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RESUMO

Ogene DGAT1éumgene candidato envolvido
com o conteudo de gordura no leite. Neste estudo
foram analisadas amostras de DNA de 72 bovinos
leiteiros de uma populagao parcialmente fechada
através amostras de sangue. O DNA foi extraido
utilizando CTAB e proteinase K. A regido alvo do
gene foi amplificada por PCR e os resultados foram
visualizados com a utilizacdo de gel de poliacri-
lamida. Na populagéo em estudo foi verificada a
presenca de quatro alelos, cujas frequéncias
foram: A= 4,0%, B=50%, C=40%, e D=6,0%. Foi
verificado o equilibrio de Hardy-Weinberg através do
teste de y2, concluindo-se que a populacédo nédo se
encontrava em equilibrio para o locos avaliado.

SUMMARY

DGAT1 gene is a candidate gene involved in
fat content in milk and. This study analyzed DNA
samples from 72 dairy cattle using blood samples.
DNA was extracted use CTAB and proteinase K.
The target region of the gene was amplified by PCR
and the results were visualized with the use of
polyacrylamide gel. The level of significance
adopted was 5% for all analysis. Four alleles were
checked their frequencies were: A= 4.0%, B=
50%, C= 40%, and D= 6.0%. It was verified the
Hardy-Weinberg using the Chi square test
concluding that the population was not in balance.

INTRODUCAO

O uso de sele¢do fenotipica em longo
prazo pode alterar a frequéncia alélica,
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afetando um ou mais caracteres, resultando
além daresposta direta no caractere selecio-
nado, como também em respostas correla-
cionadas em muitos outros caracteres.

Muitos genes que apresentam poli-
morfismos conhecidos e com aplicagdes
confirmadas ja foram descritos e alguns
patenteados, sendo que muitos genes
polimorficos apresentam interesse econd-
mico, dentre eles, o gene DGAT! (diacil-
glicerol aciltransferase 1) (Grisard et al.,
2004 e Winter et al.,2002).

O DGAT1 tornou-se um gene candidato
funcional e posicional para o contetido de
gordura no leite, baseado, respectivamen-
te, no fendtipo de auséncia de lactacdo
observada em camundongos deficientes do
gene (Riquet et al., 1999) e devido a sua
posicao proximaaum QTL de grande impac-
tonaproducdo de leite (Spelman ez al., 2002
eBennewitzetal.,2004). Kuhn et al. (2004)
relataram uma forte evidéncia para a
separagdo de pelo menos trés alelos na
regido promotorado gene DGATI que afeta
o percentual de gordura do leite. Em bovi-
nos 0 DGATI tem aproximadamente, 8,6 Kb
e compreende 17 éxons, medindo em média
121,8 pb, e esta localizado no cromossomo
bovino 14.

O gene DGATIbovino codificaaenzima
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microssomal diacilglicerol aciltransferase
(DGATI) formada por 489 aminodcidos que
utiliza acil-CoA diacilglicerol e substratos
de gordura, catalisando a fase final da
sintese de triglicérides, que ocorre na mem-
brana do reticulo endoplasmatico, afetando
o metabolismo de gorduras, incluindo a
producdo de gordura e percentual do leite
(Casesetal.,1998¢2001).

Winter et al. (2002) encontrou dois
polimorfismos naregido promotora do gene
(inicio da transcri¢cdo) sendo um deles um
numero varidvel de repeticdes em tanden
(VNTR)naposi¢cao 1465. Em analises feitas
com alguns rebanhos bovinos, foi encon-
trada uma sequéncia de 18 nucleotideos
(AGGCCCCGCCCTCCCCGG), localizadona
regido promotora do gene, ocasionando
alteracdo de grande influéncia na concen-
tracdo de gordura no leite (Thaller et al.,
2003; Kuhneral.,2004; Winteret al.,2004).
Sousa et al., 2008 encontrou essa mesma
sequéncia de 18 nucleotideos em caprinos.

O objetivo do presente estudo foi levan-
tar as frequéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos em VNTR naregido promotora
do gene DGATI em uma populacdo de bo-
vinos leiteiros fechada.

MATERIAL EMETODOS

Foram avaliados os gendtipos de 72
vacas de producao leiteira de um rebanho
fechado. A populagdo avaliada era composta
por animais Holandés puros por origen
(44,44%), Holandés puro por cruzamento
(30,56%), animais sem registro de pedigree
mistos Holandés/Pardo Suico (1,39%), Jer-
sey (1,39%) e Gir (2,78%).

O material genético foi extraido de
amostras de sangue coletadas da veia cau-
dal dos animais, armazenadas em tubo
contendo EDTA (0,5M), e mantidas sob
refrigeracao (-20°C) até o momento da
extracdo de DNA. A extracdo de DNA foi
feita utilizando CTAB de acordo com o
protcolo de Boyce ef al. (1989).

Cadareacdo de PCR possuiaum volume

final de 10 puL, contendo as concentragdes
de1,5mMde MgCl,,0,2mM de dNTP, 5 uL
de cada primer (10 pmol), 0,2U de Tag DNA
polimerase porreacdoe o DNA gendmico.
Foram utilizados os primers descritos por
Kuhnetal. (2004),(DGAT1F:5-TCAGGAT
CCAGAGGTACCAG-3"eR:5'-GGGGTC
CAAGGTTGATACAG-3"). Oprogramade
amplificacdo do material gendmico com
desnaturagdo a 94°C por 5 min, 35 ciclos por
60 s a 94°C, um ciclo com 20 s para o
anelamento do primer a 60°C, eum ciclo com
12 sde extensdo a 72°C. Ao fim desta etapa,
foirealizada uma extensao final a 72°C por
dois min.

As amostras foram visualizadas em gel
depoliacrilamida 12% e corados com nitrato
de prata em concentracao de 12% e hidroxi-
do de sédio a 18%.

A genotipagem do polimorfismo de
VNTR no promotor do gene DGATI foi
conduzidade acordo com Kuhnetal. (2004),
consistindo na amplificacdo e comparacao
com uma regido entre as posi¢des 1439 a
1565 da sequéncia do gene DGATI deposi-
tadano GenBank (AJ318490). Os fragmen-
tos foram identificados e agrupados consi-
derando-sealelo A-110pb,aleloB-128 pb,
aleloC- 146 pb,ealeloD - 164 pb, sendo que
o alelo A apresenta 3 motivos repetidos, o
aleloB, 4 ,0aleloC, 5eoaleloD, 6 motivos
repetidos. Foi realizada a determinacao da
frequéncia genotipica esperada e observa-
da, frequéncia alélica, heterozigosidade
observada e esperada, homozigosidade
observada e esperada e o equilibrio de
Hardy-Weinberg através do teste de y2, a
um nivel de significancia de 5%, utilizando
osoftware POPGENE 1.31 (Yeh, 1999).

RESULTADOS EDISCUSSAO

Para a genotipagem do polimorfismo
DGATI VNTR, a metodologia utilizada
mostrou-se adequada, com boa visualizagao
dos gendtipos.

Foram observados quatro alelos, com
frequéncias iguais a 4,0% para o alelo A,
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50% paraoaleloB,40% paraoaleloCe 6,0%
para o alelo D.

Com base na estimativa feita por meio de
comparagdes com a sequéncia da regido
amplificada depositada no GenBank
(AJ318490), estimou-se que o alelo A do
DGATI VNTR apresenta 3 motivos repeti-
dos, oalelo B, 4 motivos, o alelo C, 5 motivos
e o alelo D, 6 motivos repetidos. Os alelos
comdois (92 pb) e 7 motivos repetidos (182
pb) ndo foram encontrado neste trabalho.
De modo geral, parece que os alelos B, C e
D sdao mais frequentes. A frequénciaalélica
encontrada na populacdo de bovinos
estudada apresentou semelhan¢a com os
valores encontrados na literatura, compro-
vando a existéncia de diferentes alelos para
0 mesmo gene.

Lacorte (2006) em uma amostra de 278
animais (228 animais Bos indicus das ragas
Gir, Guzera, Nelore e Sindi, e 50 animais Bos
taurus, da raca Holandesa) encontrou
polimorfismos variando de duas a sete
repeticdes nucleotidicas no total, depen-
dendo da raga, sendo que os alelos mais
frequentes encontrados foram os alelos trés,
quatro e cinco, que correspondem aos alelos
B, C e D encontrados neste trabalho.

O alelo com sete repetigdes também foi
encontrado por Sanders et al. (2006) e Kuhn
et al. (2004) apresentado efeito significati-
vo para algumas caracteristicas de produgao
de leite, como queda nos teores de lactose
eaumento de contagem de células somatica,
quando comparado com os outros alelos
encontrados.

Lacorte (2006) estudando o mesmo
DGATI VNTR descreveu o alelo um com
dois motivos repetidos. Em seu estudo este
alelo foi descrito para as racas Nelore e
Guzera (Bos indicus), porém nao foi encon-
trado na populacdo Bos faurus por ele
estudada. Esse alelo ndo foi encontrado
neste estudo provavelmente por se tratar de
uma populacdo de Bos taurus. Em compa-
ragdo com alguns trabalhos, o numero de
alelos encontrado foi menor, talvez devido

ao sistema de acasalamento utilizado na
populacdo estudada, onde apenas espora-
dicamente novos reprodutores eram intro-
duzidos. Esse tipo de populagao cuja base
genética ¢ estreita poderia justificar a
ocorréncia de apenas 4 alelos, além de poder
ter a taxa de endogamia aumentada e
consequentemente perda de variabilidade
genética.

Foram observados oito gendtipos dife-
rentes, sendo que as maiores frequéncias
encontradas correspondem aos genodtipos
BB, CC e CD, fato este que reflete a
predominanciados alelos B, CeD (tabelal).

O valor encontrado no teste do %2 foi
87,24 (p<0,05) indicando que as freqiiéncias
observadas diferem significativamente das
esperadas, e que 0 loco DGATI ndo estd em
equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra
estudada, provavelmente devido a estrutura
genética da populagdo, por se tratar de um
rebanho com manejo de reposi¢cdo dos
animais oriundo do préprio plantel, sendo
esporadicamente introduzido um reprodutor
de for do rebanho. Nestas condi¢des € na-
tural que o equilibrio ndo seja verificado,
uma vez que o equilibrio ¢ mantido, quando
a populacdo ¢ grande e os acasalamentos
ocorrem ao acaso.

Tabela 1. Frequéncia genotipica esperada
(FGE) e observada (FGO) do gene DGATI1
na populagdo de bovinos leiteiros. (Expected
and observed genotype frequencies the DGAT1
gene in dairy cattle population).

Genétipos Observagdes FGE FGO (%)
(A, A) 2 0,11 2,8
(B, A) 2 3,02 2,8
(B, B) 32 17,87 44,4
(C, A) 0 2,39 0,0
(C, B) 5 28,70 6,9
(C,C) 23 11,16 31,9
(D, A) 0 0,38 0,0
(D, B) 1 4,53 1,4
(D, C) 6 3,59 8,3
(D, D) 1 0,25 1,4
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