NOTA CIENTIFICA

Analises Preliminares da Regiao Promotora do Gene
DGATI em Caprinos Leiteiros

Ana Carolina de Sousa', Maria Amélia Menck Soares”’, Marcelo Teixeira Rodrigues3,
Luciana Paula Grégio d’Arce Rodrigues®, Vickeline Namba' e Renan Baratto Souza'

Introducao

O leite ¢ um complexo fluido bioldgico que contém
um balanco de nutrientes, primariamente proteinas,
gordura, lactose e minerais, que tem fungdo preliminar de
assegurar o crescimento e o desenvolvimento do
mamifero recém-nascido [1]. Sua composi¢do varia
consideravelmente nas diferentes espécies animais
durante o periodo de lactagdo, o que vai depender
diretamente de alguns fatores como estacdo do ano,
diferenca entre as ragas, condi¢des de alimentagdo e
secre¢@o hormonal [2, 3].

Uma das principais caracteristicas do leite de cabra
refere-se a0 menor tamanho dos globulos de gordura
quando comparado aos do bovino. Isto torna o leite de
cabra mais digerivel, pois além do tamanho reduzido dos
globulos, eles também apresentam uma area de superficie
maior. Além disso, a porcentagem de triacilglicerol de
cadeia média ¢ mais elevada no leite de cabra do que no
leite de vaca (36% comparado a 21%, respectivamente) o
que facilita a assimila¢do, diminuindo dessa forma o
refluxo gastroesofdgico provocado em alguns casos pelo
leite de vaca [4].

O seqiienciamento do gene DGATI em bovinos
revelou a presenca de 19 polimorfismos dos quais,
apenas um nao ¢ conservativo, sendo todos os demais
localizados em introns ou regides ndo traduzidas do gene
[5]. Em uma analise feita com um rebanho bovino [6],
foi encontrado uma seqiiéncia de 18 nucleotideos
(AGGCCCCGCCCTCCCCGQG), correspondendo a um
elemento de niimero variavel de repetigdes em tandem
(VNTR) localizado na regido promotora do gene,
ocasionando alteragdo de grande influéncia na
concentragdo de gordura no leite.

Este gene tornou-se candidato para caracteristicas de
lactagdo quando o gene DGATI foi inativado em ratos
(DGATI -/-), sendo que estes ratos eram viaveis,
saudaveis e férteis, porém as fémeas ndo eram capazes de
secretar leite [7].

Com o presente trabalho objetivou-se amplificar a
regido promotora do gene DGATI caprinos leiteiros para
verificar se a mutagdo presente em bovinos também
existe em caprinos

Material e métodos

Foram utilizadas 20 cabras leiteiras das racas Alpina e
Saanen que estdo no Setor de Caprinocultura da
Universidade Federal de Vigosa em Minas Gerais.

A extragdo do DNA gendmico foi realizada a partir

das células brancas do sangue com o reagente brometo
de cetiltrimetilaménio (CTAB).

Foi sintetizado um par de primers, com anelamento
especifico na regido promotora do gene DGATI,
desenhado com base na seqiiéncia génica de bovino,
disponivel no GenBank (n° de acesso AJ318490). A
amplificagdo do fragmento foi conduzido em
termociclador com a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) que continha: o par de primer, DNA gendmico,
Tag DNA polimerase, dNTPs, MgCl, Tris HCIl, KCI, e
agua ultra-pura, completando um volume final de 20uL.
Um programa (ciclo) de amplificagdo consistiu de:
denaturacdo da fita molde, anelamento dos primers e
extensdo da fita pela Tag DNA polimerase. Estas etapas
foram repetidas em torno de 35 vezes, até obter-se uma
quantidade suficiente do fragmento desejado para as
analises. Os fragmentos amplificados foram visualizados
em gel de poliacrilaminda 5% e corado com nitrato de
prata.

Resultados e discussao

Até o momento foram amplificadas amostras de DNA
de 20 fémeas utilizando-se os primers especificos da
regido promotora do gene DGATI de bovino. Foi
observado, em gel de poliacrilamida, um fragmento com
tamanho correspondente ao esperado, com cerca de 777
pares de bases (pb), quando comparando com a
seqliéncia gendmica de bovinos. Porém, um fragmento
menor esteve presente em algumas amostras, com
tamanho aproximado de 650 pb.

A existéncia de dois fragmentos faz supor que um
possivel polimorfismo na regido promotora do gene
DGATI em caprinos possa estar existindo ou o primer
esta sendo anelado em uma regido ndo especifica.

Embora possa sugerir polimorfismo, estes fragmentos
apresentam tamanhos muito distintos, incompativel com
diferengas menores, como a de um VMTR [6]. Neste
sentido, para descobrir a natureza destas duas bandas,
estudos estdo sendo realizados para esclarecer o
surgimento destas diferengas de tamanho.
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Figura 1. Gel de poliacrilamida 5% corado com nitrato
de prata. M= marcador de pelo molecular. Canaletas de
1 a 7:fragmentos amplificados com amostras de DNA
de diferentes animais caprinos. Banda superior:
fragmento com tamanho tedrico de 777pb; Banda
inferior: fragmento com tamanho aproximado de 650
pb.
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