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RESUMO

A proteina Miostatina € um fator que fisiologicamente relaciona-se ao crescimento
muscular e possui um papel importante na producéo de carne e na reproducao bovina.
A selecéo e acasalamentos direcionados para a formacéo de algumas racas levou a
expressdo de alelos que inibem a acdo da Miostatina, ocasionando entre outros
fatores, a hipertrofia muscular que determina o fenétipo conhecido como dupla
musculatura (DM) nos animais portadores. Dentre estes alelos, destacam-se os alelos
C (selvagem) e A (mutado), associado ao fenétipo DM. A Associacao Brasileira de
Hereford e Braford (ABHB) possui avaliadores credenciados que realizam a
certificacdo e registro do animal com base visual e genealOogica. Animais que,
fenotipicamente, apresentam DM fogem aos padrfes raciais determinados pela
associacdo, 0 que impede o seu registro para utilizacdo como reprodutores. Este
trabalho teve como objetivo identificar a possivel existéncia de gendétipos diferentes
para o gene da Miostatina, possibilitando assim uma ferramenta de genotipagem ao
nascimento dos animais para a identificacdo de individuos portadores dos genaétipos
de DM. Foram avaliados 29 animais da raca Braford pertencentes ao rebanho da
Fazenda Experimental da Ressacada — UFSC. Apds a extracdo do DNA de amostras
de sangue coletadas dos animais, a regido correspondente ao Exon - | do gene da
Miostatina foi isolada e amplificada utilizando-se a técnica de Reac¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR). As genotipagens foram realizadas utilizando-se a técnica de
Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos de Restricdo (RFLP) com a endonuclease
Tagl para identificar polimorfismos na regido de interesse. Foram identificados, para
0 grupo de animais avaliados, os padrdes de migracao dos genoétipos CC e CA com
frequéncias iguais a 0.931 e 0.069, respectivamente. As frequéncias alélicas obtidas
(C =0.9655/ A =0,0345) foram testadas a aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg
(x> a 5% de significancia) e mostram-se em equilibrio. Isto pode ser atribuido ao
tamanho de amostra de animais testados ou a selecdo fenotipica contra a DM em
bovinos da raca Braford. Os resultados obtidos permitiram a padronizacdo de uma
técnica de marcacdo molecular que pode ser utilizada pela associacdo da raga para
identificacdo precoce de animais portadores de alelos associados a DM.

Palavras-chave: Miostatina; Genotipagem; Polimorfismo; PCR-RFLP.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a bovinocultura € de grande importancia, visto que é a segunda maior
cultura de producéo animal no pais e possui o0 segundo maior rebanho do mundo com
cerca de 234 milh6es de cabecas, ficando atras apenas da india. Em 2021, ao todo
foram produzidas 9,7 milhGes de toneladas de carne bovina, sendo 2,4 milhdes de
toneladas exportadas, gerando um faturamento de 9,2 bilhdes de dolares. A regido
sul do pais conta aproximadamente 24 milhdes de cabecas, 90 mil toneladas de carne
exportadas e um faturamento correspondente a 417 milhdes de ddlares. (IBGE, 2023)

O Brasil é um pais cujas temperaturas médias e umidade relativa do ar séo
altas por conta da forte predominancia dos climas equatorial e tropical, portanto na
bovinocultura de corte é necessario que se tenha animais com facilidade de adaptacéo
a climas como estes. Porém, a regido sul possui clima temperado, ou seja, tém as
quatro estacdes do ano bem definidas, com chuvas espacgadas ao longo de todo o
ano.

As racas bovinas podem ser divididas em trés grandes grupos, 0os zebuinos que
s&o originarios em sua grande maioria da india, os taurinos de origem europeia e ao
cruzar animais de diferentes racas de ambos 0s grupos se obtém as racas sintéticas.
Esses cruzamentos tém como objetivo a complementaridade e heterose, gerando um
animal mais produtivo e que se adapte melhor ao meio, como a raca Braford, oriunda
inicialmente do cruzamento da raca Hereford que é taurina e da Brahman que é
zebuina.

No estado de Santa Catarina (SC) mais da metade do rebanho bovino é
destinado a pecuaria de corte e segundo a Companhia Integrada de Desenvolvimento
Agricola de Santa Catarina (CIDASC) dos 295 municipios de Santa Catarina, a
bovinocultura esta presente em 291. Dentre as racas criadas no estado, a Braford vem
crescendo, contando com mais de 15 criadores registrados (ABHB, 2022).

Pela combinacéo de 5/8 de Hereford e 3/8 de zebuino (Brahman ou Nelore), a
raca Braford tem como caracteristica a rusticidade, boa resisténcia a ectoparasitas e
endoparasitas e boa habilidade materna herdadas do zebuino, alta fertilidade,

precocidade e docilidade herdados do taurino. A carne Braford esta conquistando
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espaco no mercado. Com o Programa Carne Pampa® a agregacao de valor da
carcaca cresce significativamente. Para ter o diferencial de outras carcacas, o animal
deve passar por uma certificacdo da associacdo da raca que contém uma série de
normas para a certificacdo do animal. Conforme o art. 49 do Regulamento do Registro
Genealégico da Raca Braford podem ser considerados alguns defeitos
desclassificatérios para obtencéo do registro, incluem a DM (Culard). (ABHB, 2022)

A DM pode ser descrita como hipertrofia muscular localizada no quarto traseiro
do animal, onde é visivel o contorno e protuberancia muscular. Essa caracteristica
esta associada a proteina Miostatina que tem funcdo de regular o crescimento
muscular excessivo e é codificada pelo gene recessivo GDF-8 (Growth and
differentiation factor — 8). Individuos com esta caracteristica tendem a ter 0ssos mais
finos, menor porcentagem de gordura, maior porcentagem de cortes nobres, 20%
mais carne, menor conversao alimentar (CA), baixa fertilidade, partos distocicos, baixa
viabilidade dos bezerros e aumento da susceptibilidade ao estresse (Teixeira et al.,
2006).
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2. OBJETIVOS
2.1. Gerais

Identificar a possivel existéncia de gendtipos diferentes para o gene da
Miostatina em animais da raca Braford pertencentes ao rebanho do laboratoério de

bovinocultura de corte da Fazenda Experimental da Ressacada — UFSC.

2.2. Especificos

o Extrair o DNA de amostras de sangue coletadas dos animais;

¢ Isolar e amplificar a regido correspondente ao Exon-l1 do gene da
Miostatinabovina utilizando a técnica de PCR;

o Aplicar a técnica RFLP para identificar polimorfismos na regido de

interesse ecaso identificados, realizar a genotipagem dos animais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Panorama da bovinocultura brasileira

O Brasil € o maior pais da América do Sul, com uma extenséo de 8.5 milhdes
de km?, nimero que lhe consagra a 52 maior extensao territorial do mundo. Sua
economia em 2022 ficou em 9° no ranking mundial e contou com um faturamento de
R$ 9,9 trilhdes, dos quais 25% séo provém do agronegocio. Dentre todos os setores
que o agronegocio engloba, a pecuéria de corte é uma atividade que vem crescendo
ao longo dos anos, agregando valor aos seus produtos e se tornando cada vez mais
significativa na economia e mercados brasileiro e mundial (IBGE, 2022).

Os primeiros bovinos trazidos ao Brasil foram predominantemente animais
europeus, também conhecidos como taurinos (Bos taurus taurus) na época das
Grandes Navegacgdes, oriundos da peninsula Ibérica e da Ilha de Cabo Verde, e em
minoria, na mesma época, o gado zebu (Bos taurus indicus) também foi introduzido
(Barbosa et al., 2015).

3.2. Racas bovinas com aptiddo para corte

As racas bovinas dividem-se em trés grandes grupos, que sao os de origem
europeia (taurinos), de origem indiana (zebuinos) e as racas sintéticas que sédo o
resultado do cruzamento das racas dos dois grupos citados anteriormente (Franco,
2007).

No grupo dos taurinos € feita a divisdo em dois subgrupos segundo suas
origens, que sao 0s continentais e os britdnicos. Como exemplos de taurinos
continentais tém-se as racas Charolés, Blonde D'Aquitane e Limosin que possuem
como caracteristicas marcantes o0 seu grande porte, pouquissima gordura, muito
musculo e alto indice de distocia no parto. Como alguns exemplos de taurinos
britAnicos tém-se as ragas Aberdeem Angus, Hereford e Devon, que se diferenciam
das outras racas pelo seu pequeno porte, alta fertilidade, alta deposicdo de gordura
intramuscular e sua precocidade. No grupo dos zebuinos, ndo ha subgrupos, e suas

ragas se caracterizam pela rusticidade, adaptabilidade a climas quentes, resisténcia a
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ectoparasitas, 6tima habilidade materna e baixos indices reprodutivos. O grupo das
racas sintéticas resultante do cruzamento das racas dos dois grupos citados
anteriormente, é 0 grupo que objetivou animais com qualidades superiores aos seus
pais e que desempenhem melhor suas funcdes (complementariedade e heterose), ou
seja, um animal de grande porte (carcacas mais pesadas), com alta eficiéncia
reprodutiva (precocidade reprodutiva, numero de bezerros desmamados, intervalo
entre partos e sobrevivéncia dos bezerros até a desmama), desempenho produtivo de
carne e Otimas caracteristicas de carcaca (rendimento de carcaca e deposicédo de
gordura) (Kepler Euclides Filho, 1997).

3.3. Raca Braford

Originada na Florida (EUA), na década de 60, a raca Braford é o resultado do
cruzamento com até 5/8 da raca taurina Hereford e até 3/8 de racas zebuinas
(Tabapuda, Nelore, Brahman), obtendo um animal com o corpo vermelho e cara branca,
sendo reconhecido como padrdo Mercosul. Esse animal adveio da necessidade de
criar um espécime mais adaptado a climas adversos e que possuisse pigmentacao
ocular, em virtude da incidéncia solar direta e dos problemas causados por isso, como
os tumores (ABHB, 2015).

Como caracteristicas dos machos tém-se a otima fertilidade, virilidade,
precocidade e grande quantidade de massa muscular, herdados do taurino,
adaptabilidade e resisténcia a ectoparasitas, herdados dos zebuinos. As fémeas
possuem 6tima habilidade materna, precocidade e fertilidade. No geral, a raca
apresenta boa conformidade de carcacga, bom perfil muscular, alto rendimento e boa
cobertura de gordura e marmoreio (ABHB, 2015).

Apesar de a maioria possuir essas caracteristicas, alguns exemplares da raca
herdam congenitamente o gene da DM o que os faz serem extremamente superiores
em produtividade de carne quando comparado a outros animais da sua raca. Porém,
a presenca deste gene ndo traz apenas beneficios, mas também problemas em

relacédo a producao e reproducéo (Teixeira et al., 2006).

3.4. Miostatina e a dupla musculatura em bovinos
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A DM é caracterizada, dentre outros fatores, pela alta deposicdo de massa

muscular e foi observada h& centenas de anos, sendo documentada pela primeira vez
em 1807 por Culley e descrita por Kaiser em 1888. No inicio foi proposto por Wriedt,
1929, que a determinacdo genética para essa sindrome era monogénica e,
posteriormente, varios pesquisadores concluiram que o0 gene envolvido, que
determinava essa caracteristica, era autossémico (Hanset et al., 1985).

Em 1997, McPherron e colaboradores concluiram que a DM era causada pela
proteina Miostatina, codificada pelo gene GDF-8 (Growth Differentiation Factor 8),
pertencente a familia TGF-B (Transforming Growth Factor ).

Na Figura 1, existem dois exemplos de animais, o animal “CC” e o “AA”. O
Animal “CC” é aquele com musculatura normal, onde a Miostatina exerce seu papel
de “freio” sobre proliferacdo de miotubos e consequentemente de fibras musculares,
ou seja, inibe o crescimento excessivo da musculatura. No animal “AA” ja n&o ha a
expressao da Miostatina, ou seja, ndo existe o papel de “freio” e consequentemente
ha um crescimento totalmente desregulado da musculatura como demonstra a figura

abaixo.

Figura 1 — Modelo do papel da Miostatina no crescimento muscular. Com a expressao da Miostatina e
sem a expressao da Miostatina

Committed
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Desta forma, animais que possuem DM tém o efeito da Miostatina inibido,
ocasionando a hipertrofia muscular caracteristica deste fenotipo, como retrata a Figura
2. Durante os processos de selecao e acasalamentos para formacéo de ragas, houve
uma maior disseminacao de alelos relacionados a essa inibicdo. Segundo Kambadur
et al. (1997) nas populagdes das racas Belgian Blue e Piemontesa, por exemplo, estes
alelos aparecem em alta frequéncia o que resulta em maior incidéncia de animais

apresentando DM.

Figura 2 — Animal da raca Belgian Blue com dupla musculatura

Fonte: Google Imagens

Vérias mutacdes pontuais atribuidas a polimorfismos de nucleotideos Unicos
(SNPs) foram relatadas para racas bovinas, além das mencionadas, também:
Asturiana, Blonde d"Aquitaine, Limousin, Angus, Santa Gertrudes, Braford e
Charolesa, Marchigiana e Nelore (Kambadur et al. 1997; Grobet, et al. 1997, Grisolia
et al. 1999).

Dentre os SNPs relatados na literatura para o gene da Miostatina, existe um
posicionado no Exon | na posicdo 282. Nesse SNP ocorre a alteracdo de um
nucleotideo C (citosina) no alelo selvagem por um nucleotideo A (adenina),
denominado alelo mutante. Esta alteragdo causa a mudanca na proteina na posicéo
94, de uma Fenilalanina (C) por uma Leucina (A), respectivamente. Sellick et al. (2007)

e Esmailizadeh et al. (2008) relataram a existéncia de efeito aditivo em caracteristica
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de carcaga associado a DM em animais AA, ou seja, existe associacdo deste alelo
com o fenatipo.

Goyache et al., (1996) descreveram que as mudancas anatdmicas atribuidas
a DM séo: os musculos do corpo aumentados, quantidade reduzida de gordura tanto
subcutdanea como intramuscular. A parte do corpo onde pode-se evidenciar a
presenca ou ndo da sindrome € o quarto traseiro do animal que, quando comparado
a outros animais, € muito mais musculoso. Estas alteracdes podem parecer positivas
para caracteristicas de desempenho como, por exemplo, o rendimento de carcaca,
porém a inibicdo da Miostatina também ocasiona mudangas fisioldgicas associadas a
reducao significativa de fertilidade, de volume de sémen, alta porcentagem de partos
distocicos e, consequentemente, maiores necessidades de cesarianas. Embora haja
maior deposicdo de musculo na carcaca, existe correlacdo negativa com as
quantidades de gordura subcutanea e intramuscular, o que influencia negativamente
nas caracteristicas organolépticas da carne (maciez, cor, suculéncia, sabor e aroma)
(Teixeira et al., 2006).

3.5. Marcadores moleculares e selecao assistida

A partir do século XX, surgiu uma crescente demanda por animais que
desempenham melhor suas fungdes e que fossem mais adaptaveis ao meio em que
estariam inseridos. A partir desta demanda comecgou-se a desenvolver programas de
melhoramento para as racas de producdo e de interesse econdmico, que Sao
principalmente os bovinos, caprinos, ovinos, suinos e aves. Inicialmente foram
selecionados os individuos que demonstrassem melhores caracteristicas fenotipicas
desejadas e por consequéncia disto, obteve-se animais com os alelos favoraveis a
certas caracteristicas de producao selecionadas. Porém, apenas pelo embasamento
fenotipico, essa selecdo demonstrou limitagcdes como, por exemplo, como saber a
guantidade de gordura intermuscular sem abater o animal ou, como avaliar o
rendimento de carcaca. Por isso, as taxas de melhoramento foram limitadas e
necessitavam de outros métodos que possibilitassem a avaliacdo mais detalhada das

caracteristicas desses animais (Coutinho et al., 2010).
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Considerando o conjunto de respostas fisioldégicas a atuacdo da Miostatina,

deve-se considerar a utilizacdo de técnicas de genotipagem no gene desta proteina.
Dentre estas técnicas, a PCR-RFLP se destaca pelo seu baixo custo operacional e
boa eficiéncia na deteccao dos polimorfismos. Considerando que estes polimorfismos
estdo associados a DM nos animais, a selecao pelos genétipos obtidos na marcacao
molecular pode ser feita ao nascimento, o que pode promover o ganho genético por
varios aspectos:

. Aumentando a acuracia;

. Reduzindo o intervalo de geracoes;

. Melhorando a eficiéncia das avaliacdes genéticas;

. Permitindo melhor aproveitamento da complementaridade entre os

individuos.
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4. METODOLOGIA

A utilizacdo de animais para a realizacado desta pesquisa foi autorizada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (Protocolo n°: 6432220223). Para extracéo do
DNA gendmico dos animais, foram utilizadas amostras do sangue de 29 bovinos da
raca Braford mantidos pelo Laboratério de Bovino de Corte da Fazenda Experimental
da Ressacada (CCA/UFSC). As amostras foram coletadas por venopuncédo coccigea
utilizando-se agulhas descartaveis e tubos do tipo vacutainer com EDTA potassico,
em um volume de 4 mL/tubo/animal. Para o procedimento, os animais foram contidos
em tronco de manejo, com a cauda erguida para melhor localizacdo da veia e de
maneira minimamente invasiva, buscando-se evitar qualquer tipo de estresse. Apos
a coleta, os tubos devidamente identificados foram acondicionados em freezer a -
20°C até o momento da extracdo do DNA genémico.

As etapas laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Ensino e Pesquisa
em Genética Animal (LEPGA) da Universidade Federal de Santa Catarina, localizado
no Centro de Ciéncias Agrarias, Florianépolis/SC. Para o procedimento de extracédo
do DNA da fase leucocitéaria, 1,5 mL de sangue/amostra foram transferidos para tubos
de 2 mL e centrifugados por 15 minutos, logo em seguida, descartou-se o
sobrenadante com cuidado para que as células brancas ndo sejam removidas da
interface. Posteriormente, o volume dos tubos foi ajustado para 5 mL com uma solucéo
A (250 pL Tris HCI pH 7.6 1 M; 250 uL MgCI2 0.5M; 50 pL NaCl 5 M). Em seguida
foram adicionados 1 mL do tampao da solucdo A e homogeneizado no agitador
automatico tipo voértex até a obtencdo de uma coloracdo escura e homogénea. Apos
esta etapa foi novamente centrifugado por 10 minutos e dispensou-se o sobrenadante
por inversdo e foi deixado o liquido escorrer lentamente. O sedimento foi
ressuspendido em 2 mL do tampdo de hemodlise e misturado por inversdo e em
seguida foi centrifugado por mais 10 minutos e descartou-se novamente o
sobrenadante. Essa lavagem foi realizada quatro vezes, e em seguida, as células
brancas foram ressuspendidas em 500 pL do tampéo de hemdlise e colocadas em

microtubos de 1,5 mL.
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Em seguida, foram adicionados 500 pL de solugéo de Proteinase K (5 pL de
Tris HCI pH 8.0 1 M; 10 pL de NaCl 5 M; 10 uL de EDTA pH 8.0 0.5 M; 12.5 uL de
SDS a 20% e completar o volume com 460,5 yuL de agua ultrapura e adicionar 2 pL
de solucdo de proteinase K na concentracdo 20 mg/mL no momento do uso) ao
sedimento de leucdcitos armazenados na etapa anterior e misturados no voértex até
gue se desprenda do fundo do tubo. Em seguida foi incubado a 55°C em banho-maria
até que se dissolva o precipitado (4 a 6 horas). ApGs a incubacao adicionou-se 210
uL de TE pH 7.6 e 240 pyL de NaCl 5 M e agitou-se por inverséo e incubou no gelo por
15 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos e o
sobrenadante foi transferido para dois tubos de 1,5 mL. Foi adicionado 1 mL de etanol
absoluto gelado e os tubos foram agitados por inversdo. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente,
foi realizada a lavagem com 500 pL de etanol a 70% gelado e centrifugado por 5
minutos e realizou-se a secagem em temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido
em 100 pL de solucdo TE e 0,25 mL de solugéo de RNase (10 mg/uL) e incubado por
12 horas a 4°C. ApGs as extracBes, uma aliquota de 5 pl de cada amostra foi diluida
com 5 uL de tampéo de corrida (0,05% de azul de bromofenol) e submetidas a
eletroforese em gel de agarose (1,5%), em tampéo TBE 1X (Tris-HCI 89 mM; EDTA
25 mM e Acido Boérico 89 mM e pH 8,3) com corante Sybr a 70V, por
aproximadamente 50 minutos. A visualizagdo do DNA gendmico foi feita em luz
ultravioleta (UV), e o gel foi foto documentado.

Para a realizacdo das reacbes de PCR, as sequéncias FWD e REV dos
oligonucleotideos iniciadores especificos para isolar o Exon | do gene da Miostatina
foram desenhadas a partir de informacdes disponiveis no GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/). Em cada amostra, as reacdes continham
100 ng de DNA, 0,5 uM de cada iniciador, 1X PCR buffer [10 mM Tris-HCI (pH 9,0),
1,5 mM MgCI2 e 50 mM KCI], 100 uM de dNTPs e 0,5 U de Tag polimerase num
volume final de 25 pl.

A otimizacdo da PCR foi realizada em uma etapa prévia com gradiente de
temperaturas de anelamento ajustada para apenas uma amostra repetida 12 vezes,
uma para cada temperatura de anelamento testada, seguindo a programacao: 1° ciclo
94 °C por 3 minutos, 2° ciclo escala gradiente de temperaturas (conforme Figura 3)

por 1 minuto, 3 ° ciclo 72 °C por 1 minuto, repetidos 33 vezes. Apos a amplificacao,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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uma aliquota de 5 pl de cada amostra foi diluida com 5 pL de tampéo de corrida (0,05%
de azul de bromofenol) e foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%),
em tampéo TBE 1X (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM e pH 8,3)
com corante Sybr a 70V, por aproximadamente 50 minutos. A visualizacdo dos
produtos de PCR foi feita em luz ultravioleta (UV), e o gel foi foto documentado para
avaliar a eficiéncia da reacdo em funcao do tamanho do fragmento amplificado. Com
os resultados da reacao de gradiente de temperaturas, foi escolhida a temperatura de
anelamento de 54°C, sendo esta entdo utilizada em uma nova reacdo subsequente,
com as mesmas condigcdes mencionadas anteriormente, mas agora para todas as
amostras.

Na etapa seguinte, foi realizada a técnica de marcacdo molecular
(genotipagem) com PCR-RFLP. Para tanto, foi utilizada a endonuclease Taq | (New
England Biolabs) que possui o sitio de restricdo 5" - T|CGA - 3’. Os produtos obtidos
nas reagdes de PCR foram digeridos em banho-maria, com tempo e temperatura
descrito no protocolo fornecido pelo fabricante das enzimas, utilizando-se 10 yL da
reacao de amplificacédo, 1/10 de tampéao para a enzima de restricdo e 5 unidades da
enzima de restricdo, em um volume final de 20 uL. Apés a digestdo, os fragmentos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (3,0%), em tampéo TBE 1X (Tris-
HCl 89 mM; EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM e pH 8,3) a 100V, por
aproximadamente 1 hora e 30 minutos. A visualizacdo das bandas foi feita em luz
ultravioleta (UV) e o gel foi fotodocumentado.

As frequéncias génicas e genotipicas obtidas foram determinadas a partir da
contagem direta dos genotipos observados. As frequéncias genotipicas esperadas em
equilibrio, foram estimadas a partir da expansédo binomial, conforme descrito por
FALCONER & MCKAY, (1996). Para testar a aderéncia das frequéncias observadas
ao equilibrio de Hardy-Weinberg, foi utilizado o software estatistico GENEPOP versao
3.1 (Raymond e Rousset, 1995).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de extracdo do DNA gendmico adaptado de Zadworny & Kuhlein
(1990), referente ao sangue coletado dos bovinos demonstrou-se eficiente, como
mostra a Figura 2. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a
0,5%, corados com tampé&o de corrida azul e expostos a luz UV. A partir da exposicao
foi possivel visualizar a migracédo de DNA.

Figura 3 - Resultados obtidos da extragdo de DNA das amostras através do método de PCR (Reacéo
em Cadeia da Polimerase). Eletroforese em gel de agarose 0,5%.

DNA

Gen()micov U-“U:uﬂﬂ;u’u-_.

Fonte: Autor

A Figura 3 mostra o resultado da reagdo preliminar com gradiente de
temperaturas de anelamento. Todas as temperaturas testadas mostraram éxito na
reacdo de PCR, porém, a banda que apresentou maior intensidade foi a repeticédo
namero 9, com a temperatura de anelamento de 54°C.

Figura 4 - Imagem do resultado do PCR gradiente de temperatura. Gel de agarose 3%. A= Marcador
de peso molecular 1kb plus DNA Ladder.

53,0°C_, . 550°C 56,4°C . ‘
0°C 54,0°C 55,8°C 56,6°C - 200 pb
won D e D ab sl 100 pb

.

Fonte: Autor
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Os resultados obtidos para a etapa de PCR da regido correspondente ao Exon
| do gene da Miostatina, nas amostras dos 29 animais, estdo apresentados na Figura
4. Nela, é possivel observar que os iniciadores utilizados neste trabalho foram
eficientes no isolamento e amplificacdo da regido estudada, onde todas as amostras
apresentaram o fragmento de aproximadamente 300 pb.

Figura 5 - Resultados da aplicagéo das analises de PCR mostrando a amplificacdo do gene da
Miostatina. Gel de agarose 2%. A= Marcador de peso molecular 1kb plus DNA Ladder.

e I Y 300pb

Fonte: Autor

Na Figura 5 estdo descritos os resultados obtidos nas reagbes de RFLP
utilizando-se a enzima Tagl. Foram observados 2 padrbes de migracéo distintos: um
com dois fragmentos de aproximadamente 118pb e 92pb, respectivamente,
correspondente ao gendtipo CC e outro com trés fragmentos de 210pb, 118pb e 92pb,
respectivamente, que corresponde ao genaotipo heterozigoto AC. Neste trabalho, ndo
foram observados animais com o padrao de migracao AA.
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Figura 6 - Imagem representativa dos resultados das analises de RFLP. Gel de Agarose 3%.
Eletroforograma representativo dos padrées de migracéo caracterizados dos genétipos CA e CC.

Y 1 LI

CC CC CC CC cC cc cc CCCC €CC CC CC CC cC cA cc

Fonte: Autor

Foi possivel identificar dois tipos diferentes de migracédo de bandas, conforme
mostra a Figura 5, o qual é um indicativo de homozigotos (CC) e heterozigotos (CA),
sendo uma banda com 300pb, outra com 230pb e outra com 90pb caracterizando
assim, a existéncia de polimorfismo genético para a regido do gene da proteina
Miostatina.

As frequéncias génicas e genotipicas obtidas entre os 29 animais testados

estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Frequéncias Génicas e Genotipicas da populacdo

Gendtipos Alelos"s
Frequéncias CcC CA AA C A
%
0.931 0.069 0.000 0.9655 0.0345

ns= Nao significativo para o teste de x? ao nivel de 5% de significancia.

Avaliando a mesma regido de interesse e com a mesma marcacao molecular
em 160 animais da raca Limousin, Esmailizadeh et al. (2008) encontraram frequéncias
genotipicas iguais a 0.33 (AA), 0.57 (AC) e 0.10(CC). As frequéncias alélicas para
esta raca foram 0.61 (A) e 0.39 (C), respectivamente. Estes mesmos autores,
trabalhando com 203 animais da raca Jersey encontraram frequéncias genotipicas
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iguais a 0.00 (AA), 0.51 (AC) e 0.49 (CC), respectivamente. As frequéncias alélicas
para esta raca foram iguais a 0.75 (C) e 0.25 (A).

Os resultados obtidos neste estudo também corroboram Konovalova et al.
(2008), que avaliaram 238 animais da raca Aberdeen Angus e encontraram as
respectivas frequéncias genotipicas e alélicas iguais a 0.931 (CC), 0.690 (CA), 0.000
(AA), 0.93 (C) e 0.07 (A).

As analises estatisticas referentes ao teste de x2 para aderéncia ao equilibrio
de Hardy-Weinberg das frequéncias alélicas obtidas neste estudo indicaram que a
populacdo testada se encontra em equilibrio para a regido estudada. Este resultado
pode ser atribuido ao tamanho reduzido de amostra ou a elevada conservacao
genética da regido testada em animais da raca Braford. Estudos futuros envolvendo
um maior nimero de animais devem ser realizados para auxiliar na compreensao
efetiva deste resultado.

O presente resultado evidencia que existem animais heterozigotos para o gene
da proteina Miostatina presentes nesse rebanho, o que possibilita um melhor
direcionamento dos acasalamentos dos animais e/ou a definicdo de suas respectivas
utilizagdes como reprodutores. Ao consultar a base de dados do rebanho, identificou-
se que os animais portadores do genétipo AC identificados neste estudo sdo duas
matrizes.

E recomendado para este rebanho que seja feito a genotipagem dos touros
utilizados na inseminacao artificial e a criacdo de uma lista que contenha todos os
animais do rebanho e seus respectivos genétipos para que se possa selecionar os

acasalamentos sempre evitando a ocorréncia do genétipo AA.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que foi possivel
identificar a existéncia de genotipos diferentes para a regido estudada (Exon 1) do
gene da Miostatina nos animais da raca Braford pertencentes a Fazenda Experimental
da Ressacada.
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