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RESUMO - Objetivou-se obter os indices de diversidade genética para o SNP (single nucleotide polymorphism) do intron
4 do gene da osteopontina (OPN) para 434 animais (87 touros e 347 vacas) participantes do Teste de Progénie da raca girolando
no Brasil. Para a amplificacdo, foram utilizados primers descritos para a raca holandesa, e a diferenciacdo dos alelos C/T desse
SNP foi obtida por meio da técnica de PCR-RFLP. As frequéncias genotipicas TT (52,53%), CT (38,71%) e CC (8,76%) e
as frequéncias alélicas de T (71,9%) e C (28,1%) indicam que a populagdo encontra-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).
Apesar de o loco do gene OPN estar em EHW, a frequéncia superior do alelo T do SNP nesses animais pode sugerir uma tendéncia
de fixagdo do alelo T na raga. Nédo foi observada diferenciagdo entre o grupo de touros e vacas (Fg; = -0,018), corroborando
a estimativa de equilibrio da populagéo. Considerando os valores estimados pelo F g (0,043), é possivel que ocorram altos
nimeros de individuos homozigotos para o alelo T observados na populagdo, em virtude da provavel heranca desse alelo vindo
da raca zebuina, e ndo a endogamia. Assim, para melhor caracterizagdo do polimorfismo do gene OPN, devem ser realizadas
avaliacbes em maior nimero de animais, uma vez que sé foram avaliados animais participantes do teste de progénie.

Palavras-chave: bovinos leiteiros, polimorfismo, producdo de leite, SNP, SPP1

Analysis of genetic diversity of osteopontin gene in girolando cattle

ABSTRACT - The objective was to obtain the indices of genetic diversity for the SNP (single nucleotide polymorphism)
of the 4 intron osteopontin gene (OPN) for 434 animals (87 bulls and 347 cows) participants in the Teste de Progénie da raca
girolando (Girolando Progeny Test) in Brazil. For amplification, primers used were described for the Holstein breed, and
differentiation of alleles C/T SNP that was obtained by PCR-RFLP. Genotype frequencies of TT (52.53%), CT (38.71%) and
CC (8.76%) and allele frequencies of T (71.9%) and C (28.1%) indicate that the population is in Hardy-Weinberg principle
(HWP). Although the OPN gene locus is in HWP, the higher frequency of allele T of SNP in these animals may suggest a setting-
trend of allele T in the race. No difference was observed between the group of bulls and cows (Fgr = -0.018), supporting the
estimate of population balance. Considering the values estimated by the F g (0.043), it is likely that high numbers of individuals
homozygous for the T allele observed in the population occur because of possible inheritance of this allele coming from the
zebu breed, rather than inbreeding. Thus, to better characterize the OPN gene polymorphism, assessments in a larger number
of animals must be performed, since only animals that participated in the Progeny Test were assessed.
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Introducéo

Animais da raca girolando destacam-se no cenario
nacional por sua representatividade na producéo de leite,
pois sdo responsaveis por 80% da producdo total no Brasil
(ABCG, 2009). Estudos sobre a diversidade genética de
ragas sintéticas permitem aumentar a eficiénciado processo
de resposta selecdo, assegurando a diversidade genética.
Na diversidade genética, reside toda a capacidade de se
promover selecdo, e consequentemente melhoramento
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genético (Filho, 1999). A manutencdo da diversidade ¢
necessariaparaque os individuos se adaptem as mudancas,
evitando a perda da diversidade alélica, que pode tornar a
populacdo mais suscetivel a novas doencas e parasitoses,
por exemplo. Além disso, a perda da heterozigosidade em
populacdes selecionadas reduz a probabilidade de fixar
genes favoraveis, diminuindo a resposta genética a selecéo
amédio e longo prazo (Cunhaetal., 2004).

Estudos prévios identificaram o gene da osteopontina
(OPN) como candidato posicional para a producéo de leite
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na raca holandesa (Zhang et al., 1998; Olsen et al., 2004).
Esse gene, também conhecido como SPP1 (Secreted
Phosphoprotein 1), apresenta expressao em diferentes
tecidos, mas sua presencano leite e sua alta expressdo nas
células epiteliais da glandula mamaéaria sugerem a
importancia dessa glicoproteina no desenvolvimento das
caracteristicas produtivas do leite (Nagatomo etal., 2004).
Um polimorfismo de um Gnico nucleotideo (SNP) C/T no
gene OPN localizado no intron 4 foi associado ao aumento
nos percentuais de proteina e gordura no leite, sendo o
alelo C responsavel por efeito aditivo das caracteristicas
(Leonardetal., 2005). Khatib etal. (2007) confirmaram os
resultados encontrados por Leonard et al. (2005) na raca
holandesa, reforgando aimportancia desse gene na expresséo
destas caracteristicas em bovinos leiteiros.

Para melhor entendimento da variabilidade genética e
principalmente sua importancia, é necessario conhecer a
constituicdo genética da populacédo (Filho, 1999). Avaliar
animaisdaracagirolando parao polimorfismo do gene OPN
permite verificar como esse gene esta distribuido na
populacdo e, futuramente, relaciona-lo com os registros
produtivos visando a uma possivel associagao desse gene
com a producdo de leite. Assim, o objetivo neste trabalho
consiste em investigar a diversidade genética do
polimorfismo C/T do intron 4 do gene OPN em animais
participantes do Teste de Progénie da raga girolando.

Material e Métodos

Paraaobtencdo dos dados genotipicos, foram coletadas
amostras de sémen de 87 touros da raca, representando a
totalidade de reprodutores participantes do Teste de
Progénie disponiveis até julho de 2009 e sangue de 347
vacas filhas desses animais. Todos os animais avaliados
sdo participantes do Teste de Progénie da raca girolando
coordenado Associagdo de Criadores da Raca Girolando
em parceriacom e Embrapa Gado de Leite, totalizando 434
animaisavaliados. Os animais (touros e vacas) participantes
deste trabalho sdo provenientes de diferentes propriedades
distribuidas por diferentes localidades do Brasil, todas
colaboradoras oficiais do Teste de Progénie da raca
girolando.

O DNA gendmico foi extraido das células do sangue e
do sémen utilizando-se 0 DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Valencia, CA, EUA), como recomendado pelo
fabricante. O DNA total obtido foi quantificado por
espectrofotometria (Nanodrop®1000, Thermo Fisher
Scientific Inc., Wilmington, USA), e a relagdo A,,/Aqg,
utilizada paraaavaliacdo da qualidade. O polimorfismo no
gene OPN (GenBank NW_255516; GenelD: 281499) foi

acessado por meio do SNP, localizado no intron 4 desse
gene por meio dos primers descritos por Leonard et al.
(2005) e utilizando atécnicade PCR-RFLP paradiferenciagdo
dosalelos. Aamplificacdo do DNA gendmico foi realizada
com o volume final de 25 pL contendo 2 mmoles/L de cada
dNTP, 1X de GoTaq®Green Master Mix (Promega), 5 picomoles
decadaprimere 70ngde DNA. As temperaturas e os ciclos
paraaamplificacdo foram os seguintes: um periodo inicial
de desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos
de amplificacdo de 95°C por45s,50°C por45s, 72 °C por
45seum periodo adicional de polimerizagdoa 72 °C por 7
minutos. Para distinguir as duas formas variantes do SNP
do gene OPN, 15 uL do produto da reacao de PCR foram
digeridos com 2,5 U da enzima de restricdo Bsr |1 (New
England Biolabs, Inc., Ipswich, EUA) em um volume final de
20 uL incubados a 65 °C por 3 horas, seguidos de um periodo
de 20 mina80°C paraainativacédo total daenzima. O produto
da digestdo foi analisado em gel de agarose 1,5% para a
deteccdo dos genétipos. O alelo T é identificado pela
presenca de uma banda néo digerida de 290 pb, e o alelo C
por uma banda digerida com 200 pb.

As medidas de diversidade genética na populacdo
para o gene da OPN foram obtidas pela utilizacdo do
programa Genepop web version 4.0 (Rousset, 2008). A
partir das frequénciasalélicas, foram obtidos os indices de
diversidade genética da populacdo. Com o objetivo de
avaliaravariabilidade e o grau de estruturacdo da populacéo,
foram estimados os parametros F g e Fg,, este altimo por
meio da avaliacdo dos individuos dentro de cada sexo na
populacdo. O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi
obtido por teste de probabilidade utilizando-se o método de
cadeias de Markov mediante analise dos seguintes parametros:
2500 de desmemorizacdo, 120 batches e 1000 permutacdes,
por meio do programa Genepop (Rousset, 2008).

Resultados e Discussao

Foi obtida, como produto daamplificacdo do polimorfismo
C/T do SNP no intron 4 do gene OPN, uma banda de 290 pb,
com dois alelos polimorficos representados por trés
fragmentos de 290, 200 e 90 pb, a partir da digestdo enzimatica
do produto da PCR, sendo o alelo T identificado por uma
banda ndo digerida de 290 pb, e o alelo C com duas bandas
digeridas de 200 e 90 pb (Figura 1).

Asfrequénciasdosalelos T (0,719) e C (0,281) ndo estdo
igualmente distribuidas na populagdo, tampouco as
frequéncias genotipicas. Emborahajaum niimero menor de
heterozigotos observados, a populacdo esta em equilibrio
(Tabelal).
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Figura 1 - Perfil genotipico do SNP C/T nos animais da raga
girolando. Gel de agarose 1,5%, marcador molecular de
100 pb.

Os resultados observados neste estudo estdo de
acordo com os encontrados por Pareek et al. (2008a), que
constataram frequéncia superior do alelo T (60,8%) em
relacdoaoalelo C (39,2%) em populagdes das racas leiteiras
Polish Red e Polish Holstein, o que contrasta com a
distribuicdo encontrada por Leonard etal. (2005) nas analises
de populacdes leiteiras da raca holandesa, apresentando
frequénciade 49 e 51% para o alelo C e T, respectivamente.
Khatib et al. (2007) observaram frequéncias genotipicas
do gene OPN de 26, 51 e 23%, respectivamente, para 0s
gendtipos TT, CT e CC desse SNP divergindo das
frequéncias genotipicas encontradas nos animais girolando,
nos quais houve preponderancia do alelo T.

De acordo com Belonsky & Kenedy (1988), o fato de a
selecdo baseada no BLUP atribuir maior importancia as
informagdes da familia aumenta o grau de homozigose,
acentuando assim as perdas na diversidade genética.

Asestimavas de heterozigosidade observadae esperada
ndo diferiram, pois a populagdo encontra-se em EHW
(P>0,05). Emestudo paraavaliaro SNP C/T do gene OPN em
racas de gado de corte dos EUA, no qual a selecdo é
direcionada para caracteristica de crescimento e de ganho
de peso, a frequéncia do alelo T foi superior ao do alelo C
em animais jovens das racas Limousine (60,4%) e Hereford
(54,3%), sugerindo a importancia desse alelo no
desenvolvimento das caracteristicas corporais (Pareek
etal., 2008a). Posteriormente, essa associacéo foi confirmada

em familias co-segregantes da raca holandesa da Pol6nia,
onde foi detectado efeito significativo do alelo T do gene
OPN com o maior peso corporal em novilhas e touros jovens
com 3,6 e 12 meses de idade (Pareek etal., 2008b). O alelo
C desse mesmo SNP (C/T) do gene OPN foi associado ao
aumento no percentual de gordura e proteina do leite em
duas diferentes populagfes da raca holandesa (Leonard
etal., 2005; Khatibetal., 2007).

Araca girolando historicamente foi selecionada para a
producdo de leite, uma vez que a correlacdo genética entre
producdo de leite e seus constituintes é negativa. Como o
alelo C esta associado ao percentual de gordura e proteina
no leite na raca holandesa, sdo compreensiveis 0s
resultados encontrados de baixa frequéncia para esse
alelo. Um estudo realizado com zebuinos da raga Nelore
mostrou a auséncia do alelo C na populacdo analisada,
sugerindo que a presenca do alelo T é uma caracteristica
de Bos taurus indicus, mas ndo foi descartada a hipotese
de selecdo indireta nesse loco (Souza, 2007).

O método de avaliagdo utilizado na raga girolando
favorece individuos dentro de uma mesma familia e,
consequentemente, pode aumentar o nivel de homozigose
napopulacéo, além de diminuir avariabilidade. Certo grau
de endogamia é aparentemente inevitavel, pois determinados
individuos selecionados sdo utilizados de maneiraintensa,
provocando o acasalamento de individuos com algum grau
de parentesco maior que aquele que ocorreriaem estrutura
totalmente aleat6ria de acasalamento (Filho, 1999). O
parametro Fs € uma medida que indica correlagdo de
genes de cada individuo dentro da sua populacdo e indica
o desvio de heterozigosidade entre os individuos em
relagdo a sua populacdo, enquanto o Fg, indica se existe
diferenciacdo populacional (Weir & Cockerman, 1984). O
parametro F ¢ (0,043) é comparavel a estimativa do f de
Wright (1931) (Weir & Cockerman, 1984), portanto, comas
baixas estimativas de endogamia encontradas, a populacéo
analisada possivelmente apresenta maior ndmero de
individuos homozigotos para o alelo T em funcéo de esse
alelo ser herdado daraga zebuina, e ndo devido a endogamia.
Como o loco encontra-se em equilibrio e ndo sofre pressado

Tabela 1 - Indices de diversidade genética na populagio da raca girolando para o polimorfismo C/T do intron 4 do gene da osteopontina

Gendtipo Frequéncia genotipica (%) Frequéncia alélica E-HW(p-valor) Fis Fst
Observada Esperada
cc 8,76 7,88 28,1
CT 38,71 40,46 0,4061* 0,043 -0,018
TT 52,53 51,66 71,9
* P>0,05

EHW = equilibrio de Hardy-Weinberg.
Estatisticas F (F|g e Fg).
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de selecdo diretamente, essa hipdtese reforcaria 0s
resultados encontrados por Souza (2007) de que o alelo T
é caracteristico de Bos taurus indicus. Analisar o parametro
Fs.€ importante parase avaliar a diferenciagdo entre touros
e vacas, tendo em vista que os touros sofrem maior pressao
e intensidade de selecdo dentro do rebanho.

Ndao foi observada diferenciacdo entre o grupo de
touros e vacas (Fgt =-0,018), corroborando a estimativa
de equilibrio para esse loco na populacdo. Futuras
avaliacGes do polimorfismo no gene OPN em maior
numero de animais daracgagirolando devem ser realizados,
uma vez que s6 foram avaliados animais participantes do
Teste de Progénie.

Conclusdes

Osanimaisavaliados, participantes do Teste de Progénie
da raga girolando, encontram-se em EHW para o loco do
SNP do intron 4 do gene OPN. Apesar disso, é maior a
frequéncia do alelo T desse SNP nos animais avaliados.
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