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Resumo: A Osteopontina (OPN) ¢ uma glicoproteina altamente fosforilada expressa em varios tecidos e
apresenta alta expressdo nas células epiteliais da glandula mamaria, tendo um importante papel na
proliferagdo e na diferencia¢do celular assim como no envolvimento com caracteristicas de produgdo do
leite. Estudos identificaram locos de caracteristica quantitativa (QTL) no cromossomo 6 dos bovinos
(BTA6) proximo do gene OPN para porcentagem de proteina e gordura no leite. Neste trabalho, foram
genotipados 71 touros da raga Girolando para o gene candidato OPN. Foram utilizados marcadores do tipo
SNP para a genotipagem dos touros pertencentes ao Teste de Progénie da raca para a identificacdo dos
alelos do intron 4 (C/T) do gene OPN. O DNA dos touros foi extraido e amplificado pela técnica de PCR e
o produto foi digerido com a enzima de restricdo Bsrl. A freqiiéncia dos gendtipos CC, CT e TT na
populacdo de touros foi de 57,75%, 38,02% e 4,23%, respectivamente. As freqii€ncias alélicas nessa
populacao foram iguais a 76,76% para o alelo C e 23,24% para o alelo T, estando em equilibrio de Hardy-
Weinberg (P = 0,7439). A alta freqiiéncia do alelo C nesses touros pode ser um efeito de selegdo nestes
animais.

Palavras-chave: caracteristicas de producéo do leite, Girolando, osteopontina, SNP
Association of candidate gene OPN production traits of the animals in the breed Girolando

Abstract: The Osteopontina (OPN) is a highly phosphorylated glycoprotein expressed in several tissues,
which shows high expression in epithelial cells of the mammary gland and has an important role in cell
proliferation and differentiation as well as involvement with the characteristics of milk production. Studies
have identified the quantitative trait locus (QTL) on chromosome 6 of cattle (BTA6) close to the OPN gene
on milk protein percentage and milk fat percentage. In this study the genotypes of the 71 Girolando bulls
for the candidate gene OPN. Were used SNP markers for genotyping of 71 sires of the Progeny Test for the
identification of alleles of intron 4(C/T) of OPN gene. DNA was amplified by PCR and the product was
digested with Bsrl restriction enzyme. The frequencies of genotypes CC, CT and TT in the population of
bulls were 57.75%, 38.02% and 4.23%, respectively. The allele frequencies in this population were equal to
76.76% for allele C and 23.24% for allele T, being in Hardy-Weinberg equilibrium (P = 0.7439). The high
frequency of C allele in bulls may be the effect of selection in these animals.
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Introducao

A Osteopontina (OPN) é uma glicoproteina altamente fosforilada, também conhecida como Fosfo-
Proteina Segregada 1 (SPP1) sendo encontrada no leite, no plasma e na urina. A primeira descrigdo da
proteina foi como um marcador de transformagdo das células epiteliais (Senger et al., 1979), mas apresenta
expressdo em uma variedade de tecidos indicando uma multiplicidade de fun¢des embora ndo tenha sido
estabelecido um papel definitivo para o gene OPN. A proteina encontrada no leite apresenta alta expressdo
nas células epiteliais da glandula mamaria, o que sugere papel importante na proliferagdo e na
diferenciagdo celular assim como o envolvimento com caracteristicas de produgdo do leite. Muitos
trabalhos ja identificaram locos de caracteristica quantitativa (QTL) influenciando caracteristicas de



produgdo do leite em ragas leiteiras no cromossomo 6 de bovinos (BTA6) proximos ao gene OPN, o que o
coloca como forte candidato posicional para o estudo dessas caracteristicas (Zhang et al., 1998; Olsen et al.,
2004). Schnabel et al. (2005) identificaram um nucleotideo de caracteristica quantitativa (QTN) localizado
proximo da regido promotora do gene OPN sendo este o responsavel pela variagdo no percentual de
proteina no leite na raga Holandesa. Similarmente, um polimorfismo de um tnico nucleotideo (SNP) no
intron quatro (C/T) no alelo C do gene da osteopontina foi associado com aumento nos percentuais de
proteina e de gordura no leite (Leonard et al., 2005). Essa associagdo foi confirmada em duas populacdes
dos EUA da raca Holandesa (Khatib et al., 2007). Devido a importancia do gene OPN na produgdo de leite
e sua associagdo descrita com caracteristica de producdo, como gordura e proteina, um estudo de
associagdo entre o gene OPN com caracteristicas de producdo de leite em ragas leiteira tropicais ¢ de
grande pertinéncia. A comprovagdo da associagdo do gene OPN com a produgdo e percentual de gordura e
proteina assim como para producdo de leite trard uma grande contribuigdo para a selecdo precoce dos
bovinos da ra¢a Girolando em rebanhos nacionais.. As informag¢des do SNP do gene OPN juntamente com
outros genes ja descritos poderdo contribuir como um conjunto de dados mais sélidos possibilitando
acelerar o ganho genético. Neste contexto, o primeiro passo ¢ a realizagdo de estudos no Brasil que gerem
informagodes de como o gene candidato da osteopontina estd distribuido em animais da raga Girolando, raga
responsavel por 80% da producdo de leite no Brasil (ABCG, 2009). Com base nas informacdes descritas
previamente, o objetivo deste trabalho foi genotipar os touros pertencentes ao Teste de Progénie da raca
Girolando para o polimorfismo do gene OPN, estimar as freqiiéncias alélicas e genotipicas e verificar se
esse gene encontra-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Material e Métodos

Amostras de s€émen foram obtidas de 71 touros participantes do Teste de Progénie da raga Girolando
coordenado pela Embrapa Gado de Leite ¢ a Associag@o Brasileira dos Criadores de Girolando. O DNA foi
extraido das células do sémen utilizando-se o0 Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) como recomendado pelo
fabricante. As amostras foram quantificadas por espectrofotometria (Nanodrop®1000) e genotipadas para o
gene OPN pela técnica de PCR-RFLP. Para a amplificagdo da regido de interesse do gene OPN foram
utilizados primers descritos por Leonard et al. (2005). As condi¢des da reacdo da PCR foram otimizadas
seguindo o procedimento descrito com algumas modificagdes. As reagdes foram realizadas em um volume
final de 25 pL contendo 2,0 mmoles/L de cada dANTP, 1 U de Taq DNA Polimerase (Fermentas Life
Sciences), 5 picomoles de cada primer, 70 ng de DNA e Tampao de PCR 1X (fornecido pelo fornecedor da
enzima). As rea¢des de PCR foram conduzidas em termociclador modelo 9700 (Applied Biosystems) com
um periodo inicial de desnaturac@o a 95°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de polimerizagdo (95°C por 45 s,
50°C por 45 s e 72°C por 45 s) e um periodo adicional de polimerizagdo a 72°C por 7 min. O produto da
reacdo de PCR foi digerido com a enzima de restricdo Bsrl (New England Biolabs, Inc.) a 65°C por 3 h e
periodo adicional de inativagdo de 80°C por 20 minutos, como recomendado pelo fabricante. O padrio de
bandas foi observado em gel de agarose 1,5% corado com Brometo de Etideo para o estabelecimento dos
gendtipos. Esta enzima distingui os alelos C e T do SNP localizado no intron 4 do gene OPN. O alelo T ¢
identificado pela presenca de uma banda ndo digerida de 290 pb e o alelo C ¢ identificado por uma banda
de 200 pb. Para estimar as frequéncias génicas e genotipicas e para verificar a existéncia do equilibrio de
Hardy-Weinberg foi utilizado o programa GENEPOP web version 1.2. <http://genepop.curtin.edu.au/>. A
probabilidade de Equilibrio de Hardy-Weinberg associado as freqii€ncias genotipicas observadas foram
testadas pelo teste ¥2 (Qui-Quadrado) e o nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discusséio

As frequéncias alélicas e genotipicas e o Equilibrio de Hardy-Weinberg para o gene OPN sdo
apresentados na Tabela 1. As frequéncias genotipicas CC, CT e TT diferiram na populacdo, 57,75%,
38,02% e 4,23% respectivamente, mas ndo se distanciam do niimero de animais esperado, estando em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Os valores da frequéncias dos alelos C e T, 76,76% e 23,24%,
respectivamente, indicam que os mesmos nao estdo igualmente distribuidos nestes touros. Estes resultados
discordam dos obtidos por Leonard et al. (2005) na raga Holandesa, os quais encontraram os alelos do gene
OPN igualmente distribuidos na popula¢do de animais em estudo, com freqiiéncia de 49% e 51% para o
alelo C e T, respectivamente. A populagdo de touros da raca Girolando apresentou um numero maior de
individuos heterozigotos que o esperado e um numero inferior de animais homozigotos quando comparado
com outros estudos de frequéncias alélica e genotipica. Embora as relagdes entre os gendtipos estejam de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg a baixa freqiiéncia do alelo T pode ser reflexo do
direcionamento da pressdo de selecdo exercida sobre esses animais para caracteristicas de producdo de leite
0 que, talvez, revele possiveis correlagdes entre as caracteristicas de interesse econdmico selecionadas
simultaneamente. O alelo C, por sua vez, ja foi identificado em outras ragas associado ao maior percentual
de gordura e proteina no leite e possivelmente esta seja a causa da frequéncia elevada nestes touros, o que
estaria de acordo com o historico de selecdo da raca. Khatib et al. (2007) encontraram frequéncias
genotipicas do gene OPN de CC, CT e TT de 23%, 51% e 26%, respectivamente, na raca Holandesa e



Tabela 1- Frequéncias genotipicas, génicas e probabilidades de Equilibrio de Hardy-Weinberg (HW-E).

N°de Animais Frequéncias Equilibrio
Genotipo Observado Esperado Genotipica Alélica Hardy-Weinberg
CcC 41 41,745 0,5775 (C) 76,8 0,7439
CT 27 25,511 0,3802
TT 03 3,745 0,0423 (T) 23,2

estimaram o efeito aditivo do alelo C para caracteristicas de percentual de gordura e proteina (P < 0,0001).
De mesmo modo, Leonard et al. (2005) estimaram um efeito aditivo do alelo C do gene OPN para o
percentual de proteina (P = 0,0255) e gordura (P = 0,0480) no leite. A baixa frequéncia do alelo T nos
touros Girolando pode também nos indicar uma selecdo para caracteristicas de conformidade corporal de
correlagdo negativa com caracteristicas de producdo, como observado por Schnabel et al. (2005). Esses
autores realizaram estudo de associagdo do microssatélite do gene OPN com 20 caracteristicas de
conformagao corporal e encontraram apenas associagao significativa entre o alelo mutado do microssatélite
para posi¢do das pernas (P = 0,024) na raga Holandesa, o que pode indicar que a mutagdo no gene OPN
estudada provavelmente ndo influencia nenhuma caracteristica de conformagido corporal sob sele¢do
naquela populagdo. Estudos de associagdo na raga Girolando seriam necessarios para caracterizar estas
possiveis associa¢des. Os resultados das genotipagens do gene OPN encontrados nesta populacdo de touros
irdo integrar as bases de dados para estimacdes do valor genéticos de cada animal e de sua progénie,
permitindo a implementacdo de futuros estudos visando verificar possiveis associagdes do OPN com a
producdo de leite e de seus componentes como gordura e proteina.

Conclusdes
Foi observada que os alelos C e T estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg na populagdo de touros
Girolando pertencentes ao Teste de Progénie da raga. Embora os genotipos estejam em equilibrio de Hardy-
Weinberg, a baixa freqiiéncia do alelo T indica que os alelos do gene OPN ndo estdo igualmente
distribuidos na populacdo de touros,. Estudos com um maior nimero de animais sio necessarios para
avaliar com maior precisdo a freqiiéncia de distribuicdo do alelo T do intron 4 do gene OPN na raca
Girolando, uma vez que s6 foram genotipados os touros que participam do Teste de Progénie.
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