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Resumo

A qualidade da carne é formada por diferentes parametros, entre eles, a
maciez € um dos mais importantes para o consumidor. O objetivo deste
trabalho foi realizar a caracterizacao dos diferentes SNPs para estudos de
associacao entre os genes calpaina (CAPN1) e calpastatina (CAST) na dureza
da carne bovina das ragas Parda de Montafa e Pirenaica realizado aos sete

dias pods sacrificio. Apds a estimacdo de valor genético dos animais para o
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carater da dureza, procedeu-se com o sequenciamento de diferentes
fragmentos do DNA de animais extremos. Posteriormente realizou-se a técnica
de PCR-RFLPs para genotipagem de trés SNPs do gene CAPN1 e quatro SNPs
do gene CAST de todos os animais. Trés SNPs de CAST foram associados com
a dureza da carne. Os gendtipos GG, AA e GG para os SNPs CAST_1, CAST_ 2y
CAST_4 respectivamente, estavam relacionados a uma carne mais dura
(p<0,05). O SNP CAST4, modifica um sitio de unido de um possivel microRNA,
podendo alterar a estabilidade do RNA, desta forma, esse SNP poderia ser um
bom candidato para associacao com a dureza da carne na populacao estudada.

Palavras-chave: maciez, polimorfismos, SNPs.

Study of the influence of genes calpain (CAPN1) and calpastatin
(CAST) in toughness of beef

Abstract

The quality of beef is formed by different parameters, among them, the
tenderness is the most important for the consumer. The aim of this study was
to characterize the different SNPs of calpain (CAPN1) and calpastatin (CAST)
genes and their relationship with meat toughness after 7 days of ageing in
Parda de Montafa and Pirenaica beef cattle breeds. After estimating the animal
value of toughness, several fragments of DNA of extreme animals were
sequenced. Three SNPs of CAPN1 gen and four SNPs of CAST gen were
genotyped by PCR-RFLP for all animals. Three SNPs of CAST were associated
with beef toughness. The genotypes GG, AA and GG for SNPs CAST_1, CAST_2
and CAST_4 were linked to a tougher meat (p <0.05), respectively. As SNP
CAST_4 modifies one bonding site of a possible microRNA, it may alter the
stability of the RNA, thus this SNP could be a good candidate for association
with meat toughness in the studied population.

Keywords: tenderness, polymorphisms, SNPs.
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INTRODUCAO

A qualidade da carne é considerada como complexa e multivariada;
podendo ser influenciada por multiplos fatores e suas interagoes, entre eles:
raca, sexo, idade, alimentacdo, genética, manejo prévio ao sacrificio, método
de sacrificio, resfriamento e conservacao. A qualidade da carne é formada por
diferentes parametros, entre eles, a maciez € um dos mais importantes para o
consumidor. Em bovinos, 46% da variacao da maciez é de origem genética e
54% ambiental. Nesse sentido, inUmeros pesquisas vém sendo propostas para
analisar os parametros especificos de dureza da carne bovina a nivel genético
(SCHENKEL et al., 2006; KEMP & PARR, 2012).

Assim, varios métodos de deteccao de maciez da carne sao conhecidos, a
fim de avaliar as caracteristicas desejaveis neste produto (HOCQUETTE ET AL.,
2005). Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacao dos
diferentes SNPs para estudos de associacao entre os genes calpaina (CAPN1) e
calpastatina (CAST) na dureza da carne bovina das racas Parda de Montafia e

Pirenaica realizado aos sete dias pds sacrificio.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 194 animais de duas racas diferentes: Parda de
Montafa (n= 143) e Pirenaica (n= 51). Foi obtida a maciez da carne medido
por meio de célula Warner-Brazler para os sete dias do sacrificio destes
animais mediou pelo esforco (kg/cm?). Através de modelos mixtos os quais
permitem ter em conta os fatores sistematicos (fixos) que podem afetar a
dureza da carne, assim como os efeitos aleatérios, foi considerado o valor
genético de cada animal pelo carater da dureza. Apds esta classificacao,
selecionou-se 30 animais extremos e procedeu-se com o0 sequenciamento de
fragmentos da DNA destas amostras.

Foram desenhados primers especificos para os seguintes fragmentos
identificados na posicao UMD 3.0 (GenBank): CAPN1_1 (1827088), CAPN1_2
(1843665), CAPN1_3 (1845653), CAST_1 (98533962), CAST_2 (98545188%*),
CAST_3 (98579573) e CAST_4 (98579663).
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Posteriormente, foi realizada a técnica de PCR-RFLP’'s para a
caracterizacao dos estudos de associacao dos diferentes SNPs de todas as
amostras. A extracdao de DNA foi mediante kits contendo colunas de silica para
sangue e tecidos (BIOTOOLS®). A amplificacdo do DNA foi realizada a partir de
um fragmento especifico que contém o SNP estudado. Em seguida, o produto
de amplificacao foi digerido com enzimas de restricao com o objetivo de
detectar diferentes padrdes de restricio do gendtipo para cada SNPs. Os
resultados foram verificados em gel de agarose 1,5%, corados com Syber
Green e visualizados sob luz ultravioleta em equipamento Gel Doc (BIO-RAD
CHEMIDOC MP GEL IMAGING SYSTEM). Apds, procedeu-se com a analise

estatistica com o auxilio do programa Mixed do SAS 9.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A variancia fenotipica do carater de esforco da amostras dos animais
analisados foi de 4.322 e a variancia devido ao animal foi de 1.712. Portanto, a
proporcdo da variancia fenotipica devido ao animal foi de 39,62%. Estes
resultados sugerem a hipdtese da existéncia de diferengas a nivel genético
entre os animais.

Os resultados do sequenciamento realizados no gene da calpaina
mostraram que somente foram encontrados SNPs que produziam alteracao de
aminoacidos na proteina (CAPN1_1, CAPN1_2 e CAPN1_3), os quais ja haviam
sido descritos na literatura (PAGE et al., 2002; WHITE et al., 2005). Quando
considerou-se toda a populagcdo analisada nao foi encontrada diferenca
significativa entre a dureza da carne e o gene CAPN1.

No gene da calpastatina, foi encontrado trés SNPs associados
significativamente a dureza da carne. Deste modo, através da técnica de PCR-
RFLP s observou-se que os gendtipos GG, AA e GG para os SNPs CAST_1,
CAST_2 e CAST_4 respectivamente, estavam associados a uma carne mais
dura (p<0,05; Tabela 1).
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Tabela 1 - Estimador animal da dureza para o genodtipo e significagcdao do SNP

na estimativa da dureza

Gendtipo Estimador Gendtipo Estimador Gendtipo Estimador

dureza dureza dureza
cC -0.06 AA 0.79°* AA -0.03
CG -0.12 AT -0.10 AG -0.10
GG 0.66%* T -0.08 GG 0.87%*

Legenda: a = 0.014; b = 0.006; c = 0.024; * = P<(0,05).

Alguns dos SNPs encontrados ja tinham sido previamente associados ao
carater da maciez em outras racas (CAST_1, CAST_3 e CAST_4) (BARENDSE
et al., 2002; SCHENKEL et al., 2006). Pode-se dizer que foi encontrada uma
maior significacdo entre o SNP CAST_2, localizado no intron 12 do gene,
seguido pelo SNP CAST_4, localizado na regidao 3’ UTR do gene. Como o SNP
CAST_2 estd situado numa regido intronica, ele ndao codifica proteina, ou seja,
nao seria responsavel pelo efeito sobre a maciez da carne. No entanto, o SNP
CAST_4, modifica um sitio de unido de um possivel microRNA, podendo alterar
a estabilidade do RNA, e logo teria efeito sobre o carater. Assim, é possivel que

exista outro SNPs influenciando o carater das ragas estudadas.

CONCLUSAO

Os trés SNPs do gene da calpastatina encontrados neste trabalho estdo
associados com a dureza da carne nos sete dias pds sacrificio. Deste modo,
devido a probabilidade do SNP CAST_4 influenciar o carater das racas
estudadas, ele poderia ser um bom candidato para associagdao com a dureza da

carne. Assim, faz-se necessario continuar as pesquisas nesta populagao.
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