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APRESENTAGAO

O presente trabalho esta vinculado ao projeto de p6s-doutorado, desenvolvido
pelo Dr. Rogério A. Curi na Universidade Estadual Paulista (Unesp — Campus
Botucatu), que recebe apoio das instituicbes FAPESP e CNPq. Os professores Dr.
Henrique Nunes de Oliveira, Dr. Anténio Carlos Silveira e Dr. Luis Artur Loyola
Chardulo séao colaboradores do projeto.

A presente dissertacdo foi dividida em trés partes. A introducéo e a revisao de
literatura contextualizam os estudos atuais sobre genética bovina relacionada a
qualidade da carne. O capitulo | se refere aos genes CAPN1 a CAST. O capitulo Il
relaciona e discute os resultados obtidos para os genes LEP, TG e DGTA1. Os
capitulos foram escritos e sdo apresentados em portugués, embora respectivas

versdes em inglés tenham sido submetidas a publicagao.



RESUMO

FORTES, M. R. S. Polimorfismos dos genes CAPN1, CAST, LEP, TG e DGAT1
como possiveis indicadores da qualidade da carne em bovinos zebuinos e
cruzados abatidos em idade jovem. [Polymorphisms of the genes CAPN1, CAST,
LEP, TG and DGAT1 as possible markers for bovine meet quality traits in zebu and
crosses slaughtered in young age]. 2007. 85 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2007.

Mais de 200 milhdes de bovinos, em sua maioria animais da raga Nelore ou produtos
de cruzamento com Nelore, compdem o rebanho do maior exportador de carne in
natura do mundo, o Brasil. No entanto, o faturamento por kg de carne exportada
poderia ser elevado se a qualidade do produto atendesse a mercados mais
exigentes. A maciez da carne, a quantidade de gordura entremeada, a cobertura de
gordura da carcaga e area do musculo Longissimus dorsi sao fatores relevantes na
procura por qualidade e padronizagado. A selegao genética assistida por marcadores
moleculares podera ter impacto positivo no melhoramento animal, principalmente em
caracteristicas de mensuracgao tardia e dificil para o pecuarista. Polimorfismos dos
genes da tiroglobulina (TG), u-calpaina (CAPN1) e calpastatina (CAST) sdo hoje
marcadores disponiveis comercialmente, implicados na maciez e na marmorizagao
da carne. Os genes do diacilglicerol O-aciltranferase (DGAT1) e da leptina (LEP) sé&o
candidatos pesquisados no desenvolvimento de marcadores relacionados a
qualidade da carne. Leptina, tiroglobulina e diacilglicerol O-aciltranferase influenciam
no metabolismo energético e na deposicdo de gordura. A calpastatina inibe a
atividade proteolitica de y-calpaina regulando o processo de amaciamento da carne
no postmortem. Este trabalho avaliou as frequéncias alélicas e genotipicas de
polimorfismos dos genes CAPN1, CAST, LEP, TG e DGATT1 e relacionando os com
qualidade de carne. Os polimorfismos escolhidos foram alteragdes de ponto (SNP)
observadas pelo método da reagédo da polimerase em cadeia seguida de restricdo
enzimatica (PCR-RFLP). Entre animais de raga Nelore e Canchim e cruzamentos de
Nelore com Bos taurus (Rubia Gallega, Brangus, Pardo Suigo) foram genotipados
147 animais. Os mesmo foram abatidos com idade entre 15 e 19 meses, os animais
foram avaliados quanto a maciez da carne (Warner-Bratzler Shear Force — SF — e
indice de Fragmentagao Miofibrilar — MFI), & deposicdo de gordura (intramuscular e

de cobertura) e a area de olho de lombo (AOL — Longissimus dorsi). O estudo de



associacao entre gendtipos e fenotipos utilizou o procedimento General Linear
Model do programa SAS e o teste F. Com o nivel de significancia de 5%, as
frequéncias alélicas de CAPN1/Psyl foram semelhantes entre os grupos genéticos
estudados, mas as frequéncias dos demais polimorfismos diferiram entre os grupos.
Um achado inovador do trabalho foi a presengca das duas variantes dos
polimorfismos CAST/Xmnl e DGAT1/Cfrl na raga Nelore. Neste estudo o
polimorfismo de TG/Psul nao foi informativo para ragca Nelore, pois todos os animais
apresentaram o mesmo genotipo (CC). Os resultados n&do mostraram associagdes
significativas entre os polimorfismos e as analises da carne, exceto pelo efeito de
CAST/Xmnl cujo gendtipo AA foi superior ao AB com relagdo ao MFI. Mais estudos
semelhantes se fazem necessarios para desenvolver marcadores adicionais e
descartar os nao informativos, adequando as novas ferramentas de selegdo ao gado
zebuino brasileiro e respectivos cruzamentos. Os cinco genes estudados continuam
como candidatos, apresentando diversos polimorfismos para serem pesquisados. No
futuro, estudos com maior numero de bovinos poderdo validar o polimorfismo

CAST/Xmnl como indicador da maciez da carne.

Palavras-chave: Marcador molecular. Bos indicus. Segregacao alélica. Maciez da

carne. Deposig¢ao de gordura.



ABSTRACT

FORTES, M. R. S. Polymorphisms of the genes CAPN1, CAST, LEP, TG and
DGAT1 as possible markers for bovine meet quality traits in zebu and crosses
slaughtered at young age. [Polimorfismos dos genes CAPN1, CAST, LEP, TG e
DGAT1 como possiveis indicadores da qualidade da carne em bovinos zebuinos e
cruzados abatidos em idade jovem]. 2007. 85 f. Dissertagao (mestrado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, 2007.

Over 200 million bovines, mostly Nellore breed and its crosses, form the herd of the
world biggest meat in natura exporter, Brazil. Even so, profit per kg of traded meat
would improve if the product’'s quality achieved selective markets. Tenderness,
marbling, backfat thickness and Longissimus dorsi area are traits to consider when
pursuing meat quality and standardization. Marker assisted selection (MAS) can have
positive impact over genetic improvement in livestock, mainly over traits such as the
above mentioned, which are measured late in the production system and are hard to
measure at the farm. Polymorphisms of thyroglobulin (TG), p-calpain (CAPN7) and
calpastatin (CAST) genes are commercially available markers assumed to predict
meat tenderness and marbling. The genes encoding diacylglycerol O-acyltranferase
(DGAT1) and leptin (LEP) are candidats researched to develop new markers related
to meat quality. Thyroglobulin, Diacylglycerol O-acyltranferase and leptin influence
energy metabolism and fat deposition. Calpastatin inhibits p-calpain proteolysis
regulating postmortem meat tenderization. This study evaluated allelic and genotype
frequencies of polymorphisms located at CAPN1, CAST, LEP, TG and DGAT1 and
tried to correlate the polymorphisms with meat quality. In each gene a single
nucleotide polymorphism (SNP) was assessed by polymerize chain reaction followed
by restriction enzyme digestion (PCR-RFLP). Including Nellore, Canchim and
crosses of Nellore with Bos taurus breeds (Rubia Gallega, Brangus and Brown
Swiss) a total of 147 animals were genotyped. Slaughterd aging 15 to 19 month, the
animals were evaluated for meat tenderness (Warner-Bratzler Shear Force — SF —
Myofibrillar fragmentation index — MFI), fat deposition (intramuscular and backfat)
and rib eye area (REA — Longissimus dorsi). The assossiation study between
genotypes and phenotypic traits used the linear regression model of SAS and the
least square means were compared by the F test. Allelic frequencies of CAPN1/Psyl

were similar in every genetic group of the study, but other polymorphisms allele



frequencies differed between groups. A novel finding was the occurrence of both
variants of CAST/Xmnl and DGAT1/Cfrl in the Nellore breed. In this study, the
TG/Psul polymorphism was uninformative for Nellore animals since only CC
genotype was found. The results shwoed no significant assossiation between
polymorphisms and the meat chacacteristics, except for the effect of CAST/Xmnl
over MFI, the AA genotype was superior to AB, predicting AA animals to have more
tender meat. Further research is required to develop additional markers, disposal
uninformative ones and to adequate molecular selecting tools to Brazilian zebu cattle
and its crosses. The five genes here presented remain as candidates, in attendance
to several polymorphisms yet to be carefully evaluated. Future studies, with bigger

animal numbers, may validate CAST/Xmnl as a meat tenderness indicator.

Key words: Molecular marker. Bos indicus. Allele segregation. Meat tenderness. Fat

deposition.
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1 INTRODUGAO

Pertencentes ao Género Bos, Familia Bovidae e Ordem Artiodactyla, os
bovinos sdo encontrados em quase todos os paises do mundo, sendo a populacao
estimada em 1,2 bilhdes de animais e mais de 780 racas. O desenvolvimento
humano tem sido influenciado pelos bovinos, importante fonte de alimento (LOFTUS
et al., 1994).

A nomenclatura, mais comum, estabelece as espécies Bos indicus e Bos
taurus como pertencentes ao Género Bos. Bos taurus sao animais europeus, sem
cupim, e Bos indicus sado animais indianos e africanos, com cupim, (DEL LAMA,
1991). A presente dissertacédo utiliza o termo zootécnico “zebuino” para designar
bovinos reconhecidos como Bos indicus.

Uma justificativa para estudar da genética Bos indicus consta na revisao de
Bruford et al. (2003) que argumenta a favor de priorizar o estudo e a conservagéo de
populagdes geneticamente distantes da espécie como um todo a fim de preservar a
diversidade. A distancia entre Bos indicus e Bos primigenius (antecessor) € maior do
que deste para Bos taurus, fato visivel no dendograma da supracitada revisao.

Na composi¢cdo do rebanho brasileiro, o Nelore e seus cruzamentos tém
destaque. O Nelore (Bos indicus) foi utilizado na formacéo de ragas adaptadas como
Canchim (cinco oitavos taurino e trés oitavos zebuino), além de ser a base dos
sistemas de cruzamento mais comuns da atualidade. O termo cruzamento industrial
normalmente se refere ao acasalamento de matrizes Nelore com touros de ragas
européias, Angus, Simental, Rubia Gallega, originando a F1 meio sangue Bos taurus
meio sangue Bos indicus. Alguns rebanhos aproveitam a fertilidade das fémeas F1
acasalando estas com outra raga Bos taurus. Neste manejo denominado “Tricross”
podem ser usados touros Brangus (cinco oitavos taurino e trés oitavos zebuino) ou
touros Pardo Suigo (Bos taurus), por exemplo (EMBRAPA, 2007).

A pecuaria nacional se baseia fundamentalmente na raca Nelore (80%) e
utiliza seus cruzamentos com animais europeus, buscando o melhor de cada raca
para alcancar maior eficiéncia produtiva. Segundo estimativas feitas pelo Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, a pecuaria brasileira produziu 9,9 milhdes
de toneladas de carne em 2006 e produzira 13,2 milhdes de toneladas em 2017.

Este aumento na produgao seria equivalente ao crescimento de 2,5% ao ano e 2,9%
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de aumento anual das exportagdes de carne (MAPA, 2007). Expressivos, esses
numeros refletem a importancia da pecuaria nacional e justificam a pesquisa voltada
a produtividade do setor.

Dentro da bovinocultura nacional, destaca-se a atividade de corte que resulta
na producao anual de 7,4 milhdes de toneladas de equivalente carcaca e exportagao
de, aproximadamente, 1,3 milhdo de toneladas de carne, correspondendo a mais de
um bilhdo de ddlares (CNA, 2007). Esta situagdo fez do Brasil, em 2003, o maior
exportador mundial de carne bovina in natura. Até 2017, o Brasil deve se manter
lider na exportacdo de carne seguido pela Australia, Argentina e Nova Zelandia
(MAPA, 2007).

Apesar da posicdo de destaque no cenario econbmico, a pecuaria de corte
nacional se caracteriza pela baixa produtividade e grande variagdo na qualidade da
carne produzida, fatos comprometedores para a competitividade do setor no
mercado globalizado (Informacéo verbal)'. A maciez e a marmorizagdo sdo duas
caracteristicas relevantes no tocante a qualidade variavel da carne (KILLINGER et
al., 2004; KOOHMARAIE et al., 2002).

Dentre os fatores que explicam a falta de padronizagcdo da carne brasileira,
destacam-se a grande diferenca entre sistemas de produgdo adotados e a
variabilidade genética das ragas bovinas utilizadas na produgao de carne.

As ragas, agrupadas na dicotomia Bos indicus Bos taurus, apresentam
caracteristicas fenotipicas bastante distintas com reflexos marcantes na eficiéncia
produtiva, reprodutiva e na qualidade da carne produzida. De maneira geral, os
zebuinos apresentam grande rusticidade, caracterizada pela adaptagdo as
condigdes climaticas das regides tropicais e pela resisténcia/tolerancia aos endo e
ectoparasitas, bem como a algumas doengas infecto-contagiosas (TURNER, 1980).
Os taurinos, por sua vez, sdo menos adaptados ao clima tropical e apresentam
maior suscetibilidade as doencas e infestagdes parasitarias, porém, sao
significativamente mais eficientes no que se refere aos parametros produtivos e
reprodutivos. Por exemplo, animais Bos taurus iniciam a vida reprodutiva antes dos
Bos indicus (SENGUER, 1999) e apresentam carne mais macia e com maior
marmorizagdo (WHEELER et al., 1996).

! Informagdo fornecida por Richard Brown, Congresso Internacional da Carne, Sao Paulo, 2007.
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O’Conners et al. (1997) compararam animais taurinos com zebuinos
compostos (Braford, Brangus e Simbra) quanto a maciez da carne no postmortem e
concluiram que taurinos apresentavam maior maciez. A sugestdo destes autores
para minimizar problemas com maciez da carne seria a introdug¢ao de racgas taurinas
adaptadas aos trépicos como a Senepol, por exemplo. Entretanto, selecionar entre
0s proprios zebuinos pode ser mais interessante para o Brasil onde se tem um
enorme rebanho base que apresenta grande diversidade fenotipica. Assim,
conhecer as bases genotipicas para a variagdo do fendtipo podera contribuir para a
selecédo animal (ANDERSSON, 2001).

Davis e DeNise (1998) revisaram varias aplicagdes dos polimorfismos
gendmicos e concluiram que a selegdo genética assistida por marcadores (MAS)
sera a aplicabilidade de maior impacto dessa tecnologia, com maior potencial para
colaborar com a produgao animal. Mais recentemente, Dekkers (2004) alertou que o
otimismo com relacdo a MAS deveria ser menor, em outras palavras, seria
necessario validar os resultados nas popula¢des alvo para poder utilizar marcadores
genéticos com confiabilidade.

No futuro, uma vez conhecidos os marcadores moleculares mais relevantes
para selecdo de caracteristicas economicamente importantes, a pecuaria brasileira
podera de beneficiar da MAS talvez mais do que em qualquer outro pais. Ha
possibilidade da MAS vir a ser integrada as demais biotecnologias disponiveis no
Brasil, como a inseminacao artificial, a transferéncia de embrides, a producao in vitro
de embrides e a sexagem de espermatozoides, para citar as principais. Identificar e
multiplicar os melhores animais podera aperfeigoar significativamente o ganho
genético a cada geracdo, impulsionando a produtividade da pecuaria (FRANCO,
2006).

Hoje, empresas como Genetic Solutions/Bovigen, Frontier Beef
Systems/GeneSeek, Merial/Quantum Genetics e Metamorphix Inc. Genomics
movimentam milhdes de ddlares/ano ao comercializar testes genéticos de
marcadores desenvolvidos em pesquisa prépria ou ao pagar licenciamento ou
royaltys aos institutos de pesquisa detentores das patentes.

O mercado de marcadores moleculares associados as caracteristicas de
interesse zootécnico se apresenta em franca expansido no mundo e também no
Brasil, 0 que atraiu empresas gigantes como a multinacional Merial, lider mundial no

segmento de Produtos Veterinarios, entre outras.
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Comercializado pela Genetic Solutions (Australia) e pela Bovigen Solutions
(Estados Unidos), o GeneSTAR chegou ao Brasil como o painel pioneiro de
marcadores com o objetivo de identificar animais com melhores propensdes de
apresentar maior marmorizagcdo e maciez de carne. O painel se baseia em
polimorfismos dos genes codificadores da calpaina, da calpastatina e da
tiroglobulina (Genetic Solutions Inc.).

Experimentos independentes como o de Casas et al. (2005,2006), Rincker et
al. (2006) e de Van Eenennaam et al. (2007) procuraram validar os marcadores
GeneSTAR entre outros, em diferentes populacbes bovinas, mas resultados
contraditérios ou pouco conclusivos vem sendo obtidos.

As contradicbes sdo explicadas por ndo haver uma relagcdo direta entre
marcadores moleculares e caracteristicas quantitativas nas diferentes populagdes e
ragas, ja que muitas vezes os polimorfismos estudados ndo sao os responsaveis
diretos por alteracbes fenotipicas (DEKKERS, 2004). Outra explicacédo esta nas
interagbes epistaticas diferentes entre as bases genéticas das populagdes e as
caracteristicas de interesse (CURI et al., 2006).

Casas et al. (2005; 2006) concluiram que os resultados de associagao entre
marcadores moleculares e caracteristicas fenotipicas para populagdes de animais
Bos taurus nao sado imediatamente aplicaveis em populagbes de animais Bos
indicus.

Neste sentido, os testes de genotipagem para os genes da tiroglobulina,
calpaina, calpastatina e leptina, utilizados para a identificagdo de animais superiores
para qualidade de carne e comercializados no exterior por grandes empresas,
deveriam passar por um processo de validacdo antes de serem amplamente usados
no melhoramento de animais Bos indicus e seus cruzamentos.

Assim, o intuito do presente trabalho é estudar cinco genes candidatos
(calpaina, calpastatina, diacilglicerol-Oaciltransferase, tiroglobulina e leptina) e
estimar seus efeitos em caracteristicas fenotipicas relacionadas a qualidade da

carne, em animais zebuinos e cruzados (Bos taurus X Bos indicus).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A seguinte revisdo de literatura se estrutura de forma a apresentar e
contextualizar primeiro a problematica escolhida como tema a qualidade variavel da
carne brasileira produzida com base na genética zebuina e segundo uma provavel
solugéo para a questado, ou seja, o uso de marcadores moleculares para selecionar
animais produtores de carne com mais qualidade. Por ultimo, a revisdo procura
justificar a escolha de cinco genes como possiveis indicadores da qualidade da

carne bovina.

2.1 QUALIDADE DA CARNE: ANALISES E CARACTERISTICAS DESEJAVEIS

O desenvolvimento ponderal, a conversédo alimentar, a gordura subcutanea,

gordura intramuscular (marmorizagdo) e a maciez da carne sao caracteristicas
determinantes da eficiéncia econémica da pecuaria de corte uma vez que estao
diretamente relacionadas a produtividade, a qualidade e ao prec¢o do produto final.
A deposicédo de gordura se correlaciona com o balango energético. A relagéo entre
deposi¢cdao de carne e de gordura tem relevancia para eficiéncia da converséo
alimentar. Melhor conversao alimentar significa reducdo de custo com alimentacao
animal, o que pode ser traduzido em aumento de lucro a pecuaria (SILLENCE,
2004).

Atualmente, uma das formas mais usadas para estimar a deposig¢ao de carne
consiste em mensurar in vivo (ultra-sonografia) ou no abate a area do musculo
Longissimus dorsi. A area do Longissimus dorsi na regido da 12% a 132 costelas,
também conhecida como area de olho de lombo (AOL), se correlaciona com o peso
dos cortes de carne obtidos na carcaca e com a variagao em rendimento de carcaca,
tendo impacto econdmico na bovinocultura de corte (GREINER et al., 2003; TAIT et
al., 2005; WHEELER et al., 1996).

Dentre as caracteristicas ligadas a qualidade da carne bovina in natura, a
maciez destaca-se como o principal atributo desejado pelo consumidor final. Este

fato se comprova em funcao da relagdo entre o preco do corte e a maciez que o
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mesmo apresenta (KOOHMARAIE et al., 2002). Segundo Hadlich (2004a) os fatores
que controlam a maciez da carne bovina sao: genética do animal, processamento da
carne no postmortem e idade ao abate.

O processamento postmortem utiliza estratégias como a maturagcdo e a
estimulagcado elétrica entre outros avangos tecnolégicos para auxiliar o processo
natural de amaciamento da carne (PARDI; SANTOS, 1995). A maturagado consiste
no processo comum de armazenar carne a vacuo sob refrigeracdo (1°C) durante
dias antes do congelamento. A maturagdo prolongada (21 dias) foi recomendada
como solugao no tratamento de carne originaria de Bos indicus (O’Conners et al.,
1997). Todavia, carne de animais Nelore (Bos indicus) com maciez desejavel
também foi obtida com apenas sete dias de maturagdo, com o abate de animais
jovens (HADLICH et al., 2006).

A idade de abate influéncia de varias formas na qualidade da carne. A
obtencao de animais jovens com adequada cobertura de gordura € um dos fatores
fundamentais para a determinacéo da qualidade final do produto, mais precisamente
a maciez (SILVEIRA et al., 2000). Segundo Dransfield (1994), animais jovens com
terminagcdo de carcagca adequada sofrerem menor impacto em funcdo de
resfriamento rapido, evitando o encurtamento das fibras e a diminuicdo da maciez. A
maior temperatura interna da carcaga jovem contribui para a maior agéo glicolitica
muscular, maior acidificacdo do meio intracelular e consequente inibicdo da enzima
calpastatina, o que possibilita maior acdo das calpainas, e assim conferindo mais
maciez a carne. Calpaina e calpastatina integram o sistema proteolitico responsavel
pela quebra das miofibrilas no postmortem, processo através do qual a carne se
torna macia (BELEW, 2002; DELGADO et al., 2001; DRANSFIELD, 1994;
KOOHMARAIE, 1992).

Para Belew (2002), os principais fatores envolvidos na qualidade da carne sao
a proteolise postmortem e a presenga de gordura intramuscular, o tecido conjuntivo
e o estado de contragdo muscular. O tecido conjuntivo interfere na maciez devido a
alteragdes na estrutura do colageno. A natureza e a extensao das ligacbes entre as
moléculas de colageno aumentam com a idade prejudicando a maciez da carne
(BAILEY, 1985). Recente estudo avaliou animais de diferentes grupos genéticos,
abatidos entre 12 a 15 meses, mostrando haver auséncia de relagdo entre

quantidade e solubilidade de colageno e forca de cisalhamento, sugerindo que a
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perda de maciez por efeito do colageno seja perceptivel apenas quando ha maior
diferenca de idade entre os animais comparados (HADLICH et al., 2006).

A maciez da carne pode ser avaliada de forma sensorial pela degustacéo
realizada por um grupo de pessoas treinadas que sugerem notas de um (1),
extremamente dura, até oito (8), extremamente macia (CROSS et al.,, 1978). A
avaliagao sensorial € altamente correlacionada com o teste mecéanico descrito por
Wheeler et al. (1995) que informa a maciez de maneira objetiva, mensurando a forga
(kg) de cisalhamento exercida pelo equipamento Warner-Bratzler para cortar
amostras de carne.

Outra forma de mensurar a maciez é pelo indice de Fragmentagao Miofibrilar
(sigla derivada do termo em inglés: MFI) descrito por Culler et al. (1978). Maiores
valores de MFI indicam maior fragmentacao miofibrilar. O aumento da fragmentacéo
miofibrilar foi correlacionado com menor forga de cisalhamento e melhores notas na
escala sensorial (OLSON et al., 1976). Atualmente, o MFI se destaca entre as
medidas de degradagao protéica muscular, no postmortem, predizendo mais de 50%
da variacdo da maciez da carne (HOPKINS et al., 2000). Além disso, o indice de
Fragmentagdo Miofribilar € uma medida mais precisa, sensivel e barata (HADLICH,
2004b).

A quantidade de gordura entremeada na carne pode ser avaliada visualmente
pelo escore de marmorizagao definido pelo sistema de avaliagdo da qualidade do
USDA (USDA, 1997). A preferéncia dos consumidores por carne com maior ou
menor marmorizagao diferiu nas ultimas décadas. Dunsing (1959) relatou a
preferéncia por bifes com maior marmorizagao, contudo passados 20 anos Forbes et
al. (1974) constatou que a gordura entremeada ainda era um critério utilizado pelos
consumidores, mas a preferéncia era por carnes consideradas mais magras.

Obviamente a preferéncia dos consumidores tem reflexos econémicos. Por
exemplo, estima-se que cerca de 45 a 50% dos bovinos, criados na Australia,
especialmente para o mercado Japonés sdo desviados deste mercado ‘“premium”
porque nao atingem a marmorizagao adequado (BINDON et al., 1995).

Mais recentemente, estudos nos Estados Unidos mostraram que a maioria
dos consumidores, especialmente mulheres, desejam comprar carnes com menor
teor de gordura e por isso escolhem bifes com menor marmorizagao (KILLINGER et
al., 2004). Entretanto, esse mesmo estudo observou que os consumidores que ainda

preferem maior teor de gordura entremeada associam o escore de marmorizagao
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com maior sabor e menor necessidade de utilizagado de temperos. Os consumidores
do primeiro perfil (marmorizacdo reduzida) estdo dispostos a pagar mais pelo
produto com menor teor de gordura, enquanto que os consumidores de carnes com
maior escore de marmorizagao compram carne com mais frequéncia (KILLINGER et
al., 2004). Nos dois casos a presenga ou auséncia de gordura entremeada esta
entre os trés primeiros critérios de selecdo da carne citados pelos consumidores.
Assim, seja qual for a preferéncia do mercado a ser atingido, conhecer os fatores
que estabelecem a marmorizagao é vital para direcionar a produgéo e agradar os
consumidores.

Na literatura especializada, a relac&o entre presenga de gordura intramuscular
(marmorizagcdo) e maciez da carne € muito discutida. Alguns autores afirmam que a
marmorizagao contribui para variagao da maciez (BELEW et al., 2003; SEIDEMAN;
KOOHMARAIE; CROUSE, 1987) enquanto outros ndo encontram associagao entre
0 escore de marmorizagao e a forga de cisalhamento (WHEELER et al., 1996).

Os resultados contraditorios podem, em parte, ser explicados por certa
confusao entre maciez e suculéncia quando a carne € avaliada em testes sensoriais,
sendo que a suculéncia e a intensidade do sabor estariam correlacionadas com
marmorizagdo segundo Chardulo (informac&o verbal®). De fato, embora a natureza
exata da relagéo entre gordura entremeada e maciez esteja pouco clara, foi relatado
que valores superiores a 5% de lipidio intramuscular estdo relacionados com
aumento da maciez em testes sensoriais (CROUSE et al., 1989).

Mensurar os lipidios totais consiste numa forma objetiva de avaliar o teor de
gordura intramuscular. O montante de lipidios extraido de amostras de Longissimus
dorsi explica consideravelmente a variacdo genética da marmorizagdo (BLIGH;
DYER, 1959; WHEELER et al.,1996).

Cobertura de gordura tem sido associada com rendimento da carcaga e com
intensidade do sabor da carne, mas ndo com marmorizagao intramuscular. Para um
mesmo escore de marmorizagdo, animais da raga Nelore (Bos indicus)
apresentaram maior espessura de gordura subcutanea do que animais Bos taurus
(WHEELER et al.,, 1996). Além disso, a espessura da gordura subcutédnea e a

marmorizagao, estimados na ultra-sonografia ou mensurados no momento do abate,

? Informacdo fornecida por Chardulo em Botucatu, 2007.
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tém alta correlagdo com a porcentagem de carne (cortes direcionados ao consumo)
na carcaca (GREINER et al., 2003; TAIT et al., 2005).

2.2 A INFLUENCIA GENETICA SOBRE A CARNE BOVINA

Aproximadamente, 46% das variagdes na maciez da carne bovina se devem a
genética do animal e 54% das variagbes se explicam pela influéncia ambiental
quando sdo comparadas ragas diferentes. Dentro de uma mesma raga a genética
explicaria cerca de 30% da variabilidade da maciez da carne (KOOHMARAIE, 2003).
As diversas ragas podem ser classificadas em dois subgrupos genéticos: Bos indicus
e Bos Taurus. Polimorfismos protéicos (MANWELL; BAKER, 1980), polimorfismo
morfolégico do cromossomo Y (KEIFFER; CARTWRIGTH, 1968) e polimorfismos do
DNA mitocondrial (PEGORARO et al., 1996) sustentam a dicotomia de espécies.
Entretanto, a total interfertiidade e a auséncia de isolamento geografico sao
elementos fortes para proposi¢cdo de outra classificagdo. Alguns autores adotam o
critério de subespécies para marcar a diferenga genética entre os grupos e
simultaneamente reconhecer que todas as racas sdo da mesma espécie: Bos
primigenius. Assim, os bovinos podem ser classificados como Bos primigenius
indicus e Bos primigenius taurus (EPSTEIN; MASON, 1984).

Independentemente da taxonomia, a distingdo entre zebuinos e taurinos tem
grande relevancia para a produtividade da pecuaria, enquanto estes sdo precoces
quanto ao inicio da atividade reprodutiva (SENGER, 1999) e quanto ao acabamento
da carcaga (deposicao de gordura) aqueles sao resistentes ao ambiente, parasitas e
doencas tropicais (TURNER, 1980; NOGUEIRA, 2004).

A diferenga entre a qualidade da carne produzida por zebuinos e taurinos tem
sido bastante documentada (CARPENTER et al., 1961; CROUSE et al., 1987;
DAMON et al., 1960; LUCKETT et al., 1975; RAMSEY et al., 1963). Animais Bos
indicus apresentam carne menos macia e com menor marmorizagao (WHEELER et
al.,, 1996). Uma explicacdo para esta menor maciez € que animais zebuinos
apresentam niveis mais baixos de p-calpaina e niveis mais elevados de calpastatina.
Niveis mais elevados do inibidor, possivelmente, resultam no decréscimo da maciez
da carne (WHIPPLE et al., 1990).



21

Foi descrita a existéncia de uma relagcédo positiva entre a maior porcentagem
de genes zebuinos no animal e a menor maciez da carne maturada (CUNDIFF et al.,
1993, WHEELER et al., 1994). Sugeriu-se ndo utilizar animais com mais de 25% de
genética Bos indicus (O’'CONNERS et al., 1997), afinal, carnes com maior influéncia
zebuina apresentam valores mais altos de forca de cisalhamento e maior variagao
nestes valores (MILLER, 2001).

Contrariando os trabalhos revisados, alguns experimentos com animais
superprecoces — abatidos entre 12 e 15 meses — e animais abatidos com 24 meses
mostram grupos da raca nelore com valores adequados quanto ao indice de
Fragmentagao Miofibrilar e a Forgca de Cisalhamento, ou seja, maciez em nivel
desejavel (MORALES et al., 2003; HADLICH, 2004a). Tais trabalhos confirmam a
existéncia de variabilidade genética dentro da raga, o que possibilita a sele¢cdo e o
melhoramento animal. A selecdo podera ser facilitada pela identificagcdo de genes

ligados as caracteristicas da carne e de gendtipos favoraveis.

2.3 MELHORAMENTO ANIMAL E MARCADORES MOLECULARES

O melhoramento das caracteristicas fenotipicas de interesse produtivo em
bovinos vem sendo alvo de grandes esforgos da humanidade e, mesmo que
praticada empiricamente antes do século passado, vem ocorrendo ha cerca de
10.000 anos, desde a domesticacdo (BRUFORD; BRADLEY; LUIKART, 2003).

A domesticagcdo dos animais permitiu ao ser humano exercer a selegao
artificial para caracteristicas desejaveis e alterar, mesmo que inconscientemente, a
constituicdo genotipica das populagdes (SANTOS, 1995). O conhecimento de que
as caracteristicas fenotipicas sdo herdaveis, levou o homem a controlar os
acasalamentos nas espécies em domesticacdo, selecionando os melhores
reprodutores para determinadas caracteristicas (REED, 1984).

Entretanto, o sucesso da selegdo depende do valor da herdabilidade do
carater, sendo que herangas poligénicas, dominancias parciais ou completas,
influéncia do ambiente e tempo necessario para a avaliagdao fenotipica
frequentemente sao fatores limitantes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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Existem duas formas de se utilizar o melhoramento animal: a selegao classica
e a moderna. A selecao classica se baseia na observagao do fenétipo, anotacédo das
caracteristicas produtivas e descarte dos animais indesejados. A selecdo moderna
pode contar com o apoio da biologia molecular para observar o gendétipo dos
animais.

Através da selecao classica, nas ultimas décadas, os produtores brasileiros
de gado de corte vém obtendo resultados notaveis no melhoramento genético de
diversas caracteristicas produtivas. A selecdo na bovinocultura brasileira tem como
marco inicial a instalagdo de postos pecuarios experimentais (como, por exemplo, o
de Nova Odessa, fundado em 1900), o concurso do boi gordo iniciado em 1949 e,
nessa mesma década, os testes de progénie de touros zebuinos comegaram. A
década de 70 foi marcada por estudos que buscavam a determinacao de parametros
genéticos, ou seja, critérios a serem usados nos programas de melhoramento da
bovinocultura de corte, que se tornaram mais abrangentes a partir da década de 80
(EMBRAPA, 2007).

Nesse contexto, o ganho de peso individual anotado pelos pecuaristas é um
dado fenotipico importante para o célculo das Diferengas Esperadas de Progénie
(DEP) que norteiam a selecdo animal ainda hoje (GARNERO et al., 2001;
HENDERSON, 1988; QUASS; POLLAK, 1980). Por exemplo, pesos padronizados
aos 120, 240 e 550 dias de idade (P120, P240 e P550) e perimetro escrotal aos 550
dias idade (PE550) séao critérios de selegao utilizadas no programa de melhoramento
genético da raca Nelore (LOBO et al., 1998).

Garnero et al. (2001) avaliaram a herdabilidade destas caracteristicas usadas
em programas de selegdo do Nelore e compararam com novos critérios de selegéo
(perimetro escrotal aos 550 dias, numero de dias para ganhar 160Kg e para ganhar
mais 240Kg). Neste trabalho, os autores utilizaram mais de 50 mil observacoes,
conseguidas com intensa anotacdo de dados e pesagem sistematica dos animais
nas fazendas. Foram anos de observacdo (de 1982 a 1998), para avaliar a
herdabilidade e poder escolher as ferramentas de seleg¢ao classica.

Crescimento populacional e concorréncia, entre outras pressbées do mundo
globalizado, imp6em a necessidade de se produzir carne bovina com cada vez mais
eficiéncia e qualidade, estimulando pecuaristas e pesquisadores a buscarem
alternativas de manejo e critérios de selegcdo para obter carne com maciez,

marmorizagao, porcentagem de gordura presente adequada e outras caracteristicas
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vantajosas para conquista de consumidores mais exigentes e novos mercados
(BINDON, 1995; SILLENCE, 2003).

A eficiéncia das técnicas classicas de selecao € bastante limitada em relagao
as caracteristicas de dificl mensuracdo ou que ndo podem ser diretamente
mensuradas (resisténcia as doengas e caracteristicas de carcaga), de baixa
herdabilidade (fertilidade), ou que apresentam correlagdes genéticas negativas
(producéao de leite e concentragédo de gordura no leite) (SCHWERIN et al., 1995).

No melhoramento genético classico, o progresso de caracteristicas ligadas a
qualidade de carne (marmorizagdo e maciez) em bovinos € dificultado pela falta de
clareza dos objetivos e pelas dificuldades de se mensurar estas caracteristicas no
animal vivo. Os dados em sua maioria sdo obtidos de animais descartados
(abatidos) em detrimento dos selecionados, dificultando o melhoramento genético
apesar da grande maioria dessas caracteristicas possuirem valores de herdabilidade
de moderado a alto (CREWS; KEMP, 2001; DA SILVA et al., 2003). As
herdabilidades estimadas para rendimento de carcaca (h2=76) € para escore de
marmorizagdo (h?=73) foram consideradas muito altas, enquanto a herdabilidade
estimada para maciez (forga de cisalhamento e sensorial) foi moderada (WHEELER
et al., 1996).

A analise molecular do genoma dos animais domésticos comega a contribuir
para solucionar algumas das limitagbes do melhoramento genético classico. A
acuracia das predicdes e a intensidade de selecao aplicada ao rebanho podem ser
incrementadas, diminuindo o intervalo entre geragdes e economizando esforgcos em
testes de progénie de touros. Nos anos noventa, autores como Beever et al. (1990);
Bink e Arendonk (1994) vislumbraram perspectivas para sele¢do concomitante de
caracteristicas correlacionadas, retencdo de heterose, implementacao de sistemas
de acasalamento para otimizar componentes genotipicos de dominancia e epistasia
e introgressao de genes desejaveis a partir de bancos de germoplasma. Em outras
palavras, estes autores previam que as inovagbes da biologia molecular abririam
portas para a selecdo de animas através da observacdo de diferengas nos seus
genotipos.

Marcadores moleculares equivalem a pontos de referéncia na observagao do
gendtipo. Assim um marcador molecular corresponde a toda e qualquer variagéo
oriunda de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA

(correspondente a regides expressas ou nao do genoma). Ao se verificar que esses
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marcadores segregam-se de acordo com as leis mendelianas para caracteristicas
monogénicas, ou apresentam distribuicbes compativeis com as esperadas para
caracteristicas poligénicas, o marcador molecular passa a ser também definido como
marcador genético (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Do ponto de vista molecular, ocorrem trés tipos principais de variacdes na
forma, ou seja, polimorfismos na molécula de DNA: as regides repetitivas, as
insergdes e delegdes (Indels) e as alteracbes de uma unica base (Single Nucleotide
Polymorphisms - SNPs) (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os polimorfismos ocorrem tanto em regides codificadoras (éxons) como em
regides nao codificadoras (introns) dos genomas. Em regides codificadoras, quando
resultam na substituicido de aminoacido na sequéncia protéica, sdo denominados
nao sindnimos, podendo a substituicdo ser conservativa ou ndo conservativa em
funcao das caracteristicas dos aminoacidos envolvidos na troca. Nestes casos, pode
haver modificagdes estruturais e funcionais na proteina. Embora polimorfismos
sinonimicos nao alterem a sequéncia protéica, eles podem modificar a estrutura e a
estabilidade do RNA mensageiro e, consequentemente afetar a quantidade de
proteina produzida. A quantidade de proteina produzida também pode ser afetada
quando ocorrem alteragdes nas regides nao traduzidas do RNA mensageiro (5 UTR
e 3 UTR). Os polimorfismos génicos podem também promover processamentos
alternativos, geracao ou supressao de codons de terminagéo, alteragdo nos cdédons
de iniciagao da tradugao e alteragdes no padrao de expressao de genes quando a
troca de bases ocorre em seqiiéncias promotoras (GUIMARAES; COSTA, 2002). Em
regides nao codificadoras do genoma, os polimorfismos também podem ocasionar
mudangas fenotipicas. Recentemente, foi descoberto que muitos introns originam
RNAs intronicos, cuja fungdo mais provavel € regular a expressdo de proteinas
reguladoras da transcricdo gendmica (NAKAYA et al., 2007).

Entre as vantagens atribuidas aos marcadores moleculares, destaca-se o alto
polimorfismo, o fato de ndo sofrerem influéncia do meio ambiente, de serem em
geral codominantes, de poderem ser analisados em qualquer estagio de
desenvolvimento do individuo, e de poderem caracterizar um individuo a partir de
células ou tecidos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Nos estudos de taxonomia, além de variaveis, os marcadores devem ser
suficientemente conservados na evolugao para permitir a identificacdo da espécie e

devem evoluir de maneira rapida e constante (para ser possivel datar o surgimento
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do polimorfismo). Através destes estudos, a informacado genética atribuida aos
marcadores pode colaborar com a preservagao da diversidade animal. Mais ainda,
populacdes ancestrais e espécies proximas podem ser fonte de alelos com valor
econdmico perdidos durante a domesticacdo (BRUFORD; BRADLEY; LUIKART,
2003).

Do ponto de vista pratico, os marcadores genéticos podem ser distintos em
trés tipos, dependendo de sua relagcdo com o loco responsavel pela variacdo do
fendtipo. O marcador pode ser funcional, primeiro tipo, sendo responsavel direto pela
alteracao fenotipica de forma total (caracteristica monogénica) ou de forma parcial
(caracteristica poligénica, heranga quantitativa). O segundo tipo se caracteriza por
estar em desequilibrio de ligagdo com o primeiro (Linkage Disequilibrium — LD) e o
terceiro tipo se caracteriza por estar em equilibrio de ligagdo com o primeiro (Linkage
Equilibrium — LE). Os marcadores funcionais e, com menos énfase, os marcadores
LD apresentam forte associagao entre genotipo e fenétipo na populagcdo como um
todo. Ja os marcadores LE estdo mais sujeitos a recombinagdo homologa. Devido a
isto, a ligacdo entre LE e o loco funcional e, por consequéncia a associagédo de LE
com o fendtipo, varia de familia para familia (DEKKERS, 2004).

Em boa medida, a expansdo dos estudos moleculares que permitiu a
definicdo dos conceitos relacionados até aqui dependeu de viabilidade técnica. Uma
das mais significativas contribuicdes ao estudo de marcadores moleculares foi o
desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction - PCR). Essa técnica foi desenvolvida por Mullis em meados da década de
oitenta (MULLIS; FALOONA, 1987), mas sua importéncia s6 ficou demonstrada com
a publicacédo dos primeiros trabalhos de aplicagdo da PCR em diagnédsticos de
doencgas (SAIKI et al.,1985). A técnica consiste na multiplicacédo de fragmentos de
DNA de interesse in vitro, catalisada por uma DNA polimerase termoestavel, a fim de
gque se tenha material genético suficiente para se proceder determinadas analises. A
quantidade de DNA molde necessaria para a deteccdo do produto de amplificagao
pela técnica de PCR é minima, tornando possivel a analise do DNA obtido de uma
unica ceélula.

Do ponto de vista metodolégico, existem varias classes de marcadores
moleculares. Entre as classes estdo os SSRs (Single Sequences Repeats) ou
microssatélites e os RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism).

Marcadores microssatélites sdo pequenas sequéncias, geralmente nao
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codificadoras, de 1 a 6 pares de bases, repetidas em tandem (em sequéncia) e,
normalmente em numero menor do que 100 repeticbes. O polimorfismo de
microssatélites é resultado da amplificagdo por PCR de fragmentos de DNA de
diferentes tamanhos em fungdo do numero variavel de elementos repetitivos. Esses
marcadores apresentam alto polimorfismo, codominancia, facilidade de detecg¢ao por
PCR, facilidade de determinacdo dos alelos e gendtipos, ocorrendo com grande
frequéncia e ampla distribuicdo ao longo de todo o genoma da maioria dos
organismos eucariotos (FERREIRA;GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores de DNA conhecidos por RFLPs foram inicialmente aplicados
na deteccao de mutagdes do material genético de virus e, posteriormente, em outros
organismos (BOTSTEIN et al.,, 1980). O termo RFLP pode ser traduzido como
polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por restricdo da fita de DNA.
Esta fragmentacdo ou corte é obtida por meio do uso de enzimas de restrigao
(KELLY; SMITH, 1970). As enzimas de restricido possuem sitios especificos de
clivagem, de modo que um rearranjo da fita de DNA, por insergédo, delegdo ou
mutagdes pontuais pode eliminar ou criar um novo sitio de restricdo, modificando o
tamanho dos fragmentos obtidos pela clivagem do DNA (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

A deteccdo dos fragmentos resultantes da digestdo do DNA pode ser
visualizada, ap6s a separagao por eletroforese, por meio da sua transferéncia e
imobilizagdo em uma membrana de nylon, técnica conhecida por Sourthern Blot, e
hibridizagdo com sondas de DNA homodlogas ao DNA imobilizado. Uma vez que os
RFLPs possuem ampla distribuicdo no genoma e codominancia, esta categoria de
marcadores genéticos abriu perspectiva relevante no estudo do genoma,
contribuindo imensamente para o desenvolvimento dos mapas gendmicos
(BOTSTEIN et al., 1980), renovando o interesse no uso de marcadores genéticos em
estudos de localizacdo de locos responsaveis por caracteristicas de heranca
quantitativa (Quantitative Trait Loci — QTLs) e, consequentemente, na Selecéo
Assistida por Marcadores — MAS (ROCHA et al., 1992; WELLER et al., 1990).

Muitos dos polimorfismos descritos pelo método de Southern Blot tém sido
transformados em marcadores baseados na PCR. Para a analise de RFLP por meio
de PCR, as extremidades da sonda que revelou o polimorfismo sao sequenciadas e
essas sequéncias sao utilizadas para a sintese de primers complementares. Com o

crescente desenvolvimento dos projetos de sequenciamento do genoma das



27

principais espécies animais e vegetais, os primers podem também ser desenvolvidos
a partir de sequéncias publicadas, selecionando-se aquelas que delimitam
polimorfismos descritos (REGITANO, 1996). Esses primers séo utilizados para
amplificar a regido que contém os sitios polimorficos de restricdo. Os fragmentos
produzidos pela digestao dos produtos de amplificacdo podem ser entdo analisados
em gel de agarose ou em gel de poliacrilamida (FERREIRA;GRATTAPAGLIA, 1998).

A PCR-RFLP tem sido aplicada no diagnostico de doengas hereditarias em
humanos (SAIKI et al., 1985) e em animais, bem como na verificagdo de
polimorfismos de genes envolvidos no metabolismo de caracteristicas de interesse
econdmico (COUTINHO; REGITANO, 1995).

Marcadores moleculares permitem que os genotipos dos individuos sejam
determinados em muitos locos para varias espécies diferentes (O’ BRIEN; GRAVES,
1991) possibilitando que pardmetros populacionais como freqléncias alélicas e
genotipicas sejam estimadas. Estas informagdes permitem a comparacdo de
frequéncias entre populagdes e revelam diferengas nas composigdes genéticas que
podem contribuir para as variagdes fenotipicas (MOODY et al., 1996).

Entretanto, para a identificacdo das regides do DNA responsaveis por
caracteristicas de interesse, geralmente, recorre-se a algumas estratégias
diferentes, como a localizagdo de QTLs pela analise de regides microssatélites do
maior numero possivel de individuos de grandes familias, originarias de
acasalamentos direcionados (HALEY, 1995). Porém, a aplicagcado dessa ferramenta
esbarra na dificuldade de se constituir familias para o estudo e no elevado custo
para a manutengcdo dos animais, principalmente em bovinos, cujo intervalo entre
geragbes é grande. Além disso, apos a identificagcdo de QTLs ainda ha um longo
caminho a percorrer até a descoberta dos genes diretamente implicados no fendétipo.

Uma metodologia alternativa para minimizar esses problemas é a busca de
genes candidatos na qual o objetivo €& estudar os mecanismos fisiologicos
envolvidos com a manifestacdo das caracteristicas de produgdo em questdo, na
tentativa de pesquisar variagbes de genes especificos entre individuos que
apresentam fenotipos diferentes (WOMACK, 1993). A estratégia do gene candidato
tem como maior vantagem o fato de ndo ser obrigatério a genotipagem de um
grande numero de individuos de grandes familias originados de acasalamentos
direcionados, uma vez que, a principio, espera-se que o polimorfismo estudado seja

determinante direto da variacao fenotipica.
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Apesar de Rocha et al. (1994) terem utilizado o termo /lusdo Aditiva ao se
referirem ao exagerado otimismo pelo facil emprego de marcadores com o propdsito
de selegdo. Isso porque genes isolados ndo podem ser classificados como bons ou
ruins, sendo que somente o gendtipo como um todo pode receber este tipo de
classificagdo. Vaz Portugal (2002) considera que o futuro se inscrevera no dominio
da identificacao e expressdo do DNA, procurando assentar o melhoramento genético
na selecdo assistida por marcadores (Marker Assisted Seletion — MAS). O termo
Marcador Responsavel por Expressbées Fenotipicas orientara o ganho genético, o
mérito genético e a intensidade de selegdo, otimizando a eficiéncia bioldégica em
termos unitarios e comparativos.

A despeito da diferenca de opinides, marcadores genéticos estdo sendo
empregados em animais de producéo para a detecgao de doencgas hereditarias, para
a orientacao de acasalamentos e, ainda que de forma incipiente, para a identificagao
de gendtipos superiores para caracteristicas de herangcas simples ou complexa
(DAVIS; DENISE, 1998).

Da descoberta a comercializacdo, o desenvolvimento da MAS ocorre em trés
fases: deteccdo, avaliagdo e implementagdo. A localizagdo das regides
cromossOmicas ligadas as caracteristicas de interesse (QTL) e detecg¢ao do efeito no
fendtipo em populagcbes experimentais consistem na primeira fase. Na fase de
avaliagdo, o potencial dos marcadores € avaliado em rebanhos comerciais. A fase
de implementacdo depende do uso combinado das informagdes (marcadores,
pedigree e fendtipo) na avaliagdo do mérito genético individual (DAVIS; DENISE,
1998).

Em alguns casos, a MAS alcancgou a terceira fase com certo sucesso. Um dos
primeiros exemplos de uso de marcadores foi do polimorfismo LD encontrado no
gene codificador do receptor de estrégeno, usado para selecionar tamanho de
leitegada (ROTHSCHILD et al.,, 1996; SHORT et al., 1997). Nos dias de hoje, a
suinocultura pode contar com diversos marcadores diretos e LDs (PICmarqg) na
selecdo de caracteristicas ligadas a reprodugao, ingestao de alimento, crescimento,
composicao corporal e qualidade da carne (DEKKERS, 2004).

No tocante a pecuaria de corte € possivel considerar que a MAS esteja na
segunda fase (avaliagdo). Embora exista a comercializagdo de marcadores por
grandes empresas (Genetic Solutions/Bovigen, Frontier Beef Systems/GeneSeek,

Merial/Quantum Genetics e Metamorphix Inc. Genomics), ainda se faz necessario
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validar os resultados de estudos anteriores com maior numero de animais, em
populagdes comerciais (VAN EENENNAAM, 2007).

A descoberta de marcadores genéticos ligados a qualidade da carne faz da
MAS, uma possibilidade, uma promessa de solugdo, para alguns problemas
enfrentados pela pecuaria (SILLENCE, 2004). Neste contexto, a presente reviséo
trata a seguir de genes candidatos a conterem marcadores para qualidade,
marmorizagdo e maciez da carne, em fungdo da citada variabilidade destas
caracteristicas e sua respectiva importancia econémica para o melhoramento do

rebanho zebuino nacional.

2.4 GENES RELACIONADOS A QUALIDADE DA CARNE

O mecanismo global que estabelece a diferenciagdo da qualidade da carne,
entre os grupos genéticos e/ou entre individuos dentro destes grupos, ainda
permanece obscuro. Entretanto, com o rapido avanco da Bioquimica e da Biologia
Molecular, alguns dos fatores moleculares envolvidos na fisiologia dessa
caracteristica se tornaram conhecidos e outros s&o implicados de tempos em

tempos.

2.4.1 Sistema proteolitico: Calpaina e Calpastatina

O sistema proteolitico calcio-dependente denominado calpaina tem sido
considerado como o maior sistema proteolitico citossolico (superior ao sistema
lisossomal), responsavel pelas variacbes na extensdo do amaciamento no
postmortem (CROAL; DE MARTINO, 1991; GEESINK; KOOHMARAIE, 1999;
KOOHMARAIE et al., 1993). Este sistema degrada a estrutura miofibrilar e ¢é
caracterizado por trés componentes: uma enzima que requer baixa concentragao de
calcio (u-calpaina), outra que requer alta concentragédo de calcio (m-calpaina) e um

inibidor especifico das calpainas, a calpastatina.
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Acredita-se que a acao proteolitica da calpaina no postmortem, nas fibras
musculares, se da pelo enfraquecimento da interagcéo filamentos finos/disco-Z do
sarcolema das fibras musculares, os quais apresentam as maiores relagcdes com o
amaciamento no postmortem. A agao das calpainas no disco-Z concentra-se
especificamente nas proteinas titina, nebulina, filamina e troponina T, nas quais
encontram seu sitio de ligagao (DRANSFIELD, 1994).

A calpastatina, inibidor endégeno de ambas as calpainas, € considerada o
maior modulador da acao proteolitica das mesmas. Estudos tém demonstrado que
no musculo vivo, quando a degradagao da proteina € reduzida, a atividade da
calpastatina € aumentada (MORGAN et al., 1993). Desta maneira ha uma grande
evidéncia sugerindo que a calpastatina € o principal regulador da atividade
proteolitica das calpainas no postmortem (KOOHMARAIE, 1988; KOOHMARAIE,
1994).

Trabalhos com ovelhas callipyge também comprovaram a importancia do
sistema proteolitico no amaciamento da carne, uma vez que estes ovinos
apresentam uma mutacdo de ponto correlacionada com maior desenvolvimento da
musculatura dos posteriores, maior expressao da calpastatina e reducao da maciez
(DELGADO et al.,, 2001; DUCKETT et al., 1998; FREKING et al., 2002;
KOOHMARAIE et al., 1995).

A atividade da calpastatina aumenta enquanto a atividade da calpaina
diminue com o aumento da proporgéo Bos indicus (Brahman) X Bos taurus usada no
cruzamento (PRINGLE et al., 1997). Assim, a atividade da calpastatina foi sugerida
como critério de selegdo para Bos indicus (CUNDIFF, 1993), porém tal idéia foi
contestada em funcdo da baixa herdabilidade encontrada para a atividade da
calpastatina mensurada no postmorten (O'CONNOR et al., 1997). Segundo estes
autores, seria mais interessante selecionar zebuinos para melhor maciez de carne
via teste de progénie, utilizando a forga de cisalhamento ou a maciez sensorial como
critérios.

Caracteristicas mensuradas no final do ciclo produtivo como as mencionadas
acima sao de anotagao nao rotineira e ha dificuldade na obtencao dos dados, assim
a correlagao entre tais caracteristicas e marcadores genéticos facilitaria a selegéo e
o melhoramento animal (DEKKERS, 2004).

Os genes codificadores da pu-calpaina (CAPN1) e da calpastatina (CAST)

estédo localizados, respectivamente, nos cromossomos 29 (SMITH et al., 2000) e 7
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(BISHOP et al., 1993) de bovinos. Devido a fisiologia proteolitica dos transcritos, os
genes sao considerados candidatos funcionais para caracteristicas de qualidade de
carne em animais de producdo. Além disso, foi descrito QTL no cromossomo BTA29
correlacionado com maciez da carne (SMITH et al., 2000, CASAS et al., 2003).

Zhang (1996) descreveu um polimorfismo RFLP no gene CAPN1. Hoje mais
de 38 polimorfismos do tipo SNP foram encontrados no gene da calpaina (CASAS et
al., 2005; PAGE et al., 2002; PAGE et al., 2004; WHITE et al., 2005).

Dois polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) ndo sinbnimos no gene
CAPN1, CAPN316 e CAPN530, responsaveis pelas substituicdes de aminoacidos
Gly316Ala e Val530lle, respectivamente e tém sido associados as caracteristicas de
qualidade de carne em ragas de corte da subespécie Bos taurus (PAGE et al.,
2002,2004).

White et al. (2005) genotiparam 504 animais Brahman (Bos indicus), 554
animais cruzados (diferentes ragas Bos taurus), acrescentando trés novos
polimorfismos de CAPN1 aos polimorfismos CAPN316 e CAPN530. Dentre os cinco
polimorfismos estudados, um dos novos, descrito na posigdo 4757 do gene CAPNT1,
foi o que melhor apresentou relagdo com forca de cisalhamento e maciez nas duas
populagdes (p<0,01). O uso simultdneo dos marcadores CAPN316, CAPN530 e
4751 pode aumentar a capacidade de estimar a maciez da carne em bovinos, sendo
que o uso do 4751 é especialmente importante em populagdes de genética Bos
indicus (WHITE et al., 2005).

O marcador CAPN530 apresentou o alelo G fixado em Brahman, nado sendo,
portanto informativo. O CAPN316 e outros dois polimorfismos do gene CAPN1 (4753
e 53317) estdo correlacionados com altura de cupim (cm), mas apenas o CAPN316
foi relacionado com maciez de carne (CASAS et al., 2005). As frequéncias alélicas e
genotipicas diferem entre populagdes Bos indicus (Brahman) e Bos taurus para os
marcadores CAPN316, CAPN530, 4753 e 5331 do gene CAPN1 (CASAS et al.,
2005).

Ano passado, Rincon e Medrano (2006) desenvolveram a genotipagem do
polimorfismo CAPN530 (GenBank AF248054:9.4558A>G) pelo método de PCR-
RFLP. A falta de informagdes sobre frequéncia alélica e genotipica e sobre potencial
relacdo deste polimorfismo com qualidade da carne em animais zebuinos (Nelore e

cruzamentos) no Brasil motivou a escolha do presente trabalho.
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Outro polimorfismo do gene CAPN1, uma substituicdo de C por T no intron 14
foi descrita na posicao 4685 (GenBank AF 248054) em um estudo na Polbnia, com
141 animais de ragas Bos taurus para os quais se achou correlagédo entre o genoétipo
e a porcentagem de cortes de carne em relagdo a carcaca (JUSZCZUK-KUBIAK et
al., 2004).

Recente estudo de associacdo com polimorfismos, nos exons 9 e 14
(GenBank AF 248054), do gene codificador da calpaina foi conduzido na Irlanda
com 281 carcacas de abatedouros comerciais. O estudo encontrou associagao entre
forca de cisalhamento e gendtipo para o polimorfismo do exon 9, mas o efeito da
alteracao no exon 14 sobre o fendétipo ndo ocorreu. Aparentemente, a alteragcao no
exon 14 ocasiona uma substituicdo conservativa entre aminoacidos nao polares na
proteina sem comprometer a funcdo enzimatica da y-calpaina (COSTELLO et al.,
2007).

Os painéis comerciais Igenity TenderGENE (Merial) e GeneSTAR Tenderness
possuem em comum dois polimorfismos de CAPN1, mas cada qual tem um
marcador diferente localizado no gene CAST (VAN EENENNAAM et al., 2007). Em
recente estudo, os marcadores de CAST e CAPN1 (CAPN316 e 4751) dos painéis
comerciais citados foram correlacionados (p<0,001) com maciez de carne em
animais Bos indicus (Brahmam) e Bos taurus (VAN EENENNAAM et al., 2007).

Primeramente, Lonergan et al. (1995) e Chung et al. (1999) descreveram
polimorfismos no gene CAST e depois outros marcadores neste mesmo gene foram
patenteados (Barendse, 2002) e/ou sdo comercializados pelos painéis Igenity
TenderGENE (Merial) e GeneSTAR Tenderness (VAN EENENNAAM et al., 2007).

O polimorfismo de CAST patenteado por Barendse et al. (2002) equivale ao
SNP, troca de guanina por adenina, na regidao 3’ ndo traduzida do gene. Este SNP
foi pesquisado por Casas et al. (2006) em mais de 1.100 animais Bos taurus e mais
de 500 Brahman (Bos indicus). Associagdes entre os gendtipos de CAST e maciez,
suculéncia e sabor da carne foram encontradas para animais Bos taurus, mas o
efeito do gene sobre essas caracteristicas fenotipicas nao foi significativo para os
animais Bos indicus (CASAS et al., 2006).

Mais uma alteragao foi descrita para o gene CAST em animais Bos taurus,
utilizando a técnica PCR-RFLP, apresentando relagdo com maciez da carne (forga
de cisalhamento) e com deposi¢cdo de gordura na carcaga, e também tendéncia de

associagao com area de olho de lombo (SCHENKEL et al., 2006). Embora este seja
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outro polimorfismo de CAST, o efeito descrito € semelhante ao encontrado para
GeneSTAR Tenderness, -0,37 Kg na forca de cisalhamento para animais com duas
copias do alelo favoravel (SCHENKEL et al., 2006).

Chung et al. (2001) trabalharam com uma pequena amostra de individuos, 47
animais da raga Angus (Bos taurus), e detectaram variantes genéticas no intron 6 do
gene CAST os quais podem ser detectados por PCR-RFLP. Neste trabalho n&o
houve associagao entre o polimorfismo de CAST a qualidade da carne (CHUNG et
al., 2001). Entretanto, o fato da importancia dos polimorfismos intrénicos ter sido
renovada (NAKAYA et al., 2007) e de nao haver estudos de freqléncia ou
associagao com o polimorfismo descrito por Chung et al., (2001) em Bos indicus
motivaram a escolha deste trabalho.

Em suma, os trabalhos supracitados fundamentam a eleigdo dos genes CAST
e CAPNT1 para trabalhos de genotipagem bovina e associagcdo com qualidade da
carne e caracteristicas relacionadas ao rendimento da carcaca e de cortes (area de

olho de lombo, por exemplo).

24.2 Deposigcao de gordura: Leptina, Tiroglobulina e Diacylglicerol O-

acyltransferase

Durante muitos anos, postulou-se a existéncia de um mecanismo lipostatico
de controle do apetite, modulado pelas reservas energéticas do organismo sob a
forma de tecido adiposo (HARVEY, 1969). Apesar das evidéncias experimentais da
existéncia de um mecanismo enddcrino de sinalizacdo para este mecanismo, obtidas
em experimentos de parabiose, a identificacdo do agente sinalizador somente veio a
ocorrer no inicio dos anos noventa, quando Zhang et al. (1994) noticiaram a
clonagem do gene da leptina (LEP) também conhecido como gene da obesidade.

Primariamente, o gene da leptina foi descoberto como gene da obesidade em
camundongos ob/ob cujo gendtipo recessivo para obesidade resulta em animais
com 50% a mais de gordura corporal, estéreis e hiperglicémicos (INGALLS et al.,
1950; HUMMEL et al., 1966).
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O gene LEP codifica a leptina, uma proteina de 16-kDa produzida por
adipocitos e associada a regulagao da ingestao de alimentos, balango energético,
eficiéncia reprodutiva e deposi¢cao de gordura (HOUSEKNECHT et al., 1998).

Embora, os estudos sobre os inUmeros mecanismos de agéo da leptina ainda
se encontram na fase inicial, evidéncias sugerem que essa substancia exerce um
papel central na regulagcdo das reservas energéticas do organismo, deslocando o
fluxo de metabdlitos do tecido adiposo para a musculatura esquelética (CEDDIA et
al.,1998).

Tendo em vista que a regulagao da ingestao de alimentos, o metabolismo dos
nutrientes e a composig¢ao corporal sdo fatores de grande importancia no contexto
da producgédo animal, Hossner (1998) sugeriu que a leptina e seu receptor celular
poderiam ser considerados genes candidatos para as caracteristicas de composigao
de carcaca e qualidade da carne produzida.

A leptina sérica foi relacionada com caracteristicas ligadas a deposicdo de
gordura em bovinos (GEARY et al., 2003) e o gene LEP foi sequenciado proximo ao
marcador microsatélite BM17500, associado com porcentagem de gordura nas
costelas, porcentagem de musculatura esquelética na costela e o conteudo de
gordura na carcaga (FITZSIMMONS et al., 1998). Estas caracteristicas relacionadas
a deposicado de gordura s&o importantes para determinar o rendimento da carcaca
(BERGEN et al., 1996).

Stone et al. (1996) mapearam o gene LEP no cromossomo 4 e de |a pra ca
muitos polimorfismos foram descritos e associados com diversas caracteristicas de
interesse econdbmico para bovinocultura, do conteudo de gordura na carcaga até a
fertiidade (BARENDSE, 2005; BUCHANAN et al., 2002; POMP et al., 1997; VAN
DER LENDE et al., 2005;).

Os primeiros polimorfismos para o gene LEP de bovinos, localizado no
cromossomo BTA 4 foram descritos por Pomp et al. (1997) e Lien et al. (1997). O
polimorfismo descrito por Pomp et al. (1997) apresentaram relagbes significativas
com peso corporal, deposigdo de gordura na carcaga e qualidade dos cortes
carneos em bovinos (OPRZADEK et al., 2003).

Entretanto, a descoberta de uma alteragdo de ponto por Buchanan et al.
(2002), analisada por PCR-RFLP e localizada no exon 2 do gene da leptina de
bovinos de corte, proporcionou os melhores resultados de relagdo com conteudo de

gordura na carcaga. Esses autores determinaram que uma transicdo C/T que
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codifica para a troca de um aminoacido arginina por um cisteina esta estreitamente
relacionada com o conteudo de gordura na carcaga de animais Bos taurus, tanto nas
ragas de origem continental quanto nas de origem britanica (BUCHANAN et al.,
2002).

O gene diacylglirerol O-acyltransferase 1 (DGAT1) e o gene da tiroglobulina
(TG) foram mapeados na regido centromérica do cromossomo 14. A substituicao de
uma lisina por uma alanina no gene que codifica a enzima diacylglirerol O-
acyltransferase com papel chave na sintese de triglicerideos, tem sido associada ao
aumento da producgéo de leite e ao aumento do conteudo de gordura do leite em
bovinos (GRISART et al., 2001,2004). Entretanto, resultados conflitantes em relagao
ao seu efeito sobre a deposigao de gordura na carcaga de bovinos de corte tém sido
relatados (MOORE et al., 2003; THALLER et al., 2003).

O DGATT1 tornou-se um gene candidato funcional e posicional para conteudo
de gordura no leite, baseado, respectivamente, no fendétipo de auséncia de lactacéo
observada em camundongos deficientes do gene e devido a sua posi¢cao proxima a
um QTL identificado no cromossomo 14 de bovinos (RIQUET et al., 1999).

A enzima codificada por DGTA1 regula a taxa de triglicérideos produzida em
adipocitos (COLEMAN; BELL, 1976) e foi associada a homeostase energética
(HAVEL, 2001). Estudos de associagao em diferentes populagdes bovinas apdiam a
eleicdo do DGTA1 como candidato a conter marcadores para caracteristicas ligadas
a deposicdo de gordura (KUHN et al., 2004; TANTIA et al., 2006; THALLER et al.,
2003). Este gene foi mapeado no cromossomo 14, onde o gene TG esta localizado
proximo ao marcador CSSM66 relacionado ao escore de marmorizagao
(BARENDSE, 1997).

O gene TG codifica a tiroglobulina, precursora de triiodotironina e
tetraiodotironina, sinalizadores do desenvolvimento de adipécitos (AILHAUD et al.,
1992; DARIMONT et al., 1993; SMAS; SUL, 1995). Espera-se que a espessura de
gordura subcutanea e a porcentagem da gordura nos tecidos e no leite sejam
influenciadas por gendtipos do gene TG porque as iodotironinas afetam a
diferenciagdo de adipécitos e o nivel dos hormodnios tiroidianos influencia na
porcentagem de gordura no leite (FOLLEY; MALPRESS, 1948).

De Martynoff et al. (1987) e Parma et al. (1987) sequenciaram o gene TG
polimorfismos do mesmo foram descritos (BARENDSE, 1999; GEORGES et al.,

1987). Estudos de associagao entre marcadores de TG e marmorizagao (e outras
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andlises de carne ligadas a deposicdo de gordura) foram realizados, mas os
resultados sédo contraditérios (BARENDSE, 1999; BARENDSE et al., 2004; CASAS
et al., 2005; RINKER et al., 2006; VAN EENENNAAM et al., 2007).

Barendse (1999) classificou o gene codificador da tiroglobulina (TG), como
um candidato posicional para caracteristicas de composi¢cao e qualidade da carne
em bovinos, pela estreita ligagdo com o locus CSSM66. Neste mesmo trabalho, o
autor observou a associagdo de polimorfismos na regido 5 UTR do gene da
tiroglobulina com a maior marmorizagado (quantidade de gordura entremeada) da
carne bovina. A tiroglobulina é um precursor de hormdnios que afetam o
metabolismo de lipideos, o que habilita o gene TG também como um candidato
funcional.

Recentemente, Thaller et al. (2003) encontram associagdo entre o
polimorfismo que leva a substituicdo da lisina pela alanina no gene DGAT1 e um dos
polimorfismos da regidao 5 UTR do gene da tiroglobulina, ambos detectados pela
técnica de PCR-RFLP, sobre o conteudo de gordura na carcaga de bovinos Bos
taurus das racas Holandesa e Charolesa.

Em suma, os trabalhos supracitados fundamentam a eleicdo dos genes LEP,
DGAT1 e TG para trabalhos de genotipagem bovina e associacdo com deposi¢ao de
gordura e caracteristicas relacionadas ao rendimento da carcaca e de cortes

especificos (area de olho de lombo, por exemplo).
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3 OBJETIVOS

As intengdes do presente trabalho foram classificadas como objetivos gerais e

especificos.

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Realizar pesquisa de interesse estratégico visando o aprofundamento dos
conhecimentos referentes aos mecanismos genéticos e fisiolégicos envolvidos nas
caracteristicas de qualidade da carne, os quais deverdo concorrer para O
melhoramento genético de bovinos por meio da selegao assistida por marcadores
moleculares, e desta forma contribuir para o aumento da competitividade da

pecuaria nacional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismo nos genes
CAPN1, CAST, LEP, TG e DGAT1 em bovinos de corte de diferentes grupos
genéticos (zebuinos e cruzados). Avaliar a ocorréncia de associagbes entre o0s
polimorfismos e as caracteristicas relacionadas a qualidade de carne e ao

rendimento da carcaga em animais abatidos em idade jovem.
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4 HIPOTESES

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes CAPN1,
CAST, LEP, TG e DGAT1 diferem entre os grupos genéticos estudados, estando
influenciadas pela composi¢cao Bos indicus X Bos taurus dos grupos.

Ocorre associacéo entre os polimorfismos de CAPN1 e CAST e os resultados
das andlises: Forca de Cisalhamento, indice de Fragmentacdo Miofribilar e Area de
Olho de Lombo.

Ocorre associagao entre os polimorfismos de LEP, TG e DGAT1 e os
resultados das analises: Espessura de Gordura Subcutanea, Lipideos Totais,

Marmorizagao, Forca de Cisalhamento e Area de olho de lombo.
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5 CAPITULO 1 — CAPN1 e CAST

O capitulo a seguir se apresenta no formato de artigo, cuja versdo em inglés
fo enviada para correcdo e apreciacdo dos assessores da revista Genetics and

Molecular Biology.

5.1 RESUMO

Calpainas e calpastatina tém grande relevancia no processo postmortem de
amaciamento da carne. Os objetivos desse estudo foram estimar as frequéncias
alélicas e genotipicas de polimorfismos dos genes codificadores da p-calpaina
(CAPN1) e da calpastatina (CAST) em cinco diferentes grupos genéticos e
determinar os efeitos dos polimorfismos sobre caracteristicas relacionadas a maciez
da carne e ao rendimento de carcaga, em animais abatidos jovens. A genotipagem
de 147 animais incluiu os grupos: Nelore (Bos indicus), Canchim (5/8Bos taurus +
3/8Bos indicus), cruzamento Rubia Gallega X Nelore (1/2Bos Taurus + 1/2Bos
indicus), Brangus Tricross (9/16Bos taurus + 7/16Bos indicus) e Pardo Suico
Tricross (3/4Bos taurus + 1/4Bos indicus). Area de Olho de Lombo, Forca de
Cisalhamento e indice de Fragmentagdo Miofibrilar foram analisados utilizando o
procedimento General Linear Models (GLM) do programa SAS e as médias dos
quadrados minimos dos gendtipos foram comparadas pelo teste de Tukey. O
polimorfismo do gene CAPN1 ndo apresentou associagbes significativas com as
caracteristicas fenotipicas. O gendtipo AA do polimorfismo CAST/Xmnl foi superior
ao AB na comparacdo entre os indices de Fragmentacdo Miofibrilar, indicando que
AA pode ser favoravel a maciez da carne. O mesmo polimorfismo nao apresentou
relagdo com as demais caracteristicas fenotipicas. A validacdo desse resultado
precisara ser realizada em estudos futuros abrangendo maior numero de animais,
antes que o uso deste marcador seja recomendado para a selegao de Bos indicus e

respectivos cruzamentos.

Palavras-chave: Polimorfismo. Calpaina. Calpastatina. Maciez. Gado de corte.
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5.2 INTRODUGAO

A maciez é a caracteristica mais importante para os apreciadores da carne
bovina, tal fato pode ser comprovado pela relagdo positiva entre a maciez de um
corte comercial e seu preco (KOOHMARAIE et al., 2002). O indice de Fragmentacdo
Miofibrilar (do inglés MFI) e a Forca de Cisalhamento (FC) mensurada pelo
equipamento Warner-Bratzler (Chantillon, Estados Unidos) s&do métodos comuns
usados na avaliagdo da maciez da carne. O MFI estima mais de 50% da variagéo da
maciez, sendo um método preciso, sensivel e barato (HOPKINS et al., 2000).
Maiores valores de MFI estdo associados a menores valores de FC e maiores notas
para maciez na avaliagéo sensorial (OLSON et al., 1996).

A quebra das proteinas miofibrilares, conduzida pela enzima pu-calpaina e
modulada por seu inibidor calpastatina, é o principal mecanismo de amaciamento da
carne no postmortem (DELGADO et al., 2001). A regulagédo da agdo da atividade da
M-calpaina foi associada a diferencas de maciez na carne (GEESINK;
KOOHMARAIE, 1999) e pode estar relacionada com a discrepancia entre a maciez
da carne de animais Bos indicus e da carne de animais Bos taurus. A atividade da
calpastatina aumenta e a da p-calpaina diminui conforme aumenta a proporg¢ao
genética de Bos indicus nos cruzamentos, a qual influéncia negativamente na
maciez (PRINGLE et al., 1997).

Fatores genéticos podem estar envolvidos com a variagdo na atividade do
sistema proteolitico, pois um numero cada vez maior de polimorfismos & descrito
para os genes codificadores da p-calpaina (CAPN1) e da calpastatina (CAST). O
gene da calpastatina foi mapeado no cromossomo BTA7 (BISHOP et al., 1993) e
CAPN1 foi mapeado no final telomérico do cromossomo BTA29, onde se localiza um
conhecido QTL para maciez da carne (SMITH et al., 2000). Lonergan et al. (1995) e
Chung et al. (1999) descreveram polimorfismos do gene CAST e mais recentemente
marcadores foram desenvolvidos e patenteados (BARENDSE, 2002). Em 1996,
Zhang (1996) descreveu um polimorfismo de comprimento do fragmento de restricao
(do inglés restriction length polymorphism — RFLP) para o gene CAPN1. Hoje, mais
de 38 polimorfismos de alteragdo pontual (em inglés, single nucleotide
polymorphisms — SNP) foram descobertos no gene da calpaina (CASAS et al., 2005;
PAGE et al., 2002; PAGE et al., 2004; WHITE et al., 2005).
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Estudos anteriores sugerem fortemente que polimorfismos dos genes CAPN1
e CAST sao candidatos funcionais e posicionais a indicadores de qualidade da carne
e associagdes genodtipo-fenotipo foram encontradas em populagdes bovinas nos
Estados Unidos (CASAS et al., 2006), Nova Zeléndia (PAGE et al., 2002), Irlanda
(COSTELLO et al., 2007) e Polbnia (JUSZCZUK-KUBIAK et al., 2004).

Entretanto, a vasta industria de carne brasileira se baseia na adaptabilidade e
rusticidade do nelore. Essa raga formada por genética Bos indicus difere bastante
dos grupos genéticos (Bos taurus) estudados na maioria da literatura citada até aqui.
Portanto, antes da comercializacdo de marcadores se tornar uma tendéncia entre os
pecuaristas brasileiros, ha necessidade de validar as pesquisas verificando em Bos
indicus e seus cruzamentos o efeito dos polimorfismos descobertos e estudados em
populacdes Bos taurus.

A Area de olho de Lombo (AOL) se correlaciona com o peso dos cortes
comerciais, portanto sendo uma caracteristica de importancia econémica (TAIT et
al., 2005). Aparentemente ndo ha correlagdo entre as funcgdes fisiologicas
proteoliticas da p-calpaina e caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento
ponderal ou muscular e ao rendimento de carcagas, mas estudos anteriores
sugeriram a hipotese de que polimorfismos do gene CAPN1 estariam em
desequilibrio de ligacdo com genes préximos responsaveis por essas caracteristicas
(CASAS et al., 2005; JUSZCZUK-KUBIAK et al., 2004).

Assim, os objetivos do presente estudo foram estimar a frequéncia alélica e
genotipica de polimorfismos dos genes da p-calpaina e da calpastatina —
CAPN1/Psyl (RINCON; MEDRANO, 2006) e CAST/Xmnl (CHUNG et al., 2001) — e
determinar a associacdo destes com AOL, FC e MFI em bovinos de corte Bos

indicus e cruzamentos com Bos taurus.

5.3 MATERIAL E METODO

Segue breve descrigdo da metodologia empregada na obtengdo dos dados

fenotipicos, genotipicos e analise estatistica do presente estudo de associagao.
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5.3.1 Animais

O estudo incluiu animais das racas Nelore e Canchim, além de cruzamentos
que utilizam matrizes Nelore na base da formagdo, constituindo cinco grupos
genéticos diferentes. Dentre os 147 animais genotipados, 46 animais eram da raca
Nelore — N — (Bos indicus), 41 Canchim — C — (5/8Bos taurus + 3/8Bos indicus), 19
Brangus Tricross — B Tricross — (9/16Bos taurus + 7/16Bos indicus) e 15 Pardo
Suigco Tricross — PS Tricross — (3/4Bos taurus + 1/4Bos indicus). Estes animais
foram mantidos na unidade experimental do Departamento de Melhoramento e
Nutricdo Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu-SP, Brasil. Este gado foi amostrado entre quatro
fazendas e o sistema de criagao utilizado na unidade experimental universitaria foi
anteriormente detalhado por Silveira et al. (2000). Outras 26 cabecas do cruzamento
Rubia Gallega X Nelore (1/2Bos Taurus + 1/2Bos indicus) foram amostradas de um
sistema semi-intensivo de criagao praticado pelo projeto chamado Genética Galega3.
Todos os animais foram abatidos entre 15 e 19 meses de idade.

Apos abate humanitario, em frigorificos colaboradores, as carcacas foram
identificadas e refrigeradas por 24 horas, periodo seguido pela remogéao de amostras
de 2,50cm de largura do musculo Longissimus dorsi (LD) entre a 12% e a 13°
costelas da hemi-carcaca esquerda. A Area de Olho de Lombo, também conhecida
como area do Longissimus dorsi, foi mensurada no abatedouro pelo método do
quadrante descrito pelo sistema USDA Quality Grade (1989). As amostras foram
embaladas a vacuo e maturadas sob refrigeracao (1 a 2°C) até 14 dias postmortem

e foram, entéo, congeladas até que as andlises pudessem ser realizadas.

5.3.2 Qualidade da carne

As analises relevantes para maciez da carne, forca de cisalhamento (FC) e

indice de Fragmentagdo Miofibrilar (MFI) foram realizadas no Laboratério de

3 Genética Gallega, projeto desenvolvido em parceria do Grupo Pio de Agucar e detalhado no site:
http://www.geneticaparatodos.com/
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Bioquimica do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias,
Unesp, Botucatu-SP, Brasil.

A forga de cisalhamento foi determinada de acordo com Wheeler et al. (1995).
Em poucas palavras, as amostras de carne congeladas foram descongeladas sob
refrigeragédo (4°C por 24 horas), até que a temperatura interna atingisse 5 a 6°C.
Entdo, as amostras foram cozidas até alcangarem a temperatura interna de 71°C e
resfriadas durante 24 horas (5 a 6°C), antes da retirada de seis (6) a oito (8) cilindros
de cada amostra. Os cilindros apresentavam 1,27cm de didametro, paralelos a
orientacdo das fibras musculares. Os cilindros foram cortados pelo equipamento
Warner-Bratzler com 25Kg de capacidade, a velocidade padronizada de
20cm/minuto. Foi calculada a média dos valores obtidos para os cilindros de cada
amostra e esta média correspondeu ao numero utilizado nas analises estatisticas.

A determinacdo do indice de Fragmentacéo Miofibrilar (MFI) foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Culler et al. (1978). De cada amostra, ainda
congelada, foram retirados fragmentos de trés gramas desprovidos de tecido
conjuntivo e gordura aparentes. Os fragmentos de trés gramas do musculo LD foram
homogeneizados em 30mL de solugao de extracao (KCI 100mM, fosfato de potassio
20mM, EDTA 1mM, MgCl, 1mM e NaN; 1mM, pH 7,0) pelo dispersador Ultra-turrax
com haste de cisalhamento (Marconi - MA 102/E, Alemanha) a 18000 rpm. Em
seguida, centrifugou-se a solugao homogeneizada a 1000 x g por 15 minutos, a 2°C.
Apos descarte do sobrenadante, foram adicionados 30mL de solucédo de extragao e
o precipitado foi agitado vigorosamente até desfazer o sedimento, sendo entéo
novamente centrifugado por 15 minutos a 1000 x g, a 2°C. ApoOs descartar o
sobrenadante, adicionou-se ao precipitado, 7,5mL da solucdo de extracdo e a
suspensdo obtida foi filtrada em peneira de polietiieno para remocédo do tecido
conectivo. Para lavagem do tubo e facilitar a passagem das miofibrilas através da
peneira foram acrescentados mais 7,5mL da solugdo de extracdo ao tubo onde foi
realizada a extragao.

Na suspensao de miofibrilas foi determinada a concentracido de proteinas
pelo método do biureto, descrito por Gornall et al. (1949). Uma aliquota da
suspensio de miofibrilas foi diluida com a solucdo de extragdo até a concentragao
protéica de 0,5t£0,05mg/mL. A suspensdo diluida de miofibrilas foi agitada e

colocada em cubeta para a leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de
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540nm. Para obtencdo do indice de Fragmentacdo Miofibrilar, o valor obtido de

densidade 6tica a 540nm foi multiplicado por 200.

5.3.3 Extracao de DNA e genotipagem

Inicialmente, procedeu-se a maceragdo com nitrogénio liquido de 250mg de
carne retiradas das amostras do musculo Longissimus dorsi, cada amostra
representando um individuo.

A extracdo do DNA foi realizada por método n&o fendlico, baseado na
digestdo com protease K e precipitagcdo com NaCl e alcool (SAMBROOCK, 1989).
Cada solugcéo de DNA foi checada quanto a concentragao e a integridade e depois
diluida para a concentracdo de trabalho (10ng/uL) e armazenada a -20°C até a
genotipagem.

Os animais foram genotipados para os genes CAPN1 e CAST com a
utilizacao da reagao da polimerase em cadeia e a restricdo do fragmento de DNA por
digestao enzimatica, técnica conhecida como PCR-RFLP. O primer forward utilizado
para o gene CAPNT1 foi 5-CGTTTCTTCTCAGAGAAGAGCGCAGGGA -3', o primer
reverse foi 5-CCTGCGCCATTACTATCGATCGCAAAGT-3’ e a temperatura de
anelamento foi 58°C. Para o gene CAST utilizou-se o primer forward 5'-
AGCAGCCACCATCAGAGAAA-3’, o primer reverse 5'- TCAGCTGGTTCGGCAGAT-
3’ e a temperatura de anelamento do primer com o DNA molde foi 57°C.

Os alelos do gene CAPN1 (A e G) foram identificados pela amplificacédo de
um fragmento com 341 pares de base (pb), o qual foi digerido pela enzima de
restricdo Psyl para originar os fragmentos de restricdo do polimorfismo CAPN1/Psyl,
também conhecido como CAPN530, de acordo com Rincon e Mendrano (2006).

Para determinar os alelos A e B do gene CAST, um segmento de
aproximadamente 1500pb foi amplificado pela PCR e depois digerido com a enzima
de restricdo Xmnl (CAST/Xmnl) segundo a metodologia descrita por Chung et al.
(2001).

Cada PCR foi realizado em volume final de 25uL e a mistura para
amplificacdo constituiu-se de: 50ng de DNA gendmico, 0,20uM de cada primer,
10mM de Tris-HCI, pH 8,0, 50mM de KCI, 2,0mM de MgCl,, 0,2mM de cada dNTP e
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1 unidade (Ul) de Tag DNA polimerase. O protocolo padrao para as amplificagcdes
foi: 4 minutos para denaturacgao inicial a 94°C, 1 minuto para denaturacédo a 94°C, 45
segundos para anelamentos dos primers (na temperatura adequada descrita acima
para cada polimorfismo), 1 minuto para extensdo a 72°C, 4 minutos para extensao
final a 72°C. Os passos 2 (denaturagdo), 3 (anelamento) e 4 (extensao),
correspondem a um ciclo, o qual foi repetido 35 vezes. Os fragmentos amplificados
foram digeridos em meio de reagao contendo 10uL de produto do PCR e 3 unidades
da enzima de restrigdo. Os fragmentos digeridos foram separados em gel de
agarose 2% (w/v) e visualizados por meio de coloragdo com brometo de etidio e
exposicao a luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos de restricdo foi determinado
pela comparagdo com um marcador padrao de peso molecular de 100pb. Gendtipos
individuais foram determinados para cada polimorfismo pela analise do tamanho

relativo dos fragmentos descritos pelo niumero aproximado de pares de bases.

5.3.4 Analise estatistica

Frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas de acordo com Weir
(1990). Diferencas nas frequéncias alélicas dos polimorfismos dentro e entre os
cinco grupos genéticos foram determinadas pelo método de Goodman adaptado por
Curi e Moraes (1981).

As caracteristicas de interesse foram analisadas utilizando o procedimento
General Linear Models (GLM) do programa SAS (STATISTICAL ANALYSIS
SYSTEM, 1999). O modelo linear utilizado para analisar as caracteristicas
quantitativas considerou, adicionalmente ao efeito de grupo genético, a interagéo
entre estes grupos e grupos contemporaneos da seguinte forma: Yijk = u + Gi +
GGCj + eijk, onde Yijk = caracteristica de produgéao (fenétipo), u = média geral, Gi =
efeito fixo do gendtipo (i = 1,2,3), GGCj = efeito fixo da interagdo grupo genético e
grupo contemporaneo (j =1,...,9), e ejjk = erro aleatério. O critério para composi¢cao
dos grupos contemporaneos incluiu as variacbes de sexo, idade ao abate,
confinamento e fazenda de origem. Gendtipos com frequéncia muito baixa (abaixo

de 10%) na amostra total de individuos n&o foram incluidos na analise para evitar
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resultados nao confiaveis. O efeito de touro ndo foi incluido no modelo linear, pois o
numero havia numero muito pequeno de animais na amostra que eram progénie de
um mesmo touro. A possibilidade de confundir o efeito do gendtipo com o efeito do
touro sobre as caracteristicas fenotipicas estudadas foi reduzida devido ao grande

numero de familias de meio-irmaos.

5.4 RESULTADOS

As duas variantes alélicas (A e G) do gene CAPN1/Psyl foram observadas em
todos os cinco grupos genéticos estudados. O gendtipo AA foi caracterizado pela
presenca de um unico fragmento de tamanho 341pb, enquanto o gendtipo GG foi
determinado pela presenca de dois fragmentos de restricio com 195 e 146pb.
Individuos AG apresentaram fragmentos com os trés tamanhos 341, 195 e 146pb

(Figura 1).

341bp

195bp
146bp

Figura 1 — Polimorfismo RFLP produzido pela enzima de restricdo Psyl no
gene bovino CAPN1. M = 100pb padrao de peso molecular; AA =
gendtipo caracterizado pela presence do fragmento com de
341pb; GG = gendtipo caracterizado pela presenca dos
fragmentos 195 e 146pb, AG = gendtipo heterozigoto
caracterizado por fragmentos com 341, 195 e 146pb

Os dois alelos (A e B) do polimorfismo CAST/Xmnl foram detectados. O
gendtipo AA foi caracterizado pela presenca de dois fragmentos de restricdo com
tamanho aproximado de 950 e 550pb. O gendtipo BB foi determinado pela presenga

de um unico fragmento com aproximadamente 1500pb. Individuos heterozigotos
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(AB) apresentaram trés fragmentos de restricdo com aproximadamente 1500, 950 e
550pb (Figura 2).

1500bp
950bp

550bp

Figure 2 — Polimorfismo RFLP produzido pela enzima de restricdo Xmnl no gene
bovino CAST. M = 100pb padrao de peso molecular; AA = gendtipo
caracterizado pela presenca de dois fragmentos de restricdo com 950
e 550pb; BB = genotipo caracterizado pela presenca de fragmento
unico 1500pb, AB = gendtipo heterozigoto caracterizado pelos
fragmentos 1500, 950 e 550pb

As frequéncias alélicas e genotipicas para os dois genes estudados estdo

detalhadas nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 — Frequéncias alélicas dos polimorfismos de CAPN1 e CAST nos cinco
grupos genéticos e na amostra como um todo. Botucatu, 2007.

Grupo Genético

Polimorfismos Alelos N RG x N C B Tricross PS Tricross Total
n=46 n=26 n=41 N=19 n=15

CAPN1/Psyl A 0,152*" 0,385% 0,220  0,263"" 0,36772° 0,248

G 0,848" 0,615  0,780%  0,737*° 0,633 0,752

CAST/Xmnl A 0663% 0,712%° 0,622%  0,789"2 0,800"2 0,690

B  0,337*" 0,288"° 0,378% 0,211 0,200 0,310

n = numero de individuos no grupo. N = Nelore; RG x N = Rubia Gallega x Nelore; C =
Canchim; B Tricross = Brangus Tricross; PS Tricross = Pardo Suigo Tricross.
A B caracteres diferentes significam freqiiéncias alélicas diferentes entre os grupos (P< 0,05).
2> caracteres diferentes significam freqiiéncias alélicas diferentes dentro do grupo (P< 0,05).



48

O polimorfismo CAPN1/Psyl foi identificado nos cinco grupos genéticos,
sendo, portanto, informativo para animais Bos indicus e cruzados Bos taurus X Bos
indicus. Nao foi encontrada diferenca significativa nas frequéncias dos alelos Ae G
para o polimorfismo CAPN1/Psyl entre os grupos estudados.

O polimorfismo CAST/Xmnl foi também identificado nos cinco grupos
genéticos estudados, distinguindo os individuos. A frequéncia alélica para A e B foi
similar em todos os grupos estudados, apesar das diferentes formagdes genéticas
com maior ou menor influéncia Bos taurus. O alelo B foi menos frequente nos grupos
genéticos, exceto para o Camchim, quando comparado a ocorréncia do alelo A
(Tabela 1).

A distribuicdo dos gendtipos nos grupos esta relacionada a segregacgéo
observada para os alelos. Apenas o grupo de animais Tricross Pardo Sui¢co n&o
apresentou individuos com uma das possibilidades genotipicas para o gene CAST
(BB).

Tabela 2 - FreqUéncias genotipicas para os polimorfismos de CAPN1 e CAST em

cinco grupos genéticos e na amostra como um todo. Botucatu, 2007.

Grupo Genético

Polimorfismos Genétipo N RG x N C B Tricross PS Tricross Total
N=46 n=26 n=41 n=19 N=15

CAPN1/Psy | AA 0,022 0,115 0,122 0,105 0,200 0,095
AG 0,261 0,538 0,195 0,316 0,333 0,306

GG 0,717 0,346 0,683 0,579 0,467 0,599

CAST/Xmn | AA 0,500 0,538 0,512 0,623 0,600 0,537
AB 0,326 0,346 0,220 0,316 0,400 0,306

BB 0,174 0,115 0,268 0,053 0,000 0,156

n = nimero de individuos no grupo. N = Nelore; RG x N = Rubia Gallega x Nelore; C =

Canchim; B Tricross = Brangus Tricross; PS Tricross = Pardo Suico Tricross.

A média dos quadrados minimos e o desvio padrdo das caracteristicas

fenotipicas estudadas estdo apresentados na tabela 3, considerando os valores

obtidos para cada grupo genotipico. Para o polimorfismo CAPN1/Psyl apenas o0s
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gendtipos AG e GG foram considerados e nao foi observado efeito significativo na
associagcao do gendtipo com FC (p=0,9557), MFI (p=0,5645) ou AOL (p=0,2712).
Para caracterizar os efeitos de CAST/Xmnl, os gendtipos foram avaliados em pares.
O gendtipo AA nao apresentou significancia no efeito sobre FC (p=0,679) e AOL
(p=0,9092), mas foi favoravel no valor de MFI (p=0,0444), quando comparado ao AB.
Contudo ao se comparar os genodtipos AA e BB nao houve diferenca quanto aos
valores de FC (p=0,5938), MFI (p=0,8637) ou AOL (p=0,8391). O mesmo ocorreu na
comparagao de AB com BB, na qual ndo houve associagao entre os genotipos e FC
(p=0,9244), MFI (p=0,5339) ou AOL (p=0,9624).

Tabela 3 — Média dos quadrados minimos e desvio padrao das caracteristicas
fenotipicas para os gendtipos de CAPN1/Psyl e CAST/Xmnl. Botucatu,

2007.
Caracteristicas da Carne'
Locus Genétipo FC(Kg) MFI AOL (cm?)
CAPN1/Psy | AG 3,78+1,01 67,72+17,22 69,77+11,50
GG 3,77+0,96 69,63+18,16 68,08+91,96
CAST/Xmn | AA 3,81+1,00 70,66+17,652 68,34+94,77
AB 3,93+1,04 63,44+15,49° 68,93+10,57
BB 4,02+0,84 68,41£19,28%° 69,51+£10,20

'FC = forga de cisalhamento; MFI = Indice de Fragmentagado Miofibrilar, AOL = area de olho
de lombo.?® caracteres diferentes representam diferenca significativa de valores p<0,05.

5.5 DISCUSSAO

Identificado por Page et al. (2002), o polimorfismo do gene CAPN1 aqui
estudado representa a troca de um nucleotideo de base guanina (alelo G) por um de
base adenina (alelo A). Tal substituicdo corresponde a troca de valina por isoleucina
no codon 530 do Dominio Ill da emzima calpaina, a qual pode alterar o arranjo e a
estabilidade da proteina e como consequéncia ocasionar mudangas fenotipicas.
Posteriormente, Rincon e Medrano (2006) descreveram o método PCR-RFLP para

detectar esse polimorfismo inferindo a analise repetibilidade e menor custo.
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No presente trabalho, a freqiéncia do alelo A (24,8%) para amostra de
animais como um todo foi semelhante aos 30% encontrados por Page et al. (2002),
apesar destes autores terem trabalhado apenas com animais Bos taurus (Angus,
Hereford, Pinzgauer, Red Poll e Jersey). Page et al. (2002) declararam que o alelo A
codoficador de isoleucina se associa a menor maciez da carne (valores mais altos
de FC). Dois anos depois esses achados foram confirmados em estudo com 926
animais Bos taurus (cruzamentos de varias ragas, representando duas populagdes)
no qual as frequéncias de A foram 37% e 28%. Fortes associagcdes (p=0,02 e
p=0,04) entre os gendtipos de CAPN1/Psyl e os valores de FC foram relatadas
(PAGE et al., 2004).

No presente estudo estas associagcdes do polimorfismo de CAPN1 e as
caracteristicas relacionadas a maciez da carne (FC e MFI) ndo foram encontradas.
O contraste entre os resultados pode ser explicado pelo fato de Page et al. (2002,
2004) trabalharem apenas com gado Bos taurus, enquanto no presente experimento
foram utilizados animais Bos indicus e respectivos cruzamentos. Por outro lado,
Costello et al. (2007) que trabalharam com animais cruzados, corte e leite,
amostrados em abatedouros comerciais da Irlanda (provavelmente Bos taurus),
descreveram uma menor frequéncia do alelo A (11,7%), e n&o encontraram
associacao entre o polimorfismo e os valores de FC.

O polimorfismo do gene CAST estudado foi identificado por Chung et al.
(2001) com o método da PCR-RFLP utilizando a enzima de restricao Xmnl. Este
polimorfismo esta localizado no intron 6 e consiste de duas formas alélicas (A e B)
que podem representar uma troca de nucleotideos desconhecida. A frequéncia do
alelo A de CAST, considerando todos os individuos foi 69% e a do alelo B foi 31%,
numeros estes comparaveis aos de Chung et al. (2001) para animais da raga Angus
(Bos taurus) — A (75%) e B (25%). A distribuicdo dos gendtipos de CAST e CAPN1
segue a observada para os alelos. A auséncia do gendétipo BB (CAST) no Tricross
Pardo Suigo, provavelmente se explica pelo numero limitado de animais deste grupo
genético (15 individuos) e nao significa que tal cruzamento seja incapaz de gerar
individuos BB.

Embora haja semelhanga quanto as frequéncias alélicas encontradas, a
associacao positiva entre AA e MFI descrita no presente estudo indica incoeréncia
com os achados de Chung et al. (2001), pois estes autores afirmam que os

gendtipos nao explicaram a variagao na maciez da carne. Uma vez mais a diferenca
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nos resultados entre os trabalhos pode resultar da diferengca entre animais Bos
taurus e Bos indicus no tocante a utilidade de cada marcador genético.

A descricdo da ocorréncia do polimorfismo CAST/Xmnl e de sua associagao
com MFI em Bos indicus sao achados inovadores, apesar do polimorfismo neste
gene ter sido descrito em 2001. Em fungdo de sua localizagdo em um intron, o
polimorfismo CAST/Xmnl foi depreciado pela comunidade cientifica e ndo foram
realizados mais estudos de associagdo, apds sua descoberta. Isto se deve a
concepcao anterior na qual introns eram considerados menos importantes, “trash
DNA”, porém novas descobertas estdo mudando esse conceito. Aparentemente,
introns codificadores de RNAs com importante fungdo de regular a transcrigao
génica sao muito mais comuns do que se pensava (NAKAYA et al., 2007). Isto pode
reascender o otimismo e o interesse com relagdo a uma série de polimorfismos
intrénicos ja descritos.

E interesante notar que o polimorfismo CAST/Xmnl pode ter efeito sobre MFI,
mas nao foi correlacionado com FC, apesar destas duas analises de carne estarem
associadas a maciez. Uma possivel explicagdo para tais achados advoga que o
indice de Fragmentac&o Miofibrilar mensura mais diretamente a degradacao protéica
postmortem (HOPKINS et al., 2000), em outras palavras, avalia o resultado
combinado entre a atividade das enzimas calpainas e calpastatina.

Hipdteses sugeridas anteriormente na literatura relatam a possibilidade de
haver desequilibrio de ligagdo entre o gene CAPN1 e genes ao seu redor
possivelmente associados as caracteristicas ligadas ao desenvolvimento o que
encoraja a tentativas de relacionar os dois polimorfismos estudados com AOL.
Polimorfismos do gene CAPN1 foram associados com rendimento de cortes na
carcaca em diversas ragas de Bos ftaurus (JUSZUK-KUBIAK et al., 2004) e com
altura de cupim em gado Brahman, Bos indicus (CASAS et al., 2005). Todavia, os
resultados do presente trabalho ndo favorecem esta idéia uma vez que nao houve
associacdo entre CAPN1 ou CAST e Area de Olho de Lombo.

Muitos outros polimorfismos dos genes codificadoras de calpaina e
calpastatina foram identificados € um numero relevante de estudos mostra a
associagao entre genotipos e caracteristicas relevantes para qualidade da carne.
Costello et al. (2007) e Page at el. (2002,2004) pesquisaram em grandes numeros
de animais Bos taurus a substituicdo de guanina por citosina, no éxon 9 do gene

CAPN1, que se mostrou relacionada aos valores de FC. Em estudo com diferentes
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racas Bos taurus, CAPN1 C4685T (AF248054) teve efeito sobre o rendimento de
cortes na carcagca (JUSZCZUK-KUBIAK et al., 2004). Schenkel et al. (2006)
descreveram o polimorfismo CAST/Rsal e observaram efeito sobre FC e também
certa tendéncia a influenciar a AOL.

Casas et al. (2006) estudaram trés grupos genéticos para descobrir que o
polimorfismo de CAST descrito anteriormente por Barendse (2002) teve efeito
significativo sobre FC e que o polimorfismo CAPN1 C6545T (AF248054) teve efeito
sobre o escore de maciez (avaliagdo por painel sensorial). Estes resultados refletem
achados de dois grupos genéticos um Bos taurus e outro Bos taurus com influéncia
Bos indicus (cruzamentos com Brahman), mas no mesmo estudo nao foram
encontradas associagdes significativas para o terceiro grupo genético constituido por
animais Brahman puros (Bos indicus).

Decorre do estudo de Casas et al. (2006) que alguns marcadores
encontrados nos genes CAPN1 e CAST nao sdo adequadamente associados aos
alelos funcionais em Bos indicus, pois ndo estdo em desequilibrio de ligagdo com o
marcador que ocasiona a variagao fenotipica. Portanto, marcadores adicionais
precisam ser desenvolvidos e o0s resultados aqui apresentados sugerem que
CAST/Xmnl poderia ser, depois de mais estudos comprobatdérios, incorporado em
painéis de selecao assistida por marcadores para maciez da carne em Bos indicus
puros ou cruzados com Bos taurus.

Os resultados crontrastantes relatados no presente trabalho e na literature
sugerem que os polimorfismos CAPN1/Psyl e CAST/Xmnl ndao sao diretamente
responsaveis pelas variagbes fenotipicas. Ainda, as contradicbes podem ser
explicadas pela perda de associagdo entre o marcador e o QTL ao longo de
geragbes (recombinagdo homoluga), por diferenga nas interagdes epistaticas
encontradas em cada populagao, pela magnitude do efeito do gene candidato ou
mesmo pelo delineamento experimental e estatistico de cada estudo.

A maciez da carne (avaliada pelas medidas de FC e MFI) e a Area de Olho de
Lombo sao caracteristicas complexas que podem ser explicadas apenas pelo efeito
combinado das influéncias de varios genes (heranga poligénica). Em cada
populagdo bovina, a contribuicdo de determinado gene relacionado as
caracteristicas de interesse para produgdo animal deve ser cuidadosamente
avaliada antes de sugerir a sua utilizagdo em programas de selecao assistida por

marcadores.
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Embora ofereca evidéncias interessantes, uma amostra de tamanho limitado
pode dificultar a avaliagdo de associagdes entre genodtipo e fendtipo. Populagdes
que possibilitaram as primeiras descobertas de marcadores para qualidade da carne
bovina eram formadas por 400 a 500 animais e mesmo este numero ainda foi
considerado pequeno para gerar a credibilidade adequada para comercializagao dos
marcadores (VAN EENENNAM et al., 2007). Os mesmos autores alertam para a
importancia e dificuldade de se ter dados fenotipicos, especialmente para
caracteristicas de dificil mensuragdo ou mensuradas tardiamente. Assim, sempre
que se tém disponiveis dados fenotipicos (tais como FC, MFI e AOL) é desejavel
realizar estudos de associagao com os potenciais marcadores.

Concluindo, os resultados aqui apresentados sugerem que o polimorfismo
CAPN1/Psyl pode ser insuficiente para se adequar a selegdo assistida por
marcadores no gado Nelore e seus cruzamentos e que o polimorfismo CAST/Xmnl
merece ser mais investigado, uma vez que este € o primeiro relato de ocorréncia em

Bos indicus e que CAST/Xmnl teve efeito sobre os valores de MFI.
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6 CAPITULO 2 - LEP, TG e DGAT1

O capitulo a seguir se apresenta no formato de artigo cuja versao em inglés
sera enviada para correcdo e apreciacdo dos acessores da revista Genetics and
Molecular Biology.

6.1 RESUMO

Leptina, tiroglobulina e diacilglicerol O-aciltransferase desempenham papéis
importantes no metabolismo de gordura e no balango energético. A deposicao de
gordura, intramuscular ou subcutanea, influencia na qualidade da carne e na
preferéncia dos consumidores. Determinar a freqiéncia alélica e genotipica de
polimorfismos dos genes codificadores de leptina (LEP), thiroglobulina (TG) e
diacilglicerol O-aciltransferase (DGAT1) bem como estudar a associacdo destes
polimorfismos com caracteristicas fenotipicas ligadas a deposi¢cdo de gordura e
qualidade da carne foram os objetivos do presente estudo. Cento e quarenta e sete
bovinos foram genotipados, incluindo Nelore (Bos indicus), Canchim (5/8Bos taurus
+ 3/8Bos indicus), Rubia Gallega X Nelore (1/2Bos Taurus + 1/2Bos indicus),
Brangus Tricross (9/16Bos taurus + 7/16Bos indicus) e Pardo Suico Tricross (3/4Bos
taurus + 1/4Bos indicus). Espessura de Gordura Subcutdnea, Lipideos Totais
(intramuscular), Marmorizagéo, Area de Olho de Lombo e Forca de Cisalhamento
foram mensuradas para cada animal e avaliadas pelo procedimento General Linear
Model (GLM) do programa SAS. As médias dos quadrados minimos obtidas para
cada gendtipo foram comparadas pelo teste de Tukey. As frequéncias alélicas
variaram entre os grupos genéticos dependendo da maior ou menor influéncia
genética Bos taurus em cada grupo. O polimorfismo de LEP segregou em animais
Bos indicus puros, Nelore (primeiro relato). O alelo T de TG apareceu fixado em
Nelore e os alelos de DGAT1 segregaram em todos os grupos, mas o alelo A foi
menos freqiente em animais Nelore. Os resultados ndo mostraram associacdes
entre os polimorfismos e as caracteristicas fenotipicas estudadas. Marcadores
capazes de indicar caracteristicas de interesse desenvolvidos em Bos taurus podem
ser insuficientes para Bos indicus.

Palavras-chave: Polimorfismos. Gene candidato. Deposi¢ao de gordura. Gado de

corte.
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6.2 INTRODUCAO

A melhoria na relagéo entre desenvolvimento de tecido magro e deposi¢ao de
gordura significa melhor conversdo alimentar, menor custo a pecuaria e menos
pressao nos recursos mundiais de alimentos (SILLENCE, 2004). A marmorizacao da
carne associada a deposigdo de gordura intramuscular interfere com habitos de
consumo e pre¢co da carne (KILINGER et al., 2004). Controlar a deposi¢cdo de
gordura subcutanea é importante para qualidade da carcaga e a Espessura de
Gordura Subcutanea (EGS) foi fortemente associada ao rendimento de carcaca
(TAIT et al., 2005). Por ultimo, mas ndo menos importante, a deposi¢cdo de gordura
pode interferir com a percep¢do de maciez da carne (CROUSE et al., 1989).
Trabalhar tais questbes através da selegcdo de animais superiores se tornou uma
promessa da biologia molecular desde que polimorfismos génicos foram associados
a caracteristicas de interesse para bovinocultura e disponibilizados comercialmente
(BARENDSE, 1997; DEKKERS, 2004; RINKER et al., 2006; VAN EENENNAAM et
al., 2007).

O gene LEP codifica a leptina, proteina com 16-kDa produzida por adipécitos
e implicada na regulagdo da ingestdo de alimentos, no balango energético, e na
eficiéncia reprodutiva (HOUSEKNECHT et al., 1998). A concentragdo plasmatica de
leptina foi relacionada com a deposi¢cédo de gordura em bovinos (GEARY et al., 2003)
e 0 gene LEP pbde ser associado ao microssatélite BM1500 relacionado ao
conteudo de gordura em carcagas (FITZSIMMONS et al., 1998). Stone et al. (1996)
mapeou o0 gene LEP no cromossomo 4 e desde entdo muitos polimorfismos foram
descritos e associados a diversas caracteristicas de interesse, desde deposicido de
gordura a fertiidade (BARENDSE, 2005; BUCHANAN et al.,, 2002; POMP et al.,
1997; SCHENKEL et al., 2005; VAN DER LENDE et al., 2005).

O gene TG codifica tiroglobulina, o precursor de triiodothironina (73) e
tetraiodothironina (74) que sao sinais para o desenvolvimento celular de adipdcitos
(AILHAUD et al., 1992; DARIMONT et al., 1993). Espera-se que a EGS bem como a
porcentagem de gordura nos tecidos e no leite seja influenciada por polimorfismos
de TG uma vez que as iodotironinas afetam a diferenciacdo de adipdcitos e os niveis
de T3 e T4 estdo associados com a porcentagem de gordura no leite (FOLLEY;
MALPRESS, 1948). De Martynoff et al. (1987) e Parma et al. (1987) revelaram a
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sequéncia do gene TG e posteriormente polimorfismos foram descritos
(BARENDSE, 1999; GEORGES et al., 1987). O gene TG também pode ser
considerado candidato posicional, pois foi mapeado no cromossomo 14 em bovinos,
onde e associado ao marcador CSSM66 conhecido por sua relagdo com a
marmorizagdo da carne (BARENDSE, 1997). Varios estudos de associagao entre
marcadores localizados no gene TG e a marmorizagao da carne foram realizados,
entretanto os resultados s&o contraditorios (BARENDSE et al., 2004; CASAS et al.,
2005; RINKER et al., 2006; VAN EENENNAAM et al., 2007).

O gene diacilglicerol O-aciltransferase 1 (DGTA1) codifica a enzima
catalisadora da reacao entre diacilglicerol e acil-CoA. Tal reagao representa a etapa
final da sintese de triglicérides, um dos principais componentes da gordura. A
enzima codificada por DGTA1 regula a taxa de triglicérides nos adipdcitos
(COLEMAN; BELL, 1976) e foi associada a homeostase energética (HAVEL, 2001).
Estudos de associagcado consolidam o gene DGTA1 como candidato a apresentar
marcadores para caracteristicas vinculadas a deposigéo de gordura (KUHN et al.,
2004; THALLER et al., 2003; TANTIA et al., 2006). Em funcdo dos quesitos
fisiolégicos € possivel a classificagdo do DGTA71 como candidato funcional.
Recentemente, a frequéncia do polimorfismo DGAT1/Cfrl para animais Bos indicus
brasileiros foi publicada (LACORTE et al., 2006).

Algumas publicacdes geraram conflito por ndo encontrar relagdo entre os
genes e a deposicado de gordura (RINCKER et al., 2006). Além disso, a maioria dos
estudos mencionados foi realizada com animais Bos taurus. Assim, o valor como
possiveis indicadores para caracteristicas de interesse e a segregacdo dos genes
LEP, TG, DGAT1 precisa ser confirmada em animais Bos indicus (Nelore puro e
cruzado).

Os objetivos do presente estudo foram estimar a freqliéncia alélica e
genotipica de polimorfismos pontuais (single nucleotide polymorphisms, SNP)
detectados nos genes LEP, TG e DGAT1, bem como verificar a associagao de seus
gendtipos com Lipideos Totais (intramuscular — LT), Espessura de Gordura
Subcutanea (EGS), Marmorizagdo, Area de Olho de Lombo (AOL) e Forgca de
Cisalhamento (FC) em gado de corte. Os polimorfismos escolhidos foram LEP/Kpn?2|
(BHUCHANAN et al.,, 2002), TG/Psul (THALLER et al., 2003) e DGAT1/Cfri
(LACORTE et al., 2006; WINTER, 2002).
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6.3 MATERIAL E METODO

A seguir segue breve descricdo da metodologia utilizada na obtengdo dos

dados fenotipicos e genotipicos bem como da analise estatistica.

6.3.1 Animais

O estudo incluiu animais das ragas Nelore e Canchim, além de cruzamentos
que utilizam matrizes Nelore na base da formagdo, constituindo cinco grupos
genéticos diferentes. Dentre os 147 animais genotipados, 46 foram da raga Nelore —
N — (Bos indicus), 41 Canchim — C — (5/8Bos taurus + 3/8Bos indicus), 19 Brangus
Tricross — B Tricross — (9/16Bos taurus + 7/16Bos indicus) e 15 Pardo Suigo Tricross
— PS Tricross — (3/4Bos taurus + 1/4Bos indicus). Estes animais foram terminados
na unidade experimental do Departamento de Melhoramento e Nutricdo Animal,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu-SP, Brasil. Esse gado foi amostrado entre quatro fazendas e o sistema de
criacdo utilizado na unidade experimental universitaria foi anteriormente detalhado
por Silveira et al. (2000). Outros 26 animais do cruzamento Rubia Gallega X Nelore
(1/2Bos Taurus + 1/2Bos indicus) foram amostradas de um sistema semi-intensivo
de criagdo. Todos os animais foram abatidos entre 15 e 19 meses de idade.

Apos abate humanitario, em frigorificos colaboradores, as carcagas foram
identificadas e refrigeradas por 24 horas, periodo seguido pela remogao de amostras
(filés) de 2,50cm de largura do musculo Longissimus dorsi (LD) entre a 12% e a 13
costelas da hemi-carcaca esquerda. A Area de Olho de Lombo, também conhecida
como area do Longissimus dorsi, foi mensurada no abatedouro pelo método do
quadrante descrito pelo sistema USDA Quality Grade (1989). As amostras foram
embaladas a vacuo e maturadas sob refrigeracao (1 a 2°C) até 14 dias postmortem

e foram, ent&o, congeladas até que as analises pudessem ser realizadas.
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6.3.2 Caracteristicas Fenotipicas

As andlises dos demais dados fenotipicos — Marmorizacdo da carne (M),
Lipideos Totais (intramuscular, LT), Espessura de Gordura Subcutanea (EGS) e
Forca de Cisalhamento (FC) — foram realizadas no Departamento de Quimica e
Bioquimica, Instituto de Biociéncias, Unesp, Botucatu-SP, Brasil, conforme descrito
abaixo.

A marmorizagdo foi avaliada visualmente (escores subjetivos de 1 a 5)
segundo metodologia descrita previamente (AUS-MEAT LIMITED, 2001). A
espessura de Gordura Subcutanea (EGS) foi mensurada com um paquimetro
seguindo metodologia descrita pelo USDA Quality Grade (1989). Os Lipideos Totais
foram avaliados pelo método de Bligh e Dyer (1959). Em poucas palavras, este
meétodo consiste em retirar, moer e pesar 3 a 5g de carne de cada amostra individual
de Longissimus dorsi, desprovida de qualquer tecido adiposo ou conectivo visivel.
Cloroformio e Metanol foram adicionados a amostra de carne moida e
homogeneizados por 30 minutos, para extragdo dos lipideos. A suspensao foi
centrifugada (1.000g) para separar a fase hidrofilica (descartada), a soélida
(descartada) e a hidrofébica (volume mensurado). Desta fase hidrofobica 5mL foram
transferidos para beckers previamente pesados, os quais foram colocados para
secar em estufa durante a noite (20°C). O conteudo de lipideos foi calculado pela
diferenca de peso do Becker apds a secagem da suspensao hidrofébica. Foram
feitas duplicatas das avaliagdes de Lipideos Totais para cada animal.

A forca de cisalhamento foi determinada de acordo com Wheeler et al. (1995).
Em poucas palavras, as amostras de carne congeladas foram descongeladas sob
refrigeragéo (4°C por 24 horas), até que a temperatura interna atingisse 5 a 6°C. As
amostras foram entdo cozidas até que a temperatura interna atingisse 71°C e depois
foram resfriadas durante 24 horas (5 a 6°C), antes da retirada de seis (6) a oito (8)
cilindros de cada amostra. Os cilindros apresentavam 1,27cm de didmetro e eram
paralelos a orientacdo das fibras musculares. Os cilindros foram cortados pelo
equipamento Warner-Bratzler com 25Kg de capacidade, a velocidade padronizada
de 20cm/minutos. Foi calculada a média dos valores obtidos para os cilindros de
cada amostra e esta média correspondeu ao numero utilizado nas analises

estatisticas.
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6.3.3 Extracao de DNA e genotipagem

Inicialmente, procedeu-se a maceragdo em nitrogénio liquido de 250mg de
carne retiradas das amostras do musculo Longissimus dorsi, cada amostra
representando um individuo.

A extracdo do DNA foi realizada por método n&o fendlico, baseado na
digestdo com protease K e precipitagcdo com NaCl e alcool (SAMBROOCK, 1989).
Cada solugéo de DNA foi checada quanto a concentragao e a integridade e depois
diluida para concentragcdo de trabalho (10ng/uL) e armazenada a -20°C até a
genotipagem.

Os animais foram genotipados para os polimorfismos dos genes LEP, TG and
DGAT1 pela reagdo da polimerase em cadeia seguida pela restricdo enzimatica
originando variagao nos tamanhos dos fragmentos de DNA obtidos. Tal técnica é
conhecida pelo termo em inglés: polymerase chain reaction — restriction length
polymorphism (PCR-RFLP). Os alelos C e T de LEP foram determinados pela
amplificacdo de fragmentos no éxon 2, seguida pela digestdo com a enzima de
restricdo Kpn2l, conforme descrito por Buchanan et al. (2002). Para a determinagao
dos alelos C e T de TG, um fragmento com 548pb localizado na regido né&o
codificadora 5’ foi amplificado e digerido com a enzima Psul, método descrito por
Thaller et al. (2003). Os alelos A e K de DGAT1 foram identificados pela amplificacéo
de um fragmento com 411pb, correspondente ao éxon 8, seguida da digestdo com
Cfrl, de acordo com trabalho de Lacorte et al. (2006).

Depois da digestao dos produtos amplificados dos genes LEP, TG e DGAT1,
os fragmentos de DNA foram separados em geis de agarose 3,5%, 2% e 2%,
respectivamente. O sistema de eletroforese utilizado foi horizontal. Os fragmentos de
DNA foram visualizados no gel em fungao do uso de brometo de etidio e exposigao a
luz ultravioleta. A imagem de cada gel foi fotografada por um sistema digital de foto-
documentacgédo para posterior analise. O tamanho dos fragmentos de restricao foi
determinado pela comparacdo com um marcador, padrao de peso molecular de
100pb. Gendtipos individuais foram determinados para cada polimorfismo pela

analise do tamanho dos fragmentos descritos pelo numero de pares de bases.
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6.3.4 Analise estatistica

Frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas de acordo com Weir
(1990). Diferencas nas frequéncias alélicas dos polimorfismos dentro e entre os
cinco grupos genéticos foram determinadas pelo método de Goodman adaptado por
Curi e Moraes (1981).

As caracteristicas de interesse foram analisadas utilizando o procedimento
General Linear Models (GLM) do programa SAS (STATISTICAL ANALYSIS
SYSTEM, 1999). O modelo linear utilizado para analisar as caracteristicas
quantitativas considerou, adicionalmente ao efeito de grupo genético, a interagéo
entre grupos genéticos e grupos contemporaneos da seguinte forma: Yijk = pu + Gi +
GGCj + eijk, onde Yijk = caracteristica de produgédo (fen6tipo), u = média geral, Gi =
efeito fixo do gendtipo (i = 1,2,3), GGCj = efeito fixo da interagdo grupo genético e
grupo contemporaneo (j =1,...,9), e eijjk = erro aleatorio. O critério para composi¢céo
dos grupos contemporaneos incluiu as variagdes de sexo, idade ao abate,
confinamento e fazenda de origem. Gendtipos com frequéncia muito baixa (abaixo
de 10%) na amostra total de individuos ou grupos genéticos com apenas um
gendtipo ndo foram incluidos na andlise para evitar resultados ndo confiaveis. Pela
mesma razéo, quando a maioria dos animais (> 80%) em um dos gendtipos era do
mesmo grupo genético, o gendtipo foi excluido por completo da analise. O efeito de
touro nao foi incluido no modelo linear, pois havia numero muito pequeno de animais
na amostra originarios de um mesmo touro. A possibilidade de confundir o efeito do
gendtipo com o efeito do touro sobre as caracteristicas fenotipicas estudadas foi

reduzida devido ao grande numero de familias de meio-irmaos.

6.4 RESULTADOS

As variantes alélicas do gene LEP (C e T) foram observadas em todos os
cinco grupos genéticos. Os dois fragmentos, originados pela restricdo, 75 e 19pb
foram observados na presencga do alelo C e o alelo T foi determinado pela presenca

de fragmento intacto com 94pb. Individuos heterozigotos apresentaram os trés
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tamanhos de fragmentos 94, 75 e 19pb (Figura 4). Os grupos genéticos com maior
influéncia Bos indicus (Nelore e Rubia Gallega X Nelore) apresentaram frequéncia
menor do alelo T (4,3 e 7,7%) em comparagao ao grupo Camchim (39%), mas nao
diferenciaram do Brangus Tricross (26,3%) e do Pardo Suigo Tricross (20%).

Nenhum individuo com genétipo TT foi encontrado nestes grupos.

M CT TT CC

Figura 4 — Polimorfismo RFLP produzido pela restrigdo com a enzima Knp2l no
gene bovino LEP. M = 100pb padrdao de peso molecular; CC =
gendtipo caracterizado pela presenca de fragmentos com 75 e
19pb; TC = heterozigotos caracterizados pela presenca de
fragmentos com 94, 75 e 19pb; TT = gendtipo caracterizado pela
presenca de um fragmento com 94bp

As duas formas alélicas do gene TG foram encontradas: C (fragmentos de
restricdo com 295 e 178pb) e T (fragmento com 473pb, produto intacto da PCR).
Alelos C e T do gene TG (Figura 5) foram encontradas na maioria dos grupos
genéticos, mas apenas o alelo C foi encontrado nos animais Nelore resultado na
ocorréncia de um gendtipo unico para esses animais (CC). O grupo genético fruto do
cruzamento Rubia Gallega X Nelore apresentou freqiéncia muito baixa do alelo T
(1,9%). Nao houve diferenga da segregagao deste polimorfismo entre os grupos N,
RG x N e B Tricross. A ocorréncia do alelo T aumentou conforme o acréscimo de

influéncia Bos taurus em cada grupo: Brangus Tricross (15,8%), Canchim (22%) e
Pardo Suigo Tricross (33,3%).
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M CCCT 1T

473pb
295pb
178pb
75pb

Figure 5 — Polimorfismo RFLP ocasionado por restrigdo com a enzima Psul do
gene bovino TG. M = 100bp padrdo de peso molecular; CC =
gendtipo caracterizado pela presenca de fragmentos com 178 e
295pb; CT = heterozigotos caracterizados pela presenca de trés
fragmentos 473, 178 e 295pb; TT = gendtipo caracterizado pela
presenca de um fragmento com 473pb

Os alelos do gene DGAT1 (K e A) segregaram em todos 0s cinco grupos.
Quando apenas o alelo K estava presente identificou-se um fragmento de 411bp,
correspondente ao produto intacto da amplificacdo. Na presenca do alelo A estava
presente uma banda, a qual representa dois fragmentos de restricdo descritos em
trabalhos anteriores (208 e 203bp). Individuos heterozigotos foram identificados pela
presenca de fragmentos com os trés tamanhos 411, 208 e 203pb (Figura 6). O alelo
A foi marcadamente menos freqlente em animais da raca Nelore, os quais
apresentaram apenas 5,4% de A em comparacgao ente 53 e 67%, considerando os

valores de todos os outros grupos.

M KA KK AA

411pb
208 and 203pb

Figura 6 — Polimorfismo RFLP produzido pela restricdo com a enzima Cfrl no
gene bovino DGAT1. M = 100pb psdrao de peso molecular; AA =
gendtipo caracterizado pela presencga de dois fragmentos com 203
e 208pb; KA = heterozigotos caracterizados por trés fragmentos
411, 203 e 208pb; KK = gendtipo caracterizado pela presenca de
um fragmento com 411pb
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FreqUéncias alélicas e genotipicas descritas para os trés polimorfismos, em

cada grupo genético se encontram resumidas nas tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4 - Frequéncias alélicas dos polimorfismo de LEP, TG e DGTA1 nos cinco grupos
genéticos e na amostra como um todo (Maio de 2007, Botucatu)

Grupo Genético

Polimorfismos Alelos N RG x N C B Tricross PS Tricross Total
n=46 n=26 n=41 n=19 n=15

LEP/Kpn2l C 0,957 0,923/ 0,610°30,737"52 0,800"52 0,810

T 0,043%° 0,0775" 0,390 0,263"B"° 0,2007BP 0,190

TG/Psul C 1.000™ 0,981"2 0,780°2 0,842"%2 0,667°:° 0,881

T 0,000%° 0,019 0,220"" 0,158"B® 0,333/ 0,119

DGAT1/Cfil K  0,946™2 0,4625°° 0,329%P 0,4745°° 0,367%% 0,568

A 0,054%° 0 53" 0,671%2 0,526 0,633/ 0,432

n equivale ao nimero de individuos em cada grupo genético. N = Nelore; RG x N = Rubia

Gallega x Nelore; C = Canchim; B Tricross = Brangus Tricross; PS Tricross = Pardo Suigo

Tricross.

A B | etras distintas significam diferenca na freqiiéncia alélica entre grupos genéticos (P< 0.05).

a.b | etras distintas significam diferenca na freqiiéncia alélica dentre cada grupo genético (P< 0.05).

O polimorfismo do gene LEP foi informativo em todos os grupos genéticos,

embora o numero de individuos que apresentou o alelo menos frequente (T7) foi

reduzido entre os animais Bos indicus (Nelore). O polimorfismo do gene TG nao foi

informativo para os animais Bos indicus (Nelore). O polimorfismo do gene DGAT1 foi

informativo em todos os grupos genéticos, mas dentre os individuos de gendtipo KK

mais de 80% foram do mesmo grupo genético, o Nelore.
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Table 5 — Frequéncias genotipicas dos polimorfismos de LEP, TG e DGTA1 nos
cinco grupos genéticos e na amostra como um todo. Botucatu, 2007.

Grupo Genético

Polimorfismo Genétipo N RG x N C B Tricross PS Tricross Total
n=46 n=26 n=41 n=19 n=15

LEP/Kpn2| cC 0,913 0,846 0,415 0,526 0,667 0,687

CT 0,087 0,154 0,390 0,421 0,267 0,245

TT 0,000 0,000 0,195 0,053 0,067 0,068

TG/Psul cC 1.000 0,962 0,610 0,648 0,467 0,789

CT 0,000 0,038 0,341 0,316 0,400 0,184

TT 0,000 0,000 0,049 0,000 0,133 0,027

DGAT1/Cfrl KK 0,913 0,077 0,073 0,067 0,158 0,347

KA 0,065 0,769 0,512 0,632 0,600 0,442

AA 0,022 0,154 0,415 0,211 0,333 0,211

n equivale ao numero de individuos em cada grupo genético. N = Nelore; RG x N =
Rubia Gallega x Nelore; C = Canchim; B Tricross = Brangus Tricross; PS Tricross = Pardo
Suigo Tricross.

A analise visual da Marmorizagao da carne se revelou ineficiente para os
individuos da raga Nelore e para os cruzamentos estudados, animais abatidos em
idade jovem, pois a variabilidade do escore foi muito baixa. A grande maioria dos
animais apresentou escore 1 e apenas alguns poucos animais apresentaram escore
2. Assim, nao foram feitos estudos de associagao para esta caracteristica. A média
dos quadrados minimos e o desvio padrao de cada caracteristica fenotipica,

referente a cada gendtipo estdo apresentadas na tabela 6.
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Table 6 — Média dos quadrados minimos e desvio padrao para caracteristicas
fenotipicas, valores encontrados nos grupos genotipicos dos
polimorfismos LEP/Kpn2l, TG/Psul e DGAT1/Cfrl (Maio de 2007, Botucatu)

Caracteristicas Fenotipicas

Locus Genétipos EGS (cm) LT AOL (cm?) FC (Kg)
LEP/Kpn2I CcC 3,42+1,50 0,016+0,012 67,61£9,72 3,68+0,87
CT 3,96+1,60 0,015+0,010 69,20+£9,09  3,70+0,88

TG/Psul CcC 3,85£1,55 0,021+0,011 73,50£10,25  3,41+0,53
CT 4,00+1,63 0,017+0,013 73,0548,25  3,30+0,79

DGAT1/Cf AA 3,19¢1,76  0,017+0,012  69,76£10,39  3,6410,75
AK 3,43+1,46 0,016£0,012 70,19£10,69 3,42+0,72

EGS = Espessura de Gordura Subcutanea; LT= Lipideos Totais; AOL = Area de Olho de Lombo.

Os gendtipos CC e CT foram analisados no estudo de associagéao feito para o
polimorfismo LEP/Kpn2l, mas nenhum efeito significativo foi encontrado para os
fendtipos de EGS (p=0,1038), LT (p=0,6298), AOL (p=0,3355) e FC (p=0,9189).
Para caracterizar os efeitos do polimorfismo TG/Psul, os gendtipos CC e CT foram
testados. Nao houve efeito de gendtipo (TG/Psul) para as caracteristicas EGS
(p=0,7101), LT (p=0,2813), AOL (p=0,8044) ou FC (p=0,4361). Para o polimorfismo
DGAT1/Cfl os gendtipos AA e AK foram considerados e também n&o foram
encontradas associacbes com as caracteristicas pesquisadas: Espessura de
Gordura Subcutanea (p=0,5244), Lipideos Totais (p=0,6293), Area de Olho de

Lombo (p=0.8235) ou Forca de Cisalhamento (p=0,2124).

6.5 DISCUSSAO

Em 1997, Pomp et al. (1997) descobram um marcador RFLP no gene LEP
utilizando a enzima Sau3Al, o qual segregava em inumeras ragas Bos taurus, mas
era fixado em gado Brahman (Bos indicus). Bhuchanan et al. (2002) fizeram uso da
enzima Kpn2l para revelar a substituicdo de citosina (C) por timina (T) no éxon 2 do
gene LEP, animais das ragas Angus, Hereford e Charolésa (Bos taurus). Para tal

substituicdo foi prevista a troca entre os aminoacidos argenina e cisteina
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(AF120500). A frequéncia geral encontrada para os alelos de LEP por Buchanan et
al. (2002) foi de 54% e 46% para os alelos C e T, respectivamente. Estes numeros
sdo aparentemente distintos dos encontrados pelo presente estudo, ou seja, 81%
para o alelo C e 19% para o alelo T. Tal diferenga pode ser explicada pelo fato da
literatura citada ter estudado apenas animais Bos taurus, enquanto o presente
trabalho genotipou animais Bos indicus e cruzamentos entre Bos indicus e Bos
taurus. Na verdade, mesmo entre animais Bos taurus as frequéncias alélicas podem
variar dependendo da origem da raga. As ragas britanicas apresentam maior
frequéncia de T, enquanto nas continentais maior ocorréncia de C (BUCHANAN et
al., 2002).

Polimorfismos do gene da leptina foram associados com diversas
caracteristicas de importdncia econdmica incluindo capacidade de ingestédo
alimentar, producéo de leite e caracteristicas de carcaga (VAN DER LENDE et al.,
2005). Um estudo com Bos tarus (Angus, Charolais, Limousin and Simmental)
descreveu associagao entre polimorfismos do éxon 2 (LEP) e rendimento de tecido
magro na carcaga (SCHENKEL et al., 2005). Geary et al. (2003) descobriram uma
relacdo negativa entre concentragbes plasmaticas de leptina e Area de Olho de
Lombo, além disso, as concentragdes de leptina foram associadas com classificagao
de carcaga e deposicdo de gordura (marmorizagdo, espessura de gordura
subcuténea, deposicéo de gordura em rim e coragéo, deposi¢cédo de gordura pélvica),
em cruzamentos entre ragas Bos taurus (1/2 Angus + 1/4Charolais + 1/4Tarentaise).
Nenhuma correlagdo foi encontrada entre Area de Olho de Lombo e LEP no
presente estudo, o que contradiz os trabalhos anteriores.

A deposicao de gordura foi afetada pelo gendtipo e animais homozigtos para
o alelo T produziram mais mMRNA (expressao génica da leptina) do que animais
homozigotos para o alelo C em Bos taurus (BUCHANAN et al.,, 2002), mas
resultados semelhantes n&o foram repetidos em Bos indicus puro ou cruzado (dados
aqui apresentados). Os resultados aqui apresentados sao consistentes com um
estudo de associagao que pesquisou 3129 individuos, incluindo diversas racas Bos
taurus e 317 animais Bos indicus (Brahman), conduzido por Barendse (2005) que
nao encontrou associagdes entre o polimorfismo LEP/Kpn2l e marmorizagao,
espessura de gordura subcuténea, deposi¢cédo de gordura total e intramuscular.

A deposicao de gordura, especialmente gordura intramuscular, pode interferir

com a percepgao de maciez da carne (CROUSE et al., 1989). Estudo anterior mostra
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associagcao entre LEP e maciez da carne (SCHENKEL et al., 2005). Por isso,
testamos os efeitos dos polimorfismos de LEP, TG e DGAT1 sobre a forca de
cisalhamento (estimativa mecanica da maciez da carne), mas nenhuma associagao
foi encontrada. De acordo com Crouse et al. (1989), escores mais altos para maciez
foram obtidos em painéis sensoriais quando o conteudo de gordura intramuscular
ultrapassava 5%. No presente trabalho, os valores observados para os Lipideos
Totais (gordura intramuscular) ndo excederam 3%, o que pode ter dificultado a
observagdo uma associagao entre gendtipo, deposi¢cdo de gordura e maciez da
carne.

O polimorfismo na regido nao codificadora 5’ do gene TG foi patenteado por
Barendse (1999) e é avaliado pela técnica PCR-RFLP com o uso da enzima Psul
que possibilita a distingao entre os alelos C e T. Nossos resultados mostraram que o
alelo T é menos frequente que o C. Resultados semelhantes — 22 a 25% de
freqiéncia do T — foram descritos para animais Bos taurus (MOORE et al., 2003;
THALLER et al., 2003). Pode-se pressupor que a influéncia da genética Nelore na
raca Canchim e nos cruzamentos Tricross aumentou a variacao na frequéncia alélica
do T (15 a 33%) em comparagdo aos numeros apresentados para Bos taurus. A
freqiéncia baixa de T ja havia sido relatada para animais Bos indicus na raca
Brahman (CASAS et al., 2005), mas este & o primeiro registro de fixagdo do alelo C
em animais Nelore.

Estudos anteriores relataram os efeitos do polimorfismo TG/Psul sobre
caracteristicas de marmorizagao da carne (BARENDSE, 1999), EGS e AOL (CASAS
et al., 2005); gordura intramuscular (THALLER et al., 2003); diferengas esperadas na
progénie (DEP) para porcentagem de cortes de carne e para peso de carcaga
(RINCKER et al., 2006). Além disso, Barendse (2004) sugeriu que TG/Psul é uma
mutacao funcional, responsavel por alteragdes fenotipicas associadas ao QTL e que
T € o alelo favoravel para a deposicdo de gordura intramuscular. Mesmo assim,
resultados contraditérios tém sido publicados e os dados do presente trabalho
concordam com aqueles que nao encontraram associacdes entre o polimorfismo de
TG e marmorizagdo ou maciez da carne em Bos indicus (CASAS et al., 2005).
Rincker et al. (2006) n&o encontraram associagdo entre o polimorfismo e a
marmorizagéo, a gordura intramuscular, a AOL ou a EGS em animais Bos taurus da
raga Simental. Moore et al. (2003) ndo encontraram associagao entre o polimorfismo

e DEP relacionada a EGS em Bos taurus. A variagao alélica entre Ce T no gene TG
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€ avaliada comercialmente pelo painel de marcadores GeneSTAR Quality Grade
(Genetic Solutions/Bovigen Pty. Ltd.) e o ultimo estudo de validagdo confirmou a
presenca de T entre as carcagas dos tipos Choice ou Prime, embora ndo se tenha
conseguido associar o marcador com Marmorizagdo (VAN EENENNAM et al., 2007).
No presente trabalho, a baixa frequéncia do alelo favoravel (T) pode ter dificultado a
associagao do polimorfismo com as caracteristicas fenotipicas, afinal apenas 4
animais pertenciam ao grupo TT (poucos dados fenotipicos para trabalhar).

Winter et al. (2002) descreveram o polimorfismo DGAT1/Cfrl (AW446985 —
GRISART et al., 2004) como sendo uma alteracdo n&o conservativa de dois
nucleotideos GC para AA nas posigdes 10433 e 10434 (AJ318490). A alteragao de
nucleotideos leva a substituicdo de lisina por alanina na proteina (K232A). Winter et
al. (2002) associaram o alelo carreador da lisina ao maior conteudo de gordura no
leite, sugerindo ainda que o polimorfismo seria uma mutagédo funcional no QTL
descrito para conteudo de gordura no leite. Foi observado que a variante K era mais
comum em vacas Jersey (cerca de 80% de frequéncia do alelo K), seguidas por
vacas Holandesas e vacas da raga Anatolian Black (aproximadamente 35% de K) e
por ultimo em outras ragas de corte, Bos taurus (inferiores a 20%). Estudos
anteriores realizados em Bos indicus de corte mostraram o alelo K como sendo
fixado nessas ragas (TANTIA et al., 2006; WINTER et al., 2002) ou presente em
frequéncia muito elevada (CASAS et al., 2005). Lacorte et al. (2006) mostraram em
seus resultados que o alelo K estava fixado em animais Nelore e Guzera (Bos
indicus).

A novidade do presente trabalho esta em revelar a ocorréncia, em baixa
frequéncia, do alelo A em animais Nelore (5,4%). Os animais cruzados (Bos indicus
X Bos taurus) apresentaram 33 a 48% de frequéncia de K, um numero intermediario
entre os resultados encontrados em literatura (MOORE et al., 2003; WINTER et al.,
2002) nas ragas de corte Bos taurus e os resultados aqui mencionados para Bos
indicus. A falta de associacdo entre o alelo K e maior Marmorizacdo ou maior
porcentagem de Lipideos Totatis encontrada no presente trabalho ndo condiz com a
literatura que considera o polimorfismo DGAT1/Cfrl como funcional para
caracteristicas relacionadas a deposi¢cdo de gordura (GRISART et al., 2004). Mas,
as discrepancias de resultados entre animais com diferente base genética a respeito
dos efeitos de DGAT1/Cfrl sdo conhecidas, pois o efeito significativo sobre gordura

intramuscular em vacas Holandesas nao foi encontrado em animais da raga
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Charolésa num mesmo estudo (THALLER et al., 2003). Os resultados aqui descritos
sdo consistentes com os de Casas et al. (2005) que ndo encontrou associagdes
entre os alelos K e A e caracteristicas como EGS, marmorizacdo, score de maciez
ou AOL em gado Brahman (Bos indicus). Kuhn et al. (2004) descreveram
polimorfismo baseado no numero de sequéncias repetitivas (variable number of
tandem repeat, VNTR) localizado no sentido 5’ do gene DGAT1 que tem efeito sobre
o conteudo de gordura no leite e pode explicar a variagdo desse fendtipo mesmo
entre animais AA (homozigotos para DGAT1/Cfrl), esclarecendo aspectos do QTL no
BTA14. Existe possibilidade de que o polimorfismo 5 VNTR DGAT1 contribua para a
variagao na deposi¢cao de gordura em animais Bos indicus.

Concluindo, discrepancias entre estudos de associacdo podem estar
relacionadas a diferentes influéncias genéticas, efeitos epistaticos e/ou influéncias
do ambiente e do manejo sobre os dados fenotipicos (DEKKERS, 2004). Tais fatos
somados a fixagao (ou baixa frequéncia de alelos) em Bos indicus (Nelore) e a falta
de associagdes significativas encontradas neste estudo para os marcadores
mencionados dos genes LEP, TG e DGAT1 reforcgam a afirmacédo de Casas et al.
(2005) que afirmam ser necessario o desenvolvimento de marcadores adicionais

adequados ao gado Bos indicus.
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7 CONCLUSOES

As freqUéncias alélicas do polimorfismo estudado no gene CAPN17 foram
semelhantes entre os cinco diferentes grupos genéticos, contrariando a hipotese
formulada.

As frequéncias alélicas dos demais polimorfismos pesquisados — CAST/Xmnl,
LEP/Psy2l, TG/Psul, DGAT1/Cfl — foram diferentes entre os grupos genéticos,
corroborando com a hipdtese. Pela primeira vez foi descrita a segregagdo dos
polimorfismos CAST/Xmnl, LEP/Psy2|l e DGAT1/Cfrl na raga Nelore. O polimorfismo
TG/Psul nao foi informativo na raga Nelore, pois todos os animais deste grupo
apresentaram gendtipo homozigoto para o alelo C.

Nao foram encontradas relacdes entre as caracteristicas fenotipicas — Forga
de Cisalhamento e Area de Olho de Lombo — e os polimorfismos dos genes CAPN1
e CAST, negando a hipétese. Quanto ao indice de Fragmentacdo Miofibrilar, ndo foi
encontrada relagdo deste com CAPN1, mas houve efeito dos gendtipos de CAST
sobre os valores médios de MFI. Assim, o polimorfismo CAST/Xmnl tem potencial
para ser indicador de maciez da carne, sendo o gendtipo AA relacionado a maiores
numeros de MFI, em bovinos Bos indicus e respectivos cruzamentos com Bos
taurus.

Nao foram encontradas relagcdes entre as caracteristicas fenotipicas —
Espessura de Gordura Subcuténea, Lipideos Totais, Marmorizacdo, Forca de
Cisalhamento e Area de olho de lombo — e os polimorfismos LEP/Psy2|, TG/Psul,

DGAT1/Cfrl, negando a hip6tese formulada para estes marcadores.
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