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Genotipagem por PCR-RFLP de um
polimorfismo no gene CAST em bovinos
da raca Canchim

Isadora Inacio Sousal, Isabella Maiumi Zaidan Blechaz, Sallene da Silva Maciel3, Anna Beatriz

Robottom Ferreira4, Gelson Luis Dias Feij()s, Gustavo Garcia Santiag06, Ricardo Faver07,

Fabiane Siqueira®

I - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
2 - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
3 - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
4 - Embrapa Gado de Corte

5 - Embrapa Gado de Corte

6 - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
7 - Universidade Estadual de Londrina - UEL

8 - Embrapa Gado de Corte

RESUMO - Objetivou-se avaliar o marcador molecular do tipo SNP (Single-nucleotide Polymorphism) A2959G (AF159246) do gene bovino da
calpastatina (CAST) em animais da raga Canchim provenientes das Provas Canchim de Avaliagdo de Desempenho dos anos de 2011 e 2012. As
genotipagens foram realizadas por PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism). As frequéncias
alélicas e genotipicas foram comparadas pelo teste Qui-quadrado. Os desvios de frequéncias observadas em relagdo as esperadas para o
Equilibrio de Hardy-Weinberg foram analisados a 5% de significancia e os dados obtidos foram submetidos 8 ANOVA utilizando o PROC GLM
(SAS). Nao foram encontradas associagdes significativas do marcador com as caracteristicas area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura
subcutanea (EGS) e marmoreio (MAR). Sendo assim, este marcador nao apresenta potencial para ser incluido em painéis de SNPs customizados
que visem o melhoramento genético de bovinos da raga Canchim.
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Genotyping by PCR-RFLP of one polymorphism on the
CAST gene in Canchim cattle

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the SNP type (Single-nucleotide Polymorphism) molecular marker A2959G (AF159246) of
the calpastatin bovine gene (CAST) in Canchim breed animals from the Canchim Performance Evaluation Tests performed in 2011 and 2012.
The genotyping were realized by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism). The allele and genotype
frequencies were compared by chi-square test. The observed frequency deviations from those expected for the Hardy-Weinberg Equilibrium
were analyzed at 5% significance and the data obtained were submitted to ANOVA using PROC GLM (SAS). No significant associations of the
marker with ribeye area (REA), backfat thickness (BFT) and marbling (MAR) were found. Therefore, this marker does not present potential to
be included in panels of customized SNP’s that aim at the genetic improvement of Canchim cattle.
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Introducao

Um dos maiores desafios dos produtores brasileiros ¢ a melhoria das caracteristicas determinantes da qualidade da carne e das carcagas bovinas,
como a maciez da carne, a quantidade de gordura entremeada, a cobertura de gordura da carcaga e a area do musculo Longissimus dorsi, sendo
estes fatores relevantes na procura por qualidade e padronizagdo. A maciez é uma caracteristica considerada pelos consumidores como uma das
mais importantes para avaliagdo da qualidade da carne, sendo influenciada por aspectos pré-abate, como raca, idade, manejo e nutri¢do, e
aspectos pos-abate, como velocidade de resfriamento das camaras frigorificas e quantidade de gordura subcutanea da carcaca (KOOHMARALIE,
2003). Como ferramenta para o melhoramento de atributos da qualidade de carne, a Sele¢ao Assistida por Marcadores (MAS) pode ser utilizada
por meio da analise de polimorfismos localizados em genes candidatos responsaveis pela expressao de fungdes bioldgicas que manifestam
alguma caracteristica economica de interesse. Desta forma, objetivou-se realizar estudo de associagdo entre o marcador CAS7/Ddel (BLECHA et
al., 2010) com caracteristicas as caracteristicas area de olho de lombo, espessura de gordura subcutdnea ¢ marmoreio em animais Canchim, com
o intuito de contribuir para o melhoramento genético desta raca.

Revisao Bibliografica

Os marcadores moleculares sdo variagdes herdaveis no genoma que caracterizam as diferencas fenotipicas entre dois ou mais individuos
(VIGNAL, 2002). Uma forma de se trabalhar com marcadores ¢ a Selegcdo Assistida por Marcadores (SAM), a qual apresenta um impacto
positivo no melhoramento animal, principalmente, em caracteristicas de mensuragao tardia, dificil e/ou onerosa para o pecuarista (FORTES,
2007). Entretanto, a SAM apresentou algumas limitag¢des, pois pelo fato das caracteristicas quantitativas envolverem grande quantidade de genes
para sua expressao, somente uma propor¢ao pequena da variancia genética total é capturada pelo pequeno numero de marcadores moleculares
utilizados, o que limita o progresso ou ganho genético (Solberg et al. 2008). Concretizou-se entdo a metodologia de selegcdo genomica (SG) e
iniciou-se a comercializacdo, a custos acessiveis, de painéis com milhares de marcadores do tipo SNP espalhados pelo genoma bovino (Van
Tassel, 2008), possibilitando assim envolver todo o genoma para a analise de uma ou varias caracteristicas de interesse economico, o que pode
explicar os efeitos genéticos totais (Meuwissen; Hayes; Goddard, 2001). Porém, ¢ necessario que os SNPs estejam diretamente localizados em
genes candidatos que desempenham alguma fungéo biolégica de interesse. Até o momento, foram descritos alguns genes candidatos que estdo
relacionados com caracteristicas de qualidade de carne em bovinos, como o CAST (MORRIS et al., 2006). No entanto, a magnitude relativa aos
efeitos e a importancia do gene no controle de variagdes fenotipicas ainda permanecem desconhecidas. O gene CAS7, localizado no cromossomo
7, codifica a proteina calpastatina que é responsavel pela inativa¢do das enzimas calpainas (BISHOP et al., 1993). As sequéncias helicoidais da
calpastatina impedem as calpainas de se ligarem as membranas, afetando negativamente a maciez no misculo vivo, ¢ a a¢do elevada da
calpastatina resulta na redu¢do da degradacao das proteinas musculares (MORGAN et al., 1993). Curi et al. (2009) avaliaram o mesmo SNP em
300 animais Nelore (Bos taurus indicus) e cruzamentos de Bos taurus taurus X Bos taurus indicus e observaram menor frequéncia do alelo A,
considerado favoravel a maciez da carne, para os animais Bos taurus indicus, assim como foi relatado em estudos anteriores (CASAS et al.,
2006; SCHENKEL et al., 2006; CURI et al., 2008).

Materiais e Métodos

Foram genotipados por PCR-RFLP 203 animais para o marcador CAST/Ddel, sendo estes animais provenientes das PCADs realizadas nos anos
de 2011 e 2012. As caracteristicas do presente estudo (AOL, EGS e MAR) foram avaliadas por ultrassonografia em carcaga. As reagdes em
cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em um aparelho termociclador MyCycler (BioRad®) em um volume final de 25 pL. Para
amplificar um fragmento com 486 pares de bases (pb) foram utilizados os primers forward 5°>-TGAATTTGTCTGGTTCACCT-3’ e reverse ¢ 5°-
GACAAGGTGCGGAAGTCCTA-3’. O programa foi de 30 ciclos com temperatura de desnatura¢do de 94°C por um minuto, anelamento de
58°C por um minuto, e um passo de extensdo a 72°C por um minuto. Em seguida, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1%, corados com SybrGold® e fotografados em luz ultravioleta. As rea¢des de digestao também foram realizadas
em termociclador MyCycler (BioRad®). O produto de PCR foi clivado com enzima de restrigdo Ddel ([10U/ul]) a temperatura de 37°C. O tempo
de incubag¢@o em termociclador foi de quatro horas e a quantidade de enzima utilizada nas reagdes foi de 0,1 ul por amostra. Em seguida, os
produtos das reagdes de digestdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 3% corados com SybrGold® e fotografados em
luz ultravioleta, onde foi possivel obervar pelos padrdes de corte dos fragmento os gendtipos GG (68 e 386 pb), AG (68, 191, 195 e 386 pb) e
AA (68, 191 e 195 pb). As frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas utilizando o teste de Qui-quadrado e os desvios das frequéncias
observadas em relagdo as esperadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg foram analisados a 5% de significancia. Os dados fenotipicos e
genotipicos obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando o PROC GLM do SAS.

Resultados e Discussao

As frequéncias genotipicas mais observadas foram de 69,46% para o genotipo AA e em relagdo aos alelos mais frequentemente observados
foram de 83% para o alelo A (Tabela 1). Nao foi observado efeito significativo (P<0,05) entre o marcador CAST/Ddel e as caracteristicas
estudadas (AOL, EGS e MAR). Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 2. Os resultados obtidos corroboram com outros estudos que
analisaram a associacdo entre marcadores no gene CAST e caracteristicas relacionadas ao crescimento e composicao de carcaca em bovinos, os
quais também ndo obtiveram resultados significativos (Chung et al., 2001; Li et al., 2010). No entanto, Dutra et al. (2011) estudando o mesmo



SNP em bovinos cruzados encontrou associacao significativa (P = 0,038) entre o marcador CAST/Ddel e area de olho de lombo, com efeito
médio de substituicdo para o alelo G de -2,4797+0,9831 cm e diferengas entre os genotipos AA e AG (AA-AG) e AA e GG (AA-GG) de +1,99
cm e +5,72 cm para AOL, respectivamente. Contudo, a associacdo deste marcador com AOL ndo era esperada, pois aparentemente o produto do
gene CAST ndo participa da fisiologia desta caracteristica.

Conclusoes

O marcador CAST/Ddel ndo apresenta potencial para ser incluido em painéis de SNPs de baixa densidade para bovinos da raga Canchim.

Graficos e Tabelas

Tabela 1. Frequéncias alélicas e genotipicas encontradas para o marcador CAST/Ddel

Frequéncias alélicas e genotipicas (%)
A G AA AG GG
83 17 69.5 271 35

CAST/Ddel

Tabela 2. Médias e emro padrio das caracteristicas fenotipicas analisadas para os
genotipos do marcador CAST Ddel.

CAST/Ddel
P=F AA AG GG
AOL 0. 7759 76.900.77 76,03£1.16 77.19+£3,06
EGS 0.8593 2.4320.,06 2.48+0.,09 2.44+0.25
MAR 0.4114 2.45+0,04 2.54+0,06 2.40+0,17
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