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Resumo: A osteopontina (OPN) é uma proteina altamente fosforilada identificada e estudada em
diversas espécies. Em bovinos, a expressdo do gene OPN esta relacionada com a sintese das proteinas -
casefna e k-caseina no leite, bem como no desenvolvimento da glandula mamaéria. Além disso, um
polimorfismo no intron quatro do gene OPN estd relacionado a producdo de leite, gordura, proteina e
com caracteristicas de crescimento e ganho de peso dos animais. Com base em estudos de associacdo
entre o gene OPN e a producdo de leite e caracteristicas de crescimento, foram identificados dois alelos:
o alelo C, associado ao aumento da porcentagem de gordura e proteina no leite e o alelo T, associado a
um aumento na producdo de leite, ao crescimento e ganho de peso dos animais. Neste trabalho foram
genotipados 720 animais da raca Girolando participantes do Programa de Melhoramento desta raca,
sendo 104 touros e 616 vacas. O DNA dos animais foi extraido e amplificado pela técnica de PCR
produzindo um fragmento de 290 pb, o qual foi submetido a digestdo com a enzima de restri¢do Bsr 1 e
os produtos foram observados em gel de agarose. As frequéncias dos genétipos CC, CT e TT na
populacdo foram 0,09, 0,44 e 0,47, enquanto as frequéncias dos alelos C e T foram 0,31 e 0,69,
respectivamente, indicando que esta populacdo encontra-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,01).
Esses resultados sugerem que nesta popula¢do nio estdo ocorrendo mudangas nas frequéncias alélicas no
gene OPN.
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Determination of Allelic and Genotypic Frequencies of the Osteopontin Gene in Cattle Breed
Girolando

Abstract: The osteopontin (OPN) is a highly phosphorylated protein identified and studied in several
species. In cattle, the expression of OPN gene is related to protein synthesis of B-casein and k-casein in
milk and in mammary gland development. In addition, a polymorphism in intron four of the OPN gene is
related to milk production, fat and protein and with characteristics of growth and weight gain of animals.
Based on studies of association between the OPN gene and milk production and growth characteristics
were identified two alleles: the C allele, associated with increased fat percentage and milk protein and the
T allele, associated with an increased production of milk, growth and weight gain of animals. In this
study we genotyped 720 animals Girolando Improvement Program participants of this race, including
104 bulls and 616 cows. The animal DNA was extracted and amplified by PCR yielding a 290 bp
fragment, which was digested with restriction enzyme Bsr I and the products were observed in agarose
gel. The frequencies of genotypes CC, CT and TT in the population were 0.09, 0.44 and 0.47, while the
frequencies of alleles C and T were 0.31 and 0.69, respectively, indicating that this population is in
Hardy-Weinberg Equilibrium (P<0.01). These results suggest that this population are not occurring
changes in allele frequencies in OPN gene.
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Introducao

A osteopontina (OPN) é uma protefna altamente fosforilada, composta de 262 aminodcidos e com
massa molecular de 66 kDa (Sorensen e Petersen, 1994), identificada e estudada em vdrias espécies
como camundongos e bovinos, estando localizada nos cromossomos 5 e 6, respectivamente (Nemir et al.,
2000; Leonard et al., 2005). Estudos com camundongos que expressavam o RNA antisenso de OPN,
mostraram que esta proteina € fundamental no desenvolvimento da glandula mamaria e na lactagdo. Em
bovinos, a expressdo do gene OPN estd relacionada com sintese das proteinas f-caseina e Kk-caseina
(Nemir et al., 2000) e com o desenvolvimento da glindula mamadria(Sorensen e Petersen, 1994).

Foi verificado que um polimorfismo no intron quatro do gene OPN estd relacionado com a
producdo de leite, gordura, proteina e com as caracteristicas de crescimento e ganho de peso dos animais.
Com base em estudos de associacdo entre o gene OPN e a producdo de leite e caracteristicas de
crescimento, foram identificados dois alelos: o alelo C, associado ao aumento da porcentagem de gordura
e proteina no leite e o alelo T, associado a um aumento na produgdo de leite, ao crescimento e ganho de
peso dos animais (Leonard et al., 2005). Desse modo, o gene OPN tornou-se um candidato para ser
utilizado no melhoramento genético de bovinos, viabilizando a selecio de caracteristicas
economicamente importantes em gado leiteiro, necessitando ainda ser validado em outras populagdes
(Khatib et al., 2007).

O presente trabalho teve como objetivo estimar as frequéncias alélicas e genotipicas do gene OPN
e verificar se 0 mesmo encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), a partir da genotipagem de
touros e vacas da raca girolando, participantes do Programa de Melhoramento da raga.

Material e Métodos

Foi realizada a genotipagem de 720 animais participantes do Programa de Melhoramento da Raga
Girolando, coordenado pela Embrapa Gado de Leite e pela Associagdo Brasileira dos Criadores de
Girolando, sendo 104 touros e 616 vacas.

Foram coletadas amostras de s€émen e/ou sangue, sendo o DNA das amostras extraido utilizando-
se 0 DNasey® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as recomendacdes do
fabricante. A quantificacdo e a avaliacdo da qualidade do DNA foram feitas por espectrofotometria
(Nanodrop®, Wilmington, DE, EUA). Os genétipos para o gene OPN foram estabelecidos pela técnica
de PCR-RFLP, utilizando os primers ja descritos por Leonard et al. (2005) e, as condi¢gdes da PCR foram
otimizadas quanto a concentragdo dos reagentes e temperatura de anelamento. As reacdes foram
conduzidas no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

O fragmento de 290 pb produzido na PCR foi submetido a digestdo com a enzima de restricdo Bsr
I (New England Biolabs, Inc.) e o padrdo de bandas observado em gel de agarose 2,0% corado com
brometo de etidio para o estabelecimento dos gendtipos. O resultado do processo de digestdo possibilitou
a distin¢do entre os alelos C e T, gerando os seguintes padrdes: (1) gendtipo TT, caracterizado pela
presenca de uma banda de 290 pb, (2) gendtipo CC, o qual apresenta duas bandas, uma com 200 pb e
outra com 90 pb e (3) genétipo CT, o qual possuiu trés bandas (290, 200 e 90 pb cada). As frequéncias
alélicas e genotipicas, bem como o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg foram calculados por meio do
programa Popgen 1.32 (Yeh et al., 1997).

A probabilidade de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EWH) associado as frequéncias genotipicas
observadas foi testada pelo teste ¥2 (Qui-Quadrado) ao nivel de significincia de 1%.

Resultados e Discussao
As frequéncias genotipicas foram de 0,09; 0,44 e 0,47 para os gendtipos CC, CT e TT,
respectivamente (Tabela 1), onde as frequéncias genotipicas observadas e esperadas encontram-se
préximas, indicando que esta populagdo encontra-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg, nao diferindo
estatisticamente ao nivel de significancia de 1%. Contudo, observa-se que os alelos C (0,31) e T (0,69)
ndo estdo igualmente distribuidos, apresentando maior frequéncia o alelo T.
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Tabela 1- Frequéncias genotipicas, alélicas e as probabilidades de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).
Gendtipo Numero de Animais Frequéncia

Observado Esperado Genotipica Alélica EHW
CC 63 67,42 0,09 0,31 (C)
CT 315 306,16 0.44 <001
TT 342 346,42 0,47 0,69 (T)

Os resultados encontrados por Mello (2010), para 434 animais da raga girolando, sendo 87 touros
e 347 vacas corroboraram os resultados do presente trabalho, onde as frequéncias genotipicas estdo em
EHW e o alelo T (0,719) apresentou maior frequéncia do que o alelo C (0,281). Entretanto, Leonard et al.
(2005) em estudo de um rebanho da raga holandesa, relataram que as frequéncias dos alelos C (0,49) e T
(0,51) estdo proximas, sendo esses resultados confirmados por Khatib et al. (2007), ao analisarem dois
rebanhos diferentes da raca holandesa.

Conclusoes
De acordo com os resultados de genotipagem para o alelo C e T do gene OPN foi possivel
concluir que a populacdo estudada de animais da raga Girolando encontra-se em Equilibrio de Hardy-
Weinberg, sugerindo que nesta populagdo ndo estdo ocorrendo mudancgas nas frequéncias alélicas no
gene OPN. Porém, essa situagdo de equilibrio encontrada pode ser devido a amostragem, uma vez que s
foram avaliados os animais participantes do Programa de Melhoramento da Raca Girolando.
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