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Resumo
A ovinocultura é uma atividade da producdo animal que vem apresentando

crescimento e com isso existe a necessidade de atender as exigéncias dos consumidores no
que se refere a qualidade da carne. A calpastatina possui um papel importante no
desenvolvimento muscular e na qualidade da carne, pois em altas concentracdes inibe a acéo
da Calpaina que desempenha a maciez da carne. Por este motivo, buscou-se com esse
trabalho, identificar genotipos relacionados com o gene da calpastatina de ovinos das racas
Pantaneira (n = 50), Ille de France (n = 50), Suffolk (n = 50) e Bergaméacia (n = 50). A
identificacdo genotipica foi realizada por meio de PCR, seguida pela digestdo com a enzima
Mspl . Os produtos amplificados e digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio. Trés genotipos (MM, MN e NN) e dois alelos (M
e N) foram observados em todas as racas. Respectivamente as frequéncias genotipicas de
MM, MN e NN foram de 58, 23 e 19% na raca pantaneira, de 28, 34 e 38% na raca
Bergamacia, de 80, 16 e 4% na raca Suffolk e de 82, 12 e 6% na raca lle de France. O alelo M
foi mais presente na populacdo com frequéncia de 72%. Estes resultados revelam que o
gendtipo dominante MM, pode estar relacionado a qualidade da carne, uma vez que sua
incidéncia foi mais recorrente em racas selecionadas para producdo de carne, ja o genotipo

NN foi mais frequiente em racgas voltadas para a producdo de leite como a Bergamécia.
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Introducéo

A ovinocultura é uma atividade econdmica que vem se desenvolvendo no Brasil, nos
altimos anos houve um aumento na producdo e também no consumo de produtos ligados a
cadeia produtiva de ovinos. Sendo que a qualidade da carcaca € um dos fatores mais
importantes neste segmento (BARROS & SIMPLICIO, 2001).

A dificuldade que a ovinocultura encontra é a producdo de carcacas de qualidade,
que é ainda uns fatores que limitam a producdo em larga escala no Brasil. Para atender as
exigéncias quanto & qualidade da carne de ovinos é necessario o conhecimento de fatores que
influenciam nas caracteristicas desejadas para assim obter alto indice de qualidade e assim
atrair mais consumidores de carne ovina (BRESSAN et al., 2001).

Os fatores ante-mortem e pos-mortem sdo responsaveis pela qualidade final da
carcaca (BONAGURIO et al., 2003). Pois, ap0s o abate varios processos bioquimicos
acontecem nos musculos até que se transformem em carne e tais processos dependem de
fatores ante-mortem que respondem a expressao génica e produzem as proteinas firmadoras
dos complexos que envolvem a qualidade da carne (SORIA & CORVA, 2004) e também
dependem dos fatores post-mortem que levam a transformacdo do muisculo em carne
(MOODY et al., 1970).

A maciez é uma das -caracteristicas organolépticas mais desejadas pelos
consumidores, e esta caracteristica esta relacionada tanto pelos processos ante-mortem
(genética, idade, sexo, alimentacdo) quanto pelos processos post-mortem devido ao rigor
mortis em que a carcaca é exposta (estimulacdo elétrica, esfriamento da carcaca, maturacao,
pH e cozimento) (ASGHAR & PEARSON, 1980).

A calpastatina (CAST) é uma proteina inibidora da enzima calpaina impedindo na
sua atuacdo e na degradacdo miofibrilar post-mortem, diminuindo a maciez da carne. A
expressdo dos genes e interacdo calpaina/calpastatina influenciam na qualidade da carne,
especificamente na sua maciez, o gene CAST entdo, pode ser utilizado como marcador
molecular para associar com dados de qualidade de carne (BAGATOLI, 2011).0 uso de
marcadores moleculares é uma das ferramentas que pode contribuir para selecdo de
caracteristicas que aumentem a qualidade da carne, incluindo a maciez (KOOHMARAIE, et
al., 2002).

Dessa maneira, 0 objetivo do presente estudo foi caracterizar ovinos de diferentes

racas para o gene CAST através da técnica de PCR-RFLP.



Material e Métodos

Foram coletadas amostras de sangue por pulsdo da veia jugular em tubos Vaccutainer
(4,5 mL) com EDTA de um grupo composto de 200 animais das ragas sendo eles: Pantaneira
(50), Suffolk (50), lle de France (50) e Bergamacia (50) provenientes de rebanhos da regido
de Mato Grosso do Sul. As amostras de sangue ap0s coletadas foram refrigeradas a -20°C até
0 momento de extracdo do DNA que foi realizada segundo o protocolo adaptado por Crispim
et al. (2011).

Apds a extracdo do DNA, as amostras foram submetidas a espectrofotometria
(Nanophometer Implen 300) para a quantificacdo da concentracdo e pureza dos acidos
nucléicos. Sendo que o padrédo utilizado para determinar a aplicabilidade das amostras para a
amplificacdo foi a concentracdo de 50ng/pL e razdo de variando de 1,6 a 1,8. Essas amostras
também foram visualizadas a partir da eletroforese em gel de agarose 2% e fotografadas em
fotodocumentador (UVP) para visualizacdo da qualidade do DNA.

O gene CAST foi amplificado por meio da PCR (Polimerase Chain Reaction),
utilizando os primers CAST F: 5°-TGG GGC CCA ATG ACG CCA TCG ATG-3’ e CAST
R: 5°-GGT GGA GCA GCA CTT CTG ATC ACC -3’, produzindo um fragmento de 622pb
(PALMER et al., 1998). A PCR foi realizada no termociclador (BIORAD) e constituiu de
umadesnaturagdo preliminar de 95°C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacédo a
95 °C por 1 min, anelamento a 59 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 2 min e extensdo
finalpor 7 min a 72 °C.

Posteriormente a amplificacdo as amostras foram visualizadas através da eletroforese

em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo como mostra a Figura 1.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. As colunas de
1 a 10 representam os produtos amplificados do gene CAST de 622 pb. LD: padrdo de

Posterior a amplificacdo os produtos de PCR foram digeridos pela enzima Mspl
(Moraxella species) por 4 horas a 37°C. A enzima foi utilizada para determinar os genoétipos,

sendo que o Mspl digere o alelo M, mas ndo o alelo N. Os produtos da digestdo foram



separados por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio conforme a

Figura 2.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 2%. Produtos da digestdo do gene CAST, gendtipos
MM (336 e 286pb); MN (622pb, 336pb e 286pb) e NN (622pb).

As frequéncias alélicas e genotipicas, heterozigosidade observada (HO)
heterozigosidade esperada (HE), equilibrio de Hardy-Weinberg, foram calculados a partir do
software CERVUS 3.0 (KALINOWSKI et al., 2007).

Resultados e Discussao
Em todas as populagdes estudadas foram encontrados os trés genétipos (MM, MN e
NN) e, portanto, dois alelos (M e N). Conforme os resultados presentes na Tabela 1, observa-
se que as ragas Suffolk e Ille de France apresentaram os maiores valores de frequéncias
alélicas para o alelo M 88% seguida para Pantaneira 70% e Bergamacia 45%, ja o alelo N foi

mais frequente na raca Bergaméacia 55%, Pantaneira 30% e Suffolk e Ille de France com 12%.

Tabela 1. Resultados das frequéncias alélicas e genotipicas para o gene da Calpastatina em
ovinos das racas Pantaneira, Suffolk, lle de France e Bergamacia

Ragas Frequencia Frequencia Ho He PIC  HW
fenotipica alélica
MM-0,58 M. 0.70
. _ - U **
Pantaneira MN-0,23 N- 0.30 0,23 042 0,33
NN-0,19
MM- 0,28 M- 0.45
Bergamacia MN- 0,34 e 0,34 0,50 0,37 *
N- 0,55
NN- 0,38
MM-0.8 M-0,88
Suffolk MN-0,16 N-O,12 0,16 0,21 0,19 NS
NN-0.04 '
MM-0,82
M-0,88

Ille de France MN-0,12
NN-0,06

**
N-0,12 0,12 0,21 0,19




Sabe-se que grande parte da variabilidade na maciez da carne post-mortem, onde
ocorre a transformacdo do muasculo em carne propriamente dita, é devido ao complexo
enzimatico calpdaina-calpatatina, e que a calpastatina age inibindo a atuacdo da calpaina, e,
portanto diminuindo a maciez da carne (BLECHA et al., 2009).

Estes resultados estdo de acordo com resultados obtidos por Palmer et al. (1998) que
realizou estudos em ovinos Corriedale, raca produtora de carne, através de PCR-RFLP para o
gene calpastatina utilizando a enzima de restricdo Mspl onde foram encontrados o alelo M
com freqiiéncia de 77% e o alelo N com freqiiéncia de 23%. E semelhante a resultados
obtidos por Dehnavi et al. 2012 em estudos realizados em ovinos Zel , raca produtora de
carne, onde as freqliéncias alélicas foram de 85,5% e 14,5% para M e N.

Entre as racas foi possivel observar que, a Bergamacia, raca com aptidao para a
producdo de leite, diferenciou-se genotipicamente e alelicamente das outras, pois apresentou
uma porcentagem maior de alelos N, o que ndo foi observado nas outras ragas.

E ainda, em resultados obtidos por Blecha et al. 2009 em bovinos das ragas Angus e
Bosmara para o gene da Calpastatina os valores para o alelo M foram maiores que o alelo N,
com 88,6 % respectivamente. A presenca do alelo M segundo Chung et al. 2001, esta
relacionada a carne mais macia e que a presenca do alelo N esta relacionada a uma carne
menos macia, poréem foi observado que a presenca desses alelos (M e N) ndo estdo
relacionadas a qualidade da carne, pois ndo houve resultados significativos observados para
forca de cisalhamento.

Concluséo
O marcador CAST/Mspl_é uma ferramenta eficiente pois permitiu a identificacdo

genotipica e fenotipica das populacdes de ovinos em estudo. E a partir desses resultados pode
ser possivel a selecdo de animais que possuem alelos favoraveis para a maciez da carne se

confirmada esta associacdo em estudos futuros.
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