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1. Considerac0es Iniciais

A ovinocultura faz parte do segmento de sistemas de producdo animal que fazem
uso desses marcadores moleculares com énfase na producdo de carne, aspectos
reprodutivos e resisténcia a doencas.

Os marcadores moleculares favorecem analises de genes de interesse econdmico
como os genes da Calpaina e da Calpastatina. Esses genes atuam na regulacdo da
degradacdo proteica no musculo, no crescimento muscular e na regeneracdo celular
continua (Paiva e Mcmaus, 2012).

A calpaina sofre a inibicdo da calpastatina presente no musculo e impede que a
calpaina atuem sobre a ligacdo de actina e miosina impossibilitando a disponibilidade
de outras proteinas enzimaticas atuarem na protedlise celular (Lage et al., 2009). Assim
guando o mausculo entra em estado de rigor mortis impede que 0s processos de
contragdo e relaxamento muscular acontegam promovendo ligacdo permanente entre
actina e miosina.

Apds o rigor mortis 0 masculo passa por varios processos intracelulares
(Koohmaraie, 1996) que possibilita ao produto final boa aparéncia, maciez e suculéncia
que desperta no consumidor o interesse na compra e consumo do produto.

Os determinados tipos de carnes que sdo mais atrativos aos consumidores sao as
carnes vermelhas. Dentre as carnes vermelhas a carne ovina tem (Osério et al., 2009)
concentracdo de pigmentos de cor que varia consideravelmente entre os tecidos
musculares (Mancini e Hunt, 2005).

Essa variagdo da cor como de sabor e suculéncia sdo influenciados por fatores
genéticos e estes sdo responsaveis pela concentracao de calpainas e calpastatinas ativas
no musculo e influenciam no crescimento muscular e na maior taxa de mioglobina no
musculo (Bressan et al., 2011).

A maior taxa de mioglobina confere maior porcentual do grupo heme (Fe®")
presente na carne coferindo cores vermelhas mais intensas (pigmentos a*) sendo
possivel diferenciar entre o grupo genético (Norman, 1982; Bressan et al., 2011).

Dessa forma as caracteristicas qualitativas da carne e quantitativa da carcaca
podem estar associadas as proteinas que realizam a protedlise no musculo como as
calpainas e calpastatinas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar associagdes

entre os polimorfismos do gene da Calpaina e da Calpastatina de ovinos Pantaneiros e
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de ovinos Sem Raca Defina com caracteristicas da carcaca e de qualidade da carne de
cordeiros. Visando obter respostas mediante este estudo foram consideradas as
seguintes hipéteses: a) H& diferencas entre os grupos genéticos avaliados em relacdo a
qualidade da carne e caracteristicas da carcaca para o gene da Calpastatina; b) Ha
diferencas entre os grupos genéticos avaliados em relacdo a qualidade da carne e
caracteristicas da carcaca para o gene da Calpaina. Esta dissertacdo encontra-se dividida
em dois capitulos. O Capitulo | compreende a revisdo de literatura sobre os assuntos que
dardo fundamentacdo ao Capitulo Il composto por um artigo seguindo as normas da

Revista Brasileira de Zootecnia e serdo versados para o inglés antes do envio.
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1. Tecnologias para Producdo Animal

O melhoramento genético animal tem por principal vantagem aumentar a
frequéncia dos genes de efeitos desejaveis a populacdo, aperfeicoando a capacidade de
producdo dos animais que apresentam caracteristicas de interesse econdémico (Faco e
Villela, 2005).

Os primeiros estudos de identificacdo, caracterizacdo e utilizagdo de marcadores
moleculares iniciaram no final da década de 80. Com o passar dos anos as tecnologias
para geracdao de dados moleculares passaram por varios ciclos de renovacdo (Caetano,
2009).

A tecnologia a base dos marcadores moleculares promovem a mudanga ou
permanéncia dos gendtipos existentes e permitem avancos produtivos atuando como
mola propulsora no desenvolvimento da exploracdo agropecuaria (Lobo e L6bo, 2007).

O uso de genotipos especializados na producao de carne melhora o peso e estado
corporal dos cordeiros, permitindo maior proporcdo de cortes nobres (pernil e lombo) e
um bom acabamento de carcaca, em peso e idade homogéneos (Bianchi e Gariboto,
2003).

O uso indiscriminado de praticas de cruzamentos inter-raciais pode favorecer a
perda de caracteristicas genéticas de um rebanho reduzindo a variabilidade genética
com o tempo (Lébo e Ldbo, 2007). As identificacbes de polimorfismos nos genes de
interesse econémicos da calpaina e da calpastatina podem influenciar as caracteristicas
produtivas ligadas a quantidade e qualidade da carcaca e da carne. O conhecimento dos
polimorfismos pode conferir melhores indices de producédo e de conservacdo (Caetano,
2009).

Portanto pesquisas que avaliem a existéncia de polimorfismos em genes
candidatos associados a qualidade da carne de ovinos criados em Mato Grosso do Sul
apresentam grande relevancia para incrementar programas de melhoramento genético
para valorizacdo do produto no proprio neste Estado.

Dessa forma a revisdo de literatura ird abordar as necessidades da cadeia
produtiva de ovinos, as caracteristicas de interesse para a producdo de carne bem como
0s genes que atuam melhorando os aspectos produtivos de caracteristicas da carcaca de

e qualidade da carne de ovinos.
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2. Potencial da Ovinocultura de corte

A procura pela carne ovina cresce no Brasil e cada brasileiro consome em média
700 gramas desta carne/ano, engquanto em paises como Nova Zelandia sdo consumidos
30kg/ carne/ano e na Australia 20kg / carne/ano (Diaz et al., 2003). Porém, apesar dos
avancgos na genética, ha falta de carne para atender a demanda de consumo no pais
(EMBRAPA, 2010).

O rebanho efetivo de ovinos em 2011 foi de 17.662 milhdes de cabecas,
representando aumento de 1,6% em relacdo ao numero registrado em 2010 (IBGE,
2011). Com um déficit de producdo para atender o mercado interno, em 2013, o Brasil
importou aproximadamente nove mil toneladas de carne ovina, sendo a maior parte
proveniente do Uruguai, o que indica a necessidade de aumento da producao de ovinos
brasileiros (Zen et al., 2014).

Frente a falta de incentivo deste sistema de producdo em outras regides do Brasil
a produgdo se concentra nas regides nordeste, Sul e parte do Sudeste, com
supervalorizacdo dos produtos entre as regides tornando o sistema produtivo ineficiente
para atender a demanda nacional (Viana, 2008).

E interessante salientar que cada regido do Brasil apresenta uma caracteristica
prépria de ovinos. A criacdo ovina na regido Sul é baseada em ovinos de ragas laneiras,
para carne e |&, adaptadas ao clima subtropical e na regido nordeste ha criacdo de ovinos
de racas deslanadas, para carne e pele adaptadas ao clima tropical (Barbosa, 2005).

Nos estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul, embora ndo haja um rebanho
numeroso, a ovinocultura € mais tecnificada, com a producdo voltada para atender a
demanda interna de cortes finos para restaurantes gourmets (Zen et al., 2014).

Voltando a atencdo para o estado de Mato Grosso do Sul este possui posi¢do
geogréfica privilegiada para acompanhar o crescimento de producdo desta cadeia
produtiva, pois estd proximo de grandes centros consumidores do pais (ANUALPEC,
2011).

Segundo o censo do IBGE (2010) o Mato Grosso do Sul tem um rebanho de
497.102 mil ovinos, perfazendo 2,9 % do efetivo nacional (9° no ranking nacional), e

esses ovinos apresentam grande potencial para a producao de carne.
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2.1. Racas de ovinos tipicas do Brasil

Os ovinos foram introduzidos no Brasil com a colonizagdo portuguesa no século
XVI. Consequentemente, a maior contribuicdo genética, € proveniente de racas
originarias da Peninsula Ibérica (Mariante et al., 1999). H4 também tracos genéticos de
ovinos africanos trazidos em navios negreiros.

Além de ovinos de origem portuguesa, espanhola e africana, o Brasil recebeu
varios outros povos que trouxeram varias de suas racas e sua tecnologia de manejo
reprodutivo (Porter, 1996; Anjos e Farias, 2005). Os holandeses trouxeram ainda
animais de lugares distantes, como India, ou mesmo animais cruzados (Quadros, 2005).

Ap06s algumas modificacbes adaptativas sofridas nas vérias col6nias ao longo do
pais, estes animais trazidos pelos colonizadores passaram a ser considerados locais,
sendo denominadas racas crioulas, localmente adaptadas ou naturalizadas (Mariante et
al., 1999; Da Luz, 2009).Tais grupos genéticos apresentam alto grau de adaptacéo ao
meio no qual se desenvolveram, conferindo-lhes caracteristicas especificas e vantajosas
em relacdo a racas comerciais (Mariante et al., 1999).

No Brasil ha Ndcleos de Conservacdo dos quais sdo criadas e conservadas sete
racas nativas: Barriga Negra, Bergaméacia, Crioula Lanada, Morada Nova, Santa Inés,
Somalis Brasileira e Rabo Largo (Mariante et al., 2011).

Os ovinos encontrados no Centro oeste apresentam uma predominancia de
animais da raca Santa Inés e os de dupla aptiddo Texel, lle de Frande e Sulfolk (Diaz et
al., 2003). Ha relatos referentes a um grupo genético de ovinos no Mato Grosso do Sul
provenientes de cruzamentos entre racas trazidas pelos primeiros colonizadores (Da
Luz, 2009). Esses animais estdo presentes em planicies alagadas constituem o que
atualmente denominamos raca localmente adaptada (Ovinos Pantaneiros) (Gomes et al.,
2007).

Os ovinos pantaneiros sofreram selecdo ao longo do tempo e se adaptaram as
condicBes climéaticas da regido do Pantanal sul-mato-grossense demonstrando grande
diversidade genética, o que explica a facilidade de adaptacdo (Gomes et al., 2007;
Vargas Junior et al., 2011). Dessa forma por apresentar diversidade genética distinta das
racas mantidas nos nacleos de conservacdo indica a possibilidade de considera-la uma

nova raca (Diaz et al., 2003).
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2.2. Ovinos Pantaneiros

Em estudo exploratorio iniciado em 2005, um grupo de pesquisadores do Centro
Tecnologico de Ovinocultura (CTO) da Universidade Anhaguera-UNIDERP,
Universidade Federal da Grande Dourados (UFDG), Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS) e Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa),
realizaram estudos com este grupo genético da regido Pantanal para juncdo de dados
que possam caracteriza-los como raca (Jacinto et al., 2011).

No inicio foram adquiridos trezentos ovinos pantaneiros de criatorios do alto e
baixo pantanal Sul-Mato-Grossense, estes apresentavam caracteristicas fenotipicas
semelhantes entre si, mas distante dos padrdes genotipicos das racas exaticas criadas no
Brasil (Jacinto et al., 2011). A maioria desses animais se encontra em fazendas isoladas
na regido, vivendo ha anos sob qualquer tipo de selecdo ou melhoramento genético
(Vargas Junior et al., 2011a).

Para compreender algumas caracteristicas das ovelhas pantaneiras é preciso
também entender o Pantanal. Seu clima é classificado como tropical de temperaturas
elevadas (Moraes, 2011). A regido pantaneira apresenta duas estacdes bem definidas: o
verdo chuvoso, de outubro a margo, temperatura em torno de 32 °C e o0 inverno seco, de
abril a setembro, temperatura em torno de 21 °C (Moraes, 2011).

Para suportar este ambiente os animais sofreram modifica¢cbes em seu organismo
ao longo de geracdes. Uma caracteristica visivel é o fato de terem pernas longas, o que
facilita caminharem em terrenos inundados sem encharcarem sua I1a (Da Luz, 2009). A
I& destes ovinos serve-lhes como protetor contra o sol, o frio e a agua das chuvas,
mantendo-as sempre em homeostasia com o ambiente (Barbosa-Ferreira, 2011).

Observa-se pouca ou nenhuma la nas pernas, barriga e pescoco, locais que
permanecem mais tempo molhadas quando ha necessidade de se locomoverem em
locais repletos de agua e em vegetagdo com muitos carrapichos e que fatalmente se
enroscariam nas partes baixas quando transitassem por locais muito sujos (Figura 1)
(Barbosa-Ferreira, 2011).
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Figura 1. Exemplares de Ovinos Pantaneiros (Fonte: Ovinocultura-UFGD).

As caracteristicas citadas nos paragrafos anteriores possibilitaram a
sobrevivéncia dos mesmos nesses locais, justificando assim, a conservacdo para a sua

utilizacdo futura (Silva, 2010).
2.2.1. Caracteristicas produtivas

Em relagdo as caracteristicas produtivas destes ovinos a producdo de 1a é uma
das principais alternativas, apesar da mesma ndo apresentar a qualidade exigida pelo
mercado para a comercializacdo, sua 18 é muito utilizada em trabalhos artesanais e na
fabricacdo de materiais utilizados na pecuaria de corte, como baixeiros (Brauner, 2010).

Outro fator que merece atengédo na producéo de ovinos € a verminose, trata-se do
considerada o principal problema sanitario da ovinocultura (Bassetto et al., 2009), pode
levar o0 animal rapidamente a morte ou causar efeitos como: menor desenvolvimento
corporal, perda de peso, reducdo na produgdo e na qualidade de I& ma eficiéncia
reprodutiva, alta incidéncia de enfermidades e elevado indice de mortalidade,

principalmente entre os animais jovens (Sczesny-Moraes et al., 2010).
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As ovelhas pantaneiras apresentam a capacidade de tolerar infeccdo por
helmintos sem que esta interfira em seu peso vivo e condi¢do corporal (Pinto et al.,
2008a).

No aspecto reprodutivo, animais deste grupamento genético apresentam
caracteristicas que merecem destaque. As fémeas pantaneiras possuem fertilidade
favoravel durante a época de diversidade de foto periodo, ndo deixando de se
reproduzir, favorecendo assim a producdo de ovinos durante o ano todo (Fonseca,
2010).

Os ovinos pantaneiros podem ser utilizados como linhagem materna, ja que
proporciona trés crias a cada dois anos com intervalo de parto de oito meses,
semelhantes as racas nordestinas deslanadas, como a Santa Inés (Martins et al., 2008).

Ja na pecuéaria de corte os ovinos pantaneiros fazem parte das principais
atividades econémica do Pantanal. Os cordeiros pantaneiros nascem com peso Vivo
entre 2,5 e 3,5 kg em média, fato este associado a baixa incidéncia de partos distocicos
(Vargas Junior et al., 2011).

Vargas Junior et al. (2014) avaliaram o desempenho e caracteristicas
quantitativas de carcaca de cordeiros pantaneiros e observaram ganho de peso meédio
diario em confinamento de 0,20 a 0,35 kg/dia, com indices de rendimento de carcaca
entre 45 e 50% (entre 30 a 40 kg) de cordeiros abatidos entre quatro e oito meses de
idade. Esse fato indica que embora o peso ao nascer possa ser considerado inferior
comparativamente as racas exoticas, porém estes cordeiros produzem carcacas de
qualidade e altos indices de rendimento (\Vargas Junior et al., 2011).

Algumas caracteristicas produtivas em relacdo a producdo de carne desses

animais sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Ganho de peso de cordeiros do grupo genético Ovelhas Pantaneiras

Caracteristicas Valor

Peso ao nascimento (Kg) 3,7+£0,82
Peso aos 50 dias (Kg) 11,55+ 2,73
Peso aos 90 dias (Kg) 17+ 3,81
Ganho médio diario do nascimento ao desmame (Kg/dia) 0,147 + 0,023
Peso ao abate (Kg) 28-34

Idade ao abate (Dias) 110-150

Fonte: Vargas Junior, 2011.
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2.3. Qualidade da carne: Fatores estruturais e Fisioldgicos

O processo de conversdo de muasculo em carne é importante ndo sé o que se
refere a maciez da carne, mas também nas alteracGes estruturais e bioquimicas que
interferem de forma pontual na qualidade final do produto, como a cor, a textura, 0
sabor e aroma. Sendo um diferencial do produto manter a qualidade em um maior

intervalo de tempo.
2.3.1. Organizacao e estrutura da fibra muscular
O masculo esquelético é composto por varios feixes de fibras musculares

(Warriss, 2010), o diagrama esquematico da organizacdo da fibra muscular e miofibrilas

podem ser observados na Figura 2.

MIOFILAMENTOS

FIBRA / TUBULOST SARCOPLASMATICO \

Figura 2. Diagrama esquematico da fibra muscular.
Fonte: Adaptado de Tobacman et al. (2002).

As fibras musculares sdo formadas pela fusdo de varias células de modo que elas
contém multiplos ndcleos, com mitocondrias e outras organelas normalmente
encontrados em células animais (Ottenheijm e Granzier, 2010).

As fibras musculares sdo compostas de milhares de fibras menores, miofibrilas,
qgue ocupam cerca de 80% do volume das células musculares que por sua vez sdo
constituidos por miofilamentos (Warriss, 2010).

LINHA Z - . / LINHAZ‘
= BANDA A =
MIOFIBRILLAS o, BANDA |
SARCOMERO
RETICULO LINHA Z LINHA Z

| - .'. rm—

NUCLEO =
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219 A fina linha que atravessa abanda I- é a Linha Z. Estas estruturas continuas sdo
220  repetidas ao longo de todo o comprimento da fibra muscular e uma unidade da
221 miofibrila entre duas linhas Z- adjacentes é chamado de sarcomero (Huxley, 1957).

222 O principal componente do filamento grosso é miosina. Uma molécula de
223  miosina € composta por um fragmento formado de cabeca e a cauda. As longas
224  extremidades das caudas de varias centenas de moléculas de miosina agregam-se para
225  formar o componente principal dos filamentos grossos (Zot e Potter, 1987).

226 O principal componente do filamento fino é a actina. Estas proteinas
227 miofibrilares estdo envolvidas com a contracdo muscular, deslizando para dentro e para
228  fora dos microfilamentos, processo esse que se realiza todo instante e se torna
229  permanente com a morte do tecido (Zot e Potter, 1987).

230 Essas ligacGes entre a actina e miosina (Figura 3) sofrem acdo de proteinas
231  como as Calpainas, Calpastatinas caspases e outras que atuam no processo de protedlise
232 muscular e renovacdo celular (Da Luz, 2009).

RELAXADO Filamento de actina Filamento de miosina

CONTRAIDO

Figura 3. Demonstracdo da ligacdo das proteinas contrateis miosina e actina
(relaxamento e contracdo). Fonte: Gallo (2006) citado por Hugo (2015).
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2.3.2. Atuacdo da Calpaina e Calpastatina no musculo

As fibras musculares sdo responsaveis pela variacdo da textura de carnes, nas
quais sdo influenciadas pelos niveis variados de calpastatina entre os muasculos. As
fibras podem ser classificadas em vermelhas, brancas e intermediarias. Cada musculo
diferencia-se por diferentes proporcdes de cada tipo de fibra (Geesing et al., 1999).

A taxa de degradacdo proteica no muasculo no processo de maturagdo da carne,
ndo esta ligado diretamente ao tipo de fibra muscular e sim com caracteristicas, tais
como o potencial proteolitico, representado pela proporcdo de calpainas e taxa de
declinio de pH (Christensen et al., 2004) afetam a cor, a textura e a suculéncia.

A funclo de proteinas miofibrilares € manter a integridade estrutural das
miofibrilas (Lage et al., 2009). As principais proteinas miofibrilares sdo: as calpainas, as
calpastatinas, as capases e outras. As calpainas sdo proteinas que apresentam todas as
caracteristicas que permitem a degradacdo proteica miofibrilar.

A atividade das calpainas no musculo durante o rigor mortis e durante a
maturacdo da carne € influenciada por diversos fatores, os principais sdo: fatores
genéticos (tipo de fibra muscular; maior ou menor quantidade de calpaina e
calpastatinas), declinio do pH, concentracdo de ions de célcio, nivel de concentracdo da
calpaina e calpastatina no musculo e inativacdo e desnaturacdo das calpainas (autdlise)
(Delbarre-Ladrat et al., 2004).

Ha evidéncias que a acdo das calpainas difere entre espécies (carne bovina, de
cordeiro e suina) (Koohmaraie et al., 1991). Carnes mais macias ou mais rigidas entre as
espécies estdo relacionados diretamente com a quantidade de calpastatina disponivel no
masculo.

Embora enzimas proteoliticas endogenas desempenhem fungdes na maciez da
carne, ainda ¢ considerada inferior ao sistema calpaina, especificamente p- calpaina e
calpastatina (inibidor especifico da calpaina) (Lage et al., 2009). Este sistema
proteolitico é dependente de célcio e responsavel pela protedlise post-mortem (Kemp et
al., 2009).

No entanto, a atividade de calpastatina pode ser aumentada no estado de
sarcopenia em funcgéo da idade do animal, a fim para controlar a atividade da calpaina.
N&o ha evidencias dessas atividades da calpaina e calpastatina nos bovinos e ovinos
pela maioria ser abatida antes que possam, potencialmente, chegar um estado

sarcopénico (Raynaud et al., 2005; Fraysse et al., 2006).
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Melloni et al. (2006) relataram que, na auséncia de calcio, ou em baixos niveis
de célcio fisiologico, podem resultar na ligagdo do dominio L da calpastatina com o
sitio inativo da m-calpaina ou da p- -calpaina, formando um complexo que pode
impedir que a ativacéo de calpaina ocorresse.

Quando ha no meio muscular menor quantidade da proteina Calpastatina a
Calpaina ndo sofre inibicdo e desta forma realiza a prote6lise (Figura 4) da estrutura
das miofibrilas que compdem o masculo resultando em amaciamento do musculo ap6s

0 rigor mortis e consequentemente carnes mais macias ap6s a maturagao.

a) Calpastatina
NH, - —-— | ——= - COOH
ABC ABC ABC ABC

L-domain CID-I  CID-Il CID-lll CID-IV

b)

Calpaina Inativa Calpaina Ativa

Sitio de ativagao
\

. Calpastatina
Calpastatina A Inativa
Ativa C
B

CID
Inibe a
atividade da
Calpaina A

Figura 4. Atividade da Calpaina e Calpastatina no masculo. a) representa o sitio de ativagdo
da calpastatina e b) as formas ativas e inativas da calpaina e da calpastatina. Fonte: Adaptado
de Mellgren (2008).
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A proporc¢éo entre a atividade de calpastatina e calpainas determina, portanto, a
velocidade do amaciamento post-mortem da carne. Mais do que as calpainas € a
atividade da calpastatina, determinada 24 horas apds o abate, que se relaciona com a
maciez da carne. Por exemplo, animais que apresentam alta atividade da calpastatina
usualmente produzem carne menos macia, mesmo ap6s um periodo de maturacéo de 14
dias (Koohmaraie, 1996).

Estudos realizados por Koohmaraie et. al. (1991) demonstraram diferencas na
atividade das enzimas entre as espécies animais, nos muasculos Longissimus dorsi, e na
velocidade de amaciamento da carne. Relatando a sequencia de carnes macias para
diferentes isoformas. Para as calpainas tipo 1 (CDP1), as carnes mais macias foram
ovino > suino > bovino, e para calpainas tipo 2 (CDP2) foram ovino > bovino > suino.
Com relacdo a atividade das calpainas (B+L), os resultados foram suino > ovino >
bovino (Koohmaraie et al, 1995).

O aumento da atividade das calpastatinas e a diminui¢cdo da maciez vém sendo
associados com o aumento da massa muscular. Uma das teorias propostas seria de que o
aumento da sintese protéica diminuiria a degradacdo das proteinas e estimularia o

aumento das calpastatinas (Koohmaraie et al, 1995).

2.3.3. Rigor mortis e Maturagéo da carne

Apdbs o abate, ocorrem complexas modificacdes no processo de transformacéo
do mdasculo esquelético em carne, durante o qual a qualidade da carne se altera
drasticamente. O estado rigido do musculo € definido como rigor mortis (Warriss,
2010).

O rigor mortis € considerado processo de contracdo muscular irreversivel,
caracterizada pela rigidez do musculo, que se mantém rigido em funcdo da falta de
energia disponivel no musculo pelo rompimento do aporte sanguineo, impossibilitando
a quebra da ligagdo entre a actina e miosina. Ha fatores que afetam as ligagdes entre a
actina e miosina no masculo tais como: pH e temperatura durante o rigor mortis
(Savell; Mueller e Baird, 2005).

Normalmente, o pH no musculo diminui de 7,0 no momento do abate para 5,8 -
5, 3 quando o rigor mortis se desenvolve e tém uma grande influencia sobre a qualidade

da carne. Ja a temperatura de arrefecimento do musculo abaixo de 15 ° C proporciona



305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318

319

320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336

15

encurtamento das fibras musculares antes desenvolvimento do rigor mortis e resultando
em carne mais firme e pouco macia (Marsh e Leet, 1966).

A maturacdo do musculo em carne prossegue com degradacdes enzimaticas e
desnaturacdo proteica (ativacdo da calpaina e calpastatina). A composi¢do da carne esta
diretamente associada as condi¢cdes genética de uma populacdo a nutricdo adequada,
bem como capacidade de converter de forma eficiente alimento em tecido muscular
(Lawrie, 2005). Dessa forma o potencial de protedlise post-mortem no musculo pela
calpaina é influenciado por outras variaveis como peso, sexo e raca (Lage et al., 2009).

Mediante a necessidade de investigar o efeito de caracteristicas de interesse de
uma populacéo, existem diversas tecnologias de marcadores moleculares desenvolvidas
no Brasil nas areas de reproducdo, alimentacdo, sanidade e manejo. Para que a
ovinocultura de corte no Brasil possa se desenvolver, sdo necessarias a selecdo e a
multiplicacdo de genoOtipos apropriados para o desenvolvimento de ovinos adaptados

aos diversos ecossistemas encontrados no pais (L6bo e Lébo, 2007).

2.4. Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares séo originados das variagdes no material genético e
sdo também denominados de marcadores genéticos. Destacam-se por serem altamente
polimorficos, detectados em qualquer fase da vida do individuo e apresentarem
caracteristicas dominantes ou co-dominantes, além de ndo serem influenciados pelo
ambiente (Faleiro, 2007; Williams, 2008).

Mediante a importancia comercial do setor de corte (producdo de carnes),
estudos visando a identificacdo e selecdo de animais precoces para caracteristicas de
interesse por meio de marcadores surgiram como processo denominado de selecéo
assistida por marcadores genéticos (MAS) (Wu et al., 2005).

Estes sdo determinados em funcdo da caracteristica em estudo sendo:
Identificacdo de locos de caracteres quantitativos (Quantitative Trait Locus- QTL)
(Lébo e L6bo, 2007), associados a caracteristicas ou por polimorfismos de nucleotideo
de base Unica (Single nucleotide polymorphism - SNP) em genes candidatos em locais
especificos geralmente que ja foram identificados via QTL (Wu et al., 2005).

Alguns SNPs podem codificar proteinas, no gene da p-calpaina (CAPN1) e da
calpastatina (CAST) ja foram encontrados polimorfismos e estes associados a maciez da
carne (White et al., 2005; Schenkel et al., 2006).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCIQFjABahUKEwiH29q2xInIAhWJk5AKHb_cAuU&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FSingle-nucleotide_polymorphism&usg=AFQjCNFaZb2PGCZvZL_Vgv_vNkU0j-VWew&sig2=HOe7NSibBR_LJruMjqoLBQ

337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370

16

Lande e Thompson (1990) mostraram que poucos genes poderiam explicar uma
proporcdo grande da variagdo genética para caracteristicas quantitativas (QTLsS) e que
atuam no controle de caracteristicas de importancia econémica.

De maneira geral, a aplicacdo de marcadores moleculares dentro de o
melhoramento animal pode enfocar duas vertentes principais: (1) caracteristicas que sao
controladas por poucos genes de grande efeito, ou (2) caracteristicas que s&o
controladas por vérios genes e de pouco efeito (Regitano e Veneroni, 2009).

Existem duas grandes classes de marcadores que se diferenciam pela
metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacdo ou amplificacdo de DNA. Entre
os marcadores identificados por hibridizagdo estdo os RFLP (“Restriction Fragment
Length Polymorphism”) e Minissatélites ou locos VNTR (“Variable Number of
Tandem Repeats”) (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

O estudo dos SNPs depende exclusivamente da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR - Polimerase Chain Reaction) que pode ser realizada por dois
métodos a RFLP com uso de enzima de restricdo e a SSCP (Polymorphisms of Single
Stranded Conformation) com uso de gel desnaturante.

Os marcadores de DNA mais utilizados se baseiam em polimorfismos para
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP). Estes sdo capazes de diferenciar
individuos através de variac6es individuais nos nucleotideos que podem ou néo resultar
em mudancas protéicas seja por mutacdo, delecdo, insercao e inversao.

Recentes estudos criaram condi¢cdes para que 0s SNPs possam auxiliar na
rastreabilidade e certificacdo racial de animais domésticos (Heaton et al., 2005; Negrini
et al., 2008) bem como em estudos de diversidade de ovinos (Kijas et al., 2012).

Quando os SNPs estdo localizados em regides codificantes dos genes, esses
podem influenciar em diferencas na funcdo da proteina e consequente variacao
fenotipica. Entretanto, pode haver variagdes em regifes nao codificantes, as quais
podem também alterar significativamente o fenétipo (Kijas et al., 2009).

Os primeiros trabalhos realizados para desenvolver e caracterizar marcadores
moleculares para espécies de interesse zootécnico relatam resultados de estudos de
caracterizacdo de marcadores RFLP bovinos (Beckmann et al., 1986, Georges et al.,
1987).

Na espécie ovina, polimorfismos de conformacdo de cadeia simples (SSCP), no
exon 3 do gene da leptina foram detectados nas racas Romney, Merino, Corriedale, Poll
Dorset e Suffolk por Zhou et al. (2009), e na raca Makoei, por Hashemi et al. (2011),
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visando encontrar uma relagdo com caracteristicas produtivas, tais quais: deposicdo de
gordura na carcaca, qualidade de carne, ganho de peso, precocidade sexual, entre outras
(Lara et al., 2012). Deste modo, as informacdes moleculares observadas pelo uso desses
marcadores poderdo ser usadas como complemento em programas de melhoramento
(Bered et al., 1997).

2.4.1. Genes candidatos: Calpaina e Calpastatina

A estratégia de busca do gene principal esta baseada no conhecimento prévio
dos mecanismos fisioldgicos envolvidos com a manifestacdo das caracteristicas de
producdo em questdo e na tentativa de pesquisar as variacGes de genes especificos
(enzimas, hormonios ou proteinas) entre individuos que apresentem fenotipos distintos
(Hirwa et al., 2011).

Os fenotipicos relacionados a caracteristicas de interesse econémico sao
analisados por métodos estatisticos, que determinam a caracteristica herdada de forma
mais efetiva para seus descendentes em funcdo do genotipo observado (L6bo e L6bo,
2007).

O gene candidato deve apresentar um ou mais polimorfismos nos animais
parentais usados; deve-se verificar se a mutacdo é conservativa visando identificar
associacbes com caracteristicas de interesse nos programas de melhoramento
(Meuwissen et al., 2001).

Na pecuaria, estudos sobre a Calpaina no exon3 (CAPN3) em ovinos tém sido
investigados por sua associacao com a maciez da carne e caracteristicas de producdo em
ovinos (Zhou et al., 2009). Fator evidenciado também na carne bovina (Barendse et al.,
2008). Estudos sugerem que o gene da calpastatina (CAST) e o gene da calpaina
(CAPN), como genes de potenciais para a qualidade da carne em funcdo das atividades
proteoliticas que desempenham (Marchetelli et al., 2005).

A primeira PCR-RFLP relatada em ovinos foi feito no gene calpastatina, e tendo
em conta o papel dos calpastatina em influenciar carne qualidade em bovinos (Palmer et
al., 1998). A expressdo dos genes e interagdo, calpaina/calpastatina afetam a qualidade
da carne, em nivel de maciez e eficiéncia de crescimento muscular (Mohammadi et al.,
2008).
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2.4.2. Dados fenotipicos da carcaca e da carne

Sabe — se que h& interacdo entre 0s genes e caracteristicas fenotipicas em
diferentes espécies. Dessa forma a determinacao objetiva das caracteristicas da carcaca
e da carne é de extrema importancia. Estas sdo expressas pela determinacao do peso do
corpo do animal, do rendimento de carcaca, pela percentagem dos cortes de valor
comestivel e pela qualidade da carne (Aguirre e Tron, 1996).

A composicdo regional da carcaca baseia-se no desmembramento em pecas, 0
que permite uma melhor comercializacdo ao consumidor. J& a composicédo tecidual a
fundamenta-se na quantidade de tecido muscular, tecido adiposo e 0sseo existente na
carcaca (Oliveira et al., 1998).

A padronizacdo dos cortes, ou até mesmo os nomes que Ihe sdo atribuidos, varia
muito entre os paises e até entre areas proximas dentro de um mesmo pais ou regido, o
que torna essa pratica muitas vezes confusa (Garcia et al., 2004). Portanto é abordado
atualmente o nome dos cortes e que muasculos fazem partes dos mesmos.

O rendimento dos cortes sofre influéncia do sexo, idade e peso do animal, tendo
como precedente o estado nutricional (Santos e Perez, 2000). Outro fator de grande
relevancia na distribuicdo dos pesos relativos dos cortes da carcaca € a raca, sendo que a
proporcao dos cortes da carcacga varia em funcdo dos diferentes estagios de maturidade
de cada raca (Mendonca et al., 2003).

O ponto chave para alterar a composicao de carcacas, visando melhor atender a
demanda do consumidor encontra-se nos métodos de avaliacdo in vivo,sendo desejavel
que métodos in vivo apliqguem-se a animais jovens, viabilizando selecdo precoce de
cordeiros com composicdo corporal ou de carcaca altamente desejavel nos grupos
genéticos (Brash et al., 1992).

Melhorias na composicao de carcaca pela selecdo dos animais sdo possiveis para
caracteristicas como distribuicdo de gordura, a qual mostra um alto grau de variacdo
entre individuos dentro de raca, resultando em melhores indices de qualidade da carne
oferecida (Stanford et al., 1998).

2.4.2.1. Peso e acabamento da carcacga

Os métodos de avaliacdo in vivo usam 0 peso pré-abate como o padrdo, embora

possa dificultar as medidas precisas, devido a influéncia do enchimento do trato
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gastrintestinal e do tamanho e umidade da 1&, no caso de animais lanados (Stanford et
al., 1995).

Observagdes visuais em combinagdo com escore de condigdo corporal, avaliadas
por palpacdo € o mais rapido e barato método para predi¢do da composicdo corporal in
vivo (Thompson e Meyer, 1994).

Porém, a grande variacdo entre racas na proporcdo de gordura depositada
subcutaneamente (Fahmy et al., 1992) pode limitar o uso destes métodos. Em uma
mesma raca, avaliadores treinados conseguiram estimar a composi¢do da carcaca de
cordeiros com precisao igual ou superior a ultra-sonografia (Edwards et al.,1989).

A avaliacdo pelo escore de condicéo corporal faz-se mediante elabora¢do de uma
escala de pontos, variando de zero a cinco, onde zero classificaria um animal muito

magro e cinco um animal excessivamente gordo conforme apresentado na Figura 5:
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Figura 5. Avaliacdo de escore — método “in vivo”. Fonte: S& e Otto De Sa (2001).

O estudo da carcaga é uma avaliacdo de pardmetros objetivos e subjetivos em

relacdo a mesma, ou seja, deve estar ligados aos aspectos e atributos inerentes a porcao

comestivel (Santos e Pérez, 2000).
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Atualmente, a meta em ovinos de corte € a obtencdo de animais capazes de
direcionar quantidades de nutrientes para a produgdo de musculo, uma vez que, este
tecido reflete a maior parte da porgdo comestivel da carcaga (Santos e Pérez, 2000).

O tecido adiposo influi sobre a maciez a partir da gordura intramuscular e
dependendo do tamanho do corte, também a gordura intermuscular terd importancia, ja
que o aumento desta desenvolve aparente sensacdo de suculéncia (Cafieque e Safiudo,
2000).

A gordura subcutanea (de cobertura) tem fungéo protetora, evitando as perdas e
melhorando a maciez da carne (Safiudo et al., 2000). A quantidade de gordura, medida
pelo escore atribuido & carcaga influi sobre a composicéo tecidual da carcacga (Osorio et
al., 2004), reduzindo os problemas de encurtamento pelo frio, consequentemente,
beneficia para uma maior maciez da carne (Cafieque e Safiudo, 2005),

Ocorrem varia¢fes em funcdo da idade, sexo, raca e grau de acabamento (teores
de 4gua e gordura). No que se refere aos animais adultos, ndo se detecta diferencas
significativas no teste de maciez de carneiros e ovelhas, exceto nos carneiros mais
velhos (Euclides Filho, 2003).

Podem ser considerados como satisfatorios os peso ao abate: 20 Kg de peso vivo
com 90 dias para cordeiros e 40 Kg para animais com mais de 1 ano. JA& um bom
rendimento de carcaca deve estar proximo aos 50%, porém, mais importante que este,

estd a composicdo desta carcaca (Zapata et al., 2003).

2.4.2.2. Perda de exsudado por coccao

A perda de exsudado no cozimento € uma medida de qualidade, que esta
associada ao rendimento da carne no momento do consumo, sendo uma caracteristica
influenciada pela capacidade de retencdo de agua nas estruturas da carne (Pardi et al.,
1993). E importante por influenciar as caracteristicas de qualidade, cor, forca de
cisalhamento e suculéncia da carne.

Esta perda de exsudado varia segundo o gendtipo, condi¢cbes de manejo pré e
pés-abate e a metodologia no preparo das amostras, tais como a remogdo ou
padronizacdo da capa de gordura externa e tipo de equipamento, fatores que podem
levar a variagcdo da temperatura no processo de coccéo (Bonagurio et al., 2003).
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2.4.2.3. Maciez (forca de cisalhamento)

A maciez pode ser definida como a facilidade com que a carne se deixa
mastigar. Pode estar composta por trés sensacGes percebidas pelo consumidor:
facilidade de penetracdo com os dentes; a resisténcia que oferece a carne a ruptura ao
longo da mastigacdo e a sensacao de residuo na boca (Cafieque e Safiudo, 2005).

E necessario que o masculo tenha um periodo de maturacio apds o abate, para
que sua maciez ideal seja atingida. Alguns fatores ja mencionados afetam diretamente a
maciez da carne como a dieta, gendtipo, idade e peso de abate, condicdes de abate e
armazenamento da carne (Zapata et al., 2003).

Em ovinos, faltam estudos sobre o periodo de maturacdo necessario para
alcancar melhores parametros de qualidade de carne, Beltran (1988) encontrou valores
de maciez (pontuacdo de 1 a 9) que vao da pontuacdo de 3,6 com um dia de maturacao a
4°C, a 7,4 pontos aos sete dias de maturacdo a 0°C. Safiudo et al. (1986) observaram
aumento da maciez, em ovinos, desde 1 més de idade até os 5 meses e, atribuem
fundamentalmente ao aumento de gordura.

A maciez da carne € uma das preocupacdes importantes para 0s varejistas e
restaurantes (Lawrie, 2005), mas esta caracteristica é resultante da acdo de varias
proteinas durante a maturagdo da carne (Lage et al., 2009), como foi mencionado
anteriormente. E 0s consumidores estdo dispostos a pagar valores significativos para a
carne que garanta essa caracteristica.

No geral a maciez é determinada por trés componentes, a tenacidade do fundo,
em fase de endurecimento (rigor mortis), e a fase de maturacdo (protedlise)
(Koohmaraie e Geesink, 2006).

2.4.2.4. Capacidade de retencdo de agua

Esta caracteristica se refere a capacidade que a carne tem para reter agua durante
aplicacdo de forgas externas, tais como: 0 corte, aquecimento, moagem Ou presséo
(Zapata et al. 2003).

A capacidade de retencdo de dgua (CRA) é de grande importancia econémica e
sensorial, ja que, uma carne com menor capacidade de retencdo de dgua indica possivel
existéncia de tratamento fraudulento que ocasiona maiores perdas da carcagca que

passaria de 2% (normal) para 5-7% (Safiudo e Osorio, 2004).
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A CRA é um parametro biofisico-quimico que se poderia definir como o maior
ou menor nivel de fixacdo de dgua no musculo nas cadeias de actino-miosina; que no
momento da mastigacdo se traduz em sensacdo de maior ou menor suculéncia, sendo
avaliada de maneira positiva ou negativa pelo consumidor (Zeola et al. 2002).

A guantidade exsudada ird influenciar a cor, a textura e a maciez da carne crua,
além do sabor e odor da carne cozida. As perdas de peso, palatabilidade e valor nutritivo
sdo problemas para a industria porque, junto com a &gua, sdo perdidas proteinas
sollveis, lipidios, vitaminas e minerais (Forrest et al., 1979).

Em ovinos a maior capacidade de retencdo de agua corresponde aos musculos
do tergo posterior e lombo.Dessa forma, quando o tecido muscular apresenta baixa
retencdo de &gua, ha perda de umidade e, consequentemente, a perda de peso durante a

estocagem € maior (Dabés, 2003).

2.4.25. Luminosidade e Cor

A cor da carne é uma caracteristica que o consumidor pode apreciar no momento
da compra, indicando indiretamente a vida de prateleira. A cor constitui o primeiro
impacto sobre o consumidor, despertando neste o desejo de consumir ou de rejeitar o
produto, além de também fornecer uma indicacdo, embora nem sempre correta, sobre o
grau de conservacao do alimento (Ramos e Gomide, 2009).

Os pigmentos que originam a cor pode ser determinados pela quantidade de
mioglobina e pelas proporcdes relativas desse pigmento, que pode ser encontrado na
forma mioglobina reduzida (Mb, cor parpura), oximioglobina (MbO2, cor vermelha) e
metamioglobina (MetMb, cor marrom). Entre esses trés tipos de pigmentos formam-se
um equilibrio mais ou menos estavel (Lawrie, 2005).

O teor de hemoglobina na carne é afetado diretamente pela proporcao de fibra
vermelhas e intermediarias no musculo, tonando as carnes mais vermelhas (Safiudo et
al., 1998).

Osorio et al. (2009) relataram que carnes com pHs altos apresentam aumento da
atividade da citocromo-oxidase, que reduz as possibilidades de captagdo de oxigénio
portanto, ha predominio da Mb de cor vermelha purpura. Os pHs baixos favorecem a
auto-oxidacéo do pigmento produzindo resultando em carnes mais claras.

Desta forma pode-se considerar trés fatores como os principais responsaveis pela

cor da carne: a sua estrutura fisica; a concentragdo de pigmentos (mioglobina e
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hemoglobina), variavel com o tipo de musculo e a espécie animal; o estado fisico destes
pigmentos (Choi e Kim, 2009).

A concentragdo de pigmentos de cor varia consideravelmente entre os tecidos
musculares, sendo influenciada pela espécie, sexo, idade e atividade fisica do animal e
dos diferentes grupos musculares (Mancini e Hunt, 2005).

A carne com predominancia de fibras vermelhas possui maior concentracdo de
mioglobina que aquelas em que ha a predominancia de fibras brancas. Essa diferenga
estd relacionada com o metabolismo respiratorio (oxidativo), predominante nos
musculos vermelhos, em que 0 armazenamento de oxigénio, realizado pela mioglobina,
é consistente com a elevada proporc¢do de enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo
e a baixa quantidade de enzimas glicoliticas encontradas nessas fibras (Ramos e
Gomide, 2009).

Dependendo do tipo de muasculo com predominancia de fibras brancas, a
quantidade de mioglobina é quase indetectavel (Mancini e Hunt, 2005).

Norman (1982) encontrou diferengas significativas nos niveis de pigmentos
entre as racas. Consistentemente, maior mioglobina e concentrac@es total de pigmentos

foram registrados em racas zebuinas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar possiveis associacfes entre polimorfismos nos genes da Calpaina e da
Calpastatina com caracteristicas quantitativas da carcaca e qualidade de carne de ovinos
pantaneiros e em ovinos Sem Raga Definida.

3.2.  Objetivos Especificos

) Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos ovinos pantaneiros e
dos ovinos Sem Raca Definida.

i) Avaliar a ocorréncia de associacdo das frequéncias genotipicas com
caracteristicas da carcaca e de qualidade de carne nos grupos de ovinos

pantaneiros e dos ovinos Sem Raga Definida.
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CAPITULO 2
POLIMORFISMOS DOS GENES DA CALPAINA E CALPASTATINA
ASSOCIADOS A CARACTERISTICAS DE CARCACA E QUALIDADE DA
CARNE EM OVINOS PANTANEIROS

(Redigido de acordo com as normas da Revista Brasileira de Zootecnia)
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Polimorfismos dos genes da Calpaina e Calpastatina
associados a caracteristicas de carcaca e qualidade da carne
em ovinos pantaneiros

Tauane Catilza Lopes Fernandes®, Alexeia Barufatti Grisolia?, Elias
Carnelossi Gutierrez®, AlexandreFernando Miranda de Vargas Junior®
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do Sul, 79.825-070, Brasil

RESUMO - Objetivou-se verificar a presenca dos polimorfismos genéticos do gene da
Calpastatina (CAST) e do gene da Calpaina (CAPN) e analisar associa¢des entre as
caracteristicas de carcaca e qualidade da carne de ovinos. Foram utilizados 47 ovinos
pantaneiros e 40 ovinos sem raca propriamente definida. Amostras de sangue foram
coletadas de 87 ovelhas e 0 DNA genémico foi extraido utilizando solventes organicos.
Foi realizada reaces da cadeia da Polimerase (PCR) para ambos marcadores. Para o
marcador CAST foi utilizada a técnica PCR-RFLP com a enzima de restricdo Mspl, e
para 0 Marcador CAPN foi utilizada a técnica de PCR-SSCP. Os genétipos para o
CAST foram: MM, MN e NN; e para o CAPN foram: AA, AB, AC, BB. Os genotipos
mais frequentes para 0 CAST foram MM (74%) e MN (25%) e para o CAPN foram AA
(51,5%) e AB (17,5%). Para o grupo de ovinos Sem Raca Definida o genotipo AA
mostrou associacdo significativa as seguintes caracteristicas: Rendimento de carcaca
quente; Rendimento de carcaca fria; Luminosidade do Longissimus dorsi; Forca de
cisalhamento do Semimembranosus e Forca de cisalhamento do Longissimus dorsi, O
genotipo AB apresentou associacgdo significativa para as caracteristicas de: Rendimento
de carcaca quente; Rendimento de carcaca fria; Luminosidade do Longissimus dorsi;
Capacidade de Retencdo de agua do Semimembranosus e Forca de cisalhamento do
Semimembranosus. Por fim o gendtipo AC apresentou associacdo significativa para as
caracteristicas de Rendimento de carcacga quente e Capacidade de Retencdo de agua do
Longissimus dorsi. Para o grupo de ovinos pantaneiros de gendtipo AA mostrou
associacao significativa para Capacidade de Reten¢do de agua do Longissimus dorsi. O
gendtipo AB apresentou associacdo significativa para as caracteristicas de: Cor;
Pigmentos amarelos (b) do Longissimus dorsi e Area de olho de lombo. Para 0s ovinos
pantaneiros o gendtipo MN apresentou associacdes significativas para as caracteristicas
de: Peso de carcaca quente e peso de carcaga fria. Essas associagdes indicam o potencial
produtivo destes animais. Sobre este aspecto ha poucas informac@es disponiveis novos
estudos serviriam para compreender a associacdo do gene CAST e CAPN com
caracteristicas da carcaca e qualidade de carne, tornando o uso desses marcadores uma
ferramenta indispensavel pra selecdo animal e conservacdo dos genes apresentados.

Palavras-chave: relagGes fenotipicas, maciez, preservacao, selecao animal.
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Polymorphisms of genes of Calpain and calpastatin associated
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ABSTRACT - The objective was to verify the presence of genetic polymorphisms
calpastatin gene (CAST) and Calpain gene (CAPN) and analyze associations between
carcass characteristics and quality of sheep meat. 47 Pantanal sheep and 40 sheep race
without properly set were used. Blood samples were collected from 87 sheep and
genomic DNA was extracted using organic solvents. Reactions were performed by
polymerase chain reaction (PCR) for both markers. For CAST marker was used to PCR-
RFLP technique with the Mspl restriction enzyme, and the CAPN marker was used
PCR-SSCP technique. The most frequent genotypes for the MM were cast (74%) and
MN (25%) and the CAPN were AA (51.5%) and AB (17.5%). For sheep group
undefined breed the AA genotype was significantly associated the following
characteristics: hot carcass yield; Cold carcass yield; Brightness of the Longissimus
dorsi; Semimembranosus shear strength and shear strength of the Longissimus dorsi,
AB genotype was significantly associated to the characteristics of: hot carcass yield;
Cold carcass yield; Brightness of the Longissimus dorsi; Water retention capacity of
Semimembranosus and Semimembranosus shear force. Finally the AA genotype was
significantly associated to yield hot carcass characteristics and capacity of the
Longissimus dorsi water retention. For the Pantanal sheep Group AA genotype was
significantly associated to water retention capacity of the Longissimus dorsi. The AB
genotype was significantly associated to the characteristics of: color; Yellow pigments
(b) of the Longissimus dorsi and ribeye area. For the Pantanal sheep MN genotype was
significantly associated to the characteristics of: hot carcass weight and cold carcass
weight. These associations indicate the productive potential of these animals. In this
respect there is little information available serve new studies to understand the
association of CAST and CAPN gene with carcass characteristics and meat quality,
making the use of these markers an indispensable tool for selection and conservation of
animals presented genes.

Keywords: phenotypic relationships, softness, preservation, animal selection.
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1 Introducéo

Caracteristicas quantitativas da carcaca (CHUNG et al., 2007) e ligadas a qualidade
de carne (CAMPBELL e DAVIES, 2012) sdo associadas a fatores genéticos e podem
ser identificadas com base no uso de marcadores moleculares. Estes influenciam na
determinacéo da qualidade comercial da carcaca e consequentemente na aceitacdo pelos
consumidores (GEESINK et al., 2005).

Entre estes, os genes da Calpaina e da Calpastatina, desempenham papel importante
na qualidade da carcaca (SIMEONI et al., 2015) especificamente na formacgdo do
musculo, degradacdo e maturacdo da carne apds rigor mortis (processo de
transformacdo do mausculo esquelético em carne consumivel) (KIM et al., 2010;
SORIMACHI et al., 2012).

Os genotipos sdo formados pelos alelos observados na regido alvo de DNA
podem ser encontrados em diferentes grupos atuando na diferenciacdo dos sitios ativos
da calpastatina no qual tera efeito sobre a calpaina, vindo a inibir ou ndo sua acédo e
consequentemente pode afetar as caracteristicas post mortem do animal
(KOOHMARAIE et al., 1991).

E neste sentido que 0s ovinos pantaneiros se encaixam como base de estudo,
uma vez que é considerado um grupamento genético distinto (CRISPIM et al., 2013),
que apresenta caracteristicas fenotipico-morfoldgicas particulares, como auséncia de la
no pescogo e pernas, segundo descricdo realizada por VARGAS et al., 2014, que
salienta também que este é um grupo interessante para a producdo de carne no Mato
Grosso do Sul.

Um segundo grupo relevante para estudos polimorficos refere-se a animais de
caracteristicas  fenotipico-morfol6gicas variaveis, que ndo correspondem as
caracteristicas que os enquadram no grupo Pantaneiro (OP) ou em outras racas, estes
sdo definidos como ovinos Sem Raca Definidas (SRD).

Dessa forma o presente estudo tem por objetivo verificar a presenca de
polimorfismos nos genes da Calpaina e da Calpastatina e posteriormente verificar se ha
associacdo destes polimorfismos com caracteristicas quantitativas da carcaga e

caracteristicas de qualidade de carne no grupo genético OP e no grupo genético SDR.
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2 Materiais e Métodos
2.1. Descrigdo do Grupo Amostral

Foram utilizadas 47 amostras de Ovinos Pantaneiros com origem no rebanho da
Fazenda Experimental de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande
Dourados (FAECA/UFGD) e 40 amostras de ovinos Sem Raca Definida adquiridos em
fazendas no interior do estado, com numero amostral representativo e que sdo
destinados ao abate na regido. Os ovinos Sem Raca Definidas foram utilizados como
grupo controle.

O sistema de manejo para ambos 0s grupos avaliados foi 0 semi-intesivo
(manejo a pasto/confinamento), até atingirem a idade de abate pré- definida. Amostras
foram coletadas de cordeiros machos (idade inferior a 240 dias) de condi¢do corporal
entre 2,5 a 3,5 pontos (sem rompimento das pingas permanentes) com peso entre 26 a
45 quilogramas (Kg), intervalo de peso correspondente a periodos de abate praticados

para ser comercializados.

2.2. Analises post-mortem

Os rendimentos da carcaca foram avaliados na carcaca quente e na carcaca
resfriada tais como: peso da carcaca e rendimento da carcaca. Todas essas analises
foram realizadas ap0s evisceracao, retirada da pele, patas e cabeca. A carcaca esquerda
foi analisada quanto a espessura de gordura na carcaga, analise de textura, analise de
rendimento e avaliacdo do perimetro da Area de Olho de Lombo (AOL).

A analise de forca de cisalhamento foi realizada no Laboratorio de Analise de
qualidade de carne da Faculdade de Ciéncias Agrarias — UFGD. Os musculos foram

descongelados em geladeira a 10°C por 24 horas, foram cortadas em amostras de 2,5
cm e levadas ao forno elétrico pre-aquecido a temperatura de 170°C, as amostras foram
mantidas no forno elétrico até atingirem a temperatura superior a 70°C em seu centro

geomeétrico.
Ap0s o resfriamento das amostras foram retirados porgdes de 1,3 cm de diametro

de cada musculo avaliado no sentido longitudinal das fibras, determinou a forca
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necessaria para cortar transversalmente as fibras musculares conforme metodologia

proposta por Sanudo et al. (1998), sendo os valores expressos em Kg.

2.3.  Analises moleculares

Ap0s o abate as carcacas foram resfriadas em camara fria por 24 horas a 4°C, em
seguida foi retirado da meia carcaca esquerda porcdes de regides de cortes do lombo e
do pernil para posterior analise fenotipica da carcaca. Para o estudo dos polimorfismos
se faz necessaria a extracdo do DNA gendmico.

A extragdo do DNA gendmico foi realizada segundo metodologia proposta por
SAMBROOK et al. (1989), que utiliza solventes organicos. Para confirmacdo da
técnica de extracdo do DNA as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% contendo brometo de etideo, a 120V, 150mA por 45 minutos em

temperatura ambiente.

2.3.1. Quantificacdo do DNA

A qualidade do material gendémico foi avaliada utilizando Nanophotometro. A
quantificacdo de DNA se baseia na leitura de 1L da amostra que gera informacoes
sobre a razdo e concentracdo da mesma. A razdo € analisada considerando o
comprimento de ondas de 260/280, e é considerada amostra de qualidade quando
apresenta razdes entre 1,8 a 1,9 e concentracdo do DNA em torno de 35ng/ pL a 75ng/
pL sdo adequadas. Dessa forma foram padronizadas estas razoes e concentragdes para

as amostras DNA utilizadas.

2.3.2. Selecéo dos Primers

A escolha dos primers partiu da premissa da importancia destes marcadores para
qualidade da carne aliadas as informag0es geradas em outros trabalhos anteriores. Com
base nisto foram escolhidos os jogos de primers (gene da Calpastatina e Calpaina II).
Posterior o recebimento dos primers, foram realizados testes em laboratorio para PCR

para confirmacédo de amplificacdo da regido.
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2.3.2.1. CAST (gene da Calpastatina)

O gene da calpastatina em ovinos foram amplificados para produzir um fragmento
de 622 pb, por meio dos iniciadores sugeridos por PALMER et al. (1998) e CHUNG et
al. (2001). O numero de acesso do GenBank para o gene da Calapstatina é
NM_001009788.1, as sequéncias de primers usadas para gene CAST apresenta numero
de acesso: NC_019462.1 (Cromossomo 5, exon 29) referéncia primaria Oar_v3.1

2.3.2.2. CAPN (gene da Calpaina)

Para o estudo do gene da Calpaina foi usando o método de PCR-SSCP, utilizando
dois iniciadores sugeridos por CHUNG et al. (2001). O gene ovino para Calpaina Il
(CAPN), regula m-calpaina na posicdo do exon 5 e 6 amplificados pelos primers
designados de acordo com a sequéncia de nucleotideos de cDNA bovino com n° de
acesso J05065.1 no GenBank. Os primers utilizados neste trabalho estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1- Lista de primers utilizados para os marcadores CAST e CAPN. Primers: F =
iniciador direto, R = iniciador inverso. As posi¢cdes dos iniciadores sdo baseadas nas
sequencias de RNAm.

Primers 5 3 Fragmento
F  CASTF TGG GGC CCA ATG ACG CCA TCG ATG
R CASTR GGT GGA GCA GCA CTT CTG ATC ACC 622pb

F  CAPN 456 F AAC ATT CTC AAC AAAGTG GTG
R  CAPN 456 R ACATCC ATT ACA GCC ACC AT

~50a 150 pb

Fonte: Chung et al. (2001); Palmer et al. (1998) e Dehnavi et al. (2012).

2.3.3. PCR (Polimerase Chain Reaction)

A técnica de reacdo da cadeia de polimerase conhecida pela sigla PCR é
amplamente utilizada para amplificar fragmentos de genes de caracteristicas conhecidas
gue podem apresentar aspectos de interesse produtivo ou econdmico de uma dada
populacdo. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese (120V/150mA)
por 45 minutos em temperatura ambiente em gel de agarose a 1,5% corados com

brometo de etideo.



155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172

173

174

175
176
177
178
179
180

41

2.3.3.1. PCR-RFLP e PCR-SSCP

Apos a PCR os produtos amplificados para o gene CAST foram submetidos a
protocolo de digestdo com enzimas de restri¢cGes descritas por Palmer et al., (1998).

A enzima Mspl quando realiza o corte indica o alelo M e quando n&o realiza o
corte indica o alelo N. A enzima Ncol realiza o processo inverso, corta para o alelo N e
ndo corta para o alelo M. A enzima Ncol foram utilizada para confirmacdo da acdo da
enzima Mspl somente.

Para observacdo dos gendtipos da regido alvo do gene da CAPN foi realizada a
metodologia descrita por Dehnavi et al., (2012). Os programas para PCR utilizados
estdo descritos na Tabela 2. Os fragmentos de DNA para CAST foram visualizados
por método gel de agarose 2% corado com brometo de etidio (PALMER et al., 1998).
Ja os fragmentos de DNA para CAPN foram visualizados por método de coloracao
com nitrato de prata (BENBOUZA et al., 2006).

Para observacdo dos gendtipos da regido alvo do gene da CAPN segundo a
metodologia descrita por Dehnavi et al., (2012). Os programas para PCR utilizados
estdo descritos na Tabela 2. Os fragmentos de DNA foram visualizados por método de
colorag@o com nitrato de prata a 10% (BENBOUZA et al., 2006).

Tabela 2 — Condigdes para amplificagdo (PCR) de polimorfismos nas regides dos genes
CAST e CAPN

Locus Desnaturagdo Desnaturacdo Anelamento  Extensao Extensao Ciclos
primaria final

CAST  95°C/3min 95°C/1min 59°C/1min  72°C/Smin 72°C/7min 35

CAPN 95°C/3min 95°C/3min 56°C/Imin  72°C/Smin 72°C/7min 35

Fonte: Chung et al. (2001); Palmer et al. (1998) e Dehnavi et al. (2012).

2.4. Anélise fenotipica

Para verificar as associacOes entre os marcadores em estudo foram utilizadas
caracteristica da carcaca (Peso da carcaga quente; Peso da carcaca fria; Rendimento da
carcaca quente; Rendimento da carcaca fria; Espessura de gordura de cobertura) e
Caracteristica de rendimento e qualidade de carne (Capacidade de retencdo de agua
Semimembranosus; Capacidade de retencdo de agua Longissimus dorsi ; Perda de

exsudado pos-cozimento Semimembranosus; Perda de exsudado pés-cozimento



181
182
183
184

185

186
187
188
189
190
191
192

193

194

195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205

42

Longissimus dorsi; Forca de cisalhamento Semimembranosus; For¢a de cisalhamento
Longissimus dorsi ; Area de Olho de lombo; cor, luminosidade do Longissimus dorsi ,
pigmentos vermelhos (a) do Longissimus dorsi e pigmentos amarelos do (b)

Longissimus dorsi) para 0s ovinos pantaneiros e ovinos Sem Raca Definida.

2.5. Andlises estaticas

Para os parametros populacionais examinados foram utilizadas as frequéncias
génicas e genotipicas, heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada. Os
calculos foram realizados pelo programa Cervus 3.0 (MARSHALL et al., 1998). Foi
realizado um estudo de associacéo genotipica e fenotipica em funcéo do grupo genético.
As analises estatisticas para comparacao entre medias e variancias (ANOVA), posterior
a realizacdo da Anova foi realizado o teste de Tukey em nivel de 5% de significancia,

efetuadas com auxilio do pacote computacional R Studio 3.0.

3 Resultados

3.1. Calpastatina e Calpaina

3.1.1. Calpastatina

As andlises do gene CAST pelo método de PCR- RFLP apresentaram variaveis
alélicas denominadas de M (quando clivada pela enzima Mspl) e N(quando néo
apresentou o sitio corte da enzima Mspl), gerando os gen6tipos MM, MN e NN. O
gendtipo MM foi caracterizado pela presenca de dois fragmentos de restricdo nos
tamanhos de: 622 e 336 pares de base (pb). Individuos MN apresentaram fragmentos
com trés tamanhos de 622pb, 336 e 287pb (Figura 1) Enquanto o gendtipo NN foi
determinado pela presenca de um tnico fragmento de tamanho de 622 pb.

O polimorfismo do gene CAST foi identificado nos ovinos pantaneiros e nos
ovinos Sem Raca Definida. N&o foi observada diferenca significativa em relagcdo as
frequéncias dos alelos M e N. Para gene CAST foi observado frequéncias alélicas para
M de 87% para SRD e 88% OP.
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622ph

336pb
287ph

Figura 1 — Gel de Agarose a 2% de produtos de digestdo enziméatica (CAST). Marcador de peso
molecular de 50pb, observacdo dos genétipos: 1) MM (336pb e 287ph) e do gendtipo 2) MN (622pb,
336pb e 287pb) a partir de produtos amplificados de 622pb do gene CAST.

Os ovinos Sem Raca Definida para o gendtipo MM para o marcador CAST
mostrou associagdo significativa para as caracteristicas: Rendimento de carcaca quente
(p=0,008); Rendimento de carcaca fria (p= 4,00 *°"); Luminosidade do Longissimus
dorsi (p=1,21%); Espessura de gordura de cobertura (p=0,007); Capacidade de
retencdo de agua do Capacidade de retencido de agua Semimembranosus (p= 2,15°%);
Perda de exsudado poOs- cozimento do Longissimus dorsi (p= 0,001); Forca de
cisalhamento do Semimembranosus (p=0,03) e Forca de cisalhamento do Longissimus
dorsi (p=0,03). Para as caracteristicas de Capacidade de Retencdo de agua do
Longissimus dorsi (p=4.3*"®) e Pigmentos vermelhos (a) (p=0,01) mostraram
associacao significativa para 0s ovinos pantaneiros.

Os ovinos Sem Raga Definida o genétipo MN mostrou associacao significativa
para as caracteristicas de: Rendimento de carcaca quente (p=0,004); Rendimento de
carcaca fria (p=0,002); Perda de exsudado poOs-cozimento do Semnimembranosus

(p=0,04); Luminosidade do Longissimus dorsi (p=1,63%%

) e Forca de cisalhamento do
Longissimus dorsi (p=0,004).0s ovinos pantaneiros para o genétipo MN apresentaram
associagOes significativas para as caracteristicas de: Peso de carcaca quente (p=0,02);
Peso da carcaca fria (p=0,03); Cor (p=0,01); Pigmentos amarelos (b) do Longissimus

7¢%): Pigmentos vermelhos (a) do Longissimus dorsi (p=0,03) e Area de

dorsi (p=2,
olho de lombo (p=0,03).

Os valores de forca de cisalhamento deram significativos para 0s ovinos
pantaneiros assim como parametros que sdo considerados satisfatorios (menores perda
de exsudado pos-cozimento do Semnimembranosus; Perda de exsudado pds-cozimento

do Longissimus dorsi; Forca de cisalhamento do Semnimembranosus e Forca de
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cisalhamento do Longissimus dorsi ) a relacdo se torna ao contrario neste caso entende-
se que 0s ovinos pantaneiros para os genotipos MM e MN apresentaram menores
valores para estas caracteristicas, indica suas carnes sdo mais macias, j& que para
ruptura das fibras musculares foi exercido menor forca para romper as mesmas quando
comparados ao grupo Sem Raca Definida que apresentaram valores maiores para esta

ruptura (Resultados vistos nas Tabelas: 3, 4, 5 e 6).

3.1.2. Calpaina

As anélises do gene CAPN mediante a PCR- SSCP apresentaram variaveis
alélicas denominadas A, B e C foram observados. O gendétipo AA foi caracterizado pela
presenca de dois fragmentos nos tamanhos de 100pb e 50pb. Individuos heterozigotos
(AB e AC) apresentaram de trés fragmentos de restri¢cdo nos tamanhos de 200pb, 100pb
e 50pb para AB e 150, 100pb e 50pb para AC. Enquanto o genotipo BB foi
caracterizado pela presenca de dois fragmentos nos tamanhos de 200pb e 100pb (Figura
2).

AA BB AB AC

~200p Ea—— E——

~50pb

Figura 2 — Gendtipos observados pela técnica de PCR-SSCP por desnaturacdo em gel de
policrilamida a 8% para o marcador (CAPN).

No presente trabalho, a frequéncia do alelo A foi de 72,5% para grupo genético
SDR e frequéncia do alelo A de 57,4% para 0s ovinos pantaneiros referentes ao o gene
CAPN. O alelo C néo foi identificado nos ovinos pantaneiros, possivelmente este alelo
pode estar relacionado com genes de rendimento de carne de ragcas comerciais, uma vez
gue os animais SRD tem predominancia genética de ovinos: Suffolk, Bergamacia, Santa
Inés e Texel.

Os polimorfismos do gene CAPN foram identificados em ambos os grupos
estudados. N&o foi observada diferenca significativa entre as frequéncias dos alelos A,

B e C distribuidos entre os grupos.
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A frequéncia alélica para A e B para 0s ovinos pantaneiros e ovinos Sem Raca
Definida foram similares. Este resultado indica que ovinos Sem Raca Definida apesar
de apresentarem variedade genética que pode estar sendo influenciada por racas
especifica de corte podem apresentar heranca genética do ovino pantaneiro.

A distribuicdo dos gendtipos nos grupos esta relacionada a segregacdo observada
na distribuicdo dos alelos. Os ovinos Sem Raca Definida apresentaram o genotipo AC,
enquanto que o grupo de ovinos pantaneiros ndo apresentou este gendtipo.

Os ovinos pantaneiros para o genétipo AA para o marcador CAPN mostrou
associacdo significativa para as caracteristicas: Rendimento de carcaca quente
(p=0,0004); Rendimento de carcaca fria (p=3,65°"):; Luminosidade do Longissimus
dorsi (p=3,63"%); Forca de cisalhamento do Semnimembranosus (p=2,43%%) e Forca
de cisalhamento do Longissimus dorsi (p=0,008). Ja para os ovinos Sem Raca Definida
mostrou associacdo significativa para a caracteristica Capacidade de retencdo de agua
do Longissimus dorsi (P=0,0002).

Os ovinos Sem Raca Definida para o gendtipo AB mostrou associacdo
significativa para as caracteristicas de: Rendimento de carcaca quente (p=0,0001);
Rendimento de carcaca fria (p=0,005); Luminosidade do Longissimus dorsi (p=0,002);
Capacidade de retencdo de &gua do Semnimembranosus (p=0,025) e For¢a de
cisalhamento de Semnimembranosus (p=0,001). J& 0s ovinos pantaneiros apresentaram
caracteristicas significativas para as caracteristicas de: Cor (p=0,04); Pigmentos
amarelos (b) do Longissimus dorsi (p=0,0001) e Area de olho de lombo (p=0,023).
(Resultados vistos nas Tabelas: 3, 4, 5 e 6).

Tabela 3 - Gendtipos e a frequéncia alélica de ovinos Sem Raga Definida (SDR) e
ovina pantaneira (OP) para os marcadores CAST e CAPN.

(LBOCUS/ Gendtipos % Frequéncia alélica

rupo

CAST MM MN NN M N Ho He
SDR 40 75 25 - 0,87 0,12 0,24 0,21
OP 47 79 19 2 0,88 0,12 0,25 0,23

CAPN AA BB AB AC A B C Ho He
SDR 40 725 - 15 125 0,86 0,07 0,06 024 0,21
OP 47 57,4 21,3 21.3 - 0,74 0,25 - 0,25 0,23

'N= numero amostral; Ho- Heterozigosidade observada; He - heterozigosidade esperada



Tabela 4 - Médias ajustadas e o desvio padrdo das caracteristicas da carcaga para os genotipos do gene CAST e CAPN.

Caracteristicas da Carcaca

Locus Grupo  Genotipo Ppa(Kg) Pcq(Kg) Pcf(Kg) Rcq(Kg) Rcf(Kg) Egc(Kg)
OP MM 35,7+¢4,21N°  17,85+3,73%® 16,89+1,79%®  47,045,94° 49,11+2,70° 1,7+0,69°
CASTMSO! OP MN 40,945,865  20,1+1,90  19,4+1,92%A 49,6+3,11° 47,842,982 2,741,762
S
P SRD MM 30,6+2,39N°  17,741,78%®  17,1+1,79”® 52,743,272 51,443,232 2.6+1,34°2
SRD MN 31,24224N5  18.3+1,22"  17,8+1,26" 53,541,922 51,941,972 2.440,75%
Grupo  Gen6tipo Ppa(Kg) Pcq(Kg) Pcf(Kg) Rcq(Kg) Rcf(Kg) Egc(Kg)
OP AA 36,54¢5,52N°  17,85+2,32N° 173+224 N 493+2092" 475+2,79° 2,041,228 ¥°
OP AB 36,7+4,98N°  195+654 N 16,9+1,01 N 451+10,54"8 458+347°  1,5+0,76 \°
CAPN456 NS NS NS aB a NS
SRD AA 30,7+2,36 17,6+1,79 17,1+1,81 5244333 51,1+3,32 2.6+1,39
SRD AB 30,0+2,32™  17.9+121 ™M 17,4+1,07 N  535+1,33%° 51,8+1,07%  2,4+0,69 N
SRD AC  31,80+220M 18,70+1,24" 18,30+127™ 54,501,390 **  53,10+1,35%  2,6020,56"°

46

! Ppa= peso pré-abate; Pcq= Peso da carcaca quente; Pcf=Peso da carcaga fria; Rcq=Rendimento da carcaca quente; Rcf= Rendimento da carcaca fria e Egc= Espessura
de gordura de cobertura. *°caréteres representam diferencas significativas na coluna ( p<0,05) pelo teste de Tukey. ; “Bcarateres representam diferencas significativas
entre as linhas ( p<0,05) pelo teste de Tukey. M = Néo significativo.



Tabela 5 - Médias ajustadas e o desvio padrdo das caracteristicas da carne para os genoétipos do gene CAST e CAPN.
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Caracteristicas da Carne

Grupo Grupo Genotipo Crasm(Kg) Cralo(Kg) Ppcsm(Kg) Ppclo(Kg) Fcsm(Kg)  Fclo(Kg) Aol(cm?)
OP MM 20,5+6,21°  79,3%587°  33,1+7,80 %  34,4+9,70°  3,6+1,05° 3,9+1,26% 14,2+1,95°
CAST/MSO! OP MN 22,2+589°  78,0+8,07% 3564642  36,6+6,61°  4,0+1,16" 35+1,02* 16,1+1,79°
S
P MM 26,6+425°  71,8+531° 36,7+12,10" 375+458° 54+101° 48+1,71° 138+2,37°
SRD MN 26,3+3,89%  74,9+3,20%  40,5%3,02"N  38,9+9,15%  57+127° 44+179° 12,9+2,08°
Grupo Gendtipo Crasm(Kg) Cralo(Kg) Ppcsm(Kg) Ppclo(Kg) Fcsm(Kg)  Fclo(Kg) Aol(cm?)
OP AA 22,94595° 785+587%® 352+745™  36,8+10,42 N 3,9+124% 38+1,15% 14,8+2,24°
CAPN oP AB 20,2+45,36°  76,5+7,13* 3564533  34,6+6,36 "  3,3+0,68° 3,6+1,47* 151+1,79°
SRD AA 25,9+4,32%  72,3+531"™ 36441227 "  373+455" 54+104% 4,8+171° 13,8+248°
SRD AB 27,4#377%  71,4+2,08%®  40,1+352"  375+581M 55+128° 36+201° 12,7+1,38"°
SRD AC  282+313" 756%4,92* 413+227" 408+1139" 58+119" 49+1,26" 132+2,20"

'Crasm=Capacidade de retencdo de &gua S. membranosus (Kg); Cralo=Capacidade de retencdo de &gua L. dorsi (Kg); Ppcsm=Perda de exsudado pés-cozimento S.
membranosus(Kg); Ppclo=Perda de exsudado pos-cozimento L. dorsi (Kg); Fesm=Forca de cisalhamento S. membranosus (Kg); Fclo=Forca de cisalhamento L. dorsi (Kg);
Aol=Area de Olho de lombo (cm?).*°carateres representam diferencas significativas na coluna ( p<0,05) pelo teste de Tukey. : “Bcaréteres representam diferencas

significativas entre as linhas ( p<0,05) pelo teste de Tukey. ™ = Néo significativo
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Tabela 6 - Médias ajustadas e o desvio padréo das caracteristicas qualidade de carne

para os genotipos do gene CAST.

Qualidade da Carne

Locus Grupo Genotipo Cor Lumilo Vermlo Amarlo

OP MM 3,540,51* 42,0£3,99° 224+167° 6,9+2,20°

OP MN 3,7#0,41* 40,1#2,51° 2304222  7,7+2,592
CAST/Mspl

MM 3,4+0,37% 46,4+2,23% 20,8+2,47°  2,6+1,59°

SRD MN 3,240,26% 46,3+2,34% 20,9+1,84°  2,7+1,67°

Locus Grupo Genotipo Cor Lumilo Vermlo Amarlo

OP AA  3,39+0,45° 422+4,08° 22,1217 6,9+2,65°

CAPN OP AB 3,740,47% 40,1+3,23° 23,1+0,94* 8,1+1,36°

SRD AA 3,4+0,36% 46,3+2,20*° 20,7+2,50%® 25+1,64°

SRD AB 3,1#0,20° 46,6+2,56* 21,6+2,28°® 2,9+1,52°

!Lumilo=Luminosidade L. dorsi; Vermilo= Pigmentos vermelhos L. dorsi (a); Amarlo=Pigmentos amarelos
L. dorsi (b).2® caracteres diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

4 Discussao

4.1. Calpastatina

As frequéncias genotipicas, para o genotipo MM foi de 75% para SRD e 79 %
OP. No presente estudo, bem como na literatura (PALMER et al., 1997; PALMER et
al., 1998; YILMAZ et al., 2014) a frequéncia de genotipos NN foi nula. E possivel que
0 genOtipo NN possa estar associado com um crescimento deficiente e, portanto, podem
ter sido eliminados da populacdo por qualquer selecdo natural ou pela selecdo contra
este genotipo.

Em ovinos, Palmer et al., (1997), relatam pela primeira vez, a presenga de dois
alelos (M e N) em ovinos Dorset Down, com frequéncias diferentes de individuos
heterozigotos e homozigotos. Porém Palmer et al. (1998) observaram que ndo houve
presenca do genotipo homozigoto NN em ovinos Corriedale.

Chung et al.(2001) com o método de PCR-RFLP, observou frequéncia do alelo
A de 69% e a do alelo B foi de 31% em diferentes racgas de bovinos.

Elyasi et al.,(2005) relatou que frequéncias alélicas de ambos os alelos (M e N)

foram 0,50 para o gene CAST em ovelhas merino Ghezel X Arkharo. O genotipo MN
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foi observado frequéncia de 47,62% em ovelhas merinos Arkharo e Ghezel X merino
Arkharo frequéncia de 46,67%. Também ndo detectaram genotipo NN.

Casas et al. (2006) observaram transi¢cdo de guanina (G) para adenina (A) (C para
T) na direcdo 3 * regido nao traduzida do gene CAST.

Bovinos com o gendtipo o CC (NN) ou CT (MN) apresentaram carne mais
resistentes do que as com o gendtipo TT (MM). Outras variagfes no gene CAST em
bovinos de corte tém sido relatados como uma substituicdo C/ G no intron5e C/ T
substituicdo no exon 3 (SCHENKEL et al, 2006; GABOR et al, 2012).

Chung e Davis (2012) relataram que o gene da calpastatina (CAST) tem um
efeito sobre o peso de nascimento e ganho de peso meédio diario em ovinos. Da mesma
forma, Khan et al. (2012) relataram que os animais que tém o gendtipo NN tém menor
médias de peso vivo comparado com animais com os genotipos MM e MN. Ha suspeita
de que a selecdo do genotipo NN sobre o efeito desfavoravel sobre o peso vivo.

Sunilkumar et al. (2014) as frequéncias alélicas de 88 % e 12 % para M e N,
respectivamente, em ovelhas iraniana Kurdi com as frequéncias genotipicas 76 e 24 %
para MM e MN, respectivamente.

De maneira similar, Yilmaz et al., (2014), verificaram a frequéncia alélica de M
e N do gene CAST em 720 animais nas ragas Kivircik, Sakiz, Karacabey Merino e
Gokcgeada, sendo relatado as seguintes frequéncia para cada raca respectivamente
M=0,85 e N=015, M=0,80 e N=0,20; M=0,99 e N=0,01 e M=0,34 e N=0,66, resultando
em frequéncia genotipica NN relativamente menor que o0s genétipos MM e MN.

As frequéncias alélicas foram de 0,92 e 0,08 para M e N, respectivamente . As
freqiiéncias genotipicas foram 0,84 , 0,15 e 0,01 para MM , MN e NN , respectivamente
(Georgieva et al., 2015).

E Asadi et al. (2015) observaram frequéncias dos alelos M de 0,63 e N de 0,36.
Ja as frequéncias genotipicas de MM, MN e NN foram de 0,33 0,63 e 0,04
respectivamente. O polimorfismo do gene CAST relatados pelas pesquisas consultadas

corroboram com os dados encontrados neste trabalho.
4.2. Calpaina
Frequéncias alélicas superiores para o gene CAPN foram observadas no

trabalho de Page et al. (2002), 30% do alelo A em bovinos. Trabalhos com este gene

em ovinos ainda somam uma pequena quantidade, nos quais ainda ndo se sabe o certo a
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acao desses alelos encontrados (A, B e C). Ha indicacdes que o alelo A pode estar
associado a menor maciez da carne (valores maiores para forca de cisalhamento).

Embora haja semelhancas entre as frequéncias alélicas encontradas no presente
trabalho com relatos na literatura que associam a presenca do gendtipo AA com a
maciez da carne, Chung et al. (2001), constatou diferenca nos padrdes de distribuicéo
deste alelo ndo ficando claro o papel deste na influencia da maciez da carne e ou
caracteristicas da carcaca.

Dehnavi et al. (2012) pelo método de analise SSCP, observaram diferentes
conformacdes dos fragmentos quando submetidas a eletroforese em gel desnaturante de
policrilamida 10%. Os alelos foram denominados de A, B e C com frequéncias alélicas
de 0,83; 0,14 e 0,02 respectivamente. As frequéncias genotipicas para AA AB e BB
foram de 0,71; 0,21 e 0,04.

Azari et al. (2012) observaram padrdes diferentes de 3 (G1, G2 e G3) com a
freqUéncia genotipica de 0,082 ; 0,892 e 0,027 , respectivamente, em Dalagh de ovelhas
Ird e os resultados estavam de acordo com os relatérios anteriores do Tahmoorespour
(2005), que relataram trés gendtipos (AA, AB e BB) com freqliéncia do alelo de 0,56 e
0,44 para A e alelos B, respectivamente em Baluchi ovelhas.

Arora et al. (2014) encontraram frequéncia do alelo de 0,603 e 0,397 para os
alelos A e B, respectivamente, e observada freqiiéncia do genétipo de 0,388 ; 0,429 e
0,183 por cento para AA, AB e gendtipos BB, respectivamente. Além disso, 0s
heterozigosidades observados e esperados foram 43,5 e 56,9 %, respectivamente, em 11
ragas de ovinos indianos. Estes resultados foram em contraste aos obtidos no presente
estudo.

Kumar et al.(2015) relataram seis alelos dos quais trés genétipos nomeadamente
AA, AB e AC foram observados com frequéncias de 54,76% ,32,14% e 13,09%,
respectivamente, em carneiros iraniano Kurdi usando PCR-SSCP. O genétipo BB, BC e
CC néo foram observados. As frequéncias para os alelos A, B e C foram 0,78; 0,16 e
0,06 respectivamente. Os polimorfismos do gene CAPN relatados pelas pesquisas
consultadas corroboram com os dados encontrados neste trabalho.

Muitos estudos revelaram efeito significativo para a variagdédo no gene
calpastatina em peso ao nascer em Nova Zelandia ovelhas Romney (Byun et al., 2008)
com caracteristicas de pré-desmame e ganho de peso diario em Kajil ovelhas (Khan et
al.,2012) e Playpay, Targhee e ovelhas mestigas (Chung e Davis, 2012) e ganho de peso
diario em Kurdi ovelhas (Nassiry et al., 2006) e Balkhi ovelhas (Khan et al., 2012).
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4.3. Associacdo com Rendimento e Qualidade da carcaca e da carne

De acordo com os resultados obtidos por Ibraim et al. (2015) observaram
associacdo principalmente para polimorfismos do gene da calpastatina com carne magra
e maior porcentagem de gordura das carcacas.

O aumento da porcentagem de carne magra das carcacgas pode ocorrer devido
ao efeito da inibicdo das calpainas pelas calpastatinas (Presenga de polimorfismos),
resultando na diminuicdo da taxa de degradacdo de proteinas e promove 0 aumento da
taxa de sintese de proteinas musculos esqueléticos.

O tamanho do musculo esquelético depende do balango entre a taxa de
degradacdo e a taxa de sintese da proteina no musculo. O genotipo AB para 0 marcador
da calpaina conferiu carnes mais macias observados na tabela 5, para ovinos pantaneiros
e para ovinos Sem Raca Definida. Isto pode estar relacionado a presenca do
polimorfismo que ativa a agdo das calpainas musculares e inativa a agdo da calpastatina.

Os ovinos Sem Raga Definida apresentaram caracteristicas superiores para
rendimento de carcaca, quando comparados aos ovinos pantaneiros. Este fator pode
estar relacionado principalmente pelo fato deste grupo estar sofrendo cruzamentos
aleatorios com racgas comerciais voltadas para a producdo de carne com o intuito de
melhorar seus rendimentos carneos.

Considerando esta vertente, o ambiente poderia ter efeito significativo em
relacdo ao gendtipo, uma vez que alguns animais foram obtidos de locais e condi¢Ges de
manejos diferenciados.

Os ovinos pantaneiros para o genotipo MN da Calpastatina apresentaram
caracteristica significativas para forca de cisalhamento do Longissimus dorsi ( 3,5) e do
Semimembranosus (4,0) e maior Area de olho de lombo (16,1 cm). Nas caracteristicas
de rendimento da carne como Area de olho de lombo, mostraram-se semelhantes e
superiores aos valores da literatura para animais selecionados para producédo de carne
(acima de 14 cm).

As caracteristicas de qualidade da carne principalmente para o gendtipo MM e
MN (cor, luminosidade, capacidade de retencéo de agua, menores perdas de exsudado e
maior proporcao de pigmentos vermelhos e amarelos na carne) foram significativas para
0s ovinos pantaneiros. Os ovinos Sem Raca Definida apresentaram maiores intensidade

de pigmentos vermelhos e amarelos para o Longissimus dorsi para o genétipo AB.
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A falta de informacdes sobre a populacdo de ovinos pantaneiros, ndo demonstra
que estes tenham menor potencial carneo, pelo contrario, uma vez que apresentaram
maiores concentragdes de pigmentacao da carne (carnes mais vermelhas).

As porcentagens de carne magra, sua aparencia e a gordura Sd80 as
caracteristicas mais importantes considerando carne de cordeiros que fornecem retornos
positivos para os agricultores, considerado um produto de alta qualidade com
caracteristicas que os consumidores preferirem.

O fator da intensidade de vermelho e amarelo esta relacionado ao crescimento
muscular bem como os tipos de fibras (vermelhas, intermediarias e brancas) que
compdem a carne que resultam na maciez da mesma. O ovino apresenta maior
propor¢do de fibras vermelhas seguidas das fibras intermediarias, os pigmentos
vermelhos sdo provenientes as fibras vermelhas e intermediarias e o pigmento amarelo
esta relacionado as fibras intermediarias. A concentracdo de pigmentos de cor varia
consideravelmente entre os tecidos musculares, sendo influenciada pela espécie, sexo,
idade e atividade fisica do animal e dos diferentes grupos musculares.

Segundo alguns autores Ramos e Gomide (2009), Mancini e Hunt (2005)
afirmam que a presenca de fibras intermediarias ou fibras brancas conferem maior
maciez da carne. A carne com predominancia de fibras vermelhas possui maior
concentracdo de mioglobina que aquelas em que ha a predominancia de fibras brancas.

Essa diferenca estd relacionada com o metabolismo respiratorio (oxidativo),
predominante nos masculos vermelhos, que os torna mais rigidos em funcdo da
necessidade de oxigenacdo, se movimentam mais. E condizem com o resultado
significativo para maior luminosidade do musculo, maior concentracdo de liquido e
menor oxidacdo das fibras.

Paralelo a isto o armazenamento de oxigénio, realizado pela mioglobina, é
consistente com elevada proporcao de enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo e a
baixa quantidade de enzimas glicoliticas encontradas nessas fibras. Dessa forma
dependendo do tipo de musculo com predominancia de fibras brancas, a quantidade de
mioglobina é quase indetectavel isso leva a crer que menor foram a concentragdo das
proteinas proteoliticas (maior concentracdo de Calpaina — ativa e menor concentracao

de Calpastatina — ativa).
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5 Conclusao

Sendo assim fica claro que os ovinos pantaneiros mostram-se conservados para
estas caracteristicas, indicando que sdo animais distintos das demais racas e dignos de
serem consideradas uma nova raca, uma vez que 0s mesmos sem ter sido selecionados
para a producdo de carne apresentam potencial para exploracdo da ovinocultura
destinada para corte, incrementando a atividade produtiva da regido Sulmatogrossense.
Além de todos estes pontos levantados as caracteristicas da carcaca e carne Sao
favoraveis e desejaveis pelos padrdes do mercado, e tudo indica que se trabalhadas
produziram carcacas mais pesadas e carne mais macia dos principais cortes: lombo
(Longissimus dorsi) e pernil (Semnimembranosus).

Os dados das PCR pelo método de RFLP e de SSCP mediante as sequencia
estudadas forneceram evidéncias de que ovelhas Sem Raca Definida e ovelhas
pantaneiras apresentam I6cus polimorfico para calpastatina e calpaina, logo evidenciam
o0 potencial produtivo de qualidade que o mercado exige. Dessa forma faz-se a sugestéo
que estes marcadores poderiam ser utilizados como mecanismo para selecdo de
caracteristicas correlacionadas com esta regido dos genes da Calpastatina e da Calpaina
reduzindo a variagdo genotipica neste grupo de ovinos promovendo maior utilizagdo

deste pelos produtores locais.
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8 Consideracdes Finais

A utilizacdo de métodos de pesquisa sobre os fatores que influenciam o
rendimento da carcaga de ovinos que apresentam alta variabilidade genética se torna
cada vez mais necessarios a fim de disseminar a producao destes ovinos nas regides nas
quais sdo adaptados e consequentemente conservar o potencial genético dos mesmos.
Assim o0 uso de marcadores moleculares como 0s SNPs s&o essenciais para permitir que
se possa verificar possiveis associagGes entre genétipos de interesses econémicos
ligados a parametros de qualidade da carne e carcaca de ovinos, tais como 0s genes da
calpaina e calpastatina.

Com o crescimento da ovinocultura no Estado do Mato Grosso do Sul, faz-se
necessario uma caracterizacdo genética de rebanhos de ovinos pantaneiros e 0s ovinos
Sem Raca Definida que se encontram nesta regido, para que ndo haja a perda na
variabilidade do material genético, incluindo caracteristicas importantes para a
sobrevivéncia destes grupos. A caracterizacdo das frequéncias génicas e genotipicas dos
ovinos relacionados com caracteristicas fenotipicas podem apresentar ferramentas
adicionais para a selecdo dos animais em funcédo da producdo. Assim, varios trabalhos
propuseram a correlacdo entre polimorfismos da calpaina com fendtipos indicando
variacfes no rendimento do musculo. Nenhuma indicacdo foi dada que a variacdo
genética do gene CAST e do gene CAPN poderia influenciar diretamente a qualidade do
musculo/carne. Para que estes marcadores sejam utilizados como ferramenta de selecao
para qualidade de carne foram necessario investigar os aspectos bioquimicos dos
polimorfismos no gene CAST e do gene CAPN e correlacionar com as variantes dos
alelos especificos com parametros da producdo de carne de qualidade para ovinos

pantaneiros e mesticos da regido Sul- Mato-Grossense.



