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RESUMEN

El gen DGAT1, situado en la especie Bos
taurus en el cromosoma 14, se ha asociado con
caracteres de cantidad y calidad de leche. En
este trabajo, realizado en laraza Frisona espario-
la desarrollamos un método de genotipado me-
diante electroforesis capilar con cebadores alelo-
especificos de dos variantes de este gen que se
producen por sustitucion no sinénima de una
lisina (variante Q) por una alanina (variante q) y
estimamos su efecto sobre los caracteres de
cantidad de leche y su contenido en grasa y
proteina. Se genotiparon las hijas de tres
sementales que resultaron heterocigotos para
estas variantes alélicas con un tamafio de mues-
tra por semental de 272, 173 y 54. La frecuencia
global del alelo Q fue de un 40 p.100 y la de los
genotipos QQ y Qq de un 12 y un 58 p.100
respectivamente. El efecto de sustitucion de la
variante lisina sobre cantidad de leche, y conteni-
do de grasay proteina fue, respectivamente de —
312 litros, + 8 kg de grasa y — 3,6 kg de proteina.
El genotipado para este gen permitira la selec-
cion de la variante alélica que resulte de interés
en funcién de la importancia econémica que se
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asigne a los caracteres de cantidad y calidad de
leche.

SUMMARY

The DGAT1 gene, located at chromosome 14
in Bos taurus, is associated with milk yield and
quality traits. This paper presents a method for
capilar electrophoresis genotyping with alelo-
specific primers, and shows allelic effect estimates
for two variants of this gene originating from non-
synonymous substitution of lysine (Q allele) to
alanine (q allele), on milk yield and fat and protein
percentages.

Daughters from three heterozygote sires were
genotyped (n= 272, 173, and 54 respectively) for
the DGAT1 gene. The overall allele frequency for
the Q allele was 40 percent and frequencies for
genotypes QQ and Qg were 12 and 58 percent
respectively. The substitution effects for the lysine-
carrying Q allele on milk yield and fat and protein
contents were -312 |, +8 kg, and -3,6 kg,
respectively. We conclude that genotyping for the
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DGAT1 gene may provide useful criteria for
selection under a wide range of economic weights
for yield and quality traits in milk production.

INTRODUCCION

Recientemente se ha sefialado al
gen DGATI, que codifica la enzima
diacilglicerol O-aciltransferasa, como
el primer QTL obtenido mediante
clonado posicional en una poblacion
de mamiferos (Coppieters et al., 1998,
Grisart ef al., 2002). Cataliza el paso
final de la sintesis de triglicéridos y
esta localizado en el extremo centro-
mérico del cromosoma bovino 14
(BTAl14q).

En este gen se ha detectado una
sustitucidon no sindonima en las posicio-
nes nucleotidicas 10433 y 10434 en el
exon 8, de dos nucledtidos AA por GC,
causando un cambio de /isina aalanina
en laposicion 232 (K232A) (Grisart et
al., 2002; Winter et al., 2002). La
sustitucion del residuo de lisina,
hidrofilico y positivamente cargado,
porunresiduo de alanina, hidrofébico
y neutral, puede producir la alteracion
funcional de laenzimay ser la causade
las estimaciones obtenidas del efecto
de este gen tanto sobre la produccion
lechera como sobre su composicion.

Estudios previos (Grisart et al.,
2002; Golik et al., 2002; Spelman,
2002, Thaller et al., 2003) han estima-
do un efecto de la sustitucion alélica A
por K sobre la cantidad de leche y su
composicion.

En este trabajo hemos desarrollado
un método de PCR alelo-especifica
visualizada por electroforesis capilar
que permite discriminar los productos
amplificados tanto por su tamafio como
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por su fluorescencia con relativa faci-
lidad y eficaciay, con el fin de estimar
los efectos de sustitucion génica en
caracteres de cantidad y composicion
lechera, lo aplicamos a muestras de
leche obtenidas a través del control
lechero de vacas pertenecientes a 5
familias de medio-hermanas de laraza
Frisona espaifiola.

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL ANIMAL

Las muestras procedian de vacas de
la raza Frisona, con lactaciones co-
menzadas entre 1998 y 2002, y perte-
necientes a 5 familias de medio herma-
nas todas ellas en el control lechero de
ASCOL (Asturiana de Control Leche-
10).

ExTraccioN be ADN

El ADN fue extraido a partir de
muestras de leche de vacas mediante
métodos de fenol-cloroformo y preci-
pitacion con etanol después de elimi-
nar la grasa por centrifugacion.

GENOTIPADO

La reaccion de PCR, que consistio
en 35 ciclos de 94 °C, 55 °C, y 72 °C
durante 40 segundos cada uno y una
extension final de 10 minutos a 72 °C,
se realizo para un volumen final de 10
ul con 30 ng de ADN genomico. Se
utilizé entre 0,1 y 0,4 pmol de cada
uno de los 3 cebadores, 0,5 unidades
de Taq polimerasa (Biotools); 1x bu-
ffer de reaccion, 2,0 mM MgCl, y 0,3
uM de cada ANTP.

A partir de la secuencia depositada
en GenBank n° AY065621, se disena-
ron tres cebadores distintos, dos de
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ellos alelo-especificos, cada uno de
los cuales contiene en el extremo ter-
minal 3' los nucleétidos correspon-
dientes a cada una de las sustituciones,
combinados conun solo primer reverse
en una misma reaccion.

Los productos amplificados fueron
analizados mediante un secuenciador
automatico ABIPRISM© 3100 (Applied
Biosystems), para lo que cada uno de
los dos cebadores alelo-especificos fue
marcado con un fluoréforo distinto
[6'FAM (K) o PET (4)] en su extremo
5', permitiendo asi la discriminacion
entre los alelos.

MODELOS GENETICOS

Los datos productivos se analiza-
ron asumiendo herencia mixta con un
fondo genético infinitesimal con efec-
to sobre la produccion y un locus bi-
alélico para el gen DGATI1, mediante
un analisis en dos etapas:

a) Analisis de los fenotipos. Se apli-
c6 el siguiente modelo minimo-
cuadratico a los 93221 registros pro-
ductivos de la poblacidn total:

Y= U + Rebafio-Afio-Estacion, + Parto-

Edad, + Semental, + e, 1]

b) Andlisis de residuos. A partir de
los residuos obtenidos aplicando el
modelo [1], se obtuvieron 499 resi-
duos medios correspondientes a las
hijas de los sementales heterocigotos
que se analizaron con el modelo fijo
siguiente:

Residuo;= u + Genotipo, + e, [2]
Los efectos aditivo (a) y dominante

(d) se obtuvieron aplicando un con-
traste basado en la parametrizacion (U

-a),(u+d)y(u+a)paralos genotipos
QQ, Qq y qq respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo un fragmento de 175 pb,
que permitié ser discriminado en fun-
cion del color que mostro, segun fuese
el alelo K (Q) 0 4 (q), diferenciandose
inequivocamente los dos alelos (figu-
ral).

De los 5 sementales genotipados, 2
resultaron homocigotos para cada una
de las alternativas alélicas y los otros 3
heterocigotos. Los resultados que se
presentan corresponden a las 499 hijas
de los 3 sementales heterocigotos para
el DGATI, con 173, 54 y 272 hijas
para cada uno de ellos.

La frecuencia del alelo Q denomi-
nado /isina (K), que es el que se consi-
dera como ancestral, result6 inferior a
ladel alelo q denominado alanina (A),
0,401 vs 0,599 (tabla I), frecuencias
bastante distanciadas de las que se han
obtenido en otras poblaciones de
Holstein. Asi, por ejemplo, Spelman et
al. (2002) describen una frecuencia
del alelo alanina entre el 20-40 p.100
para la raza Holstein, mientras que en
otras razas la frecuencia de este alelo
se sitlla en valores mas extremos, por
ejemplo, un 12 p.100 para la raza Jer-
seyyun 78 p.100 paralaraza Ayrshire,
y Thaller ef al. (2003) encuentran una
frecuencia de los genotipos QQ del 29
p-100 en Holstein Alemany del 4 p.100
en Fleckvieh, aunque este dato debe
contemplarse con precaucion porque
se bas6 en 138 hijas de un semental
heterocigoto para este gen.

Los resultados presentados en la
tabla Il muestran, en primer lugar, un
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Figura 1. Genotipo correspondiente a un individuo del estudio para los 9 marcadores del
panel de microsatélites recomendado por la ISAG y tres genes (B-lactoglobulina, K-caseina
y DGATI). Este individuo es homocigoto para el alelo q del gen DGATI. (Genotype of an
individual of the study showing the nine microsatellite markers of the ISAG panel and three genes (f3-
lactoglobulin, x-casein and DGAT1). This individual is homozygote for the DGAT1 q allele).

efecto en el sentido esperado de acuer-
do con los resultados de trabajos pre-
vios llevados a cabo en otras poblacio-
nes (Grisart et al., 2002, Spelman et
al., 2002, Thaller et al., 2003), es de-
cir, un efecto aditivo significativo de
la variante alélica /isina tanto para la
cantidad de leche producida (-312 kg),
como para el contenido de grasa en la
leche (+8 kg). Aunque en otros traba-
jos (Spelman, 2002; Thaller et al,
2003) se observaron, junto a estos efec-
tos, una significativa reduccion del
contenido proteico de la leche, nues-
tros resultados no permitieron obtener
diferencias significativas para este ca-
racter, a pesar de que la estimacion
puntual (-3,5 kg) tuvo el mismo signo
que en los referidos trabajos. Este re-
sultado es coherente con el conoci-
miento que se tiene del grado de aso-
ciacion del gen DGATI con el conte-
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nido en grasa de la leche.

Aunque cuando se han llevado a
cabo analisis para estos caracteres en
diferentes lactaciones se observo que
este efecto sobre leche y grasa se pro-
duce de una manera similar en todas
las lactaciones (Thaller et al., 2003),
en nuestro caso las variables con las
que trabajamos se ajustaron previa-
mente para el efecto numero de
lactacion por lo que nuestros resulta-
dos deben interpretarse como efectos
globales sobre los caracteres, inde-
pendientemente de la edad de la vaca.

Este efecto positivo del alelo lisina
sobre el contenido en grasa y negativo
sobre el volumen de leche, tiene im-
portantes implicaciones economicas,
y su seleccion o rechazo dependera de
laimportancia econdmica relativa que
los caracteres de cantidad y calidad de
leche tengan en el sistema de produc-
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Tabla I. Distribucion de las frecuencias
genotipicas y génicas del gen DGATI den-
tro de 3 sementales de la raza Holstein y
valores globales de estas frecuencias.
(Genotypic and allelic frequency distributions of
the DGAT1 gene within three Holstein sires and
across sires frequency values).

Semental Global
1 2 3
QQ 13,3 14,8 10,3 11,8
Qq 56,7 48,2 61,0 58,1
qaq 30,1 37,0 28,7 30,1
Q 41,6 38,8 40,8 40,1
q 58,4 61,2 59,2 59,9

Q= AA (lisina); g= GC (alanina).

cion y sistema de pagos de aplicacion
de estos genes. Asi, por ejemplo, en
Nueva Zelanda los pesos economicos
de los caracteres de leche y componen-
tes hace mas rentable la seleccion de
alelos que aumentan el contenido en
grasa frente al que aumenta el conteni-
do en proteina y volumen lechero
(Spelman, 2002). Esta parece ser tam-
bién la conclusion en el caso del gana-

do lechero en Alemania con las razas
Fleckvieh y Holstein (Thaller et al.,
2003). Observando las diferencias en
frecuencias génicas para este gen den-
tro de una misma raza parece logico
pensar que son fruto de los diferentes
énfasis que en los distintos paises, in-
cluso regiones dentro de un pais, se
ponen en los caracteres lecheros a la
hora de decidir los reproductores a
utilizar. Estas diferencias se acentiian
cuando se trata de razas diferentes que
han podido ser utilizadas tradicional-
mente para alguna caracteristica le-
chera especial, véase por ejemplo las
diferencias entre las razas Jersey y
Ayrshire en las que el alelo que
incrementa el contenido de grasa en la
leche varia entre un 88 p.100 y un 22
p-100 respectivamente. La menor fre-
cuenciadel alelo ¢ en nuestros resulta-
dos puede ser consecuencia de la ma-
yor importancia que los caracteres de
cantidad de leche y contenido proteico
han tenido en los criterios de selec-
cion. En Espafia, desde el afio 2003,
CONAFE ha incorporado el genotipo
para este gen de los sementales que se
incluyen en su catalogo, de tal manera
que en funcion de la estructura de

Tabla I1. Efecto de substitucion del gen (o) calculado mediante la expresion [a + d(q-p)]’.
(Allele substitution effects () estimated from [a + d(g-p)]'.

Caracter Efecto aditivo Efecto de dominancia
Estimacién (E.S.) P-valor Estimacién (E.S.) P-valor
kg de leche -312,4 (73,5) 0,0003 112,42 (92,8) 0,2270
kg de grasa 8,04 (3,1) 0,0094 4,60 (3,89) 0,2375
kg de proteina - 3,55 (2,22) 0,1100 4,45 (1,59) 0,1120

'de acuerdo con Falconer y Mackay (2001) a y d son las estimaciones de los efectos aditivo y dominante,

y qy p son las frecuecias de los alelos Q y g.
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Tabla II1. Comparacion de los resultados obtenidos en nuestro estudio frente a los de otros
autores con la raza Holstein. (Contrast between the results obtained in this study and those obtained

by other authors in Holstein breed).

Grisar" Golik?  Spelman?® Thaller* Este trabajo
Aditivo  Dominancia
kg de leche -161,0 -309,0 -134 -260°a - 320 - 312,4* +112,4
kg de grasa + 7,46 +78 +5,8 +7,6 a +10,7 +8,0* +4,6
kg de proteina -2,64 -2,9 -2,4 -48a-5.2 -3,5(2,2) 4,5 (1,6)
p.100 de grasa +0,42 ND4 ND +0,132 a + 0,147 ND ND
p.100 de proteina + 0,08 ND ND + 0,026 a + 0,034 ND ND

'Grisart et al. (2002); 2Spelman et al. (2002); 3Thaller et al. (2003); *Valores no disponibles; *Valores

obtenidos en la primera y tercera lactacion.
*Valores significativos para p<0,01.

costes-ingresos el ganadero pueda ele-
gir aquella opcidn que le proporcione
mayores ventajas econémicas.

Otro resultado de interés, que tam-
bién se repite en los trabajos publica-
dos recientemente, es la ausencia de
efecto significativo (p<0,05) de ac-
cion dominante entre los alelos de este
gen para los caracteres analizados. Con
el fin de evitar el analisis en dos etapas
seria muy interesante aplicar modelos
de herencia mixta con muestreo de
Gibbs. De esta forma podria incluirse,
sin sobreparametrizar, toda la infor-
macion productiva disponible tanto de
hijas de toros no informativos como de
hijas no genotipadas de toros genoti-
pados.

Finalmente, el método de genotipa-
do descrito permite la obtencion si-
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