bovinos leiteiros. Para esses marcadores, há testes 

imunológicos, como os baseados em ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), que 

permitem a inferência de genes a partir da análise da detecção de proteínas relacionadas a 

esses marcadores, como o Bovine Casein Kappa ELISA Kit (Antibodies.com). No caso da 

κ-caseína, por exemplo, esse teste permite inferir indiretamente o genótipo por meio de testes 

da concentração de κ-caseína na amostra de leite analisado, uma vez que, segundo Fox et al. 

(2017), as variantes B do gene de κ-caseína estão associados a maiores teores de κ-caseína na 

composição do leite. Contudo, essas técnicas não permitem distinguir entre animais 

homozigotos e heterozigotos, uma vez que não analisam os genes em si. Outra limitação dos 

testes baseados em imunoensaios é que somente fêmeas que estão em processo de produção 

leiteira podem ser analisadas, uma vez que o método detecta biomarcadores específicos no 

leite e os machos não produzem leite. 

A seleção genética de machos na bovinocultura leiteira, nesse contexto, é 

especialmente impactante, principalmente devido ao seu potencial de multiplicação genética. 

Enquanto uma fêmea pode produzir, em média, um bezerro por ano, um único touro, por meio 
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da inseminação artificial, pode gerar milhares de descendentes anualmente, influenciando 

significativamente o progresso genético do rebanho. O investimento na seleção de machos é 

estratégico e importante, uma vez que eles possuem impacto significativo em um grande 

número de fêmeas ao mesmo tempo, tornando-o uma ferramenta essencial para a eficiência e 

sustentabilidade da bovinocultura leiteira. A seleção de touros com alto valor genético pode 

resultar em ganhos superiores em características como produção de leite, composição do leite 

e saúde do rebanho, em comparação com a seleção de fêmeas (Pryce et al., 2017; Brito et al., 

2020), além de aumentar em até 50% a taxa de progresso genético quando comparada aos 

métodos tradicionais (García-Ruiz et al., 2016). 

​Nesse contexto, os testes moleculares, como a qPCR, configuram-se como uma opção 

mais viável para a análise e estudo de caracteres polimórficos relacionados a produtividade, 

uma vez que, por terem os genes como objeto direto da análise não apresentam influência do 

ambiente e podem ser detectados independente de sexo e estágio de desenvolvimento dos 

animais (Faleiro, 2007).  

Apesar disso, o mercado de testes moleculares para o gene de κ-caseína no Ceará 

ainda não é bastante explorado, criando assim uma oportunidade para o desenvolvimento de 

novas ideias e tecnologias que permitam aos produtores explorarem melhor o potencial 

genético do seu rebanho e gerar produtos de qualidade. 

Dessa forma, neste trabalho propôs-se o desenvolvimento de um teste de genotipagem 

por qPCR para os polimorfismos do gene da κ-caseína. Dessa forma, busca-se melhorar o 

manejo genético dos animais no rebanho cearense, oferecendo uma nova ferramenta robusta e 

precisa aos Zootecnistas e Médicos Veterinários locais.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver um teste de genotipagem dos polimorfismos do gene da kappa-caseína 

através de qPCR em rebanhos leiteiros cearenses. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

●​ Desenhar primers e sondas de hidrólise específicas para o gene CSN3; 

●​ Padronizar a reação da genotipagem por qPCR; 

●​ Clonar o produto de PCR em vetor de clonagem apropriado; 

●​ Sequenciar os clonados para obter controles positivos para as variantes A e B do gene 

da κ-caseína. 
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3 MATERIAIS E METODOLOGIA 

 

3. 1 Materiais 

 

3.1.1 Reagentes 

 

●​ Primers e sondas de hidrólise TaqMan para amplificação de fragmento do gene de 

κ-caseína de propriedade da empresa TaqMol Diagnósticos; 

●​ Primers universais M13; 

●​ DreamTaq™ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher); 

●​ GoTaq® qPCR Master Mix 2X (Promega); 

●​ qPCR ProbesMaster 2X (Cellco); 

●​ BenchTop 100 pb DNA ladder (Promega); 

●​ pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega);  

●​ IPTG 100 mM; 

●​ X-gal 120 mM; 

●​ Carbenicilina 100 mM 

 

3.1.2 Kits de extração 

 

●​ Blood-Animal-Plant DNA Preparation Kit (Cellco); 

●​ QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN); 

●​ QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN). 

 

3.1.3 Organismos utilizados 

 

Células quimiocompetentes de Escherichia coli DH5-α preparadas seguindo as 

instruções de Green e Sambrook (2012). 

 

3.2 Obtenção das amostras de sangue total bovino 

 

As amostras de sangue total bovino, de animais sabidamente saudáveis, utilizadas nos 

experimentos foram cedidas pela empresa TaqMol Diagnósticos. 
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3.3 Extração de gDNA 

​  

As extrações foram realizadas nas dependências do Laboratório de Biotecnologia 

Molecular (LabBMol) que possui CQB mantido pela CTNBio,  utilizado o Blood 

Animal-Plant DNA Preparation Kit (Cellco), seguindo as instruções do fabricante. Primeiro, 

as amostras de sangue foram submetidas à tampão de lise para rompimento da membrana das 

hemácias. Em seguida, adicionou-se tampão de lise para rompimento das membranas dos 

leucócitos e liberação do DNA, simultaneamente ,adicionou-se proteinase K para degradação 

de proteínas estruturais e histonas que estão associados ao DNA genômico. Logo após, 

procedeu-se a adição de RNAse A para degradação do RNA presente na amostra. Por fim, o 

DNA foi lavado em coluna de purificação fornecida pelo fabricante e eluido com tampão de 

eluição também fornecido pelo fabricante. 

 

3.4 Desenho dos primers e sondas de hidrólise  

 

O desenho dos primers e das sondas de hidrólise utilizados nos experimentos foram 

feitos por meio de ferramentas especializadas, como Primer3Plus e PrimerQuest™, os quais 

forneceram os oligonucleotídeos específicos para o gene CSN3 de ID: 281728, obtida no 

banco de dados GenBank, codificante do gene da κ-caseína bovina.  

Parâmetros, como temperatura de melting, composição GC, quantidade de pares de 

bases, formação de dímeros (homo e heterodímeros), bem como a formação de estruturas 

secundárias chamadas de hairpins foram analisados no desenho dos primers e sondas para 

que se tenha um melhor aproveitamento nas etapas de padronização subsequentes.  

Os primers e sondas de hidrólise utilizados neste estudo são de propriedade da 

empresa TaqMol Diagnósticos e suas sequências são de confidencialidade da empresa. 

 

3.5 PCR para teste dos primers e sondas de hidrólise 

 

Foram realizadas no equipamento QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems). Para o teste do par de primers desenhados, fez-se as reações com duplicatas 

conforme o Quadro 3: 
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Quadro 3 - Relação de reagentes, suas concentrações e volumes adicionados à 

reação. 

Reagente Concentração final Volume (µL) 

Primer forward  200 nM 0,4 

Primer reverse  200 nM 0,4 

GoTaq® qPCR Master 
Mix 2X (Promega) 1X 10 

gDNA bovino ≅ 20 ng/µL 1 

Água ultrapura - q.s.p. 20 
Fonte: Elaborado pelo autor. No quadro, a lista de reagentes utilizados, as suas concentrações 

finais na reação e o volume utilizado em µL. 

 

 As condições de ciclagem do equipamento para 40 ciclos foram as seguintes: 

desnaturação inicial de 95 °C por 2 minutos, seguida de 95°C por 15 segundos, anelamento e 

extensão a 60° C por 1 minuto. Após o término dos 40 ciclos, houve uma etapa de dissociação 

das fitas duplas (melt curve): 95ºC por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95 °C por 1 

segundo. Essa etapa permite a análise da especificidade dos produtos amplificados, 

possibilitando a detecção de amplificação de dímeros de primers ou outros produtos 

indesejados. Como controle negativo, usou-se duplicata de uma reação com adição de 1 µL de 

água ultrapura em substituição ao gDNA.  

​Para o teste das sondas de hidrólise, fez-se a seguinte reação com duplicatas conforme 

o Quadro 4: 

 

Quadro 4 - Reagentes, suas concentrações finais e volumes adicionados à reação. 

Reagente Concentração final Volume (µL) 

Primer forward  150 nM 0,3 

Primer reverse  150 nM 0,3 

Sonda de hidrólise K1 400 nM 0,08 

Sonda de hidrólise K2 400 nM 0,8 

Corante ROX 50 nM 0,04 
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qPCR ProbesMaster 2X 

(Cellco) 1X 10 

gDNA bovino ≅ 20 ng/µL 1 

Água ultrapura - q.s.p. 20  
Fonte: Elaborado pelo autor. No quadro, a lista de reagentes utilizados, as suas concentrações finais na reação e o 

volume utilizado em µL. 

 

O corante ROX é um corante fluorescente inerte com um nível de fluorescência que 

não se altera durante todo o processo de PCR, não sendo afetado pela amplificação do produto 

de PCR. Contudo, ele é afetado por qualquer outro fator que altere as leituras de fluorescência 

do equipamento, como a presença de bolhas na reação, erros de pipetagem, entre outros. Ele é 

usado como uma referência passiva que permite a normalização fluorescente para dados de 

qPCR, fornecendo uma maneira de contabilizar variações potenciais que distorceram as 

leituras de amplificação (Thermo Fisher, 2021). 

As condições de ciclagem do equipamento para 40 ciclos foram as seguintes: 

desnaturação inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida de 95°C por 15 segundos, anelamento e 

extensão a 60 °C por 1 minuto. Após o término dos 40 ciclos, houve uma etapa de pós-leitura 

a 60 °C por 30 segundos, para análise dos dados de fluorescência coletados pelo equipamento. 

Como controle negativo, usou-se duplicata de uma reação com adição de 1 µL de água 

ultrapura em substituição ao gDNA.  

​A análise dos dados gerados foi feita por software Design & Analysis versão 2.8.0 

(Applied Biosystems). 

 

3.6 PCR para amplificação do fragmento de κ-caseína 

 

A PCR foi realizada no equipamento Mastercycler Eppendorf®. A reação foi feita em 

duplicatas, com volume final de 50 µL, conforme o Quadro 5: 

 

Quadro 5 - Reagentes, concentrações finais e volumes adicionados à reação. 

Reagente Concentração final Volume (µL) 

Primer forward  200 nM 1 

Primer reverse  200 nM 1 

 



 
36 

DreamTaq™ Green PCR 

Master Mix 2X (Thermo 

Fisher) 
1X 10 

gDNA bovino ≅ 20 ng/µL 2 

Água ultrapura - q.s.p. 50 
Fonte: Elaborado pelo autor. No quadro, a lista de reagentes utilizados, as suas concentrações finais na reação e o 

volume utilizado em µL. 

 

A reação foi feita com uma desnaturação inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 34 

ciclos de PCR sob as seguintes condições: desnaturação a 95ºC por 30 segundos, anelamento 

a 60 °C por 30 segundos, extensão a 72 °C por 30 segundos e extensão final a 72 °C por 10 

minutos. Em seguida, os 50 µL do produto de PCR foram analisados em corrida eletroforética 

em gel de agarose 2% em tampão TAE, utilizando-se marcador de peso molecular BenchTop 

100 pb DNA Ladder (Promega), a fim de confirmar a amplificação do DNA observando-se o 

padrão de banda formada. Após análise do gel de eletroforese, excisou-se as bandas com 

bisturi para posterior purificação do produto de PCR. 

 

3.7 Purificação do produto de PCR 

 

Para purificação do DNA do produto de PCR, utilizou-se o QIAquick® Gel Extraction 

Kit (QIAGEN) seguindo as instruções do fabricante. O DNA extraído foi eluído em água 

ultrapura aquecida a 60 °C. Após a extração, foi feita uma corrida eletroforética em gel de 

agarose 2% em tampão TAE utilizando marcador de peso molecular BenchTop 100 pb DNA 

Ladder (Promega) para análise do padrão de bandas e confirmação da purificação do produto 

de PCR.  

 

3.8 Clonagem do produto de PCR purificado 

 

3.8.1 Ligação do produto de PCR purificado ao vetor pGEM 

 

Utilizou-se o pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) para ligar o DNA a um vetor 

de clonagem. Adaptou-se as instruções do fabricante da seguinte forma: para a reação de 10 

µL de ligação usou-se 1 µL de T4 DNA Ligase, 0,5 µL de pGEM®-T Vector, 5 µL de 2X 
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Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase, 0,5 µL de água ultrapura e 3 µL de DNA do produto 

de PCR purificado. Após a mistura dos componentes, incubou-se a reação à temperatura 

ambiente por 1 hora. Em seguida, armazenou-se a reação em geladeira a 4 °C overnight. 

A enzima polimerase presente no mastermix utilizado para amplificação do fragmento 

adiciona uma adenina (A) nas extremidades 3’ do DNA amplificado, o que permite que o 

vetor, o qual é fabricado com extremidades timina (T) coesivas, ligue-se de forma eficiente ao 

produto de PCR, impedindo a recircularização do vetor (pGEM®-T and pGEM®-T Easy 

Vector Systems Technical Handbook, 2025).  

O vetor além de possuir gene de resistência a ampicilina, permitindo a seleção de 

colônias transformadas, também contém uma região lacZ, que codifica uma subunidade da 

enzima β-galactosidase. Caso o vetor seja religado sem o inserto, a β-galactosidase será 

expressa pelas células, formando colônias de cor azul quando cultivadas em meios contendo 

IPTG e X-Gal. Se o inserto for clonado com sucesso, ele interrompe o gene lacZ, resultando 

em colônias brancas, indicando a presença do DNA de interesse (pGEM®-T and pGEM®-T 

Easy Vector Systems Technical Handbook, 2025). 

 

3.8.2 Transformação genética 

 

Para a transformação genética, utilizaram-se células quimiocompetentes de 

Escherichia coli DH5-ɑ para transformação. Primeiramente, fez-se uma reação de volume 

100 µL: 10 µL de MgCl2 0,1 M, 5 µL CaCl2 0,1 M, 30 µL de água ultrapura, 50 µL de células 

quimiocompetentes E. coli DH5-ɑ e 5 µL de DNA ligado ao pGEM. Depois incubou-se a 

reação em gelo por 30 minutos, logo em seguida aqueceu-se a reação a 42°C em banho seco 

por 2 minutos para o choque térmico, por fim incubou-se novamente em gelo por 1 minuto. 

Após as incubações, adicionou-se 900 µL de meio Luria-Bertani (LB), preparado segundo 

Miller (1972), ao tubo de reação e submeteu-se o tubo a agitação por 1 hora, a 37 °C e 180 

rotações por minuto (RPM) para regeneração das células. Posterior à regeneração, 

centrifugou-se o tubo a 14500 RPM por 1 minuto, descartando o sobrenadante e 

ressuspendendo as células em 100 µL de meio LB. Em seguida, plaqueou-se os 100 µL do 

tubo em meio LB com ágar, adicionado de carbenicilina 100 mM, IPTG 100 mM e X-gal 120 

mM por meio do uso de esferas de vidro, beads, até espalhar todo o líquido pela placa. Por 

fim incubou-se as placas em estufa a 37 °C overnight. 
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3.8.3 PCR das colônias transformadas 

 

Fez-se PCR de 7 colônias transformadas de E. coli DH5-ɑ para averiguar o resultado 

da transformação. A reação de 25 µL foi feita da seguinte forma: 0,5 µL de cada primer M13, 

11,5 µL de água ultrapura e 12,5 µL de DreamTaq™ Green PCR Master Mix (Thermo 

Fisher). Com a ponta de ponteiras de 10 µL, coletou-se as colônias selecionadas e usou-as 

para amplificação de DNA. Os parâmetros de termociclagem para 35 ciclos foram os 

seguintes: desnaturação inicial a 95 °C por 5 minutos, desnaturação a 95 °C por 30 segundos, 

anelamento a 50 °C por 30 segundos, extensão a 72 °C por 30 segundos e extensão final a 72 

°C por 5 minutos. Em seguida, 10 µL dos produtos de PCR das colônias foi analisado em 

corrida eletroforética em gel de agarose 2%, utilizando-se marcador de peso molecular 

BenchTop 100 pb DNA Ladder (Promega), a fim de confirmar a correta amplificação do DNA 

por meio da observação das bandas formadas. 

 

3.8.4 Pré-inóculo das colônias transformadas 

 

Selecionou-se 3 colônias brancas para preparo de pré-inóculos. Cultivou-se as 3 

colônias selecionadas da placa de petri em tubos de centrifugação 15 mL contendo 5 mL de 

meio LB líquido adicionado de carbenicilina, e incubadas a 37°C sob agitação a 180 RPM, 

overnight. 

 

3.8.5 Miniprep das colônias transformadas 

 

​Foi feita a extração do DNA do pré-inóculo foi feita por meio da utilização do 

QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), seguindo as instruções do fabricante. O DNA foi 

eluído em 50 µL água ultrapura a 60°C. 

 

3.8.6 Sequenciamento de Sanger 

 

​Para o sequenciamento das amostras de DNA das colônias transformadas extraídas, 

fez-se parceria com a Fundação Oswaldo Cruz - CE (Fiocruz) para a realização de 

sequenciamento de Sanger. 
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3.9 Testes de genotipagem com controle positivo da variante A 

 

​Após a obtenção do controle positivo, foram feitas novas corridas de qPCR para testar 

a genotipagem de amostras de gDNA bovino. Para essas corridas, fez-se a seguinte reação 

com duplicatas para 10 amostras de bovinos, com volume final de 20 µL: 0,3 µL de cada 

primer a 10 mM, 0,08 µL de cada sonda de hidrólise, 8,2 µL de água ultrapura, 0,04 µL de 

corante ROX, 10 µL de qPCR ProbesMaster (Cellco) e 1 µL de gDNA bovino. As condições 

de ciclagem do equipamento para 40 ciclos foram as seguintes: desnaturação inicial a 95 °C 

por 2 minutos, seguida de 95 °C por 15 segundos, anelamento e extensão a 60 °C por 1 

minuto. Após o término dos 40 ciclos, houve uma etapa de pós-leitura a 60 °C por 30 

segundos para análise dos dados de fluorescência pelo equipamento. 

A análise dos dados gerados foi feita por software Design & Analysis versão 2.8.0 

(Applied Biosystems). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 PCRs para teste dos primers e sondas de hidrólise 

 

A Figura 10 mostra um gráfico de amplificação gerado pelo software Design & 

Analysis v. 2.8.0 após a corrida. De acordo com a Figura 10,  gráfico de amplificação é 

composto pelos seguintes elementos: (1) Eixo Y: representa a fluorescência registrada, que 

reflete a quantidade de DNA amplificado na reação; (2) Eixo X: representa os ciclos da reação 

de PCR; (3) Threshold: representa um nível de fluorescência acima do ruído de fundo; (4) Cq 

(quantification cycle): representa o ciclo no qual a fluorescência gerado pelo produto 

amplificado atinge ou excede o threshold e (5) NTC (no template control): reação que contém 

todos os componentes de qPCR sem a adição de DNA molde. 

Os primers desenhados foram capazes de amplificar o fragmento de κ–caseína 

desejado. As duplicatas de NTC não mostram amplificação, aparentando não haver sinais de 

contaminação.  

 

Figura 10 - Amplification plot da corrida de teste do par de primers. 
 

 

Fonte: Design & Analysis v2.8.0 (Applied Biosystems). Gráfico de amplificação da amostra 1 

para teste dos primers. Nota-se a amplificação do fragmento de κ-caseína. (1) Eixo Y, mede o 

nível de fluorescência a cada ciclo. (2) Eixo X, mostra o número de ciclos. (3) Threshold, etapa 
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exponencial da amplificação. (4) Cq, ciclo em que o gráfico intercepta o threshold. (5) NTC, 

reação com todos os componentes de qPCR exceto o DNA molde . 

 

Após a mesma corrida, foi gerado também uma curva de melting (temperatura na qual 

50% das moléculas de DNA encontram-se desnaturadas) (Figura 11). observa-se a presença 

de apenas um pico acentuado na amostra 1 de gDNA bovino testada, indicando a formação de 

amplicon único formado durante a corrida em temperatura de 81,2 ºC condizente com a 

esperada para o amplicon de κ–caseína gerado pelos primers desenhados, confirmando a 

especificidade da amplificação. A ausência de picos no NTC (no template control) indica que 

não houve contaminação ou amplificação inespecífica nas reações. 

  

Figura 11 - Gráfico da curva de melt dos amplicons gerados na corrida de teste 

dos primers. 

 

Fonte: Design & Analysis v2.8.0 (Applied Biosystems).  Gráfico da curva de melting do fragmento 

amplificado. A Tm de melting observada foi de 81,2°C. Nota-se a presença de um único pico 

definido. A amostra 1 é gDNA extraído de sangue total de bovino. 
 

As Figuras 12 e 13 mostram as curvas de amplificação da corrida de teste das sondas 

de hidrólise KA2 e KB2 desenhadas, geradas pelo software Design & Analysis v. 2.8.0 após a 

corrida. Todas as amostras, com exceção do NTC, apresentaram amplificação acima da linha 

de threshold, implicando num correto anelamento de ambas as sondas aos fragmentos 

específicos de cada uma.  
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Figura 12 - Gráfico de amplificação da sonda de hidrólise para o alelo 

A para as amostras 1, 2 e 3. 

 
Fonte: Design & Analysis v2.8.0 (Applied Biosystems). Nota-se a amplificação da 

sonda KA2 em todas as amostras testadas. 

 

Figura 13 - Gráfico de amplificação da sonda de hidrólise para o alelo 

B para as amostras 1, 2 e 3. 

 

Fonte: Design & Analysis v. 2.8.0. Nota-se a amplificação da sonda KB2 para todas as 

amostras testadas. 
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O software Design & Analysis também gerou ao final da mesma corrida uma curva de 

discriminação alélica das amostras (Figura 14). O programa não foi capaz de determinar um 

resultado (call) com a confiabilidade necessária, atribuindo undetermined (indeterminado, em 

português) como resultado (Quadro 6). Isso se deve ao fato de o nível de confidence, um 

parâmetro de qualidade do programa Design & Analysis (Applied Biosystems) que expressa a 

probabilidade de um call de genotipagem atribuída a cada poço do equipamento, ter dado um 

valor abaixo do padrão estabelecido pelo programa (THERMO FISHER, 2023).  

 

Figura 14 - Allelic discrimination plot da corrida de teste das sondas de hidrólise. 

 

Fonte: Design & Analysis v2.8.0 (Applied Biosystems). Na figura, observa-se o agrupamento das 

amostras feito pelo software com base no genótipo atribuído por ele a cada uma. A falta de 

controles positivos para as duas variantes faz com que o programa não tenha informações 

suficientes para gerar uma call confiável para as amostras. Como não há controles que ele possa 

usar de padrão, o software agrupa todas as amostras próximas umas das outras em um mesmo 

cluster. 

 

 

Quadro 6 - Correlação das amostras com o nível de confidence e a call designada 

pelo software. 
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Fonte: Design & Analysis v2.8.0 (Applied Biosystems). Imagem dos parâmetros de qualidade da 

qPCR de genotipagem, o valor de confidence < 95% calculado pelo programa impossibilita ser 

atribuído um genótipo às amostras testadas.  

 

Com o intuito de aumentar o valor desse parâmetro durante as corridas e, dessa forma, 

melhorar a discriminação alélica feita pelo programa, propôs-se clonar o produto de PCR de 

uma das amostras e sequenciá-lo para obtenção de controle positivo para uma das variantes. 

 

4.2 PCR para amplificação do fragmento de κ-caseína 

 

A Figura 15 mostra o gel de eletroforese após a corrida com amostra 2 de gDNA 

bovino. Nele, vê-se que o fragmento amplificado contém entre 100-200 pb, tamanho previsto 

para amplificação pelos primers desenhos, o qual é de aproximadamente 125 pb. Após 

confirmação da amplificação do fragmento de κ–caseína, excisou-se as bandas de DNA do gel 

para que pudessem ser purificadas por meio do kit QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN), 

seguindo suas instruções. 
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Figura 15 - Análise da corrida eletroforética em gel de agarose 2% 

para validação da amplificação correta do gene de kappa-caseína. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 1): Marcador de peso molecular BenchTop 100 pb 

DNA ladder (Promega); 2): NTC; 3): Amplicon de κ-caseína da amostra 2. 

 

4.3 Purificação do produto de PCR 

 

A Figura 16 mostra o gel de eletroforese do produto de PCR purificado. O tamanho 

das bandas aparenta conter entre 100-200 pb, estando no intervalo de tamanho previsto de 

aproximadamente 125 pb. Apesar de ser possível observar duas bandas de DNA, foi aplicado 

nos poços a mesma amostra, pois para a purificação do produto de PCR foi necessário excisar 

a banda em duas bandas de tamanho menores, seguindo as orientações do kit QIAquick® Gel 

Extraction Kit (QIAGEN). 
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Figura 16 - Análise da corrida eletroforética de gel de agarose 2% 

para validação da integridade do DNA purificado. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 1: Marcador de peso molecular  BenchTop 100 pb 

DNA ladder (Promega). 2.1 e 2.2: Produto de PCR purificado da amostra 2. Há 

duas bandas, pois, a banda de gel utilizada para extração foi excisada em duas 

conforme orientações do kit de purificação utilizado. 

 

4.4 Clonagem do produto de PCR purificado 

 

4.4.1 Ligação do produto de PCR purificado ao vetor pGEM 

 

Após a verificação do sucesso da purificação do produto de PCR, decidiu-se ligar a 

amostra a um vetor de clonagem pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) para que fosse 

feita a clonagem do produto de PCR purificado. A enzima polimerase presente no mastermix 

utilizado para amplificação do fragmento adiciona uma adenina (A) nas extremidades 3’ do 

DNA amplificado, o que permite que o vetor, o qual é fabricado com extremidades timina (T) 
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coesivas, ligue-se de forma eficiente ao produto de PCR, impedindo a recircularização do 

vetor (pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems Technical Handbook, 2025).  

O vetor além de possuir gene de resistência a ampicilina, permitindo a seleção de 

colônias transformadas, também contém uma região lacZ, que codifica uma subunidade da 

enzima β-galactosidase. Caso o vetor seja religado sem o inserto, a β-galactosidase será 

expressa pelas células, formando colônias de cor azul quando cultivadas em meios contendo 

IPTG e X-Gal. Se o inserto for clonado com sucesso, ele interrompe o gene lacZ, resultando 

em colônias brancas, indicando a presença do DNA de interesse (pGEM®-T and pGEM®-T 

Easy Vector Systems Technical Handbook, 2025). 
 

4.4.2 PCR das colônias transformadas 

 

Após a seleção de 7 colônias brancas transformadas, fez-se uma PCR de colônia para 

confirmação da transformação. Na Figura 17, há a análise eletroforética em gel de agarose 2% 

das bandas de DNA das colônias transformadas, mostrando um tamanho de entre 300-400 pb 

do amplicon. 

 

Figura 17 - Análise eletroforética em gel de agarose 2% do DNA 

das colônias transformadas. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 1): NTC; 2): Controle positivo, clonado de pGEM 

β-caseína; 3): Produto de PCR das 7 colônias brancas escolhidas; 4): Marcador 

de peso molecular BenchTop 100 pb DNA ladder (Promega). 

​  
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4.4.3 Sequenciamento de Sanger 

 

​Na Figura 18, vê-se o alinhamento das sequências de DNA das 4 colônias 

sequenciadas, evidenciando um possível genótipo de homozigose AA para as amostra 

sequenciadas. Cada colônia tem duas sequências, uma forward  e uma reverse, sendo A10 e 

B10 as sequências  forward  e reverse de uma colônia, respectivamente, e C10 e D10 

sequências  forward  e reverse de outra colônia, respectivamente. O alinhamento das 

sequências de nucleotídeos foi feito no software BioEdit versão 7.7.1.  

 

Figura 18 - Alinhamento obtido após sequenciamento de Sanger do fragmento de κ-caseína da 

amostra sequenciada. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. As duas primeiras linhas são as sequências referências conhecidas para as variantes A e B; 

A10 é a sequência forward da colônia 1 e B10 é a sequência reverso-complemento da mesma colônia, enquanto C10 é a 

sequência forward da colônia 2 e D10 é o reverso-complemento da mesma colônia. O sequenciamento aponta para o 

genótipo homozigoto AA para a amostra 2, sendo possível identificar os dois SNPs que diferenciam a variante A da 

variante B do gene de κ-caseína. 

 

Na Figura 19, observa-se o alinhamento da sequência de aminoácidos de C10 com a 

sequência de aminoácidos referência da variante A de κ-caseína. O alinhamento da sequência 

de aminoácidos foi feito na ferramenta BioEdit versão 7.7.1. 
 

Figura 19 - Alinhamento da sequência de aminoácidos de C10 com sequência de 

referência. 

 
Fonte: Autor. Na figura, observa-se o alinhamento das sequências de referências para ambas as 

variantes de κ-caseína com as sequências das colônias sequenciadas 
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​  

4.5 Testes de genotipagem com controle positivo da variante A 

 

Após a obtenção do controle positivo da variante A para a κ-caseína, foi feita uma 

nova corrida para teste de genotipagem com 10 amostras diferentes de gDNA bovino, dessa 

vez com a adição de controle positivo para variante A (Figuras 20 e 21). Foi possível 

observar, após o término da corrida, um aumento do parâmetro de confidence, o qual 

ultrapassou o mínimo necessário de 95% para que o programa realizasse calls de genotipagem 

para as amostras. Dessa forma, o software Design & Analysis v. 2.8.0. atribuiu o genótipo 

homozigoto AA para todas as amostras testadas. 

 

Figura 20 - Gráfico de amplificação da sonda para o alelo A do teste de 

genotipagem de 10 amostras. 

 

Fonte: Design & Analysis v2.8.0 (Applied Biosystems). Observa-se no gráfico o padrão 

de amplificação da sonda para o alelo A nas amostras testadas. 

 

Figura 21 - Gráfico de amplificação da sonda para o alelo B do 

teste de genotipagem de 10 amostras. 
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Fonte: Design & Analysis v2.8.0 (Applied Biosystems). Observa-se no gráfico 

o padrão de amplificação da sonda para o alelo B nas amostras testadas. 

 

​Com a adição do controle positivo da variante A, o software Design & Analysis v2.8.0  

já foi capaz de gerar uma call de genotipagem para cada amostra, sendo todas as amostras 

testadas atribuídas o genótipo de homozigose para o alelo A (Figura 22). 

 

Figura 22 - Gráfico de discriminação alélica de 10 amostras de gDNA bovino de 

fazendas variadas. 
 

 

Fonte: Design & Analysis v2.8.0 (Applied Biosystems). Nota-se uma distribuição espacial melhor 

das amostras feita pelo programa. Contudo, a falta de controle positivo para variante B ainda 

dificulta a discriminação das amostras com mais confiabilidade. 
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Essa aparente predominância da variante A está de acordo com os estudos de Deb et al 

(2014), Djedović et al (2015), Barbosa et al (2019) e Bangar et al (2021) sobre a frequência 

alélica dos polimorfismos de κ-caseína em rebanhos de bovinos, observando uma alta 

frequência do alelo A nas populações das raças estudadas por eles, como a raça Girolando, a 

qual é responsável por cerca de 80% do leite produzido no Brasil (Gonsales, 2021). A baixa 

frequência do alelo B do gene de κ-caseína entre as amostras testadas também corrobora com 

os estudos de Azevedo et al (2008) e Barbosa et al (2019), os quais registraram baixa 

frequência dessa variante nas populações testadas em seus estudos. 

Técnicas moleculares como a desenvolvida neste estudo permitem gerar um panorama 

do perfil genético de rebanhos de bovinos leiteiros cerarenses de forma mais facilitada do que 

as técnicas tradicionais.  

Barbosa et al (2019), por exemplo, afirma que o conhecimento das proporções dos 

diferentes genótipos e alelos dos genes de interesse, como o da κ-caseína, pode auxiliar no 

desenvolvimento de seleções assistidas por marcadores (SAM), permitindo o aumento da 

produtividade leiteira e a melhoria das características físico-químicas e tecnológicas do leite. 

Ademais, segundo Drogemuller et al (2001), a combinação da SAM com as ferramentas 

tradicionais de seleção permitem a obtenção de progresso genético de forma mais rápida, 

acelerando  

Já existem outros estudos na literatura que obtiveram sucesso ao utilizar a técnica de 

PCR em tempo real para genotipagem do gene de κ-caseína (Kovalchuk; Tagmazyan; Klimov, 

2019; Ladyka et al., 2022), além de validarem seus resultados com outras técnicas de 

genotipagem, como PCR-RFLP, comprovando a possibilidade do desenvolvimento de teste de 

genotipagem por qPCR para análise dos polimorfismos de κ-caseína como marcadores de 

produtividade. Dentre as principais vantagens dessa técnica, quando comparados a outros 

métodos de genotipagem, como PCR-RFLP, pode-se citar: 1) rapidez, ; 2) praticidade, asdasd; 

3) custo-benefício; 4) sensibilidade, uma vez que conseque detectar quantidades mínimas de 

material genético (20 ng/µL, por exemplo) e 5) especificidade, devido às primers e sondas de 

hidrólise que são desenhados para anelamento específico ao fragmento do gene de interesse. 

Dessa forma, recomenda-se a obtenção de controle positivo para a variante B, de modo 

a oferecer ao software mais informações para que seja feita uma discriminação alélica mais 

específica e eficiente. Assim, devem ser desenhados primers mutagênicos para a realização de 

uma mutagênese sítio-dirigida que modifique o DNA controle da variante A em B.  
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Após obtenção do controle positivo para variante B, recomenda-se também a 

realização de mais testes de genotipagem, buscando otimizar o processo e analisar o padrão de 

discriminação alélica formada pelo programa.  
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5 CONCLUSÃO 

 

A extração do DNA genômico da amostra de sangue total dos bovinos e a 

amplificação do fragmento de κ-caseína nos procedimentos de PCR e qPCR foram 

bem-sucedidas, com bandas de tamanho esperado. A clonagem do controle positivo de 

variante alélica A do gene de κ-caseína foi realizada com êxito, sendo confirmada pelo 

sequenciamento de Sanger posterior ao procedimento. A adição de um controle positivo às 

reações de genotipagem por qPCR aumentou as taxas de confidence do software utilizado, 

proporcionando maior confiabilidade às calls de genótipos atribuídas às amostras de gDNA 

bovino testadas. Avaliando os resultados obtidos, é possível observar que, dada à 

especificidade e sensibilidade conferida à técnica por meio do uso de sondas de hidrólise 

específicas para a identificação dos SNPs do gene CSN3, a PCR em tempo real apresenta 

indícios de ser uma técnica viável e confiável para a genotipagem da κ-caseína, contudo ainda 

faltam mais etapas de averiguação e confirmação da eficiência da genotipagem desses 

polimorfismos por qPCR. 
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