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Palavras chave: Resumo

Calpastatina, O consumo de carne ovina tem aumentado nos Ultimos anos, necessitando assim do aumento
marcador molecular, de produgao para suprir a demanda. No entanto, problemas associados a fatores de produgéo
maciez da carne, e a qualidade da carne fazem com que esta necessidade nao seja atendida. A maciez da carne
Ovis aries. € uma das caracteristicas organolépticas mais desejadas pelos consumidores e esta pode ser

influenciada pela calpastatina, proteina sintetizada por um gene candidato calpastatina (CAST)
localizado no exon 29 do cromossomo cinco em ovinos que inibe a atividade proteolitica da
p-calpaina e regula o amaciamento da carne no post mortem. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi determinar as frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos do gene CAST em
ovinos da raga Pantaneira, lle de France, Suffolk e Bergamacia Brasileira. A caracterizagéo alélica
e genotipica foi realizada em 50 animais de cada raga, utilizando a PCR-RFLP. Os produtos
amplificados e digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% corados com
brometo de etidio. Nas ragas investigadas foram observados dois alelos (M e N) e trés gendtipos
(MM, MN e NN) para o gene CAST. O alelo M foi 0 mais frequente (72%) quando todos os individuos
foram considerados. As frequéncias genotipicas MM, MN e NN por raca foram de 58, 23 e 19%
na Pantaneira, de 28, 34 e 38% na Bergamacia, de 80, 16 e 4% na Suffolk e de 82, 12 € 6% na
lle de France. Considerando que polimorfismos nesse gene estejam associados a maciez da
carne, a variagao nas frequéncias genotipicas e alélicas diagnosticada indica perspectivas futuras
para estudos de associagao.

Key words: Abstract
Calpastatin, The consumption of sheep meet has increased in recent years, thus necessitating increased
molecular marker production to meet demand. However, problems associated with production and meat quality

make this need not met. The tenderness of the meat is one of the organoleptic characteristics

meat tendemess, most desired by consumers and this can be influenced by calpastatin, protein synthesized by a

Ovis aries. candidate gene (CAST) located in the exon 29 of the five chromosome in sheep, which inhibits
proteolytic activity of p-calpain and regulates the softening of meat in posmortem. In this context,
the aim of this study was to determine the allelic and genotypic frequencies of polymorphisms
of calpastatin gene (CAST) in sheep of Pantaneira breed, lle de France, Suffolk and Brazilian
Bergamacia. Allelic and genotypic characterization was performed on 50 animals of each breed
using PCR-RFLP. The amplified products were digested and subjected to electrophoresis in a
2% agarose gel and stained with ethidium bromide. In the investigated breeds were observed
two alleles (M and N) and three genotypes (MM, MN and NN) for the CAST gene. The M allele

INFORMACION was the most frequent (72%) when all individuals were considered. The frequencies of genotype

:5::32’:;_03&%:%% MM, MN and NN per class were 58, 23, and 19% Pantaneira, 28, 34 and 38% in Bergamacia,

Correspondendia autor: 80, 16 and 4% Suffolk and 82, 12 and 6% lle France. Whereas those polymorphisms in this gene

alexeiagrisolia@ufgd.edu.br are associated with meat tenderness, the variation in genotypic and allelic frequencies diagnosed

indicates future prospects for associantion studies.
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Resumen

Calpastatina,
marcadores moleculares,
terneza de la carne,

Ovis aries.

En los ultimos afios es creciente el consumo de carne de ovino, lo que hace necesira una
mayor produccion para satisfacer esta demanda. Sin embargo, los problemas asociados
con los factores de calidad de la carne y de produccién hacen que esta necesidad no
sea atendida. La terneza de la carne es una de las caracteristicas organolépticas mas
deseadas por los consumidores y esta puede ser influenciada por la calpastatina, una
proteina sintetizada por el gen candidato (CAST), situado en el exén 29 del cromosoma
cinco en el genoma de ovinos, y que inhibe la actividad proteolitica de p-calpaina y
regula el ablandamiento de la carne posmortem. En este contexto, el objetivo de este
estudio fue determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en
el gen de la calpastatina (CAST) en ovinos de las razas Pantaneira, lle de France,
Suffolk y Bergamasca brasilefa. La caracterizacion genotipica y alélica se realizd en
50 animales de cada raza mediante PCR-RFLP. Los productos amplificados fueron
digeridos y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 2% con bromuro de etidio.
En las razas estudiadas se observaron dos alelos (M y N) y tres genotipos (MM, NN
y MN) para el gen CAST. Si se consideran todos los individuos, el alelo M fue el mas
frecuente (72%). Las frecuencias de los genotipos MM, MN y NN por raza fueron 58,
23,y 19% para Pantaneira, 28, 34 y 38% en Bergamacia, 80, 16 y 4% para Suffolk
y por ultimo 82, 12y 6% lle Francia. Mientras que los polimorfismos en el gen CAST
estan asociados con la terneza de la carne, la variacion de las frecuencias genotipicas
y alélicas diagnosticados indican las nuevas perspectivas para estudio de asociacion.

Introducao

No Brasil, a ovinocultura é uma atividade que apresenta
perspectivas para aumento tanto produ¢do como no
consumo. Porém, para suprir a demanda é necessario
que o setor seja mais eficiente e atenda as exigéncias
quanto a qualidade da carne. (ESTEVES et al., 2010).

As condiges climaticas, a disponibilidade de forrageiras
e a grande area de pastagem tropical sdo aspectos
que favorecem a expansao da ovinocultura pelo fato
de proporcionarem tanto o abastecimento do mercado
interno quanto o desenvolvimento da exportagdo da
carne ovina (SIMPLICIO et al., 2004). No centro-oeste
brasileiro, o estado do Mato Grosso do Sul se destaca
na producdo de ovinos devido a aspectos relativos
a localizagédo geografica e clima favoravel (VARGAS
JUNIOR et al., 2011).

No Brasil, a produgdo de ovinos em larga escala
ainda é limitada apesar do seu alto potencial, devido
principalmente a fatores ligados a cadeia produtiva
que dificultam a producéo de carcagas de qualidade,
como: raca, ambiente, nutricdo, variabilidade dos
sistemas de criagdo e falta de padronizagéo de carcagas
produzidas (PEREZ et al., 1998). Consequentemente,
as exigéncias e critérios de qualidade estabelecidos
pelos consumidores n&o s&o atendidas, tornando assim
necessario o conhecimento de aspectos quantitativos e
qualitativos relativos as caracteristicas desejadas para
melhorar a oferta do produto e atrair mais consumidores
de carne ovina (BRESSAN et al., 2001).

A maciez da carne € uma das caracteristicas
organolépticas desejadas pelos consumidores, sendo
relacionada tanto a fatores ante mortem ou intrinsecos
(genética, idade, sexo, alimentagao) como post mortem
ou extrinsecos (estimulagéo elétrica, temperatura de
esfriamento da carcaga e maturagéo, ou ainda agao
de enzimas proteoliticas nas fibras musculares) que
podem influenciar no rigor mortis e consequentemente
na qualidade da carne (BELEW et al., 2003).

A calpaina e calpastatina s&o proteinas que constituem
um complexo calcio dependente e contribuem na
protedlise post mortem (CARVALHO et al., 2007).
Segundo PALMER et al., (1998) o gene da calpastatina
(CAST) em ovinos esta localizado no cromossomo
5 e possui 100 kb. O gene é responsavel por inibir
a atividade da calpaina impedindo a sua atuagado na
degradacao miofibrilar post mortem, diminuindo a
maciez da carne. Portanto, polimorfismos associados
ao gene CAST podem influenciar a expresséo
génica e afetar interagdo da calpaina/calpastatina
consequentemente influenciando a qualidade da carne
(BAGATOLI, 2011).

Devido a importancia do gene CAST associado a
aspectos que envolvem a qualidade da carne, o objetivo
foi determinar as frequéncias alélicas e genotipicas em
ovinos de diferentes racas sul mato-grossenses para o
gene CAST por meio da técnica de PCR-RFLP.
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Materiais e métodos

O grupo amostral composto por 200 animais distribuidos
nas ragas: Pantaneira (50), Suffolk (50), lle de France
(50) e Bergamacia Brasileira (50) provenientes de
rebanhos da regido do Mato Grosso do Sul. Amostras
de sangue foram coletadas por pungéo da veia jugular
em tubos a vacuo (4,5 mL) com EDTA e estas foram
refrigeradas a -20°C até o momento de extragéo do
DNA.

A extracdo de DNA foi realizada segundo o protocolo
proposto por CRISPIM et al. (2012). A quantificagdo do
material genético foi realizada em espectrofotdmetro
(Nanophometer Implen 300) para avaliar a concentragéo
e pureza do DNA. A concentracdo média de DNA foi
de 50 ng/uL e a razdo de 1,6 a 1,8 (260/280nm de
absorbancia). Aintegridade do DNA também foi avaliada
em eletroforese em gel de agarose 2%.

O gene CAST foi amplificado por meio da PCR
(Polimerase Chain Reaction), utilizando os primers
CAST Forward: 5-TGG GGC CCAATGACG CCATCG
ATG-3" e CAST Reverse: 5-GGT GGA GCAGCACTT
CTG ATC ACC -3’ (Numero de acesso no GenBank:
L14450), produzindo um fragmento de 622 pb (PALMER
et al., 1998). A PCR foi realizada em termociclador
(BIORAD) e constituiu de desnaturagéo inicial de 95°C
(3 min), seguido por 35 ciclos de desnaturacéo a 95°C
(1 min), anelamento a 59°C (1 min), extensao a 72°C (2
min) e extensao final a 72°C (7 min). Posteriormente a
amplificagdo as amostras foram visualizadas em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio.

Os produtos de PCR foram digeridos pela enzima Msp/
(Moraxella species) a 37°C por 4 horas. A discriminagéo
dos gendtipos realizada a partir desta enzima com sitio
de restricdo (CACGG) foi responsavel pela digestao do
alelo M, mas n&o o alelo N. Os produtos da digestao
foram separados por meio de eletroforese (120 v/150
mA) durante 35 minutos em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio.
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As frequéncias alélicas e genotipicas, heterozigosidade
observada (HO) e esperada (HE), equilibrio de Hardy-
Weinberg (HW) e o Conteudo de Informacéo Polimorfica
(PIC) foram calculados pelo software CERVUS 3.0
(KALINOWSKI et al., 2007).

Resultados

A amplificacdo a partir do DNA resultou em um
fragmento de 622 pb. Apds a digestdo com a enzima
de restricdo Mspl, foram observados trés gendtipos
diferentes. O gendtipo MM apresentou duas bandas de
336 e 286 pb, o MN trés bandas de 622, 336 e 286 pb
e o NN apenas uma banda de 622 pb (Fig. 1).

LD, (2 258 3T 260 T8 10 0 154 2 A3 R ARISR16w 17 118 19

NN MM NN NN MNMN MMNN MNMN MM NN NN NN MN MN MN MN MN

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 2%. Produtos da
digestao do gene CAST, gendtipos MM (336 e 286
pb), colunas: 2, 7, e 11; MN (622 pb, 336 pb e 286
pb), colunas: 5,6,9,10,15,16,17,18, e 19 e NN (622
pb), colunas: 1,3,4,8,12,13 e 14; LD (100 pb).

Em todas as populagdes foram encontrados os trés
genodtipos (MM, MN e NN). As ragas Suffolk (origem
inglesa com aptiddo para carne) e lle de France (origem
francesa com aptiddo para carne e 1) apresentaram
0s maiores valores de frequéncias alélicas para o
alelo M (88%), seguida da raca Pantaneira (70 %). No
entanto, o alelo N foi mais frequente na Bergamacia
Brasileira (originada da raga Bergamasca do Sudéao
com aptiddo para carne, leite e 1a) (55%). As frequéncias
alélicas e genotipicas, heterozigosidade observada e
esperada, equilibrio de Hardy-Weinberg e o Conteudo
de Informacéo Polimdrfica estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados das frequéncias genotipicas e alélicas, Ho, He, PIC, HW para o gene da CAST.

Frequéncia genotipica

Frequéncia alélica

Ragas N i N NN " N Ho He PIC HW
Pantaneira 50 0,58 0,23 0,19 0,70 0,30 0,23 0,42 0,33 0,003"
Bergamacia 50 0,28 0,34 0,38 0,45 0,55 0,34 0,50 0,37 0,04’

Suffolk 50 0,80 0,16 0,04 0,88 0,12 0,16 0,21 0,19 0,2%
lle de France 50 0,82 0,12 0,06 0,88 0,12 0,12 0,21 0,19 0,009"

N= Numero de individuos; Ho= Heterozigosidade observada; He= Heterozigosidade esperada; PIC= Contetdo de informagao polimérfica; HW= equilibrio de Hardy-Weinberg.

*p>0,05; *p>0,01
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Discussao

A raga Bergamacia apresentou maior porcentagem
de alelos N, o que pode ser considerado indicativo
de que esse alelo esteja relacionado a especificidade
desta raga para a produgao de carne e leite, habilidade
materna e prolificidade (SANTOS, 1986). A presenca
do alelo N pode estar associada a produgéo de carne
com menor maciez. Estudos realizados com bovinos da
raca Angus, obteve frequéncia de 0,75 para o alelo M,
porém nao foram observados resultados significativos
para forca de cisalhamento relacionados a presenca
dos alelos (M e N) (CHUNG et al., 2001).

A raca Pantaneira (naturalizada no Brasil com
caracteristicas de carcaga e boa qualidade da carne)
apresentou-se intermediaria, obtendo frequéncia
alélica de 70% para o alelo M e de 30% para o N.
Este fato pode ser explicado por se tratar de uma raga
localmente adaptada e apresentar miscigenagédo com
outras populagbes analisadas, podendo assim ser
considerada uma raga base das demais (CRISPIM et
al., 2013; CRISPIM et al., 2014).

Em estudos com ovinos Corriedale (origem neozelandesa
com aptidao para 1a e carne) foi identificada frequéncia
de 77% para o alelo M e 23% para o alelo N (PALMER et
al., 1998) e em ovinos Zel (origem iraniana com aptidao
para la e carne) as frequéncias alélicas foram de 85%
para o alelo M e de 15% para o alelo N (DEHNAVI et
al., 2012).

Aheterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) foi
de 0,23 e 0,42 para a raga Pantaneira, de 0,34 e 0,50
para a Bergamacia, 0,16 e 0,21 para a Suffolk e de
0,12 e 0,21 para lle de France. Portanto, observa-se
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que em todas as ragas a He foi superior a Ho, sendo
indicativo de endogamia nas populagdes estudadas
e diminuicao da diversidade genética destes animais
(EGITO, 2007). Analisando o Conteudo de Informagéo
Polimorfica (PIC) referente ao marcador observou-
se que todos os resultados podem ser considerados
como pouco informativos, pois todos os valores foram
inferiores a 0,7 (BOTSTEIN et al., 1980).

Quanto aos resultados do equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW) notou-se que somente a raga Suffolk estava em
equilibrio, indicado pelo desvio significativo e que a
maior parte da populagéo estudada era endogémica,
ou seja, provenientes de cruzamentos entre individuos
mais aparentados entre si na populagdo (MENEZES,
2005).

Foi possivel notar que o marcador CAST/Mspl permitiu
a caracterizagéo genotipica e fenotipica das populacdes
de ovinos em estudo, sendo o alelo M 0 mais frequente,
0 que indica que este alelo pode estar associado
a maciez da carne em ovinos, uma vez que sua
incidéncia foi maior em trés das quatro racas estudadas.
Perspectivas futuras de estudos de polimorfismos nesse
gene associado a caracteristicas fenotipicas de maciez
de carne em rebanhos de diferentes racas (diferentes
origens) poder&o auxiliar na selecdo de animais para
a caracteristica de maciez.
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