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Genética Molecular
Aplicada a Qualidade da
Carne Bovina

Fabiane Siqueira

Roberto Augusto de Almeida Torres Junior
Luciana Correia de Almeida Regitano
Gelson Luis Dias Feijo

Resumo

A manutencao da competitividade da bovinocultura de corte nacional nos
mercados interno e externo implica a producao de carne com maxima
eficiéncia e com um padrao de qualidade que atenda aos mercados mais
exigentes. Dentre os fatores que determinam a qualidade da carne estao
os atributos organolépticos e, dentre esses, a maciez é o principal quesito
de avaliacdo ou apreciacao por parte do consumidor. Sabe-se que ha
inUmeros fatores que afetam a maciez da carne bovina, como araca do
animal e os manejos pré e pds-abate. No entanto, mesmo existindo diferen-
tes padroes de maciez entre as racas, a variacao mais importante é aquela
que ocorre em uma mesma raca. Por isso, a identificacdo precoce de
animais que apresentam potencial para producao de carne mais macia, por
meio da utilizacao de testes de DNA, constitui uma ferramenta importante
para viabilizar a selecao dos reprodutores que possuam essas caracteristi-
cas, aumentando, assim, a qualidade da carne do rebanho comercial. Os
ganhos genéticos poderao ser acelerados com a integracao das descober-
tas sobre as bases genéticas e moleculares que regulam tais caracteristi-
cas aos programas de melhoramento classico, permitindo a formacéao de
rebanhos mais uniformes quanto as caracteristicas dos produtos deriva-
dos. Para que o Brasil ndo s6 mantenha, mas também aumente sua
competitividade no mercado mundial da carne, é extremamente importante
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que essas novas tecnologias sejam incorporadas aos programas de
melhoramento genético animal, a fim de gerar informacdes e conhecimen-
tos que irdo garantir novos avancos qualitativos e quantitativos em médio
e longo prazos nos rebanhos zebuinos e cruzados. Um dos esforgos da
Embrapa Gado de Corte na busca da producao de conhecimentos cientifi-
cos e tecnoldgicos necessarios para a difusdo e adocao desta nova
tecnologia se concretizou com a criacdo, em 2007, da area de Biologia
Molecular aplicada ao Melhoramento Animal, visando ao desenvolvimento
de novos produtos e/ou processos que sejam capazes de agregar qualidade
e valor econémico ao produto final.

Termos para indexacéo: bovinos, marcadores moleculares, melhoramento
genético, testes de DNA.



Molecular Genetics Applied
to Beef Quality

Abstract

The maintenance of Brazilian beef cattle competitiveness in both internal
and external markets implies in maximizing beef production and attending
high quality standards determined by demanding costumers. In general,
organoleptic traits are part of the immense number of quality factors aimed
by costumers and beef tenderness, in particular, is critical for achieving
costumer satisfaction. Only in terms of beef tendemess, there are also
several affecting factors and they extend from animal breed to any animal
handling and post slaughter management practices. Although average
breed differences are largely recognized as source of beef tenderness
variation, the deviation inside a given breed is also of particular interest.
Under this assumption, the early identification of animals with potential for
producing tender meat using DNA tests is crucial for selecting improving
bulls and obtaining meat quality improvement in commercial herds.
Accelerated genetic gains might be obtained by introducing molecular
genetics findings into classical genetic programs using phenotypic
information. In order to keep or even increase Brazilian competitiveness in
the world beef market it is extremely important that new molecular
genetics technologies would be incorporated into genetics programs, which
will generate information and knowledge for establishing quality and
quantitative advances into the national crossbred and zebu cattle in the
medium and long term. Embrapa Beef Cattle has accelerated its search for
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scientific knowledge in the molecular biology field by implanting its
Molecular Biology Applied to Genetics and Animal Breeding area in 2007.
This area aims to adapt and develop new products and processes capable
of aggregating quality and economic value to the Brazilian beef.

Index terms: bovine, molecular markers, animal breeding, DNA tests.

Introducéo

As exigéncias dos consumidores por produtos de qualidade estdo mobili-
zando os produtores e a indUstria da carne a adequarem seus sistemas de
producao com o objetivo de oferecerem um produto que apresente certas
caracteristicas qualitativas, como maciez, suculéncia, gordura e sabor.
Quando sado avaliados parametros que envolvem a qualidade da carne, a
maciez é o fator de maior variabilidade, sendo a caracteristica
organoléptica mais valorizada pelo consumidor.

No cenéario mundial, o Brasil apresenta o maior rebanho comercial de gado
bovino (aproximadamente 170 milhGes de cabecas); é o segundo maior
produtor de carne bovina (aproximadamente 7 milhdes de toneladas de
equivalente-carcaca) e é o segundo em nimero de abates (30,5 milhdes de
animais) (ANUALPEC, 2007; IBGE, 2008). O maior rebanho bovino do Pais
encontra-se no Estado de Minas Gerais (aproximadamente 20,9 milhdes de
cabecas); seguido por Mato Grosso (19,6 milhdes de cabecas), Mato
Grosso do Sul (17,4 milhdes de cabecas) e Goias (16,7 milhdes de cabe-
cas) (IBGE, 2008).

A cada ano o agronegdcio brasileiro consolida sua importante posiciao no
mercado, fruto do avanco tecnolégico, do incremento na produtividade e da
ocupacao de novas areas, ainda passiveis de incorporacao ao processo
produtivo. Segundo a Associacao Brasileira das Industrias Exportadoras de
Carne (ABIEC, 2008), as exportacdes do agronegdcio brasileiro tiveram
faturamento de US$ 4,424 bilhées em 2007, valor 13% superior aos US$
3,923 bilhdes registrados em 2006.
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Apesar de ser o lider mundial em tonelagem de carne bovina exportada, o
Pais tem uma renda relativamente baixa, j& que ndo exporta para os
mercados de maior valor agregado, pois, além da questao do risco de febre
aftosa nos rebanhos em algumas regides, a carne brasileira, segundo
alguns importadores, nao é considerada de boa qualidade. Luchiari-Filho
(20086) relata que para atender aos nichos de mercado de alta qualidade e
valor agregado é fundamental aplicar uma estratégia que envolva desde a
escolha do material genético, a adequacao do sistema de producao até a
padronizacao da oferta de matéria-prima (animais) as industrias, principal-
mente quanto ao peso, idade e grau de acabamento.

Ha inameros fatores que afetam a qualidade da carne, os quais sado
divididos em: aspectos pré-abate, como raca, sexo, idade, manejo e
nutricdo, e aspectos pds-abate, tais como velocidade de resfriamento das
camaras frigorificas, quantidade de gordura subcutanea da carcaca, taxa
de queda de pH, pH final e tempo de maturacéo (FELICIO, 1993; FELICIO,
1999). Dentre as variacoes de maciez observadas entre as racas, sabe-se
que quanto maior a proporcao de sangue zebuino no rebanho, menores sao
os valores de maciez encontrados. Grande parte dessa variacdo deve-se a
diferencas no complexo enzimatico calpaina/calpastatina que atua na carne
apds o abate do animal (RUBENSAM et al.,1998).

Outro aspecto importante relacionado com a qualidade da carne bovina é a
quantidade de gordura subcutanea no momento do abate, que também
apresenta grande influéncia na maciez, pois, sem o minimo de 3-5 milime-
tros de cobertura de gordura para proteger as carcacas do rapido
resfriamento das cadmaras frigorificas, ocorre a desidratacao, o
escurecimento e o enrijecimento da carne (FIGUEIREDO, 2001).

Mesmo existindo diferentes padroes de deposicao de gordura subcuténea
(ECG), de maciez e de marmorizacao entre as racas, a variacao mais
importante é aquela que ocorre em uma mesma raca (KOOHMARAIE et
al., 2003). Com isso, o conhecimento sobre os animais com potencial de
carne mais macia é importante para selecionar os reprodutores que
possuem essas caracteristicas, de modo a aumentar a maciez da carne do
rebanho comercial.
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A maioria das caracteristicas quantitativas de importancia econémica para
a producao animal é influenciada pelo ambiente e controlada por vérios
genes, cada um deles contribuindo com pequeno efeito na determinacao
fenotipica. Atualmente, é possivel mapear genes ou conjuntos de genes
que influenciam caracteres quantitativos e, nesse caso, identificar
Quantitative Trait Loci (QTLs) pela utilizacdo de marcadores genéticos em
uma populacao-base com delineamento experimental especifico, que
origine desequilibrio de ligacdao. Uma vez localizado o QTL, é possivel obter
informacdes quanto aos seus efeitos na caracteristica em estudo, as quais
podem ser utilizadas na selecao assistida por marcadores genéticos
(MAS), que, em conjunto com a selecao por métodos quantitativos, podera
trazer ganhos genéticos em menor espaco de tempo.

Nesta revisado, serao feitas algumas consideracoes sobre a utilizacdo de
marcadores moleculares na producao animal visando a melhoria da qualida-
de da carne bovina. Além disso, alguns resultados preliminares de pesqui-
sas conduzidas na Embrapa Gado de Corte também serdo demonstrados.
Ressalta-se que nao ha intencao de revisar todos os trabalhos ja foram
publicados sobre o assunto, mas sim mostrar algumas das pesquisas que
estao sendo realizadas no Brasil e no mundo, com o intuito de melhorar a
qualidade da carne bovina.

Marcadores moleculares

A genética molecular experimentou um extraordinario progresso desde a
descoberta da estrutura do DNA em 1953, por James Watson e Francis
Crick, sendo a mais importante do século XX. Esse progresso incluiu o
desenvolvimento de métodos de andlise da estrutura e funcdo do material
genético, de equipamentos com capacidade para andlise automatizada de
grande quantidade de amostras, de métodos estatisticos e de ferramentas
de informatica, resultando na ciéncia conhecida como genémica. Porém, o
desafio de elucidar os mecanismos determinantes da variacdo genética de
caracteristicas mais complexas, entre as quais figura a maioria das
caracteristicas de interesse econdmico dos animais domésticos, ainda
permanece por ser conquistado (REGITANO, 2004).
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Essas caracteristicas sdao, em geral, controladas por muitos genes, o que
pode resultar em complexas interacoes alélicas e nao-alélicas, além de
serem influenciadas pelo ambiente. Diversos estudos tém demonstrado a
possibilidade de mapear um dado gene ou bloco de genes adjacentes que
influencia uma caracteristica quantitativa denominada de QTL ou locos que
controlam caracteristicas quantitativas.

A partir da década de 1980, o desenvolvimento e a popularizacao das
técnicas de biologia molecular permitiram a anélise dos acidos nucléicos
(4cido desoxirribonucléico - DNA ou acido ribonucléico - RNA) em toda a
sua extensao. Conseqlientemente, a identificacao e a utilizacdo de
marcadores moleculares transformaram-se no principal objeto de estudo
da comunidade cientifica envolvida com essa area. Atualmente, empre-
gam-se diferentes técnicas de biologia molecular na pesquisa de genes
responsaveis pela expressao de caracteristicas zootécnicas ou de regides
do genoma que estejam relacionadas com a manifestacao dessas caracte-
risticas (GONCALVES et al., 2002). Dentre o vasto conjunto de
tecnologias disponiveis atualmente, a exploracao dos marcadores
moleculares é uma das que apresenta maiores potencialidades.

Os marcadores moleculares sdo variacdes no genoma que caracterizam as
diferencas fenotipicas entre dois ou mais individuos e podem ser analisa-
dos com auxilio de diferentes técnicas. Esses marcadores variam quanto a
confiabilidade, a reprodutibilidade, ao custo de anélise e a natureza de seu
polimorfismo de deteccao (VIGNAL et al., 2002).

Os principais marcadores moleculares descritos sdo: 1) as insercdes e
delecdes de parte do material genético; 2) os polimorfismos de base Unica
(Single Nucleotide Polymomhism - SNP) e 3) as regides repetitivas. Quando
estao localizados em regides codificantes dos genes, os polimorfismos
podem levar a alteracao no aminoacido da seqliéncia protéica e, nesse
caso, sao chamados de polimorfismo “nao sinbnimo”, podendo determinar
diferencas na funcao protéica e conseqliente variacao fenotipica. As
variacOes em regioes nao codificantes podem também alterar significativa-
mente a expressao genética por diversos fatores, tais como: promover
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processamentos alternativos do RNA, geracdo ou supressao de cédons de
terminacéao/iniciacao da traducao ou alterar seqiiéncias promotoras (CURI,
2005).

Entre as vantagens atribuidas aos marcadores moleculares destacam-se: o
grau de polimorfismo, o fato de ndao sofrerem influéncia do meio ambiente,
de serem geralmente codominantes, de poderem ser analisados em
qualquer estadio do desenvolvimento do individuo e de caracterizar um
individuo a partir de células ou tecidos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

Para o desenvolvimento de marcadores moleculares sao utilizadas basica-
mente duas estratégias, uma de certa forma aleatdria e a outra, dirigida. A
forma aleatéria tem como objetivo inicial o desenvolvimento de um mapa
genético para a espécie em questao (gene mapping), visando a identificar,
com o emprego de marcadores moleculares, QTLs. A segunda estratégia é
a metodologia do gene candidato (candidate gene approach), que objetiva
detectar polimorfismos associados a genes responsaveis pela manifesta-
cao de caracteristicas importantes, tais como: producao de leite, precoci-
dade, qualidade da carne, e outras (GONCALVES et al., 2002).

Varios sdo os genes conhecidos que apresentam funcoes de interesse
comercial e alguns deles possuem polimorfismos ja descritos na literatura.
Por meio da andlise de genes com seqiiéncias nucleotidicas conhecidas é
possivel a deteccao de alelos para esse loco, de modo a aplica-los em
estudos de associacao com caracteristicas fenotipicas apresentadas pelos
animais. Desta forma, pode-se utilizar um polimorfismo em um determina-
do gene como marcador molecular para a caracteristica desejada.

Quando os marcadores moleculares se mostram associados a caracteristi-
cas de producao, ou a alguma doenca genética, eles podem constituir
poderosa ferramenta no processo de melhoramento genético animal.
Diante do exposto, e para que o Brasil amplie sua competitividade no setor
de pecudria bovina, é extremamente importante que essas novas ferra-
mentas sejam incorporadas aos programas de melhoramento genético
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animal, a fim de produzir informagdes e conhecimentos que irdo garantir
novos avancos qualitativos e quantitativos em médio e longo prazos nos
rebanhos zebuinos e cruzados brasileiros.

Selecdo assistida por marcadores

O numero crescente de alteracdes genéticas com associacao confirmada
com manifestacoes fenotipicas de interesse para programas de melhora-

mento genético abriu perspectivas para o uso de marcadores moleculares
como parametro de selecdo em programas tradicionais de melhoramento.

Marcadores genéticos podem ser usados para identificar regides especifi-
cas nos cromossomos onde estao localizados os genes que afetam carac-
teristicas quantitativas.

A Selecao Assistida por Marcadores (Marker Assisted Selection - MAS)
utiliza as informacoes obtidas sobre essas regioes em programas de
melhoramento animal para identificar individuos com combinacdes favora-
veis de QTLs (marcadores indiretos) ou de alelos especificos para determi-
nados genes (marcadores diretos). Em uma avaliacdo genética, esses
dados sao associados com informacdes fenotipicas e de pedigree para
predicao do mérito genético de individuos dentro de uma populacao
(DAVIS; DeNISE, 1998).

A obtencao desses conhecimentos podera auxiliar no desenvolvimento de
novas estratégias para o processo de selecdao e melhoramento genético de
bovinos de corte, diminuindo o tempo para a selecao de animais genetica-
mente superiores, pois, nesse caso, ao contrario dos programas convenci-
onais de melhoramento, o progresso genético tende a ocorrer em menor
espaco de tempo.

A MAS tem por objetivo aumentar a precisdo do processo seletivo, porém,
quando ela é utilizada, apenas alguns dos genes que contribuem para a
variacao do carater selecionado sao avaliados. Assim, a utilizacao da
informacéao genotipica do marcador, sem considerar as avaliacdes de
Diferencas Esperadas na Progénie (DEPs), que fornecem uma visao do
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componente quantitativo ndo explicado pelo marcador, pode conduzir a
répida fixacao do alelo selecionado e a perda de variabilidade durante o
processo de selecdao (REGITANO, 2007).

Os marcadores sao ferramentas adicionais para melhorar a eficiéncia dos
processos de selecao e sua utilizacdo permite ter mais seguranca na
escolha dos reprodutores. Ao ter que escolher entre reprodutores com
DEPs semelhantes, podem-se escolher aqueles que possuam, em seu
genoma, as formas alélicas dos genes ou marcadores que resultem em
aumento de produtividade.

No entanto, a aplicacdo comercial da MAS na pecuéria bovina depende de
fatores como: tamanho da populacao, nimero de geracoes de selecao,
herdabilidade da caracteristica, nimero de marcadores analisados e
maghnitude do efeito do QTL (DAVIS; DeNISE, 1998). Eles sao fundamen-
tais para que a eficiéncia e o custo de um programa dessa natureza sejam
economicamente vidveis para adocao dessa tecnologia em animais de
producao (MOORE et al., 2003).

Davis e DeNise (1998) relatam que os beneficios da MAS sdo maiores em
grandes populacoes, nas caracteristicas que apresentam baixa
herdabilidade, nas que sao dificeis e/ou onerosas para se mensurar, nas
que nao podem ser medidas antes que o animal chegue a idade adulta ou
reprodutiva e em caracteristicas limitadas pelo sexo.

Os maiores avancos na area de MAS deverao ocorrer quando as novas
tecnologias de andlise de marcadores, como macro ou microarranjos de
DNA e os chips contendo SNPs, que permitem a investigacao de centenas
a milhares de genes ou marcadores simultaneamente, chegarem a um
custo compativel com a aplicacado. Nesses casos, a selecao sera feita com
base no genoma do animal e ndo mais em informacdes pontuais de um ou
de alguns genes. Aliadas as técnicas de andlise de genoma funcional e da
gendmica comparada, as informacdes sobre QTLs deverao rapidamente
conduzir a descoberta de genes e de mutacOes causais, ou seja, aquelas
que realmente determinam a variacao fenotipica (REGITANO, 2007).
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Qualidade de carne

Como caracteristicas determinantes da eficiéncia econdmica da pecudria
de corte citam-se o desenvolvimento ponderal, a conversao alimentar, a
deposicao de gordura subcutanea, a gordura intramuscular (marmoreio) e a
maciez da carne, uma vez que essas caracteristicas estao diretamente
relacionadas a produtividade, a qualidade e ao preco do produto final.

A avaliacdo da qualidade da carne, baseada na satisfacao e preferéncia do
consumidor, deriva do seu consumo e depende de um conjunto de respos-
tas psicolégicas e sensoriais Unicas de cada individuo. Fatores como
aparéncia, aroma durante o cozimento, perda por cozimento, maciez,
suculéncia, sabor e percepcao do valor nutritivo governam as reacoes de
um individuo diante das qualidades sensoriais de um produto. Entre esses
fatores, a aparéncia é fundamental, uma vez que é decisiva na compra e
aceitabilidade da carne pelo consumidor, sendo as caracteristicas cor,
marmoreio e suculéncia aparente (exsudacao) responsaveis diretas pela
apresentacao do produto (RAMOS; GOMIDE, 2007). Dentre as caracteris-
ticas ligadas a qualidade da carne bovina, a maciez é o fator de maior
variabilidade, sendo o atributo mais desejavel pelo consumidor.

A maciez, embora sua percepcao sensorial seja afetada por outros atribu-
tos de qualidade, em especial a suculéncia, é uma caracteristica de
qualidade associada a dois componentes musculares: 1) teor e
estruturacao do tecido conectivo; e 2) compactacao do sarcémero, relacio-
nada ao rigor mortis e a fendbmenos como o encolhimento pelo frio e grau
de desnaturacao das proteinas miofibrilares, especialmente relacionado ao
sistema enzimatico calpaina/calpastatina, que é responsavel pelo processo
natural de amaciamento, conhecido como maturacdo (RAMOS; GOMIDE,
2007).

O complexo proteolitico célcio-dependente calpaina/calpastatina é o
principal sistema relacionado com a maciez e apresenta dois componentes
principais: 1) calpaina tipo | ou u-calpaina, que requer quantidades
micromolares de célcio (1 uM a 10 uM), sendo bastante eficiente no
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amaciamento da carne logo apds o abate (até 6 a 10 horas) e é ativada
quando o pH decai de 6,8 para aproximadamente 5,7; e 2) calpaina tipo |l
ou m-calpaina, que requer quantidades milimolares de célcio (50 mM a 70
mM) e é ativada quando o pH est4d em torno de 5,7, sendo responsavel
pela continuidade do processo de amaciamento. J& a calpastatina tem
como principal fungao inativar as calpainas, diminuindo a degradacao das
proteinas miofibrilares durante o processo de maturacao e reduzindo,
assim, a maciez da carne (KOOHMARAIE et al., 1993; ANDRIGHETTO et
al., 2007). A quantidade de célcio requerida pela calpastatina para formar
o complexo calpaina/calpastatina é aproximadamente a mesma (u-
calpaina), ou significativamente inferior (m-calpaina) a necesséria para a
ativacao das calpainas (RAMOS; GOMIDE, 2007).

A velocidade da atividade proteolitica post-mortem, conseqliientemente, a
velocidade de maturacao da carne, é determinada pela proporcao entre as
atividades das calpainas e da calpastatina. Ramos e Gomide (2007)
relatam que, para Koohmaraie (1994), mais do que as calpainas, é a
atividade da calpastatina, determinada 24 horas pés-abate, que se relacio-
na com a maciez da carne maturada. Animais com elevada quantidade de
calpastatina geralmente produzem carnes menos macias, mesmo apés um
periodo de maturacdo de 14 dias.

A elevada atividade da calpastatina em animais Bos indicus, quando
comparada a animais Bos faurus, tem sido apontada como principal fator
para explicar as diferencas de maciez entre esses animais. Trabalhos
realizados no exterior, entre eles Shackelford et al. (1995), sugerem que
as racas zebuinas e seus cruzamentos produzem carne menos macia do
que as ragas taurinas. Alguns trabalhos (CROUSE et al., 1989; JOHNSON
et al., 1990; SHERBECK et al., 1995) indicam que a marmorizacao e/ou a
maciez da carne diminuem com o aumento da proporcao de Zebu (Brahman
e/ou Sahiwal) nos animais. Ferguson et al. (2000), estudando o efeito do
estimulo elétrico sobre a maciez do musculo /ongissimus lumborum de
animais 100% Hereford, 50% Brahman + 50% Hereford e 100%
Brahman, observaram que houve reducao significativa da maciez e aumen-
to na atividade da calpastatina com o aumento da proporcao de Bos indicus
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no animal; entretanto, o estimulo elétrico reduziu as diferencas entre
grupos genéticos com relacao a maciez.

Varios grupos, embora de maneira nao integrada, tém desenvolvido traba-
Ihos no Brasil visando ao aumento da eficiéncia produtiva dos rebanhos
bovinos e a melhoria da qualidade da carne. A maciez tem sido sempre o
fator essencial para o julgamento da qualidade do produto (RAZOOK et al.,
2002; HEINEMANN et al., 2003; MENEZES et al., 2005). Com relacéo a
carcaca e a qualidade da carne, Norman (1982), trabalhando com animais
daraca Nelore, Guzera, Canchim e Charolés, verificou que o Canchim
apresentou valores de forca de cisalhamento e maciez intermediarios, mas
mais préximos dos da raca Charolés do que dos zebuinos. Rubensan et al.
(1998) verificaram maiores atividades da calpastatina e forca de
cisalhamento na carne de novilhos 5/8 Hereford + 3/8 Nelore do que na
carne de novilhos 3/4 Hereford + 1/4 Nelore e Hereford. Silveira et al.
(2000) apresentam alguns resultados de pesquisas desenvolvidas na
producao de bovinos jovens, nas quais diferentes grupos genéticos apre-
sentaram diferencas na gordura subcutanea, no marmoreio, na gordura
total, no pH da carne e na forca de cisalhamento. Restle et al. (2003),
revisando trabalhos realizados no Rio Grande do Sul (RESTLE et al., 1995;
VAZ et al., 2001, 2002), mostraram que existem diferencas entre grupos
genéticos quanto a caracteristicas da carne e tendéncias de reducao na
maciez da carne com o aumento do “grau de sangue” Nelore em cruzamen-
tos de Hereford e de Charolés com Nelore.

Vasconcellos et al. (2003) ressaltam que a caracterizacao genética de
populacdes, racas e espécies diferentes permite o estudo da variabilidade
genética, que é um componente decisivo para a determinacao das estraté-
gias de melhoramento e programas de conservacao genética.

O delineamento de esquemas de cruzamentos que resultem em progénies
de fenétipos mais desejaveis tem preocupado os geneticistas desde o
inicio do século e, dessa forma, um maior entendimento do padrao da
variabilidade genética existente entre rebanhos podera ser Gtil no desenvol-
vimento de programas de cruzamentos mais racionais. Nesse contexto,



24

Genética molecular aplicada a qualidade da carne bovina

marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados em anélises de
polimorfismos em diversas racas de bovinos, com a possibilidade de
monitorar regides do genoma, transcritas ou ndo. Entre esses marcadores,
destacam-se os polimorfismos de fragmento de restricido (RFLP), os
marcadores do tipo microssatélite (SSR) e os polimorfismos de nucleotideo
Unico (SNP), todos obtidos pela técnica de reacdo em cadeia pela
polimerase (Polymersase Chain Reaction - PCR).

Marcadores moleculares para
qualidade de carne

Viérios genes candidatos foram previamente identificados como possiveis
responsaveis pela qualidade de carcaca e de carne em bovinos de corte,
como os genes: DGATT7, que codifica a enzima diacilglicerol aciltransferase
1 (THALLER et al., 2003); FABP3, gene da proteina de ligacdo a acidos
graxos do coracao (ROY et al., 2003); GH7, que codifica o hormoénio do
crescimento (TAYLOR et al., 1998); LEP, que codifica a proteina leptina
(BUCHANAN et al., 2002), TG, que codifica o horménio tireoglobulina
(BARENDSE, 1999), CAST, que codifica a enzima calpastatina (BARENDSE,
2002) e CAPN, que codifica as enzimas calpainas (PAGE et al., 2002).
Porém, a magnitude relativa aos efeitos e a importancia de cada um
desses genes no controle de variacdes fenotipicas permanecem desconhe-
cidas.

Wu et al. (2005) analisaram polimorfismos de fragmentos de restricao
(RFLP) nos genes DGAT1, FABP3, GH1, LEP e TG em populacdes F2
derivadas de acasalamentos de touros e vacas das racas Wagyu X
Limousin. O método de andlise bayesiana indicou que a substituicao alélica
C/A no loco DGATT apresentou maior influéncia na deposicdo de gordura
subcutanea do que as mutacoes analisadas nos outros genes. Todos os
cinco genes contribuiram significativamente para essa caracteristica,
porém com contribuicdes variadas.

Para Barendse (1999), um polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) no
gene da tireoglobulina (TG5) estd associado com marmoreio em bovinos.
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Barendse et al. (2004) testaram esse polimorfismo, que ocorre na regiao
5" UTR do gene da tireoglobulina e apresenta duas variantes alélicas,
chamadas de alelo “2” e alelo “3”, com o objetivo de confirmar relatos
anteriores (BARENDSE, 1999) da associacao do alelo “3” com o grau de
marmorizagao da carne bovina em animais Bos taurus. Os autores verifica-
ram gue 0s animais que possuiam o gendtipo “23” e o gendtipo “33”
apresentaram maiores graus de marmorizacao do que aqueles que possui-
am o gendtipo “22”, indicando que um teste de DNA utilizando esse
polimorfismo deve ser muito Util na deteccao de animais que apresentam
potencial para producao de carne de qualidade.

Siqueira et al. (2007) avaliaram as freqgliéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo TG5 em touros das racas taurinas adaptadas (Bonsmara,
Caracu e Senepol) e das racas Nelore (zebuina) e Angus (taurina nao
adaptada). Nenhum dos touros Nelore (n = 25) avaliados apresentou o alelo
favoravel para marmoreio, designado nesse trabalho de alelo A. Segundo
os autores, apesar do pequeno nimero de animais analisados e da possibi-
lidade desse alelo estar em freqliéncias muito baixas na raca Nelore, esse
resultado é um indicativo de que o alelo desfavoravel, designado de B,
possa estar fixado na populacao. Se esse resultado se confirmar em uma
amostra maior de animais nelores, testes de DNA para esse marcador nao
terdo valor na selecao de reprodutores.

Casas et al. (2005) analisaram o polimorfismo TG5 em uma populacao de
bovinos da raca Brahman e também encontraram uma baixa freqiiéncia
(3%) do alelo favoravel, nesse trabalho designado de T, para grau de
marmoreio em zebuinos. Esses autores encontraram associacao desse
polimorfismo com espessura de gordura e com éarea de olho de lombo, mas
nao com marmoreio. As freqiiéncias alélicas foram diferentes nessa
populacdo Brahman das freqiiéncias encontradas por Barendse et al.
(2004) em bovinos das racas Angus e Shorthorn. Segundo os autores,
esses resultados sugerem que para a utilizacao da informacao de
marcadores moleculares desenvolvidos em populacdes Bos taurus em
populacdes Bos indicus ha a necessidade do desenvolvimento de
marcadores adicionais mais apropriados.
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Com relacao as racas taurinas adaptadas (Bonsmara, Caracu e Senepol) e
araca Angus (taurina ndo adaptada), Siqueira et al. (2007) verificaram que
o alelo favoravel para marmoreio (alelo A) esta presente nas racas
taurinas adaptadas, assim como na raca Angus, mas ha uma grande
variacao da freqliéncia desse alelo entre as racas taurinas (37,5% em
Angus, 25% em Bonsmara, 38% em Caracu e 9,5% em Senepol). Os
autores concluiram que esse marcador pode mostrar-se viavel na selecao
de animais taurinos, adaptados ou nao, ja que a freqliéncia de média a
baixa, observada na populacdo em estudo, permite que esse teste seja
aplicado, resultando em ganhos expressivos, desde que confirmada a
associacao desse polimorfismo com o grau de marmoreio. Estudos anterio-
res (MOORE et al., 2003; THALLER et al., 2003) relataram, para esse
polimorfismo, freqliéncias alélicas de 22% a 25 % para o alelo favoravel
para grau de marmoreio em bovinos Bos taurus.

Veneroni (2007), analisando 572 animais da raca Canchim, nao encontrou
associacao do polimorfismo TG5 com espessura de gordura, e o alelo
considerado favoravel para o grau de marmoreio apresentou freqiiéncia de
16,11% nesses animais. Segundo a autora, por ter sido testado apenas o
efeito de TGH sobre espessura de gordura subcutanea, nao se pode
descartar um possivel efeito desse polimorfismo sobre o marmoreio, uma
vez que a correlacdo entre essas duas caracteristicas nao é alta.

Os genes CAPNT (Calpain 7) e CAST (Calpastatin) estao localizados nos
cromossomos 29 e 7, respectivamente, e polimorfismos neles apresentam
correlagcdo com maciez de carne em bovinos. Lonergan et al. (1995)
analisaram dois polimorfismos de restricdao no gene CAST utilizando as
enzimas BamH/ e EcoR/ e nao encontraram nenhuma associacao entre
esses polimorfismos e a atividade da enzima calpastatina 24 horas post-
mortem ou com a forca de cisalhamento aos 14 dias de maturacao.

O gene CAPNT1 foi avaliado por Page et al. (2002) e por Page et al. (2004)
em bovinos Bos taurus. Andlises genotipicas e de valores de forca de
cisalhamento revelaram diferencas entre os alelos, e que os alelos que
codificam isoleucina na posicao 530 (I530/CAPN530) e glicina na posicao
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316 (G316/CAPN316) estdo associados com o aumento na forca de
cisalhamento e, conseqiientemente, com a diminuicdo na maciez da carne,
quando comparados com os alelos que codificam valina na posicdo 530
(V530) e alanina na posicao 316 (A316). Esses resultados fornecem
fortes evidéncias que o CAPN530 e o CAPN316 sdo marcadores informa-
tivos para detectar variacdes na maciez da carne de bovinos e poderao ser
usados em testes de DNA para determinacdo de mérito genético direta-
mente relacionado com essa caracteristica.

Com o objetivo de avaliar a associacdao de SNPs nos genes CAPN7,
DGATT1 e TG com caracteristicas de composicao de carcaca e de qualida-
de de carne em bovinos Bos indicus, Casas et al. (2005) analisaram uma
populacao da raca Brahman. Como marcadores para o cromossomo 14
foram analisados um SNP previamente descrito no gene 7G (BARENDSE,
1999) e dois SNPs no éxon 8 do gene DGAT7 (GRISART et al., 2001) e,
para o cromossomo 29, foram analisados dois polimorfismos previamente
relatados para o gene CAPN7 (PAGE et al., 2002) e dois novos SNPs, os
marcadores CAPN4753 no intron 21 e CAPN5331 no intron 1. As fre-
qléncias alélicas desses marcadores na raca Brahman sao muito baixas e,
portanto, diferentes das observadas em animais Bos taurus. Dessa forma,
os autores nao indicam o uso desses marcadores em populacdes Bos
indicus. Isto nao significa que variacdes nos genes identificados ndao
existam ou que nao influenciam caracteristicas de importancia econdémica
em animais Bos indicus, mas que marcadores mais adequados precisam
ser desenvolvidos.

White et al. (2005) analisaram SNPs (CAPN 316, 530, 4751, 4753 ¢
5331) no gene CAPNT para verificar se essas variacoes também estao
envolvidas com maciez de carne em animais Bos indicus e em animais
cruzados e para determinar quais desses marcadores podem ser utilizados
para as duas subespécies de bovinos em programas de selecao e melhora-
mento animal. Para isso, foram analisadas quatro populacoes independen-
tes: uma de animais puros da raca Brahman (denominada de populacdo
STARS), uma de animais Bos taurus formada por animais cruzados deriva-
dos de Hereford, Angus, Limousin, Charolés, Gelbvieh e Simental (denomi-
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nada de populacao GPE7), uma que incluia animais Bos taurus X Bos indicus
(denominada de populacdo GPE8) e uma fundada a partir de um touro
Brahman X Hereford (descrita em CASAS et al., 2003).

Os autores observaram que o marcador CAPN4751 estad associado com
menor forca de cisalhamento em todas essas populacdes, demonstrando a
utilidade desse marcador em bovinos Bos indicus, Bos taurus e em animais
cruzados. O marcador CAPN316, que tinha sido previamente associado
com maciez em bovinos Bos taurus (PAGE et al., 2002; PAGE et al.,
2004), também esta associado com maciez em bovinos das racas
Brangus, Beefmaster, Bonsmara, Romosinuano, Hereford e Angus (GPES).
O marcador CAPN4753 também mostrou associacao significativa com
menor forca de cisalhamento na populacdo GPE8, porém nao foi altamente
significativa como foi para os marcadores CAPN4751 e 316 e nao se
repetiu nas outras populacdoes. O marcador CAPN530, que tinha sido
previamente relatado como altamente significativo na populacao GPE7
(PAGE et al., 2004), apresentou apenas uma tendéncia de associacao na
populacdo GPES8 e apresentou o alelo G fixado na populacdo STARS,
evidenciando que para algumas populacdes esse marcador pode nao ser
informativo. Para esses autores, a utilizacdo dos marcadores CAPN4751 e
CAPN316 associados é uma estratégia de selecao assistida por
marcadores moleculares que deve ser empregada para o gene da calpaina
para a maioria das populacoes.

Casas et al. (2006) relatam que trabalhos anteriores (BARENDSE, 2003;
PAGE et al., 2002; PAGE et al., 2004; CASAS et al., 2005; WHITE et al.,
2005) avaliaram SNPs nos genes CAST e CAPN1, porém esses estudos
apenas evidenciaram associacao individual desses marcadores com maciez
de carne em bovinos de corte e, conseqlientemente, nenhuma avaliagao
simultanea para ambos os genes foi realizada.

Desta forma, com o objetivo de avaliar uma potencial interacdo genética
entre SNPs descritos nos genes CAST (BARENDSE, 2003) e CAPN7
(CAPN4751 - WHITE et al., 2005) com caracteristicas de maciez e
palatabilidade da carne em bovinos de diferentes grupos genéticos, Casas
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et al. (2006) avaliaram as populacoes GPE7, GPE8 e STARS descritas
anteriormente. Segundo os autores, para o gene CAST, animais
homozigotos para o alelo T produziram carne mais macia do que os animais
homozigotos para o alelo C nas populacoes GPE7 e GPE8. Para a popula-
cao STARS, nao foram observadas diferencas estatisticas entre o
marcador CAST e a caracteristica de maciez de carne, sugerindo que esse
marcador talvez nado seja o mais adequado para animais Bos /indicus. Para o
gene CAPNT, animais homozigotos para o alelo C apresentaram carne
mais macia do que os animais homozigotos para o alelo T nas trés popula-
coes analisadas. Os autores concluiram que, apesar da interacao fisica
dos produtos génicos dentro das células, os alelos dos locos CAST e
CAPN1 analisados no estudo provavelmente agem de maneira aditiva para
a determinacao da caracteristica maciez de carne em bovinos e nao por
meio de interacao génica.

Esses resultados estdao de acordo com Morris et al. (2006), que analisa-
ram SNPs nos genes CAPN7 (CAPN316 - PAGE et al., 2002) e CAST
(BARENDSE, 2003) para determinar seus efeitos na maciez da carne em
bovinos Bos taurus e observaram uma fraca associacao entre os genétipos
CAPN1T e CAST quando estes foram analisados em conjunto.

Carvalho et al. (2007) avaliaram os polimorfismos CAPN316, CAPN530,
CAPN4751 e CAST em 292 animais da raca Nelore. Os autores verifica-
ram baixas freqliéncias para algumas formas genotipicas nos marcadores
CAPN316 e 530, e que para o marcador CAPN530 nao foram observados
animais com o gendétipo AA. Tal fato impede a avaliacdo conjunta desses
marcadores em analises de associacao que contemplem combinacdes
genotipicas de dois ou mais marcadores simultaneamente nessa amostra.
Os gendtipos CAPN4751 e CAST foram avaliados em conjunto para a
caracteristica maciez da carne maturada aos 7, 14 e 21 dias, e os autores
verificaram que a presenca do alelo “C”, que é o favoravel para ambos os
marcadores, propicia menores valores de forca de cisalhamento, indicando
maior maciez da carne. As nove possiveis combinacdes genotipicas
encontradas nos animais avaliados demonstraram, para as trés datas de
maturac3o, a existéncia de efeitos significativos. A medida que as combi-
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nacodes genotipicas incluem as formas alélicas favoraveis, nesse caso os
alelos “C”, os autores verificaram diminuicao na forca de cisalhamento,
caracterizando, assim, o aumento da maciez da carne dos animais nelores
nos diferentes dias de maturacao.

Juszczuk-Kubiac et al. (2004) analisaram um polimorfismo (SNP) localizado
no intron 14 do gene bovino CAPN7 em 141 touros das racas Polish Black
and White, Polish Red, Red Angus, Charolés, Limousin, Simental e
Hereford. Os autores verificaram que uma transicdo C ® T na posicdo
4685 (GenBank N° AF248054) cria um novo sitio de restricao Fok/ que
pode ser detectado por PCR-RFLP. Os resultados obtidos sugerem que
esse polimorfismo estd associado com caracteristicas de producao de
carne de qualidade, entretanto, o efeito dessa mutacao ainda necessita ser
confirmado.

Com relacado ao gene que codifica leptina, uma proteina de 16-kDa produzi-
da por adip6citos e associada a regulacao da ingestao de alimentos,
balanco energético, eficiéncia reprodutiva e deposicao de gordura,
Buchanan et al. (2002) analisaram um SNP (LEP/Kpn2lI), localizado no éxon
2, que é o responsavel pela substituicdo de uma arginina (codificada pelo
alelo C) por uma cisteina (codificada pelo alelo T) na seqliéncia de
aminoéacidos do gene LEP em bovinos. O alelo T esta associado com maior
deposicao de gordura na carcaca e o alelo C esta associado com carcacas
mais magras. Os autores concluiram que esse polimorfismo apresenta um
efeito funcional no gene, pois estd associado com deposicado de gordura e
com variacoes significativas nos niveis de mRNA detectados entre os dois
grupos de animais homozigotos (TT e CC).

Os microssatélites BMS1074, BM1500 e IDVGA-51 e os RFLPs LEP/
Sau3Al (A/B), LEP/Sau3Al (+/-) e LEP/Kpn2l ligados ao gene da leptina
foram investigados por Almeida et al. (2007), para verificar associacoes
com o desempenho produtivo em vacas no periodo pés-parto em dois
rebanhos de gado de corte: Aberdeen Angus e Charolés. Na raca Aberdeen
Angus, 79% dos portadores do alelo BMS1074* 151 apresentaram ganho
médio de peso didrio (ADG) menor, quando comparados com a média da
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populacao, enquanto 62% dos nao-portadores desse alelo apresentaram
ADG mais alto. Em ambos os rebanhos, portadores de dois alelos
BM1500%136, apresentaram ADG mais alto, e animais com um alelo
BM1500* 136 possuem cerca de trés vezes mais chances de ter um ADG
maior que os nao-portadores. Neste experimento, nenhuma associacao foi
verificada entre o polimorfismo LEP/Kpn2l descrito por Buchanan et al.
(2002) e 0 ganho de peso.

Moura et al. (2008) avaliaram as diferencas de freqliéncias alélicas e
genotipicas do polimorfismo LEP/Kpn2l entre ragcas Angus, Bonsmara,
Caracu, Senepol e Nelore em 124 touros escolhidos em centrais de
inseminacao e com o menor grau de parentesco possivel. O alelo favoravel
para deposicdo de gordura foi designado de T e o alelo desfavoravel de C.
As freqliéncias alélicas variaram entre as racas, e dos 26 touros nelores
avaliados apenas dois apresentaram o alelo T (3,9%). Esse alelo também
estd presente nas racas taurinas adaptadas (Bonsmara 58,0%, Caracu
62,0%, Senepol 43,5%), assim como na raca Angus (62,0%). Para os
autores, esse marcador podera ser vidvel na selecdo de animais taurinos,
adaptados ou nao, ja que a freqiiéncia de média a alta, observada na
populacdo em estudo, permite que esse teste seja aplicado, desde que
confirmada a associacdo desse alelo com a caracteristica.

Testes de DNA para maciez e
marmoreio

A utilizacao de testes de DNA, com base no uso de marcadores
moleculares, tem se mostrado uma alternativa promissora em programas
de selecdo de bovinos de corte, ja que permite um melhor planejamento
dos sistemas de acasalamento, objetivando o aumento ou a diminuicao da
freqliéncia de determinados alelos na populacao.

Empresas como Genetic Solutions (Australia), Bovigen Solutions (Estados
Unidos), Frontier Beef Systems (Estados Unidos), Gene Seek (Estados
Unidos), Merial (Inglaterra), Quantum Genetics (Canada) e Metamorphix
Inc. Genomics (Estados Unidos) movimentam milhdes de ddlares/ano ao
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comercializar testes genéticos de marcadores desenvolvidos em pesquisas
préprias ou ao pagar licenciamento ou royalties aos institutos de pesquisa
detentores das patentes.

Atualmente, existem disponiveis no mercado alguns testes comerciais
baseados em marcadores moleculares para a selecao das caracteristicas
maciez e marmoreio em bovinos de corte:

Testes de DNA para maciez

® GeneSTAR Tenderness (Genetic Solutions/Bovigen Solutions): desenvolvi-
do na Austrélia este foi o primeiro teste disponivel comercialmente para
maciez (novembro de 2002). O teste baseia-se em um polimorfismo
encontrado no gene da calpastatina.

® GeneSTAR Tenderness 2 (Genetic Solutions/Bovigen Solutions): segunda
geracdo de teste comercial para maciez de carne (setembro de 2003). O
teste baseia-se em duas mutacoes, sendo uma no gene da calpastatina e a
outra no gene da calpaina.

® TenderGENE TM (Frontier Beef Systems): analisa duas variacdes na regido
codificadora do gene da calpaina, CAPN316 e CAPN530 (PAGE et al.,
2002).

®* MMIG i-Calpain Tender (Metamorphix Inc. Genomics): baseia-se em
mutacdes no gene da calpaina.

Testes de DNA para marmoreio

® GeneSTAR Marbling (Genetic Solutions/Bovigen Solutions): primeiro teste
comercial desenvolvido na Austrélia para marmoreio (julho de 2000). O
teste distingue alelos do gene da tireoglobulina, hormonio envolvido na via
metabdlica de formacao de células adiposas. O alelo denominado de “3”
foi associado com grau de marmoreio em confinamentos comerciais
naquele pais, e a associacao foi demonstrada em bovinos das racas
Angus, Shorthorn e Wagyu (BARENDSE, 1999).

® J/genity L (Merial): foi desenvolvido para caracteristicas relacionadas a
marmoreio e apetite. Esse teste avalia uma variacédo naregido codificadora
do gene da leptina, que passou a ser considerado gene candidato a
associacao com caracteristicas de deposicao de gordura por ter sido
relacionado a obesidade em camundongos.
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No futuro, os testes de DNA deverao se tornar rotina no melhoramento
bovino, mas, por enquanto, devem ser utilizados com cautela, pois os
genes testados explicam apenas uma pequena porcao da varidncia
fenotipica observada nas caracteristicas, e os efeitos desses gendtipos
podem variar entre as populacdes, uma vez que os efeitos de substituicao
de alelos de um QTL s&o parametros intrinsecos de cada populacio. E
possivel, por exemplo, ndo existir variacdo para o gene em questao na
populacdo em que se pretende aplicar o teste. Além disso, faltam avalia-
coes comparativas de DNA versus testes de progénie e ha pouca informa-
cao disponivel na literatura por questdes de protecao intelectual. Ha de se
considerar também a existéncia de interacdes nao alélicas com os demais
genes que compdem o genoma da espécie, que podem exibir combinacoes
diferentes daquelas em que o QTL foi descrito.

Outra questao importante a ser considerada é a interacao do genétipo com
o ambiente. Assim, os QTLs mapeados em experimentos conduzidos no
hemisfério norte podem nao ser importantes para as condicdes ambientais
de criacdo nos trépicos que sao distintas do ponto de vista climéatico, de
incidéncia de doencas e de manejo nutricional.

Para a adocao dessa nova tecnologia, ainda sdo necessarios estudos de
validacao dos testes de DNA ja disponiveis comercialmente em populacdes
de interesse; o desenvolvimento de experimentos para estimar as freqién-
cias alélicas e genotipicas de mutacoes em diferentes racas e em diferen-
tes condicoes de manejo; a identificacdo de novos marcadores moleculares
relacionados as caracteristicas de interesse produtivo; a identificacao de
genes candidatos envolvidos com a manifestacao de caracteristicas
importantes e o desenvolvimento e a validacao de novos testes.

No Brasil, as racas Nelore, Girolando e Gir Leiteiro sdo as primeiras racas
zebuinas a dispor de marcadores genéticos com a devida validacao. As
equipes do professor José Bento Sterman Ferraz, da Universidade de Sao
Paulo — Campus de Pirassununga, SP, e de pesquisadores da Embrapa
Gado de Leite em Juiz de Fora, MG, com a empresa Merial Saide Animal
comprovaram, com analises de campo de mais de 10 mil animais de
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diversos rebanhos comerciais, a viabilidade econémica e produtiva da
tecnologia. O resultado desse trabalho de avaliacdes zootécnicas é a base
para a consolidacado do painel de marcadores moleculares Igenity, o mais
completo disponivel atualmente no Brasil (FORTES, 2007).

Consideracdes finais

Os ultimos anos tém sido cenério de grandes transformacdes no conheci-
mento da biologia molecular, principalmente no campo da biotecnologia,
com o desenvolvimento de técnicas promissoras para auxiliar no melhora-
mento genético e na producao animal. O Brasil, com sua intrinseca voca-
cao agropecudria, apresenta grande potencial para se destacar no desen-
volvimento e na aplicacdo dessas metodologias. Aliadas as metodologias
tradicionais, as novas técnicas deverdao aumentar ainda mais o progresso
genético que vem sendo observado nos animais domésticos. O uso de
marcadores moleculares, principalmente de DNA, permitird que o potencial
genético de um animal seja estimado com maior precisdo e antes mesmo
da expressao de seu fendtipo.

Diversos estudos evidenciam a descoberta de um grande nimero de
marcadores moleculares e de suas possiveis vantagens sobre a selecao de
bovinos de corte. Entretanto, o uso imediato destes em selecédo assistida
por marcadores deve ser cauteloso, tendo em vista as evidéncias contradi-
térias, em varios casos, a respeito de seus comportamentos em diferentes
populacdes de animais, gerando duUvidas quanto aos seus verdadeiros
efeitos, ou mesmo quanto a estarem ou ndo segregando nessas popula-
coes. Assim, é evidente a necessidade do desenvolvimento de novas
pesquisas que permitam maximo poder de deteccao e de avaliacao desses
marcadores, antes de usa-los de forma efetiva nos programas de melhora-
mento genético animal.
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