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RESUMO 

Xavier, S. R. Prospecção de polimorfismos no gene da miostatina em bovinos da raça 
Senepol. 2014. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014. 

Objetivou-se prospectar polimorfismos no gene da miostatina (GDF-8) em bovinos da raça 
Senepol, que apresentam o fenótipo da musculatura dupla. Bovinos com esta característica 
apresentam boa conformação, alto rendimento de carcaça, mas com menor quantidade de 
gordura subcutânea e intramuscular. Porém, existem algumas desvantagens relacionadas a 
este fenótipo como redução do tamanho dos órgãos internos, susceptibilidade a doenças 
respiratórias, estresse e distocia. Polimorfismos no gene GDF-8, responsável pelo controle do 
crescimento muscular, têm sido implicados no desenvolvimento da hipertrofia muscular em 
diversas raças de bovinos na literatura. Ainda não existem relatos a respeito da ocorrência 
desta característica na raça Senepol, porém na prática têm sido observados indivíduos que 
apresentam o fenótipo. Dessa forma, objetivou-se identificar polimorfismos no gene GDF-8 
em animais portadores da musculatura dupla, visando fornecer dados informativos que 
possam subsidiar programas de melhoramento genético da raça Senepol, por meio de seleção 
assistida por marcadores moleculares. Foram analisados dois animais provenientes do rebanho 
Puro de Origem Importada (POI) da Embrapa Gado de Corte que apresentam o fenótipo. Para 
o sequenciamento, foram desenhados oito pares de primers a partir dos três éxons e das duas 
regiões não traduzidas (UTRs) do gene GDF-8. Para a identificação de mutações, os produtos 
amplificados por PCR (Polymerase Chain Reaction) foram sequenciados e as sequências 
alinhadas contra o genoma de referência (Bos taurus; versão Btau_4.6.1). Foram encontradas 
11 mutações, uma das quais configura uma deleção de 11 pares de bases no éxon 3 e que foi 
previamente associada ao fenótipo em outras raças. Essa mutação insere um códon de parada 
prematuro no gene GDF-8 interrompendo a produção da proteína miostatina. Com base 
nessas informações, os produtores poderão tornar mais eficiente o processo de seleção dos 
touros que serão os pais das próximas gerações, facilitando a tarefa tanto da introdução ou da 
eliminação dos alelos de interesse na população.   
 

Palavras-chave: GDF-8, marcadores moleculares, musculatura dupla, mutação 

  



vi 
 

ABSTRACT 

 

XAVIER, S. R. 2014. Prospecting for polymorphisms in the myostatin gene in Senepol 
breed. 2014. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014. 

The objective of this work was to prospect polymorphisms in the myostatin gene (GDF-8) in 
Senepol cattle that present the double muscling phenotype. Cattle with this trait have an 
excellent conformation and high carcass yield, but with lower content of intramuscular and 
subcutaneous fat. However, there are some disadvantages related to this phenotype as 
reducing the size of internal organs, susceptibility to respiratory diseases, stress and dystocia. 
Polymorphisms in the GDF-8 gene, which controls muscle growth, have been implicated in 
the development of muscular hypertrophy in many breeds of cattle. There are no reports in the 
literature regarding the occurrence of this trait in the Senepol breed, even though individuals 
who present the phenotype have been observed in practice. Therefore, the objective of this 
work was to identify polymorphisms in the GDF-8 gene in animals presenting double 
muscling phenotype, thus providing informative data that can be used in genetic improvement 
programs by marker assisted selection in the Senepol breed. Two animals presenting the 
phenotype from the Puro de Origem Importada (POI) herd at Embrapa Beef Cattle were 
analyzed. Eight pairs of primers were designed to generate PCR products from the 3 exons 
and 2 untranslated regions (UTRs) of the myostatin gene. The amplified products were 
sequenced and the sequences aligned against the reference genome (Bos taurus assembly 
Btau_4.6.1) for identification of mutations. Eleven mutations were identified in the GDF-8 
gene, one of which was an 11 base pair deletion in exon 3 that had been previously associated 
with the phenotype in other breeds and known for inserting a premature stop codon 
interrupting the production of myostatin protein. Based on this information, producers can 
make more efficient the process of selection of bulls to be parents of the next generation, 
facilitating the task of both the introduction and the elimination of alleles of interest in the 
population. 

 
Key words: double muscling, GDF-8, molecular markers, mutation 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Considerações gerais 

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegócio brasileiro no cenário 

mundial, que, em 2012, contava com um rebanho de 1,3 bilhão de animais (USDA, 2012). 

Atualmente, o Brasil possui um rebanho bovino de aproximadamente 193,4 milhões cabeças, 

sendo o maior rebanho bovino comercial do mundo (ANUALPEC, 2013). Além de abastecer 

um respeitável mercado interno que apresenta cerca de 201 milhões de habitantes, com um 

consumo médio anual per capita de 37,3 kg/habitante/ano (IBGE, 2013), o país ainda 

exportou em 2012, cerca de 1,58 milhão de toneladas equivalente de carcaça (ABIEC, 2013). 

A cada ano cresce a participação brasileira no comércio internacional de carne bovina. 

Segundo as estimativas do Ministério da Agricultura (MAPA, 2013), até 2020 a produção 

nacional de carnes suprirá 45% do mercado mundial. Porém, mesmo com estimativas tão 

promissoras, a pecuária de corte nacional ainda está em busca de melhores índices em termos 

de precocidade e produtividade dos rebanhos. 

Uma alternativa é a seleção e a utilização de animais produtivos, que sejam adaptados 

às condições climáticas do Brasil Central, como a raça Senepol (Bos taurus taurus). Os 

bovinos desta raça são recursos genéticos com amplo potencial para produção de carne, 

devido às suas características, tais como tolerância ao calor, boa conversão alimentar, 

longevidade e facilidade ao parto (ABCB Senepol, 2014). 

Tradicionalmente, o melhoramento genético pelo uso da genética quantitativa tem sido 

um recurso largamente utilizado pelos produtores, sendo baseado no conhecimento dos 

parâmetros genéticos da população, tais como herdabilidade, variância genética e correlações 

genéticas para as características de interesse (Walsh, 2000; Dekkers & Hospital, 2002). 

Apesar da obtenção de resultados positivos, a eficiência da seleção é diminuída em 

características de baixa herdabilidade, de difícil mensuração, que não podem ser diretamente 

mensuradas ou ainda, que apresentam correlações genéticas negativas (Berglund, 2008; 

Oltenacu & Broom, 2010; Rosa & Fragoso, 2010; Walker, 2013). A eficiência alimentar, o 

desenvolvimento ponderal, a resistência a doenças, as características reprodutivas, adaptação 

e longevidade, o rendimento e qualidade de carcaça, podem ser citadas como características 

que apresentam estas propriedades.  

A maioria das características ligadas à produção apresenta herança poligênica, ou seja, 

depende da variação alélica em um grande número de locos e sofrem influência de fatores 

ambientais (Martinez & Machado, 2002). A genética molecular é considerada uma ferramenta 
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complementar aos métodos tradicionalmente empregados no melhoramento genético e visa 

identificar e mapear os genes e os marcadores moleculares que interferem na expressão de 

características quantitativas de relevância econômica, com o intuito de melhorar a 

compreensão do controle genético de características complexas (Regitano & Coutinho, 2001; 

Dekkers & Hospital, 2002). Além disso, permite alta eficiência seletiva, rapidez na obtenção 

de ganhos genéticos e contribui para redução de custos com os testes de progênie, pois 

permite que o potencial genético de um animal seja determinado antes mesmo da expressão 

do seu fenótipo (Regitano & Coutinho, 2001; VanRaden et al., 2009). 

Neste contexto, mutações no gene da miostatina (GDF-8) estão associadas com o 

fenótipo de musculatura dupla, frequentemente encontrado em algumas raças bovinas como 

Belgian Blue, Piamontês e Asturiana de los Valles (McPherron & Lee, 1997; Lee & 

McPherron, 2001; Dunner et al., 2003). As carcaças destes animais que apresentam o fenótipo 

hipertrófico são consideradas superiores, resultando em maior produção de carne e maior 

proporção de cortes nobres, quando comparadas aos outros indivíduos que não possuem esta 

característica, porém com menor quantidade de gordura subcutânea e intramuscular (Wheeler 

et al., 2001; Fiems, 2012). Entretanto, existem algumas desvantagens relacionadas a este 

fenótipo tais como a redução do tamanho dos órgãos internos, aumento da susceptibilidade a 

doenças respiratórias e ao estresse, distocia e redução de fertilidade (McPherron & Lee, 1997; 

Potts et al., 2003; Dunner et al., 2003).  

Até o momento, foram descritos na literatura para diversas raças bovinas alguns 

marcadores moleculares que permitem a detecção dos indivíduos portadores, normais e 

afetados para esta característica, facilitando a tarefa, tanto da introdução controlada dos alelos, 

como a eliminação destes nas populações. Além disso, este fenótipo pode ser desejável ou não 

para os produtores em função dos objetivos de produção e seleção em bovinos de corte (Lee 

& McPherron, 2001; Fiems, 2012).  

 Na literatura não há relatos a respeito da ocorrência da musculatura dupla em bovinos 

da raça Senepol, porém na prática tem sido observados indivíduos que apresentam este 

fenótipo. Deste modo, a detecção precoce de polimorfismos associados a musculatura dupla 

poderá fornecer dados informativos que possam subsidiar os programas de melhoramento 

genético da raça Senepol por meio de seleção assistida por marcadores. 
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1.2 Raça Senepol 

1.2.1 História dos bovinos da raça Senepol 

Alguns bovinos da raça N´Dama foram importados do Senegal (África) para a ilha de 

Saint Croix (Caribe) em 1800, por Henry C. Neltropp que mantinha 250 animais N’Dama 

puro sangue em sua fazenda. Os animais N’Dama eram bastante adaptados ao calor, 

resistentes a doenças, insetos, parasitas e  tinham boa habilidade de sobrevivência em regiões 

de pastagens pobres, sendo excelente alternativa para o Caribe (Cianzio, 1996). 

A raça Senepol teve origem em 1918, quando o criador Bromlay Neltropp (filho de 

Henry um dos maiores criadores de N’Dama) decidiu desenvolver um bovino que combinasse 

aptidões em níveis superiores de produção com as condições ambientais na ilha Saint Croix. 

Naquele ano, foi introduzida a genética de Red Poll no rebanho de Neltropp, com o intuito de 

melhorar a habilidade materna, fertilidade e de tornar os animais mochos (ABCBS, 2014). 

Com o isolamento na ilha ocorreu forte pressão de seleção dos animais, sendo caracterizada 

pela seleção contínua para habilidade de sobrevivência a difíceis condições climáticas e 

nutricionais, resistindo os mais aptos.  O resultado foi a raça Senepol (Figura 1), formada a 

partir do cruzamento entre as raças N’Dama (taurino africano) e Red Poll (taurino britânico ) 

(Cianzio, 1996). 

 

 Figura 1: Touro Senepol (ABCBS, 2014). 

Em 2000, vieram os primeiros animais para o Brasil, importados dos melhores 

rebanhos dos Estados Unidos e da Ilha Saint Croix. Com essa genética de qualidade e o 
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empenho dos selecionadores brasileiros, o Brasil está se tornando um celeiro da genética 

mundial do Senepol (Cianzio, 1996; ABCBS, 2014). 

1.2.2 Características gerais da raça 

Esta raça é, teoricamente, 100% taurina adaptada aos trópicos e resistentes às doenças 

tropicais. Apresenta ainda alta fertilidade, bom acabamento de carcaça e qualidade de carne. 

O nome Senepol foi registrado em 1954 por “Sene” de Senegal e “Poll” de Red Poll (Ribeiro 

et al., 2010; ABCBS, 2014). 

A adaptação ao clima tropical é uma característica peculiar da raça Senepol, lhe 

confere tolerância ao calor, resistência a endo e ectoparasitas, alta conversão alimentar, 

precocidade sexual, comportamento dócil e apresenta de caráter mocho. Algumas 

características corpóreas contribuem para esta rusticidade: pêlos curtos e finos de cor 

vermelha  escuro a claro que permitem suportar altas temperaturas (Olson, 2003; Ribeiro et 

al., 2006). As fêmeas possuem excelente habilidade materna, facilidade de parto, vigor dos 

bezerros e baixo custo de manutenção (Hammond et al.,1996; Ribeiro et al., 2008; ABCBS, 

2014).  

Além da criação de animais puros de origem (PO), a raça Senepol é bastante utilizada 

no cruzamento industrial, principalmente no cruzamento rotacionado com três raças para 

abate terminal (Zadra, 2003), com a finalidade de produzir animais mais pesados a desmama 

(Chase et al., 1998), ao sobreano (Santos et al., 2010) e ao abate, com excelente rendimento 

de carcaça e qualidade de acabamento (Pereira et al., 2004).  

1.3 Marcadores genéticos 

Os marcadores moleculares referem-se a toda e qualquer característica herdável 

presente no DNA que diferencie dois ou mais indivíduos (Ferreira & Grattapaglia, 1998; 

Regitano & Coutinho, 2001; Gonçalves, 2008; Dias-Salman et al., 2009). Estas marcas são 

alterações na sequência de nucleotídeos na molécula de DNA, denominadas de 

polimorfismos.  

Os marcadores podem ser considerados uma ferramenta alternativa para a melhor 

compreensão do controle genético de características complexas, por meio da identificação de 

genes que interferem na expressão de características de relevância econômica (Coutinho et al., 

2010). Ao mesmo tempo, possibilitam a geração de informações sobre identidade genética, 

diversidade, mapeamento genético, frequências gênicas, detecção de doenças genéticas e/ou 

polimorfismos associados às características de produção, entre outras (Ferreira & 
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Grattapaglia, 1998; Coutinho et al., 2007; Rosa & Fragoso, 2011). Além disso, os marcadores 

moleculares apresentam alto grau de polimorfismo, e por não sofrerem influência do ambiente 

podem ser analisados em qualquer estádio de desenvolvimento (Regitano & Coutinho, 2001).  

O desenvolvimento de metodologias de análises moleculares tem permitido o estudo 

do genoma e das variações existentes, tanto em regiões codificadoras, quanto naquelas cuja 

função permanece pouco compreendida ou até mesmo desconhecida para muitas espécies de 

interesse zootécnico. As técnicas de biologia molecular têm sido úteis para a identificação dos 

polimorfismos genéticos relacionados com características de relevância econômica por meio 

da genotipagem de populações animais (Dias-Salman et al., 2009; Carvalho et al., 2009). A 

obtenção prévia desses genótipos poderá auxiliar na orientação de acasalamentos e 

transferências de embriões nos plantéis disponíveis para o melhoramento (Coutinho et al., 

2010).  

Neste contexto, os programas de melhoramento genético de raças bovinas utilizadas 

para produção de carne podem se beneficiar do uso de marcadores moleculares na sexagem de 

embriões, em testes de paternidade e, principalmente, na seleção assistida por marcadores. 

Esta seleção consiste em alterar a frequência dos alelos desejáveis de maneira mais rápida e 

eficiente, reduzindo o intervalo de gerações (Potts et al., 2003; Dias-Salman et al., 2009). 

1.4 Miogênese 

Em sistemas de produção de carne, o conhecimento dos fatores que determinam o 

crescimento e o desenvolvimento dos tecidos e do organismo como um todo é fundamental 

para a adequação dos programas de melhoramento genético, de manejo nutricional, 

ambiência, da definição da idade de abate, entre outros (Pardi et al., 1993). O crescimento e o 

desenvolvimento animal ocorrem desde a concepção, sendo o crescimento caracterizado pelo 

aumento de peso, comprimento, altura e circunferência em função da idade. Já, o 

desenvolvimento implica em mudanças na conformação corporal e das funções do organismo 

(Pardi et al., 1993; Rodrigues Filho et al., 2011). 

A musculatura animal é toda originária do mesoderma. Durante o processo de 

desenvolvimento embrionário, ocorre a formação do miótomo ou folha muscular, na região do 

somito. As células do miótomo vão se transformar em mioblastos, ou seja, células precursoras 

das fibras musculares somáticas ou fibras musculares esqueléticas (Pardi et al., 1993). O 

desenvolvimento do tecido muscular é regulado pela miogênese que resulta da ativação de 

vários mecanismos bioquímicos e fisiológicos que se desenvolvem em etapas (sinalização, 

ativação, determinação e diferenciação celular) e respondem pelo crescimento, manutenção e 
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reparos das fibras musculares, que de forma direta impacta a qualidade da carne bovina 

(Mauro, 1961; Rodrigues Filho et al., 2011). 

Miogênese é uma palavra que deriva do grego e significa, mio (músculo) e genesis 

(origem). Durante a fase embrionária desenvolvem-se três camadas celulares, a endoderme, a 

mesoderme e a ectoderme que são células embrionárias que permitirão a formação dos tecidos 

e órgãos do novo ser (Mauro, 1961; Johnston et al., 2011). 

O processo da miogênese pode ser dividido em duas fases: a determinação e a 

diferenciação. A determinação é o processo no qual as células pluripotentes estão se 

multiplicando e são mobilizadas para o processo miogênico, se transformando em mioblastos. 

Durante a miogênese no embrião, os mioblastos proliferam, migram, diferenciam e fundem-se 

para formar miotubos e, posteriormente, fibras musculares. A diferenciação ocorre quando os 

genes dos miotúbulos iniciam sua expressão músculo-específica, e então os mioblastos param 

de se multiplicar, e as fibras musculares passam a crescer quase que somente em volume 

(Ludolph & Konieczny, 1995; Rehfeldt et al., 2000; Silva et al., 2002; Fermo et al., 2008). 

Todos os eventos da miogênese são iniciados e controlados pela expressão diferencial 

de fatores de regulação miogênica (Myogenic Regulatory Ractors -MRFs), dos quais fazem 

parte a MioD (Myogenic determination gene D), Myf5, miogenina e MFR4 (Watabe, 1999; 

Weintraub, 1993; Watabe, 2001). Os MRFs possuem um domímio central conservado 

conhecido como E-box, o qual é importante para que os MRFs reconheçam uma sequência no 

DNA presente na região promotora da maioria dos genes músculos-específicos (Weintraub, 

1993). Durante a miogênese, os MRFs (MyoD e Myf5) determinam a proliferação dos 

mioblastos ou das células satélites, enquanto a expressão da miogenina e MRF4 determina o 

processo de diferenciação dos mioblastos ou das células satélites (Ludolph & Konieczny, 

1995; Watabe 1999, Rescan, 2001; Watabe, 2001; Israels & Israels, 2001). O crescimento 

muscular é controlado positivamente e negativamente por uma série de fatores transcricionais 

e de crescimento, que controlam a proliferação e diferenciação das células satélites. Entre 

esses fatores estão os MRFs, a miostatina e o IGF-I (Insulin-like Growth Factor-I) (Lee et al., 

2009). 

A principal função da miostatina é regular negativamente o crescimento muscular. 

Essa proteína controla a formação de novas fibras musculares e inibe a hipertrofia das fibras 

existentes, por meio da diminuição da expressão dos MRFs (Langley et al., 2002; Lee et al., 

2009). Esta proteína é inicialmente expressa durante a embriogênese, nos somitos e no 

músculo esquelético em desenvolvimento (McPherron et al., 1997; Thomas et al., 2000). 
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No músculo estriado esquelético, a expressão gênica da miostatina ocorre, ao longo do 

desenvolvimento e do crescimento muscular. No início do desenvolvimento embrionário, 

onde o crescimento muscular ocorre, predominantemente, por hiperplasia, os níveis de 

expressão de miostatina, são baixos, aumentando significativamente nos estágios finais de 

desenvolvimento, quando a hiperplasia torna-se menos intensa (Patruno et al., 2008). 

A via de sinalização da miostatina, assim como de outros genes músculo específicos, é 

muito importante para a manutenção do fenótipo muscular. A miostatina por meio da ligação 

aos receptores específicos na membrana da célula-alvo, ativa várias proteínas da família 

Smads formando complexos, promovendo a interação dessas. O complexo de proteínas Smads 

é translocado para o núcleo, onde interage com proteínas da maquinaria de transcrição, 

regulando a transcrição de genes-específicos e inibindo a ação da via sinalizada pela 

serina/treonina quinase e o IGF-I/Akt (proteína quinase B) (Watabe, 1999, Watabe, 2001; 

Rescan, 2001; Wozniak et al., 2005; Glass, 2010). Desta forma, proteínas responsáveis pela 

degradação proteica deixam de ser inibidas e passam a atuar, tornando-se ativas (Matsakas & 

Patel, 2009; Johnston et al., 2011). 

A miostatina é sintetizada associada ao seu pro-peptídeo sinal, o qual a mantém no seu 

estado latente (Hill, 2003). Quando secretada, a miostatina passa por dois processos de 

clivagem induzidos, provavelmente, por metaloproteases, para se tornar biologicamente ativa. 

Primeiro: são removidos 23 aminoácidos e, em seguida, ocorre uma clivagem nos 

aminoácidos 263-266. Segundo: são gerados fragmentos N-terminal e C-terminal, originando 

uma molécula biologicamente ativa (Matsakas & Patel, 2009; Guizoni et al., 2010). Uma vez 

ativado, o dímero C-terminal da miostatina é capaz de se ligar a receptores e ativar o sinal de 

transdução em cascata na célula alvo (Guizoni et al., 2010). 

O conhecimento fisiológico e bioquímico de como ocorre a deposição da musculatura 

animal é uma ferramenta muito importante para a manipulação do crescimento, para se obter 

melhores índices produtivos e maior quantidade de carne e qualidade de carcaça, uma vez que 

estas variáveis são influenciadas por fatores genéticos, ambientais e pela interação entre estes. 

1.4.1 Hipertrofia e hiperplasia celular 

Para o crescimento inicial, o músculo necessita da síntese das complexas moléculas 

protéicas específicas do tecido a partir dos aminoácidos, da correta disposição das proteínas 

sintetizadas para a formação dos elementos estruturais próprios do músculo como as fibras, 

além da diferenciação e desenvolvimento das fibras de acordo com o tipo do músculo. A 
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atividade hormonal intervém na construção das proteínas, atuando sobre as enzimas 

sintetizantes (Pardi et al., 1993). 

Porém, durante o desenvolvimento embrionário, algumas células precursoras 

(progenitoras miogênicas) não se fundem e permanecem como células indiferenciadas no 

músculo. Estas células possuem a capacidade de se proliferar e também têm o potencial de se 

diferenciar e se fundir com as fibras musculares existentes, sendo denominadas de células 

satélites ou mioblastos adultos (Vasyutina et al., 2007). Estas células constituem a principal 

fonte celular para a regeneração e para o processo de crescimento muscular pós-natal (Mauro, 

1961; Johnston et al., 2000; Buckingham, 2003). 

O crescimento dos tecidos musculares, adiposo e ósseo, que representam a maior parte 

da carcaça bovina, apresenta características alométrica, hiperplásica que vai da concepção ao 

nascimento e hipertrófica, após o nascimento (Pardi et al., 1993). Durante o período 

embrionário e fetal, o crescimento do músculo é caracterizado pelo aumento no número de 

fibras musculares e seu agrupamento, que é conhecido como hiperplasia, e na grande maioria 

das espécies animais não ocorre aumento no número de células musculares após o 

nascimento. Na hiperplasia, a fusão entre células satélites ativadas resultam na formação de 

novos miotubos na superfície das fibras existentes, com posterior diferenciação em fibras 

musculares (Stellabotte & Devoto, 2007). 

No segundo terço de gestação, outros mioblastos utilizam as miofibrilas primárias 

como suporte para alinharem-se e formar as fibras secundárias. As fibras secundárias passam 

por hipertrofia e se ligam a outros miotubos por meio de uma forte ligação permitindo a 

comunicação célula a célula. O período de mioblasto fetal, quando as fibras musculares 

secundárias são formadas, determina o número final de fibras no indivíduo adulto (Rodrigues 

Filho et al., 2011). 

Durante o período de crescimento pós-natal do animal, o crescimento muscular ocorre 

somente por hipertrofia (aumento do tamanho da célula), principalmente, pelo acréscimo de 

proteína e de núcleos originados da proliferação e fusão das células satélites a célula muscular 

(Johnston, 1999). A hipertrofia ocorre primeiramente no sentido longitudinal da fibra pelo 

aumento do número de sarcômeros e, posteriormente, ocorre um aumento do diâmetro pela 

deposição de proteínas miofibrilares (Junqueira & Carneiro, 2004; Sandri, 2008). Portanto, o 

aumento do tamanho da fibra muscular está limitado por fatores genéticos e nutricionais que 

irão determinar a capacidade do músculo de sintetizar proteínas musculares. 
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1.5 O gene da miostatina ou GDF-8 

1.5.1 Histórico da musculatura dupla 

A síndrome da musculatura dupla tem sido observada em algumas raças de bovinos de 

corte, há alguns séculos (Bass et al., 1999). A descrição inicial do fenótipo foi feita por 

Culley, na Inglaterra, em 1807. Esse autor observou em animais que, provavelmente, deram 

origem à raça Shorthorn, um desenvolvimento muscular acima do normal e, além disso, esses 

indivíduos possuíam carcaças com menor cobertura de gordura (Ott, 1990; Karim et al., 

2000). 

Anos mais tarde surgiu uma proposta de Wriedt (1929), quanto à possível origem da 

musculatura gupla: uma simples alteração em um gene. A confirmação para esta sugestão, foi 

realizada somente em 1995, por meio do mapeamento da extremidade centromérica do 

cromossomo 2  bovino, onde comprovaram que a síndrome da musculatuta dupla é devida a 

uma alteração genética simples e autossomica (Charlier et al.,1995). 

A confirmação de que o fenótipo da musculatura dupla é causado por uma mutação no 

gene da miostatina foi feita simultaneamente por McPherron & Lee (1997) e Grobet et al. 

(1997), que identificaram um fator de crescimento da família TGF-β (Trasnforming Growth 

Factor - β) e o chamaram de miostatina ou GDF-8 (Growth Differentiation Factor - 8).  

Desde então, têm sido observadas diferentes mutações que levam à perda da função do gene 

da miostatina, afetando a massa muscular e determinando o fenótipo da musculatura dupla 

(double-muscling) ou hipertrofia muscular em diversas raças  bovinas (Teixeira & Oliveira, 

2007; Canesin, 2009). 

Os estudos realizados por McPherron & Lee (1997) demonstraram que as mutações 

que ocorrem nesse gene levam a alterações na função de regulação da miogênese, resultando 

em hipertrofia e hiperplasia das fibras musculares. Definindo, dessa forma, o papel da 

miostatina como importante regulador negativo do desenvolvimento do músculo esquelético 

(McPherron & Lee; 1997; Lee & McPherron, 2001; Freking et al., 2002; Walsh & Celeste, 

2005; Guizoni et al., 2010). 

Os bovinos que apresentam este fenótipo são considerados animais de conformação 

desejável, do ponto de vista dos cortes da carcaça, uma vez que a forma do corpo corresponde 

à conformação que caracteriza o animal tipo "corte" (Pereira, 2008). No entanto, existem 

alguns problemas reprodutivos relacionados a este fenótipo tais como: dificuldade de parto 

(distocia), redução de fertilidade, diminuição da tolerância ao estresse e baixa viabilidade do 
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bezerro (Arthur, 1995). Além disso, essa condição, frequentemente, é fatal para as vacas que 

parem bezerros com essa característica (Arthur, 1995). 

Amthor et al. (2006) relataram que uma das características físicas importante 

observada em bovinos que apresentam este fenótipo está no aparelho reprodutor. Estes autores 

observaram que a genitália externa destes animais tem características infantilizadas, ou seja, 

são menores que a de outros indivíduos. Além disso, nos machos, os testículos, além de 

menores, parecem estar mais próximos da parede abdominal (Arthur, 1995). 

Outra característica importante na identificação de um animal hipertrófico pode ser 

observada logo após o nascimento: bezerros recém-nascidos, com esse fenótipo, apresentam a 

condição chamada de macroglossia (língua aumentada). Em alguns casos, a língua toma 

completamente a boca, fazendo com que haja dificuldade ou até impossibilidade do bezerro 

de se alimentar, sendo que essa característica, geralmente, desaparece após algumas semanas 

de vida (Goyache et al., 1996). 

Quando comparados aos outros animais, os indivíduos que apresentam o fenótipo da 

musculatura dupla tem o dobro do número de fibras musculares e consequentemente maior 

quantidade de massa muscular, proporcionando, em média, 20% mais carne em cada animal 

(Novakofski et al., 1981; Kambadur et al., 1997; Potts et al., 2003; Teixeira et al., 2006a; 

Rosa & Fragoso, 2011). Provavelmente, em vista disso, os problemas têm sido tolerados, 

levando à seleção ordenada de alguns animais portadores da mutação genética ou seu uso em 

cruzamentos (Teixeira et al., 2006b). 

Os animais que apresentavam este o fenótipo difundiram-se por vários países da 

Europa durante os séculos XIX e XX, devido ao uso intenso de alguns reprodutores 

portadores de alelos mutantes nos rebanhos europeus, visando à melhoria da eficiência do 

ganho de peso, características de carcaça e o aumento da musculatura (Oliver & Cartwright, 

1968; Marchitelli et al., 2003). 

Na Itália, Raimondi (1965) descreveu a musculatura dupla na raça Piemontês.  Nesse 

país, a raça apresentava um amplo efetivo populacional e cerca de 80% dos animais 

apresentavam fenótipo de musculatura dupla, o que sugeriu a ocorrência de seleção a favor 

dos alelos que condicionavam essa característica (McPherron & Lee, 1997). Marchitelli et al. 

(2003) estudaram 0,6% da população da raça Marchigiana na Itália e identificaram a  mutação 

denominada E291X, no gene da miostatina onde ocorre uma transversão de guanina para 

timina no nucleotídeo 874 no éxon 3. Diferentemente das raças Belgian Blue, Piemontês e 

Asturiana de los Valles, que têm muitas pesquisas a respeito desse gene, a raça Marchigiana, 
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até então, não apresentava dados informativos sobre o número de animais portadores dessas 

mutações (Teixeira & Oliveira, 2007). 

Em algumas regiões da França, a carne dos bovinos com musculatura dupla era 

preferida pelos consumidores em função da menor quantidade de gordura, favorecendo, 

assim, a seleção de animais que apresentam esse fenótipo. Porém, nas regiões norte e sul essa 

característica foi rejeitada por completo (Goyache et al., 1996). 

Nos Estados Unidos, até o final de 1920, não havia descrição da presença de animais 

com musculatura dupla. A síndrome foi descrita, inicialmente, em uma população da raça 

Hereford no leste do Estado de Nebraska. Em seguida, esta característica foi observada nesta 

mesma raça e em bovinos da raça Angus no Estado de Kansas (Weber & Ibsen, 1934). Em 

1960, foram introduzidos, nesses rebanhos, bovinos das raças francesas tais como Charolês, 

Limousin e Blonde d’Aquitane, dando início à seleção para musculatura dupla e melhoria da 

carcaça (Ott, 1990; Teixeira & Oliveira, 2007). Entretanto, os animais que apresentavam o 

fenótipo da musculatura dupla foram rejeitados pela cadeia produtiva Americana por esta 

característica estar associada a problemas reprodutivos (Ott, 1990). Posteriormente, este 

fenótipo foi observado em outras raças importadas, tais como Piemontês e Belgian Blue, 

selecionadas para desenvolvimento extremo de musculatura que tiveram aceitação comercial 

em função da exigência do mercado consumidor por carne magra (Ott, 1990). 

Na Espanha, somente no século XX, a hipertrofia muscular foi descrita em animais da 

raça Asturiana de Los Valles. Nesse país, há regiões onde os animais portadores do fenótipo 

foram rejeitados por completo. Entretanto, em outras regiões, desde 1940, a maioria dos 

animais dessa raça apresentavam o fenótipo relacionado à musculatura dupla (Goyache et al., 

1996). 

Na Bélgica, a raça Belgian Blue é a mais popular e o fenótipo da musculatura dupla 

era recorrente na população bovina (Hanset et al., 1989), indicativo de que houve seleção para 

animais que apresentavam esse fenótipo (Gengler et al., 1995; Goyache et al., 1996; 

McPherron et al.,1997; Grobet et al., 1997). 

Na Austrália, a musculatura dupla foi descrita, inicialmente, por Butterfield (1966) em 

bovinos da raça Angus, posteriormente, Butterfield (1966) e Oliver & Cartwright (1968) 

descreveram este fenótipo também nas raças Shorthorn e Ayrshire. 

No Brasil, Teixeira e Oliveira (2007) trabalharam com rebanhos da raça Marchigiana e 

detectaram uma mutação no éxon 3 do gene GDF8. Em função dos resultados, os autores 

sugeriram que os criadores estavam praticando seleção a favor dos animais portadores da 

mutação no referido gene. Grisolia et al. (2009) detectaram polimorfismos no gene da 
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miostatina em bovinos da raça Nelore. Entretanto, não conseguiram associar os polimorfismos 

encontrados com a ocorrência do fenótipo de musculatura dupla nesta raça, devido à posição 

onde ocorreu a substituição, que é referida como um domínio irrelevante para a função 

biológica da miostatina (McPherron & Lee, 1997; Shibata et al., 2003). Estes mesmos autores 

não detectaram em Nelore nenhuma das seis mutações, que ocorrem neste gene nas raças 

Belgian Blue, Piemontês e Asturiana de los Valles e que estão associadas ao fenótipo da 

musculatura dupla. 

1.5.2 Descrição, localização e função biológica do gene GDF8 

O genoma bovino está contido em 29 pares de cromossomos autossomos e o par 

sexual XX ou XY. As raças de gado doméstico são classificadas em duas subespécies: Bos 

taurus taurus, cujos animais são de origem européia e Bos taurus indicus, os zebuínos de 

origem indiana (Marris, 2009; Chelh et al., 2009; Rosa, 2010). 

Nos bovinos, o gene GDF-8 está localizado a 3,1cM (centimorgan) da região 

centromérica do cromossomo 2 (2q14-q15) e a análise molecular revelou que este gene é 

constituído por uma região não traduzida (UTR - Untranslated Region) na posição 5’ de 133 

nucleotídeos, três éxons de 373, 374 e 381 nucleotídeos e por dois introns com 1.840 e 2.033 

nucleotídeos cada (Jeanplong et al, 2001; Charlier et al.,1995). Além disso, o gene possui uma 

UTR na posição 3’ de tamanho variável (1.320, 1.431 ou 1.506 nucleotídeos) devido à 

variação posicional no sítio de poliadenilação, sendo constituída por um conjunto de 375 

aminoácidos (Lee & McPherron, 2001; Shibata et al., 2003; Guizoni et al., 2010). 

A função biológica da miostatina é inibir o desenvolvimento muscular, ou seja, esta 

proteína atua como um potente regulador negativo do crescimento muscular esquelético 

durante a miogênese, persistindo por toda a fase adulta (Thomas et al., 2000; Dias Correia & 

Dias Correia, 2006). Os animais que apresentam o fenótipo da musculatura dupla têm os 

músculos proeminentes (protuberantes), com seus limites e contornos bem visíveis sob a pele 

(Ménissier, 1982; Amthor et al., 2006). Além dessas alterações fenotípicas esses animais 

apresentam aumento da massa e, consequentemente, maior peso da carcaça, elevada 

percentagem de fibras brancas, reduzida quantidade de colágeno, menor densidade óssea 

(cerca de 10%) e menor teor de gordura nos tecidos (Hanset, 1991; McPherron & Lee,1997). 

1.5.3 Mutações encontradas nas diferentes raças bovinas 

Diversas raças bovinas e outras espécies animais domésticos apresentam o fenótipo da 

musculatura dupla (hipertrofia muscular) e várias mutações no gene GDF8 foram detectadas e 

associadas a este fenótipo em bovinos (Mcpherron & Lee, 1997; Grobet et al., 1998; Miranda, 
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2002; Dunner et al., 2003). Essas mutações fazem com que as características fenotípicas 

possam ter algumas diferenças entre si, ou seja, apresentar-se com maior ou menor 

intensidade, dependendo do tipo da mutação, e se o animal apresenta uma ou duas cópias do 

alelo que confere a hipertrofia muscular (McPherron & Lee, 1997). 

Atualmente, são conhecidas cerca de nove mutações (Tabela 1) que afetam o código 

sequencial do gene da miostatina: seis que inativam a proteína, duas mutações de mudança de 

sentido e uma mutação conservativa (Miranda, 2002; Gadanho, 2014). Há relatos na literatura 

de que essas seis mutações nas regiões codificantes do gene do GDF-8, causam stop códons 

prematuros, alteram a estrutura e a função da proteína (inativação da proteína) e, 

consequentemente, resultam em hipertrofia das fibras musculares (Tabela 1): nt821 (del11, ou 

seja, deleção de 11 pares de bases (pb) entre os nucleotídeos 821 a 831), nt419 (del17-ins10, 

ou seja, deleção/inserção na qual dez bases não relacionadas são inseridas no lugar de sete 

bases que foram deletadas no nucleotídeo 419), Q204X (C → T), E226X (G → T), E291X 

(G→ T) e C313Y (G→ A) (Kambadur et al., 1997; McPherron & Lee, 1997; Cappuccio et al., 

1998; Grobet et al., 1998; Teixeira & Oliveira, 2007).  
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Tabela 1- Mutações observadas no gene da miostatina em diferentes raças bovinas 

Mutações Alteração na 
proteína 

Raças Autores 

 
 
 

NT821 
(del11) 

 
 

 
Deleção  de 11 pb, stop 

codon de parada prematuro 
no RNAm e alteração na 

função da proteína 

Belgian Blue, 
South Devon, 

Blonde d’Aquitaine, 
Limousin, 

Parthenaise, 
Asturiana de los 

Valles, 
Rubea Gallega, 
Red Angus e 
Polish Red 

McPherron & Lee (1997), 
Kambadur et al. (1997), 

Dunner et al. (1997), 
Smith et al. (1997), 
Grobet et al. (1998), 
Karim et al. (2000), 

Klauzińka et al. (2001), 
Prusak (2001), 

Dunner et al. (2003) 

 
NT419 
(del7-
ins10) 

Deleção de 7 pb e  inserção 
de 10 pb, stop codon de 

parada prematuro no 
terminal-amino (N-terminal) 

 
Maine Anjou 

 
Grobet et al. (1998) 

 
Q204X 

Transição C/T, stop codon de 
parada prematuro no N-

terminal 

Charolês e 
Limousin 

Grobet et al. (1998), 
Smith et al. (2000) 

E226X Transversão G/T, stop codon 
de parada prematuro no N-

terminal 

 
Maine Anjou 

Grobet etal. (1998), 
Karin et al. (2000) 

E291X Transição de nucleotídeos 
G/T, stop codon de parada 

prematuro, alteração na 
função da proteína 

 
Marchigiana 

 
Cappucio et al. (1998) 

 
C313Y 

Substituição de cisteína por 
tirosina, alteração na 

estrutura e no função da 
proteína 

 
Piêmontes e 
Gascogne 

Kambadur et al. (1997), 
McPherron & Lee, (1997), 

Grobet et al. (1998), 
Fahrenkrug et al. (1999) 

S105C Substituição de uma serina 
por uma cisteína 

Parthenaise Dunner et al. (2003), 
McPherron & Lee (1997) 

D182N Substituíção de um ácido 
aspártico por uma asparagina 

Maine Anjou e 
INRA95 

Miranda et al. (2002) 

F94L Substituição de uma leucina 
por uma fenilalanina 

Limousin 
 

Sellick et al. (2007),  
Esmailizadeh et al. (2008) 

Fonte: Adaptado de Prusak & Grzybowski, 2003; Dunner et al., 2003. 

 As raças mais estudadas que apresentam o fenótipo da musculatura dupla são: Belgian 

Blue, Piemontês, Austuriana de Los Valles e Charolês (McPherron & Lee, 1997; Marchitelli 

et al, 2003; Canesin, 2009), além de outras como a Rubia Galega, Marchigiana, Blond 

d’Aquitaine, Limousin, Parthenaise, Gascogne e South Devon (Dunner et al., 1997; Grobet et 

al., 1997; McPherron & Lee, 1997; Karin et al., 2000; Lee & Mcpherron, 2001; Teixeira & 

Oliveira, 2007; Canesin, 2009). 
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Nas raças Belgian Blue e Austuriana de Los Vallles, ocorre a mutação nt821 (del11), 

caracterizada por uma deleção de 11 pb no exon 3, a partir dos nucleotídeos 821 a 831, 

denominada nt821 (del11), ocorrendo numa zona altamente conservada nos membros da 

família TGF-β, zona bioativa do terminal carboxilo (C-terminal), provocando uma alteração 

na estrutura da proteína e o aparecimento de stop codon prematuro (Grobet et al. 1997; 

Dunner et al., 2003; Bellinge et al., 2005). 

Grobet et al. (1998) identificaram a mutação nt419 na raça Maine Anjou, caracterizada 

pela deleção de sete pares de bases e a inserção subsequente de 10 pb na posição nucleotídica 

419 no exon 2, resultando em inativação da proteína. Esta mutação ocasiona a inativação da 

síntese proteica causando a incapacidade de regular a deposição de fibras musculares e 

determinando o fenótipo da musculatura dupla nesta raça. 

Nas raças Piemontês e Gascogne, a mutação que determina a musculatura dupla é 

ocasionada por uma transição de nucleotídeo G → A na posição 938 do éxon 3, resultando na 

substituição de tirosina por uma cisteína no aminoácido 313 (C313Y). Esta alteração 

determina a quebra de ligações de dissulfureto, devido à ausência de cisteína na região N-

terminal, alterando a configuração espacial da proteína com a consequente perda da sua 

atividade biológica (McPherron & Lee, 1997; Kambadur et al., 1997; Fahrenkrug et al., 1999; 

Berry et al., 2002; Baumann et al., 2003).  

Nas raças Charolês e Limousin, Grobet et al. (1998) descreveram a mutação 

denominada Q204X que ocasiona a transição de C → T na posição nucleotídica 610 no éxon 

2, que conduz à substituição de glutamina para se obter um códon de parada prematuro (stop 

codon) interrompendo a síntese de proteína. Do mesmo modo, Lee & McPherron (2001) e 

Allais et al. (2010) identificaram esta mutação em bovinos da raça Charolês. Em ambos, os 

autores observaram a falta da atividade biológica da miostatina. 

Foram descritas ainda outras mutações que afetam da mesma forma diversas raças 

bovinas. Na raça Maine-Anjou, foi descoberta uma transversão G→T, na posição 676 

(E226X), levando a um stop codon e inativando a miostatina (Karin et al., 2000). Na raça 

Marchigiana, Teixeira e Oliveira (2007) detectaram a mutação denominada E291X, que 

ocorre na posição nucleotídica 874 determinando a substituição de um ácido glutâmico por 

um stop codon prematuro bloqueando a conversão dos próximos 245 nucleotídeos antes do 

final de tradução. Marchitelli et al. (2003) também identificaram esta mesma mutação na Raça 

Marchigiana. 
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Nas raças bovinas Parthenaise, Maine Anjou e INRA95 ocorrem as mutações  D182N 

e S105 localizadas, respectivamente, nos exons 1 e 2, porém, até o momento, não há dados 

informativos na literatura sobre qual o efeito dessas mutações sobre a atividade  biológica da 

miostatina (Miranda, 2002). No entanto, há relatos de que estas mutações estão associadas a 

fenótipos intermediários, ou seja, não cusam fenótipos estremos de musculatura dupla 

(Miranda, 2002; Dunner et al., 2003; Gandanho, 2014). 

Nas raça Piemontês foi detectada a mutação L94F, onde ocorre uma transversão de 

nucleotídeos de C → A na posição 282 do éxon 1, no aminoácido 94, onde ocorre uma 

substituição conservativa de leucina por uma fenilalanina, sem qualquer alteração da atividade 

biológica da proteína (McPherron e Lee., 1997; Grobet et al, 1998). Esta mesma mutação 

também foi descrita na raça Limousin (Esmailizadeh et al., 2008; Gadanho, 2014). 

Além das mutações citadas acima, foram descritos até o momento cerca de 20 

polimorfismos que ocorrem no gene GDF-8 que implicam em uma mudança na sequência de 

aminoácidos (Marchitelli et al., 2003; Dunner et al., 2003). Entretanto, esses polimorfismos 

não determinam o fenótipo de musculatura dupla, devido à posição onde ocorrem, sendo estes 

locais referidos como domínios irrelevantes para a função biológica da miostatina (McPherron 

e Lee, 1997; Shibata et al., 2003). 

Altas taxas de polimorfismos no gene da miostatina em bovinos pode ser o resultado 

de uma longa história de seleção artificial para produção de carne, o que provavelmente tem 

favorecido essas modificações que se mantiveram nas populações (Grobet et al., 1998; 

Dunner et al., 2003; Grisolia et al., 2009).  

Na raça Senepol, que é objeto deste estudo, não há relatos na literatura sobre a 

ocorrência de musculatura dupla e, consequentemente, não há ainda descrição de mutações no 

gene GDF8 que possam estar associadas a este fenótipo. Porém, na prática são observados 

animais que apresentam o fenótipo. A identificação e a avaliação desses polimorfismos por 

meio sequenciamento ou testes de DNA possibilitará tornar mais eficiente o processo de 

seleção contra ou a favor dos alelos que existam na população, facilitando a eliminação ou a 

manutenção de indivíduos que possuam estes alelos. 

2 OBJETIVO E HIPÓTESE 

 
O objetivo deste trabalho foi prospectar polimorfismos no gene GDF-8 em animais da 

raça Senepol que apresentam o fenótipo da musculatura dupla, visando fornecer dados 

informativos que possam subsidiar programas de melhoramento genético da raça, por meio de 

seleção assistida por marcadores moleculares. 
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A suposição teórica que este experimento pretende comprovar é a seguinte: 

1. Animais da raça Senepol que apresentam o fenótipo da musculatura dupla possuem 

polimorfismos no gene GDF-8, e os polimorfismos identificados já foram previamente 

descritos na literatura como associados a este fenótipo. 

Os dados obtidos foram analisados e discutidos de forma a compor um artigo 

científico intitulado “Prospecção de polimorfismos no gene da miostatina em bovinos da 

raça Senepol” e redigido conforme as normas editoriais da Revista Brasileira de Zootecnia 

(RBZ) e apresentado a seguir.  
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Resumo: Objetivou-se prospectar polimorfismos no gene que codifica a 12 

miostatina (GDF-8), por meio de sequenciamento automático de DNA, em bovinos da 13 

raça Senepol que apresentam o fenótipo de musculatura dupla. Animais com esta 14 

característica apresentam boa conformação, alto rendimento de carcaça, porém com 15 

menor quantidade de gordura subcutânea e intramuscular. Entretanto, apresentam 16 

redução do tamanho dos órgãos internos, são mais susceptíveis a doenças respiratórias, 17 

estresse e distocia, tornando este fenótipo desejável ou não para os produtores. Foram 18 

sequenciados os produtos de PCR (Polymorphism Chain Reaction) de oito pares de 19 

primers dos éxons um, dois e três, e das regiões não traduzidas 5’ e 3’ (UTR - 20 

untranslated region) do gene GDF8. Ainda não existem relatos na literatura a respeito 21 

da ocorrência de polimorfismos associados ao fenótipo da musculatura dupla nesta raça. 22 

Portanto, a identificação destes polimorfismos em animais Senepol poderá contribuir 23 

para a compreensão dos mecanismos moleculares que atuam na expressão dessa 24 

característica, possibilitando a identificação precoce de animais portadores dos alelos 25 

que conferem a característica de musculatura dupla. Com base nessas informações, os 26 

produtores poderão tornar mais eficiente o processo de seleção dos touros que serão os 27 

pais das próximas gerações, facilitando a tarefa tanto da introdução ou da eliminação 28 

dos alelos de interesse na população.   29 

Palavras-chave: GDF-8, melhoramento genético, seleção assistida por marcadores, 30 

mutação 31 

32 
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4.2 INTRODUÇÃO 33 

Os avanços tecnológicos e o desenvolvimento de novas metodologias de análise 34 

molecular têm permitido o estudo do genoma bovino e das variações existentes 35 

(Coutinho et al. 2010; Ferraz et al., 2012). A detecção de polimorfismos genéticos 36 

associados a genes cuja expressão está relacionada à características de interesse 37 

econômico surge como alternativa complementar aos métodos tradicionalmente 38 

empregados no melhoramento genético (Regitano & Coutinho, 2001). A utilização 39 

dessas informações moleculares nos programas de melhoramento animal oferece a 40 

possibilidade de reduzir o intervalo de gerações (VanRaden et al., 2009; Rezende, 41 

2012). 42 

Em bovinos, mutações no gene GDF-8 (Growth Differentiation Factor-8), 43 

regulador negativo (inibidor) do crescimento muscular, levam a um aumento 44 

significativo da massa muscular do animal, do peso ao nascimento e da eficiência 45 

alimentar (McPherron & Lee, 1997; Fiems, 2012). Quando comparados com outros 46 

animais, os indivíduos com o fenótipo de musculatura dupla apresentam menos osso, 47 

menos gordura, mais músculos e elevada proporção de cortes de carne, proporcionando, 48 

em média, 20% mais carne em cada animal (Kambadur et al., 1997). Entretanto, apesar 49 

do aumento desejado na massa muscular, os animais hipertróficos apresentam 50 

problemas associados à reprodução, tais como redução de fertilidade dos machos e 51 

fêmeas, distocia e aumento da susceptibilidade ao estresse (Lee & McPherron, 2001; 52 

Potts et al., 2003). 53 

A identificação precoce dos animais portadores da hipertrofia muscular 54 

possibilitará tornar mais eficiente o processo de seleção a favor ou contra os alelos que 55 

conferem esta característica, facilitando a eliminação ou a manutenção de indivíduos 56 



32 
 

que possuam estes alelos nas populações bovinas (Karim et al., 2000; Rosa & Fragoso, 57 

2011; Gadanho, 2014). 58 

Os bovinos da raça Senepol são considerados recursos genéticos promissores para 59 

produção de carne, devido às suas características, tais como tolerância ao calor, boa 60 

conversão alimentar, longevidade e facilidade de parto (ABCBS, 2012). Ainda não há 61 

relatos na literatura a respeito da ocorrência de sítios polimórficos no gene da GDF-8 62 

associados ao fenótipo de musculatura dupla na raça Senepol. Porém, na prática têm 63 

sido observados indivíduos desta raça que apresentam o fenótipo.  64 

Assim, a raça representa uma interessante alternativa de genética taurina adaptada 65 

para a produção de carne de qualidade no Brasil Central. Neste contexto, objetivou-se 66 

identificar polimorfismos no gene GDF-8 em animais da raça Senepol portadores do 67 

fenótipo da musculatura dupla, visando fornecer dados informativos que possam 68 

subsidiar programas de melhoramento genético, por meio de seleção assistida por 69 

marcadores moleculares. 70 

4.3 MATERIAL E MÉTODOS 71 

4.3.1 Origem dos animais e coleta de sangue 72 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Genômica e Melhoramento 73 

Animal da Embrapa Gado de Corte, em Campo Grande-MS. Os dois indivíduos machos 74 

não aparentados com fenótipo da musculatura dupla utilizados no experimento (Anexos 75 

I e II) são provenientes do rebanho Senepol Puro de Origem Importada (POI) da 76 

Embrapa Gado de Corte.  77 

A formação deste rebanho teve origem em 2011 pela transferência de 121 78 

embriões, resultando no nascimento de 31 machos e 22 fêmeas. Os embriões foram 79 

gerados a partir de 17 vacas e 10 touros diferentes, os quais foram doados pelos 80 

criatórios Senepol da San (Miranda, MS) e Senepol CMI (Camapuã, MS).  81 
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Para a identificação de polimorfismos no gene GDF8, foram coletadas dos dois 82 

animais portadores de musculatura dupla amostras de 5 mL de sangue periférico por 83 

venopunção em tubos a vácuo (estéreis) contendo K3 EDTA. 84 

4.3.2 Extração e quantificação de DNA 85 

DNA genômico foi extraído utilizando o método descrito por Regitano e Coutinho 86 

(2001) (Anexo III). As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria 87 

em aparelho NanoDrop (Thermo Scientific) e em gel de agarose 0,8%, por meio de 88 

comparação com padrões de DNA de concentrações conhecidas (50, 100 e 200 ng/µL), 89 

corado com SyberGold (1:10.000), visualizado e fotografado sob luz ultravioleta. 90 

4.3.3 Amplificação do DNA do gene GDF-8 por PCR 91 

Para amplificação dos éxons 1, 2 e 3 e das regiões não traduzida (UTRs) 5’e 3’ do 92 

gene GDF-8 foram desenhados primers específicos a partir das sequências do gene que 93 

estão depositados no banco de dados público Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov),  com o 94 

auxílio do software primer 3 plus disponível online (http://frodo.wi.mit.edu/primer3), e 95 

sua qualidade foi verificada pelo software OligoAnalyzer v3.1, disponível online 96 

(http://www.iddna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer). 97 

Os oito pares de primers utilizados para amplificar os éxons 1, 2, 3 e as UTRs do 98 

gene GDF-8 estão descritos na Tabela 1. Para todos os pares de primers foi otimizado o 99 

protocolo (Tabela 2), sendo que todas as reações de amplificação (Polymerase Chain 100 

Reaction – PCR) foram realizadas com um volume final de 25 µL contendo 40 ηg de 101 

DNA genômico; 0,164 µM de cada um dos primers (F e R); 1 X Tampão de PCR (10 102 

mM Tris-HCl; pH 8,0 e 50 mM de KCl); 3,0 mM de MgCl2; 0,2 mM de cada dNTP; 1,0 103 

unidade (UI) de Taq DNA polimerase  e completado com água.  104 
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Tabela 2 - Posição dos nucleotídeos no gene GDF-8, as sequências dos primers 105 

forward (F) e reverse (R) utilizadas no sequenciamento, tamanho dos 106 

fragmentos amplificados (amplicons) e temperatura de anelamento (TA) 107 

padronizada para cada par de primer 108 

Região 
Oligonucleotídeo 

(F/R) 
Sequência 5’→3’ 

Fragmentos 

de DNA (pb) 

TA 

(°C) 

UTR5’+1 
1F 

1R 

GAGATTCATTGTGGAGCAAGAG 

CCTTGGGCAAAAGTTGTCTG 
478 58 

1 
2F 

2R 

AATGAGAACAGCGAGCAGAAG 

TGCAAGCATTTCATTTTTGAT 
538 58 

2 
3F 

3R 

TGATATGGAGGTCGTTCG 

GGCACCTTTGTCTGGCTTAT 
564 58 

3 

 

4F 

4R 

TCCTTAATGCTGTGCCTTTTA 

TCCATGTTTGAGGAAGCTATG 
550 60 

UTR3’+3 
5F 

5R 

GGCCCCTGCTGTACTCCTAG 

AAATTCAAGTGTTTAAGGATGTTC 
564 60 

UTR 3’ 
6F 

6R 

GGAGATCAAATTCCATTTATGTTC 

GCCTTTTCAATGCAGCTTCT 
538 60 

UTR 3’ 
7F 

7R 

CAGGTGCATTTTCACACTCC 

CACATTCACATTATACAGCCATCA 
542 60 

UTR 3’ 
8F 

8R 

TCCATATGCTAATGGTTAGATGGT 

CCAAACTTTTGTGCTCAGTCAT 
507 60 

F: forward e R: reverse. UTR = Região não traduzida. pb: pares de bases. 109 

As reações em cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas em um aparelho 110 

termocliclador conforme a (Tabela 3). 111 

Tabela 3 - Protocolo de PCR de amplificação do gene GDF-8  112 

Steps Temperatura Tempo 
1 95 ºC 4 minutos 
2 94 ºC 30 seg 
3 58 ou 60 ºC 30 seg 
4 72 ºC 40 seg 

Ciclos 2 à 4 repetir 30 vezes 
5 72 ºC 7 min 
6 4 ºC ᇮ 
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4.3.4 Eletroforese 113 

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 114 

(1%) em tampão TBE 10X (Tris-Borato –EDTA). Foram utilizados cerca de 3 µL da 115 

solução de produto de PCR acrescidos de 3 µL de tampão de corrida (Tris-HCl, 0,1 116 

mM,  pH 6,8; azul de bromofenol 0,02; glicerol 50%) Após a corrida eletroforética, o 117 

géis foram corados em solução contendo SyberGold (1:10.000) para observação dos 118 

fragmentos amplificados. 119 

O tamanho dos fragmentos amplificados foram determinados pela comparação 120 

com um marcador de peso molecular de 1 kb e a imagem de cada gel foi fotografada por 121 

um sistema digital de foto-documentação Gel-Doc, com transiluminador ultravioleta. 122 

4.3.5 Purificação dos produtos de PCR e sequenciamento de DNA 123 

Os produtos da PCR foram purificados com 0,5 UI das enzimas EXO-SAP 124 

(Exonuclease I, Shrimp Alkaline Phosphatase) de acordo com Werle et al. (1994) e 125 

incubados a 37 ºC por 30 minutos seguido de 20 minutos a 80 ºC.  126 

Para a reação de sequenciamento foi utilizado o kit BigDye® Terminator Cycle 127 

Sequencing (versão 3.1, Applied Biosystems, Foster City CA, USA), sendo a mesma 128 

preparada em um volume final de 10 µL com 1,6 µM primer forward (F) ou primer 129 

reverse (R) e aproximadamente 10 µL de produto de PCR purificado com EXO-SAP. 130 

Foram realizadas duas amplificações para cada amostra, um com o primer F e outro 131 

com o primer R.  132 

A amplificação foi realizada em termociclador Veriti® Thermal Cycler da 133 

Applied Biosystems, utilizando o seguinte programa: 96 ºC/1’, seguido de 25 ciclos de 134 

96 ºC/10”, 50 ºC/5” e 60 ºC por 4 segundos. Por fim, uma nova etapa de purificação foi 135 

realizada utilizando-se EDTA (125 mM, pH 8,0), etanol 70% e etanol absoluto. Os 136 
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produtos da PCR purificados foram sequenciados em um sequenciador automático 137 

modelo ABI-3130® (Applied Biosystems). 138 

4.3.6 Alinhamento de sequências 139 

Os eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento foram editados e 140 

analisados usando o Software CodonCode Aligner (versão demo). Inicialmente, as 141 

sequências foram editadas para remoção de trechos de baixa qualidade. Em seguida, 142 

foram alinhadas as quatro sequências geradas para cada produto de PCR (uma com 143 

primer F e outra com primer R para cada uma das duas amostras). E por fim, as 144 

sequências consenso geradas a partir das quatro sequências para cada produto de PCR 145 

foram alinhadas contra a sequência de referência do gene GDF-8 da versão Btau_4.6.1 146 

do genoma de Bos taurus obtida no Genebank (AB076403.1). 147 

4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 148 

O sequenciamento dos três éxons e das duas UTRs (5’ e 3’) do gene GDF-8 de 149 

dois animais Senepol que apresentam o fenótipo da musculatura dupla resultou em 150 

100% de homologia entre os indivíduos, ou seja, as sequências mostraram-se idênticas. 151 

No entanto, a comparação dessas sequências com o genoma de referência depositadas 152 

no Genebank (nº de acesso AB076403.1) revelou 11 sítios polimórficos, sendo que 153 

todos já haviam sido depositados no banco de dados dbSNP 154 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) e, consequentemente, possuem código 155 

identificador neste banco de dados (Tabela 3). 156 

Desta forma, foram identificados 11 sítios polimorfismos, dentre os quais um foi 157 

detectado no éxon 2 (nt414), um no éxon 3 (nt821) e outros nove polimorfismos em 158 

região não-codificante (UTR 3’) (Tabela 3 e Figura 1). Entretanto, não existem relatos 159 
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na literatura sobre a associação destes polimorfismos detectados na UTR 3’ com o 160 

fenótipo da musculatura dupla. 161 
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Tabela 4 - Descrição e localização dos polimorfismos e o código no dbSNP 162 

Polimorfismos 
Tipo de 

mutação 
Localização 

Nomeclatura na 

literatura 
Código no dbSNP 

C/T Sinônima Éxon II nt414 rs137528458 

Del11 Sem sentido Éxon III nt821 rs110072181 

A/C Sinônima UTR3’ - rs209589990 

C/G Sinônima UTR3’ - rs109647071 

C/T Sinônima UTR3’ - rs109402075 

A/G Sinônima UTR3’ - rs110819806 

A/G Sinônima UTR3’ - rs109092705 

A/G Sinônima UTR3’ - rs385065278 

A/G Sinônima UTR3’ - rs109690210 

A/G Sinônima UTR3’ - rs109079350 

C/T Sinônima UTR3’ - rs109534103 

 

O polimorfismo detectado no éxon 2 (Tabela 3) do gene GDF-8 nos bovinos da 163 

raça Senepol é referido na literatura como nt414 e caracterizado por uma transição de 164 

citosina (C) para timina (T). Estes achados são condizentes com os observados por 165 

Moreno et al. (2008) que encontraram esse mesmo polimorfismo em animais da raça 166 

Beefmaster. Entretanto, estes mesmos autores não encontraram associação desta 167 

mutação sinônima (nt414) com o fenótipo da musculatura dupla. Igualmente, Grobet et 168 

al. (1998) e Dunner et al. (2003) também encontraram esse mesmo polimorfismo em 169 

raças europeias (Hereford, Asturiana de los Valles, Rubia, Aubrac, Charolês, Gasconne, 170 

Salers e Shorthorn) e não observaram associação destes polimorfismos com a 171 

característica nessas raças. Da mesma forma, Grisolia et al. (2009) também avaliaram 172 

este polimorfismo em bovinos da raça Nelore e não encontraram associação com o 173 

fenótipo da musculatura dupla. 174 
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 175 

Figura 1 - Estrutura do gene da miostatina mostrando as regiões amplificadas pelos oito 176 

pares de primers utilizados. Mutações em regiões codificantes e UTRs 177 

descritas na literatura são representadas pelas barras azuis (mutações 178 

sinônimas), barras amarelas (mutações com troca de aminoácido ou 179 

mutação missense) e barras vermelhas (mutações com inserção prematura de 180 

códon de parada ou mutação nonsense). Cada mutação está descrita com o 181 

nome utilizado na literatura e/ou o identificador do banco de dados dbSNP 182 

do GeneBank. Nomes na cor verde representam os polimorfismos 183 

encontrados a partir dos animais da raça Senepol utilizados neste trabalho. 184 

A caixa vermelha identifica a única mutação sem sentido ou nonsense 185 

encontrada nestes animais. 186 

Marchitelli et al. (2003) e Dunner et al. (2003) demonstraram que ocorrem cerca 187 

de 34 mutações (Figura 1) no gene GDF-8 como deleções, inserções e polimorfismos de 188 

base única (SNPs) em diversas raças bovinas. De acordo ainda com Dunner et al. 189 

(2003), alguns indivíduos de raças diferentes apresentam fenótipos intermediários que 190 

não correspondem com o genótipo nos sítios polimórficos conhecidos, sugerindo que 191 

outros polimorfismos de efeito menor também possam participar do desenvolvimento 192 

da hipertrofia muscular. Além disso, há relatos na literatura de que as mutações D182N, 193 

S105C e F94L causam variações fenotípicas, ou seja, causam fenótipos intermediários, 194 

diferentemente das mutações sem sentido que causam fenótipos serevos (extremos) de 195 

musculatura dupla (Miranda, 2002; Dunner et al., 2003; Gandanho, 2014). 196 
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McPherron & Lee (1997) referiram que mutações no gene GDF-8 estão 197 

associadas tanto à hiperplasia quanto à hipertrofia da musculatura esquelética em 198 

bovinos. Bellinge et al. (2005), Dunner et al. (2003) e Miranda (2002) relataram a 199 

existência de pelo menos seis polimorfismos (deleções, mutações sem sentido ou 200 

nonsenses e missenses) no gene GDF-8, relacionados com o fenótipo da musculatura 201 

dupla: nt419 (del7-ins10), nt821 (del11), C313Y (G→A), E291X (G→T), E226X 202 

(G→T) e Q204X (C→T) (Grobet et al., 1997; Kambadur et al., 1997; McPherron & 203 

Lee, 1997; Cappuccio et al., 1998; Grobet et al., 1998; Smith et al., 2000). 204 

O sequenciamento do gene GDF-8 nos bovinos da raça Senepol detectou 11 205 

polimorfismos, sendo dez polimorfismos de base única (Single Nucleotide 206 

Polymorphism - SNP) e uma deleção de 11 pares de bases, referida na literatura como 207 

nt821. De acordo com os dados que já foram publicados, o polimorfismo nt821 está 208 

associado com o fenótipo da musculatura dupla em diversas raças bovinas (McPherron 209 

& Lee, 1997; Grobet et al., 1998; Dunner et al., 2003;). 210 

A mutação nt821 (nonsense) detectada no éxon 3 resulta em um códon de parada 211 

prematuro (stop codon)  e causa a inativação da molécula (Tabela 3 e Figura 1). Este 212 

alelo tem sido associado com hipertrofia muscular em várias raças (Kambadur et al, 213 

1997; McPherron & Lee, 1997; Grobet et al, 1998; Dunner et al, 2003 ). Barroso et al. 214 

(1998) identificaram esta mutação em bovinos das raças Asturiana de los Valles. 215 

Igualmente, Goyache et al. (2002) descreveram tal mutação em bovinos da raça 216 

Piemontês. A mesma mutação também foi encontrada nas raças Preta, Blond 217 

d’Aquitaine, Parthenaise, Asturiana de los Valles, Rubia Galega e South Devon (Smith 218 

et al., 2000; Karim et al., 2000; Raes et al., 2003; Dunner et al., 2003; Teixeira & 219 

Oliveira, 2007; Warner et al., 2010). 220 
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Neste trabalho, relatamos pela primeira vez a descrição de polimorfismos no gene 221 

GDF8 e a ocorrência do fenótipo da musculatura dupla em bovinos da raça Senepol. 222 

Este fenótipo, provavelmente, é causado pela mutação sem sentido nt821 localizada no 223 

éxon III do gene que codifica a miostatina. De acordo com a literatura, esta mutação 224 

apresenta um efeito maior quando comparada com os outros polimorfismos descritos e 225 

pode caracterizer o fenótipo da hipertrofia muscular (McPherron & Lee, 1997; Miranda, 226 

2002; Dunner et al., 2003; ). 227 

Os resultados encontrados são condizentes com os trabalhos realizados pelos 228 

autores McPherron & Lee, (1997) e Karim et al. (2000) que detectaram esta mesma 229 

mutação nas raças Belgian Blue e Austuriana de los Valles. Estes resultados também 230 

corroboram os resultados encontrados nas raças South Devon, Blonde d’Aquitaine, 231 

Limousin, Parthenaise, Rubea Gallega, Red Angus e Polish Red onde a referida 232 

mutação esta associada ao fenótipo de musculatura dupla severa (McPherron & Lee, 233 

1997; Kambadur et al., 1997; Dunner et al., 1997; Grobet et al., 1998; Smith et al., 234 

2000; Karim et al., 2000; Klauzińka et al., 2001; Prusak & Grzybowski, 2003; Dunner 235 

et al., 2003). 236 

4.5 CONCLUSÕES 237 

O sequenciamento do gene GDF8 nos bovinos da raça Senepol revelou 11 238 

polimorfismos, sendo dez polimorfismos de base única e uma deleção de 11 pares de 239 

bases, referida na literatura como nt821. Como a mutação nt821 apresenta um efeito 240 

maior quando comparada com os outros polimorfismos descritos e causa o fenótipo de 241 

hipertrofia muscular em diversas raças bovinas como Belgian Blue, Austuriana de los 242 

Valles, South Devon, Blonde d’Aquitaine, Limousin, Parthenaise, Rubea Gallega, Red 243 

Angus e Polish Red pode-se afirmar que esta mutação é responsável por este fenótipo 244 

em bovinos da raça Senepol. Dessa forma, constatou-se pela primeira vez que existem 245 
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variações no gene da miostatina que podem estar relacionadas com o fenótipo 246 

musculatura dupla nesta raça. No entanto, são necessárias pesquisas adicionais para a 247 

validação destes polimorfismos.  248 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Os avanços tecnológicos na área da genética molecular têm facilitado à detecção 

de marcadores moleculares que possam estar associados às características de relevância 

econômica em bovinos de corte. A utilização dessas técnicas moleculares tem permitido 

a detecção dos polimorfimos associados ao fenótipo da musculatura dupla em diversas 

raças bovinas e, consequentemente, a identificação precisa dos indivíduos portadores 

deste fenótipo. 

Neste trabalho, constatou-se pela primeira vez que existem variações no gene da 

miostatina que podem estar relacionadas com o fenótipo musculatura dupla na raça 

Senepol.   De acordo com dados obtidos na literatura, a identificação da mutação nt821 

no éxon III do gene GDF8 permite afirmar que esta mutação é responsável por este 

fenótipo em animais Senepol. Com base nessas informações, os produtores poderão 

tornar mais eficiente o processo de seleção dos touros que serão os pais das próximas 

gerações, facilitando a tarefa tanto da introdução ou da eliminação dos alelos de 

interesse na população. 
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7 ANEXOS 
 
7.1 Anexo I - Geneologia: número de registro do animal 6000 
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7.2 Anexo II - Geneologia: número de registro do animal 6013 

 

7.3 Anexo III - Extração de DNA de leucócitos adaptado de Regitano e Coutinho 

(2001) 

A) Obtenção de Leucócitos 

 

1. Coletar 5 mL de sangue em tubos contendo EDTA potássico [50 µL de EDTA (K3) a 

15%]; 

3. Adicionar 10 mL de Solução A e vortexar até homogeneizar; 

4. Centrifugar por 10 min a 700 xg; 

5. Dispensar o sobrenadante; 

6. Ressuspender o pellet em 5 mL de Solução A; 

7. Vortexar até dissolver completamente o sedimento ; 
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8. Centrifugar por 10 min a 700 xg; 

9. Repetir os passos 4 – 9 até obter somente as células brancas (o sedimento  deve  estar  

branco cremoso); 

10. Ressupender o sedimento em 500 µL de Solução A e transferir para microtubos de 

1,5 mL; 

11. Centrifugar 5 min a 16.000 xg e descartar o sobrenadante. 

 

OBS: As células brancas assim preparadas podem ser armazenadas entre -20 °C e -80 

°C. 

 

B) Extração e purificação do DNA 

 

1. Ressuspender o sedimento em 500 µL de Solução B; 

2. Vortexar até o sedimento desprender do fundo do tubo; 

3. Incubar a 55 °C por 4-6 horas (ou overnight). Vortexar periodicamente durante a 

incubação para que a dissolução do sedimento seja completa; 

4. Adicionar 210 µL de TE (pH 7,6) e 240  µL de NaCl 5M; 

5. Agitar os tubos por inversão até formar pequenos coágulos; 

6. Incubar em gelo por 10 min; 

7. Centrifugar por 15 min a 16.000 xg; 

8. Recolher o sobrenadante dividindo-o em dois microtubos de 1,5 mL limpos (máximo  

de 500 µL de sobrenadante por tubo); 

9. Adicionar 1 mL de etanol 100% (absoluto) gelado em cada tubo e misturar por 

inversão; 

10. Centrifugar por 15 min a 16.000 xg; 

11. Descartar o sobrenadante; 

12. Secar em papel; 

13. Adicionar 500 µL de etanol 70% gelado; 

14. Centrifugar por 5 min a 16.000 xg; 

15. Descartar o etanol e secar o sedimento na bancada por 40’ a 60’; 

16. Ressuspender o sedimento em 250 µL de TE+RNase (10 µg de RNase por mL de 

amostra) e incubar por 1 hora a 37 °C; 

17. Quantificar as amostras; 

18. Armazenar o DNA extraído a -20 ºC. 
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*Tampão de lise: 

Solução estoque Concentração Final  

Tris-HCl pH 7,6 – 8,0 100 Mm 

EDTA pH 7,6 – 8,0 10 Mm 

NaCl 300 mM 

 


