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Resumo: Os bovinos de origem Bos indicussdo preferidos nos tropicos devido a sua maior resisténcia as
adversidades ambientais. No entanto, estes animais néo produzem carne t&0 macia quanto os taurinos. A
selecdo assistida por marcadores relacionados & maciez da carne, como é o caso da protease calpaina,
pode auxiliar na melhoria da caracteristica. Nesse trabalho, foram utilizados 229 animais da raga Nelore.
Apbs a extracdo do DNA de amostras de sangue, por desproteinizagdo em presenca de NaCl a
identificacdo e determinacdo dos polimorfismos para trés marcadores (CAPN316, CAPN530 e
CAPNA4751) foi realizada pelo sistema de deteccdo TagMan™ utilizando-se PCR em Tempo Real. A
andlise de maciez da carne, as 7, 14 e 21 dias de maturagdo, foi realizada com amostras de carne do
Longissimus dorsi, retiradas entre a 12* e 13?2 costela e cisalhadas utilizando-se um Warner Braztler
Shear Force. Os polimorfismos dos marcadores CAPN316 e CAPN530 ndo apresentaram efeitos
significativos (P>0,05) para a maciez da carne aos 7, 14 e 21 dias de maturagdo. Foram verificados
efeitos significativos para os polimorfismos do CAPN4751 em relagdo & maciez da carne aos 7
(P=0.001), 14 (P=0.005) e 21 (P=0.006) dias de maturagao.
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Association of a polymor phism in the gene of p-calpain with the meat tendernessin Nellore beef
cattle

Abstract: The Bosindicusare favorite in the tropics due greater resistance for environmental adversities.
However, these animals produce worse meat quality than taurine. The marker assisted selection in
systems for the meat tenderness, as in the case of the calpain protease, it may be helpful to improvement
this trait. In this work, 229 Nellore beef cattle were used. After the extraction of DNA by precipitation in
NaCl of blood samples, the identification and determination of the polymorpr%sm for three markers
(CAPN316, 530 and 4751) were accomplished by the detection system TagMan™ through PCR in Real
Time. The tenderness analysis for the 7, 14 and 21 days of maturation were accomplished with meat
samples of the Longissimus dorsi muscle, extract among the 12 and 13" rib and evaluated by Warner
Braztler Shear Force. The CAPN316 and CAPN530 markers polymorphism were not significant
(P>0,05) to meat tenderness on 7, 14 and 21 days of maturation. The markers association effects of meat
tenderness were significant just for CAPN4751 in the three times of maturation on 7 (P=0.001), 14
(P=0.005) and 21 (P=0.006) days of maturation.
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Introducgéo

Os animais Bos indicus tém sido preferidos nas regifes tropicais, devido sua resisténcia as
doencas e grande toleréncia ao calor. Entretanto, em relagdo a caracteristica maciez da carne, restricdes
tém sido atribuidas a este tipo de animal. Particularmente neste aspecto, existe grande interesse pela
selecdo de animais cuja genética seja favorével a reducdo da variacdo da maciez da carne. Trabalhos tém
evidenciado que as proteases neutras ativadas por ifons de célcio, denominadas calpainas, sdo
parcialmente responsaveis pela protedlise pos mortem conduzindo ao aumento progressivo da maciez da
carne. A Selecdo Assistida por Marcadores (MAS) possui grande potencial para melhorar caracteristicas
historicamente relatadas como de dificeis mensuragdes. Sd0 escassas as informagdes a respeito do
potencial da utilizacdo de marcadores moleculares em relagdo aos genes ligados & maciez da carne em
animais da raca Nelore. Assim, este trabalho teve como objetivo caracterizar as fregléncias de
polimorfismos em genes candidatos e relacionar as freqiiéncias génicas dos diferentes marcadores
utilizados com a maciez da carne em bovinos daraca Nelore.



Material e Métodos

Animais avaliados. Foi extraido o DNA de 229 animais da raca Nelore, empregando-se o método de
extracdo e precipitacdo das proteinas em NaCl a partir de amostras de sangue.

Identificacdo dos polimorfismos. A caracterizacéo e determinacdo dos gendtipos para trés marcadores
foi realizada por meio de PCR em Tempo Real, utilizando o equipamento ABI Prisnf 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). Foi utilizado o sistema de deteccdo TagMan™, sendo
sintetizadas sondas de forma a parear seletivamente no DNA nmolde onde se encontra o polimorfismo de
interesse. Os polimorfismos em questdo, j& descritos em outras populacdes, possuem a seqléncia
depositada no GenBank, junto de seus respectivos primers. As proporcgdes de individuos heterozigotos e
homozigotos para cada loco foram estimadas por meio das leituras de fluorescéncias das sondas. Para a
reagdo de PCR foi utilizado aproximadamente 50 ng de DNA para uma reagdo de 25 ml, contendo 0,2
nM de cada dNTP, 0,5 U de Tag DNA polimerase e 0,2 nM de cada oligonucleotideo iniciador em 32
ciclos de 1 minuto a 94°C, 30 segundos a 58°C e 1 minuto a 72°C. Os marcadores utilizados e suas
respectivas seqiiéncias dos primers e sondas, estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos marcadores investigados e suas seqiiéncias de bases dos oligonucleotideos
iniciadores especificos (primers), bem como as respectivas referéncias

Mar cador Primers Sonda Referéncias

CAPN 316 F: GAGTGGCCCTCATAAGATAA CCTCGGAGTGGAACG CASAS et a (2005)
R: CCCATCCTCCATCTTGACC

CAPN 530 F: GTGACTTTGTGCTGCGTTTCT GGGGAGATTGGCCTGGA  CASASet d (2005)
R: CCTTGCTGGCTAGAGACCAA

CAPN 4751 F. AAGGGACAGATGTGGACAGG ACACAGCCCTGCGCCTC WHITE et a (2005)
R: GAGGGGTGTTCTCTGAGTGC

Andlise de maciez. Foram coletados das meias carcagas, trés bifes de 2,5 cm de espessura do musculo
Longissimus dorsi, entre a 122 e 13? costela em diregdo caudal. Os bifes foram identificados
individualmente, embalados a vacuo (embaladoura Selovac M160) em filme flexivel de alta barreira,
Polyfilm®, ap0s as 24 horas de resfriamento das carcagas. As amostras sofreram processo de maturagéo
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 diémetro, foram cisalhados
utilizando-se um Warner Braztler Shear Force.

Efeito dos marcadores SNP sobre a maciez da carne. Para avaliar as implicagdes dos resultados
moleculares sobre as caracteristicas relacionadas a maciez da carne, foram utilizadas as informagdes
obtidas dos testes de maciez (Shear Force) como varidvel dependente. Os efeitos dos gendtipos
encontrados para os trés marcadores, considerando os diferentes dias de maturagdo, foram avaliados a
partir dos modelos utilizados por Casas et a. (2005), White et a. (2005) e Casas et al. (2006). O modelo

pode ser representado da seguinteforma: Yju= u+Cj +S; + My + Bl(l ijki I_)+ &ju » emque: Y= €0
valor fenotipico observado para a caracteristica maciez;, m= é uma constante inerente a todas as
observagdes; C; = é o feito fixo de grupo de contemporéneos; S = € o efeito aeatério de reprodutor, com
média 0 e variancia s%; My = é o efeito fixo do gendtipo para marcador (CAPN316, CAPN530,
CAPN4751); b, = é coeficientes de regressdo linear da caracteristica Y;jq em relagdo a idade do animal

ao abate, incluido no modelo como covaridvel; |y = € aidade do animal ao abate; | = é amédia de
idade a0 abate dos animais avaliados; gj« = efeito aleatdrio residual associado a caracteristica Yim , com
média 0 e variancia s2.

Resultados e Discussao

As frequiéncias génicas associadas aos trés polimorfismos avaliados, estéo apresentadas na Tabela
2.

Nos animais avaliados, freguiéncia génica observada para o0 marcador CAPN316 demonstra que o
aelo G, aparentemente, encontra-se fixado nesta populagdo. Para o marcador CAPN530, a frequiéncia do
alelo considerado favoravel “A” foi baixa, em relagdo a forma alélica“G”. White et al. (2005) relataram
freqliéncia do alelo favoravel “A” de 0,137 para animais do ciclo 8 do Projeto de Avaliacdo de
Germoplasma do Meat Animal Research Center, em Clay Center, Nebraska, EUA.



Tabela 2. Freguéncias génicas associadas para os marcadores CAPN316, CAPN530 e CAPN4751
observados em bovinos daracaNelore

CAPN316 CAPN530 CAPN4751
£(C)=0,000 f(A)=0,048 f(C)=0,211
£(G)=1,000 £(G)=0,952 f(T)=0,789

As freqléncias génicas observadas para 0 marcador CAPN4751, demonstraram que o aelo
favoravel “C" encontra-se com frequéncia inferior a outra forma alélica “T”. Porém, White et al. (2005)
reportaram freqiiéncias do aelo “C" de 0,096 para raga Brahman. Os efeitos dos marcadores single
nucleotide polymorphysm (SNP) avaliados sobre a caracteristica da maciez da carne foram avaliados
apenas para CAPN530 e CAPN4751, os quais apresentaram variabilidade genotipica. Para os genétipos
do marcador CAPN530, ndo foram observados resultados significativos (P>0,05) para a maciez avaliada
aos 7, 14 e 21 dias. Entretanto, para os genétipos associados ao marcador CAPN4751, foram observados
efeitos altamente significativos para os trés tempos de maturagdo, aos 7, 14 e 21 dias (Tabela 3). Estes
resultados concordam com White et al. (2005), os quais relataram significativos aos 7 (P<0.01), 14
(P=0.015) e 21 (P=0.001) dias maturacdo em animais da populacdo STARS Brahman do Projeto de
Avaliac@o de Germoplasma, pertencentes ao Meat Animal Research Center, em Clay Center, Nebraska,
EUA.

Tabela 3. Estimativas de médias de quadrados minimos e os erros padréo associados aos efeitos dos
gendtipos do marcador CAPN4751 para caracteristica de maciez de carne Shear Force),
avaliadas aos 7, 14, e 21 dias de maturacéo

Gendtipos CAPN4751 MACIEZ 7dias,kg MACIEZ 14 dias, kg MACIEZ 21dias, kg

C/C 5,93 + 0,52 4,62 + 0,45 4,03+ 041
CIT 5,35+ 0,24 453+ 0,22 4,06+ 0,20
TIT 6,20 +£ 0,21 5,16 £ 0,19 461+0,17
P=0,001 P=0,005 P=0,006
Conclusdes

N&o foi detectado, para marcador CAPN316, apresenca do alelo favoravel “C”. Para marcador
CAP530 nao foram verificados efeitos significativos dos gendtipos avaliados em relacdo a caracteristica
maciez de carne com 7, 14, e 21 dias maturagdo. Para 0 marcador CAPN4751, foram observados efeitos
significativos dos gendtipos em relagdo as caracteristicas de maciez da carne nos diferentes dias de
maturagdo. Portanto, os resultados obtidos no presente sugerem que o marcador molecular CAPN4751
pode auxiliar no melhoramento desta caracteristica em animais daraca Nelore.
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