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INVESTIGACAO DO POLIMORFISMO K232A DO GENE DGAT1 EM
RACAS DE BOS INDICUS E SEUS CRUZAMENTOS

A utilizacdo de marcadores moleculares tem sido proposta
para o aprimoramento da selecdo direcional de animais
domésticos. A utilizacdo de genes e/ou marcadores em
desequilibrio de ligacdo com genes que controlam
caracteristicas de interesse econdémico pode permitir a
selecdo de animais em idade precoce e com maior acuracia
quando integrada a selecdo baseada em marcadores
morfomeétricos. Uma forma direcionada de se trabalhar com
este tipo de marcadores na busca de resultados, com maior
possibilidade de aplicacdo a curto prazo, € o estudo de
polimorfismos diretamente em genes candidatos que
desempenhem alguma funcéo biologica de interesse. Varios
sdo os genes conhecidos que apresentam funcdes de
interesse comercial e alguns deles possuem polimorfismos ja
descritos. Lidando com genes de sequéncias nucleotidicas
conhecidas, é possivel a deteccdo de alelos para este loco
de modo a aplica-los em estudos de associacdo com
caracteristicas fenotipicas apresentadas pelos animais.
Desta forma, pode-se utlizar um polimorfismo em um
determinado gene como marcador molecular para a
caracteristica desejada. Um exemplo interessante é o estudo
de genes envolvidos na producdo de leite. Em 1995, foi
descrito um QTL (quantitative trait loci) para conteudo de
gordura no leite em bovinos (GEORGES et al., 1995) que foi,
posteriormente, mapeado no cromossomo 14 de Bos taurus
(BTA14) (RIQUET et al., 1999). Estudos de comparacédo de
mapas fisicos e genéticos na regido da extremidade
centromérica do cromossomo 14, onde esta localizado o
QTL, revelaram a presenca de alguns genes candidatos,
entre eles o dgatl (GRISART et al., 2002; WINTER et al.,
2002). Esse gene codifica a enzima diacilglicerol
aciltransferase (DGAT1) que catalisa a reacdo final da
sintese de triglicerideos (CASES et al., 1998), principais
componentes da gordura de depdsito, inclusive do leite. Uma
alteracdo no residuo de aminoécido 232 desta proteina esta
altamente associada ao conteudo de gordura no leite. A
substituicdo ndo conservativa de uma lisina, a condicao
ancestral, por uma alanina nesta posicéo leva a reducéao da
gordura no leite (GRISART et al.,, 2002; WINTER et al.,
2002). Acredita-se que este residuo faca parte, juntamente
com outros dois residuos conservados de lisina, do sitio de



ligacdo da enzima ao substrato e, por isso, teria influéncia direta na eficiéncia da
atividade enzimética e, consequentemente, na determinacdo da caracteristica
(WINTER et al., 2002). E sugerido que esta substituicdo (K232A) seja o QTN
(quantitative trait nucleotide) diretamente responsavel pela maior parte da variacédo
fenotipica observada (GRISART et al., 2004). Experimentos com algumas racas
taurinas leiteiras analisaram este polimorfismo e associa¢des significativas foram
identificadas para o aumento do conteudo de gordura e diminuicdo do conteudo
proteico e do volume de leite produzido (SPELMAN et al., 2002). Pela funcéo
fisiologica da enzima DGAT1, sugere-se que o polimorfismo K232A possa ter
relacdo também com a deposicdo de gordura, intramuscular (marmoreio) e
subcutédnea na carcaca. Estas sdo caracteristicas de interesse em racas de
bovinos de corte por terem relacdo com maciez e palatabilidade da carne.
Contudo, poucos estudos foram desenvolvidos neste sentido, sem resultados
conclusivos (THALLER et al., 2003). Da mesma forma, existem poucos estudos
envolvendo este polimorfismo em racas de Bos indicus (KAUPE et al., 2004;
CASAS et al.,, 2005). Neste trabalho, um total de 142 animais das racas Gir
Leiteiro, Nelore e seus cruzamentos foram genotipados para o0 SNP K232A
utilizando o sequenciamento direto de um fragmento de 411 pb no gene DGAT1.
O objetivo deste estudo foi estimar a frequéncia desta mutagcdo em zebuinos
visando avaliar o possivel uso deste polimorfismo como marcador para
caracteristicas de produtividade de leite em ragas zebuinas.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas amostras de DNA extraidas de sangue periférico de 84 animais
da raca Gir Leiteiro do rebanho da Embrapa Gado de Leite; 18 animais da raca
Nelore, 14 animais F1 de cruzamentos de vacas Nelore com touros Canchim e 26
F1 de cruzamentos Nelore com Angus do rebanho da Embrapa Pecudria Sudeste
(Figura 1). A partir destas amostras, foram amplificados fragmentos de 411 pb
contendo o exon VIII do gene DGAT1, regido onde esta localizado o polimorfismo
K232A, por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers descritos na
literatura (WINTER et al.,, 2002). Os produtos da PCR, apds purificacdo por
precipitagdo com isopropanol 65% e etanol 60%, foram sequenciados na
plataforma ABI 3100 utilizando o Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems). A
genotipagem dos animais para o polimorfismo foi feita por anélise das seqiéncias
geradas em duplicata para cada individuo para confirmacdo do genotipo,
afastando a possibilidade de erros de sequenciamento. A inspe¢do das
sequéncias foi feita utilizando os programas Sequencing Analysis v 5.1 (Applied
Biosystems) e SeqScape v 2.1 (Applied Biosystems).



RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias geradas para os 142 animais em estudo foram inspecionadas para
a genotipagem do polimorfismo K232A (Figura 2). Os animais F1 resultantes de
cruzamentos de touros Angus ou Canchim com vacas Nelore apresentaram alta
heterozigosidade observada (H, =0,88 e 0,86, respectivamente) (Tabela 1). De 26
animais F1 de cruzamentos Angus x Nelore, 23 s&o heterozigotos, e de 14 F1
provenientes de Canchim x Nelore, 12 sdo heterozigotos. Estes resultados
sugerem alta frequéncia do alelo codificante para alanina na posicéo 232 (232A)
nos touros Canchim e Angus utilizados nos cruzamentos. A alta frequéncia do
alelo 232A em Angus foi relatada recentemente (KAUPE et al., 2004) e corrobora
0s primeiros resultados obtidos no presente projeto. No caso da raca Canchim —
3/8 Charolés, 5/8 Zebuino —, a heranga da racga taurina parece ter contribuido
gerando alta frequéncia do alelo para alanina, tendo em vista os gendtipos
observados nos animais F1 genotipados.

Os resultados obtidos para os animais Gir Leiteiro revelaram alta frequiéncia do
alelo codificante para lisina na posicédo 232 (232K) (0,96). Apenas 6 individuos de
um total de 84 sdo heterozigotos (H, =0,07). Os gendtipos dos 18 animais Nelore
sugerem fixacdo do alelo 232K na raca embora o tamanho amostral deste estudo
tenha sido relativamente limitado.Todos os individuos sdo homozigotos para o
alelo, o que esta em concordancia com Winter et al. (2002) que ndo observaram o
alelo 232A em Bos indicus, embora ndo tenham mencionado quais as racas
estudadas nem o ndmero de animais genotipados. Casas et al. (2005) observaram
1,1 % de animais homozigotos para o alelo 232A e 17,5% de heterozigotos na
raca Brahman.

Sugere-se que o alelo codificante para lisina, 232K, seja o alelo ancestral, ja que
foi encontrado também em Bos grunniens (yak) e Bubalus bubalus. Acredita-se
que a mutacdo que levou a alteracdo de um residuo de lisina para alanina, na
proteina DGATL, tenha ocorrido apds a diferenciacdo entre as espécies B. taurus
e B. indicus, o que explicaria uma suposta fixacdo do alelo 232K nos zebuinos
(GRISART et al.,, 2002; WINTER et al.,, 2002). Contudo, Kaupe et al. (2004)
desenvolveram um estudo com 38 ragas de bovinos incluindo 34 de B. taurus, trés
de B. indicus e uma B. taurus indicus. Foi observada a fixacdo do alelo 232A em
cinco das 35 racas de Bos taurus e a fixacdo do alelo 232K em uma Unica raca
de Bos indicus, a raca Nelore. Dos 46 animais Nelore genotipados, todos se
revelaram homozigotos para o alelo 232K. As outras duas racas de B. indicus
estudadas, os zebuinos africanos Banyo Gudali e White Fulani, apresentaram
altas frequéncias do alelo lisina (88—92%, respectivamente), porém nédo fixado
como em Nelore.

Se, de fato, o alelo 232K esta fixado em B. indicus, as hipéteses que poderiam
explicar a observacao, neste trabalho, do alelo 232A em baixa freqiéncia em
zebuinos da raca Gir Leiteiro seriam: 1) ndo existe fixacdo do alelo 232K em B.
indicus embora sua freqiéncia seja muito mais alta que a do alelo 232A; 2) na



populacdo estudada, houve introgressdo ancestral com B. taurus durante o
processo de selecdo e melhoramento. A segunda hipétese é corroborada pelo
trabalho de Meirelles et al. (1999) que descreve a presenca de grande proporcao
de DNA mitocondrial de origem taurina em animais das racas Gir e Nelore.
Contudo, os resultados ainda preliminares disponiveis sobre o polimorfismo
K232A no gene DGAT1 n&o permitem afirmar com seguranca, qual a razao desta
observacéao.

Racas zebuinas produzem leite rico em gordura e em menor volume que as
tradicionais ragas taurinas leiteiras. A alta frequiéncia do alelo 232K observada em
racas zebuinas, €, portanto, condizente com os resultados obtidos em estudos de
associacdo desenvolvidos para racgas taurinas. O efeito de substituicdo do alelo
232A pelo alelo 232K, observado em populacfes de Holstein-Friesian e Jersey da
Nova Zelandia, foi um aumento de 5,76 e 3,30 kg de gordura presente no leite,
respectivamente (SPELMAN et al., 2002); e de 5,23 Kg na populacdo holandesa
de Holstein-Friesian (GRISART et al., 2002). Winter et al. (2002) sugerem que 0
efeito desta substituicdo alélica explique 10% da variacdo fenotipica em uma
populacao da racga Fleckvieh com baixa frequéncia do alelo 232K (0,07). Por outro
lado, a presenca do alelo 232A esta fortemente associada com maior producéo
total de leite, conforme demonstrado em varios estudos (SPELMAN et al., 2002;
GRISART et al., 2002; WINTER et al., 2002; THALLER et al., 2003; WELLER et
al., 2003; FISHER e SPELMAN, 2004).

A alta frequéncia do alelo 232K existente em B. indicus sugere que a genotipagem
deste polimorfismo tera utilidade limitada para selecdo direcional visando maior
teor de gordura no leite em zebuinos. Entretanto, assumindo que a associacao
entre a presenca do alelo 232A e maior volume de leite seja valida em B. indicus,
assim como amplamente descrito em B. taurus, a selecdo direcional para a
presenca do alelo 232A em heterozigose poderia ser utilizada com sucesso, de
uma forma inovadora, para a selecdo de animais zebuinos para uma maior
producao de leite. Os resultados deste trabalho, indicando a presenca de animais
heterozigotos para o alelo 232A em Gir leiteiro, sugerem que este pode ser um
caminho interessante, servindo como base para a conducdo de experimentos de
validacdo desta associacdo em racas de zebuinos leiteiros.
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FIG. A

FIG. C FIG. D

Figura 1: Bos indicus: vaca e bezerro Nelore (A), vaca Gir leiteiro (B). Bos taurus: touro Angus
(C). B. taurus x B.indicus: touro Canchim.
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Figura 2: Eletroferogramas de fragmentos de PCR na regidao do polimorfismo

K232A de animais: homozigoto para lisina (GAA), homozigoto para alanina (GGC)
e heterozigoto, respectivamente.
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Tabela 1: Numero de animais genotipados (n), freqiéncias dos alelos lisina (K),
alanina (A) e heterozigosidade (h) do polimorfismo K232A em individuos das racas
Gir Leiteiro, Nelore, Nelore x Angus e Nelore x Canchim. O nimero de individuos

heterozigotos

€ mostrado entre parénteses.

n f (K) f (A) h
Gir leiteiro 84 0,96 0,04 0,07 (6)
Nelore x Angus 26 0,55 0,45 0,88 (23)
Nelore x Canchim 14 0,56 0,44 0,86 (12)
Nelore 18 1 0 0
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