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Resumo: A acilCoA-diacilglicerol-aciltransferase 1 (DGAT1) € uma enzima chave na via metabdlica de
producdo de gordura. Variantes desta enzima tém sido correlacionadas a pardmetros da produg@o leiteira.
Recentemente, uma repeti¢do em tandem de niimero variavel (variable number of tandem repeat, VNTR)
foi identificada no promotor do gene DGAT]1 bovino. Foi descrito que, em animais da raca Holstein,
diferentes alelos nesta VNTR se correlacionariam com diferencas na producdo leiteira e no percentual de
gordura do leite. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito deste
polimorfismo na raga Guzerd. Neste trabalho, foram genotipados para a VNTR no promotor do gene
DGAT1 animais pertencentes ao nicleo MOET do Guzerd de selecdo para leite. Foram identificados 6
alelos, sendo os mais freqiiéntes o 3 e o 4. Na andlise de variancia utilizou-se dados de familias de irmaos
completos e meio-irmdos dos reprodutores do nicleo MOET, sob modelo de substituicio génica.
Identificamos associagdes altamente significativas (Ps<0,0003) do polimorfismo da VNTR em DGATI1
com os valores genéticos (Vg’s) para producdo de leite, gordura e proteina, com efeitos varidveis para os
genétipos. Nosso proximo passo serd aplicar testes post hoc para melhor caracterizar os efeitos dos
alelos.

Palavras—chave: DGAT1, Guzerd, melhoramento assistido por marcadores, melhoramento genético,
VNTR, Zebu

Effect of genetic polymorphisms in the promoter region of the gene DGAT1 on characteristics of
milk production in Guzerat breed

Abstract AcilCoA-diacylglycerol-aciltransferase 1 (DGAT1) is a key enzyme in the metabolic pathway
for the production of fat. Variants of this enzyme have been correlated to parameters of milk production.
Recently, a variable number of tandem repeat, (VNTR) has been identified in the promoter of the gene
DGATI. It was described that in animals of the Holstein breed, different alleles in this VNTR would be
correlated with differences in milk production and in the percentage of milk fat. This study was designed
to evaluate the effect of this polymorphism in the Guzerat breed. In this work, animals belonging to the
core of MOET Guzera for milk selection were genotyped for the VNTR in the promoter of the gene
DGAT!I. Six alleles were identified, being alleles 3 and 4 the most frequent. Data on families of complete
brothers and half-brothers were used in the analysis of variance under gene replacement model.
Associations identified were highly significant (Ps <0.0003) for the genotypes on the DGAT1 VNTR
polymorphism with breeding values for milk, fat and protein. Our next step will to apply post hoc tests to
better characterize the effects of alleles.
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Introducao
O gene DGATI codifica a acilCoA-diacilglicerol-aciltransferase 1, que é uma enzima chave para a
biossintese de triglicerideos, essencial a via metabdlica de producdo de gordura. Recentes estudos t€m
demonstrado que polimorfismos do gene DGAT1 estdo relacionados a varia¢do no teor de gordura do
leite. O polimorfismo estudado neste trabalho é uma repeticdo em tandem de nimero varidvel (variable
number of tandem repeat, VNTR) que mapeia a 5’ do gene. O mondmero desta VNTR € o elemento
18mer AGGCCCCGCCCTCCCCGG, que possui o motivo CCCGCC, sitio de ligagdo para o fator de
transcricdo Spl. Em eucariotos, esta seqiiéncia pode atuar como acentuador (enhancer) da transcrigao.
Em funcdo disto, foi proposto que diferentes alelos na DGAT1 VNTR possam influenciar



diferentemente a expressdo génica (Fiirbass et al., 2005). Foram descritos na literatura 5 alelos da
VNTR, que se diferenciam pelo niimero de repeti¢des do 18mer, sendo cada alelo nomeado em ordem
crescente pelo nimero de repeti¢des que contém (de 3 a 7 repeti¢cdes). Foi descrito que o alelo 5 em
DGAT1 VNTR estaria associado a maior conteido de gordura no leite, com um efeito semelhante ao
alelo 232K, do mesmo locus (Kiihn et al., 2004).

A raga Guzerd (Bos indicus) apresenta caracteristicas de grande interesse econdmico, como a sua
rusticidade, que o tornou um animal bem adaptado a diversos ecossistemas no Brasil, e sua dupla aptidao
(leite e corte). A ragca tem sido alvo de melhoramento genético, através do ‘“Programa Nacional de
Melhoramento do Guzerd para Leite”, integrante do projeto “Otimizacdo do Ganho Genético em
Rebanhos Zebus Leiteiros”, da EMBRAPA Gado de Leite, de Juiz de Fora. Havendo poucos os estudos
de associagdo dos polimorfismos genéticos que influenciam a produgao leiteira das ragas de Bos indicus,
¢é objetivo deste trabalho o estudo da variagdo e do efeito do polimorfismo genético da DGAT1 VNTR
sobre as caracteristicas de producdo de leite na raca Guzera.

Material e Métodos

Foram utilizados 169 animais para determinar as freqiiéncias alélicas e genotipicas e um subconjunto de
106 para os estudos de correlacdo, todos animais da raca Guzerd, participantes do Nicleo de Ovulacdo
Multipla e Transferéncia de Embrides (MOET). O DNA genomico foi obtido do Banco de DNA da
EMBRAPA - Gado de leite, extraido pelo método proteinase K-fenol:cloroférmio, a partir de amostras
de sangue e sémen. As genotipagens para os polimorfismos da DGAT1 VNTR foram feitas através de
PCR (Kiihn et al., 2004). A separacdo dos alelos do polimorfismo foi feita por eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% corado por prata. As freqiiéncias genotipicas e alélicas foram calculadas e submetidas
a andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg, usando-se o programa GenePOP. A produgdo de familias
contendo meios-irmaos e irmaos completos, nas quais se baseia a constru¢do do nicleo MOET, permitiu
a realizag@o do estudo de segregacdo e associag@o dentro de familias (Peixoto et al., 2007). Nos estudos
de associacdo foi realizada andlise de varidncia para dados desbalanceados, utilizando o procedimento
GLM disponivel no pacote computacional SAS®. Foi usado um modelo de substituicdo génica (Israel e
Weller, 2002). Nas andlises de varidncia, foi utilizado o seguinte modelo geral:

y=Zu +e

z

Em que y é o vetor de observacdes individuais das vardveis; Z é a matriz de incidéncia dos efeitos
aleatdrios de reprodutor, incluindo o efeito do marcador dentro de reprodutor, u € o vetor dos efeitos
fixos e e o residuo.

Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta os valores de freqiiéncias alélicas observadas em 169 animais. Os alelos mais
freqiientes foram o 3 (34,7%) e o 4 (36%). A Tabela 2 apresenta os valores de freqii€ncias genotipicas.
Os genoétipos mais freqiientes foram o 7 (2,3), com freqiiéncia de 12,07% , 8 (2,4) com 18,53% , 10 (3,3)
com 11,64% , 11(3,4) com 29,31%, e o 14(4,4) com 9,05%.0 marcador DGAT1 VNTR estdi em
Equilibrio de Hardy-Weinberg (P=0,053). A grande quantidade de heterozigotos nessa populacdo pode
ser resultado da selecdo assistida na qual evita-se cruzamentos co-sanguineos visando beneficio do
rebanho

Tabela 1 - Freqiiéncias alélicas para os polimorfismos da VNTR nos animais MOET Guzera

Freqiiéncias Alélicas

Alelos 0 1 2 3 4 5

0.006 0.039 0.222 0.347 0.360 0.026

Freqiiéncias

Tabela 2 - Freqiiéncias genotipicas para os polimorfismos da VNTR nos animais MOET Guzera

Freqiiéncias Genotipicas

Genoétipos 1(1,2) 2(1,3) 314 (415 [502) (6122 723 |824
Freqiiéncias% | 1,29 1,72 4,31 0,43 0,43 5,6 12,07 18,53
Genoétipos 9 3,0) 1033 | 1134 | 123,5) | 13(4,0) | 14(44) | 15(4,5) | 16(5,2)
Freqiiéncias% | 0,43 11,64 29,31 2,59 0,43 9,05 1,29 0,88

Nota: Ao lado de cada gendtipo encontram-se entre parénteses os alelos que o compde.



Os resultados das correlagdes estdo explicitadas na Tabela 3 abaixo.Resultados altamente significativos
da presenca dos alelos foram observados.
Tabela 3 Resumo da andlise de varifncia valores genéticos de produgdo de leite durante 305 dias de
lactagdo, quantidade de gordura e proteina no leite para estudo da associacdo com o polimorfismo da
VNTR-DGAT.

Valor genético para producio de leite (kg)

Fonte de Variacdo GL Quadrados Minimos PR>F
Reprodutor 21 205074,564 <0,0001
Genotipo da VNTR dentro de reprodutor 36 33337,856 <0,0003*
Residuo 48 11310,673

Valor genético para producio de gordura (kg)
Fonte de Variacdo GL Quadrados Minimos PR>F
Reprodutores das familias 21 449,592 <0,0001
Genotipo da VNTR dentro de reprodutor 36 69,35 =0,0001*
Residuo 48 22,08

Valor genético para producao de proteina (kg)
Fonte de Variacdo GL Quadrados Minimos PR>F
Reprodutores das familias 21 19,57 <0,0001
Genodtipo da VNTR dentro de reprodutor 36 3,08 =0,0001*
Residuo 48 10,84

Os gendtipos com efeito mais significativos sobre caracteristicas do leite e producdo tanto de forma
positiva (gendtipo 16) quanto negativa (gendtipo 15), (maiores e menores Vg’s ) apresentaram o alelo 5.
Porém, tiveram a avaliacdo de seus efeitos prejudicadas, em funcdo da baixa freqii€ncia destes genétipos.
O genétipo 14 apresentou uma freqiiéncia genotipica de 8,62% e Vg’s baixos em relacdo a outros
gendtipos freqiientes sendo seu Vgl=163,6kg, Vgg=7,4kg e Vgp=5,9kg. Desta forma, seria interessante
confirmar este achado em uma amostra maior. Dentre os gendtipos com maiores freqii€éncias observadas,
o que apresentou maiores Vg's foi o 11 com freqiiéncia de 20,69% e Vgl=395,3kg, Vgg=17,1kg e
Vgp=12,1kg. Nao fizemos estudos de associacdo da DGAT1 VNTR com o lécus polimorfico 232 do
DGAT, pois em rebanhos zebuinos a presenca do alelo 232 A é extremamente baixa (Lacorte et al,
2006). Portanto nosso estudo evidencia os efeitos da DGAT1 VNTR na presenca do alelo 232 K, o que
de certa forma nos mostra efeitos independentes dos alelos do polimorfismo da regido promotora.

Conclusoes
Foi possivel observar um efeito altamente significativo do reprodutor e do genétipo do reprodutor quanto
a VNTR a 5' do gene DGATI1 sobre o valor genético em producdo de leite, gordura e proteina no leite.
Nosso préximo passo serd aplicar testes post hoc para melhor caracterizar os efeitos dos alelos.
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