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RESUMO

CARVALHO, M. E. Caracterizacdo da frequéncia de polimorfismos em genes
ligados a maciez da carne em bovinos da raca Nelore. 2008. 56 f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de
Sao Paulo, Pirassununga, 2008.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de utilizacdo de marcadores
moleculares em genes candidatos da calpaina (CAPN) e calpastatina (CAST) como
ferramenta auxiliar para programas de melhoramento de caracteristicas relacionadas
ao crescimento e maciez da carne. Foram avaliados 605 bovinos da raca Nelore,
pertencentes a Agropecudria CFM Ltda, com idade média ao abate de 24 meses.
Apos a extracdo do DNA de amostras de sangue, por desproteinizacdo em presenca
de NaCl, a identificacdo e determinacdo do polimorfismo para os marcadores
moleculares CAPN316, CAPN530, CAPN4751, CAPN4753 e UOGACAST1, foi
realizada pelo sistema de deteccdo TagMan™ utilizando-se PCR em Tempo Real. A
analise de maciez da carne, aos 7, 14 e 21 dias de maturagéo, foi realizada com
amostras de carne do Longissimus dorsi, retiradas entre a 12% e 132 costela e
cisalhadas utilizando-se um Warner Bratzler Shear Force. Nenhum efeito
significativo dos marcadores avaliados foi observado para as caracteristicas de
crescimento. Foi verificado efeito significativo, em relacdo a maciez da carne, para
0s seguintes polimorfismos: aos 7, 14 e 21 dias de maturacdo para o marcador
CAPN4751; aos 21 dias para o marcador CAPN4753 e aos 14 e 21 dias para o
marcador UOGCAST1. Em relacdo aos efeitos das combinacdes genotipicas para os
marcadores dois a dois, os resultados foram significativos para a combinagao
CAPN4751/UOGCAST1 nos trés tempos de maturacdo. Para a combinacdo de
marcadores CAPN4753/UOGCAST1 também foram verificados resultados
significativos para carnes maturadas aos 14 e 21 dias. Os resultados observados
neste trabalho sugerem a possibilidade da utilizacdo de selecdo assistida por
marcadores (MAS), visando o aumento da qualidade da carne em bovinos da raca
Nelore.

Palavras Chaves: calpaina; calpastatina; marcadores moleculares; raca Nelore.



ABSTRACT

CARVALHO, M. E. Polymorphism frequencies characterization in candidate
genes for meat tenderness in Nellore beef cattle. 2008. 56 f. M. Sc. Dissertation —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&ao Paulo,
Pirassununga, 2008.

The objective of this study was to evaluate the potential utilization of molecular
markers on candidate calpain and calpastatin genes as an auxiliary tool for breeding
programs on traits related to growth and meat tenderness. A total of 605 Nellore
animals, raised by CFM Agro-pecuéria Ltda, were used in this study and slaughtered
with 24 months in average. After DNA blood samples extraction, by desproteinization
in presence of NaCl, the polymorphism (CAPN316, CAPN530, CAPN4751,
CAPN4753 and UOGACAST]) identification and determination was realized by
TagMan™ detection system using real time PCR. The meat tenderness analysis, at
the 7, 14 and 21 days of maturation was realized with Longissimus dorsi meat
samples, taken at the 12™ and 13" rib interval and Warner Bratzler Peak Shear Force
measurements were used. There were no significant effects of molecular markers in
growth traits. There were significant effects, regarding to meat tenderness, for
following polymorphisms: at 7, 14 and 21 days of maturation, for CAPN4751 marker;
at 21 days of maturation, for CAPN4753, and finally, at 14 and 21 days of maturation,
for UOGCAST1 marker. In respect to genotypic combination effects analysis for pair-
wise marker, the results were significant for CAPN4751/UOGCASTL1 in three days of
maturation. In combination effects for CAPN4753/UOGCAST1 markers, significant
effects were also observed for meat tenderness at 14 and 21 days. Theses results
suggest that marked selection assisted (MAS) can be used to improve meat quality in

Nellore beef cattle.

Key words: calpain; calpastatin; molecular markers; Nellore beef cattle.
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1. INTRODUCAO

O rebanho efetivo de bovinos no Brasil em 2005, segundo o MAPA (2008),
contava com aproximadamente 207 milh6es de cabecas, efetivo este que colocou o
Brasil como o maior rebanho comercial do mundo. A origem Bos indicus neste
efetivo, chega a representar 80% dos animais criados no Brasil, os quais tém sido
preferidos nas regifes tropicais, devido a sua resisténcia as doencas e grande
tolerancia ao calor.

Entretanto, em relacdo a caracteristica maciez da carne, restricbes tém sido
atribuidas a este tipo de animal. Particularmente neste aspecto, existe grande
interesse pela selecdo de animais cuja genética seja favoravel a reducdo da
variagdo da maciez da carne. Trabalhos tém evidenciado que as proteases neutras
ativadas por ions de célcio, denominadas calpainas, séo parcialmente responsaveis
pela protedlise pos mortem, conduzindo ao aumento progressivo da maciez da
carne. Todavia, a dificuldade em obter dados fenotipicos relacionados a maciez,
constitui o principal entrave da selecédo e, por esse motivo, o melhoramento genético
para essa caracteristica foi, até agora, muito pouco trabalhado. A Selecao Assistida
por Marcadores (MAS) possui grande potencial para melhorar caracteristicas
historicamente relatadas como de dificeis mensuragfes. Recentemente, alguns
marcadores do gene da alpaina (CAPN) e da calpastatina (CAST), denominados
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) ja foram analisados e polimorfismos foram
associados favoravelmente com maciez da carne bovina.

Assim, face a escassez de informagdes a respeito do potencial da utilizagéo
de marcadores moleculares e da caracterizacdo da frequéncia de polimorfismos em
genes ligados a maciez da carne em animais da raca Nelore, este estudo teve como
objetivos principais a caracterizacdo das freqiéncias de polimorfismos em genes
candidatos relacionados a maciez da carne em bovinos da raca Nelore, bem como,
associar os genotipos para os diferentes marcadores, com a maciez da carne e
algumas caracteristicas de desenvolvimento ponderal comumente avaliadas em

programas de melhoramento de bovinos da raca Nelore.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producao Nacional e a Raca Nelore

O rebanho efetivo de bovinos no Brasil em 2006, contava com
aproximadamente 165 milhdes de cabecas, segundo o ANUALPEC (2007). Este
efetivo qualificou o Brasil como o maior rebanho comercial do mundo. Estima-se que
a producédo brasileira foi de 9,9 milhdes de toneladas de equivalente carcaca em
2006 e produzira 13,2 milhdes de toneladas em 2017 (MAPA, 2007). Todavia, deste
volume, o mercado interno consome aproximadamente 75%, sendo 25% destinados
ao mercado externo.

O Brasil € hoje o maior exportador de carne bovina no mundo, seguido de
paises como: Austrélia, india, Nova Zelandia e Estados Unidos (ANUALPEC, 2007).
A projecao do MAPA em 2007, é que até o ano de 2017 o Brasil se mantenha como
0 maior produtor de carne mundial. Este panorama tem provocado mudancas de
rumos nos conceitos e critérios de selecdo de animais geneticamente superiores, 0s
guais podem ser demonstrados pela preocupacédo por parte dos criadores em adotar
el/ou participar de algum dos programas de melhoramento e avaliacbes genéticas de
bovinos de corte no Brasil.

A producéo de carne bovina no Brasil estd embasada, na sua grande maioria,
em técnicas extensivas de producao, fato este justificado pelas grandes extensdes
de pastagens existentes no pais. No entanto, uma especificidade é exigida para que
esse sistema de producéo seja funcional: os rebanhos devem ser resistentes as
grandes adversidades encontradas no ambiente.

Os animais Bos indicus tém sido preferidos nas regifes tropicais devido a sua
resisténcia as doencas e grande tolerancia ao calor. Tal fato culmina numa pecuaria
nacional dominada pelos animais de origem Bos indicus, em especial a raca Nelore
e seus cruzamentos. Segundo Santiago (1985), tanto nos plantéis altamente
selecionados, como nas criagbes em regime extensivo, 0s representantes da raca
Nelore normalmente superam os concorrentes de outras racas indianas, no que se
refere & resisténcia, rusticidade, prolificidade e precocidade. A abrangéncia de
animais zebuinos, termo zootécnico utilizado para animais de origem Bos indicus,
chega a ser 80% da producéo brasileira.

Na historia evolutiva, tem-se que as subespécies, Bos taurus e Bos indicus

fazem parte do género Bos. Del Lama em 1991 classificou os Bos taurus como



bovinos europeus sem cupim, e os Bos indicus, bovinos indianos ou africanos
portadores do cupim, corcova dorsal utilizada como reserva energética pelos
animais.

Em relacdo a caracteristica maciez da carne, restricdes tém sido atribuidas a
este tipo de animal (CROUSE et al., 1989). A questao da pior textura da carne dos
animais de origem Bos indicus, quando comparados com animais Bos taurus, ndo é
nova e ja foram bem reportadas nos trabalhos de RAMSEY et al. (1963),
SHACKELFORD et al. (1991) e GALLINGER etal. (1992).

O menor nivel enzimético das calpainas e o maior nivel da calpastatina em
animais Bos indicus, seria umas das raz6es para menor maciez da carne nesses
animais (WHIPPLE et al., 1990). Também foram descritas as relacbes de maior
porcentagem de genes de origem Bos indicus, com a menor maciez da carne
maturada (CUNDIFF et al., 1993; WHEELER et al., 1994).

O Conners et al. (1997) comparando animais indicus compostos com animais
taurus quanto a maciez, observaram maior maciez da carne em animais taurus. Os
autores ainda sugeriram que o uso de genética Bos indicus ndo deveria ultrapassar
de 25%, com vista a obter carne de maior maciez.

No Brasil, a grande diversidade da raca Nelore é resultado da sua propria
origem, formada pela fusdo de ragas indianas, pelos diferentes ambientes
geograficos e pelas atitudes dos criadores, que possuem pontos divergentes ao
selecionar (SANTIAGO, 1985). Para Andersson (2001), a selegcéo entre os proprios
animais zebuinos é interessante, pois o rebanho base apresenta uma elevada
variacdo fenotipica e, conhecer as bases genéticas da variacdo do fenétipo pode
contribuir em muito para a selecdo. Este conceito passa a ser mais fundamentado,
depois dos resultados obtidos por Hadlich et al. (2006), que observaram maciez
desejavel na carne, de animais jovens da raca Nelore com apenas sete dias de
maturacao.

Portanto, a avaliacdo da existéncia de variabilidade para caracteristica maciez
dentro da raca Nelore, seria uma forte justificativa para selecdo e melhoramento da

mesma, a despeito da dificuldade de obtencdo das informacdes fenotipicas.



2.2. Maciez da Carne e o Sistema Proteolitico das Calpainas e Calpastatina

A maciez da carne Ehear force) € uma caracteristica critica, uma vez que
esta diretamente relacionada a satisfacdo do consumidor. Dentre as caracteristicas
ligadas a qualidade da carne in natura, a maciez se destaca por ser a mais desejada
pelo consumidor (KOOHMARAIE et al., 2002). Koohmaraie (2003) descreve que
46% das variagcbes na maciez da carne se devem a genética do animal e 54% a
variacbes ambientais, quando comparadas racas diferentes. Dentro de raca, a
genética seria responsavel por 30% da variacdo. Particularmente neste aspecto,
existe grande interesse pela selecdo de animais cuja genética seja favoravel a
reducao da variacdo da maciez da carne (PAGE et al., 2004).

A maciez da carne pode ser avaliada pela analise sensorial, medida subjetiva
e realizada por degustadores, bem como, pela forca mecéanica de cisalhamento,
medida objetiva e realizada pelo aparelho Warner Bratzler, como descrito por
Wheeler et al. (1995), sendo ambos os métodos altamente correlacionados. Outra
forma para se avaliar a maciez é a partir do indice de fragmentacéo miofibrilar (MFI),
em que maiores valores indicam maior fragmentacdo miofibrilar, e portanto, seria um
indicador de maior maciez (CULLER et al., 1978).

Trabalhos tém evidenciado que as proteases neutras ativadas por ions de
calcio, denominadas calpainas, sdo parcialmente responséveis pela protedlise pos
mortem, conduzindo ao aumento progressivo da maciez e a propria extensdo do
processo de amaciamento (GESSINK; KOOHMARAIE, 1999).

As calpainas existem em pelo menos duas formas, calpainas | e Il, que séo
inibidas por uma terceira proteina: calpastatina. As calpainas também séo referidas
por p-calpainas e m-calpainas. Essa diferenciacdo ocorre pelo fato delas
necessitarem de concentra¢cdes micromolares e macromolares de ions calcio para
sua ativacao, respectivamente (MURACHI et al., 1981).

A acdo destas enzimas tem despertado grande interesse, visto que a
caracteristica da maciez da carne é uma das mais importantes dentre os atributos da
gualidade sensorial da carne bovina (MORGAN, 1992; KOOHMARAIE, 1994).
Koohmaraie (1996) reporta que a protease p-calpaina degrada as proteinas
miofibrilares do musculo no pos mortem e que, este fato por si s0, ja justificaria ser
um dos mais importantes alvos na investigacao para entendimento do complexo

mecanismo que estaria associado a caracteristica maciez.



De uma forma mais pontual, Penny e Dransfield (1979) e, mais tarde,
Hattori (1996)
condicionamento dos musculos bovinos, a troponina T sofre protedlise, com
(1976)

demostrou que as calpainas degradam também os “filamentos do espaco vazio”,

Nishimura, e Takahashi demonstraram que, durante o

producdo concomitante de quatro peptideos. Anteriormente, Locker
descritos por Maruyama et al. (1979), como sendo a conectina e titina. Assim,
guando os musculos estirados sdo maturados, 0 cozimento subseqiente provoca o
desaparecimento dos "filamentos do espacgo vazio", enquanto as linhas Z aparecem
intactas (DAVEY e GRAAFHUIS, 1976b). A linha Z é formada por um padrao
caracteristico em ziguezague da proteina de actina (GUIMARAES e ADELL, 1995).
E importante salientar que o sistema calpaina ndo tem acio sobre a actina ou a
miosina em si (PENNY, 1974; ROBSON et al., 1974). De acordo com Lawrie (2004),
0s sitios estruturais importantes para acao das enzimas calpainas séo: a troponina T
(pH acima de 6); a desmina; a conectina e titina (filamentos dos espacgo vazio), as
proteinas da linha “M” e a tropomiosina. A Figura 1 ilustra um sarcomero e alguns de

seus filamentos proteicos.
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Figura 1. Representacdo de um sarcémero.

Um dos modelos aceitos para elucidar a acdo reduzida das calpainas, seria
com o pH até 6,1, em que as calpainas estao ligadas ao seu inibidor, a calpastatina,

mas esta acao inibitéria diminui & medida que o pH reduz. Quando o pH cai de 6,0



para 5,5, estas calpainas ativadas hidrolisam a calpastatina. O amaciamento é
devido, no inicio, a acdo da calpaina |. Subsequentemente, a calpaina Il é a
responsavel, e o amaciamento cessa a medida que as calpainas entram em autélise
(DRANSFIELD, ETHERINGTON e TAYLOR, 1992; DRANSFIELD, 1993). Dransfield
(1994) reporta que a acgdo proteolitica das calpainas enfraquece a interacao dos
filamentos finos no disco Z, do sarcolema das fibras musculares. Hughes et al.
(2001), relatam que a acdo das calpainas ocorre nas proteinas tropomiosina,
desmina, titina, nebulina, filamina e troponina T, onde encontram seu sitio de ligacédo
especifico.

A calpastatina, enzima inibidora das calpainas, é a principal reguladora da
atividade proteolitica no postmortem (KOOHMARAIE, 1988). As sequéncias
helicoidais da calpastatina impedem as calpainas de se ligarem as membranas
(MELLGREN, LANE e MERICLE, 1989). No musculo vivo, a acdo elevada da
calpastatina resulta na reducdo da degradacdo das proteinas (MORGAN et al.,
1993). Ainda com relacdo a atividade da calpastatina, Pringle et al. (1997)
observaram o aumento da atividade da calpastatina e reducdo da atividade da
calpaina, com o aumento da proporcdo Bos indicus (Brahman) usadas nos
cruzamentos.

Riley et al. (2003), avaliaram 87 progénies de 9 reprodutores da raca
Brahman e constataram efeitos significativos da fonte de variacdo reprodutor para
atividade da pcalpaina (P=0,040), atividade da calpastatina (P=0,002), indice de
fragmentacdo de miofibrila aos 14 dias de maturacdo (P=0,020), forca de
cisalhamento aos 7 dias de maturacédo (P=0,050) e forca de cisalhamento aos 14
dias de maturacao (P=0,040). Os autores concluiram que diferencas na atividade da
p-calpaina no pos mortem podem ser usadas como alternativa nos programas de
melhoramento para caracteristica de maciez da carne.

Geesink et al. (2006) afirmaram que a p-calpaina € a principal enzima
proteolitica responsavel pela protedlise miofibrilar pos mortem e, juntamente com as
demais proteinas, deveriam ser o foco de futuras pesquisas para o entendimento do
processo de maciez da carne.

Smith et al. (2000) relataram a identificacdo do gene da protease neutra
ativada por calcio (CAPN), o qual codificaria a enzima proteolitica nmcalpaina no
cromossomo 29. Bishop et al. (1993) relataram a identificacdo do gene da

calpastatina no cromossomo 7. Tal fato, e a funcéo fisioldgica dessas enzimas,



torna-os genes candidatos para pesquisas ligadas a qualidade de carne, visando a

selecéo de animais superiores para tais caracteristicas.

2.3. Marcadores Moleculares no Gene da Calpaina e Calpastatina

No Brasil, as iniciativas de utilizacdo de marcadores moleculares associadas a
QTLs (loci que afetam caracteristicas quantitativas) em bovinos de corte, foram
reportadas por Machado et al. (2003) que trabalharam com bovinos da raca
Canchim, Vasconcellos et al. (2003) com Aberdeen Angus, Paro de Paz et al.
(2004), com bovinos F; Canchim-Nelore, Angus-Nelore e SimentalNelore, Pereira et
al. (2005) também com a raca Canchim e Marson et al. (2005) avaliando populacdes
compostas. Verifica-se, que a maioria destes trabalhos, independente das
caracteristicas avaliadas, foram realizados com populagdes sintéticas, Bos taurus,
Fi's e compostas, ndo sendo ainda relatadas na literatura informacdes
pormenorizadas em animais Bos indicus, principalmente relacionadas a raca Nelore.

White et al. (2005) destacaram que, a dificuldade em se obter dados
fenotipicos relacionados a maciez, seria o principal entrave da selecdo e, por esse
motivo, 0 melhoramento genético para essa caracteristica foi, até agora, muito pouco
trabalhado. Entretanto, com o desenvolvimento de biotecnologias, estdo sendo
disponibilizadas ferramentas para elucidar o controle genético de caracteristicas
guantitativas complexas, como é o caso das caracteristicas de dificil mensuracao.
Varias ferramentas tem sido propostas visando a identificacdo, desde regides
cromossOmicas associadas a QTLs, até mutacdes funcionais (causais). Neste
contexto, a genética molecular surge como complemento aos métodos
tradicionalmente empregados, viabilizando a utilizagcdo da selecdo assistida por
marcadores (MAS), para melhorar a eficiéncia dos programas de melhoramento.

Estudos recentes mostram que a selecdo assistida por marcadores possuli
grande potencial para melhorar caracteristicas historicamente relatadas como de
dificeis mensuracbes (WHITE et al, 2005). Os marcadores moleculares
denominados SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) sdo a forma mais frequente
de variacdo de DNA em mamiferos e possuem caracteristicas favoraveis em relacéo
a sua determinacdo, pois sdo abundantes, geralmente envolvem dois alelos e séo
facilmente detectaveis por método automatico adequado (HOCQUETTE et al.,
2007).



Alguns marcadores SNP do gene CAPN ja foram analisados e associados
com maciez, como o CAPN316 e CAPN530, os quais produzem substituicbes dos
aminoécidos Glicina/Alanina posi¢do 316 e Valina/lsoleucina na posi¢do 530, e
particularmente nos exons 9 e 14, respectivamente, como reportado por Page et al,
(2002), em populacdes de origem Bos taurus.

Os polimorfismos verificados por Page et al. (2002) apresentaram resultados
significativos em relacdo a maciez e confirmaram a existéncia de QTL para alelos
favoraveis em duas populacdes distintas anteriormente estudadas por Casas et al.,
(2000) e Morris et al. (2001). Posteriormente, Casas et al. (2005) avaliaram o0s
marcadores CAPN316, CAPN4753 e CAPN5331, em populacdo de animais da raga
Brahman, verificando a baixa frequéncia na segregacao do CAPN316, associadas,
porém, significativamente (P=0,023) com maciez. Para os marcadores CAPN4753 e
CAPNb5331, estes mesmos autores relataram resultados nao significativos (P=0,460
e P=0,199, respectivamente), sendo considerados nao informativos.

White et al. (2005) avaliaram a utilizagdo dos marcadores CAPN316, 530,
5331, 4753 e 4751 em 504 progénies de 22 reprodutores da raca Brahman e duas
populacdes de cruzados Bos taurus e Bos indicus, oriundas dos ciclos 7 (N=554
progénies de 149 reprodutores) e 8 (N=597 progénies de 127 reprodutores)
pertencentes ao Projeto de Avaliacdo de Germoplasma do Meat Animal Research
Center, em Clay Center/Nebraska. A Figura 2 ilustra o posicionamento genémico

dos marcadores SNP no gene CAPNL1.
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Figura 2. Localizacdo gendmica dos marcadores SNP no gene CAPN1 (WHITE et
al., 2005).



Na populacdo Brahman avaliada, o marcador CAPN530 foi considerado
pouco informativo. O marcador CAPN316 ndo segregou apreciavelmente na raca
Brahman, sugerindo os autores sua utilizagcdo em populacdes com pouca influéncia
Bos indicus. Apoés trabalhar com animais de origem Bos taurus, Corva et al. (2007)
relataram resultados significativos para os dois marcadores, em carne nao maturada.
Para o marcador CAPN4751, verificouse resultados significativos (P=0,015)
relacionados a maciez para todas as populacbes avaliadas. Ainda no mesmo
estudo, White et al. (2005) analisaram os marcadores CAPN5331 e CAPN4753,
demonstrando resultados informativos e significativos nas populagdes oriundas dos
ciclos 7 e 8.

Para animais da ragca Brahman, Casas et al. (2005) verificaram efeitos
significativos para a segregacdo do marcador CAPN5331, mas nenhuma relacdo
com maciez (shear force) foi observada. Na analise do marcador CAPN4753, White
et al. (2005) observaram a segregacdo com o alelo “A” com freqiiéncia de 6,1% e
associacao significativa com shear force (P=0,041) nas populacdes compostas. Para
o marcador CAPN4751, na posicao equivalente a 6545 (C/T), os autores observaram
segregacao em animais de origem taurus, indicus e ainda nos cruzados. Para este
marcador em especial, resultados significativos foram detectados em todas as
populacdes avaliadas para shear force, com o alelo C sendo avoravel para essa
caracteristica.

Schenkel et al. (2006) associaram gendtipos do marcador do gene da
calpastatina (UOGCAST1) com a maior maciez da carne, quando o alelo favoravel C
substitui o alelo G. Por ser um inibidor especifico das calpainas, o aumento da
atividade da calpastatina é correlacionado com a reducdo da maciez da carne
(KOOHMARAIE et al., 1995; PRINGLE et al., 1997).

Casas et al. (2006) embasados na relacdo calpaina/calpastatina,
demonstraram a interacdo dos possiveis genotipos entre marcadores genéticos
existentes no gene da calpaina (CAPN) e a calpastatina (CAST), os quais
influenciaram significativamente a maciez da carne bovina. Os autores trabalharam
com os mesmos dados fenotipicos de White et al. (2005), porém utilizando somente
as populacdes dos Ciclos 7 e 8, e a populagdao Brahman (STARS) referentes ao
Projeto de Avaliacdo de Germoplasma do Meat Animal Research Center, em Clay

Center/Nebraska. O marcador para o0 gene da calpastatina foi associado
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significativamente (P<0,01) com forga de cisalhamento (shear force) aos 14 dias de
maturacdo e escores de maciez avaliados por analise sensorial. O marcador do
gene da calpaina utilizado, CAPN4751 com alteragcdo de base na posicdo 6545
(C/T), foi associado significativamente (P<0,05) com escores de maciez, suculéncia
e sabor/aroma (lavor) para as populacdes do ciclo 7 e 8. Nao foram verificadas
diferencas significativas (P>0,05) para as caracteristicas da analise sensorial para a
populacdo Brahman avaliada. Nas analises de interacdo entre os genes da calpaina
e calpastatina, resultados significativos foram observados apenas para a populagao
do Ciclo 8, para a caracteristica forca de cisalhamento aos 14 dias de maturacgao.

Van Eenennaam et al. (2006) avaliaram populagbes oriundas do Projeto de
Mérito de Carcacas Americano, com o uso dos marcadores da p-calpaina CAPN316
e CAPN4751 em animais Brahman, Hereford, Angus, F1 Charolés-Angus, dentre
outros e observaram resultados significativos (P<0,01).

Recentemente, Barendse et al. (2007) avaliaram marcadores SNP
relacionados a calpaina e calpastatina em diferentes racas de bovinos de corte.
Foram avaliados dois marcadores moleculares associados a calpaina (CAPN1c947
e CAPN1g6545) e cinco a calpastatina (CASTcl143, CASTc155, CASTc856,
CASTcl1487 e CASTc2832). Para os marcadores relacionados a calpaina
CAPN1c947 e CAPN1g6545 foram verificados efeitos significativos (P<0,01) entre
0S genotipos avaliados. Para CAPN1c947, que é correspondente ao CAPN316
reportado por Page et al. (2002), os efeitos de reducao no shear force (em kg) entre
0S genotipos avaliados foram C/C=-0,16, C/G=-0,04 e G/G=0,05, respectivamente.
Para CAPN1g6545, que é correspondente ao CAPN4751 relatado por White et al.
(2005) e o0 mesmo utilizado neste estudo, os efeitos de reducéo no Shear force (em
kg) entre os gendétipos avaliados foram C/C=-0,08, C/T=-0,02 e T/T=0,14,

respectivamente.
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3. OBJETIVOS

() Caracterizar as frequéncias de polimorfismos em marcadores dos genes
candidatos da calpaina e da calpastatina, relacionados a maciez da carne, em

bovinos da raca Nelore;

(if) Relacionar os gendtipos dos diferentes marcadores com a maciez da carne e
algumas caracteristicas avaliadas de desenvolvimento ponderal, em bovinos da

raca Nelore.
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4. HIPOTESES

As hipéteses relacionadas as caracteristicas de desenvolvimento ponderal
foram:

Ho: As frequéncias dos polimorfismos nos genes da p-calpaina e da calpastatina,
nao influenciam significativamente as caracteristicas de desenvolvimento

ponderal em animais da raca Nelore;

Hi: As freqiéncias dos polimorfismos nos genes da pcalpaina e da calpastatina
influenciam significativamente as caracteristicas de desenvolvimento ponderal

em animais da raga Nelore;

As hipoteses relacionadas a caracteristica da maciez da carne maturada aos
7,14, e 21 dias foram:

Ho: As frequéncias dos polimorfismos nos genes da p-calpaina e da calpastatina,

nao influenciam significativamente a maciez da carne em animais da raca
Nelore;

Hi: As frequéncias dos polimorfismos nos genes da calpaina e da calpastatina,

nao influenciam significativamente a maciez da carne em animais da raca

Nelore;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais avaliados e extracdo de DNA das amostras de sangue

Os animais utilizados na extracdo de DNA e amostras de carne para as
analises de maciez foram provenientes das fazendas pertencentes a empresa
Agropecuaria CFM Ltda. O rebanho esta localizado na regido oeste do Estado de
Sdo Paulo. Os dados referentes as caracteristicas de desenvolvimento ponderal
foram obtidos junto ao Laboratério de Melhoramento Genético Dr° Gordon
Dickerson, pertencente ao Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de S&o Paulo (ZAB-
FZEA/USP), em Pirassununga, Sao Paulo.

Foi extraido o DNA de 605 progénies (machos), a partir de amostras de
sangue coletados com EDTA e de sangue impregnadas em cartdes FTA (Figura 3),
empregando-se o0 método de extragdo e precipitacdo em NaCl (Figura 4), seguindo o

protocolo descrito por Olerup e Zetterquist (1992).

Figura 3. Extracdo de DNA por meio da retirada de fragmento de cartdo, contendo
amostra de sangue impregnado com o auxilio de lamina de bisturi.
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Figura 4. Extracao de DNA de cartdes a partir da precipitacdo em NaCl

5.2. Distribuic&o da progénie por reprodutor

O numero de reprodutores e a distribuicdo da progénie por reprodutor, que
contempla os animais que foram avaliados estdo na Tabela 13 (ANEXO 1). A
distribuicdo minima determinada pelo presente estudo foi de trés descendentes por

reprodutor.

5.3. Amplificac&o e identificacdo dos polimorfismos

A caracterizacdo e determinacdo dos 605 gendétipos para cinco marcadores,
dos cinco polimorfismos SNP avaliados, foi realizada por meio de PCR em Tempo
Real, utilizando o equipamento ABI Prism® 7500 Sequence Detection System da

Applied Biosystems (Figura 5).

Figura 5. Equipamento ABI Prism® 7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) utilizado para PCR em tempo real
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Foi utilizado o sistema de detecgcdao TagMan™ em que primers e sonda que
pareiam na regido alvo do DNA, permitem a identificacéo dos diferentes alelos.

Foram sintetizadas sondas de forma a parear seletivamente no DNA molde
onde se encontra o polimorfismo de interesse. Os polimorfismos ja descritos em
outras populacdes por estudos anteriores sao alvo das sondas, que possuem a
sequéncia depositada no GenBank, junto de seus respectivos primers. A proporcao
de individuos heterozigotos e homozigotos para um de seus gendtipos sédo

estimadas por meio das leituras de fluorescéncias das sondas (Figura 6).

[
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Figura 6. Resultado de discriminacéo alélica por classificacdo automatica. Os pontos
verdes representam individuos heterozigotos para o polimorfismo em
guestdo, o ponto vermelho e os pontos azuis representam os individuos
homozigotos para ambas formas alélicas. Os sinais em X representam
amostras que ndo amplificaram suficientemente e o retangulo cinza
representa o teste negativo NTC.

Para a reacdo de PCR foi utilizado aproximadamente 15 ng de DNA, para
uma reacdo de 10 mi, contendo 0,25 ni de Assay Mix® (Applied Biosystems), 5,0 ni
de Tagman® Marter Mix Univerisal PCR (Applied Biosystems) em 10 minutos a 95° C

e 45 ciclos de 15 segundos a 92°C e 1 minuto a 60°C.
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5.4. Descricdo dos genes investigados

Dos cinco marcadores do gene da mcalpaina inicialmente selecionados para
o estudo, quatro permaneceram no estudo e um foi substituido pelo marcador
associado a calpastatina. Os marcadores utilizados sdo apresentados na Tabela 1,
os quais foram previamente escolhidos em virtude dos relatos de Casas et al (2005),
White et al (2005) e Schenkel et al. (2006). A descricdo dos marcadores
investigados, seus respectivos cromossomos, exons e introns, inversdes de
nucleotideos, bem como suas posicdes estdo na Tabela 2. Os primers e sondas a
serem utilizados na amplificacdo e discriminacdo alélica, respectivamente, estdo na
Tabela 3.

Tabela 1. Marcadores investigados, nUmero de acesso no GenBank, bem como as
respectivas referéncias

Marcadores N° de acesso Referéncias

no GenBank
CAPN 316 AF252504 CASAS et al (2005)
CAPN 530 AF248054 CASAS et al (2005)
CAPN 4751 AF248054 WHITE et al (2005)
CAPN 4753 AF248054 CASAS et al (2005)
UOGCAST1 AY008267 SCHENKEL et al (2006)

Tabela 2. Descricdo dos marcadores investigados, seus respectivos cromossomos,
exons e introns, substituicdo de nucleotideos, bem como suas posicoes

Marcadores Cromossomos Exons/Introns Substituicdo Posicédo do

de Nucleotideo
Nucleotideo
CAPN 316 29 Exon 9 G/C 5709
CAPN 530 29 Exon 14 AIG 4558
CAPN 4751 29 Intron 18 CIT 6545
CAPN 4753 29 Intron 21 A/C 8676

UOGCAST1 07 Intron 5 C/IG 282
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Tabela 3. Sequéncia de bases dos oligonucleotideos iniciadores especificos
(primers) para cada marcador estudado

Marcador Seqléncia Sondas
CAPN316 F: GCAGTGCCGTTTTCCTACAG CCACGGCGTTCCA
R: AGCTGCTCCCGCATGTAAG CCACGCCGTTCCA
CAPN530 F: TTGACTGGCCCCTCTCTCT ATGACCAGGTCCAGGC
R: GGCAGGGCACGTACCT ATGACCAGATCCAGGC
CAPN4751 F: TGGCATCCTCCCCTTGACT CTGCGCCTCGGTTT
R:CCCCCGTCACTTGACACA CTGCGCCTCAGTTT
CAPN4753 F: GGGTCCCTCTCCCTCCTG TCCTCCCTCTGTCAAGG
R:CGCCTCCCAGCTCCAT TCCTCCCTCTTTCAAGG
UOGCAST1 F: GGAAGGAAGGAATTGCATTGTTTCA CTTTGGGTAGAAAATT

R:CACTTGTGTTTTATGTAGTCAATTGTGAGAA TTGGGTACAAAATT

5.5. Coleta das amostras de carne para andlise de maciez (Shear force)

A coleta das amostras de carnes em bifes foi realizada no frigorifico Marfrig
Group, a medida que os animais atingiam o peso e eram encaminhados ao abate. O
procedimento para coleta iniciava-se no acompanhamento dos animais no momento
da linha de abate, junto da sua imediata identificacdo pelo nimero do brinco do

animal e colocando a identificagdo correspondente na carcaca (Figura 7).

Figura 7. Carcacas identificadas em resfriamento.
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ApOs as carcagas permanecerem 24 horas na camara de resfriamento, o
longissimus dorsi (contra filé) de meia carcaca foi retirado, acompanhado da

identificacao para o corte dos bifes (Figura 8).

09 Euee

Figura 8. Corte transversal do longissimus dorsi (contra filé) identificado para o corte

dos bifes.

Foram coletados de 605 animais, trés bifes de 2,5 cm de espessura do
musculo Longissimus dorsi, entre a 122 e 132 costela em direcdo caudal. Os bifes
foram identificados individualmente (Figura 9), embalados a vacuo (embaladora

Selovac M160) em filme flexivel de alta barreira, Polyfilm (marca registrada).

Figura 9. Coleta dos trés bifes de 25 cm de espessura do musculo Longissimus
dorsi, entre a 122 e 132 costela em direcao caudal. As etiquetas com cores
distintas indicaram os dias de maturacao (branco=7 dias de maturacao;
rosa=14 dias de maturacao e verde 21dias).
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5.6. Andlises de maciez da carne (Shear force)

As amostras sofreram processo de maturagcéo a 2°C por 7, 14 e 21 dias pos
mortem, respectivamente. As amostras foram avaliadas quanto a maciez, conforme
os procedimentos adotados por Koohmaraie et al. (1994) e também utilizados por
White et al. (2005). Inicialmente, os bifes foram pesados, em papel aluminio
previamente tarado, em uma balanca semi-analitica (modelo A2000, marca Marte), e
colocados cada qual em uma forma pequena de aluminio em forno elétrico (mod.
Luxo2.4 Classic Marca Lary) a temperatura de 170°C (Figura 10), e uma distancia de

aproximadamente 21cm da resisténcia superior.

Figura 10. Forno utilizado para coc¢do das amostras até 71°C.

As temperaturas internas (préxima ao eixo geométrico) dos bifes foram
acompanhadas com termdmetros digitais (mod.Th1200C, marca Haenni) com
sondas (finas) metdlicas de perfuracéo. Os bifes foram retirados do forno quando as
temperaturas internas atingiram 71°C, e pesados na mesma balangca com papel
aluminio previamente tarado. Ap0s o cozimento, os bifes foram deixados a
temperatura ambiente em sala climatizada a + 21°C por 2 horas (Figura 11)

aproximadamente, a fim de resfriarem.
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Figura 11. Detalhe dos bifes sendo deixados a temperatura ambiente, em sala
climatizada a £ 21°C, por 2 horas, a fim de resfriarem.

Em seguida, foram retirados 6 cilindros de cada bife de aproximadamente treze
milimetros de diametro, no sentido das fibras, com o auxilio de um vazador elétrico.
Esses cilindros foram cisalhados em um Warner Bratzler Shear Force (Figura 12).

Essas analises foram realizadas no Laboratério de Carnes da FZEA/USP.

¥ b

%

Figura 12. Cilindros do musculo Longissimus dorsi cisalhados no Warner Bratzler
Shear Force (WBSF).
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5.7. Caracterizacdo das informacfGes fenotipicas avaliadas e da estrutura

genética da populacéo

As informacdes fenotipicas relacionas a maciez da carne maturada avaliada
aos 7, 14 e 21 dias, bem como das caracteristicas de desenvolvimento ponderal,
peso a desmama, ganho de peso da desmama ao sobreano e do peso ao sobreano,
foram submetidas a verificacdo das pressuposicbes de andlises de dados
(normalidade, homogeneidade das variancias, dentre outras). Estas andlises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistical Analysis System,
versdao 9.1.3 (SAS, 2002), utlizando os procedimentos PROC MEANS e
UNIVARIATE.

As frequéncias alélicas e genotipicas dos resultados obtidos por PCR em
Tempo Real foram estimadas para cada loco, por contagem simples dos alelos e dos

diferentes genotipos, respectivamente, conforme descrito por Falconer e Mackay
(2001).

5.8. Efeito dos marcadores SNP sobre a maciez da carne

Para avaliar as implicagbes dos resultados moleculares sobre as
caracteristicas relacionadas a maciez da carne e as de desenvolvimento ponderal,
foram utilizadas as informacdes obtidas dos testes de maciez (Shear Force), bem os
desempenhos dos animais como variaveis dependentes.

Os efeitos dos genotipos encontrados para os diferentes marcadores,
considerando os diferentes dias de maturagcdo, e as caracteristicas de
desenvolvimento ponderal foram avaliados a partir do modelo utilizado por Casas et
al. (2005), White et al. (2005) e Casas et al. (2006), especificado a seguir:

YijkI: m+Ci +Sj + Mk + bl(l ijk " I )+ij|
em que,
Y;«= € o valor fenotipico observado para a caracteristica maciez,

m= € uma constante inerente a todas as observacoes;
Ci = é o feito fixo de grupo de contemporaneos;

S = € o efeito aleatorio de reprodutor, com media 0 e variancia s
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My = é o efeito fixo do gendétipo para marcador (CAPN316, CAPN530, CAPN4751,
CAPN4753 e UOGCAST1);
b, = € coeficientes de regresséo linear da caracteristica Yjx em relacdo ao desvio da
idade do animal ao abate, incluido no modelo como covariavel;

ljw = € aidade do animal a mensuragéo ou ao abate;

I = é a média de idade a mensuracao ou ao abate dos animais avaliados;

gju = efeito aleatorio residual associado a caracteristica Y, , com media O e

variancia s2e.

A composicdo dos grupos contemporaneos para as variaveis relacionadas a
maciez aos 7, 14, 21 dias e as de desempenho ponderal, caracterizaram-se por
animais nascidos em mesmo rebanho, no mesmo ano, na mesma estacdo, de
mesmo sexo, de mesmo grupo de manejo até a desmama e pertencentes a0 mesmo
grupo de manejo da desmama ao sobreano. Para a caracteristica peso a desmama,
foi incluido no modelo acima, o efeito da classe de idade da mée ao parto.

Para testar outros efeitos das combinacfes genotipicas, considerando dois
locus simultaneamente em relacdo a maciez da carne, também foi adotado o mesmo
modelo estatistico anteriormente citado, apenas trocando o efeito My por Gy, onde Gy

representara a k™ combinacado genotipica para os dois loci .
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracterizacéo das informacdes fenotipicas avaliadas

Os numeros de observacbes e as estimativas de médias, desvios padréo,
coeficientes de variagcdo, minimo e maximo para as caracteristicas relacionadas a
maciez aos 7 (MAC7D), aos 14 (MAC14D) e aos 21 (MAC21D) dias, e
caracteristicas de desenvolvimento ponderal, peso a desmama (PESDES), peso ao
sobreano (PES18), ganho de peso da desmama ao sobreano (GP345) e idade ao
abate dos animais (ID ABATE) apds as analises criticas e de consisténcia do

arquivo, encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Numeros de observacbes (N), médias (MED), desvios padrdo (DP),
coeficientes de variacdo (CV), minimo (MIN) e maximo (MAX) para as
caracteristicas avaliadas

Caracteristicas N MED DP Ccv MIN MAX

MAC7D* 590 5,94 1,46 24,56 1,82 9,99
MAC14D* 590 4,95 1,31 26,39 1,32 9,34
MAC21D* 594 4,38 1,12 25,64 1,61 8,53
PESDES** 604 196,82 24,66 12,53 89,00 272,00
P18M** 588 321,25 32,63 10,16 231,00 451,00
GP345** 588 125,37 28,10 22,42 60,00 213,00
ID ABATE*** 580 24,25 1,66 6,86 21,00 34,00

*Maciez em kilogramas/for¢a;** Peso em kilogramas ; *** Idade em meses.

Verifica-se na Tabela 3 que, entre as 605 amostras coletadas, 590 amostras
foram utilizadas nas analises das variaveis MAC7D e MAC14D, e 594 amostras para
a avaliacdo da variavel MAC21D. Essa pequena diferenca pode ser explicada por
algumas perdas no procedimento de avaliacdo da maciez, principalmente por
algumas embalagens danificadas e consequentemente ndo maturagdo das
amostras. No entanto, podem ser consideradas perdas aceitaveis, 0 que n&o
chegam a representar 2,5% do total de amostras coletadas para cada variavel.

Com relacdo a diferenca das informacdes de desenvolvimento ponderal,
advindas dos mesmos animais que forneceram amostras de carne para maturacao,
sdo dados de poucos individuos, perdidos pela prépria fazenda e que também néo
interferiu nas analises por representar uma diferenca pequena do total de

informacdes.
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Nas Figuras 13, 14 e 15, encontram-se 0s histogramas e 0os comportamentos

das distribuicbes para variaveis MAC7D, MAC14D e MAC21D, quando assumida a

pressuposicdo de que as variaveis seguem distribuicdo Normal.
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Figura 13. Distribuicdo para variavel MAC7D, quando assumida a pressuposicdo de
Normalidade.
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Figura 14. Distribuicdo para variavel MAC14D, quando assumida a pressuposi¢cao de

Normalidade.
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Figura 15. Distribuicdo para variavel MAC21D, quando assumida a pressuposicao de
Normalidade.

Pelas Figuras 13, 14 e 15, nota-se que a pressuposi¢cado de normalidade foi
atendida para as variaveis MAC7D, MAC14D e MAC21D, as quais apresentaram
resultados néo significativos para o Teste de Normalidade.

6.2. Estrutura genética da populacdo para os marcadores avaliados

As frequéncias genotipicas associadas aos cinco polimorfismos dos

marcadores avaliados estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Frequiéncias genotipicas observadas para os marcadores avaliados em
bovinos da raca Nelore

Frequéncias Percentagens

Marcadores Geno6tipos Frequéncias Percentagens
P q 9 Acumuladas Acumuladas

C/C 0 0,00 0 0,00
CAPN316 C/G 10 1,66 10 1,66
G/IG 593 98,34 603 100,00

Nimero de amostras que ndo amplificaram = 02
A/A 2 0,33 2 0,33
CAPN530 AlG 85 14,12 87 14,45
G/IG 515 85,55 602 100,00

NUmero de amostras que nao amplificaram =03
C/C 19 3,16 19 3,16
CAPN4751 CIT 175 29,07 194 32,23
TIT 408 67,77 602 100,00

Numero de amostras que ndo amplificaram = 03
A/A 106 19,00 106 19,00
CAPN4753 A/C 169 30,29 275 49,28
C/C 283 50,72 558 100,00

NuUmero de amostras que ndo amplificaram = 47
C/Cc 232 38,73 232 38,73
UOGCAST1 CIG 280 46,74 512 85,48
G/IG 87 14,52 599 100,00

NUmero de amostras que nao amplificaram =06

A distribuicdo dos gendtipos dentro da populacdo para os marcadores
CAPN316 e CAPN530 mostrou-se bastante irregular. Esta irregularidade
impossibilitou a analise consistente dos dados para esses dois marcadores e, no
caso do CAPN316, a auséncia do gendtipo C/C determinou a ndo associa¢cdo com
as variaveis de desenvolvimento ponderal e maciez da carne. Corva et al. (2007)
analisaram animais da raca Angus, Hereford e Limousin, e observaram distribuicdo
menos irregular para todos os genétipos em comparagcao com o presente estudo. Os
demais marcadores apresentaram frequéncias de seus genotipos satisfatorias ou
suficientemente bem distribuidas, para a realizacdo das andlises dos marcadores
individualmente e combinados dois a dois, quando conveniente.

As frequéncias génicas ou alélicas associadas aos cinco polimorfismos

avaliados estdo apresentadas na Tabela 6 a seguir.
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Tabela 6. FreqUéncias alélicas estimadas para os marcadores avaliados em bovinos
daraca Nelore

Frequéncias Alélicas

Marcadores
(V) @
CAPN316 f(C) =0,0083 f(G) =0,9917
CAPN530 f(A) =0,0739 f(G) =0,9261
CAPN4751 f(C) =0,1769 f(T) =0,8231
CAPNA4753 f(A) =0,3414 f(C) =0,6586
UOGCAST1 f(C) =0,6210 f(G) =0,3790

Nos animais avaliados, a frequéncia génica observada para o marcador
CAPN316 demonstra que o alelo “G”, encontra-se praticamente fixado nesta
populacdo, fato este concordante com Casas et al. (2005), os quais relataram
freqléncias associadas ao alelo “C” de 0,0012 em 470 animais da raca Brahman.
Estas baixas frequéncias do alelo (C), podem sugerir a hipétese de que o
polimorfismo pode ter surgido apenas nos animais de origem Bos taurus depois da
separacédo das subespécies Bos indicus e Bos taurus. Outra hipétese que ndo deve
ser descartada seria que, os raros alelos “C” observados nesta populacdo da raca
Nelore, podem ter sido introgredidos ao longo de acasalamentos durante a fase de
formacédo do rebanho atual.

Para o marcador CAPN530, a frequéncia do alelo considerado favoravel “A”
foi baixa, em relacdo a forma alélica “G”, sendo considerado pouco informativo, e
concorda com White et al. (2005), quando analisaram animais da ragca Brahman com
o0 mesmo marcador. Os autores ainda relataram frequéncia 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.

A baixa frequéncia dos dois marcadores CAPN316 e CAPN530 obtidos neste
trabalho demonstram a ineficacia desses marcadores para serem utilizados em
populacdes da raca Nelore. Este fato € reforcado junto aos relatos de outros autores
ja citados, os quais reportaram frequéncias préximas as encontradas no presente
estudo. Pelo exposto, ndo se recomenda a utilizacdo dos marcadores CAPN316 e
CAPN530 em animais de origem Bos indicus, como ferramentas para identificar
animais geneticamente superiores para as caracteristicas consideradas.

As frequéncias génicas observadas para o0 marcador CAPN4751,
demonstraram que o alelo favoravel “C” encontra-se com frequiéncia inferior a outra

forma alélica “T”. White et al. (2005) reportaram frequéncias do alelo “C” de 0,096
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para raca Brahman, inferiores as verificadas neste estudo. Os autores reportaram
ainda frequiéncias do alelo “C” de 0,576 para animais cruzados do Ciclo 7 e 0,640
para animais cruzados do Ciclo 8 do Projeto de Avaliacdo de Germoplasma do Meat
Animal Research Center, em Clay Center/Nebraska. Destaca-se que 0s animais do
Ciclo 7 e 8 do referido projeto sdo animais compostos, fruto de cruzamentos
somente entre animais de origem taurina.

Para o marcador CAPN4753, a frequéncia do alelo considerado favoravel “A”,
foi inferior quando comparada a forma alélica “C”. Casas et al. (2005) relataram a
frequéncia do alelo “A” superior (f(A)=0,675), para animais da raca Brahman criados
na Florida. J& White et al. (2005) observaram frequéncia de 6,1% para 0 mesmo
alelo “A” em popula¢gdes compostas.

As frequéncias génicas observadas para o marcador UOGCAST],
demonstraram que o alelo favoravel “C” encontra-se com frequéncia superior a
forma alélica “G”. Schenkel et al. (2006) reportaram frequéncia do alelo “C” de 0,629
para 628 animais oriundos de cruzamentos entre racgas taurinas Angus, Limousin,
Charolés, Simental, dentre outros. No caso do presente estudo, é importante
ressaltar que a populacdo estudada é de origem Bos indicus e, no entanto a
frequéncia génica foi bem préxima da encontrada pelos autores em animais taurinos.
Estes achados sugerem que o marcador da calpastatina teria maior aplicabilidade,
podendo ser utilizado em animais de ambas as origens, visando identificar animais

gue possuam a caracteristica de maior maciez da carne.

6.3. Efeitos de aditividade, desvios de aditividade e efeitos de substituicdo para

0s marcadores nas caracteristicas de desenvolvimento ponderal

Na Tabela 7, sdo apresentadas as estimativas de efeito da aditividade, desvio
da aditividade e efeito médio de substituicdo para as caracteristicas de
desenvolvimento ponderal.

Para os resultados obtidos dos quatro marcadores descritos, ndo foram
observadas estimativas significativas (P>0,05) para as trés variaveis relacionadas ao

desempenho ponderal.



29

Tabela 7. Efeito de aditividade, desvio de aditividade e efeito médio de substituicdo

Efeito médio de

Marcadores Caract.* Efeito aditivo Desvio da aditividade substituicdo
Estimatva EP P>|t]| Estimatva EP P>|t]| Estimatva EP P >|t|
PESDES 3,72 12,80 0,7714 4,72 6,68 0,4804 2,20 2,17 0,3100
CAPN530 P18M 16,45 15,64 0,2932 7,37 8,17 0,3675 -1,26 2,66 0,6359
GP345 14,88 13,60 0,2744 574 7,10 0,4191 -1,68 2,30 0,4670
PESDES 0,46 4,26 0,9147 1,48 2,55 0,5603 0,40 1,44 0,7786
CAPN4751 P18M -2,11 5,17 10,6837 1,76 3,13 0,5735 1,87 1,76 0,2870
GP345 -2,32 4,52 0,6073 -0,13 2,73  0,9613 1,11 1,53 0,4690
PESDES -0,72 2,15 0,7381 -0,13 1,76  0,9407 0,38 1,06 0,7217
CAPN4753 P18M 0,83 2,63 10,7533 -1,36 2,16  0,5302 -0,48 1,29 0,7090
GP345 1,62 2,27 0,4764 -0,77 1,87 0,6791 -0,81 1,10 0,4664
PESDES 0,97 2,32 0,6753 1,18 1,58 0,4555 -0,95 1,14 0,4064
UOGCAST1 P18M 0,84 2,86 0,7692 0,31 1,93 10,8733 -0,82 1,41 0,5580
GP345 0,29 2,50 0,9065 -0,75 1,69 0,6576 -0,15 1,22 0,9009

*Caract. = Caracteristicas de desenvolvimento ponderal

6.4. Efeitos de aditividade, desvios de aditividade e efeitos médios de

substituicdo para os marcadores na caracteristica maciez de carne

A Tabela 8 apresenta as estimativas de efeitos de aditividade, desvios de
aditividade e efeitos de substituicdo para as caracteristicas de maciez da carne aos
7 (MAC7D), 14 (MAC14D) E 21 (MAC21D) dias de maturacgao.

Para o marcador CAPN530, as estimativas dos efeitos de aditividade, desvio de
aditividade e efeitos de substituicdo ndo apresentaram resultados significativos. Para
os demais marcadores foram observadas algumas estimativas significativas para
aditividade e efeito de substituicdo. Com relacdo ao marcador CAPN4751, o efeito
aditivo foi signficativo para varidvel MAC21D e o efeito de substituicdo foram
observados para MAC14D e MAC21D. O marcador da calpaina CAPN4753
apresentou efeito aditivo significativo para MAC14D e MAC21D, além do efeito
meédio de substituicdo para MAC21D.

Com relacdo ao marcador da calpastatina UOGCAST1, os efeitos de desvio de

dominancia e substituicdo foram significativos para MAC14D e MAC21D.
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Tabela 8. Efeito de aditividade, desvio de aditividade e efeito médio de substituicdo

Marcadores Caract*

Efeito aditivo

Desvio da aditividade

Efeito médio de
substituicdo

Estimatva EP P>|t]| Estimatva EP P>|t]| Estimatva EP P >|t|

MACT7D -1,14 1,03 0,2708 -0,56 0,54 0,3025 -0,08 0,17 0,6240

CAPN530 MAC14D 0,05 0,92 0,9563 0,13 0,48 10,7812 0,01 0,15 0,9223
MAC21D 0,40 0,80 0,6213 0,36 0,42 0,3967 0,07 0,13 0,5723

MACT7D 0,12 0,34 0,7297 -0,31 0,20 10,1332 -0,19 0,11 0,0968

CAPN4751 MAC14D 0,39 0,31 0,1999 -0,08 0,18 0,6547 -0,22 0,10 0,0246
MAC21D 0,53 0,26 0,0440 -0,18 0,16 0,2493 -0,31 0,08 0,0003

MAC7D -0,32 0,17 0,0655 -0,24 0,14 0,0989 0,08 0,08 0,3209

CAPN4753 MAC14D -0,31 0,15 10,0424 -0,14 0,13 0,2870 -0,11 0,07 0,1316
MAC21D -0,35 0,13 0,0093 -0,19 0,11 0,0772 -0,12 0,06 0,0455

MACT7D 0,18 0,19 0,3598 0,18 0,13 0,1569 -0,16 0,09 0,0823

UOGCAST1 MAC14D 0,52 0,17 0,0026 0,02 0,11 0,8500 -0,26 0,08 0,0007
MAC21D 0,40 0,15 0,0068 0,17 0,10 0,0954 -0,25 0,07 0,0003

*Caract = Caracteristicas de Maciez da carne para ao trés tempos de maturagéo

Os graficos a seguir ilustram as estimativas significativas para os efeitos
meédios de substituicdo dos marcadores CAPN4751, CAPN4753 e UOGCASTL1. A

Figura 16 mostra a estimativa de -0,22 kg para o efeito médio de substituicdo alélica

aos 14 dias de maturacdo para o marcador CAPN4751. Portanto, o efeito da

presenca de um alelo “C” proporcionou em média 0,22 kg de maior maciez para 0s

individuos heterozigotos e aproximadamente 0,44 kg de maior maciez para 0s

individuos homozigotos C/C.

Maciez aos 14 dias de maturacgéo,
em kg

-0,10 1
-0,20 1
-0,30 1
-0,40 1
-0,50 1

-0,60 -

T/T

CIT

c/C

0,00

Genotipos para o marcador CAPN4751

Figura 16. Estimativas do efeito médio de substituicdo para o marcador CAPN4751
para 14 dias de maturacao da carne.

O gréfico da Figura 17 também ilustra o efeito significativo de substituicdo para

o marcador CAPN4751 aos 21 dias de maturacdo da carne. Nota-se que a
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estimativa do efeito médio de substituicdo de um alelo “C” foi de -0,31 kg. Assim, em
meédia, os individuos heterozigotos tém a carne 0,31 kg mais macia, e 0s
homozigotos C/C aproximadamente 0,62 kg mais macia, em relacdo aos que néo

possuem o alelo favoravel.

TIT CIT C/IC

0,00
-0,10 A
-0,20 A
-0,30 1
-0,40 1
-0,50 1
-0,60 1
-0,70 -

em kg

Maciez aos 21 dias de maturacéao,

Genotipos para o marcador CAPN4751

Figura 17. Estimativas do efeito médio de substituicdo para o marcador CAPN4751
para 21 dias de maturagéo da carne.

Para o marcador CAPN4753, a Figura 18 apresenta o efeito médio de
substituicdo significativo aos 21 dias de maturacdo. A estimativa do efeito da
presenca de um alelo “C” foi de -0,12 kg. Neste caso, os individuos heterozigotos
apresentaram, em média, carnes mais macias em 0,12 kg e os homozigotos C/C,

com 0,24 kg, quando comparados aos individuos de genotipo A/A.

AIA AIC CiC
0,00

-0,05 A

-0,10 A

-0,15 A

em kg

-0,20 A

-0,25 A

Maciez aos 21 dias de maturagao,

-0,30 -
Gendtipos para o marcador CAPN4753

Figura 18. Estimativas do efeito médio de substituicdo para o marcador CAPN4753
para 21 dias de maturacao da carne.
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Para o marcador UOGCAST1, a Figura 19 ilustra as estimativas do efeito
meédio de substituicdo significativo aos 14 dias de maturacédo. A presenca do alelo
favoravel “C” apresentou uma estimativa de -0,26 kg. Portanto, os individuos
heterozigotos apresentaram em média, carne mais macia em 0,26 kg e o0s
homozigotos C/C aproximadamente 0,52 kg, em relacdo aos individuos de gendtipo
G/G.
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Figura 19. Estimativas do efeito médio de substituicdo para o marcador UOGCAST1
para 14 dias de maturacéo da carne.

O gréfico da Figura 20 apresenta as estimativas para o efeito médio de
substituicdo significativo do marcador UOGCAST1 aos 21 dias de maturacdo. A
estimativa do efeito de substituicdo para o “C” foi de -0,25 kg. Neste caso, 0s
individuos heterozigotos apresentaram em média, carne mais macia em 0,25 kg e os
heterozigotos C/C aproximadamente 0,50 kg, do que os individuos que possuiam o
genotipo G/G.
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Figura 20. Estimativas do efeito médio de substituicdo para o marcador UOGCAST1
para 21 dias de maturacdo da carne.
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6.5. Efeito dos marcadores SNP avaliados sobre as caracteristicas de

desenvolvimento ponderal e de maciez da carne

Os efeitos dos marcadores SNP avaliados sobre as caracteristicas de
desenvolvimento ponderal e da maciez da carne foram avaliados apenas para 0s
marcadores CAPN530, CAPN4751, CAPN4753 e UOGCAST1, uma vez que, estes
apresentaram variabilidade genotipica para serem utilizados nas analises dos efeitos

dos marcadores sobre as caracteristicas de interesse.

6.5.1. Efeito dos marcadores SNP avaliados sobre as caracteristicas de

desenvolvimento ponderal

Para as caracteristicas de desenvolvimento ponderal, as estimativas de
médias de quadrados minimos e o0s erros padrdo associados aos efeitos dos
genotipos para os marcadores avaliados, bem como os valores de probabilidade

observados nos Testes F das analises de variancia, sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Estimativas de médias de quadrados minimos (LSM) e os erros padréo
(EP), bem como, os valores de probabilidade observados nos testes F
associados aos efeitos dos genoétipos dos marcadores avaliados para
caracteristicas de desenvolvimento ponderal

Gendtipos avaliados

Marcadores
LSM+EP LSM+EP LSM+EP
CAPN530 AIA AIG G/G Pr>F!
PESDES 188,27+12,98 194,84+3,09 191,99+2,55 0,3986
PES18 304,35+15,66 319,95+2,98 320,80+1,76 0,5525
GP345 115,32+13,62 128,51+2,55 130,20+1,50 0,4334
CAPN4751 C/C CIT T/T Pr>F
PESDES 191,68+4,84 193,39+2,80 192,13+2,58 0,7463
PES18 321,83+5,33 322,53+2,28 319,72+1,85 0,3977
GP345 131,88+4,63 130,59+1,97 129,56+1,57 0,7736
CAPN4753 A/A AIC Cci/C Pr>F
PESDES 193,06+3,10 192,57+2,88 192,34+2,71 0,9454
PES18 320,31+2,68 319,36+2,30 321,14+2,01 0,7204
GP345 129,31+2,28 129,34+1,95 130,92+1,72 0,6310
UOGCAST1 c/C CIG G/IG Pr>F
PESDES 191,86+2,69 193,53+2,69 192,84+3,09 0,5944
PES18 319,88+2,06 320,61+2,04 320,72+2,81 0,9243
GP345 130,11+1,77 129,51+1,74 130,41+2,42 0,9061

“Pr > F = valores de probabilidade observados nos testes F das andlises de variancias para a fonte
de variagdo Marcador
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Verifica-se pela Tabela 9 que, para todas as caracteristicas de desempenho
ponderal analisadas, nao foram obtidos resultados significativos dos gendétipos para
os marcadores avaliados.

Neste estudo, as caracteristicas de desenvolvimento ponderal exibiram
comportamento similar aos relatados por Casas et al. (2005), os quais
demonstraram que as caracteristicas, ganho de peso médio diario e peso vivo ao
abate, ndo foram influenciadas significativamente na analise de associacao para 0s
marcadores CAPN316, e CAPN4753 em animais da raca Brahman.

Na Figura 21 podem ser observados 0s comportamentos das médias de
pesos a desmama, aos 18 meses e aos 345 dias, em cada genotipo e para os
marcadores CAPN530, CAPN4751, CAPN4753 e UOGCAST1.
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Figura 21. Médias de quadrados minimos para pesos a desmama, aos 18 meses e ganhos de peso até 345 dias pos-
desmama dos individuos,em cada gendtipo para os marcadores CAPN530, CAPN4751, CAPN4753 e
UOGCAST1.
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6.5.2. Efeito dos marcadores SNP avaliados sobre as caracteristicas de maciez da

carne

As estimativas de médias de quadrados minimos e os erros padrdo associados
aos efeitos dos gendtipos para os marcadores avaliados, bem como os valores de
probabilidade observados nos Testes F das andlises de variancias individuais, para as
caracteristicas relacionadas a maciez aos 7, 14 e 21 dias de maturacdo (MAC7D,
MAC14D e MAC21D), estédo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Estimativas de médias de quadrados minimos (LSM) e os erros padrao (EP),
bem como, os valores de probabilidade observados nos testes F associados
aos efeitos dos gendtipos dos marcadores avaliados para caracteristicas
maciez aos 7, 14 e 21 dias de maturacéo

Genétipos avaliados

Marcadores
LSM+EP LSM+EP LSM+EP
CAPN530 AIA AIG G/G Pr>F
MAC7D 7,30+1,03 6,18+0,20 6,17+0,13 0,5448
MAC14D 5,04+0,93 5,20+0,18 5,09+0,12 0,7850
MAC21D 4,13£0,81 4,68+£0,15 4,52+0,10 0,4371
CAPN4751 C/C CIT TIT Pr>F
MAC7D 6,17+0,35 5,92+0,16 6,29+0,14 0,0293
MAC14D 4,82+0,32 4,93+0,14 5,21+0,12 0,0486
MAC21D 4,19+0,27 4,27+0,12 4,72+0,11 <0.0001
CAPNA4753 A/A A/C Cc/C Pr>F
MAC7D 6,38+0,18 5,99+0,16 6,06+0,14 0,0907
MAC14D 5,32+£0,16 5,03+0,14 5,00+£0,13 0,1116
MAC21D 4,85+£0,14 4,48+0,12 4,50+£0,11 0,0188
UOGCAST1 C/C CIG G/G Pr>F
MAC7D 6,02+0,15 6,29+0,15 6,20+0,20 0,1158
MAC14D 4,92+0,13 5,20+0,13 5,43+0,18 0,0045
MAC21D 4,35+0,11 4,72+0,11 4,75+0,16 0,0006

*Pr > F = valores de probabilidade observados nos testes F das andlises de variancias para a
fonte de variagcdo Marcador

Observa-se pela Tabela 10 que, para o marcador CAPN530, ndo foram
verificados resultados significativos dos gendtipos em relacdo as variaveis MAC7D,
MAC14D e MAC21D. Corva et al. (2007) ndo observaram a ocorréncia do genétipo A/A,

no entanto, obtiveram efeitos significativos para maciez da carne ndo maturada entre os
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genotipos A/G e G/G, em animais de origem Bos taurus. As observacfes a respeito
deste marcador sao totalmente concordantes com White et al. (2005), os quais
relataram que este marcador ndo segregou significativamente (P<0,05) para os
genotipos avaliados na populacdo de animais cruzados do ciclo 8 do Projeto de
Avaliacdo de Germoplasma do MARC, em Clay Center/Nebraska. Entretanto para os
demais marcadores, esses autores detectaram significancias especificas, as quais
estdo discriminadas a seguir.

Para o marcador CAPN4751, foram notados efeitos significativos para MAC7D e
MAC14D (P<0,05), bem como para MAC21D (P<0,01). Estes resultados concordam
com White et al. (2005), que também observaram efeitos significativos para o marcador
em animais Bos indicus, Bos taurus e cruzados. Os autores detectaram,
respectivamente, para as populagdes citadas, diferencas de maciez da ordem de -0,40
kg, -0,27 kg e -0,44 kg entre os animais de genotipos T/T (desfavoraveis) em relagéo
aos C/C (favoraveis), para carnes com 14 dias de maturacao.

Os resultados significativos para as populacdes de diferentes origens, permitem
sugerir que este marcador pode ter uma aplicabilidade geral para os bovinos, podendo
ser considerado uma alternativa muito interessante para identificar animais com carne
mais macia.

Com relacdo ao marcador CAPN4753, efeitos significativos foram apontados
apenas para a variavel MAC21D (P<0,01), sendo as caracteristicas MAC7D e MAC14D
consideradas nao-significativas (P>0,05). Os resultados para o marcador CAPN4753
deste trabalho sao discordantes dos reportados por Casas et al. (2005), os quais néo
verificaram diferencas significativas (P>0,05) de maciez, avaliadas também por meio de
Warner Bratzler Shear Force, para carnes com 7, 14 e 21 dias de maturacdo em
animais da raca Brahman. Porém, White et al. (2005) observaram a segregacdo com o
alelo “A” com freqUéncia de 6,1% e associacao significativa com Shear force (P=0,041)
nas populagbes compostas.

A comparacdo dos resultados deste estudo e o relatado por outros autores,
salienta a segregacdo de alelos com efeitos favoraveis em animais de origem Bos
indicus, que até o momento, era disponibilizado na literatura apenas para animais

compostos de origem taurina.
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Para o marcador UOGCAST1, resultados significativos também foram
confirmados para MAC14D e MAC21D (P<0,01), enquanto que para MAC7D, n&o foram
detectados resultados significativos (P>0,05). Estes resultados observados para as
caracteristicas relacionadas a maciez, corroboram parcialmente com os obtidos por
SCHENKEL et al. (2006), os quais verificaram diferencas significativas (P<0,05) de
maciez, avaliadas por meio de Warner Bratzler Shear Force, para carnes com 21 dias
de maturacdo. Neste estudo, os resultados foram até surpreendentes, uma vez que se
detectou diferencas significativas (P<0,01) para este marcador em carnes com 14 e 21
dias de maturagéo.

Os graficos da Figura 20 apresentados a seguir, ilustram o comportamento das
médias de maciez da carne dos individuos para cada genétipo, nos trés tempos de
maturacdo para as analises individuais dos marcadores CAPN530, CAPNA4751,
CAPN4753 e UOGCAST1. Nota-se apenas para os dados do marcador CAPN530, que
nao apresentou efeitos significativos, possivelmente devido aos elevados erros padréao
observados nos gendtipos A/A. A explicacdo para tal fato foi a irregularidade na
distribuicdo dos gendtipos. O gendtipo A/A apresentou uma frequiéncia muito baixa na
populacéo, como pdde ser verificado na Tabela 10.

A respeito da maturacdo da carne, foi possivel observar também a regularidade
nas informagdes. A queda nos valores de maciez para os trés tempos de maturacao
verificados nos graficos (Figura 22), ilustra que ndo houve nenhum tipo de discrepancia

nos resultados da maturacdo da carne.
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6.6. Efeito das combinacdes genotipicas dos marcadores SNP sobre a maciez

dacarne

Os efeitos das combinagdes genotipicas avaliadas sobre a caracteristica da
maciez da carne para 7, 14 e 21 dias de maturacdo foram avaliados para os
marcadores CAPN4751 e UOGCAST1, bem como, para CAPN4753 e UOGCAST],
0s quais apresentaram frequéncias de ocorréncias de todos os gendtipos quando

organizados dois-a-dois.

6.6.1. Efeito das combinagfes genotipicas para os marcadores CAPN4751 e

UOGCAST1 obtidos em analises simultaneas

A Tabela 11 apresenta a distribuicho dos animais, estimativas para 0s
contrastes, erros padrdo associados aos efeitos dos gendtipos para os marcadores
CAPNA4751 e UOGCAST, e valores de probabilidade observados nos Testes F das
analises de variancias conjuntas. Estes resultados foram obtidos em avaliagdes
simultaneas dos marcadores para as caracteristicas maciez da carne maturada aos
7,14 e 21 dias (MAC7D, MAC14D e MAC21D).

As informacdes apresentadas na Tabela 11 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, portanto,
maior maciez da carne.

As nove possiveis combinacdes genotipicas encontradas nos individuos
avaliados, demonstraram para as trés datas de maturacdo, a existéncia de efeitos
significativos das combinacdes genotipicas em relacdo as caracteristicas MAC7D,
MAC14D e MAC21D. A medida que as combinagbes 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 maturacao da carne.
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Tabela 11. Distribuicdo dos animais (N), estimativas para os contrastes (EST) e os erros
padrao (EP) associados aos efeitos dos genétipos dos marcadores CAPN4751
e UOGCASTIL, avaliados simultaneamente, para caracteristicas maciez da
carne maturada aos 7, 14 e 21 dias

Marcador UOGCAST1

Caracteristica Marcador CC CG GG
Avaliada®  CAPN4751  poripp N EST+EP N EST+EP N
cC -0,712+0,84 3 -0,542+0,44 11 -0,371+0,65 5
MAC7D ° CT -0,526+0,18 70 -0,356+0,17 75 -0,186+0,30 24
TT -0,341+0,12 153 -0,170+0,11 185 0,000+0,22 46
Pr=0,0163
cC -1,017+0,71 3 -0,743+0,37 11 -0,469+0,55 5
MAC14D° CT -0,783+0,15 70 -0,509+0,15 75 -0,234+0,25 24
TT -0,548+0,10 153 -0,274+0,09 185 0,000+0,18 46
Pr<0,0001
CcC -1,179+0,63 3 -0,916+0,33 11 -0,652+0,49 5
MAC21D° CT -0,853+0,13 70 -0,590+0,13 75 -0,326+0,22 24
TT -0,527+0,09 153 -0,264+0,08 185 0,000+0,16 46
Pr<0,0001
¢ Expressa em desvios para forca de cisalhamento obtidas por Warner Bratzler Shear Force(WBSF), em
kilogramas;

MACT7D = maciez da carne com sete dias de maturacgéo;
° MAC14D = maciez da carne com quatorze dias de maturacao,;
4 MAC21D = maciez da carne com vinte e um dias de maturagao.

White et al. (2005) e Schenkel et al. (2006), relataram efeitos significativos
para maciez da carne quando analisaram os dois marcadores em analises
individuais (single markers analisys). A associagao significativa da maciez da carne,
com combinac¢@es genotipicas para outros dois diferentes polimorfismos da calpaina
também ja foram relatados por Page et al. (2004), em estudo com animais de origem
taurina. Ainda na Tabela 11, observa-se que a textura da carne foi reduzida, em
meédia, 0,7 kg para MAC7D, 1,02 kg para MAC14D e 1,18kg para MAC21D, quando
quatro alelos favoraveis estdo presentes em comparagcdo as combinacdes
genotipicas que ndo possuem alelos favoraveis para ambos os marcadores.

Andlises de combinacdes genotipicas, compostas de outros marcadores da
calpastatina também séo relatadas por outros autores. Neste tipo de analise, mesmo
os alelos favoraveis dos diferentes marcadores tendo pesos diferentes, aumentaram
os valores medios das estimativas de maciez da carne. Este aumento de maciez
reforca as recomendacdes da Selecdo Assistida por Marcadores como ferramenta

eficaz na identificacdo de gendtipos preteridos.
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No entanto, dependendo da populacdo que se deseja avaliar pode-se
esbarrar na dificuldade de se encontrar gendétipos com todos os alelos favoraveis
para caracteristica desejavel. No caso deste estudo, a populacdo apresentou todas
as combinacfes genotipicas possiveis, 0 que também permitiu uma analise de
dados com maior consisténcia, dado a existéncia de todas as classes genotipicas
entre os marcadores. White et al. (2005), por exemplo, ndo conseguiram encontrar
todas combinacfes genotipicas em estudos simultaneos para os marcadores
CAPN316 e CAPN 4751.

O gréfico da Figura 23 ilustra o comportamento das estimativas de médias do
Shear force para todas combina¢gBes genotipicas possiveis aos 7 (MAC7D), 14
(MAC14D) e 21 (MAC21D), no caso dos marcadores CAPN4751 e UOGCASTL.
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Figura 23. Estimativas dos efeitos de Shear force para as combina¢des genotipicas
dos marcadores CAPN4751 e UOCAST1 para 7, 14 e 21 dias de
maturacgdo da carne.

Nota-se a existéncia de oscilacdes nos valores de Shear force para algumas
combinacgfes, enquanto se caminha para as combinacdes mais favoraveis. Isto pode
ser explicado pela diferenca nos efeitos dos alelos de cada marcador, os quais

assumem estimativas diferentes. Caso os alelos favoraveis dos dois marcadores
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possuissem 0 mesmo efeito, ter-se-ia uma reducdo bastante linear nos valores até

chegar ao valor minimo de Shear force para a combinacgéao C/C/C/C.

6.6.2. Efeito das combinacfes genotipicas para os marcadores CAPN4753 e

UOGCAST1 obtidos em analises simultaneas

A Tabela 12 apresenta a distribuicdo dos animais, estimativas para 0s
contrastes, erros padrdo associados aos efeitos dos genoétipos e valores de
probabilidade observados nos Testes F das analises de variancias para o0s
marcadores CAPN4753 e UOGCASTL. Estes resultados também foram obtidos em
avaliagcdes simultaneas dos marcadores para as caracteristicas maciez da carne
maturada aos 7, 14 e 21 dias (MAC7D, MAC14D e MAC21D), encontram-se na
Tabela 12.

Tabela 12. Distribuicdo dos animais (N), estimativas para os contrastes (EST) e 0s erros
padréo (EP) associados aos efeitos dos gendtipos dos marcadores CAPN4753 e
UOGCAST1, avaliados simultaneamente, para caracteristicas maciez da carne
maturada aos 7, 14 e 21 dias

Marcador UOGCAST1

Caracteristica Marcador CC CG GG
Avaliada®  CAPN4753  qr.ep N EST+EP N EST+EP N
cC -0,478+0,15 102 -0,321+0,13 139 -0,163+0,26 32
MAC7D AC -0,396+0,20 56 -0,239+0,17 78 -0,082+0,30 25
AA -0,314+021 49 -0,157+0,23 40 0,00040,42 32
Pr=0.0641
cC -0,765+0,13 102 -0,501£0,11 139 .0,237+0,22 32
MAC14D AC -0,647+0,17 56 -0,383+0,14 78 -0,119+0,26 25
AA -0,528+0,18 49 -0,264+0,20 40 0,000#0,36 32
Pr=0.0005
cC .0,778+0,11 102 -0,5175+0,10 139 .0,257+0,20 32
MAC21D AC -0,650+0,15 56 .0,3892+0,13 78 .0,128+0,22 25
AA -0,522+0,16 49 -0,2609+0,17 40 0,00040,32 32
Pr<0.0001

% Expressa em desvios para forca de cisalhamento obtidas por Warner Bratzler Shear Force(WBSF), em
kilogramas;
® MAC7D = maciez da carne com sete dias de maturacao;
° MAC14D = maciez da carne com quatorze dias de maturacao;
MAC21D = maciez da carne com vinte e um dias de maturacéo.
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Nestas andlises, os efeitos dos alelos “C” também se manifestaram de forma

favoravel e significativa para as caracteristicas MAC14D e MAC21D nos marcadores
da p-calpaina e calpastatina.
Por meio da Tabela 12, verifica-se ainda que, da combinacdo genotipica sem
nenhum alelo “C”, para combinacdo com quatro alelos “C” favoraveis, houve
aumento da maciez da carne com 14 e 21 dias de maturacdo, em média, de
aproximadamente 0,76 kg e 0,78 kg, respectivamente.

Destaca-se que, andlises simultaneas envolvendo os marcadores CAPN4753
e UOGCAST], nao foram encontradas na literatura.

O gréfico da Figura 24 apresenta o comportamento das estimativas de
meédias do Shear force para todas as combinacfes genotipicas possiveis aos 7
(MAC7D), 14 (MAC14D) e 21 (MAC21D), para os marcadores CAPN4753 e
UOGCASTL1.

6,50 -
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550 1 ‘\"\—M

5,00

4,50 1 .\'/\/‘/\/‘\.
4,00 A M
3,50

3,00 +
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Combinagdes genotipicas para os marcadores CAPN4751 e UOGCAST1

== MAC7D-est. =—8—\|AC14D-est. == MAC21D-est.

Figura 24. Estimativas dos efeitos de Shear force para as combinagdes genotipicas
dos marcadores CAPN4753 e UOCAST1 para 7, 14 e 21 dias de

maturagao da carne.

Nesta segunda combinagcdo que envolveu o marcador CAPN4753, nota-se
que a amplitude da reducdo do Shear force foi menor. Este fato ocorreu em virtude

do marcador CAPN4753 ja possuir um efeito menor de Shear force, quando
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comparado com ao CAPN4751 (Tabela 10). Neste caso, as diferencas de efeitos
dos alelos em cada locus avaliado também explicam as oscila¢cées nos valores de
Shear force para as combinac¢des genotipicas, enquanto se caminha em direcéo a
combinacdo mais favoravel C/C/C/C.
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7. CONCLUSOES

O marcador CAPN316 encontra-se praticamente fixado na populagao
avaliada, sendo verificada a presenca do alelo favoravel “C” em frequéncia
extremamente baixa.

Os marcadores avaliados ndo apresentaram resultados significativos para as
caracteristicas de desenvolvimento ponderal avaliadas.

Diferencas na maciez da carne em relagdo aos genotipos de cada marcador e
das combinacbes genotipicas, para os polimorfismos da p-calpaina e da
calpastatina, indicam a viabilidade da utilizacdo dos marcadores CAPN4751,
CAPN4753 e UOGCAST1 como ferramentas moleculares, visando o aumento da
gualidade da carne em bovinos da raca Nelore.

A selecdo para qualidade da carne com base nesses marcadores nao deve
trazer consequéncias sobre o desenvolvimento ponderal, visto que ndo se observou

efeito dos mesmos sobre as medidas de desenvolvimento.
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Tabela 13. Distribuicdo das progénies por reprodutores

Frequéncia
Frequéncia da Progénie Percentil
Reprodutor daProgénie  Percentil Acumulada Acumulado

1 3 0,0050 3 0,005
2 3 0,0050 6 0,010
3 3 0,0050 9 0,015
4 3 0,0050 12 0,020
5 3 0,0050 15 0,025
6 3 0,0050 18 0,030
7 3 0,0050 21 0,035
8 3 0,0050 24 0,040
9 3 0,0050 27 0,045
10 3 0,0050 30 0,050
11 3 0,0050 33 0,055
12 3 0,0050 36 0,060
13 4 0,0066 40 0,067
14 4 0,0066 44 0,073
15 4 0,0066 48 0,080
16 4 0,0066 52 0,086
17 4 0,0066 56 0,093
18 4 0,0066 60 0,100
19 4 0,0066 64 0,106
20 4 0,0066 68 0,113
21 4 0,0066 72 0,119
22 4 0,0066 76 0,126
23 4 0,0066 80 0,133
24 4 0,0066 84 0,139
25 4 0,0066 88 0,146
26 4 0,0066 92 0,152
27 4 0,0066 96 0,159
28 4 0,0066 100 0,166
29 4 0,0066 104 0,172
30 4 0,0066 108 0,179
31 5 0,0083 113 0,187
32 5 0,0083 118 0,195
33 5 0,0083 123 0,204
34 5 0,0083 128 0,212
35 5 0,0083 133 0,220
36 5 0,0083 138 0,229
37 5 0,0083 143 0,237
38 5 0,0083 148 0,245
39 6 0,0099 154 0,255
40 6 0,0099 160 0,265
41 6 0,0099 166 0,275
42 6 0,0099 172 0,285

Continua....
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Tabela 13. (continuagéao)

Frequéncia
Frequéncia da Progénie Percentil
Reprodutor daProgénie Percentil Acumulada Acumulado
43 6 0,0099 178 0,295
44 6 0,0099 184 0,305
45 6 0,0099 190 0,315
46 7 0,0116 197 0,326
47 7 0,0116 204 0,338
48 7 0,0116 211 0,349
49 7 0,0116 218 0,361
50 7 0,0116 225 0,373
51 7 0,0116 232 0,384
52 7 0,0116 239 0,396
53 7 0,0116 246 0,407
54 8 0,0132 254 0,421
55 8 0,0132 262 0,043
56 9 0,0149 271 0,449
57 9 0,0149 280 0,464
58 9 0,0149 289 0,478
59 11 0,0182 300 0,497
60 11 0,0182 311 0,515
61 11 0,0182 322 0,533
62 11 0,0182 333 0,551
63 11 0,0182 344 0,569
64 12 0,0198 356 0,589
65 17 0,0281 373 0,617
66 17 0,0281 390 0,645
67 18 0,0298 408 0,675
68 23 0,0380 431 0,713
69 23 0,0380 454 0,751
70 27 0,0446 481 0,796
71 27 0,0446 508 0,840
72 46 0,0760 554 0,916
73 51 0,0843 605 1,001
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