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RESUMO

A calpaina e calpastatina sdo enzimas que participam da degradagdo das fibras
musculares apds o rigor mortis. A sele¢do assistida por marcadores moleculares
relacionados a maciez da carne, como ¢ o caso destas proteases, podem auxiliar na
melhoria desta caracteristica. Com o objetivo de conhecer o potencial genético de
bovinos das ragas Caracu e Nelore para producdo de carne macia, foram
investigados polimorfismos nos genes calpaina (CAPN316, CAPNS530,
CAPN4751) e calpastatina (SNP2959) pela técnica de PCR-RFLP. Para a
identificacdo destes polimorfismos foram utilizados as seguintes enzimas de
restrigdo: Bitgl, Avall e Bsall e Ddel. As frequéncias génicas observadas para o
marcador CAPN316 demonstraram que o alelo favoravel “C” encontrava-se em
frequéncias inferiores no Caracu e Nelore em relacdo a outra forma alélica “G”.
Com relacdo ao marcador CAPN530, as frequéncias génicas revelaram a
predominancia do alelo “G” em ambas as ragas. O marcador CAPN4751 foi o que
apresentou a maior variabilidade genética em relagdo aos demais. O alelo
favoravel “C” foi mais frequente no Caracu (0,692) do que no Nelore (0,264). As
frequéncias do alelo favoravel “A” e do gendtipo “AA” para o CAST2959 no gado
Caracu foram 0,596 ¢ 0,269 e, no gado Nelore, 0,536 ¢ 0,220, respectivamente. Os
resultados obtidos revelam que estas ragas apresentam potencial para produgédo de
carne com qualidade, uma vez que se observou a presenga de alelos favoraveis
para os genes calpaina e calpastatina. A selecdo assistida pelo uso desses
marcadores podera contribuir para aumentar as frequéncias de genotipos
superiores para maciez de carne.
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ABSTRACT

The calpain and calpastatin are enzymes that participate in the muscular fiber’s
degradation after rigor mortis. The selection by molecular markers-assisted related
to meat tenderness, which is the case of these enzymes, can assist in the
improvement of this feature. In order to understand the genetic potential of Caracu
and Nelore breeds for production of tenderness meat, markers of calpain
(CAPN316, CAPN530, CAPN4751) and calpastatin genes (CAST2959) were
investigated by PCR-RFLP technique. For the identification of these
polymorphisms were used the following restriction enzymes: Brgl, Avall,, Bsall
and Ddel. The allelic frequencies observed for the CAPN316 marker demonstrated
that the favorable allele “C” was found in lower frequencies in Caracu and Nelore
in relation to the other allele G”. With respect to the CAPN530 marker, the allelic
frequencies revealed the predominance of allele “G” in both breeds. The
CAPN4751 marker was the one wich presented higher genetic variability in
relation to others. The favorable allele “C”was more frequent in Caracu (0.692)
than Nelore cattle (0.264). The frequencies of favorable allele “A” and genotype
“AA” to the CAST2959 in Caracu was 0.596 and 0.263 and, in Nelore, 0.536 and
0.220, respectively. These results reveal that theses breeds present great potential
for production of quality meat and the use of molecular markers may contribute to
the identification of superior genotypes for tenderness meat.
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INTRODUCAO

O desafio atual da cadeia de producdo de carne bovina é oferecer um produto de
eximia qualidade, aumentando o consumo da mesma e padronizando a alta
qualidade do produto final, pois o que mantém seu consumo ¢ a qualidade do
mesmo. Nesse contexto, melhorias do potencial genético dos animais e sua
adequagdo ao ambiente e a0 manejo continuam sendo pontos importantes para se
alcancar maior eficiéncia dos sistemas de produgdo. A principal caracteristica
observada pelo consumidor no momento de avaliar a carne € sua maciez, que €
influenciada, principalmente, pela raga, idade do abate, sexo, alimentacdo, uso de
agentes hormonais (agentes [-adrenérgicos) e tratamentos post-mortem
(OLIVEIRA, 2000). Koohmaraie & Geesink (2006) consideram que 85% da
variabilidade observada na maciez da carne estd relacionada com alteragdes no
post-mortem, ou seja, no processo enzimatico que leva ao amadurecimento da



carne. S3o trés os sistemas enzimaticos responsaveis pela protedlise dos
componentes estruturais das miofibrilas: o sistema das catepsinas, complexo
multicatalitico de proteases e o sistema enzimatico das “calpainas” (ALVES &
MANCIO, 2005). Goll et al. (1992) ressaltaram que as calpainas sdo responsaveis
por 90% ou mais da tenderizacao post-mortem da carne. Elas sdo proteases neutras
ativadas por ions calcio (GESSINK & KOOHMARAIE, 1999), sdo classificadas
como proteases de cisteina. Essas calpainas participam da proteolise post-mortem
que conduz a um aumento na maciez da carne e sdo inibidas pela calpastatina
(KOOHMARALIE,1994). Os polimorfismos genéticos relacionados a calpaina e
calpastatina tém sido alvo de muita pesquisa a fim de melhorar a qualidade da
carne bovina. Vdarios polimorfismos nos genes calpainas e calpastatina t€ém sido
descritos e, por serem relacionados a maciez de carne, sendo alguns de uso
comercial. Page et al. (2002) demonstraram que a substitui¢do de C por G, no exon
9 (CAPN316), levou a modificagdo do aminoacido alanina por glicina, na posi¢ao
316 (A316G); e que a substituicdo de G por A, no exon 14 (CAPN530), levou a
substituicdo de valina por isoleucina, na posigdo 530 (V530I). Ambas as
substituicdes foram relacionadas a diminuicdo da maciez da carne, avaliada pelo
aumento da for¢a de cisalhamento de Warner-Bratzler (FCWB) no musculo
Longissimus dorsi. White et al. (2005) estudando o marcador CAPN4751,
caracterizado pela transi¢ao de C por T, na posi¢ao 6545 do intron 17, verificaram
associacdo significativa com FCWB. A presenca do alelo C em forma
homozigdtica ou heterozigotica para este marcador tem sido relacionada a
diminui¢do dos valores de FCWB (Casas et al., 2006). Com relagdo ao gene
calpastatina, Barendse (2002) identificou uma substituicdo de G para A, na regidao
ndo traduzida 3'UTR do RNAm de CAST, associando o alelo A com carne mais
macia. A associacdo de polimorfismos com as caracteristicas de produg@o animal ¢
de grande importancia para os programas de melhoramento genético uma vez que
podem permitir ganhos genéticos em um ritmo mais acelerado (Lara et al., 2012).
Desse modo, o conhecimento da variabilidade destes SNPs nos genes calpaina e
calpastatina e sua relagdo com caracteristicas de interesse comercial em racas
bovinas criadas no Brasil sdo fundamentais para o estabelecimento de programas
de melhoramento genético assistido por marcadores moleculares. O presente
estudo teve como objetivo investigar os polimorfismos CAPN316, CAPNS530,
CAPN4751, CAST2959 a fim de conhecer o potencial genético de bovinos da raga
Caracu e Nelore para producdo de carne macia.

MATERIAL E METODOS
Um total de 81 bovinos, ndo aparentados, provenientes de rebanhos localizados no
Estado de Sao Paulo foi investigado, sendo 26 da raca Caracu e 55 da raga Nelore.



O DNA genomico foi obtido a partir de 10-20 mg de musculo Longissimus dorsi.
As amostras de carne foram misturadas em 300ul de tampao de lise pH 8,0 (Tris
0,5M, EDTA 0,1M, SDS 2%) e 5SuL proteinase k (10mg/mL), incubadas a 55°C
com agitacdo de 250rpm, durante pelo menos 12 horas. As amostras foram
purificadas adicionando-se 350ul de acetato de amodnio 7M, seguidas de
centrifugacdo por 15min, 14.000 rpm a 4°C. O DNA foi precipitado adicionando-
se 700 ul de isopropanol e lavado em 200 pL de etanol 70%, empregando-se a
centrifugacdo nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. As amostras foram
ressuspendidas em 50 pL de TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0), quantificadas
e diluidas para uma concentracdo de 50ng/ul. Para as analises do CAPN316, cujas
sequéncias estdo depositadas no GenBank (AF252504), um fragmento com 839 pb
(localizado entre o intron7 e exon 10) foi amplificado e clivado com a enzima
Btgl, segundo Lara et al. (2013). Para a PCR foi utilizado aproximadamente 125
ng de DNA para um volume final de 25 pL, contendo tampao 1x (20 mM Tris-
HCl, pH 84; 50 mM KCI), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP,
0,15 uM de cada primer (F: 5-TAGAGCTGCCTCTCTCAGCAGTTT-3> ¢ R: 5-
ACGCATGAAGTCTCGGAAGGACAT-3") ¢ 1 unidade de Taq DNA-polimerase. Para as
analises do marcador CAPN530 (AF248054) um fragmento com 318 pb foi
amplificado e hidrolisado com a enzima de restrigdo Avall, segundo Lara et al.
(2012). Para a PCR foi utilizado aproximadamente 100 ng de DNA para um
volume de 20 puL, contendo tampao 1x (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI),
1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dANTP, 0,15 uM de cada primer (F: 5-
GAGAGGTGACTTTGTGCTGCGTTT-3’ € R: 5~ AAAGTGCTTGGCAAGTGAGGGATG-3") ¢
1 unidade de Taq DNA-polimerase. Para as analises do marcador CAPN4751
(AF248054) um fragmento com 359 pb foi amplificado e hidrolisado com a
enzima de restricdo BsaJl. Para a PCR foi utilizado aproximadamente 100 ng de
DNA para um volume de 25 pL, contendo tampao 1x (20 mM Tris-HCI, pH 8,4;
50 mM KClI), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,20 uM de cada primer (F:
5>-ATAGGAAGGGCTTGGGTTGGGAT-3’ € R: 5>~ AAACTCCACAGCGTAAACCAGACG-3")
e 0,5 U deTag DNA-polimerase. Apos desnaturagdo inicial a 95°C por 3 min, a
amplificacdo foi realizada em 35 ciclos a 94°C por 30 seg, 65,0°C por 45 seg e
72°C por 45 seg, seguido de uma extensao final de 72°C por 10 min. Uma aliquota
de 5 puL. do produto amplificado foi digerido com 0,7 U da enzima BsaJl a 37°C
durante 3 horas. Os RFLP foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% e, os produtos de restri¢do, visualizados segundo Sanguinetti
et al., 1994. Para as analises do SNP2959 (GenBank AF150246), um fragmento
com 257pb foi amplificado e clivado com a enzima Ddel, segundo Lara et al.
(2010). A reacdo de PCR foi realizada empregando-se aproximadamente 50 ng de
DNA em volume de 25 uL, contendo Tampao (20 mM Tris-HCL, pH 8,4; 50mM



KCL) 1,5 mM MgCl, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada primer
(F: 5°-ATTCTCCCCACAGTGCCTGTAA-3’ ¢ R: 5>-GCGCTTCCTGGTCTGTCCAG-3’) ¢ 0,5
unidade de 7ag DNA polimerase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os marcadores CAPN316, CAPN530, CAPN4751 e CAST2959 tém sido
utilizados para selecdo de bovinos de origem Bos taurus taurus, por estarem
relacionados com valores de forga de cisalhamento (Barendse, 2002; Page et al.,
2002; Casas et al., 2006; White et al., 2005). Esses marcadores, no entanto, ndo
apresentam efeitos esperados em Bos taurus indicus ¢ seus cruzados (Johnston e
Graser, 2010) e, nas ragas brasileiras adaptadas, poucos estudos tém sido
realizados. A metodologia utilizada nas analises de CAPN4751 foi desenvolvida
para o presente estudo, que em conjunto com as demais metodologias permitiram
investigar os quatro polimorfismos de nucleotideo tinico (SNP) dos genes calpaina
e calpastatina nos rebanhos das ragas Caracu e Nelore. Como pode ser visto na
Tabela I, as frequéncias génicas observadas para o marcador CAPN316
demonstraram que o alelo favoravel “C” encontrava-se em frequéncias inferiores
no Caracu (0,307) e Nelore (0,018) em relagdo a forma alélica “G”. No entanto, a
frequéncia de heterozigotos CG foi maior na raga Caracu (0,462) o que demonstra
0 seu potencial genético para produgdo de carne macia. Com relagdo ao marcador
CAPNS530, foram detectados apenas os genotipos AG ¢ GG em ambas as ragas. As
frequéncias do alelo “G”, considerado favoravel, foi maior no gado Nelore em
relacdo Caracu, o que ndo era esperado. Esse resultado sugere que marcador
CAPNS530 ndo ¢ uma ferramente adequada para a selecdo de zebuinos, como ¢é o
caso do Nelore, além de ndo ter apresentado efeitos significativos na forca de
cizalhamento em carnes de origem Bos taurus indicus (Johnston e Graser,2010).
Resultados semelhantes foram observados em estudos anteriores por Lara et al
(2012). Em oposicdo, o marcador CAPN 4751 foi o que apresentou a maior
variabilidade genética em relagdo aos demais. Como pode ser visto na mesma
Tabela, o alelo favoravel “C” foi mais frequente no Caracu (0,692) do que no
Nelore (0,264), como era esperado. Considerando que esse marcador esta
relacionado a maciez de carne e tendo sido detectado um grande numero de
animais hetozigotos (CT), sugere cruzamanetos direcionados a fim de aumentar a
frequéncia do genotipo favoravel (CC) em ambos os rebanhos. Com relagdo ao
marcador CAST2959, as frequéncias do alelo favoravel “A” e do gendtipo “AA”
ndo apresentaram diferencas entre as populacdes, cujos valores estimados para o
gado Caracu foram 0,596 e 0,269 e, para o gado Nelore, 0,536 ¢ 0,22,
respectivamente. Em estudos anteriores, Lara et al. (2010) detectaram efeitos
significativos (P<0,05) do marcador CAST2959 com valores de forca de



cisalhamento, sendo o efeito médio de substituigdo para o alelo favoravel “A”
estimado em de -0,647 Kg em carnes proveniente de bovinos mesticos. Neste
estudo, os autores sugerem que o efeito do SNP2959 na maciez de carne, pode ser
resultante da menor atividade da calpastatina, codificada pelo alelo A. No presente
estudo, esse marcador revelou ainda excesso de herozigotos provavelmente devido
ao numero de individuos investigados ¢ a selecdo a favor do alelo “A”, ja que os
animais pertenciam a programas de melhoramento genético. A amostra
investigada serd ampliada e os resultados obtidos analisados em conjunto com
dados de forga de cisalhamento visando verificar a sua relagdo com maciez de
carne. O emprego desses marcadores contribui para o conhecimento do potencial
genético do gado Caracu e Nelore para maciez de carne, com a excecdo do
marcador CAPN530.

Tabela I. Frequéncias génicas e genotipicas para os marcadores CAPN316, CAPN530, CAPN4751 e
CAST2959 estimadas para o gado Caracu e Nelore. (Gene and genotype frequencies for the
CAPN316, CAPN530, CAPN4751 and CAST2959 markers estimated for Caracu and Nellore

breeds).
Ragas Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas
CAPN316
CcC CG GG C G
Caracu 0,077 0,462 0,462 0,307 0,693
Nelore 0 0,020 0,980 0,018 0,982
CAPNS530
AA AG GG A G
Caracu 0 0,615 0,385 0,307 0,693
Nelore 0 0,040 0,960 0,091 0,909
CAPN4751
CcC CT TT C T
Caracu 0,423 0,538 0,038 0,692 0,308
Nelore 0,05 0,402 0,530 0,264 0,736
CAST2959
AA AG GG A G
Caracu 0,269 0,654 0,077 0,596 0,404
Nelore 0,220 0,640 0,140 0,536 0,464
CONCLUSOES

Os resultados obtidos revelam que o Caracu e Nelore apresentam potencial para
produgdo de carne com qualidade, uma vez que se observou a presenga de alelos



favoraveis para os genes calpaina e calpastatina. A selecdo assistida pelo uso
desses marcadores podera contribuir para aumentar as frequéncias de genotipos
superiores para maciez de carne.
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