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RESUMO

MELO, Ana Lucia Puerro de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2012. Efeito de polimorfismo nos loci CSN1S1, GH, DGAT1 e
POU1F1 sobre os valores genéticos de producao e composicao do
leite de cabra. Orientador: Robledo de Almeida Torres. Coorientadores:
Fabyano Fonseca e Silva, Marcelo Teixeira Rodrigues e Maria Amélia
Menck Soares.

Objetivamos com este trabalho, verificar se os polimorfismos nos genes
CSN1S1, GH, DGAT1 e POU1F1 de caprinos estdo associados com a
producdo de leite até os 270 dias de lactacdo, duragdo da lactacao,
contagem de células somaticas, producdo e porcentagens de gordura,
proteina, lactose e extrato seco total no leite. Para este proposito foram
consideradas 2173 lactacoes de 1064 cabras de grupamentos genéticos
das ragcas Saanen e Alpina, pertencentes ao rebanho do Setor de
Caprinocultura da Universidade Federal de Vigosa, utilizadas para estimar
os valores genéticos dos animais para estas caracteristicas. O modelo
animal utilizado continha os efeitos aleatérios de animal e de ambiente
permanente; e os efeitos fixos de grupo contemporaneo, tipo de parto,
grupamento genético e ordem de parto. Foram obtidos os gendtipos de
215, 184, 104 e 182 fémeas, respectivamente, para CSN1S1, GH, DGAT1
e POU1F1. Para verificar os efeitos dos genétipos sobre os valores
genéticos das caracteristicas, foram realizadas analises de variancia,
estimativas de contrates e comparagdes de médias pelo teste de Tukey
(a=0,05). Observou-se associagcdo entre os diferentes gendtipos do
CSN1S1 e os valores genéticos da maioria das caracteristicas avaliadas.
Além disso, foram encontradas evidéncias de efeitos de sobredominancia
entre os alelos no gendtipo AE para duragédo da lactacéo, producdes de
proteina, lactose e extrato seco total e porcentagem de gordura no leite.
Nenhum efeito dos genoétipos do GH e POU1F1 sobre os valores
genéticos das caracteristicas de producao e qualidade do leite de cabra
foi observado. O polimorfismo VNTR identificado na regido promotora do
gene DGATT1 teve influéncia sobre a duragdo da lactacado, sendo que o
alelo com maior numero repeticbes em tandem apresentou uma

associacao positiva com esta caracteristica.



ABSTRACT

MELO, Ana Lucia Puerro de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2012. Effects of polymorphisms in CSN1S1, GH, DGAT1 and POU1F1
loci on breeding values of goat milk production and composition.
Adviser: Robledo de Almeida Torres. Co-advisers: Fabyano Fonseca e
Silva, Marcelo Teixeira Rodrigues and Maria Amélia Menck Soares.

The aim with this work was verify if polymorphisms in the goat CSN1S7,
GH, DGAT1 e POU1F1 genes are associated with milk production until
270 days of lactation, lactation length, somatic cell count, production and
percentages of fat, protein, lactose and total dry extract in milk. For this
purpose were considered 2173 lactations of 1064 Saanen and Alpine
goats, belonging to the Goat sector of Federal University of Vicosa, used
to estimate breeding values for these characteristics. The animal model
used contained the random effects of animal and permanent environment,
and the fixed effects of contemporary group, type of kidding, genetic
grouping, and kidding order. Genotypes were obtained from 215, 184, 104
and 182 females, respectively, for CSN1S1, GH, DGAT1 and POU1F1. To
check the effects of genotypes on breeding values of the characteristics,
analyzes of variance, estimates of contrasts and comparisons of means by
Tukey test (a=0.05) were performed. Association was observed between
the different genotypes of CSN1S71 and genetic values of most traits. In
addition, evidence was found of overdominance effects among alleles in
the AE genotype for lactation length, production of protein, lactose and
total dry extract and fat percentage in milk. No effect of GH and POU1F1
genotypes on breeding values of production and quality characteristics of
goat milk was observed. The VNTR polymorphism identified in the
promoter region of the DGAT1 gene had an influence on the duration of
lactation, and the allele with more tandem repeats showed a positive

association with this traits.
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INTRODUCAO GERAL

A investigagdo de polimorfismos génicos pode possibilitar a
descoberta de importantes associagdes com caracteristicas de interesse
econdmico na produgdo animal, como por exemplo, a produgdo de leite.
Desta forma, estas informag¢des podem auxiliar na selecado dos animais mais
produtivos e permitir melhor planejamento dos acasalamentos.

Entre os genes que sao alvos de estudo por suas associagcdes com a
producado e composicao de leite pode-se citar os genes da asi-caseina, da
enzima diacilglicerol aciltransferase 1, do horménio do crescimento e do fator
de transcricao POU1F1.

As caseinas constituem aproximadamente 80% do total de proteinas
no leite e, entre as caseinas, a asy- caseina representa mais de 40% no leite
bovino (FARRELL et al., 2004), enquanto no leite de cabra pode variar de 0
a 25% devido a ocorréncia de polimorfismo no gene CSN1S57 (BOULANGER
et al., 1984). O reconhecimento dos principais genes relacionados a efeitos
sobre a producdo e composicao de proteinas do leite, mais precisamente, a
composicao de caseinas do leite tem direcionado inUmeras pesquisas nesta
area, sendo que maior atengdo tem sido dada ao gene da agi-caseina
(BARILLET, 2007).

O gene DGATT1 codifica a enzima diacilglicerol aciltransferase 1, que
catalisa a reacdo final da sintese de triacilglicerideos nos adipdcitos, os
quais sao os principais componentes da gordura de depésito, inclusive no
leite (CASES et al., 1998; KUHN et al., 2004). O efeito de um polimorfismo
no gene DGATT1 bovino sobre a composicao do leite (GRISART et al., 2004)
e a identificacdo de um QTL (Quantitative Trait Loci) para o conteludo de
gordura do leite no cromossomo 9 de ovinos (BARILLET et al., 2005), o qual
€ ortélogo a regidao do cromossomo 14 de bovinos que contém o gene
DGATT1, justifica o interesse em caracterizar a sequéncia deste gene em
caprinos e identificar polimorfismos que poderiam ser utilizados em estudos
de associagao com caracteristicas do leite e do queijo.

O horménio do crescimento (GH) influencia uma série de
caracteristicas relacionadas ao crescimento e desenvolvimento do animal,
de forma que a algum tempo, suspeita-se que o GH pode contribuir para o
desenvolvimento da glandula mamaria e na estimulagdo da produgédo de
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leite. O horménio do crescimento poderia desempenhar um papel na
estabilizagdo do numero de células secretoras ou por aumentar a fungéao
destas células (BAUMAN e VERNON, 1993).

O POU1F1 (Pituitary-specific positive transcription factor 1) €
expresso principalmente na hipofise, sendo um regulador do horménio do
crescimento, da prolactina e do horménio estimulador da tiredide B em
mamiferos. Pelo menos 18 diferentes mutacdées ja foram relatadas,
dispersas nos seis exons deste gene. Devido a importancia deste gene no
controle da expressdo génica de hormdnios diretamente associados ao
processo de crescimento e producao de leite, € possivel considera-lo como
um bom candidato para a selecao assistida por marcadores (BASTOS et al.,
2006).

As associagbes destes genes com as caracteristicas do leite ja foram
observadas, principalmente em bovinos. No entanto, nem todos
polimorfismos identificados em bovinos também estdo presentes em
caprinos, havendo também uma variagdo entre racas da mesma espécie.
Assim, estudos que verifiguem a existéncia de possiveis associagbes entre
variagdes moleculares e caracteristicas economicamente importantes em
caprinos, principalmente em sistemas de criagao brasileiros, sdo de grande
importancia. Objetivamos com este trabalho, verificar se os polimorfismos
nos genes CSN1S1, GH, DGAT1 e POU1F1 de caprinos estdo associados
com a producao de leite até os 270 dias de lactacao, duracao da lactacao,
contagem de células somaticas, producdo e porcentagens de gordura,

proteina, lactose e extrato seco total no leite.



REVISAO DE LITERATURA
A qualidade do leite de cabras

No Brasil, os principais produtos explorados na caprinocultura séo
concentrados na producgéo de carne, pele e leite, sendo que recentemente, o
mercado de leite de cabra vem experimentando uma expans&o formal nas
regides Nordeste, Sudeste e Sul do pais (LOBO et al., 2010). Um dos
motivos desta expansao possivelmente sdo as qualidades nutricionais e
terapéuticas do leite de cabras, o que faz com que este seja considerado um
alimento funcional. Abaixo estdo relacionados alguns estudos que indicam
as propriedades favoraveis do leite de cabra como fonte de nutrientes na
alimentagéo humana.

De acordo com revisdao apresentada por SILANIKOVE et al. (2010),
estudos in vitro confirmam um padrdo de digestao diferente das proteinas do
leite de cabra comparado com as proteinas do leite de vaca. JASINSKA
(1995) mostrou que 96% da caseina do leite de cabra foi completamente
hidrolisada in vitro por tripisina comparado a 76-90% no leite de vaca, além
disso, apds o tratamento com suco gastrico e duodenal humano, apenas
uma pequena quantidade (~23%) da lactoglobulina do leite de cabra nao foi
digerida, em comparacao com 83% no leite de vaca (ALMAAS et al., 2006).
Ja no que se refere aos teores de gordura, estudos em animais e humanos
indicam que a gordura do leite de cabra é utilizada de forma mais eficiente
do que a gordura do leite de vaca (HACHELAF et al., 1993; ALFEREZ et al.,
2001). Esta caracteristica do leite de cabra esta provavelmente relacionada
a maior propor¢dao de &cidos graxos de cadeia média no leite de cabra,
enquanto no leite de vaca é verificada maior quantidade acidos graxos de
cadeia longa.

Outra propriedade favoravel foi indicada por BELLIONI-BUSINCO et
al. (1999) os quais observaram que em media foi necessario uma
quantidade 5 vezes maior de leite de cabra para desencadear uma reacao
adversa, em relacao ao leite de vaca, fornecendo suporte para uma possivel
diferenca no potencial alergénico entre estes leites. BEVILACQUA et al.
(2001) sugeriu que a alergenicidade reduzida de leite de cabra pode estar

diretamente relacionada com os niveis mais baixos de asi-caseina.



A alergenicidade relativamente menor, a maior digestibilidade e os
beneficios fisiologicos do leite de cabra descrito por PROSSER et al. (2004)
e LARA-VILLOSLADA et al. (2006), sugerem que a alimentagcédo a base de
leite de cabra pode revelar-se vantajosa em determinadas situacoes
estressantes, ou para pessoas que sofrem com alergia ao leite de vaca ou
doengas pro-inflamatérias intestinais.

No entanto, para assegurar os beneficios nutricionais do leite de
cabra é importante que este seja produzido de forma que garanta um
produto final de qualidade. A qualidade do leite de cabra é determinada
basicamente por dois fatores: o controle microbiolégico e os teores dos
constituintes do leite. O controle microbioldgico esta ligado principalmente a
sanidade do sistema mamario, indicada pela contagem de células
somaticas, e a higiene durante a obtencdo e processamento do leite. Os
teores dos constituintes do leite sdo quantificados por andlises laboratoriais
e estdo relacionados a genética e a fatores ambientais, como a nutricdo do
animal (BRITO et al., 2011).

Em bovinos, a contagem de células somaticas (CCS) € amplamente
utilizada para avaliar a qualidade e a forma de pagamento do leite, devido a
elevada CCS ser uma consequéncia de processos inflamatoérios causados
por infecgbes intramamarias. A CCS no leite de cabras também é
considerada um marcador sensivel do estado de saude do ubere (RAYNAL-
LJUTOVAC et al., 2005, 2007), no entanto o nivel basal de CCS em Uberes
saudaveis de cabras (~300.000 células/mL) e ovinos (~200.000 células/mL)
€ maior do que em vacas (~70.000 células/mL), uma vez que a secrecao de
leite em cabras ocorre por um processo apdcrino, ou seja, parte do conteudo
citoplasmatico das células epiteliais mamaérias € eliminado durante a
secrecao do leite (NEVEU et al., 2002). Isto significa que um sistema de
classificagdo com base na CCS em caprinos e ovinos devem ser adequado
a situacao particular dessas duas espécies (RAYNAL-LJUTOVAC et al.,
2007).

Segundo RIBEIRO (2008), a maioria do leite de cabra comercializado
na forma fluida no Brasil ndo é remunerada por sua composi¢cao quimica e
qualidade microbioldégica. No entanto, apesar de alguns produtores
brasileiros ainda ndo receberem efetivamente pela composicéo do leite, esta
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€ uma tendéncia mundial e, portanto, um aspecto que deve ser considerado

nos programas de melhoramento genético no Brasil.

O melhoramento de caprinos leiteiros no Brasil

O Brasil possui cerca de 10 milhdes de caprinos e produz anualmente
135 milhdes de litros de leite de cabra, sendo o maior produtor do continente
americano (FAO, 2008). No entanto muitos sistemas de criacdo nado sao
eficientes e apresentam baixos indices de produtividade. A eficiéncia dos
sistemas de criacdo de cabras depende de uma série de fatores como
sanidade, nutricao, instalagcdes, manejo, ambiente e genética.

De acordo com LOBO et al. (2010), entre as acdes necessarias para
promover o crescimento e desenvolvimento da produgdo animal, o
melhoramento genético é uma das que merece maior atencéo, de forma que
a selecdo e multiplicacdo de gendtipos apropriados para os diversos
sistemas de produgédo do pais sdo necessarias para o desenvolvimento do
setor de caprinocultura do Brasil. No entanto, de acordo com estes autores,
a maioria dos criadores nao coleta nenhum dado sobre o desempenho do
animal e ndo havendo disponibilidade de dados sobre pedigree, produgéo de
leite, e pesos, sendo esta uma das maiores limitacbes para o
desenvolvimento de um programa de melhoramento de caprinos.

De acordo com VAN DER WERF (2009) a maioria dos programas de
melhorando de caprinos dos paises em desenvolvimento, quando existem,
sdo em uma escala pequena e com objetivos modestos. Normalmente, o
desafio é promover o fluxo de informacbes (medicdo e avaliagdo), bem como
o fluxo de genes (distribuicdo do melhoramento nos rebanhos). Estes
processos sdo frequentemente inibidos por questdes de infraestrutura,
logistica e socioeconémica, de forma que apesar de a tecnologia de
marcadores genéticos ndo ser uma prioridade em muitos desses programas,
se houver beneficios econébmicos, os testes génicos podem ser bastante
Uteis e auxiliar na avaliagdo das caracteristicas.

Assim, pesquisas na area de melhoramento animal que identifiguem
marcadores genéticos associados as caracteristicas produtivas de interesse
econdmico podem auxiliar na selegdo de animais geneticamente superiores

pela andlise da sequéncia do DNA. Uma das técnicas utilizadas para
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alcancar este objetivo é a analise da existéncia de genes polimérficos no
genoma dos animais, os chamados genes candidatos. Entre os genes que
séo alvos de estudo por suas associagdes com a produgao e composicao de
leite pode-se citar os genes da dasy-caseina, da enzima diacilglicerol
aciltransferase 1, do horménio do crescimento e do fator de transcrigcao
POU1F1, sendo fornecidas algumas informagdes sobre estes genes e seus

polimorfismos a seguir.

A agy-caseina

As caseinas constituem aproximadamente 80% do total de proteinas
no leite, sdo as Unicas proteinas coagulantes e podem ser divididas em dois
grupos: um que precipita na presenca de calcio, as caseinas calcio-sensiveis
(as1, Os2, € B-caseina), e as que nao precipitam, as célcio-insensiveis (k-
caseinas), estas possuem o papel de manter a estabilidade e integridade da
estrutura das micelas. Os genes que codificam as caseinas estdo
localizados em cluster no cromossomo seis em caprino e bovino,
organizadas na seguinte ordem: locus CSN1S1 (asi-caseina), CSN2 (B-
caseina), CSN152 (asx-caseina) e CSN3 (k-caseina) (RIJNKELS, 2002;
COZENZA et al., 2003; SZYMANOWSKA et al., 2003).

A ogi—caseina € constituida de uma cadeia polipeptidica com 199
aminoacidos e peso molecular de 23,6 kDa. Apresenta, em sua estrutura
primaria, trés regides apolares € uma polar, que interagem com as demais
caseinas no nucleo da micela de caseinas. O gene da agi-caseina apresenta
uma unidade transcricional de 17,5 kilobase (kb), sub-dividido em 19 exons
(RIUNKELS, 2002).

Como revisado por NEVEU et al. (2002), pelo menos 18 alelos do
gene CSN1S1 ja foram detectados em ragas caprinas, e classificados em
quatros niveis de expressao: alelos fortes, intermediéarios, fracos e nulos. Os
alelos de alta expresséo, ou fortes, e desejaveis para a producao de queijos
(A, B1, B2, B3, B4, C, H, L e M) produzem 3,5 g/L de asi-caseina por alelo
(BRIGNON et al.,, 1989; CHIANESE et al., 1997; MARTIN et al., 1999;
BEVILACQUA et al., 2002). Os alelos intermediéarios (E e |) produzem cada
um 1,1 g/L de asi-caseina, os alelos de baixa expressdo, ou fracos, e
indesejaveis para a produgao de queijos (F, D e G) produzem somente 0,45
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g/L de agy-caseina (MARTIN et al., 1999) e os alelos nulos (O1, O2 e N) ndo
produzem ogi-caseina (COSENZA et al., 2003; RAMUNNO et al., 2005). As
variagdes H, I, L e M sao raras e foram identificadas em ragas locais do sul
da Itélia (CHIANESE et al., 1997; BEVILACQUA et al., 2002).

Resumidamente, todos os alelos de alta expressédo (A, todas as
formas de B, C, H, L, M) tem substituicbes de aminoacidos que nao alteram
a forma madura da proteina (BRIGNON et al., 1989; CHIANESE et al., 1997;
MARTIN et al., 1999; BEVILACQUA et al.,, 2002). O alelo E possui uma
inser¢ao LINE de 457 pares de base no éxon 19 ndo codificante, que resulta
no decréscimo da estabilidade do RNA mensageiro e subsequente reducao
na concentracdo de aosi-caseina no leite associada com este alelo de
expressao intermediaria (JANSA-PEREZ et al., 1994). Os alelos de baixa
expressdo (F, D e G) possuem delegdes internas de aminoacidos,
resultando na producdo de uma proteina alterada. Para os alelos nulos
diferentes mutacées foram identificadas, como o alelo O; que ¢é
caracterizado por uma grande delegdo, comeg¢ando no exon 12, o alelo O,
por uma grande inser¢do (LEROUX, 1990; COSENZA et al., 2003) e o alelo
N por uma delegdo de uma unica citosina na 232 posicdo do éxon 9
(RAMUNNO et al., 2005).

As concentragbes de dasi-caseina tém sido correlacionadas
positivamente com a quantidade de soélidos totais, proteinas totais e
caseinas no leite de cabra e tém sido relacionadas ao aumento na producao
de queijo, nos tempos de coagulacdo, e na consisténcia da coalhada
(AMBROSOLI et al., 1988; PIRISI et al., 1994; CLARK e SHERBON, 2000).
Além disso, o leite de cabras com concentragdes reduzidas de as¢-caseina
(alelos nulos ou fracos) tem sido associados com menor sensibilidade ao
leite em algumas pessoas com intolerancia ao leite de vaca (BEVILACQUA
et al., 2001; EL-AGAMY, 2007), fornecendo, assim, outra base de selegéao
para producao de leite fluido baseado na nutricdo humana.

Estudos comparativos de microscopia eletrénica de células epiteliais
mamarias de cabras em lactagdo sugerem que existe uma disfuncdo no
mecanismo de secre¢do em animais homozigotos para os alelos defectivos
(O, F ou G e em menor grau, E). O transporte intracelular de caseinas

recém-sintetizadas é fortemente retardado, conduzindo ao acumulo de
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formas imaturas nas cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), que
assumem uma forma dilatada. Desta forma, sugeriu-se uma disfungéo no
mecanismo de secre¢ado das caseinas totais dependente da participagdo da
Osi-caseina, ja que o mesmo acumulo ndo foi observado em cabras
portadoras de alelos altos ou mesmo em cabras com gendtipos nulos para
B-caseina (CHANAT et al., 1999). Segundo NEVEU et al. (2002), a possivel
interferéncia da agi-caseina no transporte de caseinas e lipideos pelas
células epiteliais mamarias, pode ser um dos fatores determinantes do
mecanismo de secrecao por via apdcrina, descrito no leite de cabra.

Estes estudos, associado com a sugestao de que a secrecao apdécrina
em caprino possa estar relacionada com os alelos defectivos do lécus
CSN1S1 levam a outras questdes, como se este polimorfismo também pode
interferir na duracdo da lactacdo e contagem de células somaticas. Assim,
devido as implicacoes econdmicas, o efeito do polimorfismo no l6cus
CSN1S1 tem sido investigado e as frequéncias alélicas tém sido

determinadas em varios paises.

O DGATT1 (diacilglicerol aciltransferase 1)

O gene DGATT1 codifica a enzima diacilglicerol aciltransferase 1, que
catalisa a reacao final da sintese de triacilglicerideos nos adipécitos, que séo
0s principais componentes da gordura de depdsito, inclusive no leite
(CASES et al., 1998; KUHN et al., 2004). Esta enzima se expressa em
muitos tecidos, com os mais altos niveis de expressao no intestino, testiculo,
tecido adiposo, glandulas mamarias e tecido epitelial (CASES et al., 1998),
sua atividade enzimatica € controlada tanto na transcricio como na pés-
transcricdo da proteina (FURBASS et al., 2006; KUHN et al., 2004). O gene
DGAT1 ainda participa da regulacao plasmatica de gordura, concentracao
de triglicerideos no sangue, absorg¢éo intestinal de compostos gordurosos e
estocagem de gordura no tecido adiposo (CASES et al., 1998).

O gene DGATT bovino se estende por 8,6 Kb e € composto por 17
exons medindo 121,8 pb em média (intervalo: 42-436 bp). Em bovino este
gene é transcrito em um RNAmM que compreende 245 pb da sequéncia
5'UTR, 1470 pb que codificam para uma proteina de 489 aminoacidos, e 275



pb da sequéncia 3'UTR, incluindo um sinal conservado de poliadenilagcao
AATAAA (GRISART et al., 2002).

ANGIOLILLO et al. (2007) caracterizaram a regiao codificadora quase
completa do gene DGATT1 caprino pelo sequenciamento de 1552 pb do
cDNA de nove cabras (numeros de acesso GenBank: DQ380249,
DQ380251). Esta sequéncia abrangeu os exons 1-17 e compartilhou uma
alta identidade de nucleotideos com sequiéncias ortdlogas de outros
mamiferos, como bovino (97%), suino (91%), humano (91%) e canino (90%).

Pelo sequenciamento do gene DGAT1 de animais com o gendétipo do
QTL conhecido, uma substituicao nao conservativa de lisina por alanina foi
identificada na posicao 232 (mutacdo K232A) e mostrou estar associada
com um efeito sobre a produgcdo e composicdo do leite em varias
populacdoes e ragas de bovinos leiteiros (GRISART et al., 2002; WINTER et
al., 2002; SPELMAN et al., 2002). No entanto, BENNEWITZ et al. (2004);
KUHN et al. (2004) relataram que uma variacdo genética adicional &
mutacdo DGAT1 K232A, afetando o teor de gordura no leite de bovinos,
poderia estar presente no mesmo QTL, desta forma alelos da regiao
promotora deste mesmo gene, 0s quais compreendem um numero variavel
de repeticoes em tandem (VNTR) (WINTER et al, 2002), foram
considerados como candidatos, sendo que analises genéticas revelaram que
alelos DGAT1 VNTR estavam associados com a variagao no teor de gordura
do leite em animais homozigotos DGAT1 232A/232A.

O conteudo de gordura no leite tem um efeito importante sobre a
producao de queijo e firmeza, assim como no sabor e na cor do queijo
(LAMBERET et al.,, 2001). Devido a importancia econbémica desta
caracteristica e sua herdabilidade moderada [h? = 0,32 para porcentagem de
gordura no leite de cabra; (VAZQUEZ et al., 2009)], consideravel esforco tem
sido dispendido pelos geneticistas de bovinos e ovinos em dissecar a
arquitetura genética pela caracterizacdo de QTLs e genes candidatos. No
entanto, h4 uma consideravel falta de conhecimento para cabras, ja que
pequeno numero de genes candidatos foram devidamente caracterizados
(ANGIOLILLO et al., 2007).



O GH (growth hormone — horménio do crescimento)

O GH, na espécie bovina, € uma proteina de 191 aminoacidos e
apresenta uma heterogeneidade complexa, tendo diferentes formas
moleculares (SECCHI e BORROMEO, 1997). Sdo encontradas quatro
variantes do GH, as quais surgem da combinacdo de dois possiveis
aminoacidos na regido amino-terminal (alanina ou fenilalanina) e dois
possiveis aminoacidos na posicdo 127 (leucina ou valina) (WOOD et al.,
1989). As sequéncias de aminoacidos do GH s&o idénticas para ovino e
caprino, tendo 99% de homologia em comparacdo com a espécie bovina.
Considerando os GHs em suino, eqliino e humano, o GH bovino apresenta,
respectivamente, 90,6%; 89,5% e 66,5% de similaridade (SECCHI e
BORROMEO, 1997).

Considerando os efeitos no processo da lactacdo, o GH favorece a
sintese do leite com composicao normal, permite maior disponibilidade de
nutrientes para a produgao de leite, aumenta a atividade na célula secretéria,
assim como a manutencdo destas células e proporciona maior aporte
sanguineo para a glandula mamaria (ETHERTON e BAUMAN, 1998). Todas
estas acdes devem ser mediadas pelo IGF1, mas existe evidéncia de uma
acao direta do GH na glandula mamaria (FLINT e GARDNER, 1994).

A involugcdo da glandula maméria bovina, um processo importante
para as subseqlentes lactacbes que se caracteriza por perda das células
epiteliais devido a apoptose, estd associada ao declinio da concentracao de
prolactina, GH, IGF1 (ACCORSI et al.,, 2002). O conhecimento atual em
biologia do leite indica que animais geneticamente superiores diferem de
animais inferiores principalmente na regulacédo da utilizacdo de nutrientes e
que o horménio do crescimento (GH) exerce um controle chave no uso dos
nutrientes (BAUMAN, 1992), desenvolvimento mamario (SEJRSEN et al.,
1986), e crescimento (BREIER et al., 1991).

De acordo com MARANHAO (2003), existem na literatura muitos
trabalhos a respeito de polimorfismo no gene bGH e sua agdo sobre a
producéo de leite, como por exemplo, os polimorfismos Mspl, Alul e Ddel.
Em estudo realizado por QUEIROZ (2008) com bovinos da raga Girolando,
dois alelos diferentes foram encontrados para o polimorfismo Mspl do GH.
Nesta analise foi observada uma superioridade do gendétipo CC em relagao
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ao DD (p=0,0479) para a producgao total de leite (+137,03 kg). Um efeito
negativo do DD também foi demonstrado na produgédo média diaria de leite,
ao se comparar os genoétipos CD (p=0,0515) e CC (p=0,0222) (- 490 g € —
570 g, respectivamente). No entanto, ndo houve efeito dos genétipos sobre a
duracéao da lactagao.

Segundo YAO et al. (1996), o polimorfismo identificado pela enzima
de restricdo Ddel ndao implica em mudanca de posicdo do aminoacido
codificado (arginina) no GH, mas a presenca do polimorfismo detectada por
esta enzima esta associada a uma maior producao de leite e de gordura e
proteina do leite e também a uma maior liberagdo de GH e IGF-1 em vacas
de alta producao.

LUCY et al. (1991) verificaram o polimorfismo na regido do exon 5 do
GH, que caracteriza as variantes leucina (Leu) ou valina (Val) na posicao
127 da proteina, o qual foi associado as caracteristicas relacionadas a
producdo de leite. Vérios trabalhos tém demonstrado que em bovinos
selecionado para alta producdo de leite a frequéncia genotipica do GH
(polimorfismo Alul) Leucina/Leucina (L/L) é maior que a frequéncia
Leucina/Valina (L/V) (ambos relacionados a uma maior atividade lipolitica),
sendo que a Valina/Valina (V/V) apresenta frequéncia muito baixa no gene
GH (SORENSEN et al., 2002; ZWIERZCHOWSKI et al., 2002). Constatou-se
também que a concentracdo de GH no plasma sanguineo era maior nos
animais de genotipo L/L, associado a maiores producdes de leite, e que as
concentragdes de IGF-1 eram maiores nos animais de genétipo L/V (LUCY
et al., 1993; SORENSEN et al., 2002).

O POU1F1 (Pituitary-specific positive transcription factor 1)

O POU1F1 (também chamado PIT-1 ou GHF-1) corresponde a um
fator de transcricdo expresso principalmente na hipdéfise, sendo que sua
expressao é necessaria para que ocorra a diferenciacdo, desenvolvimento e
manutencdo normal de trés tipos de células da adenohipoéfise (tireotrofos,
somatotrofos e lactotrofos) (LI et al., 1990). E também um regulador do
horménio do crescimento (GH), da prolactina (PRL) (LEFEVRE et al., 1987;
NELSON et al., 1988) e do horménio estimulador da tiredide B (TSHB) em
mamiferos (LI et al, 1990), assim, mutagdes no gene POUTF1
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possivelmente resultam em diferentes expressdes destes hormoénios e do
proprio POU1F1 (COHEN et al.,, 1997). Em bovinos e suinos, variagdes
genéticas neste gene tém sido associadas com o0 desempenho em
caracteristicas de interesse econdmico (YU et al., 1995; RENAVILLE et al.,
1997a,b; STANCEKOQV et al., 1999; SUN et al., 2002).

Pelo menos 18 diferentes mutagdes ja foram relatadas, dispersas nos
6 exons deste gene. Devido a importancia deste gene no controle da
expressao génica de hormdnios diretamente associados com o processo de
crescimento e producéo de leite, é possivel considera-lo como um bom gene
candidato para a selecao assistida por marcadores (BASTOS et al., 2006).

RENAVILLE et al. (1997b) encontraram uma associagao do alelo A,
identificado pelo polimorfismo Hinfl-POU1F1, com a producao de leite e
proteina em bovinos. DI STASIO et al. (2002) ndo encontraram evidéncias
de associacdo do polimorfismo neste gene com a producdo de carne em
bovinos da raga Piamontesa. ZHAO et al. (2004) detectaram polimorfismos
nos introns 3 e 4 e no exon 6 do lécus POUTF1, no entanto ndo houve
associagdo com caracteristicas de crescimento e de carcaga em bovinos da
raca Angus.

O gene POUTF1 ainda é pouco estudado em caprinos, sendo que a
maioria dos estudos que envolvem a identificacdo de polimorfismos e seus
efeitos sobre caracteristicas produtivas foram realizados na China.

LAN et al. (2007a) coletaram amostras de sangue de 801 cabras para
analisar o gene POUTF1 e identificou uma mutacdo T para C (AGT para
AGC) no sexto exon, responsavel pela adicdo de um sitio de restricdo para a
endonuclease Alul, de forma que a visualizacdo dos fragmentos amplificados
e digeridos com esta enzima permitiu a identificacdo de dois alelos
diferentes, POU1F1-T com dois fragmentos (340 e 110 pb) e POU1F1-C
com trés fragmentos (216, 124 e 110 pb). Os autores associaram este
polimorfismo com 11.026 registros de desempenho quanto a producao de
leite, nUmero de crias, pesagem dos animais e comprimento, espessura e
producéo de pélo em 216 cabras de ragas leiteiras e 452 cabras da raga
Cashmere, sendo que os individuos de genétipo TC apresentaram maior
producéo de leite e peso ao nascimento quando comparados aos animais de
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TT. No entanto, nenhum efeito dos gendtipos sobre as outras caracteristicas
foi observado.

Em outro estudo LAN et al. (2007b) identificaram quatro mutag¢des no
exon 6 do gene POUTF1 de cabras por PCR-SSCP e sequenciamento,
sendo que entre estas mutacdes a mudanca do 60° nucleotideo do sexto
exon, Ser (TCT) por Ser (TCG), resultou em um polimorfismo para a enzima
de restricdo Ddell. De acordo com os testes de associacao realizados, os
animais com genétipos DD tiveram melhor desempenho que os animais
D4D; para producgao de leite, nUmero de crias e peso com um ano de idade,
com Dy caracterizado pela presenca de T e D, pela presenca de G.

Além disso, estes autores utilizaram o sexto exon do gene POUTF1
para avaliar a existéncia de “viés de coddon” (codon bias), fenbmeno que
refere as frequéncias com que cada codon sinbnimo € usado para codificar
um determinado aminoéacido, sendo o cédon UCU ligado a mutacdo T
(gendtipos D1D4) identificado como major codon e UCG ligado a mutacéo G
(gendtipos D2D2) como um codon raro. De acordo com os autores o viés no
uso dos codons pode estar associado com o nivel de expressao da proteina
POU1F1, uma vez que estudos tém sugerido que este fendbmeno esta
correlacionado com um viés correspondente na quantidade do tRNA
(KURLAND et al.,, 1991; EYRE-WALKER et al., 1996; COGHLAN et al.,
2000; ARCHETTI et al., 2004; LAVNER et al., 2005). Assim, LAN et al.
(2007b) presumiram que a rara quantidade de tRNA para UCG poderia
diminuir de forma significativa a velocidade de traducdo do mRNA para o
aminoacido e restringir seriamente a eficiéncia de sintese da proteina, o que
poderia ter resultado na auséncia de identificacdo de animais com genétipo
D2D» neste estudo.

LAN et al. (2009a) identificaram pela primeira vez a distribuicdo do
polimorfismo Pstl no gene POU1F1 em 847 caprinos da raga Inner Mongolia
White Cashmire e avaliou sua associagcdo com a producdo, comprimento e
espessura do pélo. A mutacao T>C do gene POUTF1 de caprinos, localizada
na posicdo 110 da regido 3’'UTR formou um sitio de restricdo para a
endonuclease Pstl, de forma que apés a amplificacédo e digestao foi possivel
visualizar um fragmento para o alelo T (450 pb) e dois fragmentos para o
alelo C (370 e 80 pb). Os animais de genoétipo TT foram associados a
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maiores produgdes de pélo cashmire do que animais TC (P<0,05), ao serem
avaliados com dois, quatro e cinco anos de idade, assim como para a
producdo média de pélos. No entanto os diferentes genoétipos néo tiveram
efeito sobre o comprimento e espessura do pélos (P>0,05). Os autores
consideram que a associacao entre este polimorfismo e as caracteristicas de
producao de pélo pode ocorrer, pois apesar de a mutagao na regidao 3’'UTR
nao alterar a sequéncia de aminoacidos, esta pode possivelmente regular a
expressao dos genes POUTF1, GH e PRL ou ainda pelo fato de que este
polimorfismo possa estar em desequilibrio de ligagdo com um gene que
esteja afetando a variacao desta caracteristica.

LAN et al. (2009b) estudaram os exons 1-5 e a regiao 5UTR do gene
POU1F1 de caprinos, sendo identificados 12 novos SNPs em cabras da raga
Inner Mongolian White Cashmere, sendo que entre os polimorfismos
encontrados, dois estavam associados com a producgao de pélos cashmere,
tipicos desta raca. Além disso, os autores observaram que para um dos
polimorfismos identificados por SSCP, apenas os genétipos EE e EF foram
encontrados, na proporgéo de 2:1, sendo sugerido que o alelo F poderia ser
letal em homozigose recessiva, baseado no fato de que as analises das
sequéncias de aminodcidos do alelo F revelaram uma remogado dos
aminoacidos da posicdo 184 até 291 do POU1F1 nos animais de gendétipo
FF, o que resultaria na eliminagao parcial do dominio POU (POU-SD) e do
homeodominio (POU-HD) desta proteina, o que poderia fazer com que esta
mutacao fosse letal, uma vez que estudos anteriores mostraram que estes
dominios sdo essenciais para a alta afinidade de ligagdo com o DNA e
mutagdes nestas regides causaram nanismo severo ou morte em humanos
(THEILL et al., 1989, 1992). Além disso, nos gendtipos FF faltam os exons 5
e 6 e parte do exon 4, semelhante a forma de splicing POU1F1-8 observada
em ovinos (sem o exons 3-5) por BASTOS et al. (2006), a qual resultou na
falta de ativacao dos promotores do GH e da prolactina.
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A analise de genes candidatos

ROTHSCHILD e SOLLER (1999) organizaram o processo de estudo
de genes candidatos em uma série de etapas. Estas etapas se dividem em
dois grupos distintos. A primeira tem a ver com a prepara¢ao do fundamento
basico para o estudo de genes candidatos; por exemplo, escolhendo o gene
candidato, projetando sequéncias de primers para amplificar o gene,
descobrindo polimorfismos no gene e desenvolvendo um procedimento
conveniente para genotipar os sitios de polimorfismos. A segunda tem a ver
com o estudo do gene candidato em si, por exemplo, identificando uma
populacdo apropriada, realizando o teste de associacdo e verificando os
resultados. E importante perceber que o primeiro grupo de operacdes
representa um investimento de longo prazo, realizado apenas uma vez para
um determinado gene candidato. Uma vez que este fundamento basico foi
preparado, o teste de associacdo do gene candidato com a variacdo da
caracteristica pode ser realizado com custos minimos em uma populagao
especifica.

Os genes candidatos sdo escolhidos sobre uma convicgao a priori,
baseada no sistema biolégico ou fisiolégico envolvido, de que eles sao
associados com as caracteristicas de interesse. Esses genes candidatos
(chamados genes candidatos biolégicos) também podem ser escolhidos com
base nos principais efeitos mutacionais em uma caracteristica em humanos
ou ratos, sugerindo um papel para o gene nas caracteristicas
correspondentes na pecuaria.

As melhores técnicas para deteccao dos polimorfismos seriam o PCR-
RFLP (Reagdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo de Comprimento
de Fragmentos de Restricdo), o SSCP (Polimorfismo de Conformacao de
Fita Simples) e o seqlienciamento das sequéncias amplificadas. O ideal é
usar métodos que podem facilmente ser expandidos para grandes estudos
de associacdo. O seqlenciamento pode ser a melhor ferramenta na
detecgao dos polimorfismos, mas nao é rapido e barato o suficiente para uso
em abordagens populacionais. Portanto, apds a detecg¢ao dos polimorfismos,
o PCR-RFLP e SSCP seriam as técnicas de eleicdo (ROTHSCHILD e
SOLLER, 1999).
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A técnica de PCR (MULLIS e FALOONA, 1987) baseia-se na
amplificacdo exponencial de uma sequéncia genémica alvo, pela utilizagéo,
em geral, de um par de iniciadores, conhecidos como primers, que
flanqueiam a regido gendémica que se pretende amplificar pela agdo de uma
DNA polimerase termo-resistente, em geral a Tag DNA polimerase. Os
passos envolvidos neste processo sao automaticamente executados em
uma maquina chamada de termociclo ou termociclador, de forma que ao
final de 30 ciclos, existirdo mais de 1 bilhdo de copias da sequéncia alvo,
permitindo que a partir de quantidades infimas de DNA gendmico possa se
proceder a andlise completa dos mais diversos sistemas génicos.

Para melhor entendimento o protocolo de PCR-RFLP consta
basicamente da amplificacdo por PCR da sequéncia alvo, a qual é
posteriormente submetida a clivagem com diversas enzimas de restricdo. No
caso de genes sequenciados, pode-se identificar por sua sequéncia quais
enzimas de restricAo apresentam sitios, sendo estas, entéo, utilizadas nos
experimentos. E desta maneira que se faz o diagnéstico molecular das
variantes alélicas de genes ja utilizados em programas de melhoramento
animal (PEREIRA, 2008).

O SSCP ocorre quando o individuo apresenta duas variantes alélicas
para o locus amplificado que diferem entre si por delecdo ou insercéo. Neste
caso, ap6s a amplificacdo de ambas as variantes alélicas, ocorre o
pareamento nao apenas entre as fitas homélogas, mas também entre
aquelas que diferem pela presenca ou auséncia de alguns pares de base.
Nesta situagdo, ha a formagdo de uma alca, na regido nao pareada da
sequéncia, que impede a perfeita migracao dos fragmentos através do gel
durante a eletroforese, formando o que se chama de bandas heteroduplex,
caracterizando entdo o individuo heterozigoto. Ja os homozigotos
apresentam pareamento perfeito, independente se apresentam a
insercao/delecéo ou o alelo selvagem, ndo mutado. Eles distinguem do alelo
selvagem pelo peso molecular do fragmento amplificado, se a diferenga
entre a variante alélica selvagem e a mutante for uma delegcdo, o mutante
tera seu fragmento amplificado com menor peso molecular. Se ocorreu uma

insercao, o mutante tera banda de maior peso (PEREIRA, 2008).
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Efeitos do gene candidato sdo descobertos através de um teste de
associagcao que examine os efeitos de diferentes alelos do gene candidato
sobre o fendtipo, conforme determinado por um unico sitio polimérfico (ou
por um haplotipo constituido por um ndmero de sitios polimérficos). Isto é
realizado usando um modelo linear misto com os alelos ou genétipos como
efeitos fixos. Quando genes candidatos multiplos sdo usados para uma dada
caracteristica em uma populagdo, procedimentos de regressdo multipla
podem ser usados (ROTHSCHILD e SOLLER, 1999).
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CAPITULO 1

Influéncia do polimorfismo no gene CSN1S1 sobre a producao e
composicao do leite de cabra

RESUMO

A agi—caseina, uma das principais proteinas coagulantes do leite, é
codificada pelo gene CSN1S1, com pelo menos 18 alelos na espécie
caprina, classificados em quatro niveis de expressao: alta (alelos A, B4, C,
H, L e M), média (alelos E e 1), baixa (D, F e G) e nula producédo desta
proteina no leite (alelos Os.3 e N). Devido as implicacbes econémicas, o
efeito do polimorfismo no lécus CSN1S1 tem sido investigado e as
frequéncias alélicas determinadas em varios paises. Objetivou-se com este
trabalho, verificar se os diferentes alelos no gene CSN1S1 de caprinos estao
associados a producao de leite até os 270 dias de lactacdo, duragdo da
lactagdo, contagem de células somaticas, produgdo e porcentagens de
gordura, proteina, lactose e extrato seco total no leite. Para este proposito
foram consideradas 2.173 lactacbes de 1.064 cabras de grupamentos
genéticos das ragcas Saanen e Alpina, pertencentes ao rebanho do Setor de
Caprinocultura da Universidade Federal de Vigosa, utilizadas para estimar os
valores genéticos dos animais para estas caracteristicas. O modelo animal
utilizado continha os efeitos aleatérios de animal e de ambiente permanente;
e os efeitos fixos de grupo contemporaneo, tipo de parto, grupamento
genético e ordem de parto. Para a obtencdo dos gendtipos das fémeas,
foram isoladas amostras de DNA a partir de células sanguineas brancas e
através das técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e PCR-
RFLP (para o alelo F) trés diferentes regides do lécus CSN1S71 foram
avaliadas. Desta forma, obtiveram-se os gendtipos de 215 fémeas para os
principais alelos, sendo 25 (AA), 26(AE), 35(AF), 55(EE), 57(EF) e 17(FF),
observando-se que o alelo denominado de “A” representa qualquer "alelo
alto". Para verificar os efeitos dos gendétipos sobre os valores genéticos das
caracteristicas, foram realizadas analises de variancia, estimativas de
contrates e comparagbes de médias pelo teste de Tukey. Observou-se
associacao entre os diferentes gendtipos dos alelos que codificam a ag;s-
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caseina e os valores genéticos da maioria das caracteristicas avaliadas
(P<0,05). Os animais com genétipos AA e FF foram superiores aos de
gendtipos AE e EE para as caracteristicas de produgéo dos constituintes do
leite. Os animais com gendtipo FF foram superiores em relagdo aos animais
AE e EE, para duracédo da lactacdo e producao de leite até 270 dias de
lactagdo. Os animais com gendtipo AA e AE foram superiores em relagéao
aos animais FF para porcentagem de gordura, proteina e extrato seco total
no leite. Os animais de gendtipo AA consistem em uma alternativa para
conciliar a selecao para quantidade e qualidade do leite, por estarem
relacionados com maiores producdes e porcentagens dos constituintes do
leite. Existem evidéncias de efeitos de sobredominancia entre os alelos no
gendtipo AE para duragao da lactagdo, producdes de proteina, lactose e
extrato seco total e porcentagem de gordura no leite.

Palavras-chave: Alpina, ag;—caseina, polimorfismo, Saanen.

27



CHAPTER 1

Influence of CSN1S1 gene polymorphism on production and
composition of goat milk

ABSTRACT
The ag1-casein, a major milk-coagulating proteins, is encoded by the gene
CSN1S1, with at least 18 alleles in goats, divided into four levels of
expression: high (A, By4, C, H, L and M alleles), medium (E and | alleles),
low (D, F and G) and null production of this protein in milk (O3 and N
alleles). Due to the economic implications, the polymorphism effect of
CSN1S1 locus has been investigated and the allele frequencies have been
determined in several countries. Thus, the aim with this work was verify if
different alleles in the goat CSN1S1 gene are associated with milk production
until 270 days of lactation, lactation length, somatic cell count, production and
percentages of fat, protein, lactose and total dry extract in milk. For this
purpose were considered 2173 lactations of 1064 Saanen and Alpine goats,
belonging to the Goat sector of Federal University of Vigcosa, used to
estimate breeding values for these characteristics. The animal model used
contained the random effects of animal and permanent environment, and the
fixed effects of contemporary group, type of kidding, genetic grouping, and
kidding order. To obtain the female genotypes DNA samples were isolated
from white blood cells and through Polymerase Chain Reaction (PCR) and
PCR-RFLP (for F allele) techniques three different regions of CSN1S1 locus
were evaluated. Thus, the genotypes of 215 females were obtained for the
major alleles, 25(AA), 26(AE), 35(AF), 55(EE), 57(EF) and 17(FF), observing
that the allele called "A" represents any allele high. To check the effects of
genotypes on breeding values of the characteristics, analyzes of variance,
estimates of contrasts and comparisons of means by Tukey test were
performed. The different genotypes of CSN1S71 gene influence on the
breeding values of most traits (P<0.05). Animals with AA and FF genotypes
were higher than AE and EE for the production of the constituents of milk.
Animals with genotype FF were higher than the AE and EE animals for the
lactation length and milk production until 270 days. Animals with genotype
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AA and AE were higher than the FF animals for percentage of fat, protein
and total dry extract in milk. The animals of AA genotype are an alternative
for conciliate the selection for quantity and quality of milk, being related to
higher yields and percentages of milk components. There is evidence of
overdominance effects among alleles in the AE genotype for lactation length,
production of protein, lactose and total dry extract and fat percentage in milk.
Keywords: Alpine, asi-casein, polymorphism, Saanen.
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INTRODUCAO

A identificacdo de genes polimérficos e a busca de associagcdes
destes polimorfismos com variagdes na producao e composi¢ao de proteinas
no leite tém norteado muitas pesquisas. Entre os genes candidatos a
desempenhar funcdo sobre estas -caracteristicas, segundo BARILLET
(2007), maior atencao tem sido dada ao gene que codifica a ag1-caseina.

As caseinas (asi, B, 0s2 € k-caseina) representam cerca de 80% de
todo o contetdo protéico do leite de ruminantes, sendo que entre estas
proteinas, a as¢- caseina (asi- Cn) representa mais de 40% no leite bovino
(FARRELL et al., 2004), enquanto que no leite de cabra pode variar de 0 a
25%, devido a ocorréncia de polimorfismo no gene CSN1S7 que codifica
para esta proteina (BOULANGER et al, 1984). Segundo revisdo
apresentada por NEVEU et al. (2002), pelo menos 18 alelos neste lécus ja
foram detectados em racas caprinas, e classificados em quatros niveis de
expressao: alta (alelos A, B1.4, C, H, L e M), média (alelos E e 1), baixa (D, F
e G) e nula produgéo desta proteina no leite (alelos O4.3 e N), sendo que
altos niveis de osi-caseina tém sido associados com maiores niveis de
gordura, proteina total e conteddo de caseinas, menores micelas de
caseina, contendo menos calcio, melhor potencial na fabricacdo de queijos,
com maior producdo e firmeza da coalhada (CLARK e SHERBON, 2000;
GROSCLAUDE et al., 1987; REMEUF, 1993; CHILLIARD et al., 2003). Além
destas associacoes, CHANAT et al. (1999), ao realizar estudos comparativos
através de microscopia eletrénica e de dados morfolégicos de cabras em
lactacdo, concluiram que durante o processo de secrecdo do leite, a
exportacao eficiente das B- e x-caseina para fora do reticulo endoplasmatico
€ dependente da ag1-caseina, pois em animais com alelos defectivos (O e F),
a taxa de transporte das outras caseinas para o Aparelho de Golgi foi
altamente reduzida, levando ao acumulo de formas imaturas de caseinas e,
consequentemente, a uma grande distensao dos reticulos endoplasmaticos
rugosos das células epiteliais mamarias. Estes resultados levantam a
questao de verificar se estes polimorfismos estariam relacionados também
com a “vida util” das células epiteliais mamarias e assim influenciar outras
caracteristicas como a duracdo da lactacdo e a contagem de células

somaticas. Outra importante consideracao a ser feita € que o leite de cabras
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com concentragbes reduzidas de agi-caseina (alelos nulos ou fracos) tem
sido associado com menor sensibilidade em algumas pessoas com alergia
ao leite de vaca (BEVILACQUA et al., 2001; EL-AGAMY, 2007), fornecendo,
assim, outra base de sele¢éo para producéao de leite fluido com propriedades
nutracéuticas na alimentacdo humana.

Uma vez que a investigagcdo de polimorfismos génicos pode
possibilitar a descoberta de importantes associagcdes com caracteristicas de
interesse econbmico e explicar parte da variabilidade existente, as
informacdes obtidas nestes estudos podem ser agregadas aos métodos de
avaliacao animal tradicionais, além de permitir um melhor planejamento dos
acasalamentos e garantir uma maior frequéncia dos alelos favoraveis.
Devido a isto, o efeito do polimorfismo no l6cus CSN1S7 tem sido
investigado e as frequéncias alélicas tém sido determinadas em varios
paises. No entanto, para caprinos e principalmente nos rebanhos brasileiros
ainda ha poucos estudos nesta area. Assim, estudos que verifiquem a
existéncia de possiveis associagcdes entre variagbes moleculares e
caracteristicas economicamente importantes em caprinos, principalmente
em sistemas de criagao brasileiros, sdo de grande importancia. Objetivou-se
com este trabalho, verificar se os polimorfismos no gene CSN1S71 de
caprinos estdo associados com a produgdo de leite até os 270 dias de
lactacdo, duracao da lactacdo, contagem de células somaticas, producao e

porcentagens de gordura, proteina, lactose e extrato seco total no leite.

MATERIAL E METODOS
O banco de dados

O banco de dados originalmente continha 3856 lactacdes referentes

aos controles leiteiros realizados no periodo de 2000 a 2012, de 1622 cabras
de grupamentos genéticos das racas Saanen e Alpina pertencentes ao
rebanho do Setor de Caprinocultura da Universidade Federal de Vigosa
(UFV/ MG). Os controles leiteiros foram realizados uma vez por semana, nos
periodos da manh@ e da tarde, e as coletas e analises do leite foram feitas
mensalmente no Laboratério de Qualidade do Leite para quantificagdo da
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contagem de células soméaticas e dos teores de gordura, proteina, lactose e
extrato seco total.

Para maior confiabilidade dos registros sé foram consideradas
lactagdes de partos simples ou duplos, com ordem do parto entre 1 e 6,
primeiro controle leiteiro realizado antes do 35° dia de lactacéo, duragédo da
lactagdo maior que 100 e menor que 450 dias e com producdes superiores a
100 kg. Foram retiradas também as informacdes de 181 lactagdes que ainda
ndo haviam sido encerradas até a data das andlises. Feitas as restricoes
restaram 2.173 lactagcdes com dados de producao de leite e duracdo da
lactacdo, 1.585 lactacbes com dados de composicdo do leite e 1.469 de
contagem de células somaticas.

Os animais foram classificados em 12 grupamentos genéticos (GG),
de acordo com a composi¢ao racial: 50% Alpina : 50% Saanen (GG1); 51 a
68% Alpina (GG1); 69 a 81% Alpina (GG2); 82 a 93% Alpina (GG3); superior
a 93% Alpina (GG4); 50% Alpina : 50% SRD (GG5); 51 a 68% SRD (GG5);
69 a 81% SRD (GG6); superior a 93% SRD (GG7); 50% Saanen : 50% SRD
(GG8); 51 a 68% Saanen (GG8); 69 a 81% Saanen (GG9); 82 a 93%
Saanen (GG10); superior a 93% Saanen (GG11) e 50% Alpina : 25%
Saanen : 25% SRD (GG12). Os animais utilizados neste estudo sao
exclusivamente das ragas Alpina ou Saanen, sendo SRD a denominagao
utilizada nos casos em que nao havia a informacao do reprodutor utilizado,
se Saanen ou Alpino.

MENEZES et al. (2010) e BRITO et al. (2011), em diferentes estudos
com caprinos leiteiros, sugeriram a utilizacdo de algumas adaptacdes das
medidas encontradas na literatura de bovinos de leite, como por exemplo, a
utilizacado da duragao de lactagcdo de 268 dias (9 meses), em vez de 305
dias. Desta forma, no presente trabalho optou-se por estimar a producéo
total de leite até 270 dias de lactacdo (PL270), a qual foi estimada pela

PL270=3. Kpldcizpldci“j o } ,

em que: PL270 é a producgéo de leite acumulada até 270 dias da lactagao;

seguinte férmula:

pldc; é a producao de leite no controle leiteiro i; pldci,1 € a producao de leite
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no controle leiteiro seguinte; li;,1 € o intervalo em dias entre dois controles
consecutivos.

As producbes dos constituintes do leite foram obtidas através do
produto do valor de PL270 pela porcentagem meédia de gordura, proteina,
lactose e extrato seco total. A contagem de células somaticas (CCS) foi
transformada para escore de célula somética (ECS) através de: ECS= log>
(CCS / 100.000) + 3, em que CCS é o numero de células por microlitro,
contornando assim os problemas da CCS nao seguir distribuicdo normal e

nao apresentar relacao linear com a producéao de leite (SHUTZ et al., 1995).

A avaliacdo genética

Antes de estimar os valores genéticos dos animais, foram realizadas
andlises de variancias (Tabela 1), através do método dos quadrados
minimos generalizados pelo procedimento GLM do SAS®(1995), para
verificar os efeitos dos fatores grupo contemporéneo (determinado pelas
classes de ano-estacédo de parto, sendo estagdo 1 de agosto a janeiro e
estacao 2 de fevereiro a julho), tipo de parto (simples ou duplo), grupamento
genético e ordem de parto sobre as caracteristicas em estudo, e assim
determinar quais destes fatores seriam considerados como efeitos fixos no

modelo de avaliagdo genética.
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Tabela 1 - Resumo das andlises de varidncia para as
caracteristicas de producao e composigcao do leite

Fonte de variagao

_ Grupo Grupamento Tipode Ordem
Caracteristica
contemporéaneo  genético parto  de parto
GL 23 11 1 5
PL270 * * * *
Durl * NS * *
ECS * * NS *
Gord. * * * *
Prot. * * * *
Lact. * * * *
EST * * x *
% Gord. * * * NS
% Prot. * * NS *
% Lact. * * NS *
% EST * NS * NS

*P<0,05. NS=Nao significativo, GL = Graus de Liberdade, PL270
= producdo de leite até 270 dias, DURL = duracdo da lactacao,
ECS = escore de células somaticas, Gord, Prot, Lact, EST,
%Gord, %Prot, %Lact e %EST = producdo e porcentagem de
gordura, proteina, lactose e extrato seco total.

O arquivo de dados usado para estimar os valores genéticos dos
animais foi obtido de forma a incluir todas as lactagdes com informacao para
pelo menos uma das caracteristicas avaliadas, contendo, portanto, dados de
2173 lactacbes de 1064 cabras.

Para esta andlise foi utilizado o aplicativo REMLF90, descrito por
MISZTAL (2002), que utiliza a metodologia de maxima verossimilhanga
restrita (REML) e o algoritmo de Maximizagdo da Esperanga (EM), sendo
realizada uma avaliacdo multicaracteristicas através de um modelo animal,
contendo os efeitos aleatérios de animal e de ambiente permanente; e os

efeitos fixos que foram significativos nas andlises anteriores.

34



O modelo misto utilizado neste estudo pode ser descrito
matricialmente por:
y=Xb + Zg + Wp + ¢,
em que;
y € o vetor nq x 1 de observacdes de q caracteristicas (PL270, Durl, ECS e
Gord., Prot., Lact., EST, %Gord, %Prot., %Lact. e %EST) medidas em n
animais;
X € a matriz nq x fq de incidéncia de f niveis dos efeitos fixos;
b é o vetor fq x 1 de efeitos fixos;
Z é a matriz nq x Ng de incidéncia dos efeitos aleatérios genéticos aditivos
diretos;
g € o vetor Ng x 1 de valores genéticos;
W €& a matriz nq x ng de incidéncia do efeito aleatério de ambiente
permanente;
p é o vetor ng x 1 de solugdes para o efeito de ambiente permanente;
€ é o vetor nq x 1 de erros aleatorios.
Onde n = numero de animais com observagdo; g = numero de
caracteristicas avaliadas simultaneamente no mesmo modelo; f = nUmero de
niveis de efeitos fixos e N = numero total de animais relacionados na matriz
N x N do numerador dos coeficientes de parentesco de Wright (A).
As equacbes de modelos mistos (EMM), para caracteristicas
multiplas, com efeito de ambiente permanente, podem ser representadas da
seguinte forma:
X'R™'X X'R7'Z X'R™'W b’ X'Ry
ZR'X ZR'Z+G™ ZR™W g |=|ZR"Yy |;
W'R™'X W'R™'Z WR'W+P' || p W'R™y

em que;

G=A® Gy, sendo:

Go a matriz g x q de varidncias e covariancias genética aditiva entre as

caracteristicas;

P=I® Py, sendo:

| a matriz identidade n x n,
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Po matriz q x g de varidncias e covariancias de efeito de ambiente
permanente;
R=1® Ry, sendo:
Ro a matriz q x q de variancias e covariancias residuais entre as
caracteristicas;
® é o operador de produto direto.

As estimativas dos coeficientes de herdabilidade e repetibilidade para

as caracteristicas avaliadas foram obtidas por:

- Herdabilidade (h?): - Repetibilidade (r):
(2 O,\-; A OA_; + OA_ezp
h=—-; = e
O-P p
em que;

67 é a estimativa da variancia genética aditiva;

g
(5'; € a estimativa da variancia de ambiente permanente;

A2, . . A . ;.
O'p € a estimativa da variancia fenotipica.

Obtencao dos gendtipos para o Iécus CSN1S1

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Para a obtencdo dos
gendtipos das fémeas, foram isoladas amostras de DNA a partir de células
sanguineas brancas e realizada a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), com posterior digestdo dos fragmentos amplificados para
o alelo F, técnica conhecida por PCR - Restriction Fragment Length
Polymorphis (PCR-RFLP). Desta maneira, trés diferentes regides do l6cus
CSN1S1 foram avaliadas no total. A metodologia detalhada pode ser
encontrada em SOARES et al. (2009).

Apés a amplificacdo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) a 5% e corado com nitrato de prata, para visualizar os
diferentes genétipos dos animais.
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Associacdo dos polimorfismos no Iocus CSN1S1 com os valores genéticos

das caracteristicas avaliadas

Foram realizadas andlises de variancia e testes de médias para
verificar os efeitos dos gendtipos AA, AE, AF, EE, EF e FF sobre os valores
genéticos das caracteristicas em estudo. Nesta analise foram utilizadas
informagdes dos gendtipos de 215 animais, sendo 25 (AA), 26 (AE), 35 (AF),
55 (EE), 57 (EF) e 17 (FF).

O modelo utilizado para a andlise de variancia univariada pode ser
descrito como:

Y, =pta +e,
em que:

Yj; € o valor genético do animal i (i = 1 a 215) para cada caracteristica
avaliada; p € a media geral; a; é o efeito do gendtipo j (j = AA, AE, AF, EE,
EF e FF) e e € o efeito aleatério do residuo, observando-se que o alelo
denominado de “A” representa qualquer alelo alto.

Como os valores genéticos (VG) sdo as melhores estimativas
disponiveis do componente genético aditivo, nenhum efeito ambiental foi

incluido neste modelo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As estimativas de herdabilidade e repetibilidade para as
caracteristicas avaliadas (tabela 2) foram consistentes com os valores
relatados na literatura (ANALLA et al., 1996; BREZNIK et al., 2000; BRITO et
al., 2011; GONCALVES et al., 2001; RIBEIRO, 1997; VAZQUEZ et al.,
2009).

A maioria das estimativas de herdabilidade e repetibilidade foi baixa,
sendo que para as caracteristicas com baixas estimativas de herdabilidade
(menor que 0,20) e repetibilidade espera-se obter menores ganhos por meio
de selegdo, além disso uma unica determinagdo das caracteristicas
estudadas pode néo representar de forma acurada o desempenho dos

animais em lactacdes futuras.
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No entanto, as herdabilidades para a porcentagem dos constituintes
do leite foram maiores, chegando a 0,36 para porcentagem de proteina.
Resultados semelhantes foram encontrados por BRITO et al. (2011) ao
avaliar caracteristicas produtivas de caprinos, sendo ressaltado pelos
autores o fato de no Brasil a selecdo para aumento da producao de leite ja
ser realizada a algum tempo, enquanto a selegcao para melhorar a qualidade
do leite de cabra, através do aumento do teor de seus constituintes, é algo
relativamente novo, logo para estas caracteristicas ainda haveria um
componente de variancia genética aditiva proporcionalmente maior para ser
explorado pela selecao.

A duracao da lactacdo e escore de células somaticas apresentaram
0s menores valores de herdabilidade (0,07 e 0,009) e repetibilidade (0,12 e
0,24). RIBEIRO (1997) estudou a duragdo da lactacdo em cabras da raga
Saanen e verificou herdabilidade de 0,06. SOARES FILHO et al. (2001), ao
estudar a mesma caracteristica em cabras Saanen, Alpinas e Toggenburg,
encontraram, respectivamente, 0,07; 0,07 e 0,03 de herdabilidade. Ja
PIMENTA FILHO et al. (2004), ao estudar cabras mesticas Pardo Alpina x
Gurguéia no Nordeste do Brasil, observaram herdabilidade e repetibilidade
de 0,20 e 0,24, respectivamente, para duracao da lactacao.

Outros estudos também relataram baixas herdabilidades para CCS
(ANDRADE et al., 2007; PEREIRA et al., 2008), desta forma, para esta
caracteristica espera-se obter respostas mais rapidas por melhoria nas
condicoes ambientes, como a utilizacdo de boas praticas higiénico-

sanitarias.
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Tabela 2 — Estimativas dos componentes de variancia genético aditivo (OA'f) e

de ambiente permanente ((5‘5), herdabilidade (ﬁz) e repetibilidade (T).

Caracteristica 6’ o f2 £
PL270 4718 31902 0,15 0,38
Durl 339,8 5135,3 0,07 0,12
Gord 3,735 40,885 0,09 0,30
Prot 3,255 32,256 0,10 0,32
Lact 7,071 59,261 0,12 0,34
EST 45,350 437.4 0,10 0,32
%Gord 0,7156E-05 0,37837E-04 0,19 0,26
Y%Prot 0,345E-05 0,96195E-05 0,36 0,44
Y%Lact 0,1607E-05 0,925E-05 0,17 0,30
%EST 0,2176E-04 0,7662 E-04 0,28 0,41
ECS 0,007317 0,768917 0,009 0,24

PL270 = producgéo de leite até 270 dias, DURL = duracéo da lactagdo, ECS
= escore de células somédticas, Gord, Prot, Lact, EST, %Gord, %Prot, %Lact
e %EST = produgado e porcentagem de gordura, proteina, lactose e extrato
seco total.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as estimativas das correlacées
genéticas e de ambiente permanente entre as caracteristicas avaliadas. Todas
as correlagdes genéticas estimadas entre PL270 e as produgbes dos
constituintes (em kg) do leite foram altas e positivas (>0,80). Assim como a
correlagao genética entre PL270 e duragao da lactagéo (0,78), de forma que ao
selecionar para aumentar a producdao de leite, indiretamente estara
selecionando para maior duracdo da lactagdo e maior producado de gordura,
proteina, lactose e sélidos totais no leite.

A maioria das correlagdes genéticas entre PL270 e as porcentagens
dos constituintes do leite foram negativas (exceto para porcentagem de
lactose, a qual apresentou correlacdo com PL270 préxima de zero). Isto
indica que parte dos genes que determinam a produgédo de leite também
influencia em sua composicao, porém no sentido de reduzir os teores de
gordura, proteina, lactose e sélidos totais, causando um efeito de diluicao.
Contudo, apesar das correlagdes genéticas entre PL270 e teores dos
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constituintes do leite serem negativas, sua magnitude ndo € alta, sendo a
maior magnitude encontrada entre PL270 e %Gord (-0,52).

No Brasil, apesar de alguns laticinios ja efetuarem pagamento
diferenciado, de acordo com a composi¢do do leite, a maioria do leite de
cabra ainda é consumido na forma fluida. No entanto, em alguns paises,
como a Franga, onde a maior parte do leite de cabra é destina para a
producao de queijos e derivados, a selecao para melhorar a composicao do
leite j& € uma realidade.

A maioria das correlagcbes genéticas entre as producdes (kg) de
gordura, proteina, lactose e sélidos totais foi superior a 0,90 e foram todas
positivas. As correlacdes entre os teores (%) de gordura, proteina, lactose e
séOlidos totais foram também todas positivas, no entanto variaram mais
quanto a magnitude, sendo os menores valores observados entre %Lact e
%Prot (0,08) e %Lact e %Gord (0,26), € 0 maior valor entre %Gord e %EST
(0,92).

As correlagdes genéticas entre o ECS e PL270, ECS e DURL e ainda
ECS e produgédo dos constituintes do leite (kg) foram todas positivas e de
magnitudes baixas a medianas, sendo que entre os constituintes do leite, a
proteina foi a que apresentou maior correlacdo com o ECS (0,41). Ja as
correlagoes entre ECS e as porcentagens desses constituintes foram todas
negativas, variando de -0,21 para %Prot e ECS a -0,41 para %Lact e ECS.

40



Tabela 3 - Estimativas das correlagdes genéticas (acima da diagonal) e das correlagdes de ambiente permanente (abaixo da
diagonal) entre as caracteristicas avaliadas
Gord %Gord Prot %Prot Lact Y%Lact EST %EST DURL  PL270 ECS

Gord -0,02 0,94 -0,01 0,87 0,18 0,95 0,04 0,65 0,81 0,37
%Gord  -0,05 -0,28 0,62 -0,45 0,26 -0,29 0,92 -0,47 -0,52 -0,31
Prot 0,97 -0,18 -0,03 0,92 0,10 0,98 -0,15 0,73 0,87 0,41
%Prot  -0,26 0,36 -0,15 -0,36 0,08 -0,18 0,79 -0,36 -0,48 -0,21
Lact 0,98 -0,14 0,99 -0,26 0,24 0,97 -0,34 0,83 0,97 0,37
%lLact 0,08 0,71 -0,04 0,07 0,04 0,18 0,48 0,26 0,08 -0,41
EST 0,99 -0,13 0,99 -0,23 0,99 0,03 -0,19 0,78 0,93 0,40
%EST  -0,07 0,95 -0,16 0,53 -0,14 0,78 -0,13 -0,34 -0,48 -0,39
DURL 0,75 0,14 0,66 -0,51 0,74 0,25 0,72 0,05 0,78 0,20
PL270 0,96 -0,18 0,98 -0,23 0,98 0,03 0,98 -0,15 0,71 0,44
ECS -0,36 -0,20 -0,30 0,14 -0,34 -0,44 -0,34 -0,22 -0,42 -0,36

PL270 = producéo de leite até 270 dias, DURL = duracdo da lactagdo, ECS = escore de células somaticas, Gord, Prot,
Lact, EST, %Gord, %Prot, %Lact e %EST = producao e porcentagem de gordura, proteina, lactose e extrato seco total.
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Na Tabela 4 esta apresentado um resumo das andlises de variancia
dos valores genéticos das caracteristicas em fungdo dos genétipos do gene
CSN1S1 (AA, AE, AF, EE, EF e FF). Pode-se observar que o p-value foi
menor que 0,05 para a maioria das caracteristicas, 0 que indica que
(considerando um nivel de significancia de 5%) os diferentes gendtipos do
gene CSN1ST influenciaram de alguma forma os valores genéticos destas
caracteristicas. Logo, para verificar quais genétipos foram favoraveis, testes

de médias foram realizados.

Tabela 4 - Resumo das andlises de variancia para os valores
genéticos (VG) das caracteristicas estudadas em fungdo dos
gendtipos do gene CSN1S1 (AA, AE, AF, EE, EF e FF).

Caracteristica QMgendtipo QMresidual p-value
PL270 8694,1832 2107,4261 0,0014
DURL 488,40234 128,11786 0,0025
Gord. 5,0696602 1,4634672 0,0050
Prot. 4,0289174 1,3041755 0,0103
Lact. 12,6565799 3,0271870 0,0012
EST 68,971069 18,797207 0,0033
%Gord. 0,00001120 0,00000256 0,0008
%Prot. 0,00000620 0,00000162 0,0024
Y%Lact. 0,00000053 0,00000072 0,5954
%EST 0,00003057 0,00000955 0,0083
ECS 0,00253313 0,00133849 0,0969

PL270 = producgéo de leite até 270 dias, DURL = duragéo da
lactacdo, ECS = escore de células sométicas, Gord, Prot, Lact,
EST, %Gord, %Prot, %Lact e %EST = produgéo e porcentagem
de gordura, proteina, lactose e extrato seco total.

Como os valores genéticos estimados seguem distribuicdo normal,
com média igual a zero, as médias comparadas pelo teste de Tukey podem

apresentar valores negativos ou mesmo nulos, como pode ser observado na
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Tabela 5. De acordo com os resultados para este teste foi possivel observar
que os animais de genoétipo AA apresentaram maiores valores genéticos
para produgédo de gordura do que os de genoétipos AE e EE. E de forma
semelhante os gendtipos FF e AA foram superiores a AE para producao de
proteina, FF foi superior a EE e AE para producao de lactose, FF foi superior
a EE e AE e ainda AA foi superior a AE para produgéo de extrato seco total.
Assim, de forma geral, observou-se que os genétipos AA e FF foram
superiores aos genotipos AE e EE para as caracteristicas de producao, em
kg, dos constituintes do leite de cabra.

Os testes de Tukey para duracao da lactacao e producao de leite (kQ)
até 270 dias de lactagdo mostraram também uma superioridade dos animais
com genétipo FF em relagdo aos animais EE e AE, para estas
caracteristicas. No entanto, quando sédo analisados os resultados para os
teores dos componentes do leite, observou-se uma tendéncia de inversao
dos papéis entre os genotipos, de forma que o gendtipo AE foi superior ao
EF e FF e ainda AA e AF foram superiores ao FF para porcentagem de
gordura e que os gendtipos AA e AE foram superiores ao FF para
porcentagem de proteina e de extrato seco total. Nao foi observada
nenhuma diferenca entre os gendtipos, para a contagem de células
somaticas e para a porcentagem de lactose no leite, pelo teste de Tukey.
Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por REMEUF (1993),
BARBIERI et al. (1995), SCHMIDELY et al. (2002) e CHILLIARD et al.
(2003), nos quais foram observados teores de proteina e gordura do leite de
animais FF significativamente menores que aqueles de animais AA e EE.
HAYES et al. (2006) também observaram efeitos significativos do I6cus de
Os1-caseina sobre as porcentagens de proteina e gordura e sobre a
producdao de gordura, mas ndo sobre a producdo de leite de cabra.
CHILLIARD et al. (2003) apontaram uma superioridade de 3g/kg no teor de
gordura dos leites de cabras homozigotas para o genédtipo AA em

comparacao as cabras do gendétipo FF.
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Tabela 5 — Teste de Tukey para as caracteristicas avaliadas.

Gord Prot Lact
0s1- Cn médias 0s1- Cn médias 0s1- Cn médias
AA 04737 A FF 0,5368 A FF 1,1181 A
FF 0,3407 A B AA 05000 A AA 03229 A B
AF 0,1865 A B AF 0,1848 A B AF 03162 A B
EF  -00434 A B EF 0,1018 A B EF 02112 A B
AE  -0,4290 B EE -02581 A B EE  -0,4723 B
EE  -0,4835 B AE  -0,3907 B AE  -0,9012 B
EST Durl PL270
FF 2,228 A FF 8,321 A FF 3461 A
AA 1,404 A B EF 2994 A B AF 1281 A B
AF 0767 A B C AA 2489 A B AA 1253 A B
EF 033 A B C AF 2107 A B EF 11,94 A B
EE -1,301 B C EE -0,814 B EE -9,16 B
AE -1,873 C AE -5,314 B AE -15,80 B
%Gord %Prot %EST
AE  0,00043 A AA 0,00039 A AE  0,00031 A
AA  -0,00007 A B AE 0,00036 A AA  0,00000 A
AF  -0,00027 A B EE  -0,00005 A B AF  -0,00073 A B
EE  -0,00046 A B C AF -0,0003 A B EE  -0,00093 A B
EF  -0,00087 B C EF  -0,00047 A B EF  -0,00177 A B
FF  -0,00157 C FF  -0,00092 B FF  -0,00265 B

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si a 5% de significancia.
PL270 = produgéo de leite até 270 dias, DURL = duracdo da lactagdo, ECS =
escore de células somaticas, Gord, Prot, Lact, EST, %Gord, %Prot, %Lact € %EST

= producao e porcentagem de gordura, proteina, lactose e extrato seco total.

O teste de Tukey sbé permite comparar as médias duas as duas,
enquanto através de contrastes (Tabela 6) foi possivel comparar também
grupos de médias entre si, além do fato de o teste F, utilizado para verificar a
significancia dos contrastes, ter se apresentado mais sensivel em detectar
diferencas entre as médias dos gendtipos. De forma que além das
diferengas ja visualizadas pelo teste de Tukey, foi observado também
superioridade do gendtipo EF em relagcdo ao EE para as caracteristicas
PL270 e producbes de lactose e extrato seco total, superioridade do
gendtipo AA em relagédo ao EE para produgéo de proteina e de extrato seco
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total. Quanto aos teores dos constituintes foi possivel observar maior
porcentagem de gordura e proteina para o genétipo AF em comparagao ao
FF e maior porcentagem de gordura para AE em comparacao ao EE, o que
confirma a superioridade do alelo A em relagdo aos alelos E e F, quando se
trata de um leite mais rico em nutrientes.

Através dos contrastes também pode ser observado que os gendtipos
AE e EE apresentaram menores escores de células somaticas que o alelo
AA (contrastes 3 e 6) e que o grupo formado por FF e AF (contraste 9). O
maior ECS verificado em animais FF e AF reforgca a suposicao levantada
anteriormente de que devido a uma disfungcdo no mecanismo de secrecao do
leite em cabras homozigotas para os alelos defectivos (O e F), com
consequente retardamento no transporte intracelular de caseinas recém-
sintetizadas e dilatagdo do reticulo endoplasmatico rugoso, como relatado
por CHANAT et al. (1999), pode haver também uma relacao entre os alelos
defectivos e a descamacdo do epitélio da glandula maméria, o que
justificaria o fato dos gendtipos FF e AF terem apresentado maiores valores
genéticos para escore de células somaticas quando comparados ao grupo
de animais AE e EE. Quanto ao alelo intermediario E, CHANAT et al. (1999)
observaram  reticulos  endoplasmaticos somente = moderadamente
distendidos, no entanto no presente estudo os gendtipos AE e EE foram
associados a menores valores genéticos para escore de células somaticas,
indicando que ao contrario do que poderia se pensar, o alelo E apresenta-se
como o mais favoravel para esta caracteristica.

Apesar da caracteristica escore de células somaticas ter apresentado
herdabilidade muito baixa, indicando que melhorias maiores e mais rapidas
podem ser conseguidas pela alteracdo das condicbes ambientes, a relacao
dos genotipos da agi-caseina com o ECS é aqui discutida, pois tem seu valor
biologico para a melhor compreensédo do mecanismo de secre¢éo do leite de
cabras. Além disso, esta relacao pode vir a se tornar importante se o objetivo
do programa de selecao for produzir leite com pouco ou nenhuma
quantidade de asi-caseina, voltado para o consumo por pessoas alérgicas a
esta proteina. Neste caso os animais FF seriam os mais desejaveis, por
apresentarem maior producdo de leite, com menor porcentagem de dss-

caseina.
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Por outro lado se o objetivo do programa de melhoramento for obter
um leite mais rico em nutrientes, para maior rendimento na produgédo de
derivados, os animais AA deveriam ser selecionados, uma vez que estes
produziram um leite com maiores porcentagens de gordura, proteina e EST,
assim como maiores producoes (kg) desses constituintes, sendo, portanto
uma opg¢ao para melhorar a qualidade do leite de cabras.

Os programas de melhoramento podem apresentar diferentes
objetivos de selecdo, e desta forma atender aos diferentes nichos de
mercado, tanto a producao de leite com baixa concentracdo de asi-caseina,
como a producédo de um leite com maiores teores dos constituintes. Neste
sentido, as informacdes obtidas neste estudo podem ser Uteis, uma vez que
a selecao unicamente pela producao de leite, sem considerar os efeitos dos
alelos da agi-caseina sobre a produgdo e composicdo do leite de cabra,
poderia resultar na fixacdo de um determinado alelo favoravel para producgao
de leite, no entanto com consequente perda de variabilidade. Assim, poderia
ocorrer a perda de alelos favoraveis para outras caracteristicas que venham
apresentar maior importancia econémica no mercado brasileiro, como os
teores dos constituintes do leite, antes mesmo da abordagem destas

caracteristicas pelos programas de selegao.
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Tabela 6 — Estimativas dos contrastes entre os genoétipos para as caracteristicas avaliadas.

PL270 Durl Gord  Prot Lact EST %Gord % Prot %EST ECS

1 AA + AE - FF - EF -49,82* -14,14* -0,25 -0,53 -1,91* -3,03 0,0027974* 0,00213*  0,0047367* -0,01455
2 AA-FF -22,07 -5,83 0,13 -0,04 -0,79 -0,82  0,0014986* 0,0013056* 0,0026529* 0,000191
3 AA - AE 28,34~ 7,80* 0,90* 0,89* 1,22* 3,28*  -0,000499 3,03E-05 -0,0003154 0,02159*
4 FF-EF 22,66 5,33 0,38 0,43 0,91 1,90 -0,000699 -0,0004509 -0,0008845 0,006655
5 AA + AF - EE - EF 22,56 2,42 1,19* 0,84* 0,90 3,14*  0,0009892 0,0005991 0,0019632 0,01661

6 AA - EE 21,69 3,30 0,96* 0,76* 0,79 2,71* 0,0003916 0,0004353 0,0009291 0,019168*
7 AA - AF -0,28 0,38 0,29 0,31 0,007 0,64 0,0002023 0,0006909* 0,0007343 0,009404
8 EE - EF -21,1* -3,81 -0,44 -0,36 -0,68*  -1,63* 0,0004083 0,0004194 0,0008393 -0,01232
9 FF + AF - EE - AE 72,38” 16,56* 1,44~ 1,37* 2,81* 6,17* -0,001808* -0,001531* -0,002773* 0,031163*
10 FF - EE 43,76* 9,13* 0,82* 0,79* 1,59* 3,53* -0,001107* -0,000870* -0,001724* 0,018977
11 FF - AF 21,79 6,21 0,15 0,35 0,80 1,46  -0,001296* -0,0006147 -0,001919* 0,009213
12 EE - AE 6,65 4,5 -0,05 0,13 0,43 0,57 -0,000891* -0,000405 -0,0012445 0,002422
13 AA -2AF + FF 21,51 6,60 0,44 0,67 0,81 2,10 -0,00109 0,00008 -0,00118 0,0186

14 AA -2AE + EE 34,98 12,30* 0,85 1,02 1,65” 3,85 -0,00139 -0,00037 -0,00156 0,0240

15 EE -2EF + FF 1,57 1,52 -0,05 0,07 0,22 0,26 -0,00029 -0,00003 -0,00004 -0,0057

*P<0,05 pelo teste F. PL270 = produgao de leite até 270 dias, DURL = duragao da lactagdo, ECS = escore de células somaticas, Gord, Prot, Lact,
EST, %Gord, %Prot, %Lact e %EST = produgao e porcentagem de gordura, proteina, lactose e extrato seco total. 1 = (AA e AE) vs (FF e EF), 2 =
AAvs FF,3=AAvs AE,4=FFvs EF,5=(AAe AF)vs (EEe EF),6 = AAvs EE, 7= AAvs AF, 8 = EE vs EF, 9 = (FF e AF) vs (EE e AE), 10 = FF
vs EE, 11 = FF vs AF, 12 = EE vs AE, 13 = (AA e FF) vs AF, 14 = (AA e EE) vs AE e 15 = (EE e FF) vs EF.
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Outra questao importante para o entendimento da forma como estes
alelos podem influenciar no fenétipo destas caracteristicas esta no fato de
que através do contraste 14 (Tabela 6) foi possivel observar efeitos de
sobredominancia para duracao da lactagao (p-value = 0,0192), producao de
proteina (p-value = 0,0530), lactose (p-value = 0,0403) e extrato seco total
(p-value = 0,0552) e para a porcentagem de gordura no leite (p-value =
0,0608), sendo que o heterozigoto AE apresentou menor duracdo da
lactacdo, menores producdes de proteina, lactose e EST, contudo maior
porcentagem de gordura do que os homozigotos AA e EE.

DAGNACHEW et al. (2011), também identificaram efeito de
dominéncia significativo em um polimorfismo de base unica (SNP14),
caracterizado por uma delecao no exon 12 do gene CSN1S1, para producao
(kg) e composicdo do leite, ou seja, o heterozigoto apresentou maior
producao de leite e menores porcentagens de proteina, gordura e lactose do
que os valores médios dos homozigotos. Além disso, ao estimar o grau de
dominéncia, os autores observaram um efeito de dominéncia parcial para
porcentagens de proteina e gordura e um efeito de sobredominancia
significativo para producdo de leite (P<0,01) e porcentagem de lactose,

porém com significancia mais fraca (P<0,10) para a porcentagem de lactose.

CONCLUSOES

Conclui-se que os diferentes gendtipos do gene CSN1ST1 influenciam
nos valores genéticos da maioria das caracteristicas avaliadas.

Os animais de gendtipo AA consistem em uma alternativa para
conciliar a selecdo para quantidade e qualidade do leite, por estarem
relacionados com maiores producdes e porcentagens dos constituintes do
leite.

Existem evidéncias de efeitos de sobredominancia entre os alelos no
gendtipo AE para duragdo da lactagdo, producbes de proteina, lactose e
extrato seco total e porcentagem de gordura no leite.
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CAPITULO 2

Influéncia do polimorfismo no gene do hormoénio de crescimento (GH)
sobre a producao e composicao do leite de cabras

RESUMO
A influéncia do horménio do crescimento (GH) sobre caracteristicas relativas
ao crescimento, lactacao, reproducdo e metabolismo é abordada em varios
trabalhos, de forma que a identificacdo de polimorfismos no gene que
codifica este horménio (GH) é de interesse pela possibilidade de estarem
associados com caracteristicas de interesse econdbmico e desta maneira,
serem utilizados como marcadores moleculares para auxiliar em programas
de melhoramento animal. Em caprinos sdo poucos os trabalhos que
relacionam polimorfismos no GH com caracteristicas de producdo e
qualidade do leite, sobretudo nas condi¢cées de criacao do Brasil. Assim,
objetivou-se com este trabalho verificar se o polimorfismo existente nos
exons 2 e 3 deste gene (gGH) em caprinos esta associado com os valores
genéticos estimados para a produgéo de leite até os 270 dias de lactacao,
duragdo da lactacdo, contagem de células somaticas, producao e
porcentagens de gordura, proteina, lactose e extrato seco total no leite. Para
este propésito foram consideradas 2173 lactacbes de 1064 cabras de
grupamentos genéticos das ragas Saanen e Alpina, pertencentes ao
rebanho do Setor de Caprinocultura da Universidade Federal de Vigosa,
utilizadas para estimar os valores genéticos dos animais para estas
caracteristicas. O modelo animal utilizado continha os efeitos aleatérios de
animal e de ambiente permanente; e os efeitos fixos de grupo
contemporaneo, tipo de parto, grupamento genético e ordem de parto.
Amostras de DNA foram isoladas a partir de células sanguineas brancas e
por intermédio da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
subsequiente digestdo dos fragmentos amplificados (PCR-RFLP), foram
obtidos os gendtipos de 184 fémeas, sendo 65 (AA), 107 (AB) e 12(BB).
Para verificar os efeitos dos gendtipos sobre os valores genéticos das
caracteristicas, foram realizadas analises de variancia, estimativas de

contrates e comparagdes de médias pelo teste de Tukey. Nenhum efeito dos
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gendtipos do GH sobre os valores genéticos das caracteristicas de produgéo
e qualidade do leite de cabra foi observado (P>0,05). Assim, apesar de
outros estudos terem encontrado associagdo deste polimorfismo com
caracteristicas de crescimento, o mesmo ndo foi verificado no presente
trabalho quando se considerou a producdo e composicao do leite.
Entretanto, outros polimorfismos neste mesmo gene podem ser detectados e
avaliados quanto a associacdao de melhor desempenho.

Palavras-chave: Alpina, horménio do crescimento, polimorfismo, Saanen.
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CHAPTER 2

Influence of gene polymorphism of growth hormone (GH) on production
and composition of milk goats

ABSTRACT
The influence of growth hormone (GH) on characteristics related to growth,
lactation, reproduction and metabolism is discussed in several papers, so the
identification of polymorphisms in the gene encoding this hormone (GH) is of
interest because of the possibility of being associated with characteristics of
economic interest and in this way be used as molecular markers to assist in
breeding programs. In goats there are few works that relate polymorphisms
in the GH with production and quality of milk characteristics, especially in
Brazil breeding conditions. Thus, the aim with this study was verify if the
existing polymorphism in exons 2 and 3 of this gene (gGH) in goats is
associated with estimated breeding values for milk production until 270 days
of lactation, lactation length, somatic cell count, production and percentages
of fat, protein, lactose and total dry extract in milk. For this purpose were
considered 2173 lactations of 1064 Saanen and Alpine goats, belonging to
the Goat sector of Federal University of Vigosa, used to estimate breeding
values for these characteristics. The animal model used contained the
random effects of animal and permanent environment, and the fixed effects
of contemporary group, type of kidding, genetic grouping, and kidding order.
DNA samples were isolated from white blood cells and through Polymerase
Chain Reaction (PCR) technique and subsequent digestion of the amplified
fragment (PCR-RFLP), genotypes were obtained from 184 females, 65 (AA),
107 (AB) and 12 (BB). To check the effects of genotypes on breeding values
of the characteristics, analyzes of variance, estimates of contrasts and
comparisons of means by Tukey test were performed. No effect of GH
genotypes on breeding values of production and quality characteristics of
goat milk was observed (P>0.05). Thus, although other studies have found
an association between this polymorphism and growth traits, the same was
not observed in this study when considering the production and milk
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composition. However, other polymorphisms in this gene can be detected
and evaluated for association with the best performance.
Keywords: Alpine, growth hormone, polymorphism, Saanen.
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INTRODUCAO

Desde a sua descoberta em 1920, a influéncia do horménio do
crescimento (GH) sobre caracteristicas relativas ao crescimento (BREIER,
1999), lactacdo (BALDI, 1999), reproducdo (SCARAMUZZI et al., 1999) e
metabolismo (BAUMAN, 1999) € abordada em varios trabalhos. No entanto,
MARANHAO (2003) ressaltou que devido os niveis plasmaticos de GH
sofrerem variagbes em fungdo de uma série de fatores, como estado
fisiologico, nivel nutricional e meio ambiente, a utilizagdo direta desta
caracteristica em programas de melhoramento genético se torna inviavel,
sendo a determinacado dos polimorfismos e gendtipos dos animais para o
gene GH uma alternativa para o uso como marcador molecular.

Uma das formas utilizadas para identificar os polimorfismos no gene
GH é através do uso da técnica de amplificagdo de fragmentos pela Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), seguido de digestdo por enzimas de
restricdo, técnica conhecida como PCR-RFLP (do inglés: Polymerase chain
reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), ou seja, uma vez que
animais apresentem sitios de clivagem n&do existentes em outros, ocorre a
identificacdo de diferengas nas sequéncias do gene em estudo,
correspondendo aos diferentes alelos presentes na populacdo. ZHANG et al.
(1992) e UNANIAN et al. (1994), por exemplo, identificaram dois
polimorfismos no bGH através desta técnica, um no exon 5 e outro na regiao
3'UTR (do inglés: untranslated region), regido anterior a sequéncia
codificante do gene, que é transcrita mas nao é traduzida. VUKASINOVIC et
al. (1999), investigaram a associagao de polimorfismos encontrados no locus
bGH, através do uso de trés enzimas de restricao (Mspl, Alul e Haelll), com
caracteristicas de producdo de leite e concluiu que o l6cus bGH estaria
supostamente ligado a um QTL (quantitative trait locus) que afetou a
porcentagem de proteina e que poderia ainda estar ligado a um QTL com
efeito sobre outras caracteristicas do leite.

Polimorfismos no GH também foram identificados, pela técnica SSCP
(single strand conformation polymorphism), em bovinos por KIRKPATRICK
(1992); LAGZIEL et al. (1996) e YAO et al. (1996), em ovinos por MARQUES
et al. (2001) e em caprinos por MALVEIRO et al. (2001), sendo que um dos
polimorfismos encontrados por MARQUES et al. (2001) foi associado a
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maior producgao de leite e quatro polimorfismos encontrados por MALVEIRO
et al. (2001) foram associados com producao de leite, gordura e proteina.

Tao importante quanto identificar o polimorfismo € verificar sua
associacado com caracteristicas de interesse econ6mico, devido a isto,
MOIOLI et al. (2007) ao fazer revisdao sobre os genes que afetam a
qualidade do leite de caprinos e ovinos ressaltou que apesar de muitos loci e
seus efeitos serem investigados, nem todos os genes e caracteristicas de
qualidade sao estudados a nivel populacional, sendo que muitas vezes nao
ha um sistema de controle que disponibilize informacdes de genealogia e de
caracteristicas de qualidade do leite, dificultando uma investigacao de todas
as possiveis associacdes entre alelos e estas caracteristicas. YAO et al.
(1996) consideraram as informagdes de genealogia ao investigar as
variagbes nas sequéncias do gene bGH, pois utilizou os valores genéticos
estimados pelo BLUP (Best Linear Unbiased Prediction) para as
caracteristicas do leite, através de um modelo animal. Assim, ao fazer a
associagao dos polimorfismos com os valores genéticos, nenhum efeito
ambiental foi incluido no modelo, uma vez que os valores genéticos sdo as
melhores estimativas do componente genético aditivo disponivel.

Desta forma, estudos que verifiguem a existéncia de possiveis
associagbes entre variagbes no DNA e caracteristicas economicamente
importantes em caprinos, principalmente em sistemas de criacao brasileiros,
sdo de grande importancia. Além disso, as técnicas que investigam
polimorfismo direto nesta molécula estao se tornando economicamente mais
viaveis e tecnicamente mais faceis de serem aplicadas em rebanhos
comerciais. No entanto, apesar da importancia do GH em mamiferos, a
maioria dos estudos que envolvem a identificagcdo de polimorfismos e seus
efeitos sobre caracteristicas produtivas foram realizados com bovinos e
poucos foram os trabalhos encontrados envolvendo caprinos. Dado o
exposto, objetivou-se com este trabalho, verificar se o polimorfismo Haelll no
exon 2 do gene GH de caprinos esta associado com os valores genéticos
estimados para a produgao de leite até os 270 dias de lactagcéo, duracéo da
lactagdo, contagem de células somaticas, produgdo e porcentagens de
gordura, proteina, lactose e extrato seco total no leite.
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MATERIAL E METODOS
Para a realizacdo da avaliacdo genética e estimagdo dos valores
genéticos dos animais para as caracteristicas avaliadas (produgéo de leite
até os 270 dias de lactagdo, duracdo da lactagdo, escore de células
somaticas, producao e porcentagens de gordura, proteina, lactose e extrato
seco total no leite) foi utilizado o mesmo banco de dados e metodologia
apresentada no capitulo 1.

Obtencao dos gendtipos para o GH

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Para a obtencdo dos
gendtipos das fémeas, foram isoladas amostras de DNA a partir de células
sanguineas brancas e por intermédio da técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) um fragmento de 422 pb, referente aos éxons 2 e 3 do
gene GH, foi amplificado, utilizando-se dos primers GH1F e GH1R, descritos
por HUA et al. (2009).

Na reacdo de amplificacdo, além dos primers especificos (5 pmoles
de cada) e do DNA gendmico (aproximadamente 50 ng), foram adicionados
0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo (ANTP), uma unidade de Tag DNA
polimerase (Phoneutra - Brasil), 1,5 mM de MgCl,, 20 mM de Tris-HCI, 50
mM de KCI, e agua ultra-pura, em um volume final de 20 pL. O programa de
amplificacdo utilizado no termociclador constou de um passo inicial de
desnaturacao do DNA gendmico a 94°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos,
formados por trés etapas, que compreenderam 30 segundos a 94°C para a
abertura da fita molde, 30 segundos a 64°C para anelamento dos primers e
45 segundos a 72°C para a extensdo da fita pela DNA polimerase. Ao final
dos ciclos, foi deixado por mais 7 minutos para extensao final a 72°C.

Apés a amplificacdo dos fragmentos por PCR, os fragmentos
sofreram digestdao por enzima de restricdo, metodologia denominada de
PCR-RFLP, (do inglés PCR- Restriction Fragment Length Polymorphism, No
protocolo seguido foram utilizadas duas unidades da enzima de restricao
Haelll (Invitrogen), conforme as recomendagdes do fabricante. Apds a
digestdo, os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de
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poliacrilamida (PAGE) a 5% e corado com nitrato de prata, para interpretar
os diferentes gendtipos dos animais.

Associacdo dos polimorfismos no gene GH com os valores genéticos das

caracteristicas avaliadas

Foram realizadas andlises de variancia e testes de médias para
verificar os efeitos dos gendtipos sobre os valores genéticos das
caracteristicas em estudo. Nesta analise foram utilizadas informagdes dos
gendtipos de 184 animais.

O modelo utilizado para a analise de variancia pode ser descrito
como:

Y, =pt+a +e,
em que:

Yj; € o valor genético do animal i (i = 1 a 184) para cada caracteristica
avaliada; p € a média geral; q; é o efeito do gendtipo j (j = AA, AB e BB) e gj
é o efeito aleatério do residuo.

Como os valores genéticos sdo as melhores estimativas disponiveis
do componente genético aditivo, nenhum efeito ambiental foi incluido neste

modelo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As estimativas da herdabilidade, repetibilidade e dos componentes de
variancia genético aditivo e de ambiente permanente, assim como as
estimativas das correlagdes genéticas e de ambiente permanente obtidos na
analise multicaracteristica para as caracteristicas avaliadas foram
apresentadas no capitulo 1.

Neste estudo, avaliando as ragas leiteiras, foi encontrado o mesmo
polimorfismo relatado para a raga Béer (HUA et al., 2009). Na Figurai
podem ser observados os padrées de banda para animais homozigotos
(AA), sem corte pela enzima Haelll e heterozigotos (AB), com um sitio de
corte para esta mesma enzima. Foram encontrados 65 cabras AA, 107 AB e

12 BB, enquanto no estudo realizado pelos autores citados anteriormente,
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nenhum animal BB foi encontrado e as cabras com gendétipo AB
apresentaram cerca de 2 kg a mais ao desmame e cerca de 1,4 cm a mais
de altura no perimetro toracico ao nascimento do que aquelas com genétipo
AA (P <0,05).

450pb 422ph
400pb IEEph
350ph

SEph

Figura 1. Gel de eletroforese de poliacrilamida (PAGE) 5% de produtos de
digestao pela enzima Haelll do gGH. M = marcador de 50 pb (Amresco®).
Canaleta 1 = fragmentos de 422 pb (produto de PCR), canaletas 2 e 3 =
animais heterozigotos AB (com fragmentos de 422, 366 e 56 pb) e canaleta
4 = animal homozigoto AA (com fragmentos de 366 e 56 pb).

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados, respectivamente, o resumo
das andlises de variancia e as estimativas dos contrastes dos valores
genéticos das caracteristicas em funcado do polimorfismo identificado para
este gene. Nenhum efeito dos gendtipos do GH sobre os valores genéticos
das caracteristicas foi observado pelas analises de variancias, testes de
Tukey e pelos contrastes estimados (p-value>0,05), de forma que o
polimorfismo identificado neste estudo nao é indicado como marcador para
selecdo dos animais com melhor desempenho para as caracteristicas
avaliadas. O polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) identificado esta
localizado no exon 2 e refere-se a substituicdo de uma A por G (A781G),
causando a substituicdo de um aminoacido por outro na proteina (serina por

glicina). Entretanto, esta substituicdo ndo deve ter influenciado nas fungdes
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do horménio do crescimento sobre as caraceristicas avaliadas, uma vez que

nao foram observados efeitos significativos nos testes de associacao.

Tabela 1 - Resumo das analises de variancia dos valores
genéticos (VG) das caracteristicas estudadas em fungdo dos
genotipos para o gene GH (AA, AB e BB).

Caracteristica QMgenotipo QMresidual p-value
PL270 179,9682 2120,7548 0,9187
Durl 23,85741 127,53052 0,8295
Gord. 0,3457767 1,4548055 0,7887
Prot. 0,1510173 1,2369531 0,8851
Lact. 0,2730830 3,0506673 0,9144
EST 1,807776 18,528517 0,9071
%Gord. 0,00000311 0,00000277 0,3272
%Prot. 0,00000002 0,00000180 0,9880
Y%Lact. 0,00000034 0,00000072 0,6252
%EST 0,00000594 0,00001069 0,5748
ECS 0,00002879 0,00149462 0,9809

PL270 = producdo de leite até 270 dias, Durl = duragdo da
lactacdo, ECS = escore de células somaticas, Gord, Prot, Lact,
EST, %Gord, %Prot, %Lact e %EST = producao e porcentagem
de gordura, proteina, lactose e extrato seco total.
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Tabela 2 — Estimativas dos contrastes entre os gendtipos do gene GH (AA,
AB e BB) para as caracteristicas avaliadas.
Caracteristicas AA-BB  (p-value) AA-AB (p-value) AB-BB (p-value)

PL270 -3,68 (0,80) 1,65 (0,82) '5,33 (0,70)
Durl 0,42 (0,90) 1,08 (0,54) -0,66 (0,85)
Gord. -0,25 (0,50) -0,07 (0,72) -0,18 (0,61)
Prot. -0,08 (0,82) 0,06 (0,73) -0,14 (0,68)
Lact. -0,15 (0,78) 0,06 (0,83) -0,21 (0,69)
EST -0,51 (0,70) 0,06 (0,92) -0,58 (0,66)
%Gord. -5,13E-04 (0,33) -3,62E-04 (0,17) -1,51E-04 (0,77)
%Prot. -6,15E-05  (0,88) -2,04E-05 (0,92) -4,11E-05 (0,92)
%Lact. -2,31E-04 (0,39) -9,12E-05 (0,49) -1,40E-04  (0,59)
%EST -7,90E-04  (0,44) -4,75E-04 (0,36) -3,14E-04  (0,75)
ECS 1,54E-03  (0,90) 1,10E-03  (0,85) 4,40E-04  (0,97)

Nao significativo (p-value>0,05). PL270 = producao de leite até 270 dias, Durl =
duracado da lactacdo, ECS = escore de células somaticas, Gord, Prot, Lact,
EST, %Gord, %Prot, %Lact e %EST = producdo e porcentagem de gordura,
proteina, lactose e extrato seco total.

MALVEIRO et al. (2001) também estudaram os efeitos de
polimorfismo do gene gGH sobre caracteristicas de producao e qualidade do
leite em cabras da raga portuguesa Algarvia, no entanto os autores
utilizaram a metodologia de SSCP para deteccao de variagdes genéticas.
Neste estudo foram identificados polimorfismos de conformagdo em cinco
exons do gene sendo que dois padrdes de conformacao foram encontrados
nos exons 1 e 2, quatro no exon 3, seis no exon 4 e cinco no exon 5. A
associacao entre esses padrbes de SSCP e as caracteristicas do leite
indicaram que os padrdes dos exons 4 e 5 foram associados com producao
de leite (P<0,05), mas ndao com caracteristicas de qualidade do leite, de
forma que os autores sugeriram a utilizacdo do gGH como gene candidato
na selecdo assistida por marcadores para producao de leite de cabras.
MARQUES et al. (2003) também identificaram polimorfismos SSCP em
cabras da raca portuguesa Serrana, sendo que os polimorfismos detectados
nos exons 2 e 4 influenciaram a producéo de leite e os polimorfismos nos
exons 1 e 2 influenciaram a porcentagem de proteina no leite. Enquanto,

DETTORI (2009) encontrou associagdo (P<0,01) entre um padrdao de
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polimorfismo SSCP no éxon 3 deste gene com produgdo de leite e
porcentagens de gordura, proteina e lactose.

Em estudo realizado por QUEIROZ (2008) com bovinos da raga
Girolando, dois alelos diferentes foram encontrados para um polimorfismo no
intron 3 do bGH, por intermédio da enzima Mspl. Os individuos homozigotos
para o alelo C foram caracterizados pelos fragmentos de 526, 193, 109 e 63
pb, enquanto homozigotos para o alelo D foram determinados pela presenca
de 635, 193 e 63 pb. Os animais heterozigotos apresentaram cinco
fragmentos de 635, 526, 193, 109 e 63 pb. Nesta analise foi observada uma
superioridade do genétipo CC em relacdo ao DD (p=0,0479) para a
producao total de leite (+137,03 kg). Um efeito negativo do DD também foi
demonstrado na producdo média diaria de leite, ao se comparar 0s
gendtipos CD (p=0,0515) e CC (p=0,0222) (- 490 g e — 570 g,
respectivamente). No entanto, ndo houve efeito dos gendtipos sobre a
duragao da lactacao.

Desta forma, apesar do polimorfismo identificado neste estudo néo ter
influenciado as caracteristicas de produgdo e qualidade de leite, outros
estudos podem ser desenvolvidos no sentido de identificar outros
polimorfismos no gene gGH que possam ser utilizados como marcadores
moleculares para estas caracteristicas e consequentemente auxiliar na

selecdo para os animais mais eficientes quanto ao desempenho produtivo.

CONCLUSAO
Conclui-se que o polimorfismo no exon 2 (Haelll) do gene GH de
caprinos nao influencia nenhuma das caracteristicas de producdo e

qualidade do leite avaliadas neste estudo.
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CAPITULO 3

Influéncia do polimorfismo na regiao promotora do gene DGAT1 sobre
a producao e composicao do leite de cabras

RESUMO
O gene DGATT codifica a enzima diacilglicerol aciltransferase 1, que catalisa
a reacao final da sintese de triacilglicerideos nos adipdcitos e que apresenta
0s niveis mais altos de expressao no intestino, testiculo, tecido adiposo,
glandulas mamarias e tecido epitelial. O gene DGAT1 em bovinos tém
apresentado um numero significativo de polimorfismos associados com a
producdo de leite e com os teores dos constituintes do leite, principalmente
com os teores de gordura. Um destes polimorfismos encontra-se na regiao
promotora do gene e consiste em um numero variavel de repeticdes em
tandem (VNTR), havendo evidéncias desta regido de VNTR ser um
importante sitio de ligacao de fatores de transcrigao e desta forma influenciar
na expressado do DGAT1. Assim, objetivou-se com este trabalho, verificar se
os polimorfismos VNTR no gene DGAT1 de caprinos estdo associados com
a producao de leite até os 270 dias de lactagdo, duracdo da lactagao,
contagem de células somaticas, produgcdo e porcentagens de gordura,
proteina, lactose e extrato seco total no leite. Para este propdsito foram
consideradas 2173 lactactes de 1064 cabras de grupamentos genéticos das
racas Saanen e Alpina, pertencentes ao rebanho do Setor de Caprinocultura
da Universidade Federal de Vicosa, utilizadas para estimar os valores
genéticos dos animais para estas caracteristicas. O modelo animal utilizado
continha os efeitos aleatérios de animal e de ambiente permanente; e os
efeitos fixos de grupo contemporaneo, tipo de parto, grupamento genético e
ordem de parto. Para realizar a genotipagem, amostras de DNA foram
isoladas a partir de células sanguineas brancas e por intermédio da técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase foram obtidos os gendétipos de 104
fémeas, 31 (VNTR1/1), 23 (VNTR1/2) e 50 (VNTR2/2). Para verificar os
efeitos dos gendtipos sobre os valores genéticos das caracteristicas, foram
realizadas andlises de variancia, estimativas de contrates e comparagoes de

médias pelo teste de Tukey. O polimorfismo VNTR identificado no gene
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DGAT1 de caprinos teve influéncia sobre os valores genéticos da duragéao
da lactagédo, sendo que o alelo com maior nimero repeticbes em tandem
(2/2) apresentou uma associagao positiva com esta caracteristica.
Palavras-chave: Alpina, polimorfismo, Saanen, VNTR.
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CHAPTER 3

Influence of polymorphism in the promoter region of the DGAT1 gene
on production and composition of goat milk

ABSTRACT

DGAT1 gene encoding the enzyme diacylglycerol acyltransferase 1, which
catalyzes the final reaction of triglycerides synthesis in adipocytes and has
the highest levels of expression in intestine, testis, fat, and mammary gland
epithelial tissue. The bovine DGAT1 gene has shown a significant number of
polymorphisms associated with milk production and the proportion of milk
components, especially with fat contents. One of this polymorphism is found
in the promoter region of the gene and consists of a variable number of
tandem repeats (VNTRs), with evidence of this region of VNTR be an
important binding site of transcription factors and thus influence the
expression of DGATT1. Thus, the aim with this work was verify if the VNTR
polymorphism in DGAT1 gene of goats are associated with milk production
until 270 days of lactation, lactation length, somatic cell count, production and
percentages of fat, protein, lactose and total dry extract in milk. For this
purpose were considered 2173 lactations of 1064 Saanen and Alpine goats,
belonging to the Goat sector of Federal University of Vigosa, used to
estimate breeding values for these characteristics. The animal model used
contained the random effects of animal and permanent environment, and the
fixed effects of contemporary group, type of kidding, genetic grouping, and
kidding order. To perform the genotyping DNA samples were isolated from
white blood cells and through the technique of polymerase chain reaction
(PCR) the genotypes of 104 females were obtained, 31 (VNTR1/1), 23
(VNTR1/2) and 50 (VNTR2/2). To check the effects of genotypes on breeding
values of the characteristics, analyzes of variance, estimates of contrasts and
comparisons of means by Tukey test were performed. The VNTR
polymorphism identified in caprine DGAT1 had an influence on breeding
values of lactation length, and the allele with more tandem repeats (2/2)
showed a positive association with this trait.

Keywords: Alpine, polymorphism, Saanen, VNTR
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INTRODUCAO

O gene DGATT1 codifica a enzima diacilglicerol aciltransferase 1, que
catalisa a reacao final da sintese de triacilglicerideos nos adipécitos, que séo
0s principais componentes da gordura de depdsito, inclusive no leite
(CASES et al., 1998; KUHN et al., 2004). Esta enzima se expressa em
muitos tecidos, com o0s mais altos niveis de expressao no intestino, testiculo,
tecido adiposo, glandulas mamarias e tecido epitelial (CASES et al., 1998).

Pelo sequenciamento deste gene foi identificada uma substituicdo nao
conservativa de lisina (K) por alanina (A) na posicdo 232, a qual mostrou
estar associada com a producdo e composicdo do leite em varias
populacdes e racas de bovinos leiteiros (WINTER et al., 2002 e SPELMAN
et al., 2002). Em estudo realizado por GRISART et al. (2002) esta mutacgéao,
denominada de K232A, teve um efeito extremamente significativo sobre a
producao de leite (kg), de proteina (kg) e gordura (kg) e porcentagens de
proteina e de gordura no leite de bovinos. Uma caracteristica interessante do
efeito deste QTL é que a substituicdo de "q" (alanina) para "Q" (lisina)
aumentou a produgédo de gordura, enquanto diminuiu a producéo de leite e
de proteina, apesar da correlagdo positiva destas trés caracteristicas de
producao.

No entanto, diferencas aparentes nos tamanhos dos efeitos
observados entre familias e populacdes podem nao ser completamente
explicadas somente por este polimorfismo dialélico, de forma que
BENNEWITZ et al. (2004) e KUHN et al. (2004) relataram que uma variagéo
genética adicional a mutacao DGAT1 K232A, afetando o teor de gordura no
leite, poderia estar presente no mesmo QTL. Alelos da regido promotora do
gene DGAT1, os quais compreendem um numero variavel de repeticdes de
uma sequéncia de 18 nucleotideos (AGGCCCCGCCCTCCCCGG) foram
considerados como candidatos ja que analises genéticas revelaram que
estes VNTRs (variable number of tandem repeat) estavam associados com a
variagdo no teor de gordura do leite em animais homozigotos DGATT
232A/232A (KUHN et al., 2004). A associacdo dos alelos VNTR, com
caracteristicas de producéo de leite esta em conformidade com a hipdtese
de que caracteristicas complexas podem resultar mais frequentemente a

partir de variacbes nas regides regulatérias do que na sequencia de
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codificagdo (GLAZIER et al., 2002), sendo que ha evidéncias da regiao com
polimorfismo VNTR possuir um importante sitio de ligacao de fatores de
transcricao (FURBASS et al., 2006).

Os teores dos constituintes do leite tém um efeito importante sobre a
producao, firmeza, sabor e cor do queijo (LAMBERET et al., 2001), assim,
consideravel esforco tem sido dispendido pelos geneticistas de bovinos e
ovinos em dissecar a arquitetura genética pela caracterizacao de QTLs e
genes candidatos. No entanto, h4 uma consideravel falta de conhecimento
para cabras, ja que muito poucos genes candidatos foram devidamente
caracterizados (ANGIOLILLO et al., 2007). Objetivou-se com este trabalho,
verificar se os polimorfismos VNTR no gene DGAT1 de caprinos estdo
associados com a producéo de leite até os 270 dias de lactacao, duragcédo da
lactagdo, contagem de células somaticas, produgdo e porcentagens de
gordura, proteina, lactose e extrato seco total no leite.

MATERIAL E METODOS
Para a realizacdo da avaliacdo genética e estimagdo dos valores
genéticos dos animais para as caracteristicas avaliadas (producédo de leite
até os 270 dias de lactagdo, duracdo da lactagdo, escore de células
somaticas, producao e porcentagens de gordura, proteina, lactose e extrato
seco total no leite) foi utilizado o mesmo banco de dados e metodologia

apresentada no capitulo 1.

Obtencao dos gendtipos para o DGAT1

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Para a obtencdo dos
gendtipos das fémeas, foram isoladas amostras de DNA a partir de células
sanguineas brancas com o uso de CTAB, conforme descrito em SOARES et
al. (2009).

Para a amplificacdo dos fragmentos de DNA contendo a regido
promotora do gene da DGAT1 foram desenhados os primers (R)
AGTAGCCACTGACGAGTGAAG e (F) GCCTAGCCTTGTCTCCACAG,
baseados nas sequéncias ja disponiveis no GenBank (no acesso
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AJ318490.1) para bovinos, sendo esperado a obtencao de um fragmento de
777 pb. Na amplificagdo foram utilizados, além dos primers especificos (5
pmoles de cada) e do DNA gendmico (aproximadamente 50 ng), foram
adicionados 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP), uma unidade
de Taqg DNA polimerase (Phoneutra - Brasil), 1,5 mM de MgCl,, 20 mM de
Tris-HCI, 50 mM de KCI, e agua ultra-pura, em um volume final de 20 pL. O
programa de amplificacao utilizado no termociclador constou de trés etapas
que compreenderam: desnaturagcao da fita molde, anelamento dos primers e
a extensao da fita pela DNA polimerase. Estes passos foram repetidos para
obtengao de quantidade suficiente de fragmentos. Nesta etapa foi utilizado o
seguinte protocolo: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 40
segundos a 64°C para o anelamento e 2 minutos a 72°C, com uma extensao
final a 72°C por 5 minutos.

Apds a amplificacdo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) a 5% e corado com nitrato de prata, para visualizar os
diferentes gendtipos dos animais, visto que eles diferem de tamanho. No
total, 104 animais foram analisados quanto ao polimorfismo nesta regiéo.

Associacdo dos polimorfismos no gene DGAT1 com os valores genéticos

das caracteristicas avaliadas

Foram realizadas andlises de variancia e testes de médias para
verificar os efeitos do polimorfismo na regido promotora do gene DGAT1
sobre os valores genéticos das caracteristicas em estudo. O modelo
utilizado para a analise de variancia pode ser descrito como:

Y, =pt+a +e,
em que:
Yi € o valor genético do animal i (i = 1 a 104) para cada caracteristica
avaliada; p € a média geral; a; € o efeito do gendtipo j (j = VNTR1/1,
VNTR1/2 e VNTR2/2) e e; é o efeito aleatorio do residuo.

Como os valores genéticos sdo as melhores estimativas disponiveis
do componente genético aditivo, nenhum efeito ambiental foi incluido neste

modelo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As estimativas da herdabilidade, repetibilidade e dos componentes de
variancia genético aditivo e de ambiente permanente, assim como as
estimativas das correlagdes genéticas e de ambiente permanente obtidos na
analise multicaracteristica para as caracteristicas avaliadas foram
apresentadas no capitulo 1.

Ao utilizar os primers projetados foi possivel amplificar um fragmento
com o tamanho esperado (777 pb em bovino), sendo identificado um
polimorfismo na regido promotora do gene DGAT1 de caprinos, de forma
que o0s animais apresentaram o0s seguintes gendtipos 31 animais
homozigotos para a banda mais baixa (VNTR1/1), 23 heterozigotos
(VNTR1/2) e 50 homozigotos para a banda alta (VNTR2/2).

Observa-se que o polimorfismo identificado n&o influenciou nenhuma
das caracteristicas de producao e qualidade do leite de cabras, pela analise
de variancia a 5% de significancia (Tabela 1), sendo que o menor p-value
observado foi referente a analise para a duragéo de lactagao.

Tabela 1 - Resumo das analises de variancia para os valores
genéticos (VG) das caracteristicas estudadas em funcédo do

polimorfismo na regidao promotora do gene DGAT1.

Caracteristicas QMgenétipo QMresidual p-value
PL270 2093,2452 1828,3557 0,3224
Durl 306,52865 126,21209 0,0933
Gord. 1,0067225 1,4526639 0,5024
Prot. 1,6925921 1,2866918 0,2729
Lact. 3,8243758 2,8208831 0,2624
EST 21,287800 18,214631 0,3149
%Gord. 0,00000363 0,00000246 0,2339
%Prot. 0,00000033 0,00000121 0,7588
%Lact. 0,00000070 0,00000062 0,3277
%EST 0,00000815 0,00000872 0,3962
ECS 0,00191466 0,00132974 0,2418

PL270 = producéo de leite até 270 dias, Durl = duracédo da lactagéo,
ECS = escore de células somaticas, Gord, Prot, Lact, EST, %Gord,
%Prot, %Lact e %EST = producdo e porcentagem de gordura,
proteina, lactose e extrato seco total.
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O teste F, utilizado para verificar a significancia dos contrastes, se
mostrou mais sensivel em detectar diferengas nos valores genéticos dos
animais com diferentes VNTRs na regido promotora do gene DGATT, de
forma que foi possivel verificar efeito significativo (P<0,05) deste
polimorfismo sobre a duragdo da lactacdo (Tabela 2). Assim, foi observado
que os animais heterozigotos (VNTR1/2) apresentaram maiores valores
genéticos para duracao de lactagcdo em relacdo aos animais homozigotos
VNTR1/1, sendo que também foi observada uma tendéncia de superioridade
dos animais VNTR2/2 em relacao aos VNTR1/1 (p-value = 0,07), indicando
que o alelo alto, com maior numero de VNTRs pode ser mais favoravel para
esta caracteristica.

De acordo com KUHN et al. (2004), a variacdo do nimero de
repeticdes em tandem da sequéncia de 18 nucleotideos na regido promotora
pode ser causal para a variabilidade no nivel de transcricdo do gene DGATT.
Esta hipétese é baseada no fato da regido que compreende a VNTR conter
o motivo CCCGCC, o qual é um potencial sitio de ligagdo para o fator de
transcricdo SP1 (ALBERTS et al., 1989). Os sitios de ligagdo SP1
frequentemente ocorrem em clusters e andlises de mutacdo mostraram que
0 numero de sitios de ligacdo SP1 dentro do cluster poderia determinar a
taxa de transcricdo do gene correspondente (YANG et al., 1995). Assim, a
variabilidade no numero de sitios de ligacao, que é gerado pelo polimorfismo
VNTR na regidao promotora do DGATT1, pode ser responsavel pela variagao
na expressao e na atividade deste gene sobre a glandula mamaria.

Observa-se, entretanto, que embora os fragmentos encontrados neste
trabalho tenham recebido arbitrariamente a classificacdo de "1" e "2", nao
sabemos ainda exatamente a quantidade de repeticdes que cada fragmento
apresenta e que, pela diferenca de tamanho, provavelmente a diferenca seja
superior a 18pb, tamanho do VNTR encontrado em bovino por KUHN et al.
(2004).

ANGIOLILLO et al. (2007) caracterizaram 94% da regido codificante
do gene DGATT caprino, através do sequenciamento de 1552 pares de base
de nove cabras. Como nenhum polimorfismo foi identificado, os autores
sequenciaram um fragmento genémico de 1 kb (do exon 12 ao 17) em 21
cabras com o objetivo de detectar maior variabilidade nas regides dos
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introns, no entanto apenas um SNP (transicdo de uma T por C) no intron 16
foi identificado, de forma que os autores concluiram que, de acordo com
estes resultados, o polimorfismo no gene DGAT1 em caprinos parece ser
limitado. O que contrasta com o notavel nivel de polimorfismo no gene
DGAT1 bovino. De acordo com KUHN et al. (2004) a manutengdo de um
maior numero de alelos do gene DGAT1 em bovinos do que em cabras,
pode ser devido ao fato de que muitos destes alelos, e ndo somente o
polimorfismo K232A, s&o positivamente selecionados por suas associagoes

favoraveis com caracteristicas do leite.

Tabela 2 — Estimativas dos contrastes entre os genétipos (VNTR1/1,

VNTR1/2 e VNTR2/2) para as caracteristicas avaliadas.

Caracteristicas  2/2-1/1  (p-value) 2/2-1/2 (p-value) 1/2-1/1 (p-value)

PL270 10,72 (0,275) 6,43  (0,552) 17,15 (0,148)
Durl 4,67 (0,072)  -1,52  (0,592)  6,19*  (0,048)
Gord. 0,18 (0,508)  -0,21 (0,497) 0,39 (0,243)
Prot. 0,27 (0,293)  -0,22  (0,433) 0,50 (0,113)
Lact. 0,51 (0,189)  -0,20  (0,644) 0,70 (0,131)
EST 1,05 (0,282)  -0,69  (0,524) 1,74 (0,141)
%Gord. -461E-04 (0,201) 2,45E-04 (0,537) -7,06E-04 (0,105)
%Prot. -1,61E-04 (0,523) 3,62E-05 (0,896) -1,97E-04 (0,516)
%Lact. 1,35E-04  (0,454) 2,93E-04 (0,142) -1,58E-04 (0,467)
%EST -5,01E-04 (0,460) 6,09E-04 (0,415) -1,11E-03 (0,175)
ECS 1,08E-03 (0,897) -1,41E-02 (0,126) 1,52E-02 (0,132)

*p-value<0,05. PL270 = produgéo de leite até 270 dias, Durl = duragéo da lactagéo,
ECS = escore de células soméaticas, Gord, Prot, Lact, EST, %Gord, %Prot, %Lact e
%EST = producado e porcentagem de gordura, proteina, lactose e extrato seco total.
2/2-1/1 = VNTR2/2-VNTR1/1, 1/1-1/2 = VNTR1/1-VNTR1/2 e 1/2-1/1 = VNTR1/2-
VNTR1/1.

LUIZETTI (2010) analisou a existéncia de polimorfismos VNTR na
regido promotora do gene DGAT1 em 72 vacas, predominantemente da raga
Holandesa, 35 cabras das racas Alpina, Saanen e Bber e 5 ovelhas da raca
Santa Inés, sendo encontrados quatro alelos em bovinos e um polimorfismo
em caprinos das racas Alpina e Saanen. Os fragmentos amplificados para

caprinos apresentaram tamanhos de aproximadamente 700 pares de base,
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pois o desenho dos primers foi feito baseado na sequéncia de nucleotideos
bovina, em que é esperado um fragmento de 777 pares de base. No entanto,
neste estudo nao foi feita o estudo de associagdo dos polimorfismos com
caracteristicas de producao.

SCATA et al. (2009) sequenciaram 8676 pb do gene DGATT,
incluindo introns e parte das regides 5’UTR e 3’'UTR em trés ragas italianas
de ovinos (Sarda, Altamurana e Gentile di Puglia), e encontrou 5 novos
SNPs, sendo que um SNP (5553 C>T) localizado no intron 2 apresentou
frequéncia similar nas trés racas e associacao negativa com teor de gordura
no leite. Além disso, os autores encontraram um SNP na regiao 5’UTR
(127C>A) de ocorréncia rara nas racas de maior teor de gordura no leite
(Altamurana e Gentile di Puglia), que esta localizado em um sitio de ligacao
do fator de transcricdo SP1.

O forte efeito do polimorfismo K232A e VNTR no gene DGAT1 bovino
na composicdo do leite e a identificacdo de um QTL para o conteudo de
gordura do leite no cromossomo 9 de ovinos (BARILLET et al., 2005), o qual
€ ortdlogo a regido do cromossomo 14 de bovinos que contém o gene
DGATT1, justifica o interesse em caracterizar a sequiéncia deste gene em
caprinos e identificar polimorfismos que poderiam ser utilizados em estudos
de associacdo com caracteristicas do leite e do queijo. No entanto, o
polimorfismo identificado neste estudo ndo teve nenhuma influéncia sobre a

composic¢ao do leite de cabras.

CONCLUSAO
Conclui-se que o polimorfismo VNTR identificado gene DGATT1 de
caprinos tém influéncia a duracdo da lactacao, sendo que o alelo com um
maior numero repeticdbes em tandem apresenta uma associagdo positiva

com esta caracteristica.
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CAPITULO 4

Influéncia do polimorfismo no gene POU1F1 sobre a producao e
composicao do leite de cabra

RESUMO
O POU1F1 (Pituitary-specific positive transcription factor 1) € um fator de
transcricao, expresso principalmente na glandula pituitaria (hipé6fise), que
exerce uma funcdo reguladora do hormoénio do crescimento (GH), da
prolactina (PRL) e do horménio estimulador da tireéide B (TSHB) em
mamiferos, de forma que variacbes genéticas neste gene tém sido
associadas com desempenho para caracteristicas de interesse econémico
em bovinos e suinos. No entanto, o gene POU1F1 ainda € pouco estudado
em caprinos, sendo que a maioria dos estudos que envolvem a identificacao
de polimorfismos e seus efeitos sobre caracteristicas produtivas foram
realizados na China. Estudos que verifiquem a existéncia deste tipo de
associagao, principalmente em sistemas de criagdo brasileiros, podem
auxiliar na selecdo dos animais mais produtivos. Assim, objetivou-se com
este trabalho, verificar a existéncia de polimorfismo no POU1F1 em caprinos
das ragas Saanen e Alpina e verificar a associagdo com a produgéo de leite
até os 270 dias de lactacdo, duracdo da lactacdo, contagem de células
somaticas, producao e porcentagens de gordura, proteina, lactose e extrato
seco total no leite. Para este proposito foram consideradas 2173 lactacdes
de 1064 cabras de grupamentos genéticos das ragas Saanen e Alpina,
pertencentes ao rebanho do Setor de Caprinocultura da Universidade
Federal de Vicosa, utilizadas para estimar os valores genéticos dos animais
para estas caracteristicas. O modelo animal utilizado continha os efeitos
aleatérios de animal e de ambiente permanente; e os efeitos fixos de grupo
contemporaneo, tipo de parto, grupamento genético e ordem de parto.
Amostras de DNA foram isoladas a partir de células sanguineas brancas e
por intermédio da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
subsequente digestdo dos fragmentos amplificados (PCR-RFLP), foram
obtidos os gendtipos de 182 fémeas, sendo 163 animais (AA), 16 (AB) e 3
(BB). Para verificar os efeitos dos gendétipos sobre os valores genéticos das
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caracteristicas, foram realizadas analises de variancia, estimativas de
contrates e comparagdes de médias pelo teste de Tukey. Nenhum efeito dos
gendtipos do POUTF1 sobre os valores genéticos das caracteristicas de
producéo e qualidade do leite de cabra foi observado (P>0,05), de forma que
o polimorfismo identificado neste estudo ndo é indicado como marcador para
selecdo dos animais de melhor desempenho. Outros estudos podem ser
feitos no sentido de avaliar uma regido maior do gene POU1F1 e identificar
outros polimorfismos que apresentem influéncia sobre estas caracteristicas.

Palavras-chave: Alpina, fator de transcrigao, polimorfismo, Saanen.
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CHAPTER 4

Influence of POU1F1 gene polymorphism on production and
composition of goat milk

ABSTRACT
The POU1F1 (Pituitary-specific positive transcription factor 1) is a
transcription factor expressed primarily in the pituitary gland (hypophysis),
which plays a regulatory role of growth hormone (GH), prolactin (PRL) and
thyroid stimulating hormone B (TSHB) in mammals, so that genetic variations
in this gene have been associated with performance traits of economic
interest in cattle and pigs. However, the POU1F1 gene has been little studied
in goats, and the majority of studies involving the identification of
polymorphisms and its effects on traits have been conducted in China.
Studies to verify the existence of such association, especially in farming
systems in Brazil, can assist in the selection of more productive animals.
Thus, the aim with this work was verify the existence of polymorphism in the
POUT1F1 in goats of Saanen and Alpine breeds and its association with milk
production until 270 days of lactation, lactation length, somatic cell count,
production and percentages of fat, protein, lactose and total dry extract in
milk. For this purpose were considered 2173 lactations of 1064 Saanen and
Alpine goats, belonging to the Goat sector of Federal University of Vicosa,
used to estimate breeding values for these characteristics. The animal model
used contained the random effects of animal and permanent environment,
and the fixed effects of contemporary group, type of kidding, genetic
grouping, and kidding order. DNA samples were isolated from white blood
cells and through Polymerase Chain Reaction (PCR) technique and
subsequent digestion of the amplified fragment (PCR-RFLP), genotypes
were obtained from 182 goats, 163 (AA), 16 (AB) e 3 (BB). To check the
effects of genotypes on breeding values of the characteristics, analyzes of
variance, estimates of contrasts and comparisons of means by Tukey test
were performed. No effect of POUTF1 genotypes on breeding values of
production and quality characteristics of goat milk was observed (P> 0.05),
so the polymorphism identified in this study is not indicated as a marker for
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selection of animals with better performance. Other studies can be made to
evaluate a larger region of the POU7F1 and identify others polymorphisms
that have influence on these characteristics.

Keywords: Alpine, polymorphism, Saanen, transcription factor
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INTRODUCAO

O POU1F1 (Pituitary-specific positive transcription factor 1, também
chamado PIT-1 ou GHF-1) corresponde a um fator de transcricdo expresso
principalmente na hipéfise, sendo que sua expressao é necessaria para que
ocorra a diferenciacdo, desenvolvimento e manutencado normal de trés tipos
de células da adenohipdfise (tireotrofos, somatotrofos e lactotrofos) (LI et al.,
1990). E também um regulador do horménio do crescimento (GH), da
prolactina (PRL) e do horménio estimulador da tireéide B (TSHB) em
mamiferos, assim, mutacées no gene POUTF1 possivelmente resultam em
diferentes expressdes destes hormonios e do préprio POU1F1 (COHEN et
al., 1997). Em bovinos e suinos, variagcbes genéticas neste gene tém sido
associadas com o desempenho em caracteristicas de interesse econémico
(YU et al., 1995; RENAVILLE et al., 1997a,b; STANCEKOV et al., 1999; SUN
et al., 2002).

Apesar da importancia observada deste gene em outros mamiferos, o
POUT1F1 ainda € pouco estudado em caprinos, sendo que a maioria dos
estudos que envolvem a identificagdo de polimorfismos e seus efeitos sobre
caracteristicas produtivas foram realizados na China. Assim, entre os
polimorfismos encontrados nestes estudos pode-se citar uma mutagcao T>G
no 60° nucleotideo do exon 6, a qual resultou em um alelo silencioso (S241S
na proteina de 291 aminoacidos) identificado pela endonuclease Ddel, que
mostrou estar associado (P<0,05) com a producéao de leite de cabras nativas
da China (LAN et al., 2007a). Além da mutacdao T>G (S241S), outras trés
mutagdes, T-C no sexto exon e T-C e A-G na regido 3'UTR, foram
encontradas por LAN et al. (2007c), sendo que a mutagdo T-C no 174°
nucleotideo do sexto exon também corresponde a um alelo silencioso
(S279S), que foi identificado pela endonuclease Alul e apresentou
associacao (P<0,05) com a producéo de leite e peso ao nascimento.

Uma vez que a associacdo entre polimorfismos genéticos e
caracteristicas de interesse econémico é encontrada, essa informagédo pode
ser agregada aos metodos de avaliagdo tradicionais. Assim, estudos que
verifiguem a existéncia dessas possiveis associagdes, principalmente em
sistemas de criagdo brasileiros, sdo de grande importancia. Objetivou-se
com este trabalho, verificar se existe associagao do polimorfismo Alul/exon 6
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no gene POUTF1 com a producédo de leite até os 270 dias de lactacao,
duragdo da lactacdo, contagem de células somaticas, producdo e
porcentagens de gordura, proteina, lactose e extrato seco total no leite, em
caprinos das ragas Saanen e Alpina.

MATERIAL E METODOS
Para a realizacdo da avaliacdo genética e estimacdo dos valores
genéticos dos animais para as caracteristicas avaliadas (producédo de leite
até os 270 dias de lactacdo, duracdo da lactacdo, contagem de células
somaticas, producao e porcentagens de gordura, proteina, lactose e extrato
seco total no leite) foi utiizado o mesmo banco de dados e metodologia

apresentada no capitulo 1.

Obtencao dos gendtipos para o POU1F1

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Para a obtencdo dos
gendtipos das fémeas, foram isoladas amostras de DNA a partir de células
sanguineas brancas e por intermédio da técnica de Reagcdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) um fragmento de 530 pb, referente ao éxon 6 do gene
POU1F1, foi amplificado, utilizando-se dos primers (P3) descritos por LAN et
al. (2007c).

Na amplificacdo foram utilizados, além dos primers especificos (5
pmoles de cada) e do DNA gendmico (aproximadamente 50 ng), foram
adicionados 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP), uma unidade
de Taqg DNA polimerase (Phoneutra - Brasil), 1,5 mM de MgCl,, 20 mM de
Tris-HCI, 50 mM de KCI, e agua ultra-pura, em um volume final de 20 L.

O programa de amplificagéo utilizado no termociclador constou de um
passo inicial de desnaturacdo do DNA genémico a 95°C por 4 minutos
seguido de 35 ciclos, formados por trés etapas, que compreenderam 45
segundos a 94°C para a abertura da fita molde, 45 segundos a 54,5°C para
anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C para a extensao da fita pela DNA
polimerase. Ao final dos ciclos, foi deixado por mais 5 minutos para extensao
final a 72°C.
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Apés a amplificacdo dos fragmentos por PCR, os fragmentos
sofreram digestdo por enzima de restricdo, metodologia denominada de
PCR-RFLP, (do inglés PCR- Restriction Fragment Length Polymorphism).
No protocolo seguido foram utilizadas duas unidades da enzima de restricédo
Alul (Invitrogen), conforme as recomendagbes do fabricante. Apds a
digestdo, os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) a 5% e corado com nitrato de prata, para interpretar

os diferentes gendtipos dos animais.

Associacdo dos polimorfismos no gene POU1F1 com os valores genéticos

das caracteristicas avaliadas

Foram realizadas andlises de variancia e testes de médias para
verificar os efeitos dos gendtipos sobre os valores genéticos das
caracteristicas em estudo. Nesta analise foram utilizadas informagcdes dos
gendtipos de 182 animais. O modelo utilizado para a andlise de variancia
pode ser descrito como:

Y, =pu+a, +e,
em que:

Yj; € o valor genético do animal i (i = 1 a 182) para cada caracteristica
avaliada; py € a média geral; a; € o efeito do gendtipo | e e; € o efeito
aleatorio do residuo.

Como os valores genéticos sao as melhores estimativas disponiveis
do componente genético aditivo, nenhum efeito ambiental foi incluido neste

modelo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As estimativas da herdabilidade, repetibilidade e dos componentes de
variancia genético aditivo e de ambiente permanente, assim como as
estimativas das correlagdes genéticas e de ambiente permanente obtidos na
analise multicaracteristica para as caracteristicas avaliadas foram

apresentadas no capitulo 1.
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Com os primers utilizados foi amplificado um fragmento de
aproximadamente 530 pb, maior que o fragmento de 450 pb descrito por
LAN et al. (2007c), de onde as sequéncias dos primers foram obtidas. Estes
autores, ao digerir o fragmento com a enzima Alul verificaram dois padrdes
de corte, sendo denominado de alelo A o padrao com dois fragmentos (340
e 110 pb) e de alelo B o padrdao com trés fragmentos (216, 124 e 110 pb). No
presente trabalho, ao realizar a digestdo com a mesma enzima, verificou-se
que o fragmento de 340 pb ndo apareceu no alelo A, sendo substituido por
outro fragmento estimado em 420 pb (Figural), o que torna este
polimorfismo um pouco diferente do descrito pelos autores. Entretanto, foram
mantidas as mesmas denominagdes até que estudos de sequenciamento

possam esclarecer o polimorfismo encontrado.

M 1 2 4

500pb —» 530pb

400pb —p 420pb

250pb —»

150pb—»

100pb —» 124pb
110pb

Figura 1. Gel de eletroforese de poliacrilamida (PAGE) 5% de produtos de
digestao pela enzima Alul do POUTF1. M = marcador de 50 pb (Amresco®).
Canaleta 1 = fragmentos de 530 pb (produto de PCR), canaletas 2, 3, 4, 5, 7,
8 e 9 = animais homozigotos AA (com fragmentos de 110 e 420 pb) e
canaletas 6 e 10 = animais heterozigotos AB (com fragmentos de 110, 124,
216 e 420 pb).

Nenhum efeito dos gendtipos do POU1F1 (AA, AB e BB) sobre os
valores genéticos das caracteristicas de producdo e qualidade do leite de

cabras foi observado a 5% de significancia (Tabelas 1 e 2), sendo 0 menor
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p-value encontrado para PL270 (0,06) ao comparar os genoétipos AA e AB
(Tabela 2).

Neste estudo foram observados 163 animais (AA), 16 (AB) e 3 (BB),
de acordo com o polimorfismo identificado no gene POU1F1 de caprinos. O
fato da frequéncia observada de animais com gendtipo BB ser muito baixa,
pode ter dificultado a estimagédo dos efeitos do alelo B, de forma que se
houvessem mais animais com este genotipo, talvez fosse possivel verificar
maiores diferencas devido ao polimorfismo identificado. A baixa frequéncia
do alelo B pode ser devido a simplesmente pelo fato de este ser um alelo
raro ou devido este ser um alelo menos favoravel, que veio a ter sua
frequéncia reduzida diante de um processo de selecao natural e/ou artificial,

através da reproducdo dos animais mais adaptados e produtivos.

Tabela 1 - Resumo das andlises de variancia para os valores
genéticos das caracteristicas estudadas em fungao dos genotipos
do gene POU1F1 (AA, AB e BB).

Caracteristicas QMgendtipo QMresidual p-value
PL270 4818,8867 1866,1456 0,0784
Durl 169,24099 140,26442 0,3016
Gord. 4,3255136 1,6129985 0,0712
Prot. 3,2332489 1,4725853 0,1143
Lact. 7,6469981 3,0564227 0,0848
EST 51,917842 20,204864 0,0794
%Gord. 0,00000044 0,00000242 0,8321
Y%Prot. 0,00000103 0,00000121 0,4283
Y%Lact. 0,00000065 0,00000059 0,3340
%EST 0,00000348 0,00000808 0,6512
ECS 0,00165615 0,00128576 0,2783

PL270 = producdo de leite até 270 dias, Durl = duragdo da
lactacdo, ECS = escore de células somaticas, Gord, Prot, Lact,
EST, %Gord, %Prot, %Lact e %EST = producao e porcentagem
de gordura, proteina, lactose e extrato seco total.

86



Tabela 2 — Estimativas dos contrastes entre os genotipos (AA, AB e BB)
para as caracteristicas avaliadas.

Caracteristicas AA-BB (p-value) AA-AB (p-value) AB-BB (p-value)

PL270 34,18 (0,176) 21,22  (0,062)  -12,96  (0,634)
Durl 6,34 (0,360)  -400  (0,199)  -2,34  (0,754)
Gord. 1,24 (0,094  -055  (0,099) -0,69  (0,387)
Prot. 112 (0,115  -046  (0,153)  -0,66  (0,387)
Lact. 1,43 (0,162)  -0,82  (0,074)  -0,61 (0,581)
EST 410  (0,119)  -200  (0,091)  -2,10  (0,458)
%Gord. -2,66E-04 (0,769) 2,11E-04 (0,605) -4,77E-04 (0,626)
%Prot. -4,96E-04 (0,440) 2,94E-04 (0,309) -7,89E-04 (0,255)
%Lact. -5,17E-04 (0,251) -1,98E-04 (0,327) -3,19E-04 (0,512)
%EST -1,32E-03 (0,425) 3,26E-04 (0,662) -1,65E-03 (0,357)
ECS -1,46E-02 (0,485) -1,38E-02 (0,143) -7,90E-04 (0,972)

*p-value<0,05. PL270 = producéo de leite até 270 dias, Durl = duracéo da
lactacdo, ECS = escore de células somaticas, Gord, Prot, Lact, EST, %Gord,
%Prot, %Lact e %EST = produgéo e porcentagem de gordura, proteina, lactose
e extrato seco total.

LAN et al. (2009a) estudaram os exons 1-5 e a regiao 5’UTR do gene
POU1F1 de caprinos, sendo identificados 12 novos SNPs em cabras da raca
Inner Mongolian White Cashmere, sendo que entre os polimorfismos
encontrados, dois estavam associados (P<0,05) com a producao de pélos
cashmere, tipicos desta raca. Além disso, os autores observaram que para
um dos polimorfismos identificados por SSCP, apenas os gendtipos EE e EF
foram encontrados, na proporgdo de 2:1, sendo sugerido que o alelo F
poderia ser letal em homozigose recessiva, baseado no fato de que as
analises das sequéncias de aminoacidos do alelo F mostraram uma
remocao de 184-291 aminoacidos do POU1F1 nos animais de gendétipo FF,
0 que resultaria na eliminagdo parcial do dominio POU (POU-SD) e do
homeodominio (POU-HD) desta proteina, o que poderia fazer com que esta
mutacao fosse letal, uma vez que estudos anteriores mostraram que estes
dominios sdo essenciais para a alta afinidade de ligagcdo com o DNA e
mutagdes nestas regides causaram nanismo severo ou morte em humanos
(THEILL et al., 1989, 1992). Aléem disso, nos gendtipos FF faltam os exons 5
e 6 e parte do exon 4, semelhante a forma de splicing POU1F1-8 observada
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em ovinos (sem o exons 3-5) por BASTOS et al. (2006), a qual resultou na
falta de ativagdo dos promotores do GH e da prolactina.

Apesar de o polimorfismo encontrado neste estudo n&o ter
apresentado relagdo com as caracteristicas produtivas avaliadas, outros
polimorfismos no gene POU1F1 de caprinos tém sido relatados na literatura
(LAN et a., 2007c, LAN et al., 2007b; LAN et al., 2009b), de forma que outros
estudos podem ser feitos no sentido de verificar se estes polimorfismos sao

verificados nas principais racas utilizadas nos sistemas de criacéo do Brasil.

CONCLUSAO
Conclui-se que o polimorfismo avaliado neste estudo para o gene
POU1F1 de caprinos nao influencia nenhuma das caracteristicas de

producao e qualidade do leite.
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CONCLUSOES GERAIS

Os diferentes gendtipos do gene CSN1S1 influenciam a maioria das
caracteristicas avaliadas, sendo os animais de gendtipo AA uma alternativa
para conciliar a selecao para quantidade e qualidade do leite, por estarem
relacionados com maiores produgdes e porcentagens dos constituintes do
leite. Além disso, foram observadas evidéncias de efeitos de
sobredominancia entre os alelos do genétipo AE para duracao da lactagao,
producdes de proteina, lactose e extrato seco total e porcentagem de
gordura no leite.

O polimorfismo VNTR identificado no gene DGAT1 de caprinos tém
influéncia sobre os valores genéticos da duracao da lactagdo, sendo que o
alelo com um maior numero repeticdes em tandem apresenta uma
associacao positiva com esta caracteristica.

Existe uma caréncia de estudos moleculares relacionados a
caprinocultura de leite, de forma que as associagdes observadas entre estes
polimorfismos e as caracteristicas avaliadas neste trabalho podem auxiliar
na selecéo dos animais mais produtivos e eficientes.

Os polimorfismos avaliados neste estudo para os genes GH e
POU1F1 de caprinos nao influenciam nenhuma das caracteristicas de
producdo e qualidade do leite, no entanto outros polimorfismos nestes
mesmos genes podem ser estudados.
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