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O gene da calpastatina (CAST) influencia a maciez da carne por controlar a intensidade da
degradacdo de proteinas miofibrilares no periodo pos-mortem. A u-calpaina é a principal
enzima responsavel pelo amaciamento do musculo esquelético. De maneira oposta, a
calpastatina atua como inibidor endégeno das calpainas. O gene CAST pode sofrer alteracdes
na expressao, influenciadas por modificacbes epigenéticas. Alteracdes epigenéticas sao
caracterizadas como alteracdes na expressdo génica, em que se observam diferentes
consequéncias fenotipicas, sem haver qualquer mudanca na sequéncia de bases do DNA.
Nosso estudo visa encontrar polimorfismos génicos, do tipo SNP (Single Nucleotide
Polymorphism), resultante da alteracdo de um Unico par de bases no genoma, em regides alvo
de modificacbes epigenéticas no gene CAST (GenelD: 281039). Dezoito individuos com
diferentes genotipos para 0 SNP A>G no éxon 30/3’UTR do gene CAST foram selecionados
para a extracdo do DNA de pele, musculo ou figado. O DNA foi extraido com solvente
organico e avaliado no espectrofotdmetro NanoDrop, modelo ND-1000, quanto a quantidade
e a qualidade, pela razdo de absorbancias 260/280, a qual indica contaminacdo do DNA por
proteina.. Foram amplificados, por PCR (Polymerase Chain Reaction) 3 fragmentos do gene
CAST: de 562, 595 e 600 pares de bases, no entanto, somente a amplificacdo do fragmento
CAST600 (3.686-4.285 bp; regido rica em sitios de ligacdo de fatores de transcricdo e sitios
alvo de miRNA) apresentou resultados satisfatorios. Fizemos PCR dos primers 5’-
GTCCAACGGCAGAGTCATCT-3" e 5-TGGTAGTGATAGTCGCACAAGA-3’. Para a
reacdo de sequenciamento, em primeiro lugar precisamos purificar os produtos de PCR das
reacdes que apresentaram banca Unica e forte ap0s eletroforese em gel de agarose. Para isso, a
cada 5 pL de produto de PCR adicionamos 2 pL de Exo - SAP (enzima purificadora, que
remove primers e dNTPSs) e incubamos a 57°C por 30 min e a 80°C por 30 min. Conseguimos
bons resultados no sequenciamento capilar (ABI 3100 Avant) para oito amostras do
fragmento CAST600. Os eletroferogramas gerados foram submetidos ao programa de base
calling Phred, que reconhece dados de cromatogramas e identifica a sequéncia de DNA
gerada, atribuindo um valor de qualidade a cada nucleotideo identificado. Em seguida, as
sequéncias foram submetidas ao programa de montagem Phrap (Phragment Assembly
Program), no qual sdo agrupadas e organizadas em contigs. A visualizacdo das sequéncias
geradas foi realizada no programa Consed, no qual a presenca de 2 picos no eletroferograma
foi interpretada como um SNP. Assim, identificamos um polimorfismo SNP C>T, na posi¢do
3.906 bp do gene CAST bovino, ainda ndo descrito na literatura.
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