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“Plante seu jardim e decore sua alma, ao invés de esperar que alguém lhe
traga flores. E vocé aprende que realmente pode suportar, que realmente é
forte, e que pode ir muito mais longe depois de pensar que ndo se pode
mais. E que realmente a vida tem valor e que vocé tem valor diante da

vida!”

William Shakespeare
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RESUMO

O gene DGATL1 é um gene candidato envolvido com o contetido de gordura no leite
e em razdo de sua funcdo fisioldgica, esse gene é de grande interesse para o
melhoramento dos rebanhos leiteiros. Este gene apresenta uma regido com VNTR com
poucas informagfes, mas sugere que o polimorfismo nesta regido possa estar
relacionado a variacdo na producdo. Neste estudo foram analisadas amostras de DNA de
72 bovinos leiteiros através de amostras de sangue retiradas da veia caudal dos animais.
A frequéncia genotipica e génica para o polimorfismo VNTR do gene DGAT1, foram
obtidas diretamente ap6s amplificacdo por PCR. Foram encontrados quatro alelos,
presentes em homozigose e heterozigose, cujas frequéncias foram: alelo 1 (com trés
repeticbes) de 4%, alelo 2 (com quatro repeticdes) de 50%, alelo 3 (com cinco
repeticdes) de 40% e alelo 4 (com seis repeti¢Oes) de 6%. Foi verificado o equilibrio de
Hardy-Weinberg através do teste de Qui-quadrado concluindo que a populagdo ndo se
encontrava em equilibrio.

A maior parte dos estudos sobre DGATL1 é feita em bovinos por causa de sua
maior representatividade na producgdo leiteira. Entretanto, caprinos e ovinos também
apresentam uma producdo de leite consideravel no mercado. Utilizando-se de primers
previamente desenhados para a espécie bovina, foram comparados os fragmentos
amplificados da regido promotora do gene DGAT1 em bovinos, caprinos e ovinos. A
extracdo do DNA genémico foi feita a partir de amostras de sangue. Os primers
desenhados se mostraram pouco eficientes, apesar de amplificar na regido esperada com
fragmentos entre 700 e 800 pares de base nas trés espécies, uma pequena porcentagem
dos individuos amostrados apresentou qualquer resultado, que provavelmente ocorreu

pela alta varia¢do nucleotidica na regido de anelamento dos primers. Foi encontrado um



polimorfismo de VNTR na regido promotora do gene DGATL nas racas Alpina e

Saanen.



ABSTRACT

The DGATL1 gene is a candidate gene involved in fat content in milk and due to its
physiological function, this gene is of great interest for dairy cattle improvement. This
gene presents a VNTR region with little information, but it suggests that the
polymorphism in this region may be related to variations in production. This study
analyzed DNA samples from 72 dairy cattle using blood samples taken from tail vein of
animals. The genotype and gene frequency of VNTR polymorphism in the DGAT1 gene
was obtained directly after PCR amplification. It was found four alleles present in
homozygous and heterozygous, whose frequencies were: allele 1 (with three repetitions)
of 4%, allele 2 (with four repetitions) of 50%, allele 3 (with five repetitions) of 40% and
allele 4 (with six repetitions) of 6%. It was verified the Hardy-Weinberg equilibrium by
Chi-square test concluding that the population was not in balance.

Most studies on DGAT1 are made in cattle due to its higher representation in milk
production. However, goats and sheep also have a production of milk in the market.
Using the primers designed previously for the bovine species, the amplified fragments
of the promoter region of DGAT1 gene were compared in cattle, goats and sheep. The
extraction of genomic DNA was made from blood samples. The primers designed were
not efficient, because although the region expected amplified with fragments between
700 and 800 base pairs in the three species, a small percentage of the individuals had
any result, which probably occurred due to the high nucleotide variation in the region of
annealing primers. There were found a VNTR polymorphism in the promoter region of

the DGATL1 gene in Alpine and Saanen breeds.



|. INTRODUCAO GERAL

1.1. O leite e seus componentes

O leite é um alimento completo para mamiferos neonatos, sua composi¢cdo varia
entre as diversas espécies e mesmo dentro da mesma espécie, dependendo do estadio de
lactacdo, alimentacdo recebida e estagdo do ano em que o animal se encontra.

Estudos voltados a essa tematica sdo de suma importancia considerando-se a
relevancia do leite na alimentacdo humana. O leite é um complexo fluido bioldgico que
contém um balanco de nutrientes (proteinas, gordura, lactose e minerais), que tém
funcdo preliminar de assegurar o crescimento e o desenvolvimento do mamifero recém-
nascido.

Na maioria das espécies, a lactose é o componente mais estavel do leite, que por
sua vez, é pouco influenciado por fatores ambientais. Entretanto, os demais
componentes sofrem interferéncia de fatores genéticos, ambientais, bioldgicos, periodo
de lactacdo, raca, idade e nivel nutricional que influéncia na qualidade, composicédo

quimica e nas propriedades do leite.
1.2. Componentes lipidicos
A gordura é o principal componente energético do leite, composta de acidos graxos

de variados comprimentos de cadeia e grau de satura¢do. E o componente do leite que

possui a maior taxa de variacdo, podendo oscilar entre 2 e 3 pontos percentuais (Peres,



2001). Essa cadeia de acidos graxos para a sintese da gordura que € exportada para o
leite pode ser adquirida de duas fontes: da digestdo dos alimentos e da sintese que
ocorre em alguns 6rgdos como o figado (Develin, 2000 in Mioranza, 2006 e Shennan e
Peaker, 2000).

A sintese dos lipideos do leite ocorre no reticulo endoplasmatico liso das células da
glandula mamaria (Lehner et al., 1996). Nos mamiferos além da via do glicerol-3
fosfato para formacéo do triacilglicerol existe também a do monoacilglicerol que utiliza
o diacilglicerol incorporado pela alimentacdo, sendo este resultado da acdo das lipases
no limen do intestino (Winter et al., 2003 in Mioranza, 2006).

Em cabras, os globulos de gordura liberados pelas células epiteliais da glandula
mamaria sdo de menor tamanho comparados aos da vaca, e isso ocorre pela maior
quantidade de triglicerideos de cadeia meédia, favorecendo sua absor¢do e agdo das
lipases (Alférez et al., 2001).

O triacilglicerol compGe a maior parte de todo o contetdo de gordura, obtendo em
torno de 95% da fracdo total dos lipidios (Grisart et al., 2004). Fazendo uma
comparagdo com as fracbes dos conteldos de gordura de caprino com bovinos é

possivel observar uma similaridade entre as concentragdes destas duas espécies.

1.3. Marcadores moleculares

O uso de selecdo fenotipica em longo prazo pode alterar a frequéncia génica,
afetando um ou mais caracteres, resultando, além da resposta direta no caractere
selecionado, também em respostas correlacionadas em muitos outros caracteres. Em
virtude do desenvolvimento da biologia molecular, tornou-se possivel o estudo mais
detalhado de genes envolvidos com caracteristicas quantitativas. A selecdo assistida por
marcadores moleculares, principalmente para caracteristicas de baixa herdabilidade e de
dificil mensuracéo, possibilitou avancos para os programas de melhoramento genético.

Os marcadores genéticos podem ser derivados de qualquer tipo de dado molecular
que forneca um polimorfismo detectavel entre os organismos a serem comparados.
Dentro de marcadores destacam-se 0s microssatélites, que sdo caracterizados por uma
sequéncia de nucleotideos abundantes, distribuidos ao acaso por todo genoma (Menezes
et al., 2006), sendo que o polimorfismo alélico ocorre em um loco microssatélite em

razdo da mudanga no numero de repeticoes.



Esses marcadores moleculares sdo ferramentas poderosas no estudo dos genes que
participam da expressdo de caracteristicas de interesse econdmico. O uso de marcadores
diretos, que buscam polimorfismos dentro do proprio gene, € uma possibilidade atrativa
e com perspectiva de utilizagcdo em curto prazo.

Muitos genes que apresentam polimorfismos conhecidos e com aplicagdes
confirmadas ja foram descritos e alguns patenteados, sendo que muitos genes
polimorficos apresentam interesse econémico, dentre eles, o gene DGAT1 que codifica

a enzima Diacilglicerol Aciltransferase 1 (Cases et al., 1998).

1.4. Gene DGAT1

O DGATL1 bovino tem aproximadamente 8,6 Kb e compreende 17 éxons, medindo
em media 121,8 pares de base e a conformacdo dos introns € estritamente conservada
entre humanos e bovinos (Grisart et al., 2004). O gene codifica uma enzima formada
por 489 aminoacidos, envolvida na biossintese de triglicerideos, que se expressa em
muitos tecidos, com o0s mais altos niveis de expressdo no intestino, testiculo, tecido
adiposo, glandulas mamarias e tecido epitelial (Cases et al., 1998).

O gene DGAT1 é um gene candidato envolvido com o contetdo de gordura no leite.
Em razdo de sua funcao fisioldgica (aumentar a velocidade da sintese de triacilglicerol),
0 DGAT1 é de grande interesse para os criadores de rebanho leiteiro e também para
criadores de rebanho de corte, uma vez que as vias de formacdo da gordura
intramuscular (marmoreio) sédo semelhantes (Thaller et al., 2003(a)).

O DGAT1 tornou-se um gene candidato funcional e posicional para o contetido de
gordura no leite, baseado, respectivamente, no fendtipo de auséncia de lactacdo
observada em camundongos deficientes do gene e em virtude da sua posi¢ao proxima a
um QTL identificado no cromossomo 14 de bovinos (Riquet et al., 1999). Na ultima
década grandes esforcos tém sido empregados para a construcdo dos mapas fisico e
genéticos do genoma bovino que atualmente contam com mais de 4.000 marcadores, em
sua maioria, marcadores microssatélites, SNPs (single nucleotide polymorphism) e
também ESTs (expressed sequence tags) (Ihara et al., 2004).

Bennewitz et al. (2004) relacionaram variagcdes no gene DGAT1 com a producgéo
quantitativa de leite em bovinos. O DGAT1 codifica a enzima diacilglicerol

aciltransferase 1 que catalisa a reacdo final da sintese de triacilglicerideos nos adipdcitos



(Cases et al., 1998 e Kuhn et al., 2004), que sdo os principais componentes da gordura
de deposito, inclusive no leite. Sua atividade enzimatica € controlada tanto na
transcricdo como na pos-transcricdo da proteina (Furbass et al., 2006 e Kuhn et al.,
2004). O gene DGAT1 ainda participa da regulacdo plasmatica de gordura, concentracao
de triglicerideos no sangue, absor¢édo intestinal de compostos gordurosos e estocagem
de gordura no tecido adiposo (Cases et al., 1998).

Muitos estudos descrevem um QTL (Quantitative Trait Loci) com grande impacto
na producdo de leite que esta localizado na regido centromérica do cromossomo 14 do
bovino (Bennewitz et al., 2004, Kuhn et al., 2004 e Spelman et al., 2002).

Um QTL é uma regido génica que contribui para a variabilidade das caracteristicas
complexas que sao influenciadas por varios genes e também pelo ambiente (Koning et
al., 2006 in Lacorte et al., 2006).

A regido do QTL pode ser formada por alguns genes, chamados de genes
candidatos, que podem ser posicionais ou funcionais. Os genes candidatos posicionais
podem estar em regides codificantes ou ndo-codificantes e cada nucleotideo variante se
torna um candidato. Os genes candidatos funcionais tém sua fungdo metabolica
envolvida na fisiologia e desenvolvimento de alguma caracteristica (Glazier et al.,
2002). Os alelos de um QTL podem ser transmitidos, aumentando a intensidade da
selecdo e diminuindo o intervalo de geracdes.

O sequenciamento do gene DGAT1 em bovinos revelou a presenca de 19
polimorfismos dos quais, apenas um ndo € conservativo, sendo todos os demais

localizados em introns ou regides nao traduzidas do gene (Winter et al., 2004).

1.5. VNTR

Winter et al. (2002) encontrou dois polimorfismos na regido promotora do gene
(inicio da transcricdo) sendo um deles um numero varidvel de repeticbes em tanden
(VNTR) na posicao 1465.

Em analises feitas com alguns rebanhos bovinos, foi encontrada uma sequéncia de
18 nucleotideos (AGGCCCCGCCCTCCCCGG), correspondendo a um elemento de um
namero varidvel de repeticdes em sequéncia localizado na regido promotora do gene,

ocasionando alteragdo de grande influéncia na concentragdo de gordura no leite (Thaller



et al. 2003, Kuhn et al. 2004 e Winter et al., 2004) e Sousa et al., (2008) encontrou essa
mesma sequéncia de 18 nucleotideos em caprinos.

Na Figura 1, estd representada a sequéncia nucleotidica do gene DGAT1 em
bovinos, iniciando com o nucleotideo de nimero 1141 até o 1860. As marcagdes
mostram os primers (direto e reverse) em verde e as sequéncias repetitivas delimitadas

em dois graus de cinza.

1141 ggatgggtgg tgtggtgcag gctgctgacc actgtgtcca  gggtcttctc  tcacgggecc

1201 aaggcgcectc caacctggag tcagcccaag gctctttcta  aatccccaaa cccttccage
1261 ccttcattcc  gccagcectge agattcctcg  tcccaagaca gatgttgctt  ccaccagggg
1321 gagattcctc  attgagcttt  ctttcaacaa ctcctcacgc acatttgtcc ccaaaagacc

1381 ccacctatct  tgacgttttc  cctcgtgect  cttcgetgtg  accctggcag cacctcaate
1441 aggatccaga ggtaccaggg ctgtaggccc cgcecctecee gg

1501 aggccccgee  ctecccggag geeeegecet ceececggagge ceegeectce ccggaggece
1561 cgccetgtat  caaccttgga ccccgtcttc  ctcaaacagg ccccgcecccg cettggtaca
1621 gaggcccttc  ctgattggtg ccttcacagt  ccgtgecttc  tcattggctt  gaggcecctga
1681 tctctcaact  ccagcggtgg aacccttggt  tcectcacgt  cccgggtcag atcggttcte
1741 tttgatgacc  ctcggcccac cctggtgtcc  tcactccagc  tgtttcatgt  tagccgaagg
1801 caaaggagcc tggacgcgga cacagggagc cgcccccaac  acgtaccttc  actcgtcagt

FIGURA 1: Representacdo do fragmento de VNTR do gene DGAT1 de Bos taurus,
ndmero de acesso ao GenBank AJ318490.

O gene sequenciado por Winter et al. (2004), sob o registro AJ318490 no banco de
dados genéticos, possui, na regido promotora do gene em questdo, um VNTR com cinco
sequéncias repetitivas, o que corresponde a um fragmento com 146 pares de bases.
Estudos dos efeitos do polimorfismo nesta regido, juntamente com a mutacdo K232A
mostram um padréo dominante-recessivo (Kuhn et al., 2007).

O polimorfismo encontrado no VNTR apresenta efeitos sobre a producdo de leite,
conteddo proteico, conteudo energético e escore de células somaticas. Por ser uma
regido rica em CCCGCC, torna-se um local de alto potencial de ligagcdo do fator de
transcrigdo Spl (Kuhn et al., 2004, Furbass et al., 2006 e Sanders et al., 2006), que pode
estar envolvido na regulacdo da expressdo do gene. O motivo repetitivo € comum em
promotores de genes indutiveis e a expressdo do DGAT1 no epitélio mamario requer
uma inducdo que € dependente do estadio de lactacdo (Furbass et al., 2006).

O anelamento dos primers nessa regido € uma tarefa dificil, porque podem ocorrer
bases variantes na sequéncia de nucleotideos comprometendo a amplificacdo dos
fragmentos sem alterar a proteina formada (Lacorte et al., 2006).

Furbass et al. (2006), encontraram cinco alelos, variando de trés a sete repeticfes

nucleotidicas. Kuhn et al. (2004 e 2007) também mencionaram cinco alelos em seus




trabalhos mas ndo forneceram o numero de repeticbes dos fragmentos encontrados.
Gautier et al. (2007) identificaram sete alelos com repeticdes de duas a oito sequéncias
nucleotidicas, entretanto no gado holandés, que também foi utilizado neste trabalho,
encontraram apenas cinco alelos com trés a sete repeticbes. Lacorte et al. (2006)
encontraram seis alelos entre racas zebuinas e taurinas, sendo o alelo 1 com apenas duas
repeticbes. Autores como Kuhn et al. (2007), Furbass et al. (2006), Lacorte et al. (2006)
e Sanders et al. (2006) encontraram correlacdo entre a variacao dos alelos do VNTR e as
caracteristicas de produgéo.

O alelo com sete repeticdes € mencionado em trabalhos como de Furbass et al.
(2006) e Kuhn et al. (2004 e 2007) como um polimorfismo de efeito adicional no
conteddo de gordura do leite. Isso ocorre por causa do aumento das sequéncias
repetitivas que aumenta a regido disponivel para a ligacdo do fator de transcri¢do, que
por sua vez estimula o gene, aumentando assim a producdo de gordura no leite.

Estudos no gene DGAT1 na mutacdo K232A e associagdes sdo numerosas na
literatura, entretanto polimorfismos na regido promotora (VNTR) ainda sdo conflitantes,

variando o nimero de repeti¢es dos fragmentos encontrados pelos autores.
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I1. OBJETIVOS GERAIS

Com este trabalho objetivou-se avaliar a frequéncia génica e genotipica do gene
DGAT1 quanto a variacdo de VNTR em uma populacdo de gado holandés e avaliar a

presenca desse polimorfismo em caprinos e ovinos.
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I11. FREQUENCIA GENICA E GENOTIPICA DO VNTR DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE DGAT1 EM BOVINOS LEITEIROS

Resumo: O gene DGATL1 é um gene candidato envolvido com o conteddo de
gordura no leite e em razdo de sua funcéo fisiologica, esse gene é de grande interesse
para os criadores de rebanhos leiteiros. Esse gene possui uma regido com VNTR com
poucas informagfes, mas sugere que o polimorfismo nesta regido possa estar
relacionado a variacdo na producdo. Neste estudo foram analisadas amostras de DNA de
72 bovinos leiteiros através de amostras de sangue retiradas da veia caudal dos animais.
A frequéncia genotipica e génica para o polimorfismo VNTR do gene DGAT1 foram
obtidas diretamente ap6s amplificacdo por PCR. Foram encontrados quatro alelos,
presentes em homozigose e heterozigose, cujas frequéncias foram: alelo 1 (com trés
repeticbes) de 4%, alelo 2 (com quatro repeticdes) de 50%, alelo 3 (com cinco
repeticdes) de 40% e alelo 4 (com seis repeti¢Oes) de 6%. Foi verificado o equilibrio de
Hardy-Weinberg através do teste de Qui-quadrado concluindo que a populagdo ndo se
encontrava em equilibrio. Encontraram-se oito gendtipos em que os mais frequentes
foram AzA; (44%) e AzAs3 (32%).

Palavras-chave: diacilglicerol aciltransferase 1, polimorfismo, sintese de gordura
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GENE AND GENOTYPE FREQUENCIES OF VNTR IN THE PROMOTER REGION
OF GENE DGATL1 IN DAIRY CATTLE

Abstract: The DGATL1 gene is a candidate gene involved in fat content in milk
and due to its physiological function, this gene is very interesting to dairy cattle
breeders. This gene presents a VNTR region with little information, but it suggests that
the polymorphism in this region may be related to variations in production. This study
analyzed DNA samples from 72 dairy cattle using blood samples taken from the tail
vein of animals. The genotype and gene frequency of VNTR polymorphism in the
DGATL1 gene was obtained directly after PCR amplification. It was found four alleles
present in homozygous and heterozygous, whose frequencies were: allele 1 (with three
repetitions) of 4%, allele 2 (with four repetitions) of 50%, allele 3 (with five repetitions)
of 40% and allele 4 (with six repetitions) of 6%. It was verified the Hardy-Weinberg
equilibrium by Chi-square test and concluding that the population was not in balance. It
was found eight genotypes where the highest frequency was for genotypes A,A; (44%)
and AsA; (32%).

Key words: Diacylglycerol acyltransferase 1, polymorphism, synthesis of fat
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Introducéo

O uso de selecdo fenotipica em longo prazo pode alterar a frequéncia génica,
afetando um ou mais caracteres, resultando, além da resposta direta no caractere
selecionado, também em respostas em muitos outros caracteres correlacionadas. Em
virtude do desenvolvimento da biologia molecular, tornou-se possivel o estudo mais
detalhado de genes envolvidos com caracteristicas quantitativas, como a producdo de
leite. Este complexo fluido biologico constitui-se em um alimento completo para
mamiferos neonatos. Sua composi¢do varia entre as espécies e dentro da mesma
espécie, dependendo do estadio de lactacdo, alimentacao, estacdo do ano e genética.

Muitos genes que apresentam polimorfismos conhecidos e com aplicacOes
confirmadas ja foram descritos e alguns patenteados, sendo que muitos genes
polimdrficos apresentam interesse econdmico, dentre eles, o gene DGAT1 que codifica
a enzima diacilglicerol aciltransferase 1, enzima que catalisa a reagdo final da sintese de
triacilglicerideos nos adipécitos (Cases et al., 1998). Sua atividade enzimatica é
controlada tanto na transcricdo como na pdés-transcricdo da proteina (Furbass et al.,
2006 e Kuhn et al., 2004).

O DGAT1 tornou-se um gene candidato funcional e posicional para o contetdo de
gordura no leite, baseado, respectivamente, no fenotipo de auséncia de lactagédo
observada em camundongos deficientes do gene e por causa de sua posicdo proxima a
um QTL identificado no cromossomo 14 de bovinos (Riquet et al., 1999). Um QTL
(Quantitative Trait Loci) é uma regido génica que contribui para a variabilidade das
caracteristicas complexas que sdo influenciadas por varios genes e também pelo
ambiente (Koning et al., 2006 in Lacorte et al., 2006). Na ultima década grandes
esforcos tém sido empregados para a constru¢cdo dos mapas fisico e genéticos do
genoma bovino que atualmente contam com mais de 4.000 marcadores, em sua maioria,
marcadores microssatélites, SNPs (single nucleotide polymorphism) e também ESTs
(expressed sequence tags) (lhara et al., 2004).

O DGAT1 bovino tem aproximadamente 8,6 Kb e compreende 17 éxons, medindo
em media 121,8 pares de base e a conformagdo dos introns é estritamente conservada
entre humanos e bovinos (Grisart et al., 2004). O gene codifica uma enzima formada
por 489 aminodcidos, envolvida na biossintese de triglicerideos, que se expressa em
muitos tecidos, com os mais altos niveis de expressdo no intestino, testiculo, tecido

adiposo, glandulas mamarias e tecido epitelial (Cases et al., 1998).
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O sequenciamento do gene DGAT1 em bovinos revelou a presenca de 19
polimorfismos dos quais, apenas um ndo € conservativo, sendo todos os demais
localizados em introns ou regifes ndo traduzidas do gene (Winter et al., 2004).
Entretanto, estudos sugerem a presenca de mais de dois alelos afetando caracteristicas
de producdo de leite no loco do DGAT1 (Kuhn et al., 2007). Winter et al. (2002)
encontraram dois polimorfismos na regido 5 do gene, sendo um deles representado por
repeticbes de numero variavel tanden (VNTR) na posicdo 1465.

Em anélise feita com rebanhos bovinos, foi encontrada uma sequéncia de 18
nucleotideos (AGGCCCCGCCCTCCCCGG), correspondendo a um elemento de um
namero variavel de repeticbes em sequéncia localizado na regido promotora do gene,
ocasionando alteracdo de grande influéncia na concentracdo de gordura no leite (Thaller
et al. 2003, Kuhn et al., 2004 e Winter et al., 2004).

O polimorfismo encontrado no VNTR apresenta efeitos sobre a producéo de leite,
conteddo proteico, conteudo energético e escore de células somaticas. Por ser uma
regido rica em CCCGCC, torna-se um local de alto potencial de ligacdo do fator de
transcricdo Spl (Kuhn et al., 2004, Furbass et al., 2006 e Sanders et al., 2006), que pode
estar envolvido na regulacdo da expressdo do gene. O motivo repetitivo é comum em
promotores de genes indutiveis e a expressdo do DGAT1 no epitélio mamario requer
uma inducdo que é dependente do estadio de lactacao (Furbass et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi determinar a frequéncia génica e genotipica de uma
populacdo de bovinos leiteiros em relacdo ao gene DGAT1 e avaliar a presenca de

polimorfismos de VNTR na regido promotora do gene.

Material e Métodos

Foram avaliados os gendtipos de 72 vacas de producdo leiteira provenientes da
Estancia das Cascatas, localizada no municipio de Tamarana, Parana. Entre os animais,
foram avaliadas as racas e o grau de sangue do rebanho, sendo 44,44% dos animais
Holandeses PO e 30,56% 31/32 Holandeses. Apenas 1,39% eram mistos
Holandés/Pardo Suigo, 1,39% Jersey e 2,78% Gir.

O material genético foi extraido de amostras de sangue retiradas da veia caudal
dos animais. Essas amostras foram armazenadas com adi¢do de EDTA e congeladas por
seis meses. Coelho et al. (2004), mostraram em estudos com diversos materiais
bioldgicos que o congelamento e tempo de estocagem ndo alteram a quantidade do

DNA genbémico.
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Apobs a retirada do excesso de hemoglobina das amostras centrifugadas, procedeu-
se a purificacdo de DNA com CTAB (Brometo cetil trimetilamdnio) e proteinase K (20
mg/mL). O material permaneceu em banho-maria a 55°C por 1 hora, e entdo foi
adicionado 500 pL de cloroformio e &lcool isoamilico numa proporcédo de 24:1, e
levado a centrifuga em 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para
outro tubo e uma nova lavagem com cloroférmio e alcool isoamilico foi feita nas
mesmas condicBes anteriores. Novamente, o sobrenadante foi transferido e, entdo,
adicionado ao tubo, 350 pL de isopropanol gelado, onde se observa a formacdo dos
pellets de DNA. Apos a refrigeragdo minima de 30 minutos, o tubo foi centrifugado a
12.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi vertido, verificando a presenca do
pellet no fundo do tubo. O DNA foi lavado trés vezes em 1.000 yL de etanol 75%
gelado centrifugado a 12.000 rpm por 2 minutos, e depois de seco, foi ressuspendido em
agua ultra pura.

O material foi quantificado através de espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 260 nm e padronizado para 50 ng/uL de DNA. A integridade do DNA foi avaliada
em gel de agarose 1%, com coloracdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizacéo
em transluminador com luz ultravioleta.

Utilizando os primers descritos por Kuhn et al. (2004), (DGAT1 F:. 5-
TCAGGATCCAGAGGTACCAG-3 e R: 5'-GGGGTCCAAGGTTGATACAG-3'), o
fragmento esperado, apds a amplificacdo, era de 146 pares de bases, que corresponde ao
alelo com cinco repeticdes e é normalmente encontrado em todos os trabalhos
realizados com este gene. As repetices estdo localizadas a partir da base na posicao
1465 da regido promotora do gene do DGAT1, com nimero de acesso ao GenBank
AJ318490 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A reagdo de PCR foi feita para um volume final de 10 pL, contendo as

concentracfes de 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 5 uL de cada primer (com
solucdo de uso a 10 pmol), 0,2 unidades de Tag DNA Polimerase e 50 ng/uL de DNA
gendmico.

O programa de desnaturagdo inicial foi de 94°C por 5 minutos, e 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento dos primers em 60°C por 20 segundos e
extensdo da Tag em 72°C por 12 segundos, seguido por uma extensao final de 72°C por

2 minutos.
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A visualizacao foi feita em gel de poliacrilamida 12% com eletroforese conduzida
a 120 V por 6 horas, utilizando tampdo de corrida TBE. A coloracdo foi feita com
nitrato de prata em concentragdo de 12% e hidroxido de sddio a 18%.

Os alelos encontrados foram classificados de 1 (A;) a 4 (As), de acordo com o
numero de repeticdes dos nucleotideos sendo o alelo A; com menor nimero de
repeticOes (trés repeticdes) e o alelo A4, com o maior (seis repeticdes).

Foi realizada a determinacdo da frequéncia genotipica esperada e observada,
frequéncia génica, heterozigozidade esperada e observada e também foi medido o
equilibrio de Hardy-Weinberg através do teste de Qui-quadrado, em um nivel de
significancia de 5%, utilizando o programa POPGENE 1.31 (Yeh et al., 1999).

Resultado e Discussao

O polimorfismo da regido de VNTR esté localizado na regido promotora do gene
DGATL1 (ndo traduzida), que torna o anelamento dos primers uma tarefa dificil, pois
podem ocorrer bases variantes em regies ndo conservadas na sequéncia de
nucleotideos comprometendo a amplificagdo dos fragmentos (Lacorte et al., 2006), o
que pode explicar porque Sanders et al. (2006) ndo conseguiram amplificar a regido
com 0s mesmos primers utilizados neste trabalho.

Analisando os géis de poliacrilamida apds a migracédo dos fragmentos, foi possivel
identificar apenas quatro alelos, variando de trés a seis repeti¢des de nucleotideos. Na
Tabela 1, encontra-se o tamanho dos fragmentos de cada alelo.

TABELA 1: Tamanho dos fragmentos encontrados em cada alelo da regido de VNTR
do gene DGAT1 em bovinos leiteiros.

Alelo Numero de repeticoes Fragmentos
A 3 110 pb
A, 4 128 pb
A; 5 146 pb
A4 6 164 pb
As 7 182 pb

Legenda: pb= pares de base

Furbass et al. (2006), encontraram cinco alelos, variando de trés a sete repeticdes
nucleotidicas. Kuhn et al. (2004 e 2007) também mencionaram cinco alelos em seus
trabalhos mas ndo forneceu o nimero de repeticdes dos fragmentos encontrados.
Gautier et al. (2007) identificaram sete alelos com repeticdes de duas a oito sequéncias

nucleotidicas, entretanto no gado holandés que também foi utilizado neste trabalho,
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encontraram apenas cinco alelos com trés a sete repeticbes. Lacorte et al. (2006)
encontraram seis alelos entre racas zebuinas e taurinas, sendo o alelo 1 com apenas duas
repeticdes.

A frequéncia alélica mostrou que o alelo A; esta presente em 4,17% da populacao,
o alelo A, em 50%, o alelo A; em 39,58% e o alelo A; em 6,25% da populagéo
avaliada. Diante desses valores, esperava-se encontrar um maior numero de
heterozigotos para o alelo 2 e 3, 0 que ndo ocorreu como pode ser observado na Tabela
2, que mostra a frequéncia genotipica da populacéo.

Sanders et al. (2006) com uma amostragem de Bos taurus pertencentes a cinco
familias distintas, encontraram o alelo E com frequéncia igual a 38%, seguido pelos
alelos C com 30%, e alelo B com 25%. Os autores observaram que o alelo E apresentou
efeito significativo para algumas caracteristicas de producgdo de leite, como queda nos
teores de lactose e aumento de células somaticas no leite, quando comparado com todos
os outros alelos de VNTR do promotor do DGAT1. Com relagao a producéo de leite em
kg, a presenca do alelo E ndo promoveu mudancas significativas. Resultados
semelhantes foram relatados por Kuhn et al. (2004) que também encontraram o alelo de
sete repeticdes, denominado de VNTRDS. Esse alelo corresponde ao alelo E descrito por
Sanders et al. (2006), e também ao alelo de sete repeti¢bes (alelo 6) apresentado em
Lacorte et al. (2006). Tal alelo ndo foi encontrado no presente trabalho.

O alelo As com sete repeticbes € mencionado em outros trabalhos como de
Furbass et al. (2006) e Kuhn et al. (2007 e 2004) como um polimorfismo de efeito
adicional no contetido de gordura do leite.

Lacorte et al. (2006) estudando o0 mesmo polimorfismo de VNTR do gene DGAT1
descreveu um alelo com duas repeti¢Ges para as racas nelore e guzera (Bos indicus), e
ndo observou a presenca do mesmo em racas taurinas (Bos taurus), o que poderia
explicar a ndo aparicdo do alelo com duas repetices nas amostras avaliadas neste
trabalho que envolveu principalmente animais holandeses puros ou de alto grau de
sangue Bos taurus. Os alelos mais frequentes encontrados pelos autores citados foram
os de quatro, cinco e seis repeti¢ces, correspondentes aos alelos A, Az e A; que
também foram os mais frequentes no presente trabalho.

Kuhn et al. (2007) sugerem um efeito no loco DGAT1 com origem nos pais, com
diferenga na heranga paterna e materna sobre a regido promotora VNTR e a mutagio
K232A, ou seja, pai e mée influenciam diferentemente sobre o polimorfismo do gene
DGATL.
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O valor encontrado no teste de Qui-quadrado para o equilibrio de Hardy-
Weinberg foi de 87,24 (p<0,05), demonstrando que a populacdo ndo se encontra em
equilibrio. Nas condicdes de selecdo é natural que o equilibrio ndo seja verificado, uma
vez que o equilibrio é atingido e mantido, quando a populacdo é grande e 0s
acasalamentos ocorrem ao acaso, condigdes que nao se observa em populagdes de
bovinos que estdo sob melhoramento genético.

Foram encontrados oito genétipos na populacdo, em que 0s genotipos AA; e
AzA; foram mais frequentes. Esses valores sdo confirmados pela analise de
heterozigosidade, que mostrou que a heterozigosidade esperada era de 59,18% e foi
observada apenas 19,44%. Isso pode ser devido a pré selecdo do rebanho para a
producdo de leite, pois selecionando os pais pelo fenétipo, pode ter ocorrido diminuicéo
na diversidade genética, limitando a variabilidade dos cruzamentos.

A heterozigosidade encontrada concorda com os valores encontrados por Lacorte
et al. (2006), que apesar de terem observado valores relativamente altos de
heterozigosidade para amostras da espécie Bos indicus, encontraram valores
significativos de deficiéncia de heterozigotos em Bos taurus, especificamente para o
locos VNTR e K232A DGAT1 na raga holandesa, que apoiam a ideia de endogamia na
populacéo brasileira.

Autores como Kuhn et al. (2007), Furbass et al. (2006), Lacorte et al. (2006) e
Sanders et al. (2006), encontraram correlacdo entre a varia¢do dos alelos do VNTR e as
caracteristicas de producdo, que nao pdde ser confirmada neste trabalho. Mesmo assim,

pode-se verificar polimorfismo da regido promotora na populacao analisada.
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FIGURA 1: Gel de poliacrilamida 12%. Canaletas: M- marcador de peso molecular de
50 pares de bases (pb); M1: marcador de 10 pares de base; 13- A;Ag; 2, 6, 12, 16, 18,
21 e 24- A,Az;15e 20- AyAs; 1, 3,4,5,7,8,10, 22 € 23- AsA3; 9, 11,17 e 19- AzA,.

Na Figura 1, verifica-se a presenca de individuos homozigotos e heterozigotos
para os quatro alelos identificados. A canaleta 13 mostra um individuo A;A;, fragmento
de 110 pb com trés repeticdes correspondendo a um individuo homozigoto para o alelo
1. A canaleta 15 mostra um individuo A,Asz, com um fragmento de 146 pb e outro com
128 pb, formando um heterozigoto para o alelo 2 e 3. Na canaleta 16 encontra-se o
gendtipo de um homozigoto A,A; e na 17, um heterozigoto AzA,.

Na Tabela 2, estdo relacionadas as frequéncias genotipica observada e esperada na

populagdo em estudo.

TABELA 2: Frequéncia genotipica observada e esperada da populacdo amostrada
considerando a regido promotora do gene DGATL.

Gendtipos Freg. Observada Freq. Esperada Freqg. Observada (%)
A1A; 2 0,11 2,78
AA; 2 3,02 2,78
AA3 0 2,39 0
AlA, 0 0,38 0
AA; 32 17,87 44,44
ArA3 5 28,70 6,94
AA, 1 4,53 1,39
AsAs3 23 11,16 31,94
AzA, 6 3,59 8,33
ALA, 1 0,25 1,39
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Conclusoes

A regido promotora do gene DGAT1, em que se localiza uma regido de variacdes
com repeticdes em sequéncia (VNTR), mostrou-se polimorfica com presenga de quatro
alelos encontrados em homozigose e heterozigose na populagéo de bovinos leiteiros.
Foram verificados oito gendétipos na populacdo sendo os mais frequentes A,A; (44%) e
AzA; (32%).
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IV. POLIMORFISMO DE VNTR DO GENE DGAT1 EM BOVINQOS, CAPRINOS E
OVINOS

Resumo: O gene DGATL1 tem mostrado influéncia sobre a producéo de leite e
seus componentes lipidicos. Entretanto, a maior parte dos estudos é feita em bovinos em
razdo de sua producdo leiteira ser mais representativa no mercado. Neste trabalho,
utilizando-se de primers previamente desenhados para a espécie bovina, foi testada a
amplificacdo do VNTR da regido promotora do gene DGAT1 em bovinos, caprinos e
ovinos. A extracdo do DNA gendmico foi feita a partir de amostras de sangue. Os
primers desenhados se mostraram pouco eficientes, apesar de amplificar na regido
esperada com fragmentos entre 700 e 800 pares de base nas trés espécies, por causa da
alta variacdo nucleotidica na regido de anelamento dos primers. Foi encontrado um
polimorfismo de VNTR na regido promotora do gene DGAT1 nas ragas Alpina e

Saanen, com presenca de um individuo heterozigoto.

Palavras-chave: regido promotora, diacilglicerol aciltransferase, contetdo
lipidico do leite
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VNTR POLYMORPHISM IN DGAT1 GENE IN CATTLE, GOATS AND SHEEP

Abstract: The DGAT1 gene has been shown to influence the milk production and
its lipid components. However, most studies are done in bovines because of their milk
production to be more representative in the market. In this work, using primers designed
previously for the bovine species, it was tested the amplification of VNTR of the
promoter region of the gene DGAT1 in cattle, goats and sheep. The extraction of
genomic DNA was made from blood samples. The primers designed were not efficient,
although the region expected amplified with fragments between 700 and 800 base pairs
in the three species due to the high nucleotide variation in the region of annealing of
primers. It was found a VNTR polymorphism in the promoter region of the DGAT1

gene in Alpine and Saanen breeds, with the presence of a heterozygous individual.

Key words: promoter region, diacylglycerol acyltransferase, lipid content of milk
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Introducéo

O leite é um fluido bioldgico com funcéo de suprir as necessidades nutricionais de
mamiferos neonatos, proporcionando varias vantagens fisioldgicas por meio de suas
proteinas e poliptideos. Ele é rico em enzimas, inibidores enziméticos, imunoglobulinas,
fatores de crescimento e agentes antimicrobianos que tendem a oscilar de acordo com as
estacdes do ano, alimentacdo do animal, raca e estadio de lactacdo (Antunes, 2003).

Através das descobertas cientificas, foi possivel desvendar 0s processos
bioquimicos envolvidos na sintese do leite, estabelecendo-se o papel dos horménios no
desenvolvimento da glandula mamaria e regulamento de sua funcdo (Bauman et al.,
2006).

A criacdo de ovinos, em maioria é destinada a producdo de carne ou producéo de
l&. Entretanto, sendo o leite um produto de alta qualidade, costuma ser utilizado pela
indUstria de queijos e pouco é consumido por humanos “in natura” (Bencini e Pulina,
1997).

Na maioria das espécies, a lactose é o componente mais estavel do leite, que por
sua vez, é pouco influenciado por fatores ambientais (Brito et al., 2006). Entretanto, o0s
demais componentes sofrem interferéncia de fatores genéticos, ambientais, bioldgicos,
periodo de lactacdo, raca, idade e nivel nutricional que influéncia na qualidade,
composicao quimica e nas propriedades do leite.

Em caprinos, os globulos de gordura liberados pelas células epiteliais da glandula
mamaria sdo de menor tamanho comparados aos da vaca, e isso ocorre pela maior
quantidade de triglicerideos de cadeia média (Alférez et al., 2001).

A gordura é o principal componente energético do leite, composta de acidos
graxos de variados comprimentos de cadeia e grau de saturacio. E o componente do
leite que possui a maior taxa de variagdo, podendo oscilar entre 2 e 3 pontos percentuais
(Peres, 2001).

O DGAT1 codifica a enzima que participa da Ultima etapa da formacdo dos
triglicerideos, que sdo carreados para o leite e depésitos de gordura do organismo. O
gene DGATL1 ainda participa da regulacdo plasmatica de gordura, concentracdo de
triglicerideos no sangue, absorc¢do intestinal de compostos gordurosos e estocagem de
gordura no tecido adiposo (Cases et al., 1998).

A andlise da sequéncia nucleotidica do gene DGAT1 em bovinos detectou 19

polimorfismos, sendo dois causados por um numero variavel de repetices em
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sequéncia (VNTR) e outros 17 resultantes de substituicdes nucleotidicas (Winter et al.,
2002), inclusive a mutacdo mais estudada K232A.

De acordo com Thaller et al. (2003), existem sequéncias de VNTR que podem
alterar a eficiéncia das proteinas devido a modificacbes em sua estrutura. Ha ainda
relatos de que o VNTR, constituido de 18 nucleotideos, desempenha funcdes na
transcricdo, estabilidade do mRNA e na traducdo das proteinas do leite (Kuhn et al.,
2004).

Material e Métodos

Para a avaliacdo do polimorfismo na regido de VNTR foram utilizadas trés
especies de mamiferos: Capra hircus (cabra), Bos taurus (vaca) e Ovis aries (ovelha). O
lote caprino foi composto de 35 animais entre eles da raca Boer, Saanen e Alpina, o lote
bovino com cinco animais mesti¢os Jersey e Holandés e o ovino com cinco ovelhas da
raca Santa Inés.

Para a amostragem foi coletado cerca de 10 mL de sangue periférico em tubos
estéreis com Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) a 8%, de todos os animais das
diferentes espécies. O sangue das racas caprinas foi centrifugado a 2.000 rpm, ja o
sangue dos bovinos e ovinos foi deixado em repouso para coleta da camada de
leucdcitos, depositada entre os eritrdcitos e o plasma.

Os oligonucleotideos (primers) foram desenhados com base na sequéncia bovina
disponivel no GenBank (n° de acesso AJ318490) e utilizados nas trés espécies
trabalhadas. As sequéncias dos oligonucleotideos foram: DGAT1 F- (5’
ACAGTGGGCTCCGTGCTG 3’) e R- (5 ATGAAACAGCTGGAGTGAGGAC 37).

A extracdo de DNA do sangue seguiu o protocolo desenvolvido por Muhammad
et al. (1994) com modificagdes. A amostra foi submetida a centrifugagdo a 2.000 rpm a
fim de separar os leucocitos dos demais componentes do sangue. Para isolar o DNA
gendmico, utilizou-se 100 uL de leucocitos adicionados a 500 puL do tampdo de
extracdo (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M NaCl; 2M EDTA; 2% Brometo de
hexadecil-trimetilamonio (CTAB), 0,2% b-mercaptoetanol) em tubos de 1,5 mL,
mantidos por duas horas em banho-maria a 60°C com agitagdes ocasionais.

Foi adicionado ao tubo, 500 pL de cloroférmio e &lcool isoamilico (24:1)
acompanhado por agitacdo vigorosa e em seguida foram submetidos a centrifugacdo em

12.000 rpm por 15 minutos para divisao das fases, em que o sobrenadante (fase aquosa)
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foi transferido para tubos estéreis. Em seguida foi adicionado 250 uL de isopropanol,
que precipita o0 DNA gendmico, deixado sob refrigeracdo de 4° C por 30 minutos e
entdo os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 2 minutos. O procedimento levou
a formacao do pellet que foi lavado por trés vezes em etanol a 75%.

Como etapa final, apds a evaporagdo de restos de etanol, o DNA foi hidratado
com aproximadamente 50 uL de &gua ultra pura, homogeneizado e levado para o
armazenamento a -20° C.

A amplificacdo dos fragmentos das trés espécies foi realizada pela técnica de
PCR. Foi preparado um Mix, contendo o par de primers, DNA gendmico, Taq DNA
polimerase, dNTPs, MgCl,, Tris HCI, KCI, e &gua ultra pura. Ao final, cada tubo de
reacdo continha um volume de 20 pL.

Os fragmentos de interesse foram amplificados através de um programa ciclico de
diferenciacdo de temperatura com 35 repeticdes, constando de desnaturacdo da fita
molde a 94°C por 1 minuto, anelamento dos oligonucleotideos a 67°C por 45 segundos e
sintese do fragmento pela Tag DNA polimerase a 72°C por 1 minuto. Estas condi¢fes
foram as mesmas para as trés espécies analisadas.

O material amplificado pela técnica de PCR foi misturado com corante e tampéo
de corrida (TBE 1X), e entdo realizada corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida
5%, primeiramente verificando se ocorreu realmente a amplificacdo do fragmento. Os
fragmentos adequadamente amplificados foram submetidos a nova corrida eletroforética
em gel de poliacrilamida 12% a uma de velocidade de 65 Watts por 18 horas. Apos a
corrida, os géis foram corados por nitrato de prata e desidratado para foto-

documentacéo.

Resultados e Discussoes

Os fragmentos amplificados apresentaram tamanhos de aproximadamente 700
pares de base, pois o desenho dos primers foi feito baseado na sequéncia de
nucleotideos bovina, em que é esperado um fragmento de 777 pares de base.

Os primers utilizados se mostraram com baixa eficiéncia nas trés espécies
analisadas, pois todas obtiveram pouco sucesso nas amplificacbes na regido esperada.
Através de uma corrida eletroforética lenta em gel de poliacrilamida concentrado a
12%, o distanciamento das bandas fica evidenciado, podendo-se verificar as diferengas

de tamanho entre as trés espéecies, como mostra a Figura 1.
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FIGURA 1: Polimorfismo na regido promotora em gel de poliacrilamida comparando as
espécies bovina, ovina e caprina. Canaletas: M- marcador de peso molecular de 50 pb;
1, 2 e 3- amostra bovina; 4, 5 e 6- amostra ovina; 7, 8 e 9- amostra caprina.

As bandas formadas pela amplificacdo da regido promotora do DGAT1 em ovinos
(canaletas 4, 5 e 6) parecem ser mais constante em relacdo ao tamanho do fragmento, o
que nd@o ocorre em caprinos e bovinos, em que as variacdes sao mais evidentes. Em uma
populacdo de caprinos estudada por Sousa et al. (2008) ao utilizar enzimas de restri¢éo
na regido promotora do gene DGAT1 verificou a existéncia de VNTR, porém sem
detectar polimorfismo nas repetigoes.

Comparando entdo as trés racas de caprinos disponiveis, é possivel verificar a
presenca de polimorfismo nos fragmentos, inclusive a presenga de um individuo
heterozigoto. Na Figura 2, observam-se em sequéncia, as amostras dos caprinos das
racas Alpina, Saanen e Boer.

FIGURA 2: Polimorfismo da regido promotora do gene DGAT1 em caprinos. Canaletas:
M- marcador de peso molecular de 50 pb; 1, 2, 3 e 4- raca Alpina; 5, 6, 7 e 8- raga
Saanen; 9, 10, 11 e 12- raca Boer.

Analisando os animais por raca, foi possivel identificar a presenca de um
individuo heterozigoto para 0 mesmo loco entre os animais da raca Alpina. Ja na raca
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Saanen, verificou-se a presenca de dois alelos em homozigose, e na raca Bder, os
individuos mostraram-se similares.

Em bovinos, também foi observado uma variacdo no tamanho dos fragmentos,
que concorda com Winter et al. (2002) que trabalharam com animais da raca holandesa,
encontrando diferentes tamanhos de fragmentos na mesma espécie.

Thaller et al.(2003), Kuhn et al. (2004) e Winter et al. (2004) evidenciaram que a
variacdo do numero de repeticdes (VNTR) em bovinos era de 18 nucleotideos. Essa
variacdo também pode ser estabelecida para 0s caprinos, que na raga Saanen mostrou
dois alelos com praticamente 0 mesmo ndmero de distanciamento encontrado no
bovino.

Embora Sousa et al. (2008) tenham considerado os fragmentos encontrados como
amplificagdes inespecificas em algumas amostras, o tamanho dos fragmentos sugere um
polimorfismo na regido promotora e estudos de sequenciamento seriam necessarios para
a confirmacao da variacao.

Relacionando os dados de producéo de leite ao polimorfismo encontrado, na raca
Alpina, que obteve um individuo heterozigoto, os animais que apresentaram fragmentos
de menor tamanho produziam leite ligeiramente com teor de gordura maior que 0s que
possuiam fragmentos com maior numero de pares de base, entretanto ndo houve
confirmacdo estatistica. O baixo nimero de animais gera dados insuficientes para se
concluir a respeito do efeito deste polimorfismo.

Mioranza (2006) sequenciou uma regiédo diferente do gene DGAT1 em caprinos,
que compreende a porc¢édo codificante do gene em cabras de alto e baixo rendimento de
gordura no leite. Ao comparar os resultados com a sequéncia génica de bovinos,
disponivel em banco de dados, observou-se seis transigdes e seis transversdes, sendo
que cinco situavam-se na regido codificadora do gene, mas como o cddigo genético é
degenerado, ndo houve mutacdo no aminoacido traduzido. Segundo Lewin (1997 in
Mioranza, 2006), nos genes as sequéncias de éxons sao mais conservadas, ja os introns
apresentam maiores variagdes. O trabalho de Mioranza (2006) sugere que 0 DGAT1 em
caprino apresenta regides bastante conservadas ao passo que a regido promotora parece

ser mais variavel.
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Conclusoes

Os primers desenhados se mostraram pouco eficientes nas trés espécies
analisadas, provavelmente por apresentar variagcbes nucleotidicas na regido de
anelamento do primer. Foi encontrado um polimorfismo de VNTR na regido promotora

do gene DGAT1 nas racas caprinas Alpina e Saanen.
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