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DIVERSIDADE GENETICA E ASSOCIACAO DO GENE DA OSTEOP ONTINA COM
A PRODUCAO DE LEITE EM BOVINOS DA RACA GIROLANDO *

Autora: Fernanda de Mello
Orientador: Jaime Araujo Cobuci
Co-orientadora; Marta Fonseca Martins Guimaraes

Resumo: Objetivou-se no presente trabalho obter indices de diversidade
genética para o SNP (single nucleotide polymorphism) 8514 do intron quatro do
gene OPN e analisar a associacédo entre esse polimorfismo e a producao de
leite em animais participantes do Teste de Progénie da raga girolando, por
meio da analise das variaveis de producéo de leite em até 305 dias (P305) e
capacidade prevista de transmissdo (PTA) de leite. Para o estudo de
diversidade genética, foram analisados 87 touros e 347 vacas (n = 434) e para
a andlise de associacdo foram avaliados 32 touros e 159 vacas (n = 204), os
quais apresentavam dados fenotipicos disponiveis. Para amplificacdo dessa
regido génica, foram utilizados os primers descritos para a raga holandesa e a
diferenciacéo dos alelos C/T desse SNP foi obtida por meio da técnica de PCR-
RFLP. As frequéncias dos gendétipos encontradas foram TT (52,53%), CT
(38,71%) e CC (8,76%) e as frequéncias alélicas de T (71,9%) e C (28,1%)
estando de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05). Foi
estimado um baixo nivel de endogamia (Fis = 0,043), 0 que sugere que a
populacdo apresenta mais individuos homozigotos para o alelo T devido a
provavel heranca deste alelo o da raca zebuina e ndo pela préatica de
endogamia realizada no rebanho. O estudo de associacao entre o gene OPN e
a producdo de leite ndo detectou associacdo com as varidveis analisadas,
P305 e PTA. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com os observados
na raca holandesa, na qual néo foi observado efeito aditivo dos alelos desse
SNP com a producao de leite. Outros estudos devem ser conduzidos para se
inferir com maior precisdo a importancia desse gene na producao de leite na

raga girolando.

! Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, 80 p.
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GENETIC DIVERSITY AND ASSOCIATION OF OSTEOPONTIN GE NE WITH
MILK PRODUCTION IN GIROLANDO BREED *

Author: Fernanda de Mello
Advisor: Jaime Araujo Cobuci
Co-lead: Marta Fonseca Martins Guimaraes

Abstract: The objective of the present work to obtain indices of genetic
diversity for the SNP (single nucleotide polymorphism) of the 8514 intron four of
OPN gene and analyze the association between this polymorphism and milk
production in animals participating in the Progeny Test Girolando through
analysis of the yield of milk in 305 days (P305) and predicted transmitting ability
(PTA) of milk. For the study of genetic diversity, we analyzed 87 bulls and 347
cows (n=434) and the association analysis were evaluated 32 bulls and 159
cows (n=204), which showed phenotypic data available. For amplification of this
gene region, we used the primers described for the Holstein and differentiation
of alleles C/T SNP that was obtained by PCR-RFLP. The frequencies of TT
genotypes were found (52.53%), CT (38.71%) and CC (8.76%) and allele
frequencies of T (71.9%) and C (28.1%) being according to the Hardy-Weinberg
equilibrium (p>0.05). We estimated a low level of inbreeding (Fis=0.043),
suggesting that the population has more individuals homozygous for the T allele
likely due to the inheritance of this allele of the zebu breed and not held by the
practice of inbreeding in the herd. The study of association between the OPN
gene and milk production did not detect association with variables, P305 and
PTA. These results are consistent with those observed in Holstein, which was
not observed additive effect of alleles of this SNP with milk production. Other
studies should be conducted to infer more precisely the importance of this gene
in milk production in girolando breed.
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Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, (80 p). February, 2010.
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1. Introducao

A formacdo da raca girolando veio ao encontro da busca por
cruzamentos que resultassem em uma maior producéo de leite e adaptacao ao
clima tropical, aumentando a producdo leiteira a fim de atender a maior
demanda por leite e derivados. A raca destaca-se no cenario nacional como
responsavel por 80% da producao total do pais. Estabelecida em 1996 como
uma nova raga sintética pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), € resultante da preferéncia dos cruzamentos
realizados pelos criadores de gado leiteiro entre animais as racas gir e
holandesa, unindo rusticidade e alta producao, respectivamente.

Com o tempo, a Associacdo De Criadores de Gado de Leite do
Tridangulo Mineiro e Alto Paraiba (ASSOLEITE) passou a conduzir o programa
de criacdo da raca girolando em todo pais, denominada posteriormente de
GIROLANDO (Associacao Nacional dos Criadores de Girolando). Assim, surgiu
a necessidade da conducao de um trabalho amplo que colocasse a disposi¢ao
do rebanho girolando opc¢des de touros e matrizes de linhagens existentes,
identificando aquelas de qualidade superior. Entdo, em parceria com a
Embrapa Gado de Leite, a GIROLANDO instituiu em 1997 o Teste de Progénie
dentro do Programa de Melhoramento Genético da Raca Girolando (PMGG),
com o intuito de efetuar a avaliagdo genética dos animais com diferentes
propor¢cdes genéticas das racas formadoras, gir e holandés. A distancia
genética evolutiva existente entre as racas formadoras, taurina e zebuina, é

identificada pela diferenca na arquitetura genética no controle de



caracteristicas, por exemplo, produtivas, reprodutivas e de resisténcia a
doencas, possibilitando, a partir do seu cruzamento, a obtencdo de animais
com maior expressdo de heterose e, consequentemente, mais produtivos.
Embora existam muitos estudos sobre racas taurinas e zebuinas, existem
muitos aspectos da composicdo genética e das interacbes génicas que regem
as caracteristicas produtivas em racas mesticas, como a raca girolando, que
necessitam ser elucidados, principalmente do ponto de vista molecular.

Estudos com a finalidade de melhor compreender os processos
biolégicos envolvidos na producdo de leite sdo fundamentais na cadeia
produtiva e no desenvolvimento de solucbes tecnoldgicas. A identificacdo e
caracterizacdo dos fatores genéticos que estdo por tras do controle da
expressao diferencial do fenétipo tém grande impacto no progresso genético da
raca, pois permitiria uma selecdo baseada n&o apenas na expressao da
caracteristica, mas nos genes responsaveis por essa expressao diferencial.
Identificar genes responsaveis pela producéo e caracterizar a sua variabilidade,
utilizando essas informacfes para a selecdo assistida, € uma abordagem
efetiva para o incremento genético da raca, 0 que aumenta a produtividade e a
competitividade da pecuéaria leiteira.

Estudos de associacdo entre polimorfismos génicos e a producao de
leite tém sido incorporados ao PMGG, como, por exemplo, polimorfismos dos
genes DGAT 1 e kappa-caseinas. Outros genes ja tiveram seus polimorfismos
descritos e associados a caracteristica do leite na raca holandesa, como o

intron quatro do gene da osteopontina (OPN). OPN é um forte candidato para o

estudo de associacdo com a producao de leite na raca girolando devido ao seu



comprovado envolvimento bioldgico na caracteristica e no desenvolvimento da
glandula mamaria. Polimorfismos identificados no gene OPN no intron quatro,
do tipo SNP (single nucleotide polymorphism), e na regido regulatéria, do tipo
microssatélite, foram associadas a caracteristica do leite na raca holandesa e
poderdo ser utilizados como marcador molecular na raca girolando, desde que
essa associacdo seja comprovada. O conhecimento gerado pelo estudo de
associacdo aos polimorfismos do gene candidato OPN podera ser utilizado na
selecdo de animais com maior potencial para a producédo de leite. A selecéo
baseada no conhecimento do perfil genético dos animais possibilita a reducéo
de custos na producdo, uma vez que essa selecéo estaria voltada apenas para
animais de alto potencial genético.

Dessa forma, € importante identificar e caracterizar o gene OPN nos
animais da raca girolando para associar esse SNP a producao de leite da raca
e, para posteriormente, utlizd-lo como marcador molecular para a
caracteristica auxiliando a selecdo assistida. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi analisar a diversidade do gene OPN caracterizando a distribuicao
do polimorfismo C/T no intron quatro em animais da raca girolando
participantes do Teste de Progénie e verificar a associacdo entre os alelos

desse gene e a producao de leite.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Araca girolando: histérico de formacéo dara¢  a e producao

O ato de selecionar os melhores animais é realizado h&4 muitos anos
com intuito de se obter animais relativamente melhores, que apresentem
producdes superiores aos da geracdo anterior. Os criadores de gado de leite
brasileiros iniciaram, na década de 40, cruzamentos entre as ragas gir e
holandesa, na tentativa de melhorar as caracteristicas leiteiras buscando uma
melhor adaptagéo ao nosso clima tropical conciliada a uma maior producéo de
leite. O clima tropical & notoriamente prejudicial & producéo de leite dos animais
de ragas puras taurinas como a holandesa, tanto que estudos tém verificado o
antagonismo da producao de leite e a tolerancia ao calor comprovando que a
selecao continuada para maior producéo, sem considerar a tolerancia ao calor,
resultara em diminuicdo da produtividade (Bohmanova et al., 2005). Assim, a
multiplicacdo dos animais mesticos ocorrera de forma intensa, devido a boa
produtividade e eficiéncia reprodutiva, o que levou a distribuicdo desse gado
leiteiro a grande parte do territorio nacional (Freitas, 2003).

Em 1988, o MAPA encerrou o PROCRUZA (Programa de
cruzamentos dirigidos), que teve duracédo de 10 anos e revelou a preferéncia
do cruzamento entre as racas gir e holandesa por parte dos criadores. Assim,
em 1989, foram definidas as normas para a formacgéo da raca e teve inicio o
Programa Girolando (PRT 266/1988). O MAPA delegou a Associacdo dos
Criadores de Gado de Leite do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba

(ASSOLEITE) a conducéo do programa de criacdo da raca girolando em todo o



Brasil.

A criacdo da raca bovina girolando, em principio, teve por objetivo a
formacdo de uma raca leiteira capaz de produzir leite, em sistema produtivo
economicamente viavel, nas condicfes tropicais e subtropicais (Freitas, 2003).
Conforme a Portaria N° 79 de 07 de fevereiro de 1996 (PRT 79/1996), a raca
girolando foi oficializada pelo MAPA, e a ASSOLEITE foi encarregada do
registro genealdgico. Em 1996, a ASSOLEITE tornou-se GIROLANDO com
registro N° 59, da série entidade de ambito nacional, no cadastro das
associacfes encarregadas do registro genealogico tendo por finalidade
precipua incrementar de maneira racional a criacdo da raca girolando.
Atualmente, a raca girolando € uma das principais racas leiteiras brasileiras em
namero de animais registrados, possui cerca de 97 mil bovinos inscritos e
exportacdo de sémen para as Filipinas e outros paises tropicais (ABCG, 2009).

A raca € fundamentalmente produto do cruzamento do holandés (H)
com o gir (G), passando por variadas fracbes génicas. O direcionamento dos
acasalamentos busca a fixacdo do padrao racial do bimestico, no grau de 5/8 H
com 3/8 G, objetivando um gado produtivo e padronizado. As principais
caracteristicas resultantes desse cruzamento sdo a rusticidade presente nos
animais da raca gir com a alta producdo dos animais da raca holandesa,
explorando a heterose e a complementaridade das duas racas em um Unico
tipo de animal, fenotipicamente superior aos demais mesticos leiteiros.

As fémeas girolando sdo grandes produtoras de leite, sendo que o
pico de sua producdo chega até os 10 anos de idade. A capacidade de

autorregulacdo do calor corporal, sua estrutura muscular e esquelética,



aprumos e pés fortes, habito de pastejo, capacidade ruminal sdo condi¢des que
Ihe atribuem grande resisténcia e adaptacédo ao ambiente tropical e subtropical
(ABCG, 2009).

A GIROLANDO é responsavel pela realizagcdo do controle leiteiro
nos rebanhos da raca. Essa prova zootécnica consiste na mensuracdo e
correspondente registro da producéo individual das vacas, visando a selecéo, o
manejo, a pesquisa e a promocao da raca. Com base nesses dados coletados,
podem-se reconhecer as reais potencialidades de cada animal, identificando os
individuos superiores que transmitirdo boas caracteristicas aos seus
descendentes, promovendo assim o melhoramento genético da raca. Essa é a
premissa de todos os programas de melhoramento genético animal.

O PMGG vem sendo conduzido pela GIROLANDO com a
colaboracéo técnica da Embrapa Gado de Leite ha 12 anos por meio do Teste
de Progénie da raca. De 1997 a 2009, ja foram liberados os resultados de cinco
grupos de touros, totalizando 32 reprodutores avaliados pela predicdo da
capacidade prevista de transmissdo (PTA) de leite. Os demais reprodutores,
pertencentes aos sete grupos restantes, encontram-se em fase de teste. Em
2009, houve um aumento do nimero de animais em prova, foram selecionados
19 touros para o teste, ao passo que no ano anterior foram apenas oito,
revelando o crescente interesse pela raca e pelo desenvolvimento do Teste de
Progénie. Com os animais selecionados neste ultimo ano somam 93 touros ao
teste. Embora os animais mais jovens ainda ndo tenham filhas em fase de
producao e, portanto, ndo apresentam registros fenotipicos para analise, parte

desses animais foi genotipado.



O PMGG estrutura-se no controle leiteiro e no uso da inseminacgao
artificial nos rebanhos para a realizacdo do Teste de Progénie. O teste avalia
0s touros responsaveis por mais da metade do melhoramento genético do
rebanho, por meio de suas filhas. Todos os touros participantes da avaliacao
genética tém seu sémen disponibilizado nas centrais de inseminacdo, mesmo
antes da publicacao dos resultados. Para a realizacao do teste, é necessaria a
participacdo dos criadores para testar seus touros e de outros criadores que
tenham interesse em inseminar as matrizes de seu rebanho com sémen dos
touros inscritos no teste, sendo esses rebanhos conhecidos como rebanhos
colaboradores (Freitas, 2008).

Os resultados obtidos sédo anualmente publicados por meio do
sumario de touros, em que é disponibilizado o valor genético dos touros
expresso pela PTA, que € a estimativa da metade do valor genético do animal,
ou seja, o efeito aditivo médio dos genes de um animal transmitidos a sua prole
por meio de seus gametas (Pereira, 2004). A selecdo dos animais é realizada
com base no valor genético predito, mas esses animais também s&o
genotipados por meio de marcadores moleculares associados aos genes
envolvidos com a caracteristica do leite e com doencas autossomais
recessivas, sendo tais resultados também divulgados no sumario. Alguns
genes avaliados estdo comprovadamente associados as caracteristicas do leite
na raca girolando e nas ragas européias como os genes DGAT 1 (Diacilglicerol
O-Aciltransferase) e a Kappa-caseina, e outros ainda estdo em fase de
validagdo na raca girolando, como € o0 caso do gene da osteopontina (OPN).

Os proximos grupos de touros jovens deverdo ser genotipados com



marcadores moleculares para genes deletérios antes de entrarem no Teste de
Progénie (comunicacao pessoal, Guimaraes, 2010).

O controle de doencas genéticas recessivas como a BLAD
(Deficiéncia de Adesao Leucocitaria Bovina) (Nagahata et al., 1987; Shuster et
al.,, 1992) e a DUMPS (Deficiencia de Uridina Monofosfatase Sintase)
(Robinson et al., 1983; Shanks et al., 1987) tem recebido grande atencao nos
rebanhos, devido a utilizacdo e comercializacdo do sémen dos touros em teste,
principalmente aqueles com melhores predicdes de valor genético. Desse
modo, marcadores moleculares sdo utilizados como ferramenta auxiliar aos
meétodos de selecdo tradicional para avancar no melhoramento genético da
raca obtendo animais mais produtivos com maior acuracia. A incorporacao de
novas tecnologias para a cadeia produtiva do leite, como a analise por meio de
marcadores moleculares, propicia um aumento da producdo tornando a

bovinocultura mais competitiva.

2.2. A pratica de selecao nos rebanhos leiteiros

A producéo de leite, assim como a sua composi¢cao, tem significante
impacto sobre a economia nacional. Em 2007, a producéo foi de 26,4 bilhdes
de litros gerando um valor bruto da producdo de aproximadamente 15 bilhdes
de reais (Zoccal; Carneiro, 2008). Em termos mundiais, o Brasil € o sexto maior
produtor, com um aumento de 5,5% em relacdo ao ano anterior, ficando atras
da Uni&o Européia, dos EUA, da india, China e Rassia (USDA, 2008) (Figura
1). Entretanto, a baixa produtividade por animal (1,24 toneladas/cabeca/ano)

reflete a existéncia de animais pouco produtivos e de sistemas de criacao por



10

160.000 -
@ 140.000 - T T
g 111
@ 120.000 -
c
8
E 100.000 -
% 80.000 - e
§ 60.000 - 02008*
S 02009 **
> 40.000
=]
2 m
o 20.000 -
0
Canada | Estados Brasil Unido Russia india China
Unidos Européia
Paises

Figura 1. Producdo mundial de leite fluido em mil toneladas. *dados preliminares, **
projecéo para o ano. Fonte: USDA/2008.

vezes inadequados a producéo leiteira nacional. Esses dados indicam a baixa
produtividade dos animais dos rebanhos do pais, principalmente quando
comparados a produtividade de paises de maior produ¢cdo como os EUA, com
9,22 toneladas/cabeca. Dessa forma, sera ineficiente apenas melhorar habitos
de manejo se o rebanho ndo possuir potencial genético capaz de responder a
esse investimento (Marques, 2005).

Sabe-se que o fendtipo é o resultado do ambiente e dos genes
responsaveis pelo desenvolvimento da caracteristica, denominada interagéo
genotipo-ambiente. A expressdo das caracteristicas do leite € o resultado da
soma dos efeitos genéticos, do ambiente e da interacao entre eles, ou seja, 0

fendtipo dos individuos € o resultado de seu gendétipo, manifestado de acordo
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com o ambiente a que esse individuo esta exposto. Assim, a interacéo
genaotipo-ambiente é caracterizada quando as diferencas fenotipicas entre
diferentes genotipos sdo desiguais de um ambiente para outro.

Ao se promover selecéo para a predicdo do resultado, € importante
uma estimativa da seguranca que se tera ao se adotar determinado
procedimento. Essa seguranca € definida pela acuracia da selecéo (Filho,
1999). O método de selecdo BLUP (melhor predicdo linear ndo viesada),
utilizado atualmente nos programas de melhoramento, seleciona indiretamente
individuos com gendétipos favoraveis ao desenvolvimento das caracteristicas
produtivas, por exemplo, producéo de leite. Metodologias classicas de selecdo
podem nao resultar em uma selecdo com grande acuracia para as
caracteristicas quantitativas, como a producdo de leite, que apresenta
moderada herdabilidade, pois dependem da acuracia de predicdo dos valores
genéticos dos candidatos a selecdo. De acordo com Bertrand et al. (1985), a
acuracia dos valores genéticos dos animais avaliados em diversos ambientes é
reduzida quando existir interacdo genotipo-ambiente. Portanto, a modelagem
apropriada na avaliacdo genética para a selecdo de bovinos leiteiros deve
considerar a magnitude dos valores genéticos e ganhos genéticos nos
diferentes ambientes (Costa, 1999).

Técnicas de biologia molecular permitiram novas perspectivas para o
progresso genético, especialmente para as caracteristicas poligénicas. Com o
advento da biologia molecular, o estudo direto na variabilidade das sequéncias
de DNA propiciou melhor entendimento da expressdao diferencial da

caracteristica do leite. A diversidade genética nos animais surge como
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resultado de forgas evolutivas como a mutacdo e o fluxo génico resultante da
introducdo de novos animais no rebanho, trazendo novos alelos para a
populacdo. E essa variacdo genética que pode ajudar a explicar parte das
diferencas de producao entre animais de um mesmo rebanho. No entanto, a
variabilidade pode ser diminuida principalmente pela selecao direcional para
determinada caracteristica, como a producao de leite. A variabilidade genética
€ condicdo fundamental para que haja progresso genético da raca, uma vez
que, por meio da selecdo, é possivel obter uma mudanca das frequéncias
génicas e/ou nos haploétipos da populagao.

O avanco obtido na area de analise de dados possibilitou o
desenvolvimento de novas metodologias para o melhoramento genético animal,
as quais utilizam informacdes geradas a partir do estudo do polimorfismo das
sequéncias dos genes por meio do estudo de marcadores moleculares
juntamente com os dados fenotipicos de producao de leite, 0 que possibilita
uma selecdo com maior acuracia. Assim, o uso de marcadores moleculares em
conjunto com métodos de selecao tradicionais para o calculo da estimativa do
valor genético animal torna-se pertinente.

Um marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer
fendtipo decorrente de um gene expresso (proteinas e caracteres morfologicos)
ou de um segmento especificos de DNA, cuja sequéncia e funcdo podem ou
nao ser conhecidas e possuem heranca de acordo com as leis de Mendel
(Ferreira; Grattapaglia, 1998). Diferentes marcadores moleculares séao
utilizados na deteccao de polimorfismo genético na populacéo, o que possibilita

a selecéo indireta para genes de interesse para o melhoramento.
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Entretanto, o uso de marcadores moleculares nos programas de
selecéo nao € tdo simples, em virtude da natureza quantitativa da caracteristica
do leite. Contudo, apesar de muitos genes estarem envolvidos na expressao da
caracteristica, percebe-se que € possivel encontrar alguns genes que tenham
um efeito maior e mensuravel na determinacdo da caracteristica, com efeito
preponderante em relacdo aos demais, sendo chamados de genes de efeito
maior ou major genes (Franco; Melo, 2006). Assim, com o advento dos
marcadores moleculares, o numero de associacdes entre esses marcadores e
caracteres de heranca poligénica foi ampliado significativamente. A utilizacéo
de marcadores em desequilibrio de ligacdo com major genes que controlam
preponderantemente as caracteristicas de interesse econdmico permite a
identificacdo de animais geneticamente superiores em idade precoce e com
maior acuracia, contribuindo significativamente para melhorar a eficiéncia dos
rebanhos.

Atualmente, estudos para a identificacdo de genes relacionados a
producdo de leite estdo sendo associados a genes candidatos, genes que
possivelmente sejam major genes no controle da caracteristica. Uma forma
eficiente de utilizar os marcadores moleculares, com maior possibilidade de
aplicacdo em curto prazo, é o estudo dos polimorfismos localizados
diretamente em genes candidatos (Pappas et al., 2004). Os genes candidatos
sdo genes de sequéncia e acao biolégica conhecida e que estdo envolvidos
com o desenvolvimento ou a fisiologia de uma determinada caracteristica de
interesse produtivo, em que as mutacdes espontaneas possam ser associadas

a caracteristica de interesse econdémico (Ferreira; Grattapaglia, 1998). Dessa
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forma, pode-se utilizar o polimorfismo no gene candidato como marcador
molecular para o estudo de caracteristicas de interesse, de forma a permitir alta
eficiéncia seletiva, grande rapidez na obtencdo de ganhos genéticos com a
selecdo e baixo custo, em comparacdo com a tradicional selecdo baseada em
dados fenotipicos. A selecdo gendmica ou selecdo gendmica ampla (Genome
Wide Selection - GWS) (Meuwissen et al., 2001) foi desenvolvida vislumbrando
esses objetivos de selecdo. A GWS usa associacfes de grande numero de
marcadores SNPs em todo o genoma com os fenétipos.

A selecdo gendmica elevaria a qualidade do rebanho, visto que
seriam mantidos apenas os animais que apresentam a forma alélica dos genes
que favorecem a maior producdo. Isso, consequentemente, geraria uma
reducdo nos custos de criacdo gastos com 0s animais com estimativas de valor
genético menores para producao de leite, tendo em vista que tais animais
seriam descartados do rebanho precocemente. No entanto, deve ser utilizada
com cautela, uma vez que os efeitos das interacbes gendmicas sé&o
desconhecidos e podem ocorrer correlacdes indesejadas.

No que diz respeito a uma maior producdo de leite, o melhor
entendimento das bases genéticas responsaveis pela variacdo na expressao
da producao de leite ajudaria no estabelecimento de novos critérios de selecéo

para o melhoramento dos rebanhos leiteiros.

2.3. Ildentificacdo de genes associados a producdo d e leite e
seus constituintes

Bovinos, caprinos, ovinos, suinos, etc., sdo selecionados visando o
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melhoramento das caracteristicas economicamente importantes durante varias
geracbes. Muitas das caracteristicas de importancia econdémica, como
crescimento, fertilidade, producdo de leite e resisténcia a doencas, s&o
influenciadas por diversos genes, cada um contribuindo com um pequeno efeito
e por fatores ambientais (Burt; Hocking, 2002). Uma estratégia utilizada para a
identificacdo dos genes com efeito sobre a caracteristica € a identificacdo de
regides do genoma que influenciam caracteristicas quantitativas (QTL -
Quantitative Trait Loci). O uso de marcadores moleculares distribuidos ao longo
do genoma ou em cromossomos especificos permite detectar os QTLS sem a
necessidade de conhecimento prévio da funcéo fisiolégica de genes (Plastow,
2003). O principal objetivo de mapear QTL € encontrar genes e/ou marcadores
ligados a expressdo da caracteristica e que possam ser implementados nos
programas de melhoramento genético animal via SAM (Khatkar et al., 2004).

O desenvolvimento de novas tecnologias na area da biologia
molecular e bioinformatica e o recente sequenciamento do genoma bovino
propiciaram um maior conhecimento das sequéncias nucleotidicas do genoma
como um todo, proporcionando maior énfase na deteccdo de QTL para
caracteristicas envolvendo a producéao de leite (Khatkar et al., 2004) (Figura 2).
A deteccdo de QTL ao longo do genoma auxilia a determinagcdo de genes que
possam estar influenciando uma caracteristica, seja por comparacdo com
regides homodlogas de outras espécies, seja pela proximidade fisica de um
dado gene com a regido ocupada pelo QTL encontrado no genoma estudado
(Zhao et al., 2003).

Diferentes estudos detectaram QTL para producao de leite, gordura
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e de proteina em todos 0s 29 cromossomos autossémicos e no cromossomo X
do genoma bovino (Khatkar et al., 2004). Tais informacfes geradas nessas
analises moleculares sobre o genoétipo dos individuos podem ser um
complemento importante para os sistemas de selecdo tradicional em gado
leiteiro que utilizam os dados fenotipicos, mas que, em virtude de sua natureza
quantitativa, algumas caracteristicas apresentam baixa herdabilidade
resultando em pequenos ganhos genéticos para as caracteristicas. Dentre os
29 cromossomos bovinos, o cromossomo 6 de Bos taurus (BTAG) esta entre os
que portam o maior numero de QTL para a producao de leite apresentando
associacOes significativas (Khatkar et al., 2004; Olsen et al., 2004; Harder et
al., 2006; Kucerova, et al., 2006; Bagnato et al., 2008; Lillehammer et al., 2008;
Gao et al., 2009) (Figura 3).

Nesse contexto, Olsen et al. (2004) identificaram um QTL no BTA6
em uma extensdo de 7,5 cm entre os marcadores BMS2508 e FBN12
correlacionado a pequeno aumento na producao de leite e reducdo significativa
no percentual de gordura e proteina na raca holandesa. O mesmo grupo (Olsen
et al., 2005), posteriormente, realizou um mapeamento fino na regidao em que
havia sido detectado o QTL para a producéo de leite, por meio do aumento na
densidade de marcadores, e assim, identificaram uma regidao de 420 kb entre
0s genes ABCG2 (ATP-obrigatéria de ligagdo, subfamilia G, membro 2) e o que
apresentava maior efeito sobre QTL detectado (Figura 4). Essa regido
cromossOmica contém seis genes, dentre os quais, quatro sdo conhecidos
devido a estudos do genoma humanos: IBSP (intregrina sialoproteina), MEPE

(matrix extracelular de fosfoglicoproteina com motivo ASARM), PKD2 (doenca
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do rim policistico 2) e OPN (osteopontina).

Este ultimo gene foi associado significativamente as caracteristicas
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do leite na raca holandesa em diferentes populacdes (Schnabel et al., 2005;
Leonard et al., 2005; Khatib et al., 2007). Sheehy et al. (2009) analisaram
quatro genes candidatos para esse QTL encontrado no BTA 6 relacionado com
a producéo de leite (OPN, ABCG2, LAP3 e PKD2), nos quais foi detectado uma
expressdo mais evidente da proteina OPN nas células da glandula mamaria
durante o ciclo de lactacdo, sendo esse ciclo considerado o provavel
responsavel pelo efeito do QTL e um importante regulador da expressao
genética das proteinas do leite em bovinos. Entretanto, ndo foi descartado o
efeito dos demais possiveis genes candidatos analisados.

Os dados apresentados por Sheehy et al. (2009) demonstraram o
potencial impacto da analise e do uso dos polimorfismos do OPN visando a

selecéo assistida por marcadores (SAM) para a producao de leite.

2.4. O gene da osteopontina

O gene OPN (Figura 5) é conhecido nos estudos de genoma
humano e um forte gene candidato para o estudo de associacdo com a
producao de leite em bovinos devido a seu comprovado envolvimento biolégico
tanto com a caracteristica e como no desenvolvimento da glandula mamaria
(Senger et al., 1989; Nemir et al., 1989; Sorensen & Petersen, 1994; Bayless et
al., 1997; Nagatomo et al., 2004; Kumura et al., 2004; Christensen et al., 2005).

A primeira descricdo da proteina desse gene foi como um marcador
de transformacao das células epiteliais em humanos (Senger et al., 1979), mas
com expressao em uma variedade de tecidos indicando uma multiplicidade de

funcdes, embora ndo tenha sido estabelecido um papel definitivo para o gene
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(Chabas, 2005). O termo SPP1 (secreted phosphoprotein 1) foi introduzido
como um nome alternativo e reflete o vasto papel funcional do gene, que pode

apresentar diferentes funcdes na fisiologia da glandula mamaria (Scheehy et
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Figura 5. Representacdo esquematica da organizacdo do gene OPN em bovinos do
banco de dados de sequéncia do genoma bovino. Azul: regido nado traduzida;
Vermelho: regido codificante. Fonte: Ensembl, 2009.

al.,, 2009). A proteina OPN €& uma glicoproteina altamente fosforilada ja
identificada em diferentes espécies, por exemplo, bovinos, humanos e
camundongos, localizada nos cromossomos 6, 1 e 5, respectivamente (Fisher
et al., 2001).No genoma bovino, o OPN compreende 7 éxons abrangendo
cerca de 7 kb (GenBank: NW_255516, GenelD: 281499) codificando uma
proteina de 278 aminoacidos (Pareek et al., 2008a). Fazendo um paralelo ao
gene descrito em bufalos, a sequéncia das regidées compreendidas de éxons
apresenta 6 nucleotideos diferentes sendo algumas modificagbes né&o
sinbnimas, estdo presentes duas insercdes, o que resulta em uma proteina
com 280 aminoéacidos nessa espécie (Tantia et al., 2008). As modificacbes pos-
transcricionais e a natureza acida da proteina OPN possivelmente sdo os
responsaveis pelas diferencas no tamanho molecular da proteina nas
diferentes espécies (Nemir et al., 1989). A proteina OPN identificada no leite
bovino € composta por 262 aminoacidos e tem uma massa molecular estimada
de 66 kDa (Sorensen; Petersen, 1994). Christensen et al. (2005) relataram
modificacdes poés-transcricionais de 36 sitios de fosforilacdo nessa proteina
presente no leite humano.

A proteina estd envolvida em diferentes eventos biologicos e
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presente em diferentes tecidos, por exemplo, no plasma seminal em bovinos
(Cancel et al., 1997), no crescimento e na remodelacdo 6ssea em humanos
(Denhardt; Noda, 1998), nas células imunes mediadoras, na remodelacdo do
tecido, na cicatrizagcdo em humanos (Denhardt; Guo 1993; Sodek et al. 2000) e
no pulmdo (Kohan et al., 2007). Um modelo de camundongo transgénico
expressando o mMRNA anti-senso do gene OPN na glandula mamaria mostrou
que essa proteina € necessaria para o desenvolvimento normal da glandula e
para a lactacdo (Nemir et al., 2000). A proteina foi identificada no leite de
diferentes espécies, incluindo o leite humano, no qual é encontrado em uma
concentracdo superior a 1x10° mg/L, sugerindo importante papel na
diferenciacdo e na proliferacdo das células epiteliais da glandula mamaria
(Nagatomo et al., 2004). No leite bovino, foi detectado uma concentracédo de 8
mg/L no leite cru (Bayless et al., 1997) e também foi identificada na glandula
mamaria de ratos (Nemir et al., 2000). Em contraste, a abundancia de OPN na
secrecdo mamaria bovina nao é identificada na fase inicial da lactacdo, mas no
leite produzido alguns dias apds o parto, sendo a concentracdo de OPN na
persisténcia da lactacdo em bovinos estimada em cerca de 10 mg/L (Kumura et
al., 2004). Em outro estudo, Senger et al. (1989) encontraram uma
concentracdo de 3 a 10 pg/mL da proteina no leite humano. Embora existam
diferencas nas concentracdes encontradas no leite humano, ha grandes
diferencas entre os niveis de proteina no leite bovino e no leite humano,
mesmo na fase tardia da lactacdo. O papel biolégico da proteina no leite
humano, especialmente em fase final de lactacéo, ainda é discutido (Nagatomo

et al., 2004; Sheehy et al., 2009).
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Diferentes estudos em animais da raca holandesa detectaram o
gene OPN associado a producgédo de leite e de seus constituintes (Cohen et al.,
2004; Leonard et al., 2005; Schnabel et al., 2005; Khatib et al., 2007). Cohen et
al. (2004) investigaram a associacdo de 12 SNP de 10 genes, localizados na
regido do marcador microssatélitie BM143 no meio do BTAG,
com a producdo de leite e de seus constituintes em 420 touros da raca
holandesa. Entre os 10 genes analisados, o OPN apresentou o maior
desequilibrio de ligacao e efeitos sobre o percentual de proteina. Além disso,
com a andlise de expressao na glandula maméaria em bovinos, Cohen et al.
(2004) concluiram que esse gene candidato € o que fundamentalmente
influencia o percentual de proteina do leite.

Leonard et al. (2005) identificaram um SNP C/T no intron quatro do
gene OPN associado ao aumento do percentual de gordura e de proteina no
leite. Schnabel et al. (2005), utilizando marcador microssatélite (SSR - single
sequence repeat) na regido regulatéria desse gene, detectaram associacao
com as caracteristicas do leite, por meio de uma delecdo upstream do promotor
de OPN (OPN_3907). A regido é a portadora de elementos regulatérios tecido-
especifico do gene. Khatib et al. (2007) confirmaram a associacédo detectada
por Leonard et al. (2005), analisando duas populacdes independentes da
Universidade de Wisconsin da raca holandesa. Contudo, a correlacdo negativa
existente entre a producdo de gordura e proteina com a producdo do leite
sugere o envolvimento de um mecanismo de modulacéo do potencial osmético
do leite, resultando em um leite mais fluido e com menos solidos, apesar de a

expressao do gene OPN estar relacionada com as proteinas do leite 3-caseina
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e k-caseina (Sheehy et al., 2009).

Cohen-Zinger et al. (2005) sugeriram o gene ABCG2 como
candidato para a producédo de leite, sendo a mutacdo Y581S a causal para o
efeito do QTL detectado no BTA6, pois a regido em que sSe encontra o
OPN_3907 descrito por Schnabel et al. (2005) € uma regiao hipervariavel. de
Koning (2006) revisou o trabalho desses dois grupos e sugeriu que ambos os
alelos, do gene OPN e do gene ABCG2, estdo em LD com a mutagéo
responsavel pelo efeito no QTL no BTA6. Olsen et al. (2007), analisando
novamente essa regido, incluindo os alelos do OPN e ABCG2, reportaram que
o OPN_3907 poderia ser excluido e sugeriram o gene ABCG2 (Y581S) por
estar em LD com a mutacao causal.

A significativa associacao de diferentes polimorfismos do gene OPN
com a caracteristica do leite em diferentes estudos com animais da raca
holandesa sdo consistentes, apesar de o conflito de opinides apontarem para
diferentes genes candidatos responsaveis pelo efeito do QTL no BTA6 (de
Koning, 2006). Uma analise do polimorfismo (C/T) localizado no intron quatro
do gene OPN, analisado primeiramente por Leonard et al. (2005), avaliando
caracteristicas de crescimento, associou o0 alelo T desse SNP ao alto peso
corporal em touros jovens e novilhas da raca holandesa (Pareek et al., 2008b).
Essa associacdo vem ao encontro dos resultados obtidos por White et al.
(2007) e Allan et al. (2007), que avaliaram o provavel QTN (nucleotideo de
caracteristica quantitativa) descrito e associado as caracteristicas do leite por
Schnabel et al. (2005), para caracteristicas de crescimento em sete principais

racas de gado de corte nos EUA, reforcando a importancia desse gene
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candidato, também, para caracteristicas como ganho de peso e crescimento.

O envolvimento do gene OPN para a producao de leite e a
comprovada associacdo do SNP (C/T) localizado no intron quatro desse gene
com constituintes do leite na raca holandesa reforcam a importancia de
caracterizacdo desse gene na raca girolando. Neste trabalho, avaliamos a
diversidade genética do SNP localizado no intron quatro do gene OPN em
animais da raca girolando e avaliamos a sua associacdo com a producao de

leite.
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3. Hipoteses

O polimorfismo C/T localizado no intron quatro do gene OPN estaria

presente nos animais da raga girolando.

O polimorfismo C/T do gene OPN estaria associado a producéo de

leite em animais da racga girolando.

Os alelos desse gene apresentariam efeitos aditivos sobre a
producdo de leite na raga girolando, conforme o observado em outras

caracteristicas do leite na raca holandesa.
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4. Objetivos

Avaliar a diversidade genética do polimorfismo C/T no intron quatro
do gene candidato OPN utilizando marcador molecular do tipo SNP em uma
populacao de animais da raga girolando.

Verificar a associacao entre os alelos do polimorfismo C/T desse
gene com a producéo de leite nesses animais.

Estimar os efeitos de aditividade e de dominancia dos alelos desse

SNP nos animais para a producao de leite.
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5. Material e Métodos

5.1. Dados

Para o isolamento do DNA gendmico, foram coletadas amostras de
sémen de 87 touros da raca girolando, compreendendo os 10 grupos em teste,
e de sangue de 347 vacas filhas desses animais, todos esses participantes do
Teste de Progénie da raca girolando coordenado pela Embrapa Gado de Leite
e pela GIROLANDO. Os animais sao provenientes de fazendas de diferentes
localidades do Brasil, todas colaboradoras do Teste de Progénie da raca. As
amostras foram coletadas pela associacdo de criadores quando das visitas
para controle leiteiro ou de classificacao linear dos animais.

Para cada vaca, foram coletadas duas amostras de 2 mL de sangue
coletados em tubos Vaccuteiner® com EDTA 0,5%. As amostras de sangue
coletadas nas diferentes propriedades participantes do Teste de Progénie
foram transportadas em caixas isotérmicas até a associacao de criadores de
girolando e de la encaminhadas ao Laboratério de Genética Molecular (LGM)
da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora (MG). As amostras de sémen
foram coletadas nas centrais de inseminacdo e armazenadas em nitrogénio

liquido (-196°C) e assim enviadas para o LGM.

5.2. Extracdo do DNA
O DNA genbmico foi extraido das células do sangue e do sémen
utilizando-se o DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA),

conforme recomendado pelo fabricante. O DNA total extraido foi quantificado
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por espectrofotometria (Nanodrop®1000, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, EUA), sendo a relacdo Auso/Azgo Utilizada para avaliacdo da
qualidade do material. As concentrac6es de DNA obtidas foram padronizadas

para uma solucéo de trabalho a 20 ng/pL e estocadas a -20°C até o uso.

5.3. Amplificacdo do gene OPN e genotipagem

O estudo da variabilidade do gene OPN foi realizado por meio da
analise do marcador molecular do tipo SNP, localizado no intron quatro desse
gene, utilizando a técnica de PCR-RFLP (Haliassos et al., 1989) para
diferenciacdo dos alelos. Para a andlise, foram utilizados os primers descritos
por Leonard et al. (2005), desenhados para uma populacdo americana da raca
holandesa (Tabela 1). As condi¢cdes da reacdo da PCR foram otimizadas
seguindo o procedimento descrito por Leonard et al. (2005), com algumas
modificacdes. As reacdes foram realizadas em um volume final de 25 L
contendo 2 mmoles/L de cada dNTP, 1X de GoTaq®Green Master Mix
(Promega Corporation, Madison, EUA), 5 picomoles de cada primer e 70 ng de
DNA. As reacdes foram conduzidas em termociclador GeneAmp® PCR System
9.700 (Applied Biosystems Inc., Foster City, EUA) com um periodo inicial de
desnaturacao a 95°C por 5 min, seguidas de 40 ciclos de amplificacdo de 95°C
por 45 s, 50°C por 45 s e 72°C por 45 s e um periodo adicional de
polimerizacao a 72°C por 7 min.

Para distinguir as duas formas variantes do SNP (C/T) do gene
OPN, 15 pL do produto da reacdo de PCR foi digerido com 2,5 U da enzima de

restricdo Bsr | (New England Biolabs, Inc., Ipswich, EUA) em um volume final
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Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para amplificagdo do intron quatro
do gene da osteopontina (OPN).

Primer Sequéncia (5 * 3)

OPN F  GCAAATCAGAAGTGTGATAGAC
R  CCAAGCCAAACGTATGAGTT

de 20 uL incubada a 65°C por 3 h, seguido por periodo adicional de inativacéo
de 80°C por 20 minutos, conforme recomendado pelo fabricante.O padrao dos
fragmentos foi observado em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etideo (0,02 puL/mL) para o estabelecimento dos gendtipos. A eletroforese foi
realizada a 80 V durante 50 min, para a separacdo completa dos fragmentos
amplificados de acordo com seu tamanho em pb. Os fragmentos foram
visualizados em fotodocumentador modelo Eagle Eye Il (Stratagene Cloning
Systems, La Jolla, EUA) e o seu tamanho foi comparado com os fragmentos do
marcador de 100 pb DNA Ladder (Fermentas INC., Hanover, EUA) para
verificar se os tamanhos gerados pela digestdo correspondem aos descritos na

literatura.

5.4. Analise estatistica

5.4.1. Andlise de diversidade genética para o SNP ( C/T) no
intron quatro do gene OPN

As medidas de diversidade genética na populacédo para o gene OPN
foram obtidas pela utilizacdo dos programas Genepop web version 4.0
(http://genepop.curtin.edu.au/) (Rousset, 2008). A partir das frequéncias
alélicas, foram obtidos os indices de diversidade genética da populacdo. Com o

objetivo de avaliar a variabilidade e o grau de estruturacéo da populacéo, foram
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estimados os parametros F.. e F.;, sendo este ultimo realizado por meio da
avaliacdo entre cada sexo, formando duas popula¢gbes. O parametro F,; é a
correlacdo de genes de cada individuo dentro da sua populacdo e indica o
desvio de heterozigosidade entre os individuos em relacdo a sua populacéo; o
Fr indica se existe diferenciacdo populacional (Weir; Cockerman, 1984).
Analisar 0 parametro F.r € importante para se avaliar a diferenciacdo entre
touros e vacas, tendo em vista que 0s touros sofrem maior pressado e
intensidade de selecdo dentro do rebanho.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi obtido por teste de
probabilidade utilizando o método de cadeias de Markov mediante analise dos
seguintes parametros: 2.500 de desmemorizagdo, 120 batches e 1.000

permutacgoes.

5.4.2. Analise de associacdo do SNP (C/T) do intron  quatro do
gene OPN com a producéo de leite

Os dados fenotipicos de producéo de leite das 159 vacas utilizados
no estudo de associagdo sao provenientes do servico de controle leiteiro da
Associacao Brasileira dos Criadores de Girolando (GIROLANDO) e compdem o
Arquivo Zootécnico Nacional de Gado de Leite, gerenciado pela Embrapa Gado
de Leite. As estimativas de PTA para a producao de leite, utilizadas para a
analise dos 32 touros e 159 vacas avaliadas, sdo provenientes da avaliagdo
genética realizada pela Embrapa Gado de Leite.

A andlise de associacao entre o SNP (C/T) no intron quatro do gene

OPN e a producao de leite foi realizada utilizando dados de producéo até 305
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dias (P305) e a capacidade prevista de transmissdo (PTA). Para os dados de
PTA, os efeitos positivos de um adicional alelo nos filhos(as) de determinado
reprodutor sdo necessariamente aditivos, pois essa estimativa baseia-se no
valor genético de cada animal, que representa a soma de todos os efeitos dos
alelos. Assim, para esse conjunto de dados, o seguinte modelo de substituicéo

alélica foi utilizado:

Yij = W+ Si + Byij + &,

onde, Yj € o valor relativo da PTA do filho(a) j do touro j; 4 € uma constante
geral, S;é o efeito fixo do touro j; B é o coeficiente de regressao representando
metade do efeito de substituicdo de alélica (a / 2), «j € o nimero alelos C (0, 1
ou 2) no loco do gene OPN no filho(a) ; de touro ; e g € o efeito residual. As
estimativas de PTAs foram ponderadas pelos valores das confiabilidades para
obter estimativas de quadrados minimos ponderados do efeito de substituicdo
alélica.

Os dados de P305 utilizados foram os registros individuais de cada
vaca, portanto, os efeitos alélicos ndo sado necessariamente aditivos. Assim, 0s

dados foram analisados seguindo o seguinte modelo de efeitos fixos:

Yikm= H + Sj+ GCy + CG|+ O + Ejjim

no qual Yium representa os desvios de producdo da vaca ; filha do touro ; p €

uma constante geral; S;é o efeito fixo do j-ésimo touro; GCy é o efeito fixo do k-
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ésimo grupo contemporaneo (k = 1, 2,...,45) (rebanho e estacdo de parto); CG;
é o efeito fixo da I-ésima composicao genética (I = 1, 2, 3, 4); Oy, é 0 efeito do
m-ésimo genétipo do OPN (m=CC, CT, TT); €jjum efeito residual.

O efeito genético aditivo do loco foi estimado como metade da
diferenca entre os dois grupos de homozigotos, como &.. — ér;/2-. O efeito de
dominancia foi estimado como a diferenca entre o grupo de heterozigotos e a
meédia dos grupos dos 2 homozigotos no loco. A associacao foi realizada por

meio do procedimento GLM do SAS 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary).



CAPITULO Il

Andlise de diversidade genética do gene da osteopon  tina em bovinos da
raca girolando *

! Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Zootecnia (Apéndice 1).
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Andlise de diversidade genética do gene da osteofioa em bovinos da raca

girolando

Fernanda de Melld, Marta Fonseca Martins Guimarae$, Jaime Araudjo Cobuct,
Marcos Vinicius Barbosa da Silv4, José Braccini Netd, Daisyléa de Souza Paiva

Resumo: O objetivo deste trabalho foi obter os indices tkerdidade genética
para o SNPgingle nucleotide polymorphigrdo intron quatro do gene da osteopontina
(OPN) para 434 animais (87 touros e 347 vacas) paatitgs do Teste de Progénie da
raca Girolando no Brasil. Para a amplificacéo, fordilizadosprimersdescritos para a
raca holandesa, e a diferenciagdo dos alelos C33ed8NP foi obtida por meio da
técnica de PCR-RFLP. As frequéncias genotipicag5P153%), CT (38,71%) e CC
(8,76%) e as frequéncias alélicas de T (71,9%)(8871%) indicam que a populacao
encontra-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)>(0,09. Apesar do loco do
geneOPNestar em EHW, a frequéncia superior do alelo TNB Sesses animais pode
sugerir uma tendéncia de fixacdo do alelo T na.rdéa foi observada diferenciacéo
entre o grupo de touros e vacést(= -0,018), corroborando a estimativa de equilibrio
da populacao. Por meio dos valores estimadoskel®,043), sugerimos que os altos
nameros de individuos homozigotos para o aleloSenkados na populagdo acontecam
em virtude da provavel heranca desse alelo vinda r&buina, e ndo a endogamia.
Assim, para melhor caracterizacdo do polimorfisroogdneOPN, avaliacbes em um
maior numero de animais devem ser realizadas, uezaque s6 foram avaliados

animais participantes do Teste de Progénie.

Palavras-chave:diversidade genética, girolando, osteopontina, SNP

! UFRGS, Porto Alegre, RS, emdiérnandade.mello@gmail.com
2 Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG
® UFJF, Juiz de Fora, MG
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Analysis of genetic diversity of osteopontin gena icattle girolando

Abstract: The objective was to obtain the indices of genditiersity for the SNP
(single nucleotide polymorphism) of the four intrgane osteopontinOPN) for 434
animals (87 bulls and 347 cows) participants inRinegeny Test Girolando in Brazil.
For amplification, primers used were described the Holstein breed, and
differentiation of alleles C/T SNP that was obtainey PCR-RFLP. TT genotype
frequency (52.53%), CT (38.71%) and CC (8.76%) altele frequencies of T (71.9%)
and C (28.1%) indicate that the population is irdyaWeinberg (EHW) (p> 0.05).
Despite theOPN gene locus being in EHW, the higher frequencylleleaT of SNP in
these animals may suggest a trend-setting T aifelthe race. No difference was
observed between the group of bulls and cdves£ -0.018), supporting the estimate of
population balance. Through the values estimatethé¥is (0.043), suggest that high
numbers of individuals homozygous for the T allebserved in the population occur
because of possible inheritance of this allele basbu breed, not inbreeding. Thus, to
better characterize th@PN gene polymorphism, assessments in a larger nuwiber

animals must be performed, since only animals \@esessed participants Progeny Test.

Key Words: genetic diversity, girolando, osteopontina, SNP
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Introducéo

Animais da raca girolando destacam-se no cenaimma em funcdo de sua
representatividade na producao de leite, sendeomsggeis por 80% da producéo total
no Brasil (ABCG, 2009). Estudos sobre a diversidgdeética de racas sintéticas
permitem aumentar a eficiéncia do processo de s&spselecdo assegurando a
diversidade genética. Na diversidade genéticajedsida a capacidade de se promover
selecdo, e consequentemente melhoramento genktibo, (1999). A manutencdo da
diversidade € necesséria para que os individu@laetem as mudancas, evitando a
consequente perda da diversidade alélica que poudarta populagdo mais suscetivel a
novas doencas e parasitoses, por exemplo. Alémais @ perda da heterozigosidade
em populacdes selecionadas reduz a probabilidafieadeyenes favoraveis diminuindo
a resposta genética a selecdo, a médio e longo (Canha et al., 2004).

Estudos prévios identificaram o gene da osteopanfdPN) como candidato
posicional para a producao de leite na raca hotan(iEhang et al., 1998; Olsen et al.,
2004). Esse gene, também conhecido cdBRP1 (Secreted Phosphoproteit),
apresenta expressdo em diferentes tecidos, mas @regenca no leite e sua alta
expressao nas células epiteliais da glandula mansarjerem a importancia dessa
glicoproteina no desenvolvimento das caractersstida leite (Nagatomo et al., 2004).
Um polimorfismo de um uUnico nucleotideo (SNP) CA geneOPN localizado no
intron quatro foi associado ao aumento nos peraentie proteina e gordura no leite,
sendo o alelo C responsavel por efeito aditivocdaacteristicas (Leonard et al., 2005).
Khatib et al. (2007) confirmaram os resultados atrealos por Leonard et al. (2005) na
raca holandesa, reforcando a importancia desse rgerexpressao das caracteristicas

produtivas em bovinos leiteiros.
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Para melhor entendimento da variabilidade genégicaprincipalmente, sua
importancia, ha necessidade de se conhecer atogg#iigenética da populacéo (Filho,
1999). Avaliar animais da raca girolando para dnpaifismo do gen€OPN permite
verificar como esse gene estéa distribuido na pgaala, futuramente, relaciona-lo com
0S registros produtivos visando a uma possivel cessio desse gene com a de
producao de leite. Assim, o objetivo deste trabalhiusiste em investigar a diversidade
genética do polimorfismo C/T do intron quatro dog@@®PN em animais participantes

do Teste de Progénie da raca girolando.

Material e Métodos

Para a obtencéo dos dados genotipicos, foram datetamostras de sémen de 87
touros da raca, representando a totalidade de dejmres participantes do Teste de
Progénie disponiveis até julho de 2009, e sangug4devacas filhas desses animais.
Todos os animais avaliados sao participantes dte Tes Progénie da raca girolando
coordenado pela Embrapa Gado de Leite e pela AsguciBrasileira dos Criadores de
Girolando - GIROLANDO, totalizando 434 animais aadbs. Os animais (touros e
vacas) participantes deste trabalho s&o provesied diferentes propriedades
distribuidas por diferentes localidades do Brdeilas colaboradoras oficiais do Teste
de Progénie da raca girolando.

O DNA genodmico foi extraido das células do sangade sémen utilizando-se o
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA, AUcomo recomendado pelo
fabricante. O DNA total obtido foi quantificado polespectrofotometria
(Nanodrop®1000, Thermo Fisher Scientific Inc., Wilgton, USA), sendo a relacao

Aos/Azgo Utilizada para a avaliacdo da qualidade. O polfisoo no geneOPN
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(GenBank NW_255516; GenelD: 281499) foi acessadanmio do SNP, localizado no
intron quatro desse gene por meio gasers descritos por Leonard et al. (2005) e
utilizando a técnica de PCR-RFLP para diferenciadd® alelos. A amplificacdo do
DNA gendmico foi realizada com o volume final de @5 contendo 2 mmoles/L de
cada dNTP, 1X de GoTaq®Green Master Mix (Promega)comoles de cadarimer e

70 ng de DNA. As temperaturas e os ciclos para@iftacdo foram os seguintes: um
periodo inicial de desnaturacao a 95°C por 5 rméguido de 40 ciclos de amplificacao
de 95°C por 45 s, 50°C por 45 s, 72°C por 45 s parindo adicional de polimerizacéao
a 72°C por 7 min. Para distinguir as duas formasmges do SNP do ge@@PN, 15uL

do produto da reacdo de PCR foram digeridos cony2ja enzima de restricdo Bsr |
(New England Biolabs, Inc., Ipswich, EUA) em umwole final de 2QiL incubados a
65°C por 3 h, seguidos de um periodo de 20 min°&€ @ra a inativacao total da
enzima. O produto da digestdo foi analisado endgehgarose 1,5% para a deteccao
dos gendtipos. O alelo T € identificado pela preaete uma banda néo digerida de 290
pb, e o0 alelo C é identificado por uma banda déveom 200 pb.

As medidas de diversidade genética na populacé @agene daPN foram
obtidas pela utilizacdo do programa Genepop web sioer 4.0
(http://genepop.curtin.edu.au/) (Rousset, 2008pakir das frequéncias alélicas, foram
obtidos os indices de diversidade genética da pogal Com o objetivo de avaliar a
variabilidade e o grau de estruturacao da populdogam estimados os parametips
e F.;, sendo este ultimo realizado por meio da avaligiggoindividuos dentro de cada
sexo na populacao. O paramefroé a correlacdo de genes de cada individuo dentro da
sua populacao e indica o desvio de heterozigosidatte os individuos em relagéo a

sua populacdo, enquantof- indica se existe diferenciacdo populacional (\W&ir
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Cockerman, 1984). Analisar o parameti@; € importante para se avaliar a
diferenciacao entre touros e vacas, tendo em gigta0s touros sofrem maior presséao e
intensidade de selecdo dentro do rebanho.

O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi obtido pteste de probabilidade
utilizando o método de cadeias de Markov medianédise dos seguintes parametros:

2.500 de desmemorizacao, I2fichese 1.000 permutacoes.

Resultados e Discussao
Como produto da amplificacdo do polimorfismo C/TSMP no intron quatro do
geneOPN, foi obtida uma banda de 290 pb, com dois aleldsngdficos representados
por trés fragmentos de 290, 200 e 90 pb, a patuligestdo enzimatica do produto da
PCR, sendo o alelo T identificado por uma bandadigerida de 290 pb, e o alelo C

com duas bandas digeridas de 200 e 90 pb (Figura 1)

Figura 1. Perfil genotipico do SNP C/T nos aninggticipantes do PMGG. Gel de agarose
1,5%. A direita: marcador molecular de 100 pb DNAdder (Fermentas INC.,
Hanover, EUA), fragmentos de 500 pb e 300 pb iflemtlos; a esquerda: gendtipos
do SNP C/T identificados; alelo T (290 pb) e algl(200 pb).

As frequéncias dos alelos T (0,719) e C (0,281)esao igualmente distribuidas
na populacéo, tampouco as frequéncias genotigtrasora haja um ndmero menor de
heterozigotos observados, a populacao esta enitequ(Tabela 1).

Os resultados observados neste estudo estdo d® @oon 0s encontrados por
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Tabela 1. Frequéncias alélicas e genotipicas,liledqoi de Hardy-Weinberg (EHW) e
estatisticag- (Fis e k) da populacdo de animais participantes do progrdena
melhoramento genético da raca girolando para ampofismo C/T do intron
quatro do gene da osteopontina.

Frequéncias observadas Frequéncias E-HW
Gendtipos : . Fis Fst
Genotipicas (%) Esperada alélicas (p-valor)
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

Pareek et al. (2008a) que constataram frequéngarisu do alelo T (60,8%) em
relacdo ao alelo C (39,2%) em populacdes das tagagas Polish Red e Polish
Holstein. O que contrasta com a distribuicdo emedat por Leonard et al. (2005) nas
andlises de populacgdes leiteiras da raca holandpsssentando frequéncia de 49 e 51%
para o alelo C e T, respectivamente. Khatib et (2007) observaram frequéncias
genotipicas do ger@PNde 26, 51 e 23%, respectivamente, para 0s gesolipoCT e
CC desse SNP divergindo das frequéncias genotipice®ntradas nos animais
girolando, nos quais houve uma preponderanciaelo &l De acordo com Belonsky e
Kenedy (1988), citados por Euclydes (1996), o f@¢oa selecdo baseada no BLUP
atribuir maior importancia as informagfes da faandumenta o grau de homozigose,
acentuando assim as perdas na diversidade genética.

As estimavas de heterozigosidade observada e dspaén diferiram, pois a
populacdo encontra-se em EHW % 0,05. Em um estudo avaliando o SNP C/T do
geneOPN em ragas de gado de corte dos EUA, no qual a&ekedirecionada para
caracteristica de crescimento e de ganho de pésmwEncia do alelo T foi superior ao
do alelo C em animais jovens das racas Limousitd¥%) e Hereford (54,3%),

sugerindo a importancia desse alelo no desenvohtondas caracteristicas corporais
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(Pareek et al., 2008a). Posteriormente, essa agéocfoi confirmada em familias co-
segregantes da raca holandesa da Polonia, ondietiestado efeito significativo do
alelo T do gen®PN com o maior peso corporal em novilhas e tourosnewcom 3, 6 e
12 meses de idade (Pareek et al., 2008b). O aleles€e mesmo SNP (C/T) do gene
OPN foi associado ao aumento no percentual de gorelyeoteina do leite em duas
diferentes populacdes da raca holandesa (Leonatd 2005; Khatib et al., 2007).

A raca girolando historicamente foi selecionadaaparproducédo de leite, em
razdo de a correlacdo genética entre producadtdeslseus constituintes ser negativa.
Sendo o alelo C associado ao percentual de goreupaoteina no leite na raca
holandesa, sdo compreensiveis 0s resultados eadositde baixa frequéncia para esse
alelo. Um estudo realizado com zebuinos da racardlehostrou a auséncia do alelo C
na populacdo analisada, sugerindo que a preserglalddl é uma caracteristica Bes
taurus indicus mas néo foi descartada a hipotese de selec&etmdiesse loco (Souza,
2007).

O meétodo de avaliacdo utilizado na raca girolarsiece individuos dentro de
uma mesma familia e, consequentemente, pode aunwemivel de homozigose na
populacdo, além de diminuir a variabilidade. Ceg@u de consanguinidade é
aparentemente inevitavel, em funcéo de que detadumindividuos selecionados sao
utilizados de maneira intensa, 0 que tem como cu&eia 0 acasalamento de
individuos com algum grau de parentesco maior de aguele que ocorreria em
estrutura totalmente aleatdria de acasalamentoo(Fll999). O parametr®. (0,043) é
comparavel a estimativa dade Wright (1931) (Weir & Cockerman, 1984), portant
com as baixas estimativas de endogamia encontrao@dsmos sugerir que a populagéo

analisada apresenta um maior numero de individoasohigotos para o alelo T em
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funcdo de esse alelo ser herdado da raca zebui@a @evido a endogamia. Tendo em
vista que o loco encontra-se em equilibrio e, pbotando sofre pressao de selecdo
diretamente, essa hipotese reforcaria os resultgosntrados por Souza (2007). Nao
foi observada diferenciagcdo entre o grupo de towosacas Kst = -0,018),

corroborando a estimativa de equilibrio para tha populacao.

Conclusbes

Os animais avaliados participantes do Teste de éRregda raca girolando
apresentam-se em EHW para o loco do SNP do intmatraydo gen®©PN Apesar
disso, observou-se uma frequéncia superior do @lelesse SNP nesses animais, o0 que
pode sugerir uma tendéncia de fixacdo do alelo Taga. Entretanto, ndo se pode
descartar a hipotese de o alelo T ser uma carstataride preponderancia da raca
zebuina sobre a taurina e isso estar estabeleaidaca girolando, ou entdo que tenha
ocorrido uma selecéo indireta nesse loco devidocat&ios de selecdo aplicados na
populacdo. Assim, para futuras avaliacbes do pofismo no genéOPN em um maior
namero de animais da raca girolando devem serzaglms, uma vez que sé foram

avaliados animais participantes do Teste de Pregéni
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CAPITULO 1l

Associacdo do gene da osteopontina com a producéo d e leite em bovinos
da raca girolando *

! Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Zootecnia (Apéndice 1).
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Associacao do gene osteopontina com a producéo diged em animais da raca

girolando

Fernanda de Melld, Jaime Aratjo Cobuci', Marta Fonseca Martins Guimarae$,
José Braccini Netd, Marcos Vinicius Barbosa da Silva

Resumo: A busca por marcadores moleculares associadosdugéio do leite
visando a selecdo assistida (SAM) é crescente viadmltura leiteira. Nesse sentido,
0 gene da osteopontin®®PN) destaca-se em diferentes estudos como um forte ge
candidato posicional para a producao do leite. {etiob deste trabalho foi avaliar a
associagao entre o polimorfismo do intron quatrgetfteOPN e a producao de leite em
animais participantes do Teste de Progénie dagiegiando, analisando as variaveis de
producdo em até 305 dias (P305) e a capacidadestarele transmissao (PTA). Foram
analisados 32 touros e 159 vacas, segregantes gzaralelos desse gene. Para
amplificacdo foram utilizadoprimers descritos para a raga holandesa, sendo que a
diferenciacé@o dos alelos C/T desse SNP foi obtidlaneio da técnica de PCR-RFLP. A
andlise de associacao foi realizada por meio désarde regressdo. Nao foi detectada
associacao entre o ge@®N e as variaveis analisadas, P305 e PTA, na ragkggto.

A estimativa do coeficiente de regressao para centire cOpias para o alelo C indica
gue esse alelo ndo esta relacionado com a PTAtdesha vacas e touros, havendo um
decréscimo na PTA das vacas (-12,29 Kg) e no e#giitivo da P305 (-41,10 Kg) na
sua presenca, embora ndo significativo. Outrosdestudevem ser conduzidos,
avaliando maior numero de caracteristicas prodsiteszanaior numero de SNPs nesse

gene para melhor caracterizagcdo do seu envolvirmenproducao de leite nessa raca.

Palavras-chave:Associacéao, girolando, osteopontina, SNP

! UFRGS, Porto Alegre, RS, emdiérnandade.mello@gmail.com
2 Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG
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Osteopontin gene association with Milk productionn animals Girolando

Abstract: The search for molecular markers associated wighpitoduction of
milk in order to assisted selection (MAS) is in@ieg in dairy cattle. Accordingly, the
gene osteopontinOPN) stands out in various studies as a strong paositioandidate
gene for milk production. The aim of this study wafvaluate the association between
polymorphism of intron four OPN gene and milk proiilon in animals participating
Progeny Test Girolando, analyzing production vdesbin 305 days (P305) and
predicted transmitting ability (PTA). We analyzed Bulls and 159 cows, segregating
for the alleles of this gene. Primers used for a&imption were described for the
Holstein breed, and the differentiation of alle®@§ SNP that was obtained by PCR-
RFLP. The association analysis was performed ugiegression analysis. No
association was found between OPN gene and the whables, P305 and PTA, race
girolando. The estimated regression coefficienttiernumber of copies for the C allele
indicates that this allele is not related to PTAmlk cows and bulls, with a decrease in
the PTA of cows (-12.29 kg) and the additive efi@icP305 (-41.10 kg) in its presence,
although not significant. Other studies should beducted, evaluating a larger number
of productive characteristics and a higher numideBENPs in this gene for further

characterization of their involvement in the pratiiue of milk in this breed.

Key Words: association, girolando, osteopontin, SNP
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Introducao

A raca girolando apresenta grande expressividageathcao de leite brasileira
(ABCG, 2009). A Associacao de Criadores da Racal&ido (GIROLANDO) em
parceria com a Embrapa Gado de Leite desenvolvegrgma de melhoramento da
raca girolando (PMGG) que visa, dentre outras medasdentificar marcadores
moleculares para a raca associados as caractgisdtcleite. A selecdo assistida por
marcadores (SAM) representa uma importante ferreangara o progresso genetico,
de modo que pode resultar em melhoria na eficiéacia precocidade da selecado dos
individuos dentro do rebanho.

Diferentes estudos de mapeamento identificaram (0c®s de caracteristica
quantitativa) afetando as caracteristicas do l|aite cromossomo 6 (BTA6) em
bovinos, na regido em que se encontra o gene dapusttina QPN), sendo esse gene
considerado candidato posicional para a producadeide (Zhang et al., 1998;
Nadesalingam et al., 2001; Ron et al., 2001; Ashetehl., 2004; Olsen et al., 2004).
Esse gene, também conhecido como SPP1 (Fosford@etretada 1), codifica uma
glicoproteina fosforilada com funcdes pleiotropieasnvolvida em diferentes eventos
biologicos (Denhardt & Guo,1993; Denhardt & Nod898; O’'Regan et al., 2000). A
molécula participa de processos fisiologicos des@olecelular, comunicacdo entre
célula e matriz extracelular via células GRGDS, erafizacao tecidual, deposicéao de
fosfato de calcio no 0sso, entre outros processhalias, 2005). Sua presenca no leite
e sua alta expressao nas células epiteliais ddimamaria sugerem um importante
envolvimento ddDPN na producéo de leite (Nagatomo et al., 2004).

Schnabel et al. (2005) identificaram um provavel NQTnucleotideo de

caracteristica quantitativa) (T9/T10) denominadoNOB907, localizado na regiéo
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regulatoria do gen®PN na raca holandesa, com efeito significativo sabpeoducao

de leite, percentual de gordura e proteina. Sim#ate, Leonard et al. (2005)
descreveram um polimorfismo do tipo SNih@le nucleotide polymorphigrfC/T) na
posicdo 8514, localizado no intron quatro no geRr&l, e esse gene foi associado ao
aumento no percentual de gordura e proteina reodeitduas diferentes populacdes da
raca holandesa (Leonard et al., 2005).

Cohen-Zinger et al. (2005) sugeriram o g&B®CG2como candidato para a
producao de leite, sendo a mutacao Y581S a caasabpefeito do QTL detectado no
BTAG6, pois a regido em que se encontra o provavieN QT9/T10) descrito por
Schnabel et al. (2005) é uma regiéo hipervari@esKoning (2006) revisou o trabalho
desses dois grupos e sugeriu que ambos os alelggn@OPN (T9/T10) e do gene
ABCG2(Y581S), estdo em LD com a mutacao responsavel gfeito no QTL no
BTAG. Olsen et al. (2007), ao analisar novamensa esgiao, incluindo os mesmos
alelos doOPN e ABCG2,reportaram que OPN_3907 poderia ser excluido ersam
que o genABCG2(Y581S) estaria em LD com a mutacédo causal. Rostente, a
associacdo entre o SNP (C/T) 8514 localizado rrorimjuatro do gen®PN com o
aumento no percentual de gordura e proteina m® fieitconfirmada em animais da
raca holandesa por Khatib et al. (2007).

O envolvimento do gen®PN para a producdo de leite e a consistente
associacdo do SNP (C/T) 8514 do intron quatro dgmse com constituintes do leite
na raca holandesa reforcam a importancia do genedesenvolvimento da
caracteristica e de um estudo de associacdo dessengq raca girolando. Neste
trabalho, objetivou-se analisar a associacédo enp@imorfismo C/T 8514 localizado

no intron quatro do ger@PN e a producado de leite em animais participantebedte
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de Progénie da raca girolando.

Material e Métodos
Obtencédo dos dados:

Para a extracdo de DNA, foram coletadas amostrasuhen de 32 touros e
sangue de 159 vacas, sendo todos participantesedte Te Progénie da Raca
Girolando coordenado pela Embrapa Gado de Leit6 R®OLANDO, totalizando um
grupo de 191 animais.

A caracteristica fenotipica avaliada foi a produdédeite referente a primeira
lactacdo desse grupo de vacas, analisadas de ammrda producdo de leite em até

305 dias (P305) e a capacidade prevista de trasdmi@TA) de leite. O grupo de

touros avaliados apresenta composicao genéti@qﬁ"{je 5-*';8 da raca holandesa e o
grupo de vacas apresenta a composicao genétich dgusuperior aLE'I,-"8 da raca
holandesa. Essas vacas nasceram entre os and33de 2006, tendo seus partos entre
2005 e 2008. Grupos contemporaneos foram carsmti®sz pela combinacdo da
estacao de parto e o rebanho ao qual pertenciaacathal. Os dados foram editados
para a eliminagao de registros de lactagéo incdowple

Os dados fenotipicos de producgéo de leite das &68svsdo provenientes do
Servigo de Controle Leiteiro da Associagédo Brasilelos Criadores de Girolando
(GIROLANDO) e compdem o Arquivo Zootécnico Naciordgé Gado de Leite,
gerenciado pela Embrapa Gado de Leite. As estiamtie PTA para a producdo de
leite, utilizadas para a andlise dos touros e fihas avaliadas, foram provenientes da

avaliacdo genética realizada pela Embrapa Gado aite. Linformacdes sobre os
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registros de producédo e dados de PTA para leitesgiwedutores e de suas filhas estao

sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Médias, desvio-padrdo (DP), valores nidsira maximos para as variaveis de
producdo de leite em até 305 dias (P305), capaxigaevista de transmissao
(PTA) em animaiglirolandoe média das confiabilidades das PTAs.

Touros Vacas
Média DP Min. M&x. Conf Média DP Min. Max. Confw

PTA 53.6 106.1-81 308 71.8 226 81.2 -97 371 50.8
P305 - - - - - 3711.3 1530.8 1048 8190 -

Variaveis

Extracdo de DNA, deteccédo e genotipagem do polimasimo:

O DNA genbmico foi extraido das células do sangde sémen utilizando-se o
DNeasy Blood & Tissue KiiQiagen, Valencia, CA, EUA) conforme recomendado
pelo fabricante. O DNA total obtido foi quantifieadpor espectrofotometria
(Nanodrop®1000, Thermo Fisher Scientific Inc., Witlgton, USA), sendo a relacéo
Aosd/Azgo Utilizada para avaliacdo da qualidade. O polisartb no geneOPN
(GenBank NW_255516; GenelD: 281499) foi acessadonpgio do SNP 8514 C/T
localizado no intron quatro desse gene utilizandopraner OPNF. 5 -
GCAAATCAGAAGTGTGATAGAC - 3 e OPNR: S' -
CCAAGCCAAACGTATGAGTT - 3. A genotipagem foi reafida por meio da
técnica de PCR-RFLP para diferenciacdo dos aletosacdrdo com Leonard et al.
(2005). A amplificacdo do DNA gendmico foi realizacom o volume final de 24
contendo 2 mmoles/L de cada dNTP, 1X de GoTaq®Gkéaster Mix (Promega), 5
picomoles de cadarimer e 70 ng de DNA. As temperaturas e os ciclos para a
amplificacdo foram os seguintes: um periodo inidiealdesnaturacdo a 95°C por 5

min., seguido de 40 ciclos de amplificacdo de 988€45 s, 50°C por 45 s, 72°C por
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45 s e um periodo adicional de polimerizacdo a P& min. Para distinguir as duas
formas variantes do SNP do gebBN, 15 uL do produto da reacéo de PCR (290 pb)
foram digeridos com 2,5 U da enzima de restrigéol (New England Biolabs, Inc.,
Ipswich, EUA) em um volume final de 2L incubada a 65°C por 3 h, seguida de um
periodo de 20 min a 80°C para a inativacdo totandama. O produto da digestao foi
analisado em gel de agarose 1,5% para a detecGg@@eatwtipos. O alelo T €
identificado pela presenca de uma banda néo dagded290 pb, enquanto o alelo C &

identificado por duas bandas de 200 pb e 90 pb.

Andlise Estatistica:

A andlise de associacdo entre o gé&iN e a producdo de leite foi realizada
utilizando dados das varidveis P305 e de PTA de. Isios dados de PTA, os efeitos
positivos de um alelo adicional nos filhos(as) detedminado reprodutor sao
necessariamente aditivos, pois essa variavel mueeso valor genético de cada
animal, sendo este a soma de todos os efeitoslelos anvolvidos na expresséo da
caracteristica. As predicbes de PTAs foram pondsragelos valores das
confiabilidades para obter estimativas de quadratiogmos ponderados do efeito de
substituicdo alélica. Assim, para o conjunto deodade PTA do grupo de touros e

vacas, o0 seguinte modelo de substituicdo alélicati@ado:
Yij=p+S+ By + &€,
Em que, ¥ € o valor relativo da PTA filho(g)do touros; p € uma constante geral, S

€ o efeito fixo do tourg B € o coeficiente de regressao representando meteeteito

de substituicdo de alélica ( 2), xj € o nimero alelos C (0, 1 ou 2) no loco do gene

OPNno filho(a); de tourq eg; € o efeito residual.
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Os dados de P305 utilizados foram os registrosviohakis de cada vaca,
portanto, os efeitos alélicos ndo sado necessartenagitivos. Assim, os dados do
grupo de vacas foram analisados seguindo o moeéedbeitos fixos:

Yium=H + §+ GG + CG + Oy + Ejum
No qual, ¥jum representa os desvios de producéo da védha do touroj; p € uma
constante geral;;® o efeito fixo dg-ésimotouro; GG € o efeito fixo dok-ésimo
grupo contemporaned = 1, 2, ..., 45);CG € o efeito fixo dd-ésimacomposicao
genétical(=1, 2, 3, 9; Oy € o efeito dan-ésimogendtipo dAOPN(m = CC, CT, T7;
gjum efeito residual.

O efeito genético aditivo do loco foi estimado cometade da diferenga entre
os dois grupos de homozigotos, corfig- —o/2-. Efeito de dominancia foi
estimado como a diferenca entre o grupo de hetgtms e a média dos grupos dos 2
homozigotos no loco. A associacéo foi realizada mpero da analise de regressao

linear utilizando o procedimento GLM do SAS 9.1 Gkstitute, Inc., Cary,).

Resultados e discussao
As variaveis para a producado de leite foram argdisgara a associacdo com o
geneOPNno SNP 8514 C/T no grupo de touros e vacas. @saamianalisados foram
segregantes para os alelos do gene. A associagg@meBNP 8514 C/T e as variaveis
da producédo de leite ndo foi significativa paragngpos avaliados de touros e vacas
(Tabela 2). A estimativa do coeficiente de regregsita o numero de cépias para o
alelo C (metade dos efeitos da substituicdo al&@i?y indica que esse alelo ndo esta

relacionado com a producédo de leite nas vacasrestosendo que ha um decréscimo
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na PTA (-12,29 Kg) e no efeito aditivo da P305 (341 Kg) das vacas na sua

presenca, embora nao significativo.

Tabela 2. Estimativas dos efeitos de aditividad@midancia, estimativas da substituicao
alélica @/2) ep-valor associados ao SNP 8514 do gene da osteopo@tiis) ha
populacdo de vacas e touros da raca girolandaapareducéo de leite.

Variaveis Substituicao alélica/@) Efeito aditivo Efeito dominante
P305 - -41,10 (0,8590) 261,07 (0,4076)

PTA vacas -12,29 (0,1973) - -

PTA touros 19,69 (0,5612) - -

Os resultados encontrados estdo de acordo com tmoEM estudos com
animais da raca holandesa, nos quais as variaegse dyene nao apresentaram
nenhum efeito significativo sobre a producéo die I@dieonard et al., 2005; Khatib et
al., 2007). O baixo percentual das confiabilidagas as estimativas de PTA nas
fémeas deve também ser levado em consideracdoppdes representar um maior
erro, entretanto, os percentuais de confiabilidailzado por Leonard et al. (2005)
para a analise no grupo de vacas foi similar atisadbem nossa populacao (55,6%),
apesar de o numero de vacas analisados ser sUujperidi362 vacas).

A raca girolando, resultado do cruzamento entres dudespécieBs taurus
tauruse Bos taurus indicys constitui um grupo genético muito particulasuleando
em possiveis interacdes peculiares para a proddeakeite, pois € sabido que a
composicao genética é um fator importante e afgieoducéo de leite. Um estudo
realizado com zebuinos da raca Nelore para essal8gEneOPNrevelou a auséncia
do alelo C na populacéo analisada, sugerindo @el@ T constitui uma caracteristica

deBos taurus indicusmas nao foi descartada a hipotese de selecdetmdiesse loco
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(Souza, 2007). Na populacdo de animais girolgraidticipantes do Teste de Progénie
da raca, a frequéncia do alelo T foi superior gese loco podendo ser um indicativo
da origem zebuina na raca girolando e, portantm,se@ddo associado a producéo de
leite (dados nédo apresentados). Ou entdo, o bamxem de animais amostrados pode
nao ter proporcionado a sensibilidade necessana pacorreta avaliacdo de tal
associacao.

A falta de conhecimento a respeito da magnitude efegos das demais
mutacdes presentes nesse gene pode resultar diadesiequivocados, e isso pode
ficar evidente na raca girolando, na qual o grupameenético diferente revela
diferentes niveis de LD entre as mutacfes ja catdde@ssociadas as caracteristicas
do leite. Dado um grande numero de estudos que QIBTA6 (Khatkar et al.,

2004), existem muitas mutacdes e gene candidaterem testados.
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Conclusbes
A mutacdo 8514 do intron quatro do ge@EN ndo esta associada a
producdo de leite em até 305 dias nem a capacidelesta de transmissao nos
animais da raca girolando analisados neste trab&bturamente, outros estudos
devem ser conduzidos, avaliando um maior niumeroaggcteristicas produtivas na
raca e um maior niumero de SNPs no g@iN para melhor caracterizacdo do

envolvimento do gene na producéo de leite na ragkgdo.
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6. Consideracdes Finais

O gene da osteopontina (OPN) esta em equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) na populacdo de animais da raca girolando participantes do
Teste de Progénie do PMGG. Os animais avaliados também se apresentam
em EHW para o loco do SNP do intron quatro do gene OPN. Apesar disso,
observamos uma frequéncia superior do alelo T desse SNP nesses animais, 0
que pode sugerir uma tendéncia de fixagdo do alelo T na raga. Entretanto,
ndo se pode descartar a hipétese de o alelo T ser uma caracteristica herdada
da raca zebuina e isso estar estabelecido na raga girolando, ou entdo, que
essa frequéncia seja resultado de selecao indireta nesse loco devido aos
critérios de selecdo aplicados nesses animais. A mutacdo 8514 do intron
quatro do gene OPN nao esta associada a producédo de leite em até 305 dias
nem a capacidade prevista de transmissdo nos animais da raga girolando
analisados neste trabalho. Futuramente, outros estudos devem ser
conduzidos, avaliando um maior nimero de caracteristicas produtivas na raca
e um maior numero de SNPs no gene OPN para melhor caracterizacdo do

envolvimento do gene na producéo de leite na raca girolando.
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Apéndice 1 — Normas utilizadas para a preparacédo do Capitulo Il
Normas para preparacao de trabalhos cientificos par  a publicacdo na

Revista Brasileira de Zootecnia

7

A fim de prestigiar a comunidade cientifica nacional, é importante
gue os autores citem mais artigos disponiveis na literatura brasileira.

Instrucdes gerais

A RBZ publica artigos cientificos originais nas areas de Aquicultura,
Forragicultura, Melhoramento, Genética e Reproducdo, Monogastricos,
Producdo Animal, Ruminantes, e Sistemas de Producdo e Agronegodcio.

O envio dos manuscritos é feito exclusivamente pela home page
da RBZ (http://www.sbz.org.br), link Revista, juntamente com a carta de
encaminhamento, conforme instrugdes no link "Envie seu manuscrito".

O texto deve ser elaborado segundo as normas da RBZ e
orientacdes disponiveis no link "Instrucbes aos autores".

O pagamento da taxa de tramitacdo (pré-requisito para emissao do
namero de protocolo), no valor de R$ 40,00 (quarenta reais), devera ser
realizado por meio de boleto bancério, disponivel na home page da SBZ
(http:// www.sbz.org.br).

A taxa de publicacdo para 2009 é diferenciada para associados e
ndo-associados da SBZ. Para associados, sera cobrada taxa de R$ 115,00
(até 8 paginas no formato final) e R$ 45,00 para cada pagina excedente. Uma
vez aprovado 0 manuscrito, todos os autores devem estar em dia com a
anuidade da SBZ do ano corrente, exceto co-autor que nao milita na area
zootécnica (estatistico, quimico, entre outros), desde que néo seja o primeiro
autor e que nao publigue mais de um artigo no ano corrente (reincidéncia). Para
ndo-associados, serdo cobrados R$ 90,00 por péagina (até 8 paginas no
formato final) e R$ 180,00 para cada pagina excedente.

No processo de publicacdo, os artigos técnico-cientificos sao
avaliados por revisores ad hoc indicados pelo Conselho Cientifico, composto
por especialistas com doutorado nas diferentes é&reas de interesse e
coordenados pela Comissao Editorial da RBZ. A politica editorial da RBZ
consiste em manter o alto padréo cientifico das publicac®es, por intermédio
de colaboradores de renomada conduta ética e elevado nivel técnico. O
Editor Chefe e o Conselho Cientifico, em casos especiais, tém autonomia para
decidir sobre a publicacdo do artigo.

Lingua : portugués ou inglés
Formatacgao de texto

O texto deve ser digitado em fonte Times New Roman 12, espago
duplo (exceto Resumo, Abstract e Tabelas, que devem ser elaborados em

espaco 1,5), margens superior, inferior, esquerda e direita de 2,5; 2,5; 3,5; e
2,5 cm, respectivamente.
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O manuscrito pode conter até 25 paginas, numeradas
sequencialmente em algarismos arabicos. As paginas devem apresentar
linhas numeradas (a numeracdo é feita da seguinte forma: MENU
ARQUIVO/CONFIGURAR PAGINA/LAYOUT/NUMEROS DE
LINHA.../NUMERAR LINHAS), com paginacdo continua e centralizada no
rodapé.

Estruturado artigo

O artigo deve ser dividido em sec¢des com cabecalho centralizado, em
negrito, na seguinte ordem: Resumo, Abstract, Introducdo, Material e Métodos,
Resultados e Discusséao, Conclusdes, Agradecimentos e |iteratura Citada.

N&o sdo aceitos cabecalhos de terceira ordem.

Os paragrafos devem iniciar a 1,0 cm da margem esquerda.

Titulo

Deve ser preciso e informativo. Quinze palavras sdo o ideal e
25, o maximo. Digita-lo em negrito e centralizado, segundo o exemplo: Valor
nutritivo da cana-de-acgucar para bovinos em crescimento. Deve apresentar a
chamada "1" somente no caso de a pesquisa ter sido financiada. Nao citar
"parte da tese...."

Autores

Deve-se listar até seis autores. A primeira letra de cada
nome/sobrenome deve ser mailscula (Ex.: Anacleto José Benevenutto). Nao
lista-los apenas com as iniciais e o0 ultimo sobrenome (Ex.: A.J.
Benevenutto).

Outras pessoas que auxiliaram na conducdo do experimento
e/ou preparacédo/avaliacdo do manuscrito devem ser mencionadas em
Agradecimentos.

Digitar o nome dos autores separados por virgula, centralizado e
em negrito, com chamadas de rodapé numeradas e em sobrescrito, indicando
apenas a instituicao e/ou o endereco profissional dos autores. N&o citar o
vinculo empregaticio, a profissdo e a titulacdo dos autores. Informar o
endereco eletrénico somente do responséavel pelo artigo.

Resumo

Deve conter no maximo 1.800 caracteres com espaco. As
informagdes do resumo devem ser precisas e informativas. Resumos
extensos serdo devolvidos para adequacao as normas.

Deve sumarizar objetivos, material e métodos, resultados e
conclusdes. Nao deve conter introducdo. Referéncias nunca devem ser
citadas no resumo.

O texto deve ser justificado e digitado em paragrafo Unico e espaco
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1,5, comecando por RESUMO, iniciado a 1,0 cm da margem esquerda.
Abstract

Deve aparecer obrigatoriamente na segunda pagina e ser
redigido em inglés cientifico, evitando-se traducdes de aplicativos comerciais.

O texto deve ser justificado e digitado em espaco 1,5, comecando
por ABSTRACT, em paragrafo unico, iniciado a 1,0 cm da margem
esquerda.

Palavras-chave e Key Words

Apresentar até seis (6) palavras-chave e Key Words imediatamente
ap6s o0 RESUMO e ABSTRACT, respectiva- mente, em ordem alfabética.
Devem ser elaboradas de modo que o trabalho seja rapidamente resgatado
nas pesquisas bibliograficas. Ndo podem ser retiradas do titulo do artigo.
Digita-las em letras minusculas, com alinhamento justificado e separado por
virgulas. Nao devem conter ponto final.

Introducéo

Deve conter no maximo 2.500 caracteres com espaco. Deve-se
evitar a citacdo de varias referéncias para 0 mesmo assunto.

Trabalhos com introducdo extensa serdo devolvidos para
adequacdo as normas.

Material e Métodos

Descricao clara e com referéncia especifica original para todos os
procedimentos bioldgicos, analiticos e estatisticos. Todas as modificacdes de
procedimentos devem ser explicadas.

Resultados e Discussao

Os resultados devem ser combinados com discussao. Dados
suficientes, todos com algum indice de variagcdo incluso, devem ser
apresentados para permitir ao leitor a interpretacdo dos resultados do
experimento. A discusséo deve interpretar clara e concisamente os resultados
e integrar resultados de literatura com 0s da pesquisa para proporcionar ao
leitor uma base ampla na qual possa aceitar ou rejeitar as hipoteses
testadas.

Evitar paragrafos soltos e citagcdes pouco relacionadas ao assunto.

Conclusodes

Devem ser redigidas em paragrafo unico e conter no maximo 1.000
caracteres com espaco.



75

N&o devem ser repeticdo de resultados. Devem ser dirigidas aos
leitores que ndo sao necessariamente profissionais ligados a ciéncia
animal. Devem explicar claramente, sem abreviacbes, acronimos ou citacoes,
0 que os resultados da pesquisa concluem para a ciéncia animal.

Agradecimentos
Deve iniciar logo apos as Conclusdes.
Abreviaturas, simbolos e unidades

Abreviaturas, simbolos e unidades devem ser listados conforme
indicado na home page da RBZ, link "Instrucbes aos autores".

e Usar 36%, e ndo 36 % (sem espaco entre o nO e %)

e Usar 88 kg, e ndo 88Kg (com espaco entre 0 nO e kg, que deve
vir em minusculo)

e Usar 136,22, e ndo 136.22 (usar virgula, e ndo ponto)

e Usar 42 mL, e ndao 42 ml (litro deve vir em L maidsculo, conforme
padronizacgéao internacional)

e Usar 250C, e ndo 25 OC (sem espaco entre 0 nO e 0C)

e Usar (P<0,05), e ndo (P < 0,05) (sem espaco antes e depois do <)

e Usar 521,79 £+ 217,58, e ndo 521,79+217,58 (com espaco antes
e depois do %)

 Usar r2 = 0,95, e ndo r2=0,95 (com espaco antes e depois do

=)

e Usar asterisco nas tabelas apenas para probabilidade de P:
(*P<0,05; **P<0,01; **P<0,001)

Deve-se evitar 0 uso de abreviagbes nao consagradas e de
acrénimos, como por exemplo: "o T3 foi maior que o T4, que nao diferiu do T5 e do
T6". Esse tipo de redacdo é muito comoda para o autor, mas € de dificil
compreensao para o leitor.

Tabelas e Figuras

E imprescindivel que todas as tabelas sejam digitadas segundo menu
do Word "Inserir Tabela", em células distintas (n&o serdo aceitas tabelas com
valores separados pelo recurso ENTER ou coladas como figura). Tabelas e
figuras enviadas fora de normas serdo devolvidas para adequacao.

Devem ser numeradas sequencialmente em algarismos arabicos e
apresentadas logo apés a chamada no texto.

O titulo das tabelas e figuras deve ser curto e informativo, devendo-
se adotar as abreviaturas divulgadas oficial- mente pela RBZ.

A legenda das Figuras (chave das conveng¢Oes adotadas) deve ser
incluida no corpo da figura. Nos graficos, as designacfes das varidveis dos
eixos X e Y devem ter iniciais maiusculas e unidades entre parénteses.

Figuras ndo-originais devem conter, apés o titulo, a fonte de onde
foram extraidas, que deve ser referenciada.
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As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em
todas as figuras devem ser padronizados.

Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores
contrastantes, como circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheios ou
vazios).

As curvas devem ser identificadas na proépria figura, evitando o
excesso de informacdes que comprometa o entendimento do gréfico.

As figuras devem ser gravadas no programa Word, Excel ou Corel
Draw (extensdo CDR), para possibilitar a edicéo e possiveis correcoes.

Usar linhas com, no minimo, 3/4 ponto de espessura. No caso de
grafico de barras, usar diferentes efeitos de preenchimento (linhas
horizontais, verticais, diagonais, pontinhos etc.). Evite os padrdes de cinza
porque eles dificultam a visualizacdo quando impressos.

As figuras deverdo ser exclusivamente monocromaticas. Nado usar
negrito nas figuras.

Os numeros decimais apresentados no interior das tabelas e
figuras devem conter virgula, e ndo ponto.

Citacdes no texto

A s citacdes de autores no texto sdo em letras minusculas,
seguidas do ano de publicagdo. Quando houver dois autores, usar & (e
comercial) e, no caso de trés ou mais autores, citar apenas o sobrenome
do primeiro, seguido de et al.

Comunicacéo pessoal (ABNT-NBR 10520).

N&o fazem parte da lista de referéncias, sendo colocadas apenas
em nota de rodapé. Coloca-se o sobrenome do autor seguido da expresséo
“comunicacdo pessoal’, a data da comunicacdo, o0 nhome, estado e pais da
Instituicdo a qual o autor € vinculado.

Literatura Citada

Baseia-se na Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT
(NBR 6023).

Devem ser redigidas em pagina separada e ordenadas
alfabeticamente pelo(s) sobrenome(s) do(s) autor(es).

Digita-las em espaco simples, alinhamento justificado e recuo até
a terceira letra a partir da segunda linha da referéncia. Para formata-las,
siga as seguintes instrugcbes: No menu FORMATAR, escolha a opcgéo
PARAGRAFO...RECUO ESPECIAL, op¢do DESLOCAMENTO... 0,6 cm.

Em obras com dois e trés autores, mencionam-se 0Ss autores
separados por ponto-e-virgula e, naquelas com mais de trés autores, 0s
trés primeiros vém seguidos de et al. As iniciais dos autores ndo podem
conter espagos. O termo et al. ndo deve ser italizado nem precedido de
virgula.
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O recurso tipografico utilizado para destacar o elemento titulo sera
negrito e, para os nomes cientificos, italico.

Indica(m)-se o(s) autor(es) com entrada pelo ultimo sobrenome
seguido do(s) prenome(s) abreviado (s), exceto para nomes de origem
espanhola, em que entram os dois Ultimos sobrenomes.

No caso de homonimos de cidades, acrescenta-se o nome do estado
(ex.: Vicosa, MG; Vigosa, AL; Vigcosa, RJ).

Obras de responsabilidade de umaentidade coletiva

A entidade é tida como autora e deve ser escrita por extenso,
acompanhada por sua respectiva abreviatura. No texto, € citada somente a
abreviatura correspondente.

Quando a editora € a mesma Iinstituicdo responsavel pela autoria
e ja tiver sido mencionada, nao é indicada.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY - AOAC. Official
methods of analysis . 16.ed. Arlington: AOAC International, 1995.
1025p.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - UFV. Sistema de analises

estatisticas e genéticas - SAEG . Versdao 8.0. Vicosa, MG, 2000.
142p.

Livros e capitulos de livro

Os elementos essenciais sdo: autor(es), titulo e subtitulo (se houver),
seguidos da expressao "In:", e da referéncia completa como um todo. No final da
referéncia, deve-se informar a paginacao.

Quando a editora nao é identificada, deve-se indicar a expressao
sine nomine, abreviada, entre colchetes [s.n.].

Quando o editor e local ndo puderem ser indicados na publicagéo,
utilizam-se ambas as expressodes, abreviadas, e entre colchetes [S.l.: s.n.].

LINDHAL, I.L. Nutricién y alimentacién de las cabras. In: CHURCH, D.C. (Ed.)
Fisiologia digestiva y nutricion de los ruminantes . 3.ed. Zaragoza:
Acribia, 1974. p.425-434.

NEWMANN, A.L.; SNAPP, R.R. Beef cattle . 7.ed. New York: John Wiley,
1997. 883p.

Teses e dissertacdes

Deve-se evitar a citacao de teses, procurando referenciar sempre o0s
artigos publicados na integra em peridédicos indexados. Entretanto, caso 0s
artigos ainda nédo tenham sido publicados, devem-se citar 0s seguintes
elementos: autor, titulo, ano, pagina, area de concentracdo, universidade e local.

CASTRO, F.B. Avaliacédo do processo de digestdo do bagaco de cana  -de-
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acucar auto-hidrolisado em bovinos . 1989. 123f. Dissertacdo (Mestrado
em Zootecnia) - Escola Superior de Agricultura  “Luiz  de
Queiroz”/Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 1989.

Boletins e relatérios

BOWMAN,V.A. Palatability of animal, vegetable and blended fats by
equine. (S.L.): Virginia Polytechnic Institute and State University, 1979.
p.133-141 (Research division report, 175).

Artigos

O nome do periddico deve ser escrito por extenso. Com vistas a
padronizacdo desse tipo de referéncia, ndo € necessario citar o local;
somente volume, nimero, intervalo de paginas e ano.

RESTLE, J.; VAZ, R.Z.; ALVES FILHO, D.C. et al. Desempenho de vacas
Charolés e Nelore desterneiradas aos trés ou sete meses. Revista
Brasileira de Zootecnia , v.30, n.2, p.499-507, 2001.

Congressos, reunides, seminarios, etc.

Citar o minimo de trabalhos publicados em forma de resumo,
procurando sempre referenciar 0s artigos publicados na integra em
periédicos indexados.

CASACCIA, J.L.; PIRES, C.C.; RESTLE, J. Confinamento de bovinos inteiros
ou castrados de diferentes grupos genéticos. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRA- SILEIRA DE ZOOTECNIA, 30, 1993, Rio de Janeiro.
Anais... Rio de Janeiro: Sociedade Brasileira de Zootecnia, 1993.
p.468.

EUCLIDES, V.P.B.; MACEDO, M.C.M.; OLIVEIRA, M.P. Avaliacdo de
cultivares de Panicum maximum em pastejo. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASI- LEIRA DE ZOOTECNIA, 36., 1999, Porto Alegre.
Anais... S&o Paulo: Sociedade Brasileira de Zootecnia/Gmosis, [1999].
(CD-ROM).

Artigo e/ou matéria em meios eletrdnicos

Na citacdo de material bibliografico obtido via internet, o autor
deve procurar sempre usar artigos assinados, sendo também sua funcéo
decidir quais fontes tém real- mente credibilidade e confiabilidade.

Quando se tratar de obras consultadas on-line, sdo essenciais as
informagdes sobre o enderego eletronico, apresentado entre os sinais < >,
precedido da expressdo "Disponivel em:" e a data de acesso do documento,
precedida da expressao "Acesso em:".
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NGUYEN, T.H.N.; NGUYEN, V.H.; NGUYEN, T.N. et al. [2003]. Effect of
drenching with cooking oil on performance of local yellow cattle fed rice
straw and cassava foliage. Livestock Research for Rural
Development , v.15, n.7, 2003. Disponivel em: <http://www.cipav.org.co/
Irrd/Irrd15/7/nhanl157.htm> Acesso em: 28/7/2005.

REBOLLAR, P.G.; BLAS, C. [2002]. Digestion de la soja integral en
rumiantes . Disponivel em: <http://www. ussoymeal.org/ruminant_s.pdf.>
Acesso em: 12/10/2002.

SILVA, R.N.; OLIVEIRA, R. [1996]. Os limites pedagdgicos do paradigma da
qualidade total na educagdo. In: CONGRESSO DE INICIACAO
CIENTIFICA DA UFPe, 4., 1996, Recife. Anais eletrdnicos... Recife:
Universidade Federal do Pernanbuco, 1996. Disponivel em:

<http://www. propesq. ufpe.br/anais/anais.htm> Acesso em:
21/1/1997.
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Vita

Fernanda de Mello nasceu aos 23 dias do més de julho de 1982, na
cidade de Canoas no estado do Rio Grande do Sul. E filha de Vera Lucia de
Mello e Jonas Antonio Rosendo de Mello, naturais deste estado.

Cursou o ensino fundamental na instituicAo confessional catdlica
Colégio Espirito Santo, e o ensino médio na Escola Paula Soares. Em 2001,
ingressou no curso de Ciéncias Biolégicas na Universidade Luterana do Brasil
(ULBRA), graduando-se no ano de 2007.

Em marco de 2008, ingressou o mestrado no Programa de POs-
Graduacdo em Zootecnia, desenvolvendo sua pesquisa na area de
Melhoramento Genético-animal, na Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS).



