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RESUMO

Xavier, S. R.Prospeccéo de polimorfismos no gene da miostatinanebovinos da raca
Senepol.2014. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Mealideterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campadg, MS, 2014.

Objetivou-se prospectar polimorfismos no gene dastatina GDF-8) em bovinos da raca
Senepol, que apresentam o fendtipo da musculatipka.dBovinos com esta caracteristica
apresentam boa conformacao, alto rendimento degarenas com menor quantidade de
gordura subcutanea e intramuscular. Porém, exislgomas desvantagens relacionadas a
este fendtipo como reducdo do tamanho dos o6rgdemas, susceptibilidade a doencas
respiratorias, estresse e distocia. PolimorfisntogeneGDF-8, responsavel pelo controle do
crescimento muscular, tém sido implicados no deseimrento da hipertrofia muscular em
diversas racas de bovinos na literatura. Ainda exdstem relatos a respeito da ocorréncia
desta caracteristica na raca Senepol, poréem n&gtém sido observados individuos que
apresentam o fenétipo. Dessa forma, objetivou-setificar polimorfismos no gen€DF-8

em animais portadores da musculatura dupla, visdodwecer dados informativos que
possam subsidiar programas de melhoramento gertiticaca Senepol, por meio de selecao
assistida por marcadores moleculares. Foram ada$isdois animais provenientes do rebanho
Puro de Origem Importada (POI) da Embrapa Gadoatte Que apresentam o fenétipo. Para
0 sequenciamento, foram desenhados oito parpsrdersa partir dos trés éxons e das duas
regides nao traduzidas (UTRs) do g&ieF-8. Para a identificacdo de mutagdes, os produtos
amplificados por PCRPplymerase Chain Reactiprioram sequenciados e as sequéncias
alinhadas contra o0 genoma de referénBms(taurusversao Btau_4.6.1). Foram encontradas
11 mutacdes, uma das quais configura uma delecda gares de bases no éxon 3 e que foi
previamente associada ao fenotipo em outras regas. mutacao insere um cédon de parada
prematuro no gen&DF-8 interrompendo a producdo da proteina miostatiran @ase
nessas informagdes, os produtores poderdo torniarefi@iente o processo de selecdo dos
touros que serdo os pais das proximas geracOdaafmo a tarefa tanto da introducédo ou da
eliminacao dos alelos de interesse na populacao.

Palavras-chave:GDF-8, marcadores moleculares, musculatura dupla, mutaca
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ABSTRACT

XAVIER, S. R. 2014 .Prospecting for polymorphisms in the myostatin genén Senepol
breed. 2014. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Nwli¥eterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campadg, MS, 2014.

The objective of this work was to prospect polynisms in the myostatin gen&DF-8) in
Senepol cattle that present the double musclinghgiigpe. Cattle with this trait have an
excellent conformation and high carcass yield, Witilh lower content of intramuscular and
subcutaneous fat. However, there are some disaaty@mtrelated to this phenotype as
reducing the size of internal organs, suscepthibtrespiratory diseases, stress and dystocia.
Polymorphisms in th&DF-8 gene, which controls muscle growth, have beenigatgd in
the development of muscular hypertrophy in mangdseof cattle. There are no reports in the
literature regarding the occurrence of this traithe Senepol breed, even though individuals
who present the phenotype have been observed atigeraTherefore, the objective of this
work was to identify polymorphisms in théDF-8 gene in animals presenting double
muscling phenotype, thus providing informative dhi@ can be used in genetic improvement
programs by marker assisted selection in the Séraped. Two animals presenting the
phenotype from the Puro de Origem Importada (P@Pdhat Embrapa Beef Cattle were
analyzed. Eight pairs of primers were designedeioegate PCR products from the 3 exons
and 2 untranslated regions (UTRs) of the myostgeéne. The amplified products were
sequenced and the sequences aligned against #rened genomeBps taurus assembly
Btau_4.6.1) for identification of mutations. Eleverutations were identified in theDF-8
gene, one of which was an 11 base pair deleti@xam 3 that had been previously associated
with the phenotype in other breeds and known faeinting a premature stop codon
interrupting the production of myostatin proteinad®d on this information, producers can
make more efficient the process of selection ofsbtd be parents of the next generation,
facilitating the task of both the introduction atieé elimination of alleles of interest in the
population.

Key words: double musclingiGDF-8, molecular markers, mutation
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1 INTRODUCAO
1.1Consideracdes gerais

A bovinocultura € um dos principais destaques doragdcio brasileiro no cenario
mundial, que, em 2012, contava com um rebanho 3ldihdo de animais (USDA, 2012).
Atualmente, o Brasil possui um rebanho bovino dexamadamente 193,4 milhdes cabecas,
sendo o0 maior rebanho bovino comercial do mundoWANPEC, 2013). Além de abastecer
um respeitavel mercado interno que apresenta der@01 milhdes de habitantes, com um
consumo médio anual per capita de 37,3 kg/habitarde (IBGE, 2013), o pais ainda
exportou em 2012, cerca de 1,58 milhdo de toneleglaisalente de carcaca (ABIEC, 2013).

A cada ano cresce a participacao brasileira no momiaternacional de carne bovina.
Segundo as estimativas do Ministério da Agricult{iM®PA, 2013), até 2020 a producéo
nacional de carnes suprira 45% do mercado mund@ém, mesmo com estimativas tao
promissoras, a pecuaria de corte nacional aindaegstbusca de melhores indices em termos
de precocidade e produtividade dos rebanhos.

Uma alternativa é a selecéo e a utilizacao de amipradutivos, que sejam adaptados
as condicbes climaticas do Brasil Central, coma@a rSenepolBos taurus taurys Os
bovinos desta ragca s&o recursos genéticos com goopdmcial para producdo de carne,
devido as suas caracteristicas, tais como tolerdaci calor, boa conversdo alimentar,
longevidade e facilidade ao parto (ABCB Senepal420

Tradicionalmente, o melhoramento genético pelodasgenética quantitativa tem sido
um recurso largamente utilizado pelos produtoresde baseado no conhecimento dos
parametros genéticos da populagéo, tais como hHbddale, varidncia genética e correlacdes
genéticas para as caracteristicas de interessesif\W2000; Dekkers & Hospital, 2002).
Apesar da obtencdo de resultados positivos, aérfid da selecdo é diminuida em
caracteristicas de baixa herdabilidade, de difl@hsuracédo, que ndo podem ser diretamente
mensuradas ou ainda, que apresentam correlacd&ticgsnnegativas (Berglund, 2008;
Oltenacu & Broom, 2010; Rosa & Fragoso, 2010; Walk@13). A eficiéncia alimentar, o
desenvolvimento ponderal, a resisténcia a doemagasaracteristicas reprodutivas, adaptacao
e longevidade, o rendimento e qualidade de carqgeghem ser citadas como caracteristicas
gue apresentam estas propriedades.

A maioria das caracteristicas ligadas a producéesapta heranca poligénica, ou seja,
depende da variacéo alélica em um grande numetocds e sofrem influéncia de fatores

ambientais (Martinez & Machado, 2002). A genéticdauoular € considerada uma ferramenta



complementar aos métodos tradicionalmente empregadanelhoramento genético e visa
identificar e mapear 0s genes e 0s marcadores ulales que interferem na expressao de
caracteristicas quantitativas de relevancia ecat@dmcom o intuito de melhorar a
compreensao do controle genético de caracteristaraplexas (Regitano & Coutinho, 2001,
Dekkers & Hospital, 2002). Além disso, permite afeciéncia seletiva, rapidez na obtencao
de ganhos genéticos e contribui para reducdo de®scu®m o0s testes de progénie, pois
permite que o potencial genético de um animal defarminado antes mesmo da expressao
do seu fendtipo (Regitano & Coutinho, 2001; VanReeleal., 2009).

Neste contexto, mutagces no gene da miosta@iaF(8) estdo associadas com o
fenotipo de musculatura dupla, frequentemente d@ramm em algumas ragas bovinas como
Belgian Blue, Piamontés e Asturiana de los VallskRherron & Lee, 1997; Lee &
McPherron, 2001; Dunner et al., 2003). As carcagases animais que apresentam o fendtipo
hipertrofico sdo consideradas superiores, resudtaamd maior producdo de carne e maior
proporcao de cortes nobres, quando comparadasugros individuos que ndo possuem esta
caracteristica, porém com menor quantidade de gogiibcutanea e intramuscular (Wheeler
et al.,, 2001; Fiems, 2012). Entretanto, existenuralgs desvantagens relacionadas a este
fendtipo tais como a redugdo do tamanho dos 6ngéesos, aumento da susceptibilidade a
doencas respiratorias e ao estresse, distociaiededle fertilidade (McPherron & Lee, 1997;
Potts et al., 2003; Dunner et al., 2003).

Até o momento, foram descritos na literatura pakeerdas racas bovinas alguns
marcadores moleculares que permitem a deteccaandosduos portadores, normais e
afetados para esta caracteristica, facilitandeefetatanto da introdug&o controlada dos alelos,
como a eliminacdo destes nas populagfes. Além,disemfendtipo pode ser desejavel ou ndo
para os produtores em funcdo dos objetivos de pémda selecdo em bovinos de corte (Lee
& McPherron, 2001; Fiems, 2012).

Na literatura ndo ha relatos a respeito da ocoi@éta musculatura dupla em bovinos
da raca Senepol, porém na pratica tem sido obssvewdiividuos que apresentam este
fendtipo. Deste modo, a deteccéo precoce de pdisnws associados a musculatura dupla
podera fornecer dados informativos que possam diabsis programas de melhoramento

genético da raca Senepol por meio de selecaoidagisir marcadores.



1.2 Raga Senepol
1.2.1 Historia dos bovinos da raca Senepol

Alguns bovinos da raca N"Dama foram importados elee§al (Africa) para a ilha de
Saint Croix (Caribe) em 1800, por Henry C. Neltrappe mantinha 250 animais N'Dama
puro sangue em sua fazenda. Os animais N'Dama é&astante adaptados ao calor,
resistentes a doencas, insetos, parasitas e tibbarhabilidade de sobrevivéncia em regioes
de pastagens pobres, sendo excelente alternatava [gzaribe (Cianzio, 1996).

A raca Senepol teve origem em 1918, quando o ariBdamlay Neltropp (filho de
Henry um dos maiores criadores de N’'Dama) decidsedvolver um bovino que combinasse
aptidées em niveis superiores de producdo comrafigiiees ambientais na ilha Saint Croix.
Naquele ano, foi introduzida a genética de Red ioliebanho de Neltropp, com o intuito de
melhorar a habilidade materna, fertilidade e deaois animais mochos (ABCBS, 2014).
Com o isolamento na ilha ocorreu forte pressaoetec&o dos animais, sendo caracterizada
pela selecdo continua para habilidade de sobresiavém dificeis condi¢cdes climaticas e
nutricionais, resistindo os mais aptos. O resolt@i a raca Senepol (Figura 1), formada a
partir do cruzamento entre as racas N'Dama (tawafrioano) e Red Poll (taurino britanico )
(Cianzio, 1996).

Figura 1: Touro Senepol (ABCBS, 2014).

Em 2000, vieram os primeiros animais para o Brasiportados dos melhores

rebanhos dos Estados Unidos e da llha Saint C@mxn essa genética de qualidade e o



empenho dos selecionadores brasileiros, o Brasil ®s tornando um celeiro da genética
mundial do Senepol (Cianzio, 1996; ABCBS, 2014).

1.2.2 Caracteristicas gerais da raca

Esta raca é, teoricamente, 100% taurina adaptadad@mcos e resistentes as doencas
tropicais. Apresenta ainda alta fertilidade, borab@mento de carcaca e qualidade de carne.
O nome Senepol foi registrado em 1954 por “SeneSeleegal e “Poll” de Red Poll (Ribeiro
et al., 2010; ABCBS, 2014).

A adaptacdo ao clima tropical € uma caracterigtieeuliar da raca Senepol, |he
confere tolerancia ao calor, resisténcia a endateparasitas, alta conversao alimentar,
precocidade sexual, comportamento doécil e apreselga carater mocho. Algumas
caracteristicas corporeas contribuem para estacidaste: pélos curtos e finos de cor
vermelha escuro a claro que permitem suportas &taperaturas (Olson, 2003; Ribeiro et
al., 2006). As fémeas possuem excelente habilidsaterna, facilidade de parto, vigor dos
bezerros e baixo custo de manutencdo (Hammond,¥936; Ribeiro et al., 2008; ABCBS,
2014).

Além da criacédo de animais puros de origem (P@g¢a Senepol é bastante utilizada
no cruzamento industrial, principalmente no cruzameotacionado com trés ragas para
abate terminal (Zadra, 2003), com a finalidade relyzir animais mais pesados a desmama
(Chase et al., 1998), ao sobreano (Santos et(dlQ)2 ao abate, com excelente rendimento

de carcaca e qualidade de acabamento (Pereira20@4).

1.3 Marcadores genéticos

Os marcadores moleculares referem-se a toda e ugmaltpracteristica herdavel
presente no DNA que diferencie dois ou mais indie&d (Ferreira & Grattapaglia, 1998;
Regitano & Coutinho, 2001; Goncalves, 2008; Dialsr@a et al., 2009). Estas marcas sao
alteracbes na sequéncia de nucleotideos na molédaelaDNA, denominadas de
polimorfismos.

Os marcadores podem ser considerados uma ferraraketaativa para a melhor
compreensao do controle genético de caracteristaraplexas, por meio da identificacao de
genes que interferem na expressao de caractesidiaalevancia econémica (Coutinho et al.,
2010). Ao mesmo tempo, possibilitam a geracéo ttenracdes sobre identidade genética,
diversidade, mapeamento genético, frequéncias ag@niteteccdo de doencas genéticas e/ou

polimorfismos associados as caracteristicas de upémd entre outras (Ferreira &



Grattapaglia, 1998; Coutinho et al., 2007; Rosar&gbso, 2011). Além disso, os marcadores
moleculares apresentam alto grau de polimorfisnpmrando sofrerem influéncia do ambiente
podem ser analisados em qualquer estadio de degemsnoto (Regitano & Coutinho, 2001).

O desenvolvimento de metodologias de analises miales tem permitido o estudo
do genoma e das variacdes existentes, tanto e@esegodificadoras, quanto naquelas cuja
funcé@o permanece pouco compreendida ou até messoordecida para muitas espécies de
interesse zootécnico. As técnicas de biologia nitdedém sido Uteis para a identificacdo dos
polimorfismos genéticos relacionados com caraditesiss de relevancia econémica por meio
da genotipagem de populagdes animais (Dias-Salmah, 2009; Carvalho et al., 2009). A
obtencdo prévia desses genotipos poderd auxiliaronentagcdo de acasalamentos e
transferéncias de embrides nos plantéis disponperia 0 melhoramento (Coutinho et al.,
2010).

Neste contexto, os programas de melhoramento gené#i racas bovinas utilizadas
para producao de carne podem se beneficiar doaistattadores moleculares na sexagem de
embrides, em testes de paternidade e, principatmeat selecido assistida por marcadores.
Esta selecdo consiste em alterar a frequéncialdins alesejaveis de maneira mais rapida e

eficiente, reduzindo o intervalo de geracoes (Raitid., 2003; Dias-Salman et al., 2009).
1.4 Miogénese

Em sistemas de producéo de carne, o conhecimestdattires que determinam o
crescimento e o desenvolvimento dos tecidos e ganismo como um todo € fundamental
para a adequacdo dos programas de melhoramentdicgende manejo nutricional,
ambiéncia, da definicdo da idade de abate, entreso(Pardi et al., 1993). O crescimento e 0
desenvolvimento animal ocorrem desde a concepeadpso crescimento caracterizado pelo
aumento de peso, comprimento, altura e circunfeémen funcdo da idade. Ja, o
desenvolvimento implica em mudancas na conformaggmoral e das funcdes do organismo
(Pardi et al., 1993; Rodrigues Filho et al., 2011).

A musculatura animal é toda originaria do mesoderBarante o processo de
desenvolvimento embrionario, ocorre a formacao aamo ou folha muscular, na regiao do
somito. As células do midtomo vao se transformaneablastos, ou seja, células precursoras
das fibras musculares somaticas ou fibras museukesgueléticas (Pardi et al., 1993). O
desenvolvimento do tecido muscular € regulado petmyénese que resulta da ativagdo de
varios mecanismos bioquimicos e fisiologicos qualessenvolvem em etapas (sinalizagéo,

ativacdo, determinacao e diferenciacéo celulagspandem pelo crescimento, manutencéo e



reparos das fibras musculares, que de forma dingpacta a qualidade da carne bovina
(Mauro, 1961; Rodrigues Filho et al., 2011).

Miogénese é uma palavra que deriva do grego efismgnmio (muasculo) e genesis
(origem). Durante a fase embrionaria desenvolvetnésecamadas celulares, a endoderme, a
mesoderme e a ectoderme que sao células embrgaegpermitirdo a formacao dos tecidos
e orgaos do novo ser (Mauro, 1961; Johnston €2Gil]).

O processo da miogénese pode ser dividido em cases:fa determinacdo e a
diferenciacdo. A determinacdo é 0 processo no @sakélulas pluripotentes estdo se
multiplicando e sdo mobilizadas para o process@émico, se transformando em mioblastos.
Durante a miogénese no embrido, os mioblastoSgnanin, migram, diferenciam e fundem-se
para formar miotubos e, posteriormente, fibras mlases. A diferenciacdo ocorre quando os
genes dos miotubulos iniciam sua expressdo mugsylecifica, e entdo os mioblastos param
de se multiplicar, e as fibras musculares passamescer quase que somente em volume
(Ludolph & Konieczny, 1995; Rehfeldt et al., 20@lva et al., 2002; Fermo et al., 2008).

Todos os eventos da miogénese sao iniciados eotamis pela expresséao diferencial
de fatores de regulacdo miogéniddyogenic Regulatory RactordIRFs), dos quais fazem
parte a MioD Myogenic determination gene)DMyf5, miogenina e MFR4 (Watabe, 1999;
Weintraub, 1993; Watabe, 2001). Os MRFs possuemdomimio central conservado
conhecido comé&-box o0 qual é importante para que os MRFs reconhegamsgquéncia no
DNA presente na regido promotora da maioria doggemisculos-especificos (Weintraub,
1993). Durante a miogénese, os MRFs (MyoD e Myf&)edninam a proliferacdo dos
mioblastos ou das células satélites, enquanto Eessqo da miogenina e MRF4 determina o
processo de diferenciacdo dos mioblastos ou dagasétatélites (Ludolph & Konieczny,
1995; Watabe 1999, Rescan, 2001; Watabe, 200X lds&a Israels, 2001). O crescimento
muscular é controlado positivamente e negativamanteima série de fatores transcricionais
e de crescimento, que controlam a proliferacaoferaficiacdo das células satélites. Entre
esses fatores estdo os MRFs, a miostatina e o (BBEtlin-like Growth Factor)l (Lee et al.,
2009).

A principal funcdo da miostatina é regular negatigate o crescimento muscular.
Essa proteina controla a formagéo de novas fibtescutares e inibe a hipertrofia das fibras
existentes, por meio da diminuicdo da expressadvtRiss (Langley et al., 2002; Lee et al.,
2009). Esta proteina é inicialmente expressa derranembriogénese, nos somitos e no

musculo esquelético em desenvolvimento (McPherrah,1997; Thomas et al., 2000).



No musculo estriado esquelético, a expressao géaicaiostatina ocorre, ao longo do
desenvolvimento e do crescimento muscular. No anén desenvolvimento embrionério,
onde o crescimento muscular ocorre, predominantezngror hiperplasia, os niveis de
expressdo de miostatina, sdo baixos, aumentanddicatjvamente nos estagios finais de
desenvolvimento, quando a hiperplasia torna-se memensa (Patruno et al., 2008).

A via de sinaliza¢do da miostatina, assim comoudms genes musculo especificos, €
muito importante para a manutencao do fenotipo mascA miostatina por meio da ligacao
aos receptores especificos na membrana da célda-aliva varias proteinas da familia
Smaddormando complexos, promovendo a interacdo de€sasmplexo de protein&mads
é translocado para o nucleo, onde interage coneipad da maquinaria de transcrigcao,
regulando a transcricdo de genes-especificos eéndlmba acdo da via sinalizada pela
serina/treonina quinase e o IGF-I/Akt (proteinangae B) (Watabe, 1999, Watabe, 2001;
Rescan, 2001; Wozniak et al., 2005; Glass, 2016)tdforma, proteinas responsaveis pela
degradacéo proteica deixam de ser inibidas e paassar, tornando-se ativas (Matsakas &
Patel, 2009; Johnston et al., 2011).

A miostatina é sintetizada associada ao seu prigagpsinal, o qual a mantém no seu
estado latente (Hill, 2003). Quando secretada, @statina passa por dois processos de
clivagem induzidos, provavelmente, por metalopis#sapara se tornar biologicamente ativa.
Primeiro: sdo removidos 23 aminoacidos e, em sagua@torre uma clivagem nos
aminoacidos 263-266. Segundo: sdo gerados fragsdhterminal e C-terminal, originando
uma molécula biologicamente ativa (Matsakas & Pa@09; Guizoni et al., 2010). Uma vez
ativado, o dimero C-terminal da miostatina é cafmge ligar a receptores e ativar o sinal de
transducdo em cascata na célula alvo (Guizoni,2Gl0).

O conhecimento fisioldgico e bioquimico de comoroe@ deposi¢cdo da musculatura
animal é uma ferramenta muito importante para aiputatao do crescimento, para se obter
melhores indices produtivos e maior quantidadeadeece qualidade de carcaca, uma vez que
estas variaveis sao influenciadas por fatores gasetambientais e pela interagédo entre estes.

1.4.1 Hipertrofia e hiperplasia celular

Para o crescimento inicial, 0 musculo necessitaidiese das complexas moléculas
protéicas especificas do tecido a partir dos amidod, da correta disposicdo das proteinas
sintetizadas para a formacdo dos elementos estisijoroprios do musculo como as fibras,

além da diferenciacdo e desenvolvimento das fidemsicordo com o tipo do musculo. A
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atividade hormonal intervém na construcdo das jmase atuando sobre as enzimas
sintetizantes (Pardi et al., 1993).

Porém, durante o desenvolvimento embrionario, adguntélulas precursoras
(progenitoras miogénicas) ndo se fundem e permaneceno ceélulas indiferenciadas no
musculo. Estas células possuem a capacidade delgerar e também tém o potencial de se
diferenciar e se fundir com as fibras muscularastentes, sendo denominadas de células
satélites ou mioblastos adultos (Vasyutina et28lQ7). Estas células constituem a principal
fonte celular para a regeneracao e para o prodessescimento muscular pés-natal (Mauro,
1961, Johnston et al., 2000; Buckingham, 2003).

O crescimento dos tecidos musculares, adiposoe®0gge representam a maior parte
da carcaca bovina, apresenta caracteristicas aloaédtiperplasica que vai da concepc¢ao ao
nascimento e hipertrofica, apés o nascimento (Patdal., 1993). Durante o periodo
embrionario e fetal, o crescimento do musculo @atarizado pelo aumento no niamero de
fibras musculares e seu agrupamento, que é comheaido hiperplasia, e na grande maioria
das espécies animais ndo ocorre aumento no numercéhlllas musculares apos o
nascimento. Na hiperplasia, a fusdo entre cél@dadites ativadas resultam na formacao de
novos miotubos na superficie das fibras existertes) posterior diferenciacdo em fibras
musculares (Stellabotte & Devoto, 2007).

No segundo terco de gestacdo, outros mioblastbzauti as miofibrilas primarias
como suporte para alinharem-se e formar as filmasnslarias. As fibras secundarias passam
por hipertrofia e se ligam a outros miotubos poionae uma forte ligacdo permitindo a
comunicacao célula a célula. O periodo de miobléstal, quando as fibras musculares
secundarias sao formadas, determina o numerodébras no individuo adulto (Rodrigues
Filho et al., 2011).

Durante o periodo de crescimento pds-natal do anov@aescimento muscular ocorre
somente por hipertrofia (aumento do tamanho dda)élprincipalmente, pelo acréscimo de
proteina e de nucleos originados da proliferacfis@o das células satélites a célula muscular
(Johnston, 1999). A hipertrofia ocorre primeiraneenbd sentido longitudinal da fibra pelo
aumento do numero de sarcOmeros e, posteriormecere um aumento do diametro pela
deposicdo de proteinas miofibrilares (Junqueiraa&n€iro, 2004; Sandri, 2008). Portanto, o
aumento do tamanho da fibra muscular esta limifaidfatores genéticos e nutricionais que

irdo determinar a capacidade do musculo de siatgbioteinas musculares.
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1.5 O gene da miostatina oGGDF-8

1.5.1 Histdrico da musculatura dupla

A sindrome da musculatura dupla tem sido obsergadalgumas racas de bovinos de
corte, ha alguns séculos (Bass et al., 1999). Arigé® inicial do fenotipo foi feita por
Culley, na Inglaterra, em 1807. Esse autor obseermwanimais que, provavelmente, deram
origem a raca Shorthorn, um desenvolvimento museaiana do normal e, além disso, esses
individuos possuiam carcacas com menor coberturgoddura (Ott, 1990; Karim et al.,
2000).

Anos mais tarde surgiu uma proposta de Wriedt (1, 3%anto a possivel origem da
musculatura gupla: uma simples alteracdo em um. genenfirmacao para esta sugestao, foi
realizada somente em 1995, por meio do mapeamemntexttemidade centromérica do
cromossomo 2 bovino, onde comprovaram que a sirelda musculatuta dupla é devida a
uma alteragdo genética simples e autossomica {€heirlal.,1995).

A confirmacao de que o fendtipo da musculaturaal@ptausado por uma mutagédo no
gene da miostatina foi feita simultaneamente poPihgtron & Lee (1997) e Grobet et al.
(1997), que identificaram um fator de crescimerdadamiliaTGF- (Trasnforming Growth
Factor - f) e o chamaram de miostatina @DF-8 (Growth Differentiation Factor - B
Desde entdo, tém sido observadas diferentes matagelevam a perda da funcdo do gene
da miostatina, afetando a massa muscular e detemdono fend6tipo da musculatura dupla
(double-musclingou hipertrofia muscular em diversas racas bavii@ixeira & Oliveira,
2007; Canesin, 2009).

Os estudos realizados por McPherron & Lee (199#@)amstraram que as mutagdes
gue ocorrem nesse gene levam a alteracdes na fdeg@&gulacdo da miogénese, resultando
em hipertrofia e hiperplasia das fibras musculaf2sfinindo, dessa forma, o papel da
miostatina como importante regulador negativo deedeolvimento do musculo esquelético
(McPherron & Lee; 1997; Lee & McPherron, 2001; kingket al., 2002; Walsh & Celeste,
2005; Guizoni et al., 2010).

Os bovinos que apresentam este fenétipo séo coadae animais de conformacao
desejavel, do ponto de vista dos cortes da caroatayvez que a forma do corpo corresponde
a conformacdo que caracteriza o animal tipo "cof®reira, 2008). No entanto, existem
alguns problemas reprodutivos relacionados a estétipo tais como: dificuldade de parto

(distocia), reducao de fertilidade, diminuicdo dieténcia ao estresse e baixa viabilidade do
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bezerro (Arthur, 1995). Além disso, essa condif@guentemente, é fatal para as vacas que
parem bezerros com essa caracteristica (Arthug)199

Amthor et al. (2006) relataram que uma das caratiEas fisicas importante
observada em bovinos que apresentam este fendtpo@ aparelho reprodutor. Estes autores
observaram que a genitalia externa destes anierisaracteristicas infantilizadas, ou seja,
sdo menores que a de outros individuos. Além disss, machos, os testiculos, além de
menores, parecem estar mais proximos da paredenaidArthur, 1995).

Outra caracteristica importante na identificacdoune animal hipertréfico pode ser
observada logo apds o nascimento: bezerros recéadna, com esse fendtipo, apresentam a
condicdo chamada de macroglossia (lingua aument&da)alguns casos, a lingua toma
completamente a boca, fazendo com que haja difideldu até impossibilidade do bezerro
de se alimentar, sendo que essa caracteristiGmgerte, desaparece apds algumas semanas
de vida (Goyache et al., 1996).

Quando comparados aos outros animais, os indiviquesapresentam o fenétipo da
musculatura dupla tem o dobro do numero de fibrascolares e consequentemente maior
quantidade de massa muscular, proporcionando, eran0% mais carne em cada animal
(Novakofski et al., 1981; Kambadur et al., 1997itPet al., 2003; Teixeira et al., 2006a;
Rosa & Fragoso, 2011). Provavelmente, em vistaodigs problemas tém sido tolerados,
levando a selecao ordenada de alguns animais pogtada mutagdo genética ou seu uso em
cruzamentos (Teixeira et al., 2006b).

Os animais que apresentavam este o fendtipo difamelse por varios paises da
Europa durante os séculos XIX e XX, devido ao ustenso de alguns reprodutores
portadores de alelos mutantes nos rebanhos eurogeasdo a melhoria da eficiéncia do
ganho de peso, caracteristicas de carcaca e o sudeemusculatura (Oliver & Cartwright,
1968; Marchitelli et al., 2003).

Na ltalia, Raimondi (1965) descreveu a musculatiugla na raca Piemontés. Nesse
pais, a raca apresentava um amplo efetivo popuiacie cerca de 80% dos animais
apresentavam fenotipo de musculatura dupla, o ggerisi a ocorréncia de selecéao a favor
dos alelos que condicionavam essa caracteristicRI{gtron & Lee, 1997). Marchitelli et al.
(2003) estudaram 0,6% da populacdo da raca Maattsgia Italia e identificaram a mutacao
denominada E291X, no gene da miostatina onde ocon@ transversao de guanina para
timina no nucleotideo 874 no éxon 3. Diferentemet#e racas Belgian Blue, Piemontés e

Asturiana de los Valles, que tém muitas pesquigaseito desse gene, a raca Marchigiana,
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até entdo, ndo apresentava dados informativos sobéenero de animais portadores dessas
mutacOes (Teixeira & Oliveira, 2007).

Em algumas regides da Franca, a carne dos bovimws ngusculatura dupla era
preferida pelos consumidores em funcdo da menontigaale de gordura, favorecendo,
assim, a selecdo de animais que apresentam essipdeorém, nas regides norte e sul essa
caracteristica foi rejeitada por completo (Goyaehal., 1996).

Nos Estados Unidos, até o final de 1920, ndo hdesaricdo da presenca de animais
com musculatura dupla. A sindrome foi descritagiahinente, em uma populacdo da raca
Hereford no leste do Estado de Nebraska. Em segestia caracteristica foi observada nesta
mesma raga e em bovinos da raca Angus no Estaamsas (Weber & Ibsen, 1934). Em
1960, foram introduzidos, nesses rebanhos, bovdassracas francesas tais como Charolés,
Limousin e Blonde d’Aquitane, dando inicio a setepara musculatura dupla e melhoria da
carcaca (Ott, 1990; Teixeira & Oliveira, 2007). Ietanto, 0S animais que apresentavam o
fendtipo da musculatura dupla foram rejeitados maldeia produtiva Americana por esta
caracteristica estar associada a problemas reprosiufOtt, 1990). Posteriormente, este
fendtipo foi observado em outras racas importatias, como Piemontés e Belgian Blue,
selecionadas para desenvolvimento extremo de natscalque tiveram aceitacdo comercial
em fungéo da exigéncia do mercado consumidor paegaagra (Ott, 1990).

Na Espanha, somente no século XX, a hipertrofiacoias foi descrita em animais da
raca Asturiana de Los Valles. Nesse pais, ha regifide os animais portadores do fenoétipo
foram rejeitados por completo. Entretanto, em sutegides, desde 1940, a maioria dos
animais dessa raca apresentavam o fenoétipo retanos musculatura dupla (Goyache et al.,
1996).

Na Bélgica, a raca Belgian Blue € a mais popularfendtipo da musculatura dupla
era recorrente na populacdo bovina (Hanset et389), indicativo de que houve selecéo para
animais que apresentavam esse fenétipo (Genglal.etl995; Goyache et al., 1996;
McPherron et al.,1997; Grobet et al., 1997).

Na Australia, a musculatura dupla foi descritagiaimente, por Butterfield (1966) em
bovinos da raca Angus, posteriormente, Butterfi@@66) e Oliver & Cartwright (1968)
descreveram este fenotipo também nas ragas Shoghyrshire.

No Brasil, Teixeira e Oliveira (2007) trabalharaomcrebanhos da raca Marchigiana e
detectaram uma mutacdo no éxon 3 do gebB&8 Em funcio dos resultados, os autores
sugeriram que os criadores estavam praticandodseledavor dos animais portadores da

mutacdo no referido gene. Grisolia et al. (200%edaram polimorfismos no gene da
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miostatina em bovinos da raga Nelore. Entretaréio,aonseguiram associar 0s polimorfismos
encontrados com a ocorréncia do fenotipo de muscalaupla nesta raca, devido a posicéo
onde ocorreu a substituicdo, que € referida comodominio irrelevante para a funcao

bioldgica da miostatina (McPherron & Lee, 1997;58la et al., 2003). Estes mesmos autores
nao detectaram em Nelore nenhuma das seis mutapieycorrem neste gene nas ragas
Belgian Blue, Piemontés e Asturiana de los Vallegue estdo associadas ao fenétipo da

musculatura dupla.
1.5.2 Descricéo, localizacéo e funcéo biolégica geneGDF8

O genoma bovino esta contido em 29 pares de cramass autossomos € o par
sexual XX ou XY. As racas de gado doméstico sassiflaadas em duas subespéckss
taurus taurus cujos animais sdo de origem européiBos taurus indicysos zebuinos de
origem indiana (Marris, 2009; Chelh et al., 2006s& 2010).

Nos bovinos, o gendsDF-8 esta localizado a 3,1cM (centimorgan) da regido
centromérica do cromossomo 2 (2914-q15) e a andal@ecular revelou que este gene é
constituido por uma regido nao traduzidd R - Untranslated Regipma posicdo 5’ de 133
nucleotideos, trés éxons de 373, 374 e 381 nudtmsie por dois introns com 1.840 e 2.033
nucleotideos cada (Jeanplong et al, 2001; Chatliak,1995). Além disso, 0 gene possui uma
UTR na posicdo 3' de tamanho variavel (1.320, 1.4811.506 nucleotideos) devido a
variacdo posicional no sitio de poliadenilagdo,dseoonstituida por um conjunto de 375
aminoacidos (Lee & McPherron, 2001; Shibata e8I03; Guizoni et al., 2010).

A funcéo biologica da miostatina € inibir o desdwivoento muscular, ou seja, esta
proteina atua como um potente regulador negativacrdscimento muscular esquelético
durante a miogénese, persistindo por toda a fadéagd@homas et al., 2000; Dias Correia &
Dias Correia, 2006). Os animais que apresentamma@tif@ da musculatura dupla tém os
musculos proeminentes (protuberantes), com seltedia contornos bem visiveis sob a pele
(Ménissier, 1982; Amthor et al., 2006). Além desalieracdes fenotipicas esses animais
apresentam aumento da massa e, consequentemente, peao da carcaca, elevada
percentagem de fibras brancas, reduzida quantidadeolageno, menor densidade Ossea
(cerca de 10%) e menor teor de gordura nos te¢itkrsset, 1991; McPherron & Lee,1997).

1.5.3 Mutagbes encontradas nas diferentes racas loas

Diversas racas bovinas e outras espécies animaiégiicos apresentam o fenoétipo da
musculatura dupla (hipertrofia muscular) e variagagdes no gen@DF8 foram detectadas e

associadas a este fenétipo em bovinos (Mcpherrbae% 1997; Grobet et al., 1998; Miranda,
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2002; Dunner et al., 2003). Essas mutacdes fazem quee as caracteristicas fenotipicas
possam ter algumas diferencas entre si, ou sej@se&gar-se com maior ou menor
intensidade, dependendo do tipo da mutacédo, easémal apresenta uma ou duas copias do
alelo que confere a hipertrofia muscular (McPhed&dree, 1997).

Atualmente, sdo conhecidas cerca de nove mutagdéslé 1) que afetam o codigo
sequencial do gene da miostatina: seis que inatavanoteina, duas mutacdes de mudanca de
sentido e uma mutacao conservativa (Miranda, 2G@2anho, 2014). Ha relatos na literatura
de que essas seis mutacdes nas regides codifichntgEne da&sDF-8, causanstop coédons
prematuros, alteram a estrutura e a funcdo da ipeotéinativacdo da proteina) e,
consequentemente, resultam em hipertrofia dassfilmzsculares (Tabela 1): nt821 (delll, ou
seja, delecdo de 11 pares de bases (pb) entrecleptideos 821 a 831), nt419 (dell7-ins10,
ou seja, delecao/insercdo na qual dez bases rémoreddas sdo inseridas no lugar de sete
bases que foram deletadas no nucleotideo 419),)Q&04— T), E226X (G— T), E291X
(G—T) e C313Y (G~ A) (Kambadur et al., 1997; McPherron & Lee, 19G@&ppuccio et al.,
1998; Grobet et al., 1998; Teixeira & Oliveira, 200
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Tabela I- Mutagbes observadas no gene da miostatina enewliés racas bovinas

Mutacgdes Alteracdo na Racas Autores
proteina
Belgian Blue, McPherron & Lee (1997),
South Devon, Kambadur et al. (1997),
Blonde d’Aquitaine, Dunner et al. (1997),
NT821 Delecédo de 11 pistop Limousin, Smith et al. (1997),
(del1l) codonde parada prematuro Parthenaise, Grobet et al. (1998),
no RNAm e alteracdo na  Asturiana de los Karim et al. (2000),
funcao da proteina Valles, Klauzinka et al. (2001),
Rubea Gallega, Prusak (2001),
Red Angus e Dunner et al. (2003)
Polish Red
Delecao de 7 pb e insercao
NT419 de 10 pbstop codorde Maine Anjou Grobet et al. (1998)
(del7- parada prematuro no
ins10) terminal-amino (N-terminal)
Transicao C/Tstop codorde Charolés e Grobet et al. (1998),
Q204X parada prematuro no N- Limousin Smith et al. (2000)
terminal
E226X Transversdo @, stop codon Grobet etal. (1998),
de parada prematuro no N-  Maine Anjou Karin et al. (2000)
terminal
E291X Transicao de nucleotideos
G/T, stop codorde parada Marchigiana Cappucio et al. (1998)
prematuro, alteragéo na
funcdo da proteina
Substituicdo de cisteina por Kambadur et al. (1997),
C313Y tirosina, alteracdo na Piémontes e McPherron & Lee, (1997),
estrutura e no funcéo da Gascogne Grobet et al. (1998),
proteina Fahrenkrug et al. (1999)
S105C Substituicdo de uma serina  Parthenaise Dunner et al. (2003),
por uma cisteina McPherron & Lee (1997)
D182N Substituicdo de um &cido  Maine Anjou e Miranda et al. (2002)
aspartico por uma asparagina  INRA95
Fo4L Substituicdo de uma leucina  Limousin Sellick et al. (2007),
por uma fenilalanina Esmailizadeh et al. (2008)

Fonte: Adaptado de Prusak & Grzybowski, 2003; Durtal., 2003.

As racas mais estudadas que apresentam o few@tipoisculatura dupla sdo: Belgian
Blue, Piemontés, Austuriana de Los Valles e Char(McPherron & Lee, 1997; Marchitelli
et al, 2003; Canesin, 2009), além de outras conRubia Galega, Marchigiana, Blond
d’Aquitaine, Limousin, Parthenaise, Gascogne els®avon (Dunner et al., 1997; Grobet et
al., 1997; McPherron & Lee, 1997; Karin et al., @00ee & Mcpherron, 2001; Teixeira &
Oliveira, 2007; Canesin, 2009).
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Nas racas Belgian Blue e Austuriana de Los Valbbesyre a mutagéo nt821 (delll),
caracterizada por uma delecdo de 11 pb no exonp@yta dos nucleotideos 821 a 831,
denominada nt821 (delll), ocorrendo numa zona afteemconservada nos membros da
familia TGF+4, zona bioativa do terminal carboxilo (C-termingljpvocando uma alteracao
na estrutura da proteina e o aparecimentstdp codonprematuro (Grobet et al. 1997,
Dunner et al., 2003; Bellinge et al., 2005).

Grobet et al. (1998) identificaram a mutacao ntdd9aca Maine Anjou, caracterizada
pela delecédo de sete pares de bases e a insebs@gsente de 10 pb na posi¢cao nucleotidica
419 no exon 2, resultando em inativacdo da prat&ista mutacdo ocasiona a inativacdo da
sintese proteica causando a incapacidade de regutiposicdo de fibras musculares e
determinando o fenotipo da musculatura dupla mesta

Nas racas Piemontés e Gascogne, a mutacdo queniteteax musculatura dupla é
ocasionada por uma transicdo de nucleotidee & na posi¢cédo 938 do éxon 3, resultando na
substituicdo de tirosina por uma cisteina no anuidoad 313 (C313Y). Esta alteracéo
determina a quebra de ligacdes de dissulfuretaddey auséncia de cisteina na regido N-
terminal, alterando a configuracdo espacial daepmat com a consequente perda da sua
atividade biolégica (McPherron & Lee, 1997; Kambaelual., 1997; Fahrenkrug et al., 1999;
Berry et al., 2002; Baumann et al., 2003).

Nas racas Charolés e Limousin, Grobet et al. (199&creveram a mutacéo
denominada Q204X que ocasiona a transicdo €e Tna posicédo nucleotidica 610 no éxon
2, que conduz a substituicdo de glutamina pardts am cdédon de parada prematisto
codon interrompendo a sintese de proteina. Do mesmamask & McPherron (2001) e
Allais et al. (2010) identificaram esta mutacao leowinos da raga Charolés. Em ambos, os
autores observaram a falta da atividade biolégicenastatina.

Foram descritas ainda outras mutacdes que afetamedma forma diversas racas
bovinas. Na raca Maine-Anjou, foi descoberta umandverséo &T, na posicao 676
(E226X), levando a unstop codore inativando a miostatina (Karin et al., 2000). fdaa
Marchigiana, Teixeira e Oliveira (2007) detectarammutacdo denominada E291X, que
ocorre na posi¢cao nucleotidica 874 determinandobatsuicdo de um acido glutamico por
um stop codonprematuro bloqueando a conversdo dos proximosnR4kotideos antes do
final de traduc&o. Marchitelli et al. (2003) tambigtantificaram esta mesma mutag¢do na Raga

Marchigiana.
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Nas ragas bovinas Parthenaise, Maine Anjou e INR#@Brem as mutagdes D182N
e S105 localizadas, respectivamente, nos exong,lperém, até o momento, ndo ha dados
informativos na literatura sobre qual o efeito dessiutacdes sobre a atividade biolégica da
miostatina (Miranda, 2002). No entanto, ha relalesjue estas mutacdes estdo associadas a
fendtipos intermediarios, ou seja, ndo cusam fpoétiestremos de musculatura dupla
(Miranda, 2002; Dunner et al., 2003; Gandanho, 2014

Nas raca Piemontés foi detectada a mutacdo L94fe ooorre uma transversao de
nucleotideos de G» A na posicdo 282 do éxon 1, no aminoacido 94, autere uma
substituicdo conservativa de leucina por uma flamlaa, sem qualquer alteracao da atividade
biolégica da proteina (McPherron e Lee., 1997; @rai al, 1998). Esta mesma mutacao
também foi descrita na raca Limousin (Esmailizagtedd., 2008; Gadanho, 2014).

Além das mutacfes citadas acima, foram descritésoatnomento cerca de 20
polimorfismos que ocorrem no ge@®F-8 que implicam em uma mudanca na sequéncia de
aminoacidos (Marchitelli et al., 2003; Dunner et aD03). Entretanto, esses polimorfismos
nao determinam o fendtipo de musculatura dupladdev posicdo onde ocorrem, sendo estes
locais referidos como dominios irrelevantes pdtameado bioldgica da miostatina (McPherron
e Lee, 1997; Shibata et al., 2003).

Altas taxas de polimorfismos no gene da miostatimabovinos pode ser o resultado
de uma longa histéria de selecéo artificial pampcao de carne, o que provavelmente tem
favorecido essas modificacbes que se mantiverampopslacbes (Grobet et al., 1998;
Dunner et al., 2003; Grisolia et al., 2009).

Na raca Senepol, que € objeto deste estudo, nael&ids na literatura sobre a
ocorréncia de musculatura dupla e, consequenteprgidéna ainda descrigdo de mutagdes no
geneGDF8 que possam estar associadas a este fenotipo. Poaepnatica sdo observados
animais que apresentam o fendtipo. A identificagéo avaliacdo desses polimorfismos por
meio sequenciamento ou testes de DNA possibilitandar mais eficiente o processo de
selecéo contra ou a favor dos alelos que existapopalacéo, facilitando a eliminagéo ou a

manutencao de individuos que possuam estes alelos.

2 OBJETIVO E HIPOTESE

O objetivo deste trabalho foi prospectar polimanias no gen&DF-8 em animais da
raca Senepol que apresentam o fenétipo da musailduwpla, visando fornecer dados
informativos que possam subsidiar programas deoraatento genético da raca, por meio de

selecéo assistida por marcadores moleculares.
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A suposicao tedrica que este experimento pretemu@mvar € a seguinte:

1. Animais da raca Senepol que apresentam o fendlgp musculatura dupla possuem
polimorfismos no geneésDF-8, e os polimorfismos identificados ja foram prevnte

descritos na literatura como associados a estéifeno

Os dados obtidos foram analisados e discutidosod®maf a compor um artigo
cientifico intitulado Prospeccédo de polimorfismos no gene da miostatinanebovinos da
raca Senepdl e redigido conforme as normas editoriais da Ravigrasileira de Zootecnia

(RBZ) e apresentado a sequir.
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4.1 PROSPECCAO DE POLIMORFISMOS NO GENE DA MIOSTATINA EM
BOVINOS DA RACA SENEPOL

Sandra Rodrigues Xavier?, Fabiane Siqueira?, Anna &atriz Robotton Ferreira?,
André Luiz Julien Ferraz®, Roberto Augusto de Almeida Torres Junior2, Paulo
Bahiense Ferraz Filho?!

1Universidade Federal do Mato Grosso do Sul - UFMS.
2Embrapa Gado de Corte.
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Resuma Objetivou-se prospectar polimorfismos no gene aqoalifica a
miostatina GDF-8), por meio de sequenciamento automatico de DNApewnos da
raca Senepol que apresentam o fendtipo de musaldipla. Animais com esta
caracteristica apresentam boa conformacé&o, alimento de carcaca, porém com
menor quantidade de gordura subcutanea e intrafausdentretanto, apresentam
reducdo do tamanho dos 6rgédos internos, sdo nsisiveis a doencas respiratorias,
estresse e distocia, tornando este fenotipo desepavnao para os produtores. Foram
sequenciados os produtos de PE®IYymorphism Chain Reactiprde oito pares de
primers dos éxons um, dois e trés, e das regides naoztdadu5 e 3’ (UTR -
untranslated regiondo geneGDF8. Ainda ndo existem relatos na literatura a respeit
da ocorréncia de polimorfismos associados ao fea@a musculatura dupla nesta raca.
Portanto, a identificacdo destes polimorfismos emmais Senepol podera contribuir
para a compreensdo dos mecanismos moleculares tqam aa expressdo dessa
caracteristica, possibilitando a identificacdo poecde animais portadores dos alelos
que conferem a caracteristica de musculatura d@Qum base nessas informacdes, 0s
produtores poderdo tornar mais eficiente o procdesselecdo dos touros que serdo os
pais das préoximas geracoes, facilitando a tarefeo tda introducdo ou da eliminacéo
dos alelos de interesse na populacao.

Palavras-chave: GDF-8 melhoramento genético, selecdo assistida por adares,

mutacao
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4.2 INTRODUCAO

Os avancos tecnoldgicos e o desenvolvimento desnonvdodologias de analise
molecular tém permitido o estudo do genoma bovindas variacdes existentes
(Coutinho et al. 2010; Ferraz et al.,, 2012). A defe® de polimorfismos genéticos
associados a genes cuja expressdo esta relacienamaacteristicas de interesse
econdbmico surge como alternativa complementar a@sodus tradicionalmente
empregados no melhoramento genético (Regitano &titoy 2001). A utilizacdo
dessas informacdes moleculares nos programas deonaeento animal oferece a
possibilidade de reduzir o intervalo de geracdeanRaden et al., 2009; Rezende,
2012).

Em bovinos, mutacdes no gerig@DF-8 (Growth Differentiation Factor-8
regulador negativo (inibidor) do crescimento muacullevam a um aumento
significativo da massa muscular do animal, do pasonascimento e da eficiéncia
alimentar (McPherron & Lee, 1997; Fiems, 2012). Qlea comparados com outros
animais, os individuos com o fenotipo de muscudatlupla apresentam menos 0sso,
menos gordura, mais musculos e elevada proporcaortes de carne, proporcionando,
em média, 20% mais carne em cada animal (Kambadr, 4997). Entretanto, apesar
do aumento desejado na massa muscular, os aninm@estrdéficos apresentam
problemas associados a reproducéo, tais como redig&ertilidade dos machos e
fémeas, distocia e aumento da susceptibilidadestiesse (Lee & McPherron, 2001;
Potts et al., 2003).

A identificacdo precoce dos animais portadores d@ertnofia muscular
possibilitara tornar mais eficiente o processoalecsio a favor ou contra os alelos que

conferem esta caracteristica, facilitando a eligiwaou a manutencéo de individuos
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gue possuam estes alelos nas populagcdes bovinas (&aal., 2000; Rosa & Fragoso,
2011; Gadanho, 2014).

Os bovinos da raca Senepol sdo considerados reqyeseticos promissores para
producdo de carne, devido as suas caracteristasasgomo tolerancia ao calor, boa
conversao alimentar, longevidade e facilidade doog&ABCBS, 2012). Ainda ndo ha
relatos na literatura a respeito da ocorrénciaitites gpolimérficos no gene daDF-8
associados ao fenotipo de musculatura dupla naSagapol. Porém, na pratica tém
sido observados individuos desta raca que apresentanotipo.

Assim, a raca representa uma interessante altesrgei genética taurina adaptada
para a producao de carne de qualidade no BrasitaleNeste contexto, objetivou-se
identificar polimorfismos no gen€DF-8 em animais da raca Senepol portadores do
fendtipo da musculatura dupla, visando fornecerodamhformativos que possam
subsidiar programas de melhoramento genético, paib e selecdo assistida por

marcadores moleculares.
4.3 MATERIAL E METODOS
4.3.1 Origem dos animais e coleta de sangue

O experimento foi conduzido no Laboratério de Geicame Melhoramento
Animal da Embrapa Gado de Corte, em Campo Grandecd$lois individuos machos
nao aparentados com fendtipo da musculatura dtifilzados no experimento (Anexos
| e Il) sdo provenientes do rebanho Senepol Purddgem Importada (POI) da
Embrapa Gado de Corte.

A formagédo deste rebanho teve origem em 2011 pelasferéncia de 121
embrides, resultando no nascimento de 31 machds fér2eas. Os embrides foram
gerados a partir de 17 vacas e 10 touros difereno®guais foram doados pelos

criatorios Senepol da San (Miranda, MS) e Seneptll(Camapué, MS).
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Para a identificacdo de polimorfismos no g&ieF8, foram coletadas dos dois
animais portadores de musculatura dupla amostrds rdé de sangue periférico por

venopunc¢ao em tubos a vacuo (estéreis) contendelKA.
4.3.2 Extracdo e quantificacdo de DNA

DNA gendmico foi extraido utilizando o método déscpor Regitano e Coutinho
(2001) (Anexo Ill). As amostras de DNA foram quéioiidas por espectrofotometria
em aparelho NanoDropliermo Scientifice em gel de agarose 0,8%, por meio de
comparacao com padrbes de DNA de concentracdegadal (50, 100 e 200 ng/uL),

corado conByberGold1:10.000), visualizado e fotografado sob luzaviileta.
4.3.3 Amplificacdo do DNA do gen&DF-8 por PCR

Para amplificacdo dos éxons 1, 2 e 3 e das regée$fraduzida (UTRs) 5'e 3’ do
geneGDF-8 foram desenhadg®imersespecificos a partir das sequéncias do gene que
estdo depositados no banco de dados pu@Glemhankwww.ncbi.nim.nih.gov), com o
auxilio dosoftwareprimer 3 plusdisponivelonline (http://frodo.wi.mit.edu/primer3), e
sua qualidade foi verificada pelsoftware OligoAnalyzer v3.1 disponivel online
(http://www.iddna.com/analyzer/Applications/Oligo&lgzer).

Os oito pares dprimersutilizados para amplificar os éxons 1, 2, 3 e aRk&Jdo
geneGDF-8 estdo descritos na Tabela 1. Para todos os papsikrsfoi otimizado o
protocolo (Tabela 2), sendo que todas as reacOesngéficacdo Polymerase Chain
Reaction— PCR) foram realizadas com um volume final deuR5ontendo 40hg de
DNA gendmico; 0,164M de cada um doprimers(F e R); 1 X Tampé&o de PCR (10
mM Tris-HCI; pH 8,0 e 50 mM de KCI); 3,0 mM de Mg£0,2 mM de cada dNTP; 1,0

unidade (Ul) de Tag DNA polimerase e completado égua.
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105 Tabela 2 - Posicdo dos nucleotideos no geBBPF-8, as sequéncias dgmimers

106 forward (F) e reverse (R) utilizadas no sequenciamento, tamanho dos
107 fragmentos amplificadosaplicony e temperatura de anelamento (TA)
108 padronizada para cada parptaner
_ Oligonucleotideo . Fragmentos TA
Regiéo Sequéncia 53’
(FIR) de DNA (pb) (°C)
1F GAGATTCATTGTGGAGCAAGAG
UTR5'+1 478 58
1R CCTTGGGCAAAAGTTGTCTG
1 2F AATGAGAACAGCGAGCAGAAG 538 £g
2R TGCAAGCATTTCATTTTTGAT
3F TGATATGGAGGTCGTTCG
2 564 58
3R GGCACCTTTGTCTGGCTTAT
3 4F TCCTTAATGCTGTGCCTTTTA £50 60
4R TCCATGTTTGAGGAAGCTATG
5F GGCCCCTGCTGTACTCCTAG
UTR3'+3 564 60
5R AAATTCAAGTGTTTAAGGATGTTC
6F GGAGATCAAATTCCATTTATGTTC
UTR 3 538 60
6R GCCTTTTCAATGCAGCTTCT
TF CAGGTGCATTTTCACACTCC
UTR 3 542 60
7R CACATTCACATTATACAGCCATCA
8F TCCATATGCTAATGGTTAGATGGT
UTR 3 507 60
8R CCAAACTTTTGTGCTCAGTCAT

109 F:forward e R:reverse UTR = Regido néo traduzidab: pares de bases.

110 As reacOes em cadeia de polimerase (PCR) foranzadak em um aparelho

111 termocliclador conforme a (Tabela 3).

112 Tabela 3- Protocolo de PCR de amplificacdo do g&iaf-8

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

Ciclos 2 a 4 repetir 30 vezes

5 72°C 7 min
6 4°C 00
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4.3.4 Eletroforese

Os produtos amplificados foram separados por éease em gel de agarose
(1%) em tampao TBE 10X (Tris-Borato —EDTA). Foratilizados cerca de 3L da
solucéo de produto de PCR acrescidos dé. 3le tampédo de corrida (Tris-HCI, 0,1
mM, pH 6,8; azul de bromofenol 0,02; glicerol 508§)0s a corrida eletroforética, o
géis foram corados em solucdo contesyderGold(1:10.000) para observacdo dos
fragmentos amplificados.

O tamanho dos fragmentos amplificados foram detexdus pela comparacao
com um marcador de peso molecular de 1 kb e a inalgecada gel foi fotografada por

um sistema digital de foto-documenta¢ael-Dog com transiluminador ultravioleta.
4.3.5 Purificacdo dos produtos de PCR e sequenciante de DNA

Os produtos da PCR foram purificados com 0,5 Ul dazsimasEXO-SAP
(Exonuclease |, Shrimp Alkaline Phosphajade acordo com Werle et al. (1994) e
incubados a 37 °C por 30 minutos seguido de 20tosrau80 °C.

Para a reacdo de sequenciamento foi utiliza#dt 8igDye® Terminator Cycle
Sequencingversdo 3.1Applied Biosystemd-oster City CA, USA), sendo a mesma
preparada em um volume final de dD com 1,6uM primer forward (F) ou primer
reverse(R) e aproximadamente 10 de produto de PCR purificado coBXO-SAP
Foram realizadas duas amplificagbes para cada eanaosh com gorimer F e outro
com oprimer R.

A amplificacdo foi realizada em termociclad¥eriti® Thermal Cycler da
Applied Biosystemgsutilizando o seguinte programa: 96 °C/1’, segudda25 ciclos de
96 °C/10”, 50 °C/5” e 60 °C por 4 segundos. Por tima nova etapa de purificagéo foi

realizada utilizando-se EDTA (125 mM, pH 8,0), elai0% e etanol absoluto. Os
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produtos da PCR purificados foram sequenciados emsequenciador automatico

modelo ABI-3130® Applied Biosystems
4.3.6 Alinhamento de sequéncias

Os eletroferogramas gerados a partir do sequenctam®ram editados e
analisados usando Software CodonCode Aligngversao demo). Inicialmente, as
sequéncias foram editadas para remocéo de treehbsiga qualidade. Em seguida,
foram alinhadas as quatro sequéncias geradas pdeaproduto de PCR (uma com
primer F e outra conprimer R para cada uma das duas amostras). E por fim, as
sequéncias consenso geradas a partir das quatrénsés para cada produto de PCR
foram alinhadas contra a sequéncia de referéncgedeGDF-8 da versao Btau_4.6.1

do genoma dBos taurusobtida noGenebanKAB076403.1).
4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento dos trés éxons e das duas UTRs3(b'do geneéGDF-8 de
dois animais Senepol que apresentam o fenoétipo ukcutatura dupla resultou em
100% de homologia entre os individuos, ou sej@easiéncias mostraram-se idénticas.
No entanto, a comparacdo dessas sequéncias conom@ele referéncia depositadas
no Genebank(n® de acesso AB076403.1) revelou 11 sitios poficas, sendo que
todos ja haviam sido depositados no banco de daddsSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) e, cogsentemente, possuem codigo
identificador neste banco de dados (Tabela 3).

Desta forma, foram identificados 11 sitios polinsrfos, dentre os quais um foi
detectado no éxon 2 (nt414), um no éxon 3 (nt82ayiteos nove polimorfismos em

regido nao-codificante (UTR 3’) (Tabela 3 e FigijaEntretanto, ndo existem relatos
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160 na literatura sobre a associacdo destes polimarfisdetectados na UTR 3’ com o

161 fendtipo da musculatura dupla.
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Tabela 4- Descricao e localizacdo dos polimorfismos edigwno dbSNP

Polimorfismos Tipo de Localizacao Nomeclatura na Caodigo no dbSNP
mutacéo literatura
CIT Sindnima Exon I nt414 rs137528458
Delll Sem sentido  Exon IlI nt821 rs110072181
AIC Sinbnima UTR3’ - rs209589990
C/IG Sinbnima UTR3' - rs109647071
CIT Sindnima UTR3 - rs109402075
AIG Sinbnima UTR3 - rs110819806
AIG Sinbnima UTR3’ - rs109092705
AIG Sinbnima UTR3’ - rs385065278
AIG Sinbnima UTR3 - rs109690210
AIG Sinbnima UTR3 - rs109079350
CIT Sinbnima UTR3 - rs109534103

O polimorfismo detectado no éxon 2 (Tabela 3) doegeDF-8 nos bovinos da
raca Senepol é referido na literatura como nt4tdracterizado por uma transicao de
citosina (C) para timina (T). Estes achados saalizentes com os observados por
Moreno et al. (2008) que encontraram esse mesmmg@bismo em animais da raca
Beefmaster. Entretanto, estes mesmos autores néontearam associacdo desta
mutacao sindnima (nt414) com o fendtipo da muserdatiupla. Igualmente, Grobet et
al. (1998) e Dunner et al. (2003) também encontragase mesmo polimorfismo em
racas europeias (Hereford, Asturiana de los VaResja, Aubrac, Charolés, Gasconne,
Salers e Shorthorn) e ndo observaram associacdesdeslimorfismos com a
caracteristica nessas ragas. Da mesma forma, i@retohl. (2009) também avaliaram
este polimorfismo em bovinos da raca Nelore e némmm@raram associacdo com 0

fenotipo da musculatura dupla.
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Figura 1 - Estrutura do gene da miostatina mostrando a8eg@mplificadas pelos oito
pares deprimers utilizados. Mutagcbfes em regides codificantes e §TR
descritas na literatura sao representadas pelassbazuis (mutacoes
sinbnimas), barras amarelas (mutacdes com trocaardmoacido ou
mutacaanissensee barras vermelhas (mutagcdes com insercao prearietu
codon de parada ou mutagdonsense Cada mutacao esta descrita com o
nome utilizado na literatura e/ou o identificador lthnco de dados dbSNP
do GeneBank Nomes na cor verde representam o0s polimorfismos
encontrados a partir dos animais da raca Seneflishdbs neste trabalho.

A caixa vermelha identifica a Unica mutacdo semtidenou nonsense
encontrada nestes animais.

Marchitelli et al. (2003) e Dunner et al. (2003rmstraram que ocorrem cerca
de 34 mutacdes (Figura 1) no g&xeF-8 como delec¢des, inser¢gdes e polimorfismos de
base unica (SNPs) em diversas racas bovinas. Delca@nda com Dunner et al.
(2003), alguns individuos de racas diferentes aptam fenotipos intermediarios que
nao correspondem com o gendtipo nos sitios polina&fconhecidos, sugerindo que
outros polimorfismos de efeito menor também posparticipar do desenvolvimento
da hipertrofia muscular. Além disso, ha relatoditesatura de que as muta¢des D182N,
S105C e F94L causam variacfes fenotipicas, ou caj@am fendtipos intermediarios,

diferentemente das mutagdes sem sentido que cdasatipos serevos (extremos) de

musculatura dupla (Miranda, 2002; Dunner et al032@andanho, 2014).
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McPherron & Lee (1997) referiram que mutacdes nmegE€DF-8 estdo
associadas tanto a hiperplasia quanto a hipertadiamusculatura esquelética em
bovinos. Bellinge et al. (2005), Dunner et al. (0@ Miranda (2002) relataram a
existéncia de pelo menos seis polimorfismos (delec@nutacdes sem sentido ou
nonsenseg missensgsno geneGDF-8, relacionados com o fendtipo da musculatura
dupla: nt419 (del7-ins10), nt821 (delll), C313Y—@), E291X (G-T), E226X
(G—T) e Q204X (C-T) (Grobet et al., 1997, Kambadur et al., 1997, McPherron &
Lee, 1997; Cappuccio et al., 1998; Grobet et 8081 Smith et al., 2000).

O sequenciamento do ge&DF-8 nos bovinos da raca Senepol detectou 11
polimorfismos, sendo dez polimorfismos de base ainiingle Nucleotide
Polymorphism SNP) e uma delecéo de 11 pares de bases, eefaititeratura como
nt821. De acordo com os dados que ja foram puldgad polimorfismo nt821 esta
associado com o fenotipo da musculatura dupla eergiis racas bovinas (McPherron
& Lee, 1997; Grobet et al., 1998; Dunner et alQ2D

A mutacao nt821lnonsensedetectada no éxon 3 resulta em um codon de parada
prematuro ¢top codoh e causa a inativacdo da molécula (Tabela 3 eré&if)). Este
alelo tem sido associado com hipertrofia muscubarv@rias racas (Kambadur et al,
1997; McPherron & Lee, 1997; Grobet et al, 1998nier et al, 2003 ). Barroso et al.
(1998) identificaram esta mutagcdo em bovinos dgsasraAsturiana de los Valles.
Igualmente, Goyache et al. (2002) descreveram talagao em bovinos da raca
Piemontés. A mesma mutacdo também foi encontrada ragas Preta, Blond
d’Aquitaine, Parthenaise, Asturiana de los VallRgbia Galega e South Devon (Smith
et al., 2000; Karim et al., 2000; Raes et al., 20D8nner et al., 2003; Teixeira &

Oliveira, 2007; Warner et al., 2010).
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Neste trabalho, relatamos pela primeira vez a g@scde polimorfismos no gene
GDF8 e a ocorréncia do fendtipo da musculatura duplabewinos da raca Senepol.
Este fenotipo, provavelmente, é causado pela mutsei@ sentido nt821 localizada no
exon lll do gene que codifica a miostatina. De doozom a literatura, esta mutacao
apresenta um efeito maior quando comparada conutogsgpolimorfismos descritos e
pode caracterizer o fenétipo da hipertrofia musc{McPherron & Lee, 1997; Miranda,
2002; Dunner et al., 2003; ).

Os resultados encontrados séo condizentes comabaltos realizados pelos
autores McPherron & Lee, (1997) e Karim et al. (B0ue detectaram esta mesma
mutacdo nas racas Belgian Blue e Austuriana d&/&tles. Estes resultados também
corroboram os resultados encontrados nas raca$h &muon, Blonde d’Aquitaine,
Limousin, Parthenaise, Rubea Gallega, Red AngusolshPRed onde a referida
mutacdo esta associada ao fendtipo de musculaiyia devera (McPherron & Lee,
1997; Kambadur et al., 1997; Dunner et al., 199ibét et al., 1998; Smith et al.,
2000; Karim et al., 2000; Klauga et al., 2001; Prusak & Grzybowski, 2003; Dunner

et al., 2003).
4.5 CONCLUSOES

O sequenciamento do geri@F8 nos bovinos da raca Senepol revelou 11
polimorfismos, sendo dez polimorfismos de baseaisiama delecdo de 11 pares de
bases, referida na literatura como nt821. Como tagho nt821 apresenta um efeito
maior quando comparada com 0s outros polimorfisdessritos e causa o fenétipo de
hipertrofia muscular em diversas racas bovinas cBeigian Blue, Austuriana de los
Valles, South Devon, Blonde d’Aquitaine, Limousiarthenaise, Rubea Gallega, Red
Angus e Polish Red pode-se afirmar que esta mutagésponsavel por este fenétipo

em bovinos da raga Senepol. Dessa forma, constat@ela primeira vez que existem
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246 variacbes no gene da miostatina que podem estacioehdas com o fendtipo
247 musculatura dupla nesta raca. No entanto, séo s@@Es pesquisas adicionais para a

248 validacéo destes polimorfismos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os avancos tecnoldgicos na area da genética nenldém facilitado a deteccéo
de marcadores moleculares que possam estar assoamadaracteristicas de relevancia
econdmica em bovinos de corte. A utilizacdo dessascas moleculares tem permitido
a deteccao dos polimorfimos associados ao fendpmusculatura dupla em diversas
racas bovinas e, consequentemente, a identificaEmsa dos individuos portadores
deste fenotipo.

Neste trabalho, constatou-se pela primeira vezegistem variacdes no gene da
miostatina que podem estar relacionadas com oifenaiusculatura dupla na raca
Senepol. De acordo com dados obtidos na litexaturdentificagdo da mutagao nt821
no éxon lll do gen&DF8 permite afirmar que esta mutacdo é responsaveegter
fendtipo em animais Senepol. Com base nessas iaf@es, os produtores poderdo
tornar mais eficiente o processo de selecdo dosdajue serdo os pais das proximas
geracoes, facilitando a tarefa tanto da introdugéoda eliminagdo dos alelos de
interesse na populacéo.



a7

7 ANEXOS

7.1 Anexo | - Geneologia: numero de registro do amial 6000

CN 4635 (BLONDIE)
MHotme CH 6013D 1005760
G 107 3665 CN 2319
Mome  |CN 6720J 1004830
RGD  |1103381 CN 4716 (LONGFORD)
Mome  [(CM 5535 1005916
RGD 1061993 CH 550
Mome |G 850R 1005355
RGD 1115954 CH5i6d
Mome CH 604D 1NNAN40
RGD 1075547 CN 1197
Mome  |CH 20K 1000536
RGD 1107473 N 1800
Mome  |(CM 5627 1006753
RGD TO61875 CH 1900
Nome  |GOO0D-SAM-1974 1006812
RGD DESC
Cawgora  |TSE12_POI Bl
Pz Mome CHN 4635 (0LONDIL ) 1003723
RGD 005760 CN 2138
Status 0
Mome  |PRR840ET 1004883
Fore. Diretz 10 RGD  |1100331 TS 4105
Narme 7025 1004591
RGD | 1062522 VIC 5165
Mome  JROCCA DA LASA - LAS 1005333
RGD RO2502 TG A05%
Morme  JWC 850 1053482
RGD 10641 54 WCS 2831
Mome  |BATOM 1627 DA STEF 1000946
RGD . |1287249R0051 6 PACK POWERED 7500
Morme  |RABMS PACK POWER| 1052577
RGD |1 0797 38 RAB MS S5160
1053433




7.2 Anexo Il - Geneologia: numero de registro do amal 6013
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CN 1675
Marme ICN 2970 1003187
RGO ||1005367 CN 1777
Mome CH5480 (HERCULES) 1003225
RGD 1060890 WCS 420
Morme ICN 1279 1001 271
RGO I1 a00a4as CNZ227
Mome RD HERCULES 6801J 1000083
RGD 1106796 N 1165
L-lume IH.NGEL FACE CH 2431 ||1000512
RGD |1 Q04602 CHN 1327
Matme ROLLING D 89 1002808
RGD 10615918 CN 1096
Mame  JCN 2095 1000472
RGO I1 a03vas CH 1327
Norme 6013 54N-3924" 1002808
RGD DESC
Categom  |TSE12_POI RLEIL A
Faratezoo |0 Morne A6X 1003323
— 0 RGD |1 053482 WC 5099
arme WC 850 1005215
b kil ] RGD 1064154 FOUNDATION - 105122
farme S 2831 10581227
RGD |1DDIZIEIEIE WCS 1935
Flome BATON 1627 DA STEF 1000817
-RGD 1287 24 URO051 6 ASL BIG ED HU47
Mome IPACK POVWER ED 7590| |1005456
RGD |1 0524977 ASL QUEEN 94U
Morme  [RAE MS PACK POWER [1005469 |
RGO [107497 36 N %556
Marme IRAB MS 55164 1004604
RGD 1053433 WC 4076
1003642

7.3 Anexo lll - Extracdo de DNA de leucécitos adaptado de RegitamoCoutinho

(2001)

A) Obtencéo de Leucocitos

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

15%);

3. Adicionar 10 mL de Solugéo A e vortexar até hgemeizar;

4. Centrifugar por 10 min a 700 xg;

5. Dispensar o

sobrenadante;

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

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

9. Repetir os passos 4 — 9 até obter somentewdasérancas (o sedimento deve estar
branco cremoso);

10. Ressupender o sedimento em 500 pL de Solugadar@nsferir para microtubos de
1,5mL;

11. Centrifugar 5 min a 16.000 xg e descartar oeswulante.

OBS: As células brancas assim preparadas podearrsazenadas entre -20 °C e -80
°C.

B) Extracdo e purificacdo do DNA

1. Ressuspender o sedimento em 500 pL de Solugéo B;

2. Vortexar até o sedimento desprender do fundoilotm;

3. Incubar a 55 °C por 4-6 horas (ou overnight)rt®aar periodicamente durante a
incubacado para que a dissolucao do sedimento cejpleta;

4. Adicionar 210 pL de TE (pH 7,6) e 240 pL de NakZ;

5. Agitar os tubos por inversao até formar pequenagulos;

6. Incubar em gelo por 10 min;

7. Centrifugar por 15 min a 16.000 xg;

8. Recolher o sobrenadante dividindo-o em doisatutos de 1,5 mL limpos (maximo
de 500 pL de sobrenadante por tubo);

9. Adicionar 1 mL de etanol 100% (absoluto) gelaso cada tubo e misturar por
inverséo;

10. Centrifugar por 15 min a 16.000 xg;

11. Descartar o sobrenadante;

12. Secar em papel,

13. Adicionar 500 pL de etanol 70% gelado;

14. Centrifugar por 5 min a 16.000 xg;

15. Descartar o etanol e secaradimentaa bancada por 40’ a 60’;

16. Ressuspender o sedimento em 250 pL de TE+RN@seg de RNase por mL de
amostra) e incubar por 1 hora a 37 °C;

17. Quantificar as amostras;

18. Armazenar o DNA extraido a -20 °C.



*Tampaéao de lise:
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Solucéo estoque

Concentragao Final

Tris-HCl pH 7,6 — 8,0
EDTApH 7,6 — 8,0
NaCl

100 Mm
10 Mm
300 mM




