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Avaliacao de diferentes combinacoes genotipicas para
polimorfismos no gene da u-calpaina e calpastatina associados
com a maciez da carne em bovinos da raca Nelore
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.....oducao de sangue. Andlise de maciez. Foram coletados das meias

Por muito tempo a carne bovina foi comercializada como
um produto tendo a unica opgao relacionada a qualidade, os
cortes comumente conhecidos. No entanto, as exigéncias
atuais dos consumidores ndo estdo restritas somente a esta
caracteristica, ¢ cada vez mais buscam novos produtos
de maior qualidade. Assim, € crescente o movimento
dos agentes da cadeia em busca de alternativas. Uma das
maneiras utilizada para promover a diferenciaggo, ¢ a busca
por qualidades intrinsecas do produto final. Varia¢des
genéticas que possam ser associadas com caracteristicas
de qualidade da camme e que garantam maior satisfagdo
aos consumidores, vém assumindo papel de destaque
por parte de pesquisadores do mundo inteiro. Enfre essas
caracteristicas, a maciez da carme ¢ sem duvida, uma das
mais importantes. Portanto, existe grande interesse pela
selegdo de animais cuja genética seja favoravel a maior
maciez da carne, particularmente em animais de origem Bos
indicus, que representam a base da produgdo de carne no
Brasil. Estudos tém evidenciado que as proteases neutras
ativadas por ions de calcio, denominadas calpainas e
seu inibidor enzimatico, a calpastatina, sdo parcialmente
responsaveis pela protedlise pos mortem, conduzindo ao
aumento progressivo da maciez da carne. Polimorfismos
no gene da p-calpaina ja foram reportados por PAGE et al,
(2004), CASAS et al (2005), WHITE et al, (2005), CASAS
et al (2006) e no gene da calpastatina por SCHENKEL et al,
(2006), influenciando significativamente a maciez da carne
em trabalhos com ragas taurinas e alguns cruzamentos. No
entanto, estudos da utilizagdo de polimorfismos em genes
ligados & maciez da carne em animais da raga Nelore, ainda
sdo pouco explorados.

Objetivos

O objetivo do trabalho foi avaliar os diferentes
polimorfismos no gene da p-calpaina e calpastatina, bem
como seus efeitos conjuntos em relagdo a maciez da carne
em bovinos da raga Nelore.

Material e Métodos

Animais avaliados. Foi extraido o DNA de 292 animais
da raga Nelore, empregando-se o método de extragdo e
precipitagdo das proteinas em NaCl a partir de amostras

carcagas, trés bifes de 2,5 cm de espessura do misculo
Longissimus dorsi, entre a 12° e 13* costela em diregdo
caudal. Os bifes foram identificados individualmente,
embalados a vacuo (embaladoura Selovac M160) em filme
flexivel de alta barreira, Polyfilm®, apds as 24 horas de
resfriamento das carcagas. As amostras sofreram processo
de maturagdo a 2°C por 7, 14 e 21 dias pos mortem,
respectivamente. Posteriormente, as amostras foram
avaliadas quanto a maciez, conforme os procedimentos
recomendados por Koohmaraie et al. (1994), onde seis
cilindros de cada amostra, com aproximadamente 13
milimetros - de didmetro, foram cisalhados utilizando-se
um Warner Braztler Shear Force(WBSF). Identificagdo
dos polimorfismes. A caracterizagdo e determinagdo dos
genoétipos para os marcadores CAPN (316, 530 e 4751) e
CAST foi realizada por meio de PCR em Tempo Real,
utilizando o equipamento ABI Prism® 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). Foi utilizado o
sistema de detec¢gdo TagMan™, sendo sintetizadas sondas
de forma a parear seletivamente no DNA molde onde se
encontra o polimorfismo de interesse. Os polimorfismos
em questdo, ja descritos em outras populagdes € possuem
a seqiiéncia depositada no GenBank para os marcadores
da p-calpaina e calpastatina. As propor¢des de individuos
heterozigotos e homozigotos para cada loco foram estimadas
por meio das leituras de fluorescéncias das sondas e foram
utilizadas para a determinagdo das freqiiéncias genotipicas
em cada marcador. Para a reagdo de PCR foi utilizado
aproximadamente 10 ng de DNA para uma reagéo de 10 pl,
contendo 5 ul TagMan® Universal Master Mix (2x) e 0,250 pl
do Assay Mix (40x) da Applied Biosystens, em 38 ciclos de
1 minuto & 94°C, 30 segundos a 58°C e 1 minuto a 72°C.
Efeito das combinagdes genotipicas dos polimorfismos
sobre a maciez da carne. Para avaliar as implicagdes dos
resultados moleculares sobre a caracteristica da maciez
da came, foram utilizadas as informagdes obtidas dos
testes de maciez (Shear Force) como variavel dependente.
Apenas marcadores que apresentaram todos os possiveis
gendétipos e com freqiiéncias observadas superiores a 4%
foram utilizados para avaliagdo dos efeitos nas diferentes
combinagdes genotipicas em relagdo maciez da carne. Essas
analises, considerando os diferentes dias de maturagio,
foram realizadas a partir do modelo proposto por White et al.
(2005). O modelo pode ser representado da seguinte forma:
Yig=p+ Ci+ 8§+ G+ Byl — 1) + ey, em que: Yy = €
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o valor observado para a caracteristica maciez; )L = é uma
constante inerente a todas as observagdes; C; = é o efeito
fixo de grupo de contemporéneos i; S; = € o efeito aleatério
de reprodutor j, com média 0 e varidncia 6%; G, = é o efeito
fixo da combinagdo genotipica dos marcadores em questio;
B, = € coeficientes de regressdo linear da caracteristica ¥,
em relagdo a idade do animal ao abate, incluido no modelo
como covariavel; J;;; = € a idade do animal ao abate; I=¢éa
média de idade ao abate dos animais avaliados; e, = efeito
aleatério residual associado a caracteristica ¥j;;, com média
0 e varidncia 02,

Resultados e Discussao

As estimativas de médias, desvios-padrdo, coeficientes
de variagdo, minimos e méximos para as varidveis
avaliadas encontram-se no Quadro 1. Observa-se que as
médias da maciez decresceram com o avango em dias da
maturagdo. Estes resultados corroboram com processos
pos mortem sofridos pela carne, uma vez que as proteases
agem na desestruturagdo de algumas fibras musculares,
propiciando maior maciez na carne maturada. O coeficiente
de variagéo da idade ao abate observado (5,3%), demonstra
a homogeneidade do lote avaliado. J& os coeficientes de
variagdo relacionados a maciez para os diferentes dias de
matura¢do, foram superiores ao coeficiente de variagdo
observado para a idade ao abate dos animais. No Quadro
2 estdo apresentadas as freqii€ncia genotipicas observadas
para cada marcador molecular avaliado. Foram verificadas
baixas freqiiéncias para algumas formas genotipicas nos
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marcadores CAPN316 e 530, sendo que para o marcador
CAPNS530, ndo foram obtidos animais com genétipos AA.
Este fato impede a avaliagdo conjunta destes marcadores,
em andlises de associagdo que contemplem combinagdes
genotipicas de dois ou mais marcadores simultaneamente na
presente amostra. Distribui¢do dos animais (N), estimativas
para os contrates € os erros padrdo associados aos efeitos
dos genétipos dos marcadores CAPN4751 e CAST,
avaliados simultaneamente para caracteristicas maciez
da carne maturada aos 7, 14 e 21 dias, estdo apresentados
no Quadro 3. Os resultados encontrados no presente
trabalho, demonstraram que o alelo “C” é favoravel para
marcadores da p-calpaina e calpastatina, propiciando
menores valores de “Shear Force” (expressos os desvios
em kilogramas), indicando maior maciez da carne. WHITE
et al, 2005 e SCHENKEL et al, 2006, relataram efeitos
significativos para maciez da carne quando analisaram os
dois marcadores em andlises individuais (single markers
analisys). A associagdo significativa da maciez da carne
com combinagdes genotipicas para outros dois diferentes
polimorfismos da calpaina também j4 foi relatado por PAGE
et al, (2004), trabalhando com animais de origem taurina.
As nove possiveis combinag¢des genotipicas encontradas nos
individuos avaliados, demonstraram para as trés datas de
maturagdo, a existéncia de efeitos significativos. A medida
que as combinagdes dos genétipos incluem as formas alélicas
favoraveis, nesse caso os alelos “C”, foram verificadas
quedas nas estimativas de “Shear Force”, em kilogramas,
caracterizando o aumento da maciez nos diferentes dias de
maturagio da carne.

Quadro 1. Ntimeros de observagdes (N), médias (MED), desvios padrdo (DP),coeficientes de variagdo (CV), minimo (MIN)
e maximo (MAX) para a maciez da carne maturada aos 7, 14 e 21 dias, bem como, para idade dos animais ao abate.

Caracteristica Avaliada * N MED DP CV(%) MIN MAX
WBSF-7d", kg : 292 5,94 145 2437 2,33 9,99
WBSF-14d", kg 292 4,83 1.28 26,52 1,32 9.34
WBSF-21d9, kg 202 4,15 1,13 2598 1,61 7,73
IDABATE, meses 282 2421 1,29 5,39 21,50 20,22
* Expressa os desvios em kilogramas forga pelo Warner Blaziler Shear Force(WBSF),
* WBSF-Td = maciez da carne com sete dias de maturaglo, avalinda por WBSE; © WBSF-14d = maciez ds carne com gquatorze dins de maturagio, avalinda
por WBSF: * WESF-21d = maciez da came com vinte ¢ um dizs de maturagio, avaliada por WEBSE.
Quadro 2. 'reqiiéncia genotipicas observadas para os marcadores moleculares avaliados
CAPN316 CAPN530 CAPN4751 CAST1
Genétilj;;)s Freqiiéncia Genotipos  Fregiiéneia Giendtipos Fregiiéncia Grendtipos Freqiiéncia
CG AA 0 CcC 13 CC 126
GC GA 39 TC 90 CG 32
GG 289 GG 253 T 189 GG 34
Total 291 292 292 292
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Quadro 3. Distribui¢8o dos animais (N), estimativas para os contrastes (EST) e os erros padrio (EP) associados aos efeitos dos
gendtipos dos marcadores CAPN4751e CAST, avaliados simultaneamente, para caracteristicas maciez da carne maturada

aos 7, 14 e 21 dias.

Murcador CAST

Caracteristica Marcador e Ly o
Avaliada * CAPN4751 EST+EP N ESTHEP EST+EP N
CcC -1,35+1,11 2 -1,1240,60 8 -0,89+0,89
WBSF-14°, kg TC -0,90+0,39 41 -0,6740,41 39 -0,4410,57 10
TT -0,46+0,36 83 -0,2310,36 85 0,00+0,45
P=0,0175
CcC -1,4610,97 2 -1,1640,52 8 -0,87+0,77
WBSF-144 €, kg TC -1,02+0,34 41 -0,7310,35 39 -0,4410,49 10
TT -0,58+0,31 83 -0,29+0,31 85 0,00+0,39 21
P=0,0023
cC -1,34+0,87 2 -1,1240,47 8 -0,90+0,70
WBSF-21d4, kg TC -0,89+0,31 41 -0,67+0,32 39 -0,4540,45 10
™ -0,44+0,28 83 -0,2210,28 85 0,00+0,35 21
P=0,0038

* Expressa os desvios em kilogramas for¢a pelo Warner Blaztler Shear Force(WBSF);
b WBSF-7d = maciez da came com sete dias de maturag3o, avaliada por WBSF; € WBSF-14d = maciez da came com quatorze dias de maturagdo, avaliada
por WBSF; 9 WBSF-21d = maciez da carne com vinte e um dias de maturago, avaliada por WBSF.

Conclusoes .

Diferengas na maciez da carne emrelag@o s combinagdes
genotipicas, para os polimorfismos da p-calpaina e da
calpastatina sugerem a possibilidade da utilizagdo de
ferramentas moleculares visando o aumento da qualidade da
carne em bovinos da raga Nelore. Estudos futuros devem
ser realizados em amostras de tamanho superior ao utilizado
neste trabalho, possibilitando encontrar para os marcadores
CAPN 316 e 530, todas as formas genotipicas € com
freqiiéncias que permitam andlises conjuntas.
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