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RESUMO

O objetivo deste estudo foi estimar as frequéncias dos polimorfismos nos
genes DGAT1 (sequéncia de 18 nucleotideos na regidao promotora — VNTR), ANK1
(novo polimorfismo identificado na regiao regulatoria), TCAP
(AY428575.1:9.346G>A) e MYOG (NW_001501985:9.511G>C) e associa-los a
caracteristicas relacionadas a qualidade de carne e carcaga em bovinos Nelore (Bos
indicus). Foram utilizados 600 machos, terminados em confinamento com idade
inferior a dois anos, com informac¢des de desempenho e genealogia. Os animais
foram abatidos em frigorificos comerciais, onde foram obtidas amostras individuais
do musculo Longissimus dorsi para extracdo do DNA e realizagdo das anadlises
fenotipicas da carne. A genotipagem foi realizada por meio da técnica da PCR-
RFLP, com excecdo do VNTR do gene DGAT1 que foi apenas amplificado pela
PCR. Por meio da analise do tamanho dos fragmentos em gel de agarose, foram
determinados os gendtipos dos individuos para o calculo das frequéncias alélicas e
genotipicas. O estudo de associagédo com o peso de carcaga quente, area de olho
de lombo (AOL), espessura de gordura subcuténea, forca de cisalhamento, perdas
por coccao (perdas), coloragcéo instrumental (L*, a*, b*), porcentagem de gordura
intramuscular (GIM) e indice de fragmentagao miofibrilar foi realizado por meio do
procedimento GLM do SAS®. O alelo B do gene ANK1 foi associado ao aumento da
coloracéo vermelha (a*) da carne (p<0,05). No gene DGATL, os alelos 5R, 6R e 7R
foram associados (p<0,05) ao aumento da GIM, a reducdo das perdas e ao aumento
da AOL, respectivamente. O SNP do gene TCAP né&o foi polimoérfico e os alelos do
gene MYOG néo foram associados a nenhuma das caracteristicas testadas. Os
resultados obtidos indicam que os genes DGAT1 e ANK1 podem ser utilizados na

selec&o de animais Nelore para qualidade de carne e carcaga.

Palavras-chave: anquirina, bovino de corte, gene candidato, miogenina, titina,

triglicerideos
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ABSTRACT

The aim of this study was to estimate the polymorphism frequencies of the
genes DGAT1 (sequence of 18 nucleotides at the promoter region — VNTR), ANK1
(new polymorphism identified at the regulatory region), TCAP
(AY428575.1:9.346G>A) and MYOG (NW_001501985:9.511G>C) and associate
them to carcass and meat quality in Nellore cattle (Bos indicus). It was used 600
males, finished at feedlot under two years old, with performance and genealogy
information. Slaughter was carried out in commercial abattoir where individual
samples were obtained from Longissimus dorsi for DNA extraction and meat
analysis. Genotyping was performed by PCR-RFLP, with exception for the VNTR of
gene DGAT1 that was only amplified by PCR. By analyzing the fragment size on the
agarose gel, the genotypes of the animals were determined for calculation of allele
and genotype frequencies. The associations study with hot carcass weight, ribeye
area (REA), back fat thickness, shear force, cooking loss (CL), meat color (L*, a*, b*),
percentage of intramuscular fat (IF) and myofibrillar fragmentation index was
performed using the GLM procedure of SAS®. The allele B from ANK1 gene was
associated to higher redness (a*) of meat (p<0.05). The alleles 5R, 6R and 7R from
DGAT1 VNTR gene were associated (p<0.05) to increased IF, reduced CL and
increased REA, respectively. The SNP of TCAP gene was not polymorphic and
MYOG alleles were not associated to any of the tested characteristics. Results
indicate that DGAT1 and ANK1 genes can be used in the selection of Nellore cattle
for carcass and meat quality.

Key-words: ankirin, beef cattle, candidate gene, myogenin, titin, triglycerides



CAPITULO 1 — Consideracdes gerais
1. Introducéo

A bovinocultura de corte possui grande importancia econémica para o Brasil,
o segundo maior exportador de carne do mundo (ABIEC, 2012). No entanto, a
pecuaria de corte brasileira caracteriza-se por apresentar baixa produtividade e

grande variagédo na qualidade da carne produzida.

O conceito de qualidade de carne € bastante amplo e pode variar de acordo
com aspectos culturais, socioeconémicos, comerciais, técnico-cientificos e
experiéncias pessoais (BRIDI, 2004). De maneira geral, € a medida de aspectos
desejados e valorizados pelo consumidor, incluindo caracteristicas visuais,

sensoriais, nutricionais, seguranga alimentar e bem-estar animal (BECKER, 2000).

A avaliagdo da qualidade de carne é indispensavel para que ocorram
progressos nessa caracteristica. No entanto, sua mensuragao ¢ dificil e onerosa. Os
programas de selegao necessitam utilizar informacdes geradas apds o abate de
irmaos, meio-irméos e progénie para poder estimar o valor genético das
caracteristicas de carne e carcaga dos touros. Por esse motivo, essas caracteristicas
raramente sao incluidas como objetivo de sele¢cdo nos programas de melhoramento
genético. Uma alternativa para contornar esse problema € associar as técnicas de
melhoramento tradicionais a selegéo assistida por marcadores (MAS). Para colocar
a MAS em pratica, € preciso conhecer quais genes estdo envolvidos no controle

dessas caracteristicas e a maneira como interagem entre si.

Este capitulo tem como objetivo fornecer a base tedrica para o
desenvolvimento do segundo capitulo deste trabalho, denominado “Polimorfismos
dos genes DGAT1, ANK1, TCAP e MYOG associados a qualidade de carne em

bovinos Nelore”.



2. Revisao de literatura

2. 1. Estatisticas da bovinocultura e da producao de carne

A pecuaria desempenha papel importante na economia brasileira dado que
em 2011 foi responsavel por 6,7% do PIB nacional, o equivalente a 278 bilhdes de
reais (CEPEA, 2012). Dentre as atividades pecuarias nacionais, a bovinocultura de
corte merece destaque. Em 2010 foram contabilizados 209 milhdes de bovinos, o
que resultou na producéo de 9,5 milhdes de toneladas de carne e na exportagao de
951 mil toneladas de carne fresca (FAO, 2012). Essa situacdo faz do Brasil o
segundo maior exportador mundial de carne bovina in natura atras apenas da
Australia (ABIEC, 2012; FAO, 2012). Em 2011 foram abatidas 21,5 milhdes de
cabecas em todo o pais, destinadas ao consumo interno e a 135 mercados externos,

tendo como maior comprador a Russia (BRASIL, 2012).

As projegcbes do mercado de carnes para o Brasil nos préximos 10 anos
mostram que esse setor deve apresentar crescimento, sendo estimado em 2,1% ao
ano para a carne bovina. As proje¢cdes para consumo interno estimam aumento de

2%, e as exportagdes devem situar-se em média anual de 2,1% (BRASIL, 2012).

Cerca de 70% do rebanho nacional € composto por zebuinos e seus
mesticos, explorados, em sua maioria, para a produc¢ao de carne (SIQUEIRA et al.,
2012). A raga zebuina Nelore compde a base da bovinocultura de corte brasileira
pela adaptagao as condigdes tropicais, que incluem tolerancia ao calor, resisténcia a
parasitas, capacidade de aproveitar pastagens com baixo valor nutricional e maior
rusticidade do bezerro (ALBUQUERQUE; MERCADANTE; ELER, 2007). Entretanto,
a qualidade de carne é um dos pontos fracos dessa raga, que apresenta menor
marmorizagdo e maciez quando comparada a animais de ragas taurinas. Sendo
assim, a melhoria na qualidade de carne tende a ser um dos focos dos programas

de seleg¢ao da raca Nelore.
2. 2. Composicao muscular

O mausculo estriado esquelético é formado por feixes de células longas,

cilindricas e multinucleadas que contém diversos filamentos, as miofibrilas. Estas



sdo compostas por filamentos finos (actina) e grossos (miosina) dispostos
longitudinalmente e organizados em distribuicdo simétrica e paralela. Essa
organizacdo € mantida por diversas proteinas do citoesqueleto (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004). O tamanho e a quantidade dos feixes musculares, denominados

fibras musculares, determinam a massa muscular.

As fibras musculares esqueléticas apresentam estriacdes transversais pela
alternancia de faixas claras e escuras. A faixa escura € denominada banda A, a faixa
clara, banda |; no centro da banda A existe uma zona mais clara, a banda H; e no
centro de cada banda | nota-se uma linha transversal escura, a linha Z. Essas
estriacbes das miofibrilas s&o devidas a repeticdo da sua unidade fundamental, o
sarcdmero, alocado entre duas linhas Z (Figura 1) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A linha M, localizada no meio da banda H, divide o sarcbmero na metade.

Figura 1. Diagrama ilustrado da estrutura e
posi¢cdo dos miofilamentos no sarcémero.

Fonte: Junqueira e Carneiro (2004), adaptado.

O musculo estriado esquelético € um tecido heterogénio, composto por
diversos tipos celulares, como fibras musculares, adipdcitos e tecido conjuntivo.
Todos esses componentes podem afetar a qualidade da carne, conforme detalhado

nos itens a seguir.



2.2. 1. Fibras musculares

A formacao das fibras musculares (miogénese) em mamiferos e aves ocorre
apenas durante o periodo embrionario. Portanto, o numero de fibras musculares é
determinado por fatores genéticos e maternos no periodo pré-natal. Apos o
nascimento, o crescimento do musculo estriado esquelético se da por aumento no
diametro e comprimento das fibras (hipertrofia), mas nao por aumento no niumero de
células (hiperplasia) (REHFELDT; FIEDLER; STICKLAND, 2004).

O numero de fibras musculares determina a capacidade de crescimento
muscular pés-natal. A hipertrofia muscular nessa fase é inversamente proporcional
ao numero total de fibras no musculo e pode ser influenciada por fatores como
idade, sexo, raga, estado nutricional e atividade fisica (REHFELDT,; FIEDLER;
STICKLAND, 2004).

Embora ndo ocorra hiperplasia, o musculo tem pequena capacidade de
regeneracdo. As células satélites, dispostas paralelamente as fibras dentro da
lamina basal, podem tornar-se ativas ap6s uma lesao, proliferarem-se por divisdo
mitotica e fundirem-se umas as outras para formar novas fibras (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004).

Existem trés tipos de fibras musculares com caracteristicas bioquimicas e
biofisicas distintas (CHOE et al., 2008). A principal diferenca entre elas é o
metabolismo glicolitico e oxidativo. Este ocorre na presenga de oxigénio; requer
mais mioglobina, que transporta oxigénio e confere a coloragdo vermelha a fibra; e
mitocondrias, que estdo relacionadas com a capacidade do musculo de oxidar
acidos graxos. Aquele & anaerébico e utiliza o glicogénio como fonte de energia
(KIM et al., 2008; WARRIS, 2000).

Do ponto de vista funcional, as fibras vermelhas (oxidativas) tém contracao
lenta e as brancas (glicoliticas) contragao rapida. A fibra tipo | € vermelha, bastante
capilarizada, com baixo teor de glicogénio, e niveis mais altos de gordura intracelular
e mioglobina que a fibra tipo 1B (NAM et al., 2009). A fibra IIB apresenta coloragéo

branca, pela baixa quantidade de mioglobina. Ja& a fibra IIA apresenta posi¢ao



intermediaria (NAM et al., 2009), é aerdbica, como a fibra tipo I, e de contracao
rapida como a fibra tipo IIB. O tipo de fibra pode afetar a conversdo do musculo em
carne e a coloragéo da carne no post mortem (CHOE et al., 2008). As fibras IIA e 11B
conferem a carne menor pH final pelo maior teor de acido lactico (CHOE et al.,
2008), e menor capacidade de retengédo de agua. Um corte com predominancia das
fibras | e IlA sera mais vermelho quando comparado a outro com predominancia de
fibras IIB (NAM et al., 2009; WARRIS, 2000).

2. 2. 2. Tecido adiposo

No musculo, os adipocitos podem estar dispostos intrinsecos as fibras ou
entre diferentes grupos musculares (intermusculares). A gordura intramuscular
corresponde ao total de lipideos, quimicamente extraiveis, associados aos miocitos
e adipécitos, excluindo a gordura intermuscular. Em bovinos, existem quatro sitios
de depdsito de gordura: subcutanea, visceral, inter e intramusculares (GERBENS,
2004).

Esses quatro tipos de gordura sdo depositadas na seguinte ordem, da
primeira para ultima: visceral (principalmente perirrenal), intermuscular, subcutanea
e intramuscular (WARRIS, 2000). Dessa maneira, animais abatidos jovens terdo
menor porgdo de gordura intramuscular em relagdo as demais. Os mecanismos
pelos quais ocorre essa diferenga de deposi¢cao ainda ndo foram completamente
elucidados, mas existem evidéncias de que a deposicdo de gordura intramuscular
ocorre por uma via metabdlica distinta (HOCQUETTE et al., 2010).

Em relagdo a composi¢cdo quimica, a gordura intramuscular & constituida de
fosfolipideos, triglicerideos, mono e diglicerideos, colesterol e acidos graxos livres;
sendo os dois primeiros os mais importantes. Os fosfolipideos sdo os principais
componentes da membrana celular e sua proporgdo é praticamente constante
dentro do mesmo grupo muscular, mas pode variar entre diferentes musculos
(GERBENS, 2004). De maneira geral, o aumento na gordura intramuscular é devido
ao incremento no conteudo de triglicerideos, que podem ser depositados nos
adipécitos intramusculares (80-95%) como também dentro do citoplasma das
miofibrilas préximo as mitocéndrias (5-20%) (HOCQUETTE et al., 2010). Sendo



assim, o metabolismo de triglicerideos no musculo deve ser objeto de estudo para a
identificacdo de genes envolvidos na variagdo da deposicdo de gordura

intramuscular.
2. 2. 3. Tecido conjuntivo

As fibras musculares estdo envolvidas por uma rede de tecido conectivo que
fornece suporte ao tecido muscular em varios niveis: o epimisio, que recobre o
musculo como um todo; o perimisio, que envolve os feixes de fibras; e o endomisio,
que envolve cada fibra muscular, individualmente. O tecido conjuntivo mantém as
fibras musculares unidas, permitindo que a forga de contragédo gerada por cada fibra
atue no musculo inteiro. E também por intermédio desse tecido que a forca da
contracdo muscular se estende para tenddes e ossos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004).

Apbs o abate, o tecido conjuntivo presente no musculo sofre pouca ou
nenhuma alteragdo. Portanto, a influéncia desse tecido sobre maciez da carne é
determinada, predominantemente, pelo desenvolvimento de ligagbes cruzadas
estaveis em altas temperaturas. Essas ligagdes ocorrem entre as fibras de colageno,
principal proteina que constitui o perimisio, e causam a diminuigao significativa da
maciez da carne (WARNER et al., 2010). Provavelmente, ndo é a quantidade de
colageno que mais influencia esse processo, mas sim o numero de ligagbes que s&o

realizadas, que tendem a aumentar com a idade (BAILEY, 1985).
2. 3. Transformacdo bioquimica do musculo em carne no post mortem

Por definicdo, carne é o tecido estriado esquelético apds a resolugéo do rigor
mortis. No periodo entre o abate do animal e o consumo da carne ocorrem diversas
mudangas bioquimicas no musculo que influenciam na textura, sabor e cor do

produto final.

Apobs a morte do animal, todos os processos fisioldgicos no musculo ocorrem
de maneira anaerbbica, devido a falta de oxigénio. A quebra do glicogénio leva ao

acumulo de acido latico, o que reduz o pH de 7,0 para 5,8 a 5,3, dependendo do



musculo e da espécie animal (HONIKEL, 2004). Segundo Warris (2000), o processo

de acidificacéo pode durar de 15 a 36 h em bovinos.

Quando o pH cai, a capacidade de retengdo de agua do musculo reduz tanto
pela desnaturagdo das proteinas musculares, quanto pelo alcance do ponto
isoelétrico das proteinas miofibrilares. No ponto isoelétrico as interagcbes proteina-
proteina sdo altas e a for¢ca de atracéo entre elas € maxima, o que leva a diminuigcéo
do espaco entre os miofilamentos e a perda de agua com mais facilidade (HONIKEL,
2004). Essas mudancgas nas proteinas também promovem mudancga na coloragao da

carne que passa de escura e translucida para palida e opaca (WARRIS, 2000).

No musculo em repouso, o ATP mantém o musculo relaxado e apenas
quando hidrolisado para ADP ocorre contragdo muscular. A concentragao de ATP é
mantida pela quebra do glicogénio até que a falta de substrato ou situagdes
desfavoraveis as enzimas inibam a glicogendlise. O rigor mortis ocorre quando o
nivel de ATP é tao baixo que ndo é possivel manter o relaxamento. Assim que isso
ocorre, as moléculas de actina e miosina se combinam irreversivelmente, levando a
contracdo muscular. Em bovinos, o rigor mortis dura, em média, 24 h (WARRIS,
2000).

Apbs esse periodo, ha progressiva resolucao do rigor mortis por meio de
mudancas na estrutura das miofibrilas. Os filamentos de actina e miosina
permanecem unidos, o que ocorre é a quebra da ligagao entre os miofilamentos e as
estruturas de sustentacao do sarcémero (WARRIS, 2000). Assim, as miofibrilas se
fragmentam com mais facilidade, processo que pode ser monitorado por meio do

indice de fragmentag¢ao miofibrilar (MFI).

O que promove a desestruturagdo do sarcébmero é a agdo de enzimas
proteoliticas presentes no musculo, que fisiologicamente degradam e reciclam
proteinas nos tecidos vivos (WARRIS, 2000). As calpainas e catepsinas parecem ser
as mais importantes nas espécies de carne vermelha. Essas sao liberadas dos
lisossomos no post mortem e parecem degradar os miofilamentos em pH<5, faixa
que raramente ocorre na carne bovina. Aquelas sao ativadas por ions calcio, atuam
em maior faixa de pH e sao inibidas pelas calpastatinas (HOPKINS; TAYLOR, 2004).



A maior atividade de calpastatina em B. indicus seria uma das razées para a menor
maciez da carne desses animais (SHACKELFORD et al., 1991).

2. 4. Metodologias de avaliagdo da producéo e qualidade da carne
2.4.1. Area de olho de lombo (AOL)

E a medida da area do musculo L. dorsi na 122 costela associada a
musculosidade da carcaga. A AOL aumenta a medida que o animal cresce, podendo
ter influéncia do peso final e da idade ao abate (BERGEN et al., 1997).

2. 4. 2. Forga de cisalhamento

Dentre as caracteristicas que influenciam na palatabilidade (sabor, suculéncia
e maciez), a maciez é a mais importante, tanto que cortes considerados mais macios
sao mais caros. A maciez da carne é determinada pela quantidade e solubilidade de
tecido conjuntivo, encurtamento do sarcobmero durante o rigor mortis, e protedlise
post mortem das miofibrilas e das proteinas a elas associadas (KOOHMARAIE;
GEESINK, 2006).

A forgca de cisalhamento € um método de mensuragéo da textura da carne
cozida (WARRIS, 2000). A cocgdo rompe as estruturas celulares, encolhe as fibras
de colageno, desnatura e agrega as proteinas miofibrilares, o que diminui a maciez
da carne (BAILEY, 1985). A medida que a temperatura aumenta a maciez diminui,
por isso o cozimento deve ser 0 mais padronizado possivel a uma temperatura 6tima
de, aproximadamente, 72° C (WARRIS, 2000).

O teste mais comum para mensurar a maciez € o Warner-Bratzler que mede a
forca necessaria para cortar um cilindro de carne, com espessura padronizada, que

passa através de lamina de metal de 1 mm de espessura (WARRIS, 2000).
2. 4. 3. Perdas por coccgéo

Como geralmente a carne é consumida ap6s o cozimento, a perda de liquidos
apos a cocgao € um critério importante. Durante o aquecimento, a compressao do
musculo pelo colageno e a desnaturacdo proteica, resultam em liberagdo de

exsudato (BAILEY, 1985), composto n&o apenas por agua como também por



gordura. As mudangas estruturais por cozimento se dédo em trés etapas:
desnaturacéo da miosina de 40 a 60°C, do colageno de 60 a 70°C e da actina a
aproximadamente 80°C (PEARCE et al., 2011).

A quantidade de exsudato perdido € influenciada pela temperatura, método de
cocgdo e pH da carne antes da cocg¢do. Quanto menor o pH, maior a perda, visto
que a acidificacado resulta em reducdo da capacidade de retencéo de agua pelas
miofibrilas (HONIKEL, 2004; WARRIS, 2000). A protedlise também pode ter efeito
sobre a capacidade de retencdo de agua quando a carne é maturada (PEARCE et
al., 2011). As perdas variam de 15 a 35%, acima disso geralmente resultam em
carne ressecada (PEARCE et al., 2011).

2. 4. 4. Coloragéao instrumental da carne

A cor da carne é uma das caracteristicas que mais influencia na decisao do
consumidor no momento da compra (NAM et al., 2009). Ela é determinada pela
concentragdo de pigmentos, como a hemoglobina e a miglobina, e pela
microestrutura do musculo (WARRIS, 2000). A coloragdo pode ser medida
objetivamente por meio da comparagao das cores primarias (vermelho, amarelo e
azul) a um sistema de eixos coordenados, que definem a cor como um ponto no
espaco. As diferencas entre os pontos plotados no espago de cores correspondem
as diferencas visuais entre as cores tracadas. Baseando-se nesse principio, a escala
CIELAB, que se aproxima muito a percepgéo de cores humana, define a cor por
meio de trés medidas: L*, o componente de luminosidade; a*, o componente das

cores vermelha a verde; e b*, o componente das cores amarela a azul (Figura 2).
2. 4. 5. indice de fragmentac&o miofibrilar (MFI)

O enfraquecimento da ligacdo das miofibrilas ao sarcomero, por agdo da
protedlise, € etapa central no processo de amaciamento da carne. As principais
estruturas do citoesqueleto degradadas s&o: a ligagdo entre as linhas Z (ver Figura
1), realizada pela desmina; a ligagédo entre as linhas Z e M (ver Figura 1), realizada

pela titina; e a ligacdo entre as linhas Z, M e reticulo sarcoplasmatico, realizada
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pelas proteinas de ancoragem, como a anquirina (ver Figura 6) (KOOHMARAIE;
GEESINK, 2006; TAYLOR et al., 1995).

Figura 2. Representacdo em eixos da escala CIELAB. O
eixo L* varia de branco (100) a preto (zero); o eixo a* de
vermelho (positivo) a verde (negativo); e o eixo b* de
amarelo (positivo) a azul (negativo). Fonte:
http://mimoriarty.wordpress.com/2010/06/07/un-espacio-de-
posibilidades-cielab.

Sendo assim, carnes que sofreram maior protedlise sdo mais macias e
possuem miofibrilas mais frageis. O MFI, que se baseia nesse conceito, € utilizado
como um método para estimar a maciez da carne (KOOHMARAIE; GEESINK, 2006)
e também pode ser utilizado como indicador da fragilidade das proteinas do
citoesqueleto, como a titina (TAYLOR et al., 1995).

Nesse método, as miofibrilas sao fragmentadas por meio de homogeneizagéo
controlada do musculo em solugao aquosa. O grau de fragmentacéao é estimado pela
opalescéncia da suspensdo de miofibrilas, que possui conteudo de proteina
conhecido e equiparado por meio de diluigdo. Uma suspensdo mais opalescente
indica que as particulas sdo menores, refletindo melhor fragmentacao das miofibrilas
(WARRIS, 2000).
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2.4. 6. Lipideos totais

Os lipideos totais (gordura intramuscular) sdo medidos na carne por meio da
extragdo com solventes organicos, sendo que sua constituicdo no extrato pode
variar de acordo com o solvente utilizado. Eter, hexano e éter de petroleo extraem
triglicerideos, mas nao fosfolipideos. Para que estes também sejam extraidos, é
necessaria a utilizacdo de cloroférmio/metanol. Por mais que a concentragdo de
fosfolipideos seja quase constante, sua inclusdo na mensuragdo da gordura total
pode ser importante quando os niveis de triglicerideos na gordura intramuscular

forem muito baixos (WARRIS, 2000), como é o caso de bovinos da raca Nelore.

A gordura intramuscular pode estar ligada a suculéncia, palatabilidade e
maciez da carne, contribuindo com 3 a 10% da variagcdo dessas caracteristicas
(NISHIMURA; HATTORI; TAKAHASHI, 1999). A influéncia nas duas primeiras
caracteristicas seria direta, melhorando o sabor da carne ap6s a cocgao e o fluxo de
saliva na boca (WARRIS, 2000). Ja a influéncia na maciez seria indireta por meio da
separacao e desorganizagao do tecido conjuntivo intramuscular, permitindo que as
ligacdes entre as miofibrilas fossem desfeitas mais faciimente (HOCQUETTE et al.,
2010; NISHIMURA; HATTORI; TAKAHASHI, 1999; WARRIS, 2000). Porém,
segundo Nishimura, Hattori e Takahashi (1999) seria necessario mais 8% de

gordura intramuscular para que esse efeito fosse observado.
2. 5. Selecao para a qualidade de carne

A variacdo na qualidade de carne é causada tanto por fatores genéticos
quanto por fatores ambientais. Estes incluem o regime de criagdo na fazenda,

manejo pré-abate e fatores pds-abate (WARNER et al., 2010).

A contribuicdo da genética na variagdo da qualidade de carne depende da
caracteristica estudada. A herdabilidade pode ser de moderada a alta (h*= 0,2 — 0,5)
para numero de fibras musculares; moderada (h? = 0,2 — 0,3) para forca de
cisalhamento, gordura intramuscular e tamanho da fibra muscular; e baixa (h2 =0,1-
0,25) para coloragdo e perdas por coccao (REHFELDT; FIEDLER; STICKLAND,
2004; WARNER et al., 2010).
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No entanto, os programas de selecao fizeram poucos progressos em relagao
as caracteristicas de qualidade de carne e carcaga. Isso porque essas
caracteristicas sdo medidas ap6s o abate e os métodos de avaliagdo sé&o
relativamente onerosos para os programas de selecao (GAO et al., 2007). Por serem
caracteristicas medidas ao final da vida do animal, a selegdo poderia ser mais
eficiente se elas pudessem ser preditas ainda no animal vivo (REHFELDT;
FIEDLER; STICKLAND, 2004), devido a redugédo do intervalo entre geracgdes.

2. 7. Gene candidato

Grande parte das caracteristicas de importancia econbmica em animais de
producéo € complexa, poligénica e controlada por um numero desconhecido de loci
de caracteristicas quantitativas (QTL) dispersos no genoma (GRISART et al., 2002).
Um QTL é definido como uma regido do genoma que abriga um ou mais genes que
afetam as caracteristicas quantitativas, ou seja, que apresentam distribuicdo
continua dos valores fenotipicos (ANDERSSON, 2001). Em relagdo a qualidade de
carne nao é diferente: pouco se sabe sobre quais genes estdo envolvidos e a
maneira como eles interagem. Sendo assim, o principal objetivo da pesquisa
genbmica em animais de producao é identificar e caracterizar esses QTL (GAO et
al., 2007).

O numero total de QTL que controla uma caracteristica pode variar e,
segundo a teoria da genética quantitativa classica, segue o modelo infinitesimal
(ANDERSSON, 2001). Até agora, os efeitos dos QTL tém mostrado distribuicao
exponencial: poucos loci com efeito moderado a alto sao passiveis de mapeamento,
enquanto o restante da variagdo genética permanece indefinido. Mesmo para QTL
mapeados, a identidade do gene e o polimorfismo responsavel pelo efeito QTL

podem permanecer desconhecidos (GRISART et al., 2002).

A abordagem do gene candidato é utilizada quando existe informagéo pré-
existente sobre o efeito do gene em determinada caracteristica (gene candidato
funcional) ou quando o gene esta localizado em uma regido que hospede um QTL
(gene candidato posicional) (TE PAS; SOUMILLION, 2001). Os beneficios dessa
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abordagem sao baixo custo e facilidade de analise, porém o sucesso depende da

qualidade das informagdes fenotipicas e da populacao analisada (GERBENS, 2004).

Para a identificacdo do QTL a partir da estratégia do gene candidato é
necessario: identificar o efeito esperado do gene por meio dos seus mecanismos
fisiolégicos de funcionamento ou pela localizagdo no cromossomo; investigar a
origem da variagdo gendmica do gene, podendo ser na regido codificante,
regulatéria ou cromossémica ao redor do gene; e validar o polimorfismo por meio de
estudo de associacao, que consiste em genotipar um grande numero de animais e
correlacionar ao fendtipo por meio de ferramentas estatisticas (TE PAS;
SOUMILLION, 2001).

Em gendmica, variacdo genética é uma mutagdo que leva a uma proteina
modificada ter ligeira mudanga na atividade ou mudanca na expressao de uma
proteina n&do modificada em sua estrutura (TE PAS; SOUMILLION, 2001).

Se um gene candidato estiver realmente envolvido na variagdo da
caracteristica, essa abordagem pode ser informativa e detectar mesmo loci com
pequenos efeitos (GAO et al., 2007). Os testes com genes candidatos devem ser
interpretados com cautela porque resultados falsos positivos podem ocorrer devido
ao desequilibrio de ligacdo com outros genes ou porque os testes de significancia
nao foram ajustados devidamente ao testar varios genes candidatos (ANDERSSON,
2001).

O desequilibrio de ligacdo € uma associagédo n&o aleatoria de alelos em dois
ou mais loci no mesmo cromossomo (SLATKIN, 2008). Esse conceito mostra que
outros genes que nao estédo envolvidos fisiologicamente podem estar associados a
caracteristica investigada (GAO et al., 2007). A presenca do desequilibrio de ligacao
aumenta a probabilidade de encontrar associagdes verdadeiras entre o marcador e
as caracteristicas, mas também aumenta o risco de encontrar associagbes que se
percam ao longo das geragdes (ANDERSSON, 2001).

No entanto, para fins de melhoramento genético, a detecgdo da mutagéo

causal ndo é tdo importante como para a biologia molecular. O importante para o
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melhoramento genético é que o marcador, ferramenta que revela o polimorfismo no
DNA, e o verdadeiro alelo causal, localizado em um locus préximo, estejam em
desequilibrio de ligacdo para que sejam herdados juntos em grande parte da
populacdo (CHEONG et al., 2007; TE PAS; SOUMILLION, 2001).

O marcador pode ser um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP), insercbes
ou delegdes de tamanhos variaveis e um numero variavel de repeticbes em
sequéncia (VNTR) (VIGNAL et al., 2002). SNP é uma variagcdo em um nucleotideo
em uma regido especifica do genoma que, por definicdo, € encontrado em mais de
1% da populacdo (KIM; MISRA, 2007). Caso contrario sera considerado uma
mutagdo pontual. Dessa maneira, SNPs n&o incluem inser¢des ou delegdes. No

entanto, na pratica essa definigdo n&o € tao rigorosa (KIM; MISRA, 2007).

Apesar de, em principio, nos SNPs qualquer um dos quatro nucleotideos
poderem ser substituidos pelo outro, a probabilidade de ocorrerem transicbes de
purina-purina (A, G) e pirimidina-pirimidina (C, T) pode ser quase duas vezes maior
do que de ocorrerem transversdes de purina-pirimidina ou pirimidina-purina. Essa
probabilidade deveria ser de 0,5 se as mutagbes fossem aleatorias (VIGNAL et al.,
2002).

Um método simples, que pode ser realizado em qualquer laboratério de
biologia molecular, e de baixo custo para detectar SNPs & por meio do uso de
enzimas de restricdo, que clivam o DNA em sequéncias especificas. Se o SNP
estiver no sitio de restrigdo da enzima, os produtos da PCR, quando cortados pela
enzima, gerarédo fragmentos que podem ser separados em gel de eletroforese. Essa
técnica é conhecida como PCR-RFLP (KIM; MISRA, 2007; VIGNAL et al., 2002).

Marcadores VNTR s&o altamente polimorficos, podendo funcionar como
reguladores da transcricao e tradugcdo ou modificando a fungdo de uma proteina
quando a regido sequencialmente repetida encontra-se na regido codificante do
gene (NAKAMURA; KOYAMA; MATSUSHIMA, 1998). Podem ser classificados como
microssatélites, que consistem na repeticdo de 2-6 pares de bases em sequéncia
diversas vezes, ou como minissatélites em que a repeticdo é de 10-100 pares de
bases (RISCHKOWSKY:; PILLING, 2007).
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As informac¢des obtidas pelas analises de genes candidatos podem ser
utilizadas para a selecao assistida por marcadores (MAS). Com ela é possivel prever
0s animais que terdo melhor desempenho, o que ira acelerar o ganho genético no
rebanho. No entanto, como as caracteristicas de carne sao poligénicas, a MAS pode
englobar poucos dos muitos genes envolvidos na caracteristica. Isso, somado ao
efeito do ambiente, ird determinar se o animal realmente exibira o fenoétipo desejado.
Por essas razbes, a MAS deve ser utilizada como uma ferramenta para melhorar as

técnicas de melhoramento tradicionais (GAO et al., 2007).

Para que a MAS seja bem sucedida em uma populacdo € importante que os
marcadores sejam nela validados. Existem grandes evidéncias de que zebuinos e
taurinos s&o originarios de subespécies distintas de um ancestral comum e que
foram domesticados em momentos e em ambientes diferentes (RISCHKOWSKY;
PILLING, 2007). A divergéncia entre B. taurus e B. indicus pode ter ocorrido ha, pelo
menos, 200.000 anos (LOFTUS et al., 1994). Dessa forma, os marcadores de B.
taurus e B. indicus podem ser diferentes e é preciso desenvolver marcadores
apropriados para os B. indicus, que constituem a maioria da populacdo bovina
brasileira (CASAS et al., 2005; FORTES et al., 2009).

2.7.1. DGAT1

O gene DGAT]1, localizado no cromossomo bovino 14, codifica a enzima
diacilglicerol-O-aciltransferase (DGAT) que catalisa a reacg&o final da sintese de
triglicerideos (CASES et al., 1998; GRISART et al., 2002).

Essa enzima pode estar envolvida em diversos processos que envolvem
sintese e estocagem de lipideos como: absorc¢éo intestinal de gordura, montagem de
lipoproteinas, regulacdo da concentragcéo plasmatica de triglicerideos, depoésito de
gordura nos adipdcitos, metabolismo energético muscular, producao de leite e ovos,

incluindo o6citos de mamiferos (CASES et al., 1998).

A substituicdo de lisina por alanina na posigéo 232 (K232A) do gene DGAT1

foi associada ao aumento no teor de gordura do leite em Holandés e outras ragas
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taurinas portadoras do alelo lisina (GAUTIER et al., 2007; GRISART et al., 2002;
NASLUND et al., 2008; SANDERS et al., 2006; THALLER et al., 2003a).

O efeito positivo do alelo lisina do DGAT1 também foi observado para
gordura intramuscular no musculo semitendineo em Holandés e Charolés (B. taurus)
(THALLER et al., 2003b). No entanto, ndo foi encontrada a mesma associagao com
gordura intramuscular em seis racas de B. taurus cruzadas entre si (PANNIER et al.,
2010), nem com marmorizacdo (CASAS et al., 2005) e espessura de gordura
(CASAS et al., 2005; SOUZA et al., 2010) em B. indicus.

Outro efeito do polimorfismo K232A do gene DGAT1 foi sobre a fertilidade de
vacas holandesas (B. taurus) (DEMETER et al., 2009). Apoés retirar o efeito da
producédo de leite sobre a fertilidade, que poderia influenciar na analise pela
correlacdo negativa, o alelo alanina reduziu as taxas de n&o retorno a inseminacao.
Esse achado é sugestivo de que o gene DGAT1 afete o desempenho reprodutivo
por meio de um efeito na proliferacao e diferenciacado das células ovarianas ou pela

relagdo do gene a um QTL localizado no cromossomo 14.

As diferencas no efeito do polimorfismo K232A levaram a suposi¢cao de que
deveria haver outra fonte de variagao relacionada ao gene DGATL. Ela foi atribuida
a um numero variavel de repeticbes em tandem (VNTR) presente regido promotora
do gene DGAT1 (KUHN et al., 2004).

O VNTR do gene DGAT1 compreende 3 a 7 repeticbes de uma sequéncia de
18 nucleotideos (AGGCCCCGCCCTCCCCGG) (KUHN et al., 2004), rica em guanina
e citosina, que resultam em uma variagdo no numero de sitios de ligag&do potenciais
para o fator de transcricdo Sp1 (Figura 3) (FURBASS et al., 2006). Essa variagao
pode impactar a transcricdo do DGAT1 e, consequentemente, a expressdo da
enzima DGAT.

Em Bos taurus, o alelo 5 (7 repeticdes) do VNTR gene do DGATL1 afetou o
teor de gordura no leite de maneira similar ao alelo lisina do polimorfismo K232A,

porém com menor magnitude (KUHN et al., 2004). No entanto, outros trabalhos
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mostraram pouco (GAUTIER et al., 2007) ou nenhum efeito (SANDERS et al., 2006)
do VNTR sobre a gordura do leite.

%//’, . VNTR ausente
A - 3 repetigoes
CHAANNN M 5 reveticoes
%% 7 repetiges
[so{sofed %

Figura 3. Representagcdo esquematica do
VNTR com 18 nucleotideos, representados
pelas setas marcadas com GC. Fonte: Flrbass
et al. (2006), adaptado.

Ja em Bos indicus e cruzados (Bos taurus x Bos indicus) foi encontrado efeito
do DGAT1 VNTR sobre espessura de gordura subcutédnea. Os alelos 2 (4
repeticdes) e 3 (5 repeticdes) tiveram efeito negativo e o alelo 4 (6 repeticdes) efeito
positivo (CURI et al., 2011).

2.7.2. TCAP

A titina, ou conectina, € uma proteina fundamental para a manutencédo da
organizagao do sarcoOmero por meio da ligacdo do filamento de miosina a linha Z
(WARRIS, 2000). E uma proteina robusta que abrange metade do sarcémero, de
maneira que seu dominio N-terminal esta ligado a linha Z e o C-terminal a miosina
(Figura 4) (CHENG et al., 2010). Também é a terceira proteina mais abundante no
musculo estriado esquelético, atras apenas da miosina e da actina (GREGORIO et
al., 1998).

A titina é uma das primeiras proteinas miofibrilares identificadas em
sarcomeros em desenvolvimento e parece servir como molde para sua montagem
(GREGORIO et al.,, 1998). Essa proteina € degradada no post mortem pelas
calpainas (WARRIS, 2000) em, no minimo, dois fragmentos e esta associada ao
aumento da maciez em 24-72h apés o abate (HOPKINS; TAYLOR, 2004).
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Figura 4. Representacao esquematica do sarcdmero. Fonte: Alberts et al. (2004),

adaptado.

O gene titin-cap (TCAP) codifica a teletonina proteina que interage com a
titina na linha Z (CHEONG et al., 2007) e esta envolvida na regulagcéo da secrecgéo
de miostatina, proteina que inibe o crescimento muscular (HOPKINS; TAYLOR,
2004). Cheong et al. (2007) testaram a associacdo de SNPs do gene TCAP com
marmoreio e peso de carcaga em bovinos Bos taurus. A associagéo foi significativa
apenas para marmoreio, porém os mecanismos biolégicos dessa relagao ainda néo

sdo entendidos e essa associacao ainda precisa ser validada.
2.7.3. MYOG

O crescimento e a diferenciagcdo muscular estdo sobre controle multifatorial
(HOUBA; TE PAS, 2004). Um conjunto de genes localizados no cromossomo 16,
conhecidos como fatores diferenciagédo miogénica (familia MYOD), esta envolvido na
regulacao da hiperplasia e da hipertrofia muscular (BHUIYAN et al., 2009). Devido a
conversao do musculo em carne apos o0 abate, esses genes podem ser importantes
na quantidade de carne depositada, sendo considerados genes candidatos em
potencial (HOUBA; TE PAS, 2004).

A familia MYOD é constituida por quatro genes: MYOD1 (ou MYF3), MYOG
(também chamado de miogenina ou MYF4), MYF5 e MYF6 (ou herculina) (HOUBA,;
TE PAS, 2004; BHUIYAN et al., 2009). Durante o periodo embrionario, os genes
MYOD1 e MYF5 sao expressos em mioblastos em proliferagéo, ja o MYOG é
expresso durante a diferenciagdo/fusdo dos mioblastos em miofibrilas

multinucleadas (HOUBA; TE PAS, 2004). Além disso, também podem ser expressos
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no tecido muscular esquelético no periodo pés-natal associado ao reparo a danos
nas fibras musculares e ao crescimento hipertrofico (TE PAS; SOUMILLION, 2001).

O gene MYOG parece estar diretamente relacionado ao numero de fibras
musculares e, consequentemente, a massa muscular e a quantidade de carne na
carcaca (TE PAS; SOUMILLION, 2001). Uma mutacdo positiva nesse gene pode
aumentar a quantidade de tecido muscular esquelético por meio de hiperplasia e
promover o aumento no peso ao nascimento, assim como ocorre em bovinos com
dupla musculatura (HOUBA; TE PAS, 2004). E possivel que uma variagdo na
sequéncia de DNA regulatoria (um SNP, por exemplo) provoque atraso no inicio da
expressdo do gene, o que estenderia o periodo de proliferacdo dos mioblastos,

aumentando-os em quantidade (KIM et al., 2009).

Estudos de associagdo com polimorfismos no gene MYOG em suino,
encontraram efeito nas fibras musculares, por meio do aumento no numero e na
area transversal das fibras (KIM et al., 2009); aumento do peso ao nascer, do peso

de carcaca e da taxa de crescimento (TE PAS et al., 1999).

Ja em bovinos de ragas indigenas chinesas (B. taurus), houve efeito sobre
capacidade de retengcdo de agua e maciez da carne (UJAN et al., 2011). Na raca
coreana Hanwoo (B. taurus), um polimorfismo no gene MYOG foi associado a
tendéncia (p=0,08) de reducdo do peso vivo, sem correlagao significativa com AOL
(BHUIYAN et al., 2009).

2.7.4. ANK1

As anquirinas s&o proteinas envolvidas na manutencao do formato da célula,
mediando a interacdo entre proteinas da membrana plasmatica e citoesqueleto.
Foram identificados trés genes distintos que codificam as anquirinas (ANK1, ANK2 e
ANK3) que sdo expressos em tecidos especificos. Os peptideos correspondentes
sdo designados anquirina R, anquirina B e anquirina G, respectivamente. De
maneira geral, a proteina é constituida por trés dominios: de ligacdo a membrana;

de ligacao a espectrina; e regulatorio, que modula a fungdo dos outros dois (Figura
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5) (RUBTSOV; LOPINA, 2000). A espectrina € outra proteina do citoesqueleto que

interage diretamente com a actina presente no citoesqueleto.

Figura 5. (A) Modelo esquematico da interagcdo
citoesqueleto-membrana plasmatica; (B) unido da anquirina
a proteina transmembrana e a espectrina; (C) dominios da

anquirina. Fonte: Rubtsov e Lopina (2000), adaptado.

Uma forma de “splicing” alternativo do gene ANK1 produz anquirinas R
menores, que estao localizadas nas linhas M e Z do sarcémero e na membrana do
reticulo sarcoplasmatico (Figura 6) (BAGNATO et al., 2003; RUBTSOV; LOPINA,
2000). As anquirinas R possuem apenas o dominio regulatério que é sensivel a
protedlise (RUBTSOV; LOPINA, 2000) e podem sofrer protedlise pelas calpainas
(HARADA et al.,, 1997). Além disso, Bagnato et al. (2003) propuseram que a
estrutura formada entre anquirinas, miofibrilas e reticulo sarcoplasmatico pode estar
envolvida na liberagdo dos canais de calcio, ion essencial para a ativagdo das

calpainas.

SNPs na regiao promotora do gene ANK1l foram associados, positiva ou
negativamente, a caracteristicas de qualidade de carne, como maciez e gordura
intramuscular em bovinos cruzados (B. taurus) (ASLAN et al., 2010), e perdas por
exsudacao e gordura intramuscular em suinos (ASLAN et al., 2012). A expressao do

gene ANK1 também foi associada positivamente a perdas por exsudagédo da carne
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em suinos, o que sugeriria maior disponibilidade de alvos para a agao proteolitica

das calpainas no citoesqueleto (ASLAN et al., 2012).

Figura 6. Representacao esquematica da ligacdo da anquirina R ao
reticulo sarcoplasmatico e ao sarcomero. FONTE: Porter et al. (2005),

adaptado.

Em outro estudo sobre a expressao do gene ANK1 em suinos Duroc (Du),
Pietrain (Pi) e cruzados Du x Pi, Pi x (Landrace x Large White), Du x (Landrace x
Large White), foi encontrada associagdo com pH, capacidade de retencédo de agua e
perdas (exsudagdo e cocgdo) da carne nos cruzamentos Pi x (Landrace x Large
White), Du x (Landrace x Large White) (WIMMERS et al., 2007). No entanto, os
autores atribuiram os efeitos a associagdo a um QTL que segrega nas ragas
brancas (Large White e Landrace) e ndo nas racas Duroc e Pietrain. O fato de nao
ter sido encontrada associagdo no cruzamento entre as essas duas ragas puras

corrobora com essa hipotese.
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CAPITULO 2 — Polimorfismos nos genes DGAT1, ANK1, TCAP e MYOG
associados a qualidade de carne em bovinos Nelore

1. Resumo

O objetivo deste trabalho foi estimar as frequéncias dos polimorfismos nos
genes DGAT1, ANK1, TCAP e MYOG em bovinos Nelore (Bos indicus) e associa-los
a qualidade de carne e carcaga. Um total de 600 machos foram genotipados para os
polimorfismos DGAT1 (VNTR com 18 nucleotideos na regido promotora), ANK1
(novo polimorfismo identificado na regiao regulatoria), TCAP
(AY428575.1:9.346G>A) e MYOG (NW_001501985:9.511G>C). Para o estudo de
associagao foram utilizados os dados fenotipicos de peso de carcaga quente, area
de olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcutdnea, porcentagem de
gordura intramuscular (GIM), forca de cisalhamento, indice de fragmentacéo
miofibrilar, coloragdo da carne (L*, a*, b*) e perdas por cocgéo (perdas). O alelo B do
gene ANK1 foi associado ao aumento da coloracéo vermelha (a*) da carne (p<0,05).
No gene DGAT1, os alelos 5R, 6R e 7R foram associados (p<0,05) ao aumento da
GIM, a reducéo das perdas e ao aumento da AOL, respectivamente. O SNP do gene
TCAP néao foi polimorfico e os alelos do gene MYOG né&o foram associados a
nenhuma das caracteristicas testadas. Os resultados obtidos indicam que os genes
ANK1 e DGAT1 podem ser utilizados na selecdo de animais Nelore para qualidade
de carne e carcaca.

Palavras-chave: anquirina, bovino de corte, gene candidato, miogenina, titina,

triglicerideo
2. Abstract

The aim of this work was to estimate the polymorphisms frequencies of the
genes DGAT1, ANK1, TCAP and MYOG in Nellore cattle (Bos indicus) and associate
them to meat quality and carcass. A total of 600 males were genotyped for the
polymorphisms DGAT1 (VNTR with 18 nucleotides at the promoter region), ANK1
(new polymorphism at the regulatory region), TCAP (AY428575.1:9.346G>A) and
MYOG (NW_001501985:9.511G>C). For association study, we used phenotypic data

of hot carcass weight, ribeye area (REA), backfat thickness, percentage of
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intramuscular fat (IF), shear force, myofibrillar fragmentation index, meat color (L*, a*,
b*) and cooking losses (CL). The allele B from ANK1 gene was associated to higher
redness (a*) (p<0.05). The alleles 5R, 6R and 7R from DGAT1 VNTR gene were
associated (p<0.05) to increased IF, reduced CL and increased REA, respectively.
The SNP of TCAP gene was not polymorphic and MYOG alleles were not associated
to any of the tested characteristics. Results indicate that ANK1 and DGAT1 genes

can be used in the selection of Nellore cattle for meat quality and carcass weight.
Key-words: ankirin, beef cattle, candidate gene, myogenin, titin, triglycerides
3. Introducéo

Os atributos visuais, sensoriais e nutricionais da carne; a seguranga alimentar
e o bem-estar animal definem a qualidade de carne (BECKER, 2000). Esses
aspectos desejados e valorizados pelo consumidor influenciam no momento da
compra e devem ser alvo de sele¢cado dos programas de melhoramento genético de

bovinos de corte.

A qualidade de carne, como grande parte das caracteristicas de importancia
econdbmica em animais de producgdo, é complexa, poligénica e controlada por um
numero desconhecido de loci de caracteristicas quantitativas (QTL) (GRISART et al.,
2002). A abordagem do gene candidato pode ser utilizada para mapear QTL quando
existe informacao prévia sobre o efeito de um gene na caracteristica (TE PAS;
SOUMILLION, 2001).

O gene DGAT1 codifica a enzima diacilglicerol-O-aciltransferase (DGAT) que
catalisa a reacgéo final da sintese de triacilglicerol (CASES et al., 1998; GRISART et
al., 2002) e esta envolvida na sintese e estocagem de lipideos (CASES et al., 1998).
Dois marcadores nesse gene foram associados a variagbes no teor de gordura no
leite e na carne: a substituicdo de lisina por alanina na posigdo 232 (K232A) e um
nuamero variavel de repeticdes em tandem (VNTR) presente na regido promotora. O
VNTR do gene DGAT1 compreende 3 a 7 repeticbes de uma sequéncia de 18
nucleotideos, ricos em guanina e citosina (KUHN et al., 2004), que resultam em

variacao no numero de sitios de ligagdo para o fator de transcricao Sp1 (FURBASS
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et al., 2006). Essa variagdo pode impactar o nivel de transcricdo do DGAT1 e de

expressao da enzima DGAT.

A titina, ou conectina, € uma proteina extremamente robusta que liga a linha Z
e a miosina no sarcomero (CHENG et al., 2010). Ela € degradada no post mortem
pelas calpainas (WARRIS, 2000) em pelo menos dois fragmentos e esta associada
ao aumento da maciez em 24-72h apdés o abate (HOPKINS; TAYLOR, 2004). O
gene titin-cap (TCAP) codifica a teletonina proteina que interage com a titina na linha
Z do sarcbmero (CHEONG et al., 2007). Cheong et al. (2007) testaram a associagao
de SNPs do gene TCAP com marmoreio e peso de carcagca em B. taurus e

encontraram que a troca de G por A reduziu o escore de marmorizagao.

Os genes da familia MYOD (MYOD1 ou MYF3; MYOG, miogenina ou MYF4;
MYF5; MYF6 ou herculina) estdo envolvidos na regulagdo do desenvolvimento
hiperplasico e hipertrofico do tecido muscular (BHUIYAN et al., 2009; HOUBA; TE
PAS, 2004). O gene MYOG é expresso no periodo embrionario durante a
diferenciagao/fusdo dos mioblastos em miofibrilas multinucleadas (HOUBA; TE PAS,
2004). No periodo pés-natal, pode estar associado ao reparo a danos nas fibras
musculares e ao crescimento hipertréfico (TE PAS; SOUMILLION, 2001). Esse gene
ja foi relacionado ao aumento no numero e na area transversal das fibras
musculares (KIM et al., 2009); e ao aumento do peso ao nascer, do peso de carcaca
e da taxa de crescimento (TE PAS et al., 1999) em suinos. Ja em bovinos B. taurus,
houve efeito apenas sobre capacidade de retencdo de agua e maciez da carne
(UJAN et al., 2011).

As anquirinas sao proteinas envolvidas na interacdo entre a membrana
plasmatica e o citoesqueleto (BAGNATO et al., 2003). Os genes ANK1, ANK2 e
ANK3 codificam as anquirinas que s&o expressas em tecidos especificos
(RUBTSOV; LOPINA, 2000). O “splicing” alternativo do gene ANK1 produz
anquirinas que promovem a ligagdo da membrana do reticulo sarcoplasmatico as
linhas M e Z do sarcOmero nas fibras musculares (RUBTSOV; LOPINA, 2000;
BAGNATO et al., 2003;). Esse tipo de anquirina possui um dominio sensivel a
protedlise (RUBTSOV; LOPINA, 2000), podendo ser alvo das calpainas (HARADA et

al., 1997), o que afetaria a maciez da carne.
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Nos quatro genes mencionados, existe pouca ou nenhuma informagéo sobre
a frequéncia dos polimorfismos em B. indicus. Devido as diferengas na
ancestralidade entre B. taurus e B. indicus (ANDERSSON, 2001), € importante que
os marcadores identificados em taurinos sejam confirmados em zebuinos (CASAS et
al., 2005; FORTES et al., 2009), vislumbrando a realizagcédo da selecao assistida por
marcadores. Com ela é possivel prever os animais que terdo melhor desempenho, o

que ira acelerar o ganho genético no rebanho (GAO et al., 2007).

Sendo assim, este trabalho teve como obijetivo identificar as frequéncias dos
polimorfismos dos genes DGAT1 (VNTR com 18 nucleotideos na regido promotora),
ANK1 (novo polimorfismo identificado na regido regulatoria), TCAP
(AY428575.1:9.346G>A) e MYOG (NW_001501985:9.511G>C) em bovinos Nelore
(B. indicus), bem como associa-los a caracteristicas de qualidade de carne e

carcacga.
4. Material e métodos
4. 1. Coleta de amostras e analises da carne

Foram utilizados 600 machos inteiros da raca Nelore (Bos indicus), com idade
média de 24 meses, terminados em confinamento por 90 a 100 dias. Os animais
participavam do programa de melhoramento genético da Conexdo Delta G que
forneceu os dados de manejo. O abate ocorreu em frigorificos comerciais
colaboradores, onde as carcagas foram pesadas ainda quentes (PCQ), identificadas
e resfriadas por um periodo de 24 a 48 h. Em seguida, foram colhidas amostras do

musculo Longissimus dorsi, entre a 92 e 132 costelas, da meia carcaga esquerda.

As amostras coletadas entre a 122 e 132 costelas foram utilizadas para medir
a area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcuténea (EGS), forca de
cisalhamento (SF), perdas por coccdo (perdas) e coloragdo da carne (L* =
luminosidade, a* = cor vermelha, b* = cor amarelo). O restante da carne foi utilizado
para as analises de indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI), porcentagem de
gordura intramuscular (GIM) e para a extracdo de DNA. A AOL foi mesurada pelo

método dos quadrantes de pontos e a EGS com paquimetro em milimetros, ambos
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segundo o método descrito pelo USDA (USDA, 2000). As perdas peso por
cozimento foram determinadas por diferenca de peso entre a carne crua e a carne
ap6s a cocgao. As outras medidas fenotipicas (SF, MFI, GIM, L* a* b*) foram
determinadas segundo as metodologias descritas por Wheeler et al. (1995), Culler et
al. (1978), Bligh e Dyer (1959) e Renerre (1982), respectivamente.

4. 2. Extracdo do DNA e genotipagem

O DNA foi extraido a partir da carne, utilizando-se o kit DNeasy® Blood &
Tissue (QIAGEN, EUA), segundo as recomendagdes do protocolo de purificagao do

DNA total de tecidos animais.

Para a reacédo da PCR foram utilizadas, de acordo com as recomendacgdes do
fabricante, as enzimas: Taqg DNA Polimerase (Invitrogen, EUA) para o MYOG e
TCAP; e GoTaq® Flexi DNA Polimerase (Promega, EUA) para DGAT1 e ANK1. A
sequéncia de nucleotideos dos quatro pares de primers (Bioneer, Coréia do Sul) foi
obtida na literatura (Tabela 1). A amplificacdo foi realizada no termociclador
MyCycler™ (BIORAD, EUA) com temperatura inicial de desnaturagao de 95°C por 5
min; seguida por 35 a 40 ciclos (Tabela 1) de 95°C por 1 min, 30 a 45s a uma
temperatura de anelamento especifica para cada polimorfismo (Tabela 1), 72°C por
1 min; e a etapa final de extensdo a 72°C por 5 min. Os tamanhos dos fragmentos
de cada polimorfismo resultantes da PCR estao descritos na Tabela 1.

Com excecédo do VNTR do gene DGAT1, os fragmentos resultantes da PCR
dos genes ANK1, MYOG e TCAP foram digeridos com as enzimas de restricdo (New
England Biolabs, EUA) Mspl, NgoMIV, BtsClI, respectivamente. A temperatura e o
tempo de incubagao de cada uma das enzimas foram: 37°C por 12h para Mspl; 37°C
por 16h para NgoMIV e 50°C por 12h para BtsCl. Os produtos resultantes da
digestdo foram corados com brometo de etidio e submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% para o gene MYOG e a 3% para os genes ANK1 e TCAP. Os
fragmentos da PCR do VNTR do gene DGAT1 foram separados em gel de agarose
de alta definicdo a 4%. Um padrdo de peso molecular de 100 pb foi adicionado em

cada gel para orientar sobre o tamanho dos fragmentos produzidos. Os genétipos
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dos individuos foram determinados para cada polimorfismo por meio da anélise do

tamanho dos fragmentos identificados nos géis.

Tabela 1. Primers “foward” (F) e ‘“reverse” (R) e suas referéncias, anelamento
(temperatura em C° e tempo em segundos), numero de ciclos e tamanho dos
fragmentos (TF) utilizados para amplificacdo dos genes TCAP, MYOG, ANK1 e
DGAT1 em bovinos.

(n° dgzrc];sso) Sequéncia do primer (5’ para 3’) Referéncia  Anel. rc:lioclgz TF
TCAP F: GGGAGTGAGCAGTCATCATGGC Cheong et 60°C/ 36 517 pb
(AY428575.1) R: AGAGGCAGCACCCGCTGGT al. (2007) 45s
MYOG F: CTGAGAGAGAAGCGCACACT Bhuiyan et  56°C/ 38 680 pb
(NW_001501985.2) R: CTGGCTCAACTAGACCGACT al. (2009) 30s
ANK1 F: GGTGTTTTTGCTTCTCCAGC Aslanetal. 52°C/
(NW_001494427.3) R: CTGAGTGACTGAGCACTGTAATGA (2010) 30s % 7o1pb
210, 228,
DGAT1 F: TCAGGATCCAGAGGTACCAG Gautieret  58°C/ 40 246, 264
(AJ318490.1) R: CAATGAGAAGGCACGGACTGTGAA  al. (2007) 30s ¢ 282 pb

Anel. = anelamento; TF = tamanho dos fragmentos.

4. 3. Anélise estatistica

A partir dos genotipos identificados nos géis, as frequéncias alélicas e
genotipicas foram calculadas para cada polimorfismo de acordo com Weir (1996). As
analises foram realizadas por meio do procedimento GLM do SAS®. O efeito de
substituicdo de alelos dos polimorfismos estudados sobre as caracteristicas de
interesse foram estimados por regressdo do niumero de copias do alelo. O modelo
utilizado foi: Yijx = p + GC; + by x nx + ba x IA; + ejk, onde Yjx = caracteristica de
interesse, y = média, GC; = efeito fixo do i-ésimo grupo de contemporaneos (i = 1,...,
45), b1 = coeficiente de regressdo para a covariavel numero de alelos, nyx = numero
de alelos do gendtipo do j-ésimo animal, b, = coeficiente de regressdo para a
covariavel idade ao abate, |A; = idade ao abate do j-ésimo animal e ey = erro
aleat6rio. Para evitar dependéncias nos polimorfismos ANK1 e MYOG, a regresséao
foi feita apenas nos alelos B e C, respectivamente. Para o VNTR do gene DGAT]1,
com presenga de multiplos alelos e frequéncia muito baixa dos alelos 4R e 8R, a
dependéncia foi evitada considerando-se como zero os efeitos médios dos alelos 4R

e 8R em conjunto. Na analise do gene DGAT1 a reducdo total da soma dos



35

quadrados causada pelo efeito dos trés alelos do modelo foi calculada para obter o

p-nominal do locus.

O grupo de contemporaneos foi formado considerando o grupo de manejo ao
sobreano e o grupo de abate. Entende-se por grupo de abate aqueles animais que
foram abatidos na mesma data e no mesmo abatedouro. Os grupos com menos de
trés animais foram excluidos da analise. O efeito touro ndo foi incluido no modelo
porgue o numero de filhos do mesmo touro foi muito pequeno, assim a possibilidade

de confundir o efeito do alelo com o efeito do touro foi minimizado.
5. Resultados
5. 1. Analises fenotipicas

O resumo dos dados fenotipicos com médias e coeficientes de variacao
correspondentes encontra-se descrito na Tabela 2. A formagcdo do grupo de

contemporaneos reduziu o numero de medidas de todas as caracteristicas.

Tabela 2. Estatistica descritiva para perimetro escrotal e caracteristicas de
qualidade de carne.

Caracteristica Numero de medidas Média Coeficiente de variacdo

PCQ (kg) 509 268,40 8,0
perdas (%) 516 23,62 14,7
AOL (cm?) 515 65,62 11,8
EGS (mm) 515 5,20 45,5
SF (kg) 515 4,77 27,1
L* 516 33,24 171
a* 514 18,34 214
b* 514 10,13 30,6
MFI 503 24,81 35,2
GIM (%) 501 0,757 37,5

PCQ = peso de carcaga quente, perdas = perdas por cocgdo, AOL = area de olho de
lombo, EGS = espessura de gordura subcutanea, SF = forga de cisalhamento, L* =
luminosidade da carne, a* = coloragdo vermelha da carne, b* = coloragdo amarela da
carne, MFI = indice de fragmentacdo miofibrilar, GIM = porcentagem de gordura

intramuscular.
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5. 2. Genotipagem e frequéncias alélicas

No gene TCAP, a enzima BtsClI clivou fragmentos de 177, 154, 128 e 58 pb
para o alelo A e fragmentos de 305, 154 e 58 pb para o alelo G (Figura 1).

GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG AG GG GG GG
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Figura 1. Padrao eletroforético do gene TCAP apoés digestdo com BtsCl.
A visualizagao de cinco bandas (305, 177, 154, 128 e 58 pb) configura o
genodtipo AG e trés bandas (305, 154 e 58 pb), o gendtipo GG.

No gene MYOG a digestdo com a enzima NgoMIV resultou em dois
fragmentos de 476 e 204 pb para o alelo C e em um fragmento nao digerido de 680
pb para o alelo G (Figura 2).

CC GC GC GC GC CcC
— e

Figura 2. Padrao eletroforético do gene MYOG apoés digestdo com NgoMIV. A
visualizacao de trés bandas (680, 476 e 204 pb) configura o gendtipo GC; duas
bandas (476 e 204 pb) configura o genoétipo CC e uma banda (680pb), o genétipo
GG.

Para o gene ANK1 foi encontrado um novo polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP). Quando a enzima Mspl gerou fragmentos de 436 e 265 pb o alelo foi
denominado A; ja no outro alelo, denominado B, o fragmento de 436 pb se repetiu e

o de 265 pb foi clivado em dois (Figura 3). Por meio da sequéncia da regido e do
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sitio de reconhecimento da enzima (5 CYCGG 3'), é possivel inferir que os
fragmentos tenham 112 e 153 pb, 121 e 144 pb, ou 151 e 114 pb (Figura 4).
Entretanto, a localizagdo exata do polimorfismo ainda precisa ser confirmada por

sequenciamento.
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Figura 3. Padrédo eletroforético do gene ANK1 apds digestdo com Mspl. A
visualizacdo de quatro bandas configura o gendétipo AB; trés bandas o gendtipo

BB e duas bandas o gendtipo AA.

GGTGTTTTTGCTTCTCCAGCTGTATTGACGCTACTGGGTTCTGTCCTGCCTGAGAAAAGTCTCTCCAGCCTCT
CTCCTGGCCCCTTGGCCACCCTCTGCACTGAGGCTGGTICCAGIGGGCCICCGATGGGCAGCCATCTGGCCT

GCTCCGTGACACTCTGTTCCCACAGCAGCTGGAAACCCCCAGCTGAGGGGEBESEGCCATCCCC

Figura 4. Sequéncia parcial de nucleotideos da regido regulatéria do gene ANK1
(9i:355475919). O novo polimorfismo estaria localizado na posi¢ao -534 (troca de A
por G na caixa em negrito), -544 (troca de A por G na caixa tracejada) ou -574 (troca
de C por G na caixa pontilhada) em relagéo ao sitio de inicio da transcrigdo descrito
por Aslan et al. (2010). Em cinza escuro esta sitio de restricdo da enzima, sendo S o
SNP4 (C/G) identificado por Aslan et al. (2010).

O polimorfismo do gene DGAT1 foi caracterizado pela presenga de cinco
alelos (4R, 5R, 6R, 7R e 8R) com 210, 228, 246, 264 e 282 pb, respectivamente
(Figura 5). Segundo Gautier et al. (2007), os alelos com 228 pb desse gene
possuem 5 repeticbes da sequéncia de 18 nucleotideos do VNTR. Sendo assim,
foram encontrados alelos com 4 a 8 repeticdes. As frequéncias alélicas observadas
foram: alelo 4R = 0,039, alelo 5R = 0,431, alelo 6R = 0,455, alelo 7R = 0,073 e alelo
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8R = 0,004. Para a anélise estatistica, como ja explicado anteriormente, o efeito dos

alelos 4R e 8R, com menor frequéncia, foram igualados a zero.

264 246 246 246 246

228 228 228

Figura 5. Padrao eletroforético dos gendtipos do polimorfismo VNTR do gene
DGATL1. Na figura sdo observados os alelos 4R (210 pb), 5R (228 pb), 6R (246
pb) e 7R (264 pb).

O calculo das frequéncias alélicas e genotipicas (Tabela 3) demonstrou que o
gene TCAP nao foi polimoérfico (frequéncia<1%) para a mutacdo g.346G>A em

bovinos B. indicus. Por isso, ndo foi realizado estudo de associagdo com esse gene.

Tabela 3. Frequéncias alélicas e genotipicas dos genes ANK1, MYOG e TCAP.

Frequéncia alélica Frequéncia genotipica
ANK1 0,43 (A) 0,57(B) 0,20(AA) 0,47 (AB) 0,33 (BB)
MYOG 0,54(C) 0,46(G) 0,30(CC) 0,47(GC) 0,23 (GG)
TCAP  0,004(A) 0,996 (G) 0 (AA) 0,008 (AG) 0,992 (GG)

5. 3. Estudo de associagdo com as caracteristicas fenotipicas

A substituicdo de um alelo aleatério pelos alelos 5R, 6R e 7R do gene DGAT1
influenciou, respectivamente, GIM, perdas e AOL. A substituicdo do alelo A pelo B
do gene ANK1 foi associado a a*. Nao houve associagdo da substituicdo do alelo G

pelo C do gene MYOG com nenhuma das caracteristicas testadas (Tabela 4).
6. Discussao

O alelo G do gene TCAP apresentou-se quase fixado na populagéo analisada
(Tabela 3), contrastando com o que foi encontrado por Cheong et al. (2007) em

bovinos Hanwoo (B. taurus) em que a frequéncia de G foi 0,57. Ja para o gene
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MYOG, o alelo C foi mais frequente que o alelo G o que esta de acordo com o que
foi encontrado por Bhuiyan et al. (2009) em bovinos Brahman e Red Chittagong (B.
indicus). Nesse mesmo estudo, o oposto ocorreu em bovinos B. taurus em que a
frequéncia de G foi consideravelmente maior (superior a 0,84) que a frequéncia de C

nas cinco ragas estudadas.

Tabela 4. Efeito de substituicdo dos alelos 5R, 6R e 7R do gene DGAT1,; do alelo B
do gene ANK1l e do alelo C do gene MYOG sobre porcentagem de gordura
intramuscular (GIM), area de olho de lombo (AOL), perdas por cocgédo (perdas) e

coloragao vermelha da carne (a).

GIM (%) AOL Perdas a
Alelo 5R 0,078 +0,04* 0,534+1,00 -0,892+0,50 0,172%0,51
DGAT1 Alelo6R 0,071+0,04 1,317+1,00 -0,989+0,50* 0,264 % 0,51
Alelo7R  0,051+0,056 2,711+1,22* -0,279%+0,61 -0,358%0,62
ANK1 -0,016+0,02 -0,116+0,48 0,293+0,23 0,516 + 0,24*
MYOG - 0,006 +0,02 -0,585+0,46 0,108 + 0,22 0,335+ 0,23
*p<0,05; efeito + erro padrao.

Essas diferencas nas frequéncias alélicas entre B. indicus e B. taurus estado
relacionadas, em parte, a origem genética desses dois grupos. Existem evidéncias
de que zebuinos e taurinos sao originarios de subespécies distintas de um ancestral
comum e que foram domesticados em momentos e ambientes diferentes
(RISCHKOWSKY; PILLING, 2007). As sele¢cdes natural e antrépica que ocorreram
apo6s a domesticacéao, provalvente, resultaram nas diferencas genéticas e fenotipicas

entre animais zebuinos e taurinos.

Em relagdo ao VNTR do gene DGAT1, as frequéncias alélicas sao mais
variaveis mesmo dentro da raga Nelore (B. indicus). Enquanto o alelo 5R foi mais
frequente em Curi et al. (2011), no presente trabalho foi o alelo 6R. Um resultado
semelhante foi encontrado por Kiinh et al. (2004) e Gautier et al. (2007) em vacas
holandesas em que os alelos 4R e 5R, respectivamente, foram mais frequentes.
Essas variagbes podem ser devidas a um processo de selecdo nas populagdes

estudadas que privilegiou a predominancia de um alelo em detrimento de outro.

A quantidade de alelos encontrada para o DGAT1 também variou na raga

Nelore (B. indicus). Enquanto Curi et al. (2011) encontraram alelos com trés a seis



40

repeticdes do VNTR, o presente trabalho encontrou uma gama maior de alelos
(quatro a oito repeticdes). A auséncia dos alelos 7R e 8R no trabalho de Curi et al.
(2011) pode ser explicada pelo menor numero de animais utilizados por esses
autores (n = 114) que reduz a probabilidade de encontrar alelos com baixa

frequéncia.

O alelo 5R do gene DGAT1 afetou positivamente a porcentagem de gordura
intramuscular. Esse efeito era esperado visto que o gene codifica a enzima DGAT
(CASES et al., 1998; GRISART et al., 2002) e o0 VNTR esta envolvido na transcricao
desse gene (FURBASS et al., 2006). No entanto, os resultados ainda ndo permitem
concluir qual numero de repeticdes do VNTR que seria mais favoravel ao aumento
na sintese de triglicerideos. Outros trabalhos ja encontraram associag¢des positivas
com sete (KUHN et al., 2004) e seis repeticdes (CURI et al., 2011).

E provavel que o gene DGAT1 esteja relacionado & deposigdo de gordura na
carne e no leite, porém por mecanismos diferentes. Enquanto o alelo lisina do
polimorfismo K232A do gene DGAT1 foi bastante associado ao aumento no teor de
gordura no leite (GAUTIER et al., 2007; GRISART et al., 2002; NASLUND et al.,
2008; SANDERS et al.,, 2006; THALLER et al., 2003), o mesmo efeito nido foi
encontrado para marmorizagao e espessura de gordura subcutanea (CASAS et al.,
2005; SOUZA et al., 2010). Ja o VNTR do gene DGAT1, que foi associado a gordura
intramuscular no presente estudo e espessura de gordura da carne (CURI et al.,
2011), mostrou pouco (GAUTIER et al., 2007) ou nenhum efeito (SANDERS et al.,
2006) sobre a gordura do leite. Aparentemente, o polimorfismo K232A estaria mais
associado a gordura no leite e 0 VNTR a gordura na carne.

Outro indicio disso € que os zebuinos, que apresentam o alelo lisina do
polimorfismo K232A quase fixado na populagdo (EGITO et al., 2005; LACORTE et
al., 2006; FORTES et al., 2009; SOUZA et al., 2010), possuem grande quantidade

de gordura no leite e baixo teor de marmorizagdo quando comparados aos taurinos.

Selecionar bovinos para o aumento na porcentagem de gordura intramuscular
pode melhorar a suculéncia, palatabilidade e maciez da carne, contribuindo com 3 a
10% da variacdo dessas caracteristicas (NISHIMURA; HATTORI; TAKAHASHI,
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1999). A influéncia nas duas primeiras caracteristicas seria direta, ajudando na
melhoria do sabor da carne apds a cocgéo e para um melhor fluxo de saliva na boca
(WARRIS, 2000). Ja a melhora na maciez seria indireta por meio da separagéo e
desorganizacao do tecido conjuntivo intramuscular, permitindo que as ligagdes entre
as miofibrilas fossem desfeitas mais facilmente (HOCQUETTE et al., 2010;
NISHIMURA; HATTORI; TAKAHASHI, 1999; WARRIS, 2000;). Porém, segundo
Nishimura, Hattori e Takahashi (1999) seria necessario mais 8% de gordura
intramuscular para que o efeito sob a maciez fosse observado, em ensaios de

analise sensorial.

Os alelos 6R e 7R do DGATL1 tiveram associagcéo negativa com perdas por
cocgao e positiva com area de olho de lombo, respectivamente. Esses achados néo
tém, a principio, uma explicacdo direta em relacdo aos mecanismos fisiologicos
relacionados ao gene DGAT1, que esta envolvido na sintese de triacilglicerol. Porém
podem estar em desequilibrio de ligacdo com outro gene que influencie essas
caracteristicas. Apesar de n&o haver relatos de associagdo dos polimorfismos
K232A (CASAS et al., 2005; SOUZA et al., 2010) e VNTR (CURI et al., 2011) do
gene DGAT1 com AOL nem com perdas, essas duas associagdes sdo benéficas do
ponto de vista da tecnologia de carnes e da producéo animal. A reducdo das perdas
por cocgao evita o ressecamento da carne (PEARCE et al., 2011) e o aumento na
AOL, que é uma medida de musculosidade (BERGEN et al., 1997), pode aumentar o

rendimento de cortes carneos.

O alelo B do gene ANK1 foi associado ao aumento na coloragdo vermelha
(a*) da carne. Essa associacao no gene ANK1 também n&o era esperada devido a
funcdo biolégica do produto do gene. Esse efeito pode estar relacionado ao
desequilibrio de ligacdo desse polimorfismo com outro polimorfismo em outro gene
no mesmo cromossomo. Outros trabalhos ja associaram SNPs na regido promotora
do gene ANK1 a maciez e gordura intramuscular em B. taurus (ASLAN et al., 2010)
e perdas por exsudagdo e gordura intramuscular em suinos (ASLAN et al., 2012),

porém esse é o primeiro relato de associagédo com coloragdo da carne em bovinos.

A cor da carne € uma das caracteristicas que mais influencia na decisdo do

consumidor no momento da compra (NAM et al.,, 2009), sendo a cor vermelha
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considerada mais desejavel (BARBUT, 2005). A coloragdo vermelha é associada a
maior proporgéo de fibras musculares do tipo | (GENTRY et al., 2004) que possuem
metabolismo oxidativo e requerem maior concentragdo de mioglobina para
transporte oxigénio, quando comparada a fibras de metabolismo glicolitico, do tipo Il
(KIM et al., 2008). As fibras do tipo | também s&o positivamente correlacionadas a
maior aceitabilidade da cor da carne (NAM et al., 2009). No entanto, uma variagao,
mesmo que significativa, nos valores de a* pode néo influenciar diretamente a
aceitabilidade (NAM et al., 2009) porque pode estar fora da faixa de percepcéo

humana.
7. Conclusao

Os resultados obtidos indicam que, dentre os genes testados, apenas o VNTR
do gene DGAT1 e o SNP do gene ANK1 podem ser utilizados na selegéo de animais
Nelore para qualidade de carne e carcaga. Esses resultados também ressaltam a
importancia do desenvolvimento de marcadores moleculares apropriados para a

selecao de B. indicus.
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