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Resumo: A identificacdo precoce de animais que apresemat®ncial para producdo de carne de qualidade,
pela utilizacdo de testes de DNA, constitui umadrtgnte ferramenta para viabilizar a selecdo do®daitores
gue possuem estas caracteristicas, aumentandua, asgiialidade da carne do rebanho comercial. ® QaST
codifica a proteina calpastatina que é respong@lalinativagdo das enzimas calpainas (amaciadarearne),
contribuindo para que a carne endurega no procpesemortem. Neste trabalho, foram avaliadas as
frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfise#&T/Xmnl entre as ragas Bonsmara, Caracu e Senepol
(taurinas adaptadas), Nelore (zebuina) e Angusirftando adaptada) em 111 touros escolhidos del@oam

0 menor grau de parentesco possivel. A genotipdgenealizada por PCR-RFLP e as freqiiéncias aklea
genotipicas foram comparadas utilizando o tes@ueajuadrado. Houve diferenca significativa nagdiéncias
alélicas e genotipicas entre as racas (p<0,05)osgue as racas Angus e Bonsmara apresentaramia®sna
valores de frequéncia para o alelo A (88,6%). Andelore foi a que apresentou maior frequéncia paaialo

B (54,2%), seguida pela Caracu (36,4%) e pela $£1{2p,6%). Esse marcador mostrou-se viavel pdegde

de bovinos, j4 que a alta frequéncia do alelo Aeolada na populagdo em estudo, permite que odefste
aplicado, desde que confirmada a associa¢éo dels®mgismo com a maciez da carne.

Palavras—chavebovinos, cruzamentos, ragas taurinas adaptadagasehssistida por marcadores
Allelic and genotypic frequencies of theCAST/Xmnl polymorphism in beef cattle

Abstract: The early identification of animals that presenpaiential for the production meat tenderness, by
DNA tests, is an important tool to make the seteciof bulls that have these characteristics, irsingg thus,
the meat quality of the commercial herd. T&ST gene codifies the calpastatin protein, that ipoasible for
the inactivation of the calpain enzymes and infaespost-mortem tenderness of meat. In this paper, the
differences of allelic and genotypic frequenciepaolfymorphismCAST/Xmnl in Bonsmara, Caracu and Senepol
(tropically adapted taurine), Nellore (zebu) andyds (non-adapted taurine) breeds were evaluBtdts were
chosen with the smallest possible level of relaiop among them. The genotyping was carried ouPGR-
RFLP and the allelic and genotypic frequencies wamapared using chi-square tests. Significant diffees
were observed in allelic and genotypic frequendietween the breeds (p<0,05), where the Angus and
Bonsmara breeds presented a higher frequency dilltle A (88,6%). The Nellore breed presentedghéui
frequency the B allele (54,2%), followed by Car486,4%) and Senepol (28,6%) breeds. This markérbsil
useful in the selection of bovines, as the higlydmcy of the A allele observed in the studied jbatmn,
allows this test to be applied with effectiveness|ong as the association of this allele withrtteat tenderness

is confirmed.
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Introducao

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino mundiahdeeo segundo maior produtor de carne e o segundo
em numero de abates. Entretanto, o Pais ndo expan@aos mercados de maior valor agregado, poisree c
brasileira ndo é considerada de boa qualidade Emarea fatores como maciez, marmoreio e deposiedo
gordura na carcaca. Dentre as variacdes de mabmarvadas entre as racas, sabe-se que quanto anaior
proporcao de sangue zebuino no rebanho, menoregss@alores encontrados. Grande parte desta variacd
deve-se a diferencas no complexo enzimatico calpzdipastatina que atua na carne apés o abateirdalan
(Rubensam et al.,1998).



Segundo Burrow (2006), em programas de cruzanemt@ambientes tropicais é possivel utilizar racas
de bovinosBos indicus e racgas taurinas adaptad&@oq taurus) para otimizar a heterose e maximizar a
produtividade. As racas taurinas adaptadas sd@sisad programas que visam melhorar a qualidadarda,c
o rendimento de carcaca, a taxa de fertilidadeemmperamento, sem comprometer a adaptacédo do aaimal
ambiente. Desse modo, a utilizacdo de diferentggsram sistemas de cruzamentos planejados é umhaami
rapido e simples para aumentar a lucratividademadutividade do rebanho comercial.

Vérios genes relacionados com a qualidade da damwi@a ja foram identificados, sendo um deles o
gene CASIT, que codifica a enzima calpastatina. Neste comteat objetivo deste trabalho foi avaliar as
diferencas de freqliéncias alélicas e genotipicagotimorfismo CAST/Xmnl em touros das racas Bonsmara,
Caracu e Senepol (taurinas adaptadas), Nelore ifmba Angus (taurina ndo-adaptada), visando @nieat
escolha de uma raca taurina adaptada para prodegéne de qualidade em sistemas de cruzamento.

Material e Métodos

Para a determinagdo das freqliéncias alélicas digeas do gene€AST foram obtidas amostras de
sémen e de sangue de 111 touros das racas Bon&@RBamaimais), Caracu (22), Senepol (21), Angus €2)
Nelore (24) de centrais de inseminacdo, de as<imsade racas e de criadores. Essas amostras fecathidas
de acordo com o0 menor grau de parentesco possitrel @ animais, levando-se em consideracéo a lpgnea
dos touros. Os DNAs genémicos foram extraidos @edaccom o método descrito por Regitano & Coutinho
(2001) e quantificados em espectrofotdméthvospec 2000 (Pharmacia Biotech).

Para a determinacéo dos alelos A e B do g&%@T, um segmento de aproximadamente 1.500 pares de
bases (pb) foi amplificado por meio da Reagéo enfel@ada Polimerase (PCR) e, em seguida, digeridoao
enzima de restricB¥mnl segundo a metodologia descrita por Chung e80Y). Cada PCR foi realizada em
volume final de 25 pL e a mistura para amplificac@nstituiu-se de: 50 ng de DNA genémico, 0,2 peM d
cadaprimer, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM de KCI, 2,0 mM #MgCh, 0,2 mM de cada dNTP e 1,0
unidade (Ul) défag DNA polimerase.

As condicdes da PCR foram: cinco minutos para deagdo inicial a 94°C, um minuto para denaturagéo
a 94°C, um minuto a 60°C para anelamento giasers, um minuto a 72°C para extensao e cinco minutos a
72°C para extensdo final. Os passos dois (dendinjaités (anelamento) e quatro (extensao) comeso a
um ciclo, o qual foi repetido 29 vezesp@mer foward utilizado foi 5-AGCAGCCACCATCAGAGAAA-3 e
o primer reverse 5-TCAGCTGGTTCGGCAGAT-3'.

Os fragmentos amplificados foram digeridos em ndeioeacao contendo 8 puL de produto de PCR e trés
unidades da enzima de restrigdo. A reacdo de digésitincubada a 37°C por 4 horas. Os fragmerigesidos
foram separados em gel de agarose 2% e visualizamtaseio de coloragdo com SybrGold e exposicaea |
ultravioleta. O tamanho dos fragmentos de restrigi@eterminado pela comparacdo com um marcador de
padrdo de peso molecular de 100 pb. Apds a digestéelo A é caracterizado pela presenga de dois
fragmentos de restricdo, com 950 e 550 pb e o Blgmduz um fragmento de aproximadamente 1.500 pb

As freqliéncias alélicas e genotipicas foram detexd@s contando o nimero de cada alelo e de cada
genotipo e dividindo pelo nimero de alelos e gpodtiavaliados em cada raca. Estas freqiiéncias foram
comparadas utilizando o teste de Qui-quadrado (@d)e

Resultados e Discussao

O polimorfismo do gene da calpastatina, gerado @atéma de restricd¥mnl, esta localizado no intron
6 e consiste de duas formas alélicas denominadédsel8. Sabe-se que grande parte da responsalailidiad
variacdo na maciez da carne de bovinos deve-dieiisncas encontradas no complexo enzimatico &ta#p
calpastatina”, que atua na carne apds o abate idwmalarA calpastatina é responséavel pela inativagas
enzimas calpainas (amaciadoras da carne) sendo, &ss sua plena atividade, potencial inibidorardeiez
da carne. De acordo com a literatura (Chung e2@01), a presenca do alelo A esté relacionadadupéo de
carnes macias e a maior freqiiéncia do alelo B anaiproducdo de carne com maciez comprometida.

Conforme pode ser observado na Tabela 1, consatars 0os animais das racas Angus e Bonsmara
apresentaram os maiores valores de frequénciagpalelo A (88,6%). Este resultado esta de acorcdo o
resultados obtidos por Chung et al. (2001) e pguSawa (2005) cuja frequéncia do alelo A paraca rngus
foi de 0,75 e 0,85, respectivamente. A raca Nédlmra que apresentou maior frequéncia para o &8d®4,2%),
seguida pela raca Caracu (36,4%) e pela raca Je(®$H6%). Apesar de dados da literatura mostraaem
superioridade do alelo A para maciez de carneptéitung et al. (2001) quanto Suguisawa (2005) nao
observaram nenhum efeito significativo deste polfiremo com caracteristicas relacionadas a qualidide
carne, ndo existindo nenhum efeito dos alelos 8 ma for¢a de cisalhamento e nos cortes carneosrca@is
da carcaca.



Tabela 1. Frequéncias genotipicas e alélicas paene da calpastatina em animais das racas Né€laracu,
Senepol, Bonsmara e Angus.

Gendtipos * Alelos **
Racas AA AB BB Total A B Total
Frequéncia Relativa
Nelore 20,8 50,0 29,2 100,0 45,8 54,2 100,0
Caracu 54,5 18,2 27,3 100,0 63,6 36,4 100,0
Senepol 47,6 47,6 4.8 100,0 71,4 28,6 100,0
Bonsmara 86,4 4,5 9,1 100,0 88,6 11,4 100,0
Angus 81,8 13,6 4,5 100,0 88,6 11,4 100,0
Geral 57,7 27,0 15,3 100,0 71,2 28,8 100,0
Frequéncia Absoluta
Nelore 5 12 7 24 22 26 48
Caracu 12 4 6 22 28 16 44
Senepol 10 10 1 21 30 12 42
Bonsmara 19 1 2 22 39 5 44
Angus 18 3 1 22 39 5 44
Geral 64 30 17 111 158 64 222

* Presenca de diferencas significativas (P = 0,@@D@ntre racas para as freqiéncias genotipiclastgste de Qui- quadrado.
** Presenca de diferencgas significativas (P = 000®) entre racas para as freqiiéncias alélicasigst de Qui-quadrado.

Conclusbes
O marcadorCAST/Xmnl apresentou-se viavel como ferramenta para seldedwmovinos, ja que a alta
freqiiéncia do alelo favoravel para maciez, observaa populacdo em estudo, permite que esse tgate se
aplicado, desde que confirmada a associacdo dediseofismo com a caracteristica. Essas informacdes
poderado contribuir para 0 melhoramento genéticbalinos de corte e para a selecdo de animais ctengal
para producéo de carne de maior qualidade.
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