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Resumo: O gene DGAT1 possui papel essencial no metabolismo celular, pois codifica a enzima
diacilglicerol aciltransferase que catalisa a etapa final da sintese de triglicérides. Vérios trabalhos tém
demonstrado que polimorfismos neste gene estdo fortemente associados a porcentagem de gordura no leite.
Tais estudos identificaram dois alelos (A e K) com efeito maior para essa caracteristica. O alelo A, fixado
na maioria das racas europeias, esta associado ao aumento da producéo de leite e de proteina e o alelo K,
com alta frequéncia em racas zebuinas, esta associado a diminuicdo da producédo de proteina e ao aumento
na producdo de gordura no leite. Neste trabalho, foram genotipados 93 touros e 386 vacas da raca
Girolando participantes do programa de melhoramento dessa raca. O DNA dos animais foi extraido e
amplificado pela técnica de PCR e o produto foi digerido com a enzima de restricdo Eae I. As frequéncias
dos gendtipos AA, AK e KK na populacdo foram de 3,75%, 34,65% e 61,58%, respectivamente. As
frequéncias dos alelos A e K nessa populacdo foram iguais a 21,09% e 78,91%, respectivamente, e estdo
em Equilibrio de Hardy-Weinberg (P = 0,7668). Esse resultado sugere que ndo esta sendo praticada a
selecdo para nenhum dos alelos do gene DGAT1.

Palavras-chave: caracteristicas de producdo, marcador molecular, SNP

Genotypic and allelic frequencies of the DGAT1 Gene in Cattle Breed Girolando

Abstract: DGAT1 has an essential role in cellular metabolism, this gene encoding diacylglycerol
acyltransferase that catalyzes the final step in triglycerides synthesis. Several studies have shown that
polymorphisms in this gene are strongly associated with milk fat content. Studies have identified two
alleles with greater effect for the trait, the allele A, which is fixed in European breeds, and it is associated
with increasing level in protein and milk yields and decreasing in fat yield. K allele has high frequency in
Zebu breeds, and it is associated with decreasing in protein and milk yields, and increasing in fat yield.
This study was performed using data from Girolando breeding program, including genotypic information
from 93 bulls and 386 cows. DNA was extracted and amplified by PCR, and the product was digested
with restriction enzyme Eae I. The frequency of genotypes AA, AK and KK in the population were
3.75%; 34.65%; and 61.58%, respectively. The frequencies of the A and K alleles in this population were
21.09% and 78.91%, respectively, in accordance with the probability test of Hardy-Weinberg equilibrium
(P = 0.7668), suggesting there is no selection for the alleles A and K of the DGAT1 gene in this
population.
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Introducéo
O gene DGAT1 possui papel essencial no metabolismo celular, codificando a enzima microssomal
AcilCoa- diacilglicerol aciltransferase, a qual regula a taxa de triglicérides nos adipécitos, sendo também
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associada a homeostase energética. Por meio do mapeamento hibrido radioativo, mapeou-se 0 gene
DGATL1 préximo ao microssatélite CSSM66 no cromossomo 14 de bovinos (BTA 14), onde foram
localizados polimorfismos fortemente associados com caracteristicas de producdo (Grisart et al. 2001,
Winter et al. 2002). O polimorfismo com maior efeito na caracteristica é a substituigdo de uma lisina por
uma alanina (K232A), resultando na substitui¢do de dois nucleotideos (AA/GC), ocorrida no inicio do
éxon VIII do gene DGATL. Grisart et al. (2004) demonstraram que esse polimorfismo estava envolvido
na deposicdo de gordura e que o alelo K estava associado a composicdo e ao alto teor de gordura do leite.
Grisart et al. (2004) observaram também que aumento na producdo de proteinas e a diminuicdo de
gordura estavam relacionados ao alelo A. Esse polimorfismo apresenta elevado efeito sobre a producédo
do leite, entretanto, outros polimorfismos associados a essas caracteristicas também tém sido descritos,
mas com efeito menor (Grisart et al. 2004, Schennink et al. 2007). Considerando que DGAT1 foi o
primeiro gene candidato, em bovinos, com efeito comprovado para caracteristicas de producdo em racas
leiteiras, objetivou-se, no presente trabalho, genotipar touros e vacas da raca Girolando, participantes do
programa de melhoramento da raga, para o polimorfismo K232A de DGATL, bem como estimar suas
frequéncias alélicas e genotipicas e verificar se este gene encontra-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW).

Material e Métodos

Amostras de sangue e sémen, respectivamente, foram obtidas de 386 vacas e 93 touros Girolando
participantes do Programa de Melhoramento da Raca Girolando conduzido pela Embrapa Gado de Leite
e pela Associacdo Brasileira dos Criadores de Girolando (Girolando). O DNA foi extraido utilizando-se o
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) conforme recomendacdes do fabricante. A
quantificacdo e a avaliacdo da qualidade das amostras foram obtidas por meio de espectrofotometria
(Nanodrop®1000 Technologies, Wilmington, DE, EUA). Os genétipos foram determinados pela técnica
de PCR-RFLP. Para a amplificacdo da regido de interesse do gene DGAT1 foram utilizados primers ja
descritos por Kaupe et al. (2004) e as condicBes da reacdo da PCR foram otimizadas para as condic6es
do laboratério. A digestdo dos produtos da PCR foi realizada com a enzima de restricdo Eae | e 0 padrdo
de bandas observado em gel de agarose a 1,5% corado com Brometo de Etideo. A digestdo com essa
enzima permitiu a distin¢cdo do polimorfismo K232A, localizado no éxon VIII do gene DGAT1. O alelo
K é detectado por um fragmento de 411 pb, correspondendo ao produto ndo digerido da reacdo de PCR,
enquanto o alelo A ¢ distinguido pela presenca de dois fragmentos de 208 e 203 pb produzidos pela
restricdo do amplicon. Os individuos heterozigotos séo identificados pela presenga de fragmento com trés
tamanhos 411, 208 e 203 pb. As frequéncias alélicas e genotipicas, bem como o teste de probabilidade de
EHW foram obtidas por meio do uso do programa GENEPOP web version 4.0.10. A probabilidade de
EHW associado as frequéncias genotipicas observadas foi testada pelo teste 42 ao nivel de significancia
de 1%.

Resultados e Discusséo

As frequéncias genotipicas, alélicas e o teste de EHW para os alelos A e K do gene DGAT1 sdo
apresentados na Tabela 1. As frequéncias genotipicas observadas sdo semelhantes as esperadas, estando
em Equilibrio. Conforme dados da Tabela 1, os alelos A (0, 2109) e K (0, 7891) ndo estdo igualmente
distribuidos, apresentando maior frequéncia para o alelo K, como também descrito por Kaupe et al.
(2004) para racas zebuinas. Fisher et al. (2004) sugerem que a conservagdo evolutiva do aminoacido
lisina na posi¢do 232 esteja diretamente ligada a importancia dessa enzima na via metabolica de acidos
graxos.

Tabela 1- Frequéncias genotipicas, alélicas e probabilidades de Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Gentipo NUmero de Animais Frequéncia Equilibrio de
Observado Esperado Genotipica Alélica Hardy-Weinberg
KK 295 298,2 0,6158 (K) 0,7891
AK 166 159,5 0,3465 0,7668
AA 18 21,2 0,0375 (A) 0,2109
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Conclusdes

Por meio dos resultados das genotipagens para o alelo A e K do gene DGAT1 foi possivel verificar
que a populacdo analisada de animais da raca Girolando, participantes do Programa de Melhoramento, esta
em EHW, ndo havendo selecdo nesta populacdo para nenhum dos alelos do gene estudado.
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