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RESUMO

A selecéo artificial, baseada na escolha de aniomarsfen6tipos superiores, é tradicionalmentezaiila

em programas de melhoramento genético animal. Ac&el de bovinos leiteiros tem sido baseada
exclusivamente em caracteristicas quantitativasjocproducédo de leite, as quais sdo controladas por
multiplos pares de genes. Portanto a selecdo s@nkenta, além de ser influenciada por fatores
ambientais. Caracteristicas qualitativas, comostide proteinas, comegam a ser investigadas com o
objetivo de melhorar a precisdo da estimativa datsmgenético dos animais. A selegdo de individuos
gue possuem genes favoraveis para caracterisédasedesse, baseada na avaliagdo direta de seuéDNA
denominada Selecdo Assistida por Marcadores (MMarker Assisted Selection). Neste tipo de selecao
tem-se a vantagem de poder genotipar os animastes 0s sexos e logo apds o nascimento. A fracdo
proteica do leite esta constituida por numerosakeimas especificas, sendo as caseinas e protiinas
soro as mais importantes, onde a Kapa-casedfan) e a Beta-lactoglobuling3{Lg) sdo as mais
representativas, respectivamente. Neste trabakootipou-se 70 animais; FGirolando, de rebanho
leiteiro do municipio de Felixlandia em Minas Geraiom o objetivo de associar estes marcadores com
producdo de leite, bem como estabelecer suas fregisé genotipicas e génicas. Os resultados
encontrados mostraram 80% dos animais com genéiipe 20% AB, e freqiéncias génicas de 90%
para o alelo A e 10% para o B para-@€n; e 7,14% para o genétipo AA, 57,14% para AB & B% para

BB e 64% para o alelo A e 36% para o B para o gerfeLg. N&o foi observada associacao entre estes
dois marcadores e produgdo de leite para estelreban

Palavras - chave: bovinos, producéo de leite, DNAplimorfismo genético, Kapa-caseina, Beta-
lactoglobulina.

ABSTRACT

Based on choosing animals with superior phenotype#icial selection is traditionally used in arain
breeding programs. The selection of milk cows hsanbexclusively based on quantitative charactesisti
such as milk production, which is controlled byigas pairs of genes making selection a slow process
Production is also subject to the influence of ambfactors. To improve the accuracy of estimafdbe
animal’s breeding value, qualitative charactersstisuch as protein types, have been investigated. T
selection of individuals with genes favorable te thesired characteristics, based on their direcADN
evaluation, is called marker assisted selection §Y1A his kind of selection has the advantage thist i
able to genotype the animals right after birth fordboth sexes. The protein fraction of milk is quieed

by various specific proteins. The most importamt®are the caseins and sour protein. Some stualies
associated the Kappa-caseir@n) and the Beta-lactoglobulifs_Lg) genes with milk production and
quality. The results obtained are mixed, which dduwg related to genetic differences between aniwit
breeds, the number of analyzed samples and theudli#és with statistical analyses. The objectifehis
study was to associate these markers with milk yton and to establish their frequencies. Sevénty
Girolando animals from a milk herd located in tlwavh of Felixlandia in Minas Gerais state were
genotyped, with the objective of associating thesgkers with milk production and establishing their
genotypic and genic frequencies. The results stahat 80% of the animals had AA genotype and 20%
AB for k-Cn. The gene frequency was of 90% of A and 109B.ofhe BB genotype did not appear in
these samples. F@Lg the genotipic frequencies were 7,14% AA, 57,14Band 35,71% BB, and the
gene frequencies were 64% for the allele A and 3@%the allele B. There was no trace of association
between these two markers and the milk productionhis herd.

Keywords: bovine, milk yield, DNA, genetic polymorgism, Kappa-casein, Beta-lactoglobulin.



1. INTRODUCAO GERAL

Desde 1960, geneticistas e criadores tém dado
importdncia ao uso de marcadores genéticos,
principalmente para a identificacdo de
paternidade e como auxiliares na selecdo. Com
0 aprimoramento das técnicas de biologia
molecular ocorreu a possibilidade de decifrar o
cédigo genético humano, animal e de plantas, e
localizar pontos de referéncia nos seus
Cromossomos, denominados marcadores
genéticos, alguns dos quais estdo presentes em
regibes de regulacdo de importantes funcdes
biolégicas. Esta tecnologia tem aberto
perspectivas de aumentar a precisdo e a
compreensdo da avaliacdo genética, por
localizar genes e regides gendmicas que podem
ser exploradas em programas de melhoramento
genético animal.

A selecdo artificial tradicionalmente utilizada
em programas de melhoramento animal é
baseada na escolha de animais que expressem
fendtipos superiores, ou em avaliagBes genéticas
gue predizem o mérito genético de determinada
caracteristica de interesse. A selecdo de bovinos
leiteiros tem sido baseada exclusivamente em
caracteristicas  quantitativas, como, por
exemplo, rendimento de leite, producdo de
carne, ganho de peso, teste de gordura; os quais
sdo controlados por multiplos pares de genes. O
melhoramento genético de caracteristicas
guantitativas é relativamente lento porque essas
sdo controladas por numerosos genes, e
altamente influenciadas por fatores ambientais.
Caracteristicas  qualitativas, como grupos
sangliineos, enzimas, proteinas do soro
sangliineo e tipos de proteinas do leite, estdo
entre aquelas que comegcam a ser investigadas
com a intencdo de melhorar a precisdo da
estimativa do mérito genético dos animais.

A selecdo de individuos que possuem genes
favoraveis para as caracteristicas de interesse,
baseada na avaliagdo direta do DNA, é
denominada Sele¢cdo Assistida por Marcador
(MAS - Marker Assisted Selection). Esse tipo

de selecao ja é utilizada em caracteristicas de
producédo de carne ou leite, e na identificacdo de
individuos portadores de doencas genéticas
como BLAD e DUMPS, entre outras. Sua

grande vantagem esta em poder diminuir
intervalos de geracfes, reduzir custos com a
manutencdo da progénie, ja que a identificacao

pode ser feita logo apdés o nascimento, em
animais de ambos os sexos, e aqueles com alto
potencial genético podem ser mantidos no
programa, enquanto que os de baixo potencial
podem ser descartados. O uso de caracteristicas
gualitativas, monogénicas, como tipo de
proteinas do leite, pode ser excelente ferramenta
como marcador auxiliar de selecdo em
programas de melhoramento, resultando no
aumento da producédo de leite, na alteracédo da
composicao e melhoria de sua qualidade.

A fragdo protéica do leite é constituida por
numerosas proteinas especificas, sendo as
caseinasd(s, Y, Y, B eKk) e as proteinas do soro
o-lactalbumina e B-lactoglobulina as mais
importantes, representando de 90 a 95% de
proteinas do leite. As trés possiveis origens
dessas proteinas, sintetizadas na mama, sao os
peptideos, as proteinas do plasma e,
principalmente os aminoacidos livres. Estas
variantes possuem diferentes composicdes
guimicas e se identificam por sua mobilidade
eletroforética, refletindo a acdo de genes
autoss6micos transmitidos dos pais para a prole
por heranca mendeliana simples.

Em muitos paises estrangeiros os estudos nesta
area estdo bem avancados em algumas racas de
Bos taurus principalmente a Holandesa. Ja em
zebuinos, ainda ha muito a ser estudado, e a
maioria das pesquisas sdo desenvolvidas na
Austrdlia e Estados Unidos, entretanto tais
pesquisas sado direcionadas as racas de corte,
com destaque para a raca Brahman. Existem
alguns laboratérios no Brasil que prestam
servicos de genotipagem para marcadores
moleculares em bovinos de leite e corte. No
entanto, esses marcadores foram desenvolvidos
para racas taurinas, ndo estando devidamente
validados para as ragas zebuinas e suas cruzas.

Este trabalho teve como objetivo identificar, os
alelos da Beta-lactoglobulinf-(g) e da Kapa-
caseina K-Cn) e associa-los com produgdo de
leite em bovinos FGirolando, visto serem estes
animais intensamente utilizados em nossos
rebanhos leiteiros, onde a producdo de leite
nacional é de 60% (15 bilhdes de litros);
podendo assim, fornecer subsidios importantes a
programas de selecdo para producéo leiteira.



2. Capitulo 1 - ASSOCIACAO DO
GENE DA k-CN COM PRODUCAO DE
LEITE EM BOVINOS F ; GIROLANDO

Resumo

Foram utilizados 70 animais ; FGirolando,
provenientes de uma Unica fazenda no
Municipio de Felixlandia em Minas Gerais. O
presente estudo teve como objetivo associar o
gene dx-Cn com producéo de leite, bem como
determinar suas freqiiéncias genotipicas e
génicas. Os resultados mostraram freqiiéncias
genotipicas de 80% para AA e 20% para AB. O
genétipo BB ndo ocorreu nas amostras
analisadas neste trabalho, sendo as freqiiéncias
génicas de 90% para o alelo A e 10% para B.
N&o houve significancia para a associagéo entre
gendtipo e producéo de leite.

Abstract

In this study 70 F Girolando animals were
used, coming from one single farm of one town
in Minas Gerais, with the objective of
associating th&-Cn gene with milk production,
as well as determining their genotypic and
genetic frequencies. The results showed, in
agreement with the literature concerning the
frequencies, 80% AA and 20% AB. The BB
genotype did not appear within these samples,
and frequencies for A were 90%, with 10% for
B. There was no significance towards
association.

2.1. Reviséao Bibliografica

Desde o descobrimento de polimorfismos
genéticos no gene dilLg por Aschaffenburg e
Drewry (1955), variantes genéticas tém sido
encontradas em todas as maiores proteinas do
leite. Diversos polimorfismos tém sido descritos
para o gene dak-Cn, tanto na regido

codificadora quanto na promotora. Algumas
dessas variantes genéticas foram relacionadas a
diferencas de producéo e qualidade do leite.

A K-Cn bovina, cuja estrutura primaria foi
determinada por Mercieat al (1973), apresenta
169 residuos de aminoécidos, é polimorfica em
todas as ragas, com duas variantes mais comuns,
K-Cn A e k-Ch B. Recentemente, foram
descobertos os alelos C e E, mais raros, em
muitas racas (Erhardt & Senft, 1989). A
diferenca na mobilidade eletroforética dessas
duas variantes resulta da substituicdo do
aminoacido 148 Asp - Acido Aspartic&-Cn

A) para Ala - AlaninaK-Cn B) no éxon IV. As
diferencas entre os alelos A e B estdo na
substituicdo de aminoacidos na posicdo 136 e
148, gerado por mutacéo de base simples nesses
cédons (Rogneet al, 1989). Os dois alelos
podem ser detectados por andlise de DNA pela
técnica de RFLP (Polimorfismo de Fragmento
de Restricdo), utilizando as enzimas de restrigcdo
Hind Ill e Taq I.

El-Negourmy (1971 e 1974) observou que a

estabilidade das micelas de caseina em
diferentes solucdes é fortemente influenciada
pelas combinacBes de suas variantes. A
diferenca em rendimento de queijo se deve,

principalmente, a baixa perda de gordura no

soro de leite para a variante B. Alguns estudos
demonstraram que o alelo B esta relacionado
com melhor qualidade do leite para manufatura
de queijo e producdo de leite. No entanto, os
resultados de associacdo entre alelo e producdo
de leite s&o conflitantes. Alguns trabalhos

demonstram que o alelo A seria o mais

favoravel.

No quadro 1 pode-se observar as frequéncias
génicas e genotipicas do genexd@n, descritas

em varios estudos feitos com as racas zebuinas e
taurinas.



Quadro 1 - Relacéo das freqliiéncias genotipicasieagéio gene de-Cn, citadas em alguns trabalhos de pesquisa

Freq. Genotipicas Freq. Génicas
Raca AA AB BB N A B Referéncia

Holandés 62,71 32,92 24,56 31 79,17 41,02 Marziali & Ng-Kwdang, 1986
Holandés 62,92 33,80 3,27 3111 79,82 20,17 Gongoal, 1987
Holandés 40,32 56,98 2,7 372 68,81 31,19 Lin et al, 1989
Ayrshire 26,28 65,38 8,3 156 41,03 58,97
Holandésx Ayrshire 34,35 61,49 4,2 361 65,09 34,95
Holandés fén 58,62 39,66 1,7 58 78,45 21,55 Zadworny & Kuhnlein, 1990
Holandés maé* 73,81 26,19 0 42 86,90 13,09
Holandés 54,56 40,94 4,5 200¢ 75,03 24,97 Alearadral, 1990
Holandés 54,54 41,54 3,92 6509 75,31 24,69 Ng-Kwai-Hanhgl, 1990
Holandés 60,09 37,22 2,69 1714 73,47 26,53 Ng-Kwai-Hahgl, 1991
Holandés 68,63 23,53 7,8 51 80 20 Pindstral, 1991
Holandés - - - 230 63 37 Rahali & Ménard, 1991
Holandés - - - 1152 82 18 Eenennaam & Medrano, 1991
Jersey - - - 172 14 86
Pardo Suigo - - - 50 33 67
Guernsey - - - 40 73 27
Shorthorn - - - 40 89 11
Holandés 63,63 32,62 3,75 10151 79,94 20,06 Bovenhuit al, 1992
Holandés 75 23 2 641 86 14 Sabouret al, 1993
Ayrshire 58 39 3 132 78 22
Jersey 0 15 85 20 8 92
Holandés 78,57 20,54 0,9 112 89 11 Renhal, 1994
Holandés 74 23 3 566 85,5 14,5 Sabaatral, 1996
Holandés 62,50 33,30 4,16 24 79 21 Valente, 1996
Gir fém. Sel*** 100 0 0 30 100 0
Gir fém. fi. sel.**** 93,33 3,33 3,33 30 95 5
Gir mac. 76,92 23,08 0 26 88 12
Guzera 96 4 0 72 98 2 Castelhanet al, 1996
Nelore 84 16 0 - 92 8
Caracu 45 52 2 - 71 28
Holandé& 66 29 5 - 80,5 19,5
Gir 87 13 0 - 93,5 6,5
Gir - - - 283 94,5 55 Silva & Del Lama, 1997
Guzera - - - 205 80,2 19,8
Nelore - - - 17 97,1 29
Sindi - - - 22 65,9 34,1
Gir - - - 20 93 7 Kemenest al, 1999
Guzera - - - 25 92 8
Nelore - - - 63 91 9
Nelore 86,59 12,19 1,22 82 92 8 Faatanl, 1999
Hereford 59,32 27,12 13,56 59 72,9 27,1 Litwinczuk & Krol, 2002
Limousine 20 30 50 10 35 65
Holandésx Limousine| 38,64 50 11,36 88 64,2 35,8
Holandés 34,40 40,80 24,80 125 54,8 45,2

*fémea; ** macho; *** fémea selecionada paradeit*** fémea nado selecionada para leite
Neste quadro podemos observar a prevaléncia contrario, ou seja, a prevaléncia do alelo B nas
do alelo A nas racas Holandesa e Gir, e o racas Jersey, Pardo Suico e Limousine.
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Observa-se também a maior freqiéncia do
gendtipo AB na raca Holandesa (lehal, 1989;
Litwinczuk & Kroél, 2002) bem como nas racas
Caracu, Ayrshire, Limousine (Liet al, 1989;
Castelhanoet al 1996; Litwinczuk & Krol,
2002), e ndo do gendtipo AA, o que ocorre na
maioria dos trabalhos.

Muitos trabalhos foram descritos para esse gene
em varias ragas, tanto zebuinas quanto taurinas,
sendo demonstrado que o alelo A prevalece em
zebuinos, como por exemplo na raga Gir, e em
taurinos, como na Holandesa. O contrario
ocorre em animais taurinos, como os da raca
Jersey. Embora o alelo B daCn tenha sido
associado com aumento na porcentagem de
proteina do leite e rendimento, efeitos nao
significativos foram observados por Cowetral
(1992). Em outro estudo, Lirt al (1989),
verificaram que vacas com genotipo BB
produzem mais do que as de genétipo AA e AB,
em animais das racas Holandesa, Ayrshire e seu
cruzamento. Em contraste, Gonyetral (1987),
observaram efeito significante oposto: vacas
Holandesas AA apresentaram, em média 180Kg
a mais de leite do que vacas BB. Boventatis

al (1992) demonstraram que vacas com
genétipo BB produzem 173Kg menos de leite
do que vacas com genétipo AA. Ainda, outros
pesquisadores, como Aleandet al (1990);
McLean et al (1987) e MclLearet al (1984),
relataram que ndo ha efeito de cada alelo na
producéo de leite.

A freqiiéncia do alelo B nos zebuinos criados no
Brasil varia de 2 a 10% sendo, portanto, inferior
as freqliéncias obtidas nas racas indianas (16 a
21%). Apesar de serem racas distintas, pode-se
supor que essa diferenca seja funcdo do efeito
fundador, visto ter sido o rebanho zebuino
nacional formado por poucos animais. Outro
fator que poderia explicar tal freqiiéncia € o
efeito da selecdo, pois os criadores, ao
selecionarem algumas caracteristicas
quantitativas, estariam indiretamente
escolhendo animais homozigotos para o alelo A

ou utilizando os heterozigotos em pequenas
proporcdes (Fariat al, 1999).

De acordo com Ng-Kwai-Hangt al (1990), os
resultados obtidos em varios estudos podem ser
conflitantes e ndo comparaveis devido a
diferencas no tamanho das populacdes
analisadas, diferenca entre racas, freqiéncia da
ocorréncia de variantes genéticas especificas,
metodologia de expressdo das caracteristicas, e
0 mais importante, no rigor da andlise estatistica
no ajuste de fatores como idade, nimero de
parto, estagio de lactacdo, e efeitos de outras
variaveis genéticas.

Como todas caseinas estdo localizadas na regido
do cromossomo 6, entre 200 e 300Kb, no braco
g31 a 33, o potencial para efeito de
desequilibrio de ligacdo ¢é grande, pela
proximidade dos genes. O efeito dentro de uma
familia pode alterar por diferencas entre locos
de caseinas e outros genes de proteinas, e
poderia explicar as inconsisténcias observadas
em estudos anteriores (Cowast al 1992;
Braunschweiget al, 2000), também devido aos
efeitos de ligacdo génica, visto que varios
autores demonstraram forte ligacéo ert@n e

B-Cn (Bovenhuiset al 1992; lkonenet al,
1999).

A Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora
(MG), em trabalho recente, apresentou aos
produtores o uso de marcadores moleculares
associados a caracteristicas de interesse
econdmico, como &-Cn, em zebuinos leiteiros.
Este dado teve divulgacdo no sumario da raca
Gir leiteira, no ano de 2006. Dos 140 touros
testados, 12 apresentaram a variante B que esta
relacionada com maior producéo de queijo. Para
0 ano de 2007, espera-se incluir este dado no
sumario de reprodutores da raca Guzerd. O
gendtipo para &-Cn ja esta presente em varios
catdlogos de touros, conforme pode ser
observado nas figuras 1 e 2.
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TRIBUTE 200HO4163

Granduc Tribute *RC *TV VG-CAN Extra

Ne Reg.: CANM6873798

Data Nasc.: 30/08/97

aha: 615432

DMS: 345

Kappa-Caseina: AA

Criador: Ferme Leduc & Freres Ltee, Beauharnois, Quebec, Canada

Figura 1 — Catélogo de touros da raca Holandesae FBEMEX, 2005

SuLtaN S 200JEO303

SHF Centurion Sultan EX-CAN

Ne Reg.: CANM 10201207

Data Nasc.: 01/06/1998

aha: 321456

DMS: 456,561

Kappa-Caseina: BB

(riador: George & Karen Hanford, Macellus, Nova York, EUA

Figura 2 - Catélogo de touros da raga Jersey. FSEEX, 2005

O objetivo deste estudo foi associar o gene-da
Cn com a producdo de leite e também
determinar as freqiiéncias génicas e genotipicas
neste rebanho,;fSirolando.

2.2. Material e Métodos

2.2.1. Composicéo da Amostra

Foram analisadas amostras de sangue e/ou pélo
de 70 animais f Girolando, constituidos por
fémeas entre primeira e quarta lactacéo,
provenientes de fazenda localizada no
Municipio de Felixlandia no Estado de Minas
Gerais.
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2.2.2. Extracdo de DNA

O DNA das amostras de sangue foi extraido
segundo o protocolo descrito por Lewin e

Stewart-Haynes (1992), e as de pélo segundo
técnica do Veterinary Genetics Laboratory -

UCDavis - USA. (ndo publicado). Realizadas no

Laboratério de Genética da Escola de

Veterinaria da UFMG.

2.2.3. Analise do marcadork-Cn por
meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Para estudo do loco que codificx-#&n, foram
feitas amplificacbes pela PCR coprimers
especificos e digestdo com as enzimas de
restricdo Taq | e Hind Ill. Sendo que a Taq | foi
utilizada para confirmar a genotipagem, quando
necessario.



2.2.3.1 Primers

O desenho dos primers utlizados foram
descritos por Zadworny & Kunhlein (1990).

Primer 1
5 - GCTAGTGGTGACCCTACAAGT -3

Primer 2
5 - CTCAGGTGGGCTCTCAATAAC -3

2.2.3.2 — A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) — protocolo e
programa

O protocolo para amplificacdo e programacéao
do termociclo para identificagcdo do genexda
Cn, empregado neste trabalho encontra-se
descrito nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 - Protocolo mix de amplificacéo para oeggsk-Cn (vol. final 2qul), em ensaio realizado no Laboratério

de Genética da EV/UFMG em 2006

REAGENTES VOLUME (pl)
H>O Milli-Q 12
Tampao especial 5x (Phoneutria) 5
DNTP (10 mM) 1
Primers (10 pmolfl) 1,5 (0,75ul cada)
Taq polimerase (5uyf) 0,2
DNA (100 ng/ul) 5,0

Tabela 2 - Programa de PCR (25 ciclos), em ensdiaada no Laboratério de Genética da EV/UFMG em&00

Passo 1 4 min.
Passo 2 1 min.
Passo 3 1 min.
Passo 4 1 min.
Passo 5

Passo 6 5 min.
Passo 7 2 horas

94° C
94° C
60° C
72°C
+24 ciclos (passos 2 a 4)
72°C
4°C

2.2.3.3 — Digestdo com enzima de
restricdo

O protocolo para digestdo com as enzimas de
restricdo Hind Il e Taq I, encontra-se descrito
na tabela 3.

Os produtos de DNA obtidos pela PCR foram
submetidos a digestdo com a enzima de
restricdo Hind Il que gera fragmentos de 99

pares de base (pb) para o gendtipo AA; 99, 65 e
34 pb para 0 AB e 65 e 34 pb para 0 BB. A
enzima Taqg | foi utilizada para confirmar a
genotipagem, quando necessario, apresentando
um fragmento de 99 pares de base (pb) para se
detectar o gendtipo AA, trés fragmentos de 99,
67, 32 pb para se detectar o genétipo AB e dois
fragmentos de 67 e 32 pb para se detectar o
gendtipo BB.

13



Tabela 3 - Protocolo para digestdo com
Genética da EV/UFMG em 2006

Taq | e Hin\Vol. final10ul), em ensaio realizado no Laboratério de

REAGENTES VOLUME ( pl)
H,O Milli-Q 3,86
Tampao (REact 10x Invitrogen) 1
Enzima (Invitrogen) 0,13
Produto mix PCR 5

O tempo e temperatura de corte, no termociclo,
das enzimas de restricdo foram de 2 horas a
37°C para Hind 11l e 3 horas a 65°C para Taq |.

Os produtos da digestdo da enzima de restricdo
foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% a 100V por 2 horas.
Colocando-se sempre uma amostra ndo digerida
e outra de genétipo conhecido AB, como
controle do corte da enzima, e uma amostra sem
DNA, para controle de contaminacdo do mix de
PCR.

2.2.3.4 — Coloracao dos géis

A visualizacdo das bandas foi feita pela
coloracdo do gel utilizando o método do Nitrato
de Prata. Apés a coloracdo o gel foi analisado
em transiluminador de luz branca e fotografado
com camera digital.

2.2.4. Analise de dados

Para verificar a associacdo entre marcador e
producdo de leite utilizou-se o teste de Qui-

quadrado ), mediante tabela de contingéncia,

e também andlise de variancia (ANOVA) com

emprego do pacote estatistico SAS (SAS, 1994).
Segundo o0 modelo estatistico:

Yix =+ AN; + GEN + g
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Onde:

Yk € a producéo ajustada aos 305 dias

M é a média da populacao

AN; é o efeito fixo de ano de nascimento (1995
a 2000)

GEN ¢é o efeito fixo de genétipo do gene kla
Cn (AA e AB)

gjx € o erro aleatorio

As freqliéncias génicas e genotipicas foram
obtidas por meio do programa Popgene versao
1.31 (Yeh & Boyle, 1997).

Foram feitos ajustes para 305 dias de producéo
nas quatro lactacdes estudadas, por meio de
média, onde empregou-se a formulasP~ >

(PD x DI) + (UP x Rgs), onde:

PD é a producao no dia do controle

D séo os dias desde a Ultima pesagem

UP é a ultima produgao pesada

D35 s@0 os dias faltantes para chegar aos 305
dias de producéo

Os valores de producdes ajustados foram
dispostos em categorias (1 - alta, 2 - média e 3 -
baixa). Para tal, utilizou-se curva de distribuicéo
obtida pelo programa estatistico BioEstat 2.0
(Ayreset al, 2000). A tabela de contingéncia foi
elaborada com as trés categorias e 0s genotipos
relacionados a cada uma delas.



2.3. Resultados e Discussao

Dos 70 animais £Girolando analisados, 80%
tinham o gendtipo AA e 20% apresentaram o
gendtipo AB. Néao foi possivel observar nenhum
animal com o genétipo BB. A populagdo
estudada encontra-se dentro dos principios de
equilibrio de Hard-Weinberg. Os genotipos
encontrados neste trabalho podem ser
visualizados na figura 3.

99 pb

| 65 pb

Figura 3 — Gel de poliacrilamida a 8% mostrando os
fragmentos do gene @&aCn digeridos com a enzima de
restricdo Hind Ill, em ensaio realizado no Labaiatd
de Genética da EV/UFMG em 2006

PM: padréo de peso molecular

Canaletas 1e 6: produtos ndo amplificados

Canaletas 2 e 3: gendtipo AA

Canaletas 4 e 5: gendtipo AB

As frequiéncias génicas e genotipicas para o loco
da k-Cn, encontradas neste estudo, estdo
descritas nas tabelas 4 e 5. Onde se observa que
parece estar ocorrendo uma fixacdo do alelo A
e, consequentemente, do gendtipo AA nesta
populacdo. Corroborando com outros trabalhos
que mostram tendéncia a fixacdo do alelo A e
maior freqiiéncia do gendtipo AA, para as racas

zebuinas, como o Gir (Valente, 1996;
Castelhanet al, 1996; Silva e Del Lama, 1997,
Kemeneset al 1999) e taurinas, como o
Holandés (Ng-Kwai-Hangt al 1984; Linet al,
1986; Rahali e Ménard, 1991, Eennennaam e
Medrano, 1991; Saboet al, 1993).

Tabela 4 - Frequéncia dos alelos do gene-@a,
em ensaio realizado no Laboratério de Genética da
EV/UFMG em 2006

Alelos Frequéncia (%)
A 90
B 10

Tabela 5 - Fregliéncia dos genétipos do gene da
Cn, em ensaio realizado no Laboratério de
Genética da EV/UFMG em 2006

Genotipos Frequéncia (%)
AA 80
AB 20
Os animais das racas Gir e Holandés

possivelmente estdo sendo selecionados,
indiretamente para outras caracteristicas de
interesse, como a conformacao na raca Gir, e
consequentemente, de modo indireto isso pode
estar aumentando a freqiiéncia do alelo A na
populacdo. Outra explicagdo para a alta
freqiiéncia do alelo A, pode ser dada pelo efeito
fundador, devido ao fato da utilizacdo de poucos
touros nos rebanhos da raca Gir. Por isso a
importancia de estabelecer a frequéncia do gene
em varias rebanhos, estudando diferentes
linhagens, e consequentemente, levando a um
padrdo génico e genotipico mais apurado da
raca.

A tabela 6 mostra os resultados do teste Qui-

quadrado ) relacionando categorias de
producdo com genotipos nas quatro lactacdes.
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Tabela 6 — Tabela de contingéncia para o gene-Ga entre genétipos e categorias de producdo nasoqua
lactagcOes, em ensaio realizado no Laboratério aetida da EV/UFMG em 2006

Gendtipos Categorias de Producéo
Alta Média Baixa
18.* 23 33 4a 1a 23 3a 46. 1a 26. 3a 48.
AA 77 8 10 10 4 37 33 31 8 11 13 10
AB 2 4 4 2 12 9 10 10 0 1 0 0

¥ (12 lac.)= 0.2%
ns (p>0,05)

*1a 22 33e 42 |actacles
** o de gendtipos

¥’ (22 lac.)= 2.36

Os resultados de/ obtidos neste trabalho
mostraram nado haver efeito significativo na
associacdo entre os alelos daCn com
producédo de leite. McLeaat al (1984), McLean

et al (1987), Aleandriet al (1990), Ng-kwai-
Hang et al (1990) também n&o encontraram
significAncia para a associacao do gene-@a
com producdo de leite em animais da raca
Holandesa.

Os resultados conflitantes encontrados na
literatura mostram que ora o alelo A (Gonwin

al, 1987; Bovenhuiet al, 1992), ora o alelo B
(Lin et al, 1986 - 1989; Eenennaam e Medrano,
1991) estdo sendo relacionados com maior
producéao de leite, este fato pode ser atribuido ao
diferente nimero de amostras analisadas,
diferentes linhagens e principalmente ao rigor
das andlises estatisticas (Ng-Kwai-Haetgal,
1990).

O anexo 1 mostra os resultados das analises de
varidncia nas quatro lactacdes separadas e
juntas.

Os resultados encontrados na analise de
variancia também ndo mostraram diferenca
estatistica significativa para a associagdo de
producdo de leite com gendtipo &aCn neste
rebanho estudado. Embora tenha ocorrido
sempre diferenca de 200-350Kg entre os
gendtipos, com o AB apresentando maior
média, ndo se pode afirmar que este marcador
nao seja valido para utilizacdo em programas de
selecdo. Sendo necessario estudar maior numero
de amostras em diferentes rebanhos para
conseguir mostrar se esta tendéncia pode ser
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¥’ (32lac.)= 4,17°

¥’ (4% lac.)= 3,1%

significativa ou se ndo se pode mesmo usar este
marcador na selecdo para producéo de leite.

A associacao entre o gene kl&Cn e qualidade

de leite ndo foi estudada devido a falta de dados

necessarios completos para serem utilizados no

modelo estatistico. Também porque demandaria

maior tempo de acompanhamento do rebanho

estudado, tendo que acompanhar todas as suas
lactacdes.

2.4. Conclusdes

N&o foi observada associacdo entre o gene da
Cn com producdo de leite nos animaig F
Girolando estudados.

As freqiiéncias genotipicas encontradas neste
trabalho, para o gene daCn, foram de 80%
para AA e 20% para AB. Nao foi observado o
gendtipo BB em nenhuma das amostras
testadas.

As freqliéncias génicas, para o geneke@n
encontradas neste trabalho foram de 90% para A
e 10% para B, o que mostra a tendéncia a
fixacdo

do alelo A.
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3. Capitulo 2 - ASSOCIACAO DO
GENE DA BETA-LACTOGLOBULINA

(B-Lg) COM PRODUCAO DE LEITE
EM BOVINOS F; GIROLANDO

Resumo

Foram utilizados 70 animais ; FGirolando,
provenientes de uma Unica fazenda de um
Municipio de Felixlandia em Minas Gerais. O
presente estudo teve como objetivo associar o
gene d&3-Lg com producéo de leite, bem como
levantar suas frequéncias genotipicas e génicas.
Os resultados mostraram estar de acordo com a
literatura quanto as frequéncias, sendo 7,14%
AA e 57,14% AB e 35,71% BB, e 80% A e
20% B. N&o houve efeito significativo para a
associagao entre o marcador e producédo de leite.

Abstract

In this study 70 FGirolando animals from one
single farm of one town in Minas Gerais were
used, with the goal of associating {w.g gene
with milk production, as well as showing their
genotypic and genetic frequencies. The results
showed, in agreement with the literature
concerning the frequencies, being 7,14% AA
and 57,14% AB and 35,71% BB and 80% A and
20% B. There was no significance towards
association.

3.1. Reviséo bibliografica

A B-Lg foi a primeira proteina que teve os
polimorfismos  evidenciados. Em 1955,
Aschaffenburg e Drewry observaram, por
eletroforese em papel, duas bandas distintas
denominada$; e f,. Em 1957, a descoberta foi
confirmada e o nome das bandas passou a ser A
e B, de acordo com a mobilidade eletroforética.
Até hoje foram observadas doze variante$-da
Lg, de A aJ, W e Dr, sendo a A e B difundidas
em todas as racas. A variante mais comum, B,

consiste de 162 aminoacidos prevalecendo em
algumas racas Européias como Ayrshire,
Shorthorn, Red Danish, e em Zebu Asiatico e
Africano (85-95%). Em gado Holandés, e em
muitas outras racas, os dois alelos apresentam a
mesma frequiéncia. Em 1966, Grosclaedeal
encontraram a variante denominada D nas racas
Monbéliarde e em racas alemas (ndo
especificadas) (citado por Formaggiceti al,
2003).

A B-Lg é a maior proteina da fracdo sollvel
encontrada no leite bovino e o gene que a
codifica localiza-se no cromossomo 11. Foi
utilizada muitos anos como modelo para estudos
enzimaticos e estruturais a respeito da
denaturacdo e ligacdo entre ions e proteinas. Sua
funcdo biologica ainda ndo esta estabelecida,
mas deve estar envolvida no metabolismo e
transporte de retinol e &cidos graxos
(Formaggioniet al, 2003). Em torno de 20% do
conteldo total das proteinas do leite séo,
formadas por proteinas do soro, sendely a
principal (Braunschweigt al, 2000).

A PCR (Reacgdo em Cadeia da Polimerase) foi
também utilizada para amplificar e clonar uma
regido do loco dap-lactoglobulina, entre os
éxons 4 e 5 (849pb). A andlise da seqiiéncia da
regido clonada revelou duas novas substituicdes
de bases que foram diferenciadas nas formas A
e B. A mutacéo foi localizada na seqiiéncia do
intron entre os dois éxons, na posicdo 276
(Timina no alelo A e Citosina no alelo B) e 562
(Timina no alelo A e Guanina no alelo B) do
fragmento clonado. Estas substituicbes de
nucleotideos resultam em alelo especifico do
perfil de restricdo, que pode ser usado como
marcador genético. De acordo com Reklewski e
Lukaszewicz (citados por Litwinczuk e Krol,
2002), a selecdo de gado leiteiro baseada em
marcadores genéticos pode incrementar em 5%
o melhoramento genético quando comparada
com a selecdao tradicional.

No quadro 2 pode-se observar as frequéncias
génicas e genotipicas do geneBeag, descritas

em varios estudos feitos com as ragas zebuinas
e taurinas.
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Quadro 2 — Relagéo das frequéncias genotipicasieagéio gene dgLg, citadas em alguns trabalhos de pesquisa.

Freq. Genotipicas Freq. Génicas

Raca AA AB BB N A B Referéncia
Holandés 13,44 50,54 36,02 3870 38,7 61,8 Ng-Kwai-Hahgl, 1984
Holandés 3,7 38,7 57,6 377 23 77 Lin et al, 1986
Ayrshire 1,9 27,9 70,2 158 16 84
Holandésx Ayrshire 2,7 39,7 57,6 373 23 77
Holandés 28,45 49,76 21,79 3571 53,38 46,67 Gongbal 1987
Holandés 10,73 49,31 39,96 8469 35 65 Ng-Kwai-Hatal, 1990
Holandés 17,1 47,7 35,1 2005 40,94 58,9b Alearatral, 1990
Holandés - - - 115 43 57 Eenennaam & Medrano,
Jersey - - - 172 37 63 1991
Pardo Suico - - - 50 39 61
Guernsey - - - 40 21 79
Shorthorn - - - 40 31 69
Holandés 19,5 51 29,5 779 45 55 Rahali & Ménard, 1991
Holandés 24 42 34 641 45 55 Sabouret al, 1993
Ayrshire 17 49 34 132 41 59
Jersey 45 45 10 20 68 32
Holandés 30,3 43,7 25,9 112 52 48 Renhal, 1994
Holandés 74 23 3 566 85,5 14,5 Sabaitral, 1996
Gir - - - 283 36 64 Silva & Del Lama, 1997
Guzera - - - 205 14 86
Sindi - - - 22 5 95
nelore - - - 17 44 56
Gir fém. sel* 3,33 63,33 | 33,33 30 35 65 Neves, 1998
Gir fém. f. sel.** 20,51 | 48,72 | 30,77 39 45 55
Gir mac. *** 19,23 | 42,31 | 38,46 26 40 60
Nelore fém. sel. 2,5 35 62,5 40 20 80
Nelore fém. i sel. 20 26,67 | 53,33 30 33 67
Finnish Ayrshire 7.8 41,3 50,9 18686 28,5 715 Boet al, 1999
Nelore 1 30 69 81 16 84 Faeaal, 2000
Holandés 6 41,4 52,5 99 27 73 Celik, 2003
Pardo Suico 17,2 53,8 28,9 145 44 56

* fémea selecionada para leite
** fémea ndo selecionada para leite
*** macho
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Neste quadro podemos observar que na maioria
dos trabalhos ha maior freqiiéncia do alelo B e 0
do gendtipo AB nas racas Holandesa e Gir.
Também o relato de algumas diferengas onde o
alelo A (Gonyoret al, 1987; Roret al, 1994) e

0s gendtipos AA (Sabowet al, 1996) ou BB
(Lin et al 1986) mostraram-se em maior
freqiiéncia.

Alguns trabalhos mostram relacéo entre o alelo
A com producdo de leite, embora outros nao
apresentem significAncia para esta associacao.
Em estudo com animais da ra¢a Holandesa, nas
trés primeiras lactacfes, Ng-Kwai-Hamg al
(1990) observaram as freqiiéncias genotipicas
de 10,73% AA, 49,31% AB e 39,96% BB, e
associacdo significativa com conteddo de
proteina. Ao passo que rendimento de leite e
conteldo de gordura nao apresentaram
associacdo, o que esta de acordo com Eatuah
(1968); Cerbulis e Farrel (1974); Gonyehal
(1987); Haenleiret al (1987); Linet al (1986);

Mc Leanet al (1984). No entanto, Jairam e Nair
(1983) demonstraram producdo superior para
vacas com genoétipo BB no que diz respeito a
producdo de leite em concordancia com
Marziali & Ng-Kwai-Hang (1986); Grosclaude
(1988) e Aleandriet al (1990) e discordancia
com Araveet al (1971); Atroshiet al (1982);
Comberget al (1964) onde a variante A foi
relacionada com maior producdo de leite.
Segundo Cowaret al (1992) o gendtipo AA
apresentou aumento nao significativo
rendimento de leite, e Bovenhui$ al (1992)
mostraram que animais BB produzem 93Kg
menos que os AA, com efeito significativo na
producéao de leite e rendimento de proteina.

no

Em muitos paises os estudos nesta area estao
bem avancados na raca Holandesa. Mas o que se
refere aos zebuinos leiteiros ainda existe uma
lacuna. Hoje somente Austrdlia e os Estados
Unidos estao pesquisando o grupes indicus
dando maior relevancia as racas de corte,
principalmente a Brahman. Existem alguns
laboratérios no Brasil que prestam servico de
genotipagem para marcadores moleculares para
leite e para corte. No entanto, estes marcadores
foram desenvolvidos para racas taurinas nédo
estando devidamente validados para as racas
zebuinas e suas cruzas.

Este trabalho teve como objetivo determinar se
h& associacdo galLg com a producéo de leite e

também as freqiiéncias génicas e genotipicas em
rebanho de animais Birolando.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Composicao da Amostra

Foram analisadas amostras de sangue e/ou pélo
de 70 animais F Girolando, constituidos por
fémeas entre primeira e quarta lactacdo,
provenientes de fazenda localizada no
Municipio de Felixlandia no Estado de Minas
Gerais.

3.2.2. Extracdo de DNA

O DNA das amostras de sangue foi extraido
segundo o protocolo descrito por Lewin e

Stewart-Haynes (1992), e as de pélo segundo
técnica do Veterinary Genetics Laboratory -

UCDavis - USA. (ndo publicado). Realizadas no

Laboratério de Genética da Escola de

Veterinaria da UFMG.

3.2.3. Analise do marcadoi3-Lg por
Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR)

Para estudo do loco que codificg@4.g, foram
feitas amplificagcbes pela PCR coprimers
especificos e digestdo com a enzima de restricao
Hae III.

3.2.3.1 Primers

O desenho dos primers utilizados foram
descritos por Medrano e Aguilar-Cordova
(1990).

Primer 1
5 - GTCCTTGTGCTGGACACCGACTACA - 3’

Primer 2
5 - CAGGACACCGGCTCCCGGTATATGA - 3
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3.2.3.2 — A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) — protocolo e
programa

O protocolo para amplificacdo e programa de
PCR para genotipagem fld_g, empregado

neste trabalho encontra-se descrito na tabela 1 e
2, respectivamente.

3.2.3.3 — Digestdo com enzima de
restricdo

O protocolo para digestdo com enzima Hae Il
apresenta-se descrito na tabela 3.

Os produtos de DNA conseguidos pela PCR
foram submetidos a digestdo com a enzima de
restricdo Hae Ill que gera fragmentos de 153 e
109 pares de base (pb) para o genétipo AA; 153,
109, 79 e 74 pb para o AB e 109, 79 e 74 pb
para o BB, e a amostra sem corte é representada
por um fragmento de 262 pb.

Tabela 1 - Protocolo mix de amplificacdo do geng-tlg (vol. final 25d/amostra), em ensaio realizado no

Laboratorio de Genética da EV/UFMG em 2006

REAGENTES VOLUME (ul)
H,0 Milli-Q 12
Tampdao especial 5x (Phoneutria) 5
DNTP (10 mM) 1
Primers (10 pmolfl) 1,5 (0,75ul cada)
Taq polimerase (5uyf) 0,2
DNA (100 ng/ul) 5,0

Tabela 2 - Programa de PCR para o gerfg-lda (25 ciclos) em ensaio realizado no LaboratdedGenética da

EV/UFMG em 2006

Passo 1 4 min.
Passo 2 1 min.
Passo 3 1 min.
Passo 4 1 min.
Passo 5

Passo 6 5 min.
Passo 7 2 horas

94° C
94° C
60° C
72°C
+24 ciclos (passos 2 a 4)
72°C
4°C

Tabela 3 - Protocolo mix PCR para Hae Ill. (Vol. fig@ul), em ensaio realizado no Laboratério de Genélica

EV/IUFMG.

REAGENTES VOLUME ( pl)
H20 Milli-Q 4,89
Tampao (REact 10x Invitrogen) 2,25
Enzima (Invitrogen) 0,4
Produto mix PCR 15

22



O tempo e temperatura de corte, no termociclo,
das enzimas de restricdo foram de 2 horas a
37°C.

Os produtos da digestdo da enzima de restricdo
foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% a 100V por 2 horas.
Colocando-se sempre uma amostra nao digerida
e outra de gendtipo conhecido AB, como
controle do corte da enzima, e uma amostra sem
DNA, para controle de contaminacao do mix de
PCR.

3.2.3.4 — Coloracao dos géis

A visualizacdo das bandas foi feita pela
coloracéo do gel utilizando o método do Nitrato
de Prata. Apés a coloracdo o gel foi analisado
em transiluminador de luz branca e fotografado
com camera digital.

3.2.4. Andlise de dados

Para verificar a associacdo entre marcador e
producdo de leite utilizou-se o teste de Qui-

quadrado %), mediante tabela de contingéncia,

e também andlise de variancia (ANOVA) com

emprego do pacote estatistico SAS (SAS, 1994).
Segundo o0 modelo estatistico:

Yix =+ AN; + GEN + g

Onde:

Yix € a producéo ajustada aos 305 dias

iU é a média da populagéo

AN; é o efeito fixo de ano de nascimento (1995
a 2000)

GEN ¢ o efeito fixo de genotipo do gene [Bla
Lg (AA, AB e BB)

ejx € o erro aleatorio

As freqléncias génicas e genotipicas foram
obtidas por meio do programa Popgene versao
1.31 (Yeh & Boyle, 1997).

Foram feitos ajustes para 305 dias de producéo
nas quatro lactacbes estudadas, por meio de
média, onde empregou-se a formulasP >

(PD x DI) + (UP x Rgg), onde:

PD é a producéo no dia do controle

D séo os dias desde a Ultima pesagem

UP é a ultima produgao pesada

D35 s@0 os dias faltantes para chegar aos 305
dias de producéo

Os valores de producdes ajustados foram
dispostos em categorias (1 - alta, 2 - média e 3 -
baixa). Para tal, utilizou-se curva de distribuicéo
obtida pelo programa estatistico BioEstat 2.0
(Ayreset al, 2000). A tabela de contingéncia foi
elaborada com as trés categorias e os genotipos
relacionados a cada uma delas.

3.3. Resultados e Discussao

Entre os 70 animais ;FGirolando analisados
7,14% apresentaram 0 genétipo AA, 57,14%
eram AB e 35,71% BB. A populacao estudada
encontra-se em equilibrio de Hard-Weinberg.
Os gendétipos encontrados neste trabalho estéo
demonstrados na figura 1.
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153 pb
109 pb

79/74 p

PM 1 3 PM12 3 4 5 6

Figura 1 — Gel de poliacrilamida a 8% mostrandér@gmentos do
gene daB-Lg digeridos com a enzima de restricao Hae Ill, em
ensaio realizado no Laboratério de Genética da EWIG em
2006.
PM: Padrdo de peso molecular
Gel 1 - canaletas 1 e 3: genétipo AB

canaleta 2: gendtipo AA
Gel 2 - canaletasl, 2, 3, e 4: geno6tipo AB

canaletas 5 e 6: gendtipo BB

As freqliéncias génicas e genotipicas Tabela 4 - Freqiiéncia dos alelos do geng-tlg,

encontradas para o loco d@-Lg estdo em ensaio realizado no Laboratério de Genética da
representadas nas tabelas 4 e 5. As freqiiéncias EV/UFMG em 2006

observadas neste trabalho estdo de acordo com a Alelos Freqténcia (%)
literatura, onde o gendtipo AB apresentou a A 64

frequéncia maior (Ng-Kwai-Hangt al, 1990; B 36

Cowanet al, 1992 e Aleandriet al (1990) e
também maior frequéncia do alelo B, como
descrito anteriormente em zebuinos e na raca
Holandesa (Eenennaam e Medrano, 1991;

Aleandriet al, 1 ; Neves, 1 .
eandriet al, 1990; Neves, 1998) Tabela 5 - Fregliéncia dos genétipos do gen@-da

Lg, em ensaio realizado no Laboratério de Genética

A tabela 6 mostra os resultados do teste Qui- da EV/UEMG em 2006

quadrado ) relacionando categorias de
producdo com genoétipos nas quatro lactacdes.

Gendtipos Frequéncia (%)
AA 7,14
AB 57,14
BB 35,71
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Tabela 6 — Tabela de contingéncia pgese dg3-Lg entre gendtipos e categorias de producéo nasogaatagoes,
em ensaio realizado no Laboratério de Genéticale/BMG em 2006

Categorias de Produgao

Genotipos

Alta Média Baixa
1a* 23. 3a 4a 1a 2a 3a 4a 1a 23 3a 4a
AA 1 0 0 0 3 4 4 8 1 1 1 3
AB 5 9 12 5 32 26 22 22 18 6 17 15
BB 1 3 2 0 3 17 17 5 4 5 6 5
v (12 lac.)= 1.8% ¥ (22 lac.)= 2.3% ¥ (3% lac.)= 6,21° ¥ (43 lac.)= 3,98°

ns (p>0,05)
* 13 23 32g 42
** n° gendtipos

Os resultados de/ obtidos neste trabalho
mostram ndo haver efeito significativo na
associacdo entre os alelos dklLg com
producédo de leite. McLeaat al (1984), McLean

et al (1987), Ng-kwai-Hangt al (1990) e Linet

al (1986) também ndo encontraram efeito
significativo para a associacdo do geng3da
com producdo de leite em animais da raca
Holandesa. No entanto, Aleandt al (1990) e
Bovenhuis et al (1992) observaram que o
gendtipo AA apresenta maior producéo de leite,
em animais Holandeses para a primeira
lactacao.

Os resultados conflitantes encontrados na
literatura parecem estar relacionados a
diferencas no tamanho da populacéo, diferenca
de racas, freqiiéncia de ocorréncia de variaveis
genéticas especificas, métodos de expressao das
caracteristicas (rendimento de lactacao e
composicao), e 0 mais importante, ao rigor da
andlise estatistica para ajustar outros fatores
como idade da vaca, numero de partos, estagio
de lactacdo e efeitos de outras variaveis
genéticas (Ng-Kwai-Hanet al, 1990).

Os marcadores genéticos utilizados em
programas de sele¢cdo foram desenvolvidos para
racas taurinas, ndo estando validados para as
racas zebuinas e suas cruzas. O presente
trabalho foi feito com mesticos % Gir x
Holandés, demonstrando a importancia da
elaboracdo de mais estudos como este, em
amostragem maior e em outros rebanhos, afim
de estabelecer a validade do emprego destes
marcadores K-Cn e (-Lg) em programas de
selecao.

O anexo 2 mostra os resultados das analises de
variancia nas quatro lactacfes separadas e
juntas.

Os resultados encontrados na analise de
variancia também ndo mostraram significAncia
para a associacdo de producdo de leite com
genotipo neste rebanho estudado. Embora tenha
ocorrido sempre diferenca de 150-400Kg entre
0s genotipos, com o AB apresentando maior
média, ndo se pode afirmar que este marcador
néo seja valido para utilizacdo em programas de
selecdo. Sendo necessario estudar maior nUmero
de amostras em diferentes rebanhos para
conseguir mostrar se esta tendéncia pode ser
significativa ou se ndo se pode mesmo usar este
marcador na selecdo para producéo de leite.

3.4. Conclusodes

N&o foi observada associacdo entre o gerfe da
Lg com producdo de leite nos animais F
Girolando estudados.

As frequéncias genotipicas encontradas para o
gene da beta-lactoglobulina foram de 7,14%
para AA, 57,14% para AB e 35,57% para BB, o
gue demonstra haver excesso de heterozigotos
nesta populacao.

As frequéncias génicas observadas para as

amostras analisadas neste trabalho foram de
64% para o alelo A e 36% para o alelo B.
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4. CONCLUSOES GERAIS

N&o foi observada associacdo entre o gene da
Cn com producdo de leite nos animais F
Girolando estudados.

As freqliéncias genotipicas encontradas neste
trabalho, para o gene daCn, foram de 80%
para AA e 20% para AB. Nao foi observado o
gendtipo BB em nenhuma das amostras
testadas.

As freqliéncias génicas, para o genekean
encontradas neste trabalho foram de 90% para A

e 10% para B, o que mostra a tendéncia a
fixacdo do alelo A.

N&o foi observada associacdo entre o gerfe da
Lg com producdo de leite nos animaig F
Girolando estudados.

As frequéncias genotipicas encontradas para o
gene da beta-lactoglobulina foram de 7,14%
para AA, 57,14% para AB e 35,57% para BB, o
gue demonstra haver excesso de heterozigotos
nesta populacao.

As frequéncias génicas observadas para as
amostras analisadas neste trabalho foram de
64% para o alelo A e 36% para o alelo B.



5 - ANEXOS

Anexo 1 — ANOVA para o gene #&aCn, nas quatro lactacdes separadamente e juel@spnando gendtipos, ano de nascimento da varadecao
aos 305d, em ensaio realizado no Laboratério dét@anda EV/UFMG em 2006

Genodtipos Lactagdes
12 22 32 42 Juntas
X +/- DP N X +/- DP N X +/- DP N X +/- DP N X+/-P N
AA 2120,3 +/-474,4 56 3062,5+/-803,9 56 34455 +/-827,5 56 3747,3+/-760,8 56 3079,0 +/-948,1 219
AB 2359,8 +/-530,8 14 3338,6 +/-688,6 14 3798,5 +/- 755,1 14 3976,1 +/- 653,8 14 3345,7 +/-902,7 54

CV(12lac.)=23,4% CV(22lac.)=23,8F CV(32lac.)=22,78° CV(42lac.)= 20,0 CV (juntas)= 29,95  ns (p>0,05
X - média de producéo de leite

DP - Desvio Padréao

N - n° de genétipos

Anexo 2 — ANOVA para o gene ¢falLg, nas quatro lacta¢Bes separadamente e juptasianando gendtipos, ano de nascimento da vpoadeicao aos
305d, em ensaio realizado no Laboratorio de GemdacEV/UMG em 2006

Gendtipos Lactacdes
12 22 32 42 Juntas
X +/- DP N X +/- DP N X +/- DP N X +/- DP N X +/- DP N
AA 2018,9 +/-659,0 5 2913,8 +/-497,6 5 3392,8 +/-904,6 5 3694,8 +/-5249 5 3005,1 +/-892,6 20
AB 2233,8 +/- 466,4 40 3229,5 +/-843,8 40 3682,5 +/- 724,6 40 3870,3 +/-772,1 40 3234,1 +/-976,0 155
BB 2093,2 +/-501,6 25 2979,6 +/-725,2 25 3274,5 +/-724,6 25 3690,9 +/- 747,2 25 2995,6 +/- 890,8 98
CV (12 lac.)= 23,89 CV(22 lac.)= 24,1% CV(32lac.)= 23,2%# CV(42 lac.)= 19,42 CV(juntas)= 30,06  ns (p>0,05)

X - média de producéo de leite
DP - Desvio Padréao
N - n° de gendtipos






