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Introducao

A integragdo entre os diversos segmentos da cadeia
produtiva da carne bovina, associada ao aumento da exigéncia
do consumidor quanto a qualidade do produto final, tem
demandado por animais que sejam capazes de produzir carne
de melhor qualidade de forma economicamente viavel. Com
relagdo as pesquisas envolvendo cruzamentos, varios grupos
tém desenvolvido trabalhos visando o aumento da eficiéncia
produtiva dos rebanhos bovinos e a melhoria da qualidade da
carne, sendo a maciez sempre apontada como fator essencial
para o julgamento da qualidade do produto (RAZOOK et al.,
2002; HEINEMANN et al., 2003; MENEZES et al., 2005).
Segundo Burrow (2006), em programas de cruzamento em
ambientes tropicais € possivel utilizar ragas de bovinos Bos
indicus e ragas taurinas adaptadas (Bos taurus) para otimizar
a heterose e maximizar a produtividade. As ragas taurinas
sdo usadas em programas que visam melhorar a taxa de
fertilidade, o temperamento, o rendimento de carcaca € a
qualidade da carne, porém, sem comprometer a adaptagdo
do animal ao ambiente. Varios genes candidatos foram
previamente identificados como possiveis responsaveis
pela deposi¢do de gordura subcutdnea em bovinos de corte,
como os genes: DGATI (THALLER et al., 2003), FABP3
(ROY et al.,, 2003), GHI (TAYLOR et al., 1998), LEP
(BUCHANAN et al., 2002) e 7G (BARENDSE, 1997).
Contudo, a magnitude relativa aos efeitos e a importancia de
cada um destes genes no controle de variagdes fenotipicas
permanecem desconhecidas. Barendse (1997) descreveu um
polimorfismo na seqiiéncia 5’ lider do gene da tireoglobulina
associado com marmoreio. O autor observou que animais
que possuem o alelo ‘3°, ou seja, ambos os gendtipos ‘23’
e ‘33’ tém maior marmoreio em relagdo a média, do que os
animais que possuem o genotipo ‘22°. Este polimorfismo Tg5
¢ a base do teste comercial GeneStar Marbling™ (Genetic
Solution). Ele foi testado em confinamentos da Australia e
confirmado nos Estados Unidos em cruzamentos Simental
X Angus pelo Consorcio de Avaliagdo Nacional de Gado de
Corte (NBCEC). Porém, ainda sdo necessarios estudos para
verificar o efeito desses genes nas diferentes ragas criadas
em condigdes brasileiras. Neste contexto, a identificagdo de
animais que apresentam potencial para produgdo de carne
de melhor qualidade, por meio da utilizagdo de testes de
DNA, constitui uma ferramenta importante para viabilizar a
selecdo dos reprodutores que possuam estas caracteristicas,
aumentando, assim, a qualidade e uniformidade da
carne do rebanho comercial. A selegdo assistida por

marcadores oferece beneficios potenciais quando se trata de
caracteristicas de baixa herdabilidade, dificeis e/ou de alto
custo de medigdo ou que se medem numa idade avangada.
Dessa forma, as diferencas genéticas existentes entre as
racas, e mesmo entre individuos de uma mesma raga, no
que se refere as variaveis envolvidas na qualidade da carne,
podem ser usadas nos sistemas de produg¢do do Brasil, no
sentido de se adequar gendtipo ao ambiente para produzir
um produto que satisfaga as necessidades do mercado
consumidor.

Objetivo

Avaliar as diferengas de freqiiéncias alélicas e genotipicas
do polimorfismo Tg5 no gene da tireoglobulina entre
ragas taurinas adaptadas (Bonsmara, Caracu e Senepol)
e delas com a raca Nelore (zebuina) e Angus (taurina ndo
adaptada).

Material e métodos

Para a determinacdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas
no gene 7G foram obtidas amostras de sémen e de sangue
de 106 touros das ragas Nelore, Angus (Aberdeen e Red),
Bonsmara, Caracu e Senepol de centrais de inseminagio,
de associagdes de ragas e de criadores, sendo que essas
amostras foram escolhidas de acordo com o menor grau de
parentesco possivel entre os animais.

Extracio de DNA: para extracio de DNA foram
utilizadas amostras de sémen e de sangue de 26 touros das
racas Nelore, 16 de touros Angus (sendo 9 de Aberdeen
Angus e 7 de Red Angus), 18 de Bonsmara, 25 de Caracu
e 21 de Senepol. Os DNAs foram quantificados em
espectrofotometro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech)
e diluidos em aliquotas contendo 40 ng de DNA/uUL de
solucdo de TE (10 mM Tris HCI pH 7,6; 1 mM EDTA).
Amplificacdo do DNA: foi amplificada parte da regido 5’
lider do gene da tireoglobulina, a qual possui 545 pares de
bases, utilizando os primers descritos por Barendse (1997).
As reagdes de PCR foram realizadas em um aparelho
termociclador Mastercycler Personal (Eppendorff) a partir
de 100 ng de DNA gendémico em um volume final de reagéo
de 25 uL contendo Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM,
MgCl, 2,0 mM, 200 uM de cada dNTP, 0,164 uM de cada
primer ¢ 0,65 unidades de Taq DNA polimerase. A reagdo
de amplificacdo constou de uma desnaturagdo inicial a
94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo
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a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Apds os 35
ciclos, o produto amplificado foi submetido a um passo de
extensdo final por 10 minutos a 72°C. Eletroforese: para a
verificagdo de amplificagdo foi realizada uma eletroforese
em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo.
Para isso, utilizou-se tampao TBE 1X (Tris base 90 mM;
acido bérico 90 mM; EDTA 2 mM pH 8,0) e foi aplicada
uma voltagem de 100 V por 1h30 minutos. Um volume
de 5 pL de cada produto de amplificagdo foi aplicado no
gel, acrescido de 2 puL de loading buffer (glicerol; TBE
10X; azul de bromofenol 1%; agua deionizada) e 3 uL de
agua ultrapura. Ao término da eletroforese os produtos de
amplifica¢do foram visualizados sob iluminagio ultravioleta
e fotografados com camera digital (Figura 1). Digestio dos
produtos amplificados: os produtos de amplificacdo do
gene TG foram digeridos com a enzima Mbol. O volume
final da reac@o de digestdo foi de 14 pL, sendo 12 puL do
produto de PCR e 2,0 uL do Emix de digestdo (1U Mbol,
10 mM Tris-HCI pH 8,5; 10 mM MgCl,; 100 mM KCI;
0,1 mg/ml de BSA). A reacdo de digestdo foi incubada a
37°C por 3 horas no termociclador. Andlise dos gendtipos:
para andlise dos gendtipos do gene 7G, os produtos da
digestdo foram separados em gel de agarose 4%. Esse
procedimento foi realizado com tampao de eletroforese TBE
1X, submetidos a voltagem de 100 V por 2h00 e corados
com brometo de etideo. Foram aplicados no gel 14 puL do
produto de digestdo acrescidos de 2,8 uL de loading buffer
(5:1). No primeiro pogo de cada fileira do gel foi aplicada
uma amostra de padrdo de tamanho de DNA de 100 pb
acrescido de loading buffer na mesma propor¢do acima. Os
fragmentos foram detectados sob iluminag@o ultravioleta e
fotografados com camera digital (Figura 2). Apds a digestao
com a enzima Mbol, o alelo A é caracterizado pela presenga
de trés fragmentos de restrigdo, com 74, 193 e 278 pares de
bases e o alelo B produz fragmentos de 17, 74, 176 e 278
pares de bases. Analise estatistica: as freqiiéncias alélicas e
genotipicas foram determinadas contando o niimero de cada
alelo e de cada genotipo e dividindo pelo numero de alelos
e genodtipos avaliados em cada raga. Estas freqiiéncias foram
comparadas utilizando o teste de Qui-quadrado. (Tabela 1).

M 1 2 3 4 5 6 7

Figura 1. Gel de agarose 0,8% com produto de amplificagdo
de um segmento de 545 pb do gene da tireoglobulina. M.
Padrdo molecular de tamanho de 100 pb.
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Figura 2. Gel de agarose 4% com fragmentos do gene da
tireoglobulina apos digestdo com enzima de restrigdo Mbol.
M. Padrdo molecular de tamanho de 100 pb.

Tabela 1. Freqiiéncias genotipicas e alélicas para o gene da
tireoglobulina em ragas Nelore, Caracu, Senepol, Bonsmara
e Angus.

Genotipos * Alelos **

Ragas AA AB BB  Total A B Total
Freqiiéncia Relativa
Nelore 0,0 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
Senepol 0,0 190 81,0 100,0 9,5 90,5 100,0
Caracu 28,0 20,0 52,0 100,0 38,0 62,0 1000
Bonsmara 11,1 27,8 61,1 100,0 25,0 75,0 100,0
Angus 12,5 50,0 37,5 100,0 37,5 62,5 100,0
Geral 10,4 20,8 68,9 1000 20,8 79,2 100,0

Freqiiéncia Absoluta

Nelore 0 0 26 26 0 52 52
Senepol 0 - 17 21 - 38 42
Caracu 7 5 13 25 19 31 50
Bonsmara 2 5 11 18 9 27 36
Angus 2 8 6 16 12 20 32
Geral 11 22 73 106 44 168 212

* Presenca de diferengas significativas (P = 0,000077) entre ragas para as
freqiiéncias genotipicas, pelo teste de Qui-quadrado.

** Presenca de diferencas significativas (P = 0,000002) entre ragas para as
freqiiéncias alélicas, pelo teste de Qui-quadrado.

Resultados e Discussao

O alelo favoravel para marmoreio foi designado, neste
trabalho, de A e o alelo desfavoravel designado de B.
Nenhum dos touros Nelore avaliados apresentou o alelo A
(P<0,05). Apesar do pequeno numero de animais analisados
e da possibilidade deste alelo estar em freqiiéncias muita
baixas na raca Nelore, este resultado ¢ um indicativo de que
o alelo B possa estar fixado na populagdo. Se esse resultado
se confirmar em uma amostra maior de animais Nelore,
testes de DNA para esse gene ndo terdo valor na sele¢@o
de reprodutores. Casas et al. (2005) também encontraram
uma baixa freqiiéncia do alelo favoravel para marmoreio
em zebuinos avaliando uma populag@o de bovinos da raca
Brahman. Esses autores encontraram associacdo deste
polimorfismo com espessura de gordura mas ndo com



I Congresso Brasileiro de Ciéncia
e Tecnologia de Carnes

marmoreio, além das freqiiéncias alélicas deste polimorfismo
terem sido diferentes das encontradas por Barendse et al.
(2001) em bovinos das ragas Angus e Shorthorn. Veneroni
(2007), analisando 572 animais da raga Canchim, ndo
encontrou associagdo do polimorfismo Tg5 com espessura
de gordura e o alelo considerado favoravel para alto grau
de marmoreio apresentou freqiiéncia de 16,11% nesses
animais. Segundo a autora, por ter sido testado apenas o
efeito de TgS sobre espessura de gordura subcutdnea ndo
se pode descartar um possivel efeito desse polimorfismo
sobre marmoreio, uma vez que a correlagdo entre essas
duas caracteristicas ndo é alta (CREWS; KEMP, 2001).
No presente trabalho, verificou-se que o alelo favoravel
para marmoreio estd presente nas ragas taurinas adaptadas,
assim como na ra¢a Angus, mas, como pode ser observado
na Tabela 1, ha grande variagdo da freqiiéncia deste alelo
entre as ragas taurinas adaptadas. Esses resultados estdo
em concordancia com os publicados por Wu et al. (2005),
que analisaram polimorfismos nos genes DGATI, FABP3,
GHI1, LEP e TG em uma populagdo F2 de animais Wagyu
X Limousin e encontraram freqiiéncias alélicas de 39,05%
para o alelo favoravel para alto grau de marmoreio e de
60,95% para o alelo desfavoravel. Todos os cinco genes
contribuiram significativamente para deposi¢do de gordura
intramuscular, porém com contribuigdes variadas.

Conclusoes

O rebanho bovino brasileiro € formado por diversas ragas
de corte, entre elas as ragas britdnicas, com uma deposigido
de gordura intramuscular precoce, e as ragas zebuinas,
especialmente a Nelore, que sdo tardias na deposi¢do de
gordura intramuscular. Quanto a raga Nelore, de acordo com
a populac@o analisada, a nfo observagdo do alelo favoravel
para marmoreio indica que o uso desse marcador como
ferramenta para selecionar reprodutores dessa raga pode
ser ineficiente. No entanto, esse marcador pode mostrar-se
viavel na sele¢@o de animais taurinos, adaptados ou ndo, ja
que a freqiiéncia de média a baixa observada na populagio
em estudo permite que esse teste seja aplicado, com ganhos
expressivos, desde que confirmada a associag@o dos alelos
desse gene com o grau de marmoreio.
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