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RESUMO

MIGUEL, A. A. S. Caracterizacdo genotipica de cordeiros mesticos Texel para genes
associados com a qualidade da carne. 2023. 59 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) —Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2023.

A identificacdo de ovinos portadores de polimorfismos associados a caracteristicas de
interesse econdmico em animais pode ser uma estratégia interessante no ambito da
agropecudria. Deste modo, objetivou-se identificar polimorfismos associados com a
qualidade da carne em um rebanho de cordeiros mesticos texel (filhos de reprodutores
Texel com fémeas SRD). Os cordeiros (n=51) foram desmamados aos 90 dias e
receberam suplementacdo proteico-energética formulada para atingir média diaria de
ganho de peso de 300 g. Aos 120 dias, os cordeiros foram abatidos e amostras do mdsculo
Longissimus dorsi foram coletadas para analises de qualidade da carne e caracterizagao
gentotipica. Foram observados polimorfismos no gene CAST, resultando em trés
genotipos (MM, MN e NN) na populacdo estudada. Cordeiros do genotipo MM
apresentaram menor perda de exsudato durante o abate, perdendo dois pontos percentuais
a menos de agua em comparacao com 0S outros genodtipos. No gene DGAT-1, foram
identificados dois gendtipos (CC e CT), sendo o gendtipo CT associado ao maior peso ao
nascimento, com aumento médio de 0,89 kg em comparagdo com o genotipo CC
(p<0,05). Além disso, os cordeiros com gendtipo CC demonstraram maior espessura de
gordura subcutanea, com acréscimo de 0,41 mm (p<0,05). Em relacdo ao gene LepR, ndo
foram encontrados polimorfismos (p<0,05), sendo todos os animais do rebanho

caracterizados pelo gen6tipo CC.

Palavras chave: ovinocultura de corte, polimorfismo, marcadores moleculares, CAST,
DGAT], LepR
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ABSTRACT

MIGUEL, A. A. S. Genotypic characterization of Texel crossbred lambs for genes
associated with meat quality. 2023. 59 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2023.

The identification of sheep carrying polymorphisms associated with characteristics
of economic interest in animals can be an interesting strategy in the agricultural
sector. Therefore, the objective was to identify polymorphisms associated with meat
quality in a herd of Texel crossbred lambs (offspring of Texel breeders with SRD
females). The lambs (n=51) were weaned at 90 days and received protein-energy
supplementation formulated to achieve anaverage daily weight gain of 300 g. At 120
days, the lambs were slaughtered and Longissimus dorsi muscle samples were
collected for meat quality analysis and gentotype characterization. Polymorphisms
were observed in the CAST gene, resulting in three genotypes (MM, MN and NN) in
the studied population. Lambs of the MM genotype showed less exudate loss during
slaughter, losing two percentage points less water compared to the other genotypes.
In the DGAT-1 gene, two genotypes were identified (CC and CT), with the CT
genotype being associated with higher birth weight, with an average increase of 0.89
kg compared to the CC genotype (p<0.05). Furthermore, lambs with the CC genotype
demonstrated greater subcutaneous fat thickness, with an increase of 0.41 mm
(p<0.05). Regarding the LepR gene, no polymorphisms were found (p<0.05), with all
animals in the herd characterized by the CC genotype.

Keywords: beef sheep farming, polymorphism, molecular markers, CAST, DGAT1,
LepR
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REVISAO DE LITERATURA

1.1. ConsideracOes gerais

Atualmente tem sido observada uma crescente demanda por maior formalizacéo
e padronizacdo dentro do setor de criagdo de ovinos no pais, considerando sua
significativa importancia social e econdmica (Hermuche et al., 2013) e considerando que
0 Brasil apresenta um ambiente favoravel ao desenvolvimento dessa atividade, a
implementacdo de estratégias sustentaveis se torna essencial. No entanto, a producdo de
ovinos pode ser afetada por uma variedade de fatores, que vao desde a inadequacdo da
infraestrutura até as flutuagdes do mercado, além de questdes relacionadas a nutricdo e a
qualidade da carne (Brasil, 2017), portanto é essencial investir em novas técnicas para
aprimorar a producao.

O uso de biotecnologias € fundamental para o aumento daeficiéncia produtiva em
diversas espécies animais. No entanto, a selecdo com base em caracteristicas fenotipicas,
gue sdo influenciadas pelo ambiente em que o animal vive, ndo permitem uma precisdo
total no alcance das caracteristicas desejadas. Através da biologia molecular, é possivel
identificar variagOes resultantes da expressdo de diferentes alelos em um grupo de
individuos (Montaldo e Meza-Herrera, 1998; Tolee et al., 2021).

Considerando que a carne é o principal produto de origem ovina comercializado
no pais, é fundamental controlar sua qualidade e o valor nutritivo, e uma vez que tais
caracteristicas sdo controlados por fatores tanto ambientais quanto genéticos,
principalmente em propriedades que ja tenham um bom controle dos fatores ambientais
que possam influenciar no desempenho (nutricdo, sanidade, reproducdo entre outros), e
com a avaliacdo de como os polimorfismos e como estes se expressam, podemos auxiliar
a escolha de quais genes séo potenciais marcadores (Pereira et al., 2015).

1.2. Qualidade da carne em ovinos
Os atributos da qualidade da carne podem ser divididos em quatro categorias
distintas, a qualidade visual (aspectos que podem atrair ou afastar o consumidor); a
qualidade gustativa (influenciando decisdo de retorno do consumidor a compra do

produto); a qualidade nutricional (formacdo de uma imagem favoravel do produto como



um alimento saudavel); e a seguranca (aspectos higiénico-sanitarios e relacionados aos
contaminantes quimicos) (Felicio, 1997; Zhang et al., 2022). E dentre os parametros
essenciais para avaliar a qualidade da carne, se destacam a maciez, o teor de gordura
intramuscular, a suculéncia (associada a habilidade de retencdo de &gua, conforme
discutido por Bai et al.,, 2023) e a coloracdo. A qualidade da carne é influenciada por uma
variedade de fatores, tanto antes como apOs o abate, sendo regulada por processos
bioquimicos, metabolicos e fisioldgicos que ocorrem apos a transformacdo do musculo
em carne, como mencionado por Huang et al. (2023). Além disso, fatores externos, como
o sistema de producédo (pasto ou confinamento), sexo e nivel de estresse do animal (Zhang
et al., 2023; Alvarez et al., 2022), desempenham um papel importante na qualidade da
carne. Esses atributos sdo muitas vezes dificeis de medir diretamente.

Cordeiros ndo castrados e vasectomizados tendem a apresentar carne com maior
dureza em comparacdo com cordeiros castrados cirurgicamente, além disso, as cordeiras
geralmente exibem uma forga de cisalhamento menor em comparagdo com 0s machos,
conforme observado por Okeudo e Moss (2008). No mesmo estudo, ndo foram
encontradas influéncias do sexo do animal no pH, mas as fémeas demonstraram maior
perda por cocgdo, carne mais avermelhada e concentracdes mais elevadas de
oximioglobina em compara¢do com 0s machos,

A idade dos animais também papel € um fator importante para a textura e
qualidade da carne. A carne de animais mais jovens geralmente apresenta menor forca de
cisalhamento em comparacdo com animais mais velhos. 1sso pode estar relacionado a
diminuicdo da solubilidade do coldgeno em animais mais velhos. No entanto, deve-se
destacar que o abate de animais excessivamente jovens ndo é recomendado devido a falta
de gordura subcutanea para proteger a carne contra o encurtamento das fibras musculares
apos o resfriamento. Além disso, a idade também pode afetar a coloracéo da carne, quanto
mais velho o animal, mais escura tende ser, como relatado por Hopkins et al. (2007) e
Pethick et al. (2005).

A dieta é importante para determinar a qualidade da carne. Aumentar a
concentragdo de energia na dieta pode aumentar a gordura intramuscular e,
consequentemente, a maciez da carne. No entanto, um estudo recente realizado por
Rodrigues et al. (2022) avaliou a oferta de trés dietas contendo: silagem de milho, milho
moido, farinha de soja e minerais, sem adicdo de oleaginosas e outros dois os tratamentos
dietéticos tiveram a mesma composicdo do tratamento controle, no entanto, incluindo

caroco de algoddo ou soja, os autores ndo encontraram diferencas na forca de



cisalhamento, pH ou marmorizacdo, mas a inclusdo da semente de algoddo reduziu a
deposicéo de gordura na carcaga. Outro estudo avaliando ainclusdo de ureia extrusada na
dieta de cordeiros destinados a terminacdo, foi observado que ndo houve alteracdo na
maciez, pH, perdas por cocgdo ou coloracdo da carne (Bonin et al. 2023). A incorporacéo
de aditivos na suplementacdo pode exercer efeitos sobre as propriedades da carcaca
(Oliveira et al.,, 2005). Em um estudo conduzido por Silva et al. (2019), a inclusdo de
prépolis marrom na alimentacdo de cordeiros resultandou em aumento significativo nos
comprimentos da carcaca (interno e externo) e do tdrax, contudo, observou-se uma
diminuicdo no rendimento da carcaga quente e na espessura da gordura subcutanea.

Alem das propriedades organolépticas da carne, o consumidor tem considerado a
presenca de parametros nutricionais desejaveis nos alimentos. Nesse contexto, a carne de
cordeiro manifesta atributos nutricionais equiparaveis aos encontrados em animais
pertencentes a subordem dos ruminantes, frequentemente consumidos no Brasil, tais
como caprinos e bovinos (Tabela 1), além de possuir um sabor distintivo associado a sua
prépria espécie (Zhang etal., 2022; Huang et al., 2023).

Tabela 1 - Caracteristicas nutricionais da carne ovina comparado a outras espécies

animais em base de matéria natural

Ovinos Caprinos Bovinos
Proteinas (%) 20 - 22 18,7-23,1 20,9 - 23,2
Umidade (%) 729-74 71,2-78 73,1
Lipideos (%) 2,8-3,7 1,8-6,4 2,8-43
Cinzas (%) 11 0,88-1,1 1,1
Colesterol (mg/100 g1) 66 45-75 50
Calorias (kcal/g) 121 - 153 91- 150 122
Fosforo (mg/100 g 1) 194 - 215 212 - 275 169 - 215
Calcio (mg/100 g?) 5-72 3,0-37 4,5
Ferro (mg/100 g1) 2,2 2,0 1,4-1,8
Magnésio 24,0 20,4 - 28,9 25
Zinco 3,83 2,0-3,59 4,6
Tiamina — B1 (mg) 0,12 0,11 0,04
Riboflavina — B2 (mg) 0,23 0,49 0,18

Cianocobalamina — B12 (pg) 1,7 1,13 1,35



Vitamina A (L) 8,6 - <5

Lisina 0.043 0.061 0,49
Treonina 0.267 0.046 0,30
Metionina 0.160 - 0,26
Fenialanina 0.253 0.028 0,28
Triptofano 0.073 0.003 0,08
Leucina 0.487 0.061 0,34
Isoleucina 0.302 0.027 0,40
Valina 0.337 0.043 0,29

Fonte: Adaptado de Cordeiro et al., 2022; Corazzin et al., 2019; Junkuszew et al., 2020;
Murariu et al.,2023; Pereira e Vicente, 2013; Rotta et al., 2009; Suliman et al., 2021;
Williams, 2007; Williamson et al., 2005; Wu et al., 2016

A carne ovina é composta, em média, por 72% de agua, 20% de proteinas e 3%
de lipideos (Tabela 1) e sua composicdo priméria pode ser influenciada pela genética,
pelo histérico alimentar e pela idade das ovelhas, e o teor de gordura na carne desempenha
um papel significativo em diversos aspectos da qualidade da carne, tais como sabor,
aroma, suculéncia e textura (Ponnampalam et al., 2016).

As proteinas advindas das carnes vermelhas sdo altamente digestiveis (94% de
digestibilidade), quando comparadas a proteinas de origem vegetal, sendo seu consumo
recomendavel principalmente a pessoas com doengas como funcdo muscular prejudicada,
diminuicdo da massa 0Ossea, disfuncdo imunoldgica, anemia, funcdo cognitiva reduzida,
ma cicatrizacdo de feridas e recuperacdo retardada de cirurgia, pois estas condi¢fes estdo
associadas ao baixo consumo de proteinas ou ao consumo de proteinas de baixa qualidade
(Ponnampalam et al., 2016).

As vitaminas participam de varias atividades biogquimicas do organismo, a
vitamina A, por exemplo, auxilia na regulacdo do crescimento diferenciacdo celular, ja as
vitaminas B agem como cofatores enzimaticos, como transporte de elétrons,
interconvercdo energética e de carboidratos (Rubert et al., 2017). A carne de ovinos é uma
fonte valiosa de varias vitaminas essenciais. Uma porcdo de 100 g pode fornecer toda
vitamina B12 necessaria ao organismo sendo necessaria a suplementacdo a pessoas que
seguem dietas veganas, um quarto da sua ingestdo diaria recomendada necessidades
diarias de vitamina B2 (riboflavina), 50% das exigéncias diarias de ferro, 25% das



necessidades de magnésio e até 100% das exigéncias de zinco. A vitamina A apresenta-
se em maior concentracdo em carne ovina do que bovina. E a carne ovina também oferece
todos os aminoacidos essenciais (lisina, treonina, metionina, fenialanina, triptofano,
leucina, isoleucina e valina) (OMS, 2002; Williamson et al, 2005; Willians, 2007,
Holman et al., 2020), enquanto as proteinas de origem vegetal tém niveis baixos de pelo
menos um aminoacido essencial, a exemplo, o trigo, que tem como amino4cido limitante
a lisina.

A carne ovina também é uma importante fonte de ferro, célcio e fosforo. A
deficiéncia de ferro € um problema mundial, mesmo nos paises desenvolvidos e a carne
ovina é uma excelente fonte de ferro na alimentagdo, sendo parte de um complexo heme
(Fe), que é absorvido mais eficientemente em comparacdo com o ferro ndo-heme devido
a abundancia de glutationa presente nesta carne, o que facilita a absorcdo de ferro, e
apresenta concentracao mais altas deste mineral do que a carne bovina. Os seres humanos
necessitam de ferro para prevenir a anemia e para a regulacdo de diversos processos
celulares, incluindo o transporte de oxigénio pelo sistema cardiovascular (Ponnampalam
et al,, 2016; Williamson et al., 2005).

A carne vermelha ¢é uma excelente fonte de zinco altamente biodisponivel,
fornecendo cerca de 41% da necessidade diaria para humanos, e sua acdo esta lidaga a

atividade de varias enzimas (Williamson et al., 2005).

1.3. Melhamento genético e Biologia Molecular aplicados a qualidade de carne
em ovinos
O melhoramento de ovinos de corte no Brasil se iniciou nos anos 90, quando
criadores de ovinos da raca Corriedale, que era a principal raca produtora de I& no
Brasil na época, comecaram a importar reprodutores de racas especializadas em
producdo de carne, como Hampshire Down, Suffolk, lle-de-France e Texel, esses
reprodutores foram cruzados com ovelhas Corriedale para produzir cordeiros "meio
sangue” para o abate (L6bo et al., 2006).
Os ovinos Texel tém sua origem na Holanda e demonstram uma boa adaptagéo
a regides com climas mais quentes. Essa raca destaca-se pela alta produtividade de
carne, caracterizada por uma significativa cobertura muscular, apesar de seu porte
médio e a raca Texel destaca-se pelo seu potencial para gerar carne magra, sendo uma
opcao vantajosa como racga paterna em cruzamentos industriais (Pereira, 2008). Em

paises dedicados a producdo de carne ovina, 0S cruzamentos tornaram-se um sistema



eficiente, pela busca de carcacas com melhor conformacdo e qualidade e no Brasil, ha
um interesse em estudar cruzamentos entre ragas comuns em nossos rebanhos, como
Bergamacia e Santa Inés (Garcia et al., 2000).

Atualmente, a carne € o produto de maior interesse da ovinocultura em todo o
territorio nacional e apesar de enfrentar alguns problemas como a falta de padrdo de
qualidade nas carcagas, a carne ovina € um produto de alta apreciacdo, se 0s critérios
técnicos para obtencdo de carcacas com qualidade forem atendidos. A selecdo genética
de animais pode incentivar comercializacdo deste produto, fazendo com que seja
fundamental a implantacdo de um programa de melhoramento genético de ovinos
efetivo no Brasil (Quadros, 2018), principalmente quando se considera que pode ser
uma alternativa promissora para a diversificagdo dos sistemas de producdo, pelo ciclo
anual da ovinocultura ser mais curto, que proporciona maior liquidez quando
comparado aos demais sistemas de producdo de carne a pasto (Debortoli et al., 2017).

Os programas de melhoramento animal atuam na melhoria genética dos
rebanhos de animais, a fim de aumentar a produtividade e a sustentabilidade da

atividade, de forma que os ganhos genéticos sejam cumulativos ao longo das
geracdes. No entanto, hd uma escassez de estimativas especificas para caracteristicas

de abate em ovinos (McHugh et al., 2023). Para desenvolver programas de avalia¢cdo
genética e melhoramento genético eficazes, é crucial possuir um entendimento dos
parametros genéticos, que incluem especialmente, herdabilidade e correlagdes
genéticas, para as caracteristicas relacionadas as caracteristicas de interesse econdmico
na ovinocultura, existem poucas estimativas de herdabilidade e correlagbes (Tabela 2)

para caracteristicas de qualidade da carne em ovinos (Hopkins et al., 2011).

Tabela 2 - Estimativas de herdabilidade (h?) para caracteristicas de qualidade de carne

para ovinos.

Caracteristica Herdabilidade (h?)
Forca de cisalhameno 0,28
Suculéncia 0,21
Gordura intramuscular (mg/100) 0,32

pH mensurado 24h post mortem 0,27

Cor L* 0,18

Cora* 0,08
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Cor b* 0,10
Peso de carcaca 0,35
AOL (cm2) 0,30
Gordura intramuscular 0,63
Peso ao desmame (GPT, kg) 0,14

Adaptado de Mortimer et al.,, 2010; Hopkins et al.,, 2011; Mortimer et al., 2014

Uma forma muito comum de estudar o controle genético € por meio da
realizacdo de estudos de associacdo genémica ampla (GWAS). Essa abordagem é
altamente eficaz na identificacdo de genes que podem ser selecionados pelos criadores
por conta de suas variantes alélicas desejaveis. Dessa forma, o0s marcadores
identificados por meio do GWAS podem ser empregados para a sele¢cdo genébmica
assistida (MAS), podendo ser utilizada para identificar animais geneticamente
superiores em idade precoce, aproveitando informacdes de polimorfismos. Essa
abordagem acelera os processos de selecdo, controle reprodutivo e estudos de
melhoramento genético (Yakovlev et al., 2018). Além disso, o melhoramento genético
na pecuaria proporciona ganhos sustentaveis na produtividade dos animais, resultando
em maior producdo com uso mais eficiente dos recursos disponiveis (Galli et al., 2020;
Van Der Werf, 2022).

Esta abordagem desempenha um papel fundamental na producdo animal, sendo
particularmente Util para a melhoria de caracteristicas econdmicas que sao dificeis de
serem mensuradas diretamente, resultando em aumento do ganho genético e reducdo
dos custos associados aos testes de progénie (Wakchaure et al., 2015), pois
representam qualquer caracteristica, processo bioquimico ou segmento de DNA que
diferencia individuos geneticamente semelhantes, ou seja, pode ser uma variagao
especifica no DNA que faca com que haja uma alteracdo em uma caracteristica de
interesse (Toppa et al, 2013; Singh et al., 2014). As aplicacbes de marcadores
moleculares sdo importantes na pecuaria, sendo utilizadas tanto para fins de selecdo
genética quanto para investigacGes de associagcdes gendémicas (Mazzucco et al., 2010;
Lemal etal., 2023; Papaiakovou et al., 2023; Tolee et al., 2021).

Consequentemente, a aprimorada selecdo € uma alternativa para a obtencdo de

um rebanho ovino que atenda as necessidades e expectativas dos produtores,

impulsionando assim o setor de ovinocultura no ambito nacional. Os marcadores
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moleculares viabilizam a avaliagdo de caracteristicas associadas a todo o sistema
produtivo, as quais podem afetar significativamente o desempenho final, abrangendo
aspectos como caracteristicas reprodutivas, prolificidade, sobrevivéncia de cordeiros,
resisténcia parasitaria, producdo e caracterizacdo de leite e doencas fisiologicas
(Gootwine et al., 2008; Orford et al., 2010; Antonopoulos et al., 2022; Wang et al.,
2022; Pei et al., 2023; Zhang et al., 2023). Isso resulta na reducdo do intervalo de
geracOes, alem de diminuir os custos associados a manutencdo dos animais e as

avaliacbes da progénie (Barbosa et al., 2023).

1.4. Alguns genes que podem influenciar na qualidade de carne

O crescenteinteresse da populagdo na qualidade da carne, especialmente em
termos de maciez e composi¢éo nutricional, demonstra a necessidade de investir
em técnicas aprimoradas para a produgao de carne ovina (Greguta-Kania et al.,
2019). Neste contexto, a avaliagdo de polimorfismos em marcadores moleculares
de DNA surge como uma ferramenta eficaz para melhorar as caracteristicas de
carcaca e de qualidade da carne, resultando em avancgos genéticos notaveis. Dada
a influéncia de diversos genes sobre as caracteristicas qualitativas e quantitativas
da carne e da carcaca, a identificacdo de genes candidatos torna-se fundamental
para uma compreensdo mais complexa da interacdo entre a variagdo genética e
esses atributos essenciais (Raza et al., 2019).

Apesar de diversos estudos avaliando a associa¢fes de polimorfismos com a expressao
de caracteristicas associadas ao melhor desempenho de ruminantes destinados a corte,
principalmente em bovinos, ainda hd poucos estudos que verifiquem possiveis
interacBes de polimorfismos para ovinos, principalmente para os genes candidatos
CAST, DGAT-1 e LepR.

1.4.1. Calpastatina

A maciez final da carne é resultado das alteragcBes estruturais que ocorrem no
mUsculo durante o processo de conversdo em carne. A atividade da calpaina é dependente
da concentracdo de célcio, e o complexo calpaina/calpastatina é composto por trés
componentes essenciais: a m-calpaina (CAPN1), a u-calpaina (CAPNZ2) e a calpastatina
(CAST), sendo a calpastatina um inibidor de protease especifico para calpaina (Gomide
et al., 2013; Nikolayevna et al., 2022; Raynaud et al., 2005).
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O gene CAST desempenha um papel crucial na regulacdo da calpastatina, pois
inibe a acdo da calpaina através do complexo enzimatico calpaina/calpastatina. Séo
encontradas no cromossomo 5; consiste em 29 exons e seu tamanho apresenta de 89.553
pb (Gorlov et al., 2016).

A calpastatina e as calpainas (e m) sdo encontradas apenas no interior das células
musculares esqueléticas, as quais estdo associadas principalmente as miofibrilas,
mitocondrias e nucleos. Em todas as células, elas podem estar predominantemente
associadas as organelas subcelulares e a membrana plasmatica. Em vertebrados existem
pelo menos dois tipos de calpastatina: a calpastatina grande (Figura 1), que é encontrada
em todos os tecidos, menos nos eritrocitos, possui uma sequencia L N-terminal, chamada
dominio L, de 120-140 aminoacidos, com quatro dominios e cada dominio tem atividade
inibidora; e a calpastatina eritocitria que € encontrada nos eritrocitos, ndo possui dominio
L, com 68 aminoacidos e pode inibir apenas trés moléculas de calpaina por molécula de
calpastatina (Goll et al., 1992; Bhat et al., 2018).

Calpain (p- or m-=)
N :m
i 80 kDa Subunit l

Sub-Domains EF-hand maotifs

9

1A

N v VI C

11

L Domain I

28 kDa Subunit

11 IV

Figura 1 - Estruturas de dominio da calpastatina.
Fonte: Bhat et al., 2018.

O dominio 1 (N terminal) da calpaina ndo é semelhante a nenhuma outra proteina

conhecida, sua funcdo ainda ndo é clara, mas acredita-se que module sua atividade
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proteolitica; o dominio Il contétm um residuo de cisteina e um residuo de histidina que
formam um centro ativo que catalisa a clivagem de peptideos. A ligacdo de Ca?* ao
dominio 11l induz mudancgas conformacionais na estrutura da calpaina; O dominio 1V (de
calmodulina) também ¢é conhecido como dominio penta-EF e possui cinco locais de
ligacdo ao Ca?* EF-hand, sendo essencial para a ativacdo das calpainas. A calpastatina
inibe a calpaina ligando-se aos seus dominios A, B e C. O dominio A e C ligam-se ao
doominio 1V da calpaina, o dominio B se liga aos dominios | a Il da calpaina, causando
alteracBes conformacionais que blogueiam a ligagdo da calpaina aos ions de calcio, € a
calpastina se liga ao sitio ativo da capaina, impedindo sua ligagdo com suas proteinas alvo
(Bhat et a., 2018).

Esse complexo exerce sua principal influéncia no misculo estriado,
desempenhando um papel crucial na regulacdo do crescimento de mioblastos e na textura
muscular. Também ¢é responsavel pelo processo de amaciamento pds-morte do animal,
exercendo um impacto substancial no desenvolvimento e crescimento ovino, além de
desempenhar um papel fundamental na qualidade da carcaca, assim o gene CAST é um
potencial marcador para garantir a obtencdo de um produto final de elevada qualidade.
(Nikolayevna et al., 2022; Gregula-Kania et al., 2019; Raynaud et al., 2005).

No organismo Vivo, a concentracdo de calpastatina é naturalmente mais elevada,
uma vez que desempenha um papel crucial na conversdo de proteinas, na diferenciacdo
muscular e no crescimento dos animais vivos. Ja em animais mortos, a calpastatina regula
a taxa e o grau de amaciamento da carne, inibindo a ag&o da calpaina (Nikolayevna et al.,
2022).

Quando a concentracdo de célcio no citoplasma aumenta, a calpastatina se espalha
pelo citoplasma para impedir que a calpaina se mova para as membranas plasmaticas
(Tullio et al., 2014). No entanto, a calpaina que ja esta associada a membrana pode ser
ativada. A p-calpaina requer uma concentracdo menor de calcio para ser ativada (entre 5
e 65 uM de Ca?*), enquanto a m-calpaina necessita de uma concentracdo mais elevada
(entre 300 ¢ 1000 uM de Ca?*). Essa diferenca faz com que ambas apresentem uma
atividade reduzida no musculo vivo. A acidificacdo e ionizacdo post mortem alteram a
conformacdo das proteinas, tornando-as mais susceptiveis a clivagem, especialmente as
proteinas do citoesqueleto, como a titina e a nebulina, e os filamentos intermediarios,
como a desmina (Lonergan etal., 2010). A calpaina é uma protease que pode clivar essas
proteinas, levando a sua degradacdo. Sendo a calpastatina uma proteina que atua como

um inibidor das calpainas, uma familia de proteases neutras ativadas por célcio, é
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desejavel que haja baixa atividade de calpastatina ap6s 24 horas do abate, para garantir a

maciez da carne (Lage et al., 2009).

1.4.2. Diacylglycerol O-Acyltransferase 1

O gene DGAT-1 ou Diacylglycerol O-Acylransferase 1, € uma enzima
fundamental na regulacdo da principal via de triacilglicerdis (TAG), armazenamento de
acidos graxos (AG), e estd localizada principalmente no reticulo endoplasmatico (RE),
para producdo de energia ao corpo, mantendo a homeostase lipidica e energética nas
células, preservando as células contra os efeitos nocivos dos lipideos, e possui alta
afinidade para ligacdo com o diacilgicerol (DAG), a partir da regido C terminal (Figura
2) (Yu et al,, 2015; Khan et al., 2021; Liu et al., 2012; Pathak et al., 2022).

O gene é expresso em praticamente todos os tecidos do corpo, mas é encontrado
principalmente no figado, intestino delgado, tecido muscular, tecido adiposo, e glandulas
mamarias, € o principal componente da gordura intramuscular (FMI) e ao teor de gordura
do leite, a superexpressdo de DGAT-1 estd associada ao aumento da biossintese de
triglicerideos (TG), podendo causar diversas patologias associadas ao seu acumulo como
obesidade, inflamagdes as células e aumento da resposta a insulina (Khan et al., 2021;
Koliwad et al., 2010; Pathak et al., 2022; Tomka et al., 2016).

Diacylglycerol
DGAT1

Triacylglycerol

o /

DAG st DGATL s ——— .

Figura 2 Formacéo de triacilglicerol (TAG) catalisada por diacilglicerol
aciltransferase (DGAT)
Fonte: Pathak et al. (2022)
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O gene DGAT-1 geralmente possui entre 15a 17 exons, sendo que uma mutagao
silenciosa foi encontrada no éxon 17, alterando de GCT (Ala487) para GCC (Ala487),
conferindo o gen6tipo TT que foi associado a maior deposicdo de gordura intramuscular,
menor forga de cisalhamento e menor perda por gotejamento. As diferengas estruturais
entre 0s DGAT-1s de diferentes espécies existem principalmente no terminal N, o que
pode estar relacionado a seletividade de diferentes DGAT-1s de plantas para o substrato
aci-CoA. Normalmente o gene codifica uma proteina com 489 aminodcidos com peso
molar de 55kDa, e um tamanho total de 1470 pares de bases e contém de 8 a 10 dominios
transmembrana e um terminal N hidrofilico (Noshahr & Rafat, 2014; Yu et al., 2015; Sun
et al., 2018).

1.4.3. Leptina

O tecido adiposo desempenha um papel fundamental no organismo, sendo
responsavel pelo armazenamento de energia e diversas funces metabdlicas, através do
hormonio leptina, a leptina liga-se ao receptor de leptina (LepR), um receptor de citocina
tipo 1, expresso em varios tecidos, como glandulas mamérias, placenta, ovario, pancreas,
pele, estbmago e gastroprotecdo e neurdnios do hipotalamo, desempenhando acéo
fundamental na regulacdo da ingestdo de alimentos, na reprodugdo, no desenvolvimento
fetal e nas respostas imunes pré-inflamatorias, como angiogénese e lipdlise (Bado et al.,
1998; Chilliard et al.,, 2005; Ghadge & Khaire, 2019; Mercati et al., 2019; Berger et al.;
2021; Obradovic et al., 2021; Cappai et al., 2022; Girmay et al., 2023; Palmioli et al.,
2023).

A leptina junto ao receptor ObRb, ligam-se e comunicam ao cérebro a sensacao
de saciedade, o ObRb ¢é uma isoforma longa do gene LepR e apresenta um dominio de
302 aminoéacidos. Esse receptor ativa a via de sinalizacdo JAK-STAT (Figura 3),
induzindo a ativacdo de STAT3, que migra para o nicleo celular e modula a expressdo
génica. Um dos genes regulados por essa via € 0 SOCS3, que desempenha o papel de
regulador negativo na JAK-STAT. Dessa forma, a leptina atua na ativacdo da via JAK-
STAT, induzindo a expressdo de SOCS3, o qual, por sua vez, inibbe a mesma via,
estabelecendo um mecanismo de feedback negativo que contribui para a regulacdo da
resposta da leptina (White et al, 2000; Ogasawara et al., 2008; Gorska et al., 2010;
Casado et al., 2023).
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Figura 3 - Mdltiplas vias de sinalizagdo da leptina, ObRD, ativa as vias JAK2/STATS3,
desencadeando a ativacdo de proteinas e juntamente com a insulina regulam o
metabolismo energético do corpo, ligando-se a receptores diferentes na mesma célula,
0 que leva a ativacdo de vias de sinalizagdo complementares.

Fonte: Casado et al. (2023)

Apesar das mutacdes nos genes que regulam os receptores de membranda (LepR)
serem muito raras em animais, quando ocorrem, sdo encontradas no éxon 6, e ocorre a
substituicdo da guanina por adenina, que faz com que seja expresso prolina em vez de
glutamina, essa alteracdo interrompe a sequéncia do codon terminal 3', o que reduz a
expressdo do gene (Gorska et al., 2010; White et al., 2000).

Assim, uma vez que esses sistemas sdo expressados incorretamente, ha um
desequilibrio no balanco energético, fazendo com que o animal apresente uma resisténcia

a leptina, fazendo com que haja maiores quantidades de leptina circulantes, e apesar do
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aumento das reservas corporais, as células adiposas brancas estimulam a sintese de LEP,
mas ndo reduzem a ingestdo de alimentos, e assim a via anorexigena ndo é ativada
(Girmay et al., 2023; Palmioli et al., 2023).

1.5. Avaliagcdo de polimorfimos de genes candidatos associados com a

gualidade da carne

Polimorfismos genéticos referem-se a variagdes que podem ocorrer em regides
especificas do cromossomo, manifestando-se com frequéncia superior a 1% na
populacdo. Esses polimorfismos séo utilizados como marcadores genéticos em estudos
de associacdo com caracteristicas desejaveis, existindo dois tipos principais de
marcadores genéticos: os marcadores ligados, situados em proximidade ao gene
candidato e frequentemente herdados juntos, embora ndo sejam preditivos do fen6tipo,
conhecidos como marcadores estruturais; e os marcadores diretos, que tém a capacidade
de predizer variagdes fenotipicas, pois a presenca desses polimorfismos esté associada a
alteracGes na expressdo génica, sendo conhecidos como polimorfismo funcionais, sendo
investigado a possibilidade de utiliza-los como genes candidatos para predicdo de
variagoes fenotipicas (Rocha et al.,, 2007; Davis etal., 1998).

Essa abordagem tem a vantagem de ndo exigir a genotipagem de grande ndmero
de individuos de grandes familias, pois o polimorfismo funcional é esperado que seja
determinante direto da variacdo fenotipica (Pereira etal., 2015).

Nesse contexto, o polimorfismo nos genes CAST, DGAT-1 e LepR sdo marcadores
promissores para avaliacdo da qualidade da carne. As presencas de polimorfismos destes
marcadores podem fornecer informacdes valiosas sobre caracteristicas-chave, permitindo
a selecdo e o aprimoramento de linhagens de ovinos que resultem em produtos de carne
de maior qualidade e aceitabilidade no mercado (Jawasreh et al., 2017; Xu et al., 2009;
Jonas etal., 2016).

Em ovinos, quando avaliado o gene CAST, os gendtipos MM e MN sdo
frequentemente observados (Bozhilova-Sakova et al., 2020; Nikolayevna et al., 2022;
Pogodaev et al., 2020;). Em estudo conduzido por Jawasreh et al. (2017) com ovinos da
raca Awassi, foi observado que os animais com genotipos MM e MN apresentaram maior
ganho médio diario (GMD) de 0,167 kg/d (em comparacdo com 0,128 kg/d dos animais
com genotipo NN). Além disso, esses animais apresentaram desenvolvimento muscular

mais pronunciado, menor teor 0sseo e, na carne, obserou-se menores perdas de dgua por
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coccdo. No entanto, a carne de animais com gendtipo MM demonstraram menor
resisténcia ao cisalhamento. Em outro estudo conduzido pelo mesmo autor em 2019, foi
constatado que animais com gendtipos MM e MN, quando comparados aos portadores do
genotipo NN, apresentaram maior ganho de peso total (GPT) e maior largura do mdsculo
longissimos. O gendtipo NN foi identificado de foma mais rara (Bozhilova-Sakova et al.,
2020; Nikolayevna et al., 2022; Pogodaev et al., 2020), Bozhilova-Sakova & Dimitrova
(2021) reportaram uma frequéncia alélica de apenas 0,03% em animais da raca Merino,
enquanto que Kirikgi (2022) encontrou uma frequéncia de 0,02%. Santos et al. (2016)
detectaram o genotipo NN em ovinos pantaneiros (0,19%), daraca Bergamécia Brasileira
(0,38%), Suffolk (0,04%) e lle de France (0,06%), e associaram a presenca do alelo N a
maior producdo de carne com menor maciez, bem como a uma reducdo na producéo de
leite e prolificidade.

Para 0 gene DGAT-1, o gendtipo CC é a ocorréncia mais prevalente em ovinos,
em comparacdo com suas variantes (CT e TT) (Xu et al., 2009; Dervishi et al., 2015;
Aliwaty et al., 2020; Amr et al., 2023). Em um estudo conduzido por Xu et al. (2009) e
Nanekarani et al. (2016), observou-se que ovinos portadores do genétipo TT exibiram
caracteristicas desejaveis, como uma textura de carne mais tenra, menor perda de
exsudato e maior escore de marmoreio. Em relacdo ao gendtipo CT, observou-se que este
foi associado a notas de aroma e sabor especificas na carne ovina, presumivelmente
ligadas & presenca do composto Acido 4-etil octandico (EOA) (Amri etal., 2023).

E para o gene LepR, que regula aacédo da leptina, o alelo C foi correlacionado com
aumento significativo no peso da porgdo traseira, na espessura da gordura subcutanea e
no peso da carcaca no momento do abate, resultando em maior rendimento, a homozigose
para esse alelo se mostrou associada ao melhor rendimento carcaca, visto que 0s animais
produziram carne com maior teor de gordura na regido caudal, 0 que consequenteme nte
contribuiu para aumento na porcentagem de carne liquida avaliada (Mohammadi et al.,
2013). No entanto, sdo escassos 0s estudos da associagdo da leptina com a qualidade da

carne ovina (Shujiao et al., 2022; Jonas et al., 2016).

1.6 Consideracdes finais

A genotificacdo de individuos e é uma ferramenta eficiente, como ponto de partida
para se conhecer 0 modo como 0S genes se expressam, modo de interacdo dos
polimorfismos, e neste contexto, se realizou o presente estudo com o objetivo de avaliar

os polimorfismos encontrados nos genes calpastatina (CAST), Diacylglycerol O-
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Acyltransferase 1 (DGAT-1), e Leptina (LepR), a partir da técnica de PCR-RFLP. Os
resultados estdo apresentados em forma de artigo cientifico, intitulado como
“Caracterizagdo genotipica de cordeiros mesticos Texel para genes associados com a

qualidade da carne”.
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Resumo: Objetivou-se realizar a caracterizacdo gendtipica de cordeiros mesticos texel
(filhos de reprodutores Texel com fémeas SRD), e avaliar se existem diferencas entre 0s
genétipos paracaracteristicas de carcaca e de qualidade da carne. Os cordeiros (n=51)
foram desmamados aos 90 dias e receberam suplementacdo proteico-energética
formulada para atingir média diaria de ganho de peso de 300 g. Aos 120 dias, os cordeiros
foram abatidos e amostras do musculo Longissimus dorsi foram coletadas para analises
de qualidade da carne e caracterizacdo gentotipica. Foram observados polimorfismos para
0 gene CAST, com trés gendtipos (MM, MN e NN) identificados na populacdo estudada.
Os animais do gen6tipo MN demonstraram um maior ganho de peso do nascimento ao
desmame, quando comparado aos animais com genétipo MM. No gene DGAT-1, foram
encontrados dois genotipos (CC e CT), e se observou que o genétipo CT estava associado
ao maior peso ao nascimento, com aumento medio de 0,89 kg em comparacdo com 0
genotipo CC. Além disso, os animais CC apresentaram uma espessura de gordura
subcutanea superior, com um acréscimo de 0,41 mm. Por fim, no gene LepR, ndo foram

identificados polimorfismos, com todos os animais apresentando o gendtipo CC.

Palavras chave: ovinocultura de corte, polimorfismo, marcadores moleculares, CAST,
DGAT-1, LepR
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INTRODUCAO

O mercado consumidor de carnes é muito competitivo, j& que a populagdo tem se
tornado cada vez mais exigente, principalmente em relacdo a qualidade nutricional e as
caracteristicas organolépticas que o alimento deve apresentar, sendo necessario tracar um
planejamento desde a producdo destes animais (Oliveira et al, 2021). Como
caracteristicas fisicas como marmoreio (Ryu e Lee, 2016), cor (Pegolo et al., 2020),
capacidade de retencdo de agua (Pegolo et al., 2020) e maciez (Sacca et al., 2019), e estes
sdo determinados por genes que controlam a expressdo de tais caracteristicas, portando,
animais que ndo apresentam esta pré-disposicdo genética, mesmo recebendo o mesmo
nivel de suplementacdo, ndo irdo apresentar a mesma eficiéncia produtiva (Coelho et al.,
2016; Raza et al., 2020; Rodrigues et al., 2008).

Uma ferramenta que pode ser utilizada para auxiliar na selecdo de animais € a
Selecdo Assistida por Marcadores (SAM), pois permite a caracterizacdo de diversos
polimorfismos ao longo do genoma, trazendo beneficios econémicos e produtivos, pois
influenciam em efeitos fisioldgicos (Shumbusho et al., 2016), e com a avaliagdo do modo
como os polimorfismos se expressam, é possivel identificar variacbes resultantes da
expressao de diferentes alelos em um grupo de individuos (Tolee et al., 2021), tornando
a selecdo mais acurada.

A calpastatina € responsavel pela diferenciacdo muscular, regulando o
crescimento, e é um inibidor endogeno da calpaina (degradador de proteina miofibrilar),
e consequentemente, influenciando no grau de amaciamento dacarne post mortem, entio
presume-se que o polimorfismo do gene CAST, pode reduzir a atividade da calpaina,
reduzindo o crescimento do musculo esquelético e menor protedlise pds-morte das
proteinas miofibrilares (Bai et al., 2023; Pomitun et al., 2019).

O receptor celular da leptina € uma proteina que pode ser encontrada em Vvarios
orgdos dos mamiferos, como cérebro, figado, musculatura esquelética e tecido adiposo e
gene receptor da leptina (LepR) estd associado a deposicdo de gordura, sabor da carne,
caracteristicas reprodutivas, controle do balanco energético influenciando a ingestdo
alimentar, que por sua vez afetam o peso vivo e a composicdo corporal (Gunawan et al.;
2019; Lakhssassi, et al., 2020; Meira et al., 2018; Salman et al., 2007).

O diacilglicerol O-aciltransferase 1 (DGAT-1) é responsavel por regular a sintese
de triacilglicerois (TG), sendo encontrado no figado, intestino delgado, misculo

esquelético e tecido adiposo, € o principal componente da gordura intramuscular, estando
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associado ao marmoreio, perdas por gotejamento e maciez (Khan et al., 2021; Xu et al.,
2009).

Neste sentido, objetivou-se identificar o genotipo cordeiros mesticos para 0s
genes CAST, DGAT-1 e LepR e avaliar se existe diferencas entre os gendtipos para

caracteristicas de desempenho zootécnico, de carcaca e de qualidade da carne.

METODOLOGIA

Local e animais

Todos os procedimentos adotados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS - aprovacdo n°
654/2015).

O presente estudo foi desenvolvido com cordeiros que compdem o rebanho da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) na Fazenda Escola, pertencente a
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FAMEZ), da cidade de Terenos, MS,
Brasil. Foram utilizados 51 cordeiros mesticos Texel (filhos de reprodutores Texel com
fémeas SRD), inteiros, nascidos entre 2020 e 2021.

Anélise de desempenho zootécnico

Durante a fase de cria (90 dias), os cordeiros foram mantidos com suas maes em
piquetes formados por pastos de Brachiaria brizantha cv. Marandu, e tinham acesso ad
libitum a agua, em piquetes providos de comedouros, bebedouros e cochos privativos para
os cordeiros (creep-feeding) e receberam suplementacdo proteico-energética dos
cordeiros na fase de cria e terminacdo, foi composta por fuba de milho, farelo de soja e
sal mineral. O desmame dos cordeiros foi realizado aos 90 dias de idade, e posteriomente
foram encaminhados para a fase de terminacdo com duracéo de 60 dias.

Os cordeiros foram pesados ao nascimento (PN), aos 30, 60, 90 (desmame) dias e
150 (terminacdo) dias de idade, para calculo do ganho médio didrio (GMD) e ganho de
peso total (GPT).

Carcaca
O abate dos animais foi realizado com jejum alimentar prévio de 16 horas, sendo
encaminhados para o frigorifico com descanso regulamentar de 12 horas. Foi realizado

insensibilizacdo e posterior sangria por sec¢do das artérias carotidas e veias jugulares. As
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carcacas foram seccionadas com serra fita ao longo da linha média e em seguida foram
pesadas para obtencdo do peso da carcaga quente (PCQ) e transferidas para camara
frigorifica a 2°C, onde permaneceram por 24 horas, suspensas pelos tendGes de Aquiles
em ganchos. Apos resfriamento as carcagas foram novamente pesadas para a obten¢do do
peso da carcaca fria (PCF). Com estes dados foram calculados os rendimentos de carcaca
quente (RCQ) e fria (RCF) e a perda no resfriamento (PR) sendo RCQ e RCF calculados
pela razdo entre estes e o peso vivo final dos animais. ApOs o abate, as carcacas foram
identificadas, classificadas para acabamento, conformacéo.

A EGS foi medida utilizando-se paquimetro digital (Modelo SH90201-M), em
milimetros, medida a 2/3 do bordo medial do misculo Longissimus dorsi. Para as
avaliagdes de gordura intramuscular (marmoreio), utilizou-se 0s escores visuais e escala
fotogréfica padrdo do United States Departamento of Agriculture-USDA Quality Grade,
adaptada por Muller (1987), com escala de 1 a 18 pontos, sendo subdividida em trés
classes: menos, média e mais. Sendo classificada em tracos (1 a 3), leve (4 a 6), pequeno
(7 a9), modesto (10 a 12), moderado (13 a 15), e moderadamente abundante (16 a 18).

O pH foi medido no misculo Longissimus apds o abate e depois de um periodo
de 24 horas de resfriamento das carcacas, mensurando valores de pH inicial e pH final. A
avaliacdo objetiva da cor da carne foi realizada em amostras colocadas em bandejas de
plastico e expostas ao ambiente (18°C) para oxigenacdo durante 20 minutos. ApOs este
periodo a cor foi determinada pela média de trés mensuracfes tomadas em trés pontos
distintos de cada amostra com o auxilio de um espectrofotometro portatil, modelo
CM2500d (Konica Minuta Sensing Inc.), com fonte de luz D65, angulo de observacao de
10° e abertura da célula de medida de 30 mm. Foi adotada a escala L*, a*, b* do sistema
CIELab, onde o L* é o croma associado a luminosidade (L*= 0 - preto, 100 - branco), a*
é 0 croma que varia do verde (-) ao vermelho (+); e b*, que varia do azul (-) ao amarelo
(+) (AMSA, 1995).

Andlise Molecular

Foram coletadas amostras de de carne do musculo Longissimos dorsi,
posteriormente foram refrigeradas a -20°C até o momento de extracdo do DNA. Para a
extracdo de DNA, adicionou-se em um tubo de polipropileno de 2 ml, 35 pl de carne, 10
ul de protemase K e 500 pl de SDS, sendo incubado ao final a 56°C overnight
(aproximadamente 18 horas). Ao final do periodo foi adicionado 400 pl de cloroformio

ao tubo e agitado vigorosamente em vortex até completa homogeneizagdo. ApOds,
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adicionou-se 300 pl de solugdo de precipitagdo e centrifugou-se em 10.000 RPM por 10
minutos. Pipetou-se a fase agquosa e transferiu-se para um novo tubo e adicionou-se 1ml
m de etanol 100% refrigerado centrifugando-o por 10.000 RPM por 5 minutos e
desprezando-se a porcdo liquida sobrenadante, adicionou-se 1 ml de etanol 70%,
centrifugando-o posteriormente em 10.000 RPM por 2 minutos desprezando-se a por¢ao
liquida sobrenadante ao final e adiciona-se 50 pl de tampao TE incubando a 65°C por 5
minutos. Apos a extracdo do DNA, as amostras serdo submetidas a espectrofotometria
(Nanophometer Implen 300) para a quantificacdo da concentracdo e pureza dos &cidos
nucléicos. Sendo que o padrdo utilizado para determinar a aplicabilidade das amostras
para a amplificagdo serd a concentragdo de 50ng/uL e razio de variando de 1,6 a 1,8.
Todas as amostras passaram pelo processo amplificacdo por meio da PCR
(Polimerase Chain Reaction), as amostras foram visualizadas através da eletroforese em
gel de agarose e digeridas por suas respectivas enzimas de restricdo, conforme o descrito

na tabela 1.

Came

Para anélise da forca de cisalhamento foram extraidas amostras de 2,5 cm de
espessura do musculo Longissimus e armazenadas a -20°C. Para o descongelamento das
amostras foram acondicionadas em geladeira por 24 horas a 4°C. Em seguida, foi efetuado
a pesagem de todo exsudato presente na embalagem, e a mostra cortada em fatias em
torno de 3 cm de espessura, 0 cozimento até atingir temperatura interna de 36°C, as
amostras foram viradas e cozidas até que atingissem 72°C. Depois que a amostra se esfriar
e atingir atemperatura de 28°C, foram seccionadas no sentido das fibras musculares, com
1,23 cm de didmetro, para determinacdo da forca de cisalhamento, e colocadas em

texturdmetro, analisadas pelo procedimento “Warner-Bratzler Shear” (AMSA, 1995).

Andalises Estatisticas

Realizou-se o teste de Shapiro wilk para verificagdo da normalidade e
homogeneidade Levene. Todas as varidveis de desempenho em crescimento, de
carcaga e de qualidade da carne atenderam aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade e, portanto, foram avaliadas segundo andlise de varidncia com um
fator (ANOVA one-way). As médias entre gendtipos foram comparadas pelo teste de

Tukey. Todos os testes estatisticos foram conduzidos no nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os polimorfismos apresentados para os genes CAST, DGAT-1 e LepR estdo
apresentados na tabela 2. Para o gene CAST, maior parte dos cordeiros apresentou o
genotipo MM (75,76%). A frequéncia do genotipo MN foi de 21,21% e do gen6tipo NN
foi 3,03%. Para o gene DGAT-1, observou-se que a maioria dos cordeiros apresentou o
genotipo CC (79,49%) e 20,51% dos cordeiros apresentaram o genotipo CT, ndo foram
encontrados animais com o genétipo TT. Quanto ao gene LepR, todos os cordeiros
apresentaram o alelo CC (100%). Esse resultado indica uma alta homogeneidade genética
nesse locus (Gomez & Hasson, 2003).

Em relacdo ao gene CAST (Figura 1A), aanalise de polimorfismos apos a digestao
com a enzima Mspl revelou a presenca dos trés gen6tipos distintos: MM (caracterizado
por dois fragmentos de 336 e 286 pb), MN (com trés fragmentos de 622, 336 e 286 pb) e
NN (exibindo um fragmento de 622 pb). O genétipo MM foi o mais prevalente,
encontrado em 75,76% dos animais, enquanto o gendtipo NN apresentou a frequéncia
mais baixa, registrando 3,03%. Essas frequéncias genotipicas sdo consistentes com
descobertas reportadas em estudos anteriores (Bozhilova-Sakova et al., 2021; Kirik¢i et
al., 2021; Ardicli et al., 2022; Dimitrova et al., 2022; Nikolayevna et al., 2022).

Para o gene DGAT-1 (Figura 1B), a digestio com a enzima Alul permitiu a
observacdo de dois polimorfismos distintos: CC (identificado por um fragmento de 309
pb) e CT (caracterizado por trés fragmentos de 309, 272 e 37 pb). E importante destacar
que, devido ao pequeno tamanho da banda de 37 pb, esta ndo foi visivel na eletroforese
em gel de agarose 3%. Portanto, a deteccdo de duas bandas (309 e 272 pb) foi considerada
suficiente para a genotipagem dos individuos. A frequéncia do gendtipo CC foi a mais
elevada, encontrada em 79,49% dos animais, enquanto o gendtipo TT (272 e 37 pb) ndo
foi detectado.

Quanto ao gene LepR (Figura 1C), apds a digestdo com a enzima Hinfl, ndo foram
identificados polimorfismos no gendtipo do rebanho analisado, sendo encontrado
exclusivamente o gendtipo CC, caracterizado por um fragmento de 103 pb.

Osresultados demonstraram diferenca significativa entre os genétipos MM e MN
em relagdo ao ganho de peso do desmame ao abate (GPDA) (Tabela 3), com valores de
5,21 kg para o gen6tipo MM e 8,63 kg para o gendtipo MN. Esta observacdo indica
influéncia direta do genotipo da calpastatina sobre o0 ganho de peso na fase de terminacédo
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dos cordeiros. Bayram etal. (2019) observaram aauséncia de associacfes entre esse gene
e 0 peso em diferentes estagios do desenvolvimento dos ovinos. Essa descoberta sublinha
a presenca de variabilidade genética para o gene CAST e sua influéncia sobre as
caracteristicas de desempenho, reforcando a necessidade de abordagens especificas para
cada gene em analise.

Ao comparar 0s genétipos MM e MN (Tabela 4), observou-se que ndo houve
diferencas em relacdo as caracteristicas de carcaca avaliadas, sugerindo que o gendtipo
da calpastatina ndo exerceu influéncia sobre as caracteristicas de carcaca dos cordeiros
avaliados. Os resultados de peso de carcaca quente, peso de carcaca fria e rendimento de
carcaca quente obtidos para ambos 0s genotipos foram superiores aos relatados por
Nikolayevna et al. (2022), avaliando varias racas de ovinos, assim como no presente,
também ndo observou influéncias do genétipo nessas caracteristicas, reforcando a
importancia de considerar a variabilidade entre racas de ovinos ao avaliar a influéncia de
marcadores genéticos sobre as caracteristicas de carcaca.

Ao analisar a raca Awassi Bayraktar & Shoshin (2022) identificaram diferencas
no peso corporal e nas medidas morfométricas entre os gendtipos MM e MN. Animais
com gendtipo MM apresentaram maior peso ao abate, enquanto 0s com genétipo MN
exibiram maior comprimento corporal e profundidade de peito. Estes resultados, embora
ndo se alinhem completamente com os deste estudo, ressaltam a complexidade das
interacdes genéticas e as variacdes que podem ocorrer entre ragas. Jawasreh et al. (2017,
2019) observaram maior peso ao abate em animais com o genotipo MN e encontraram
valores menores para 0 peso de carcaca quente e peso de carcaca fria. 1sso destaca a
necessidade de considerar uma variedade de fatores e contextos ao interpretar 0s
resultados de estudos genéticos em ovinos. Os resultados encontrados por Kolosov et al.
(2021) corroboram com os achados do presente estudo, ao identificar maiores valores de
peso ao abate, PCQ e PCF nos animais com genotipo MN, reforcando a influéncia do
gendtipo da calpastatina sobre as caracteristicas de carcaca em ovinos. Sumantri et al.
(2014) encontram que carneiros com o genotipo MN apresentaram maior ganho de peso
quando comparado aos que apresentaram o gendtipo NN.

Em relagdo ao pH (Tabela 5), foi observado que cordeiros com genétipo MM
apresentaram valor médio de 5,68, dentro do intervalo considerado adequado para a carne
ovina, indicando um processo de abate e manipulagdo adequados, que preservaram a
estabilidade 4cido-base da carne (Martnez-Cerezo et al., 2005) para ambos 0s genotipos.

Para as demais caracteristicas ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s
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gendtipos. No que se refere a forca de cisalhamento (FC) o valor médio foi de 5,21 kgF.
Embora ndo tenha sido observada uma diferenca estatisticamente significativa, ¢
mmportante notar que esses valores sao relativamente altos, indicando uma textura menos
macia na carne.

Comparando os resultados com o estudo de Jawasreh et al. (2017), observam-se
algumas divergéncias. Enquanto o estudo atual ndo encontrou diferencas significativas
nas perdas por cocgdo e na FC entre os genotipos MM e MN, o estudo anterior observou
diferengas estatisticamente significativas nessas caracteristicas. FEssas discrepancias
podem ser atribuidas a diferentes fatores, incluindo variagdes nas condicdes de criagdo
dos animais ¢ nas técnicas de avaliagio. Martinez-Cerezo et al. (2005) observaram que
fatores como raca, peso de abate e tempo de envelhecimento exercem influéncia
significativa nas caracteristicas fisico-quimicas da carne de cordeiro. As perdas por
cozimento de amostras de carne sdo afetadas por fatores como temperatura de cozimento,
pH, estado de contracdo miofibrilar e comprimento da fibra muscular cortada (Bouton et
al, 1976). Em relacdo a Forca de Cisalhamento (FC) os resultados demonstram uma
média de 5163,7 kg/g para a carne dos cordeiros avaliados, o que aponta para uma textura
satisfatoria e aceitabilidade dos consumidores (Aalhus et al., 2004), estando na média
encontrada em ovinos do mesmo grupo genético avaliados anteriormente (Rodrigues et
al., 2022; Baerley et al, 2023; Bonin etal., 2023).

Observou-se presenca de suave grau de marmorizacdo em ambos 0S genotipos
avaliados (Figura 2). A avaliacdo do acabamento demonstrou que tanto os cordeiros com
gendtipo MM quanto MN apresentaram alta incidéncia de individuos classificados com
niveis de acabamento 1 (36% vs. 43%) e 2 (52% vs. 57,14%). Apenas 12% dos animais
com genotipo MM foram classificados com nivel de acabamento 3. Em ambos o0s
genotipos foi observado maior ndmero de cordeiros com conformacdo retilinea, sendo
considerada uma carcaca com desenvolvimento muscular intermediario (Gois et al.,
2019).

A analise do polimorfismo do gene DGAT-1 demonstrou diferenca significativa
entre os diferentes gen6tipos observados, totalizando 890 gramas, nos cordeiros que
apresentavam a heterozigose desse gene. No entanto, é importante destacar que ndo foram
identificadas diferencas significativas com as demais caracteristicas de desempenho
avaliadas, conforme observado na tabela 6.

Este resultado esta de acordo com Bayram etal. (2019), que também identificaram

que cordeiros com o genotipo CT apresentaram maior peso ao nascimento, quando
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comparados com aqueles que possuiam o genotipo CC. Martin e MacLarnon (1985)
avaliaram as correlagdes entre o tamanho neonatal, o periodo de gestacdo e o tamanho
materno em mamiferos. Os resultados demonstraram associacdo positiva entre 0 peso ao
nascer e os parametros placentarios, o que sugere uma possivel conexdo entre 0 peso ao
nascer e o desenvolvimento fetal. Este achado é significativo, pois demonstra o gene
DGAT-1 como candidato na determinacdo do desenvolvimento fetal e do peso ao nascer
em cordeiros. No entanto, € importante observar que ndo foram encontradas diferencas
com outras caracteristicas de desempenho, destacando assim a complexidade da heranga
genética desses tracos. Isso enfatiza a necessidade de estudos adicionais para uma
compreensdo abrangente dos efeitos desse gene sobre o desempenho dos cordeiros.

Observou-se diferenca na espessura da gordura subcutanea (EGS) entre o0s
gendtipos CCe CT, com valores de 1,14mm vs 0,73mm, respectivamente (Tabela 7). Os
cordeiros com genotipo CC apresentaram EGS significativamente maior em comparacao
com aqueles com gendtipo CT, com diferenga de 0,41 milimetros. Estes resultados
corroboram com os achados obtidos por Muhammadi etal. (2013), que avaliaram diversas
racas de ovelhas e também identificaram diferencas entre os genétipos CCe CT do gene
DGAT-1 e um aumento na espessura da gordura subcutanea. Isso sugere que o gene
DGAT-1 é importante na regulacdo da deposicdo de gordura subcutdnea em ovinos.

Embora neste estudo ndo tenha sido observada diferencas significativas para os
gendtipos do gene DGAT-1 para o peso de carcaga quente (PCQ), é importante observar
Que pesquisas anteriores, como as realizadas por Mohammadi et al. (2013) e Noshahr &
Rafat (2013), foram observadas diferencas. Esses estudos anteriores relataram que a
presenca do alelo C deste gene estava relacionada ao aumento no PCQ dos animais. Essa
aparente contradicdo entre os resultados destaca a complexidade das interacGes genéticas
que afetam as caracteristicas de carcaca e a qualidade dacarne em ovinos. E possivel que
outros fatores genéticos, ambientais ou de manejo também estejam influenciando essas
caracteristicas, e mais pesquisas Sa0 necessarias para compreender completamente o
papel do gene DGAT-1 na determinacdo desses tragos.

N&o foram observadas diferencas entre os genétipos CC e CT para as
caracteristicas de qualidade de carne associadas ao gene DGAT-1 (Tabela 8). Aspectos
fisicos como cor, capacidade de retencdo de &gua e perdas no cozimento dependem
diretamente do pH final da carne, como o pH no presente estudo estava conforme o
esperado para espéecie, ndo foram observadas maiores alteracdes em tais carateristicas da

carne, e os valores encontrados com o presente estudo indicam carne com tonalidade mais
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clara (L*), coloracdo entre o vermelho e o amarelo (a*) e leve presenca de pigmentos
amarelos (b*), caracteristicas tipicas de carnes frescas e bem preservadas. Ja para a
gordura, os resultados demonstram valores médios de L*, a* e b* de 69,8, 3,9 e 8,4,
respectivamente. Estes valores indicam que a gordura apresenta tonalidade mais clara
(L*), coloracédo entre o amarelo e o verde (a*) e presenca de pigmentos amarelos (b*),
caracteristicas que estdo de acordo com a composicao lipidica esperada paraa carne ovina
(Lima Junior et al., 2016).

Xu et al. (2009) observaram uma correlacdo notavel entre o gendtipo TT do gene
DGAT-1 e a maciez da carne, demonstrando que animais com esse gendtipo tendem a
apresentar carnes mais macias em compara¢do com outros genotipos. Essa constatacdo
destaca a influéncia potencial desse gene na qualidade da carne, 0 que pode ter
implicacbes significativas para a indGstria. Além disso, Muhammadi et al. (2013)
reforcaram a importancia do gene DGAT-1 na qualidade da carne. A associacdo
identificada entre o gene e a capacidade de retencéo de agua da carne sugere que variacdes
no gendtipo podem afetar a capacidade da carne de manter a umidade. Isso, por sua vez,
pode influenciar asuculéncia e atextura dacarne, caracteristicas cruciais para a satisfacdo
do consumidor. Portanto, embora o0s resultados do presente estudo ndo tenham
demonstrado diferencas estatistica, € essencial considerar as conclusdes de estudos
anteriores. O gene DGAT-1 demonstra ter um impacto substancial na qualidade da carne
de ovinos, e seu entendimento pode levar a avangos significativos na producédo e selecao
de animais para a industria de carne.

Observou-se a presenca de grau suave de marmorizacdo em ambos 0s gendtipos
avaliados (Figura 3). Tanto os cordeiros com genétipo CC, quanto CT apresentaram
diferencas no grau acabamento, para o grau de acabamento 1 observou-se (32,26% vs.
25%, respectivamente) e 2 (58,06% vs. 75%, respectivamente). Apenas 9,68% dos
animais com gendtipo CC foram classificados com nivel de acabamento 3. O acabamento,
que se relaciona com a deposicdo de gordura subcuténea, é um indicador fundamental da
qualidade da carne e valor econdémico do animal (Gomes et al., 2021). Em ovinos, €
comum encontrar um acabamento mediano (pontuacdo 3) (Costa etal., 2010). No entanto,
neste estudo, apenas 10% dos animais se enquadraram nessa categoria, 0 que pode ser
atribuido a menor deposicédo de gordura intramuscular observada nos animais portadores

do genotipo CT, associado a menor deposicdo de gordura subcutanea.
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CONCLUSAO

Foram encontradas diferencas entre os gendtipos MM e MN do gene CAST,
o0s cordeiros mesticos Texel que apresentaram 0 gendtipo MN apresentaram maior
ganho de peso do desmame ao abate. Em relacdo ao gene DGAT-1, os cordeiros com
gendtipo CC apresentaram maior peso ao nascimento, enquanto 0s que apresentaram
0 gendtipo CT, maior espessura de gordura subcutdnea. Por outro lado, o gene LepR
ndo apresentou polimorfismos, sugerindo uma homogeneidade genética na populagao
estudada e podendo haver maiores investigagdes com o intuito de encontrar tal

variedade genética.
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Tabela 1 — Metodologia para amplificacdo por meio da PCR (Polimerase Chain Reaction) e digestdo de amostras obtidas a partir do tecido muscular de ovinos mestigos Texel

Pré Desnatuagédo Extensdo
Gene Primer ) Anelamento  Extencéo . pb Enzima  Digestdo
Desnatuagdo (35 ciclos) Final
CAST 5’-TGG GGC CCA ATG ACG CCA TCG ATG-3’ 95°C 95°C 59°C 72° 72°C 622 Mspl 36° C
5’-GGT GGA GCA GCA CTT CTG ATC ACC -3’ 3 min 1 min 1 min 2 min 7 Min pb 24 h
5- GCA TGT TCC GCC CTC TGG - % 95° C 58°C 58 °C 72 °C 72 °C 309 36° C
DGAT 5- GGA GTC CAA CACCCC TGA G -3 4 min 30s 30s 30s 10 min pb Al 24 h
5- ACC ACA CCT TCC GTT CTCA G -3 95°C 95 °C 95 °C 72°C1 72 °C 164 ) 36° C
LePR 5- GGG ACA ACACTC TTG ACT C-3 3 min 1 min 1 min min 7 min pb Hinfl 24 h




a7

Tabela 2 - Frequéncia alélica de cordeiros mesticos Texel associados ao gene da Calpastatina

(CAST), Diacilglicerol O-aciltransferase 1 (DGAT-1) e Receptor da leptina (LepR)

Gene Genotipo Frequéncia (%)
MM 75,76
CAST MN 21,21
NN 3,03
CcC 79,49
DGAT-1 CT 20,51
TT -
LepR CC 100
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Tabela 3 - Desempenho em crescimento de cordeiros mesticos Texel associados aos gen6tipos MM e MN para o gene CAST

MM MN
(n=25) (n=7)
Minimo Maximo p-valor CV (%)
PN (kg) 4,31 4,44 2,64 7,08 0,9735 24,39
P30 dias (kg) 14,29 14,70 9,33 19,84 0,8731 19,77
P60 dias (kg) 23,58 2357 15,06 29,82 0,7858 17,37
P90 dias (kg) 30,95 30,43 19,18 40,30 0,8341 16,01
GPND (kg) 22,26 26,18 15,20 34,09 0,8160 17,22
GPDA (kg) 521b 8,63a -0,220 16,82 0,0444 67,79
GPT (kg) 31,85 34,58 24,39 41,13 0,1469 14,65
GMD (kg) 0,362 0,370 0,262 0,461 0,9626 14,89

PN = pesoao nascimento; P30 dias = peso aos 30 dias; P60 dias = Peso aos 60 dias; P90 dias = peso aos 90 dias; GPND = ganho de peso do nascimento ao desmame; GPDA = ganhode
peso do desmame ao abate; GPT = ganho de peso total; GMD = ganho médio diério; Letras minUsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05)



Tabela 4 - Caracteristicas da carcaga de cordeiros mesticos Texel associados aos gen6tipos MM e MN para o gene da CAST

MM MN
(n=25) n="7)
Minimo Maximo p-valor CV (%)

Peso ao abate 36,18 39,07 27,30 46,30 0,1760 13,83
EGS (mm) 1,09 1,13 0,42 2,14 0,9521 43,66
PCQ (kg) 16,81 17,91 11,20 22,20 0,1716 17,61
RCQ (%) 46,40 45,22 38,30 68,15 0,7571 11,49
PCF (kg) 16,50 17,27 11,20 21,50 0,2436 15,83
RCF (%) 45,83 43,59 31,50 65,29 0,7994 11,95

EGS =espessura de gordura subcutanea; PCQ = peso da carcaca quente; RCQ = rendimento da carcaga quente; PCF = peso da carcaca fria; RCF = rendimento
da carcaca fria
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Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas dacarne de cordeiros mesticos Texel associados aos genétipos MM e MN para

0 gene da CAST

MM MN
(n=25) m=7)
Minimo Méximo p-valor CV (%)
pH 5,66 5,76 5,29 6,05 0,2291 332
Cor L* Musculo 36,01 37,22 30,79 41,46 0,7518 7,04
Cor a* Musculo 18,34 17,77 14,77 21,09 0,7218 8,65
Cor b* Musculo 6,98 6,61 4,35 9,48 0,7392 18,86
Cor L* Gordura 70,77 68,85 50,65 79,59 0,7132 8,22
Cor a* Gordura 3,62 4,24 0,34 6,23 0,8465 44.47
Cor b* Gordura 8,27 8,00 2,69 12,36 0,7647 29,64
For¢a de Cisalhamento (kg) 5,18 5,30 2,59 10,75 0,7188 37,27
Perdas por cocgdo (%) 33,18 31,61 20,99 40,18 0,8080 15,21
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Tabela 6 - Desempenho de cordeiros mesticos Texel associados aos genotipos CCe CT para o0 gene DGAT-1

CcC CT
(n=31) (n=29)
Minimo Méximo p-valor CV (%)
PN (kg) 4,03b 4,92a 2,64 7,08 0,0183 22,90
P30 dias (kg) 14,00 14,84 8,16 19,84 0,5263 20,31
P60 dias (kg) 2341 23,70 15,06 29,94 0,5372 23,67
P90 dias (kg) 30,53 32,38 19,18 40,30 0,6380 16,17
GPND (kg) 22,26 27,46 15,20 34,10 0,6084 17,15
GPDA (kg) 6,06 6,60 1,00 17,54 0,7423 65,49
GPT (kg) 32,56 34,06 24,39 41,13 0,5753 14,01
GMD (kg) 0,375 0,388 0,262 0,489 0,5782 14,42

PN =pesoao nascimento; P30 dias = pesoaos 30 dias; P60 dias = Peso aos 60 dias; P90 dias = pesoaos 90 dias; GPND = ganho de peso do nascimento ao desmame; GPDA = ganhode
peso do desmame ao abate; GPT = ganho de peso total; GMD = ganho médio diario; Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05)
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Tabela 7 - Caracteristicas da carcaga de cordeiros mesticos Texel associados aos gendtipos CCe CT para 0 gene DGAT-1

cC CT
(n=31) (n=8)
Minimo Méaximo p-valor CV (%)
Peso ao abate 36,61 38,98 27,30 46,30 0,2357 13,47
EGS (mm) 1,14a 0,73b 0,42 2,07 0,0117 40,58
PCQ (kg) 16,61 17,40 11,20 22,20 0,5042 16,96
RCQ (%) 45,34 44,60 36,06 68,15 0,7105 10,97
PCF (kg) 16,52 16,58 11,20 21,50 0,9569 15,81
RCF (%) 4517 43,07 31,50 65,29 0,6740 11,84

EGS =espessurade gordura subcutanea; PCQ = peso da carcaca quente; RCQ = rendimento da carcaga quente; PCF = peso da carcaca fria; RCF = rendimento da carcaca fria; Letras
mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Tabela 8 - Caracteristicas fisico-quimicas da carne de cordeiros mesticos Texel associados aos genétipos

CC e CT para o gene DGAT-1

CC CT
(n=31) (n=28)
Minimo  Maximo p-valor CV (%)
pH 5,57 5,59 5,10 6,20 0,7921 4,26
Cor L* Musculo 36,39 36,95 28,61 41,46 0,6288 7,69
Cor a* Musculo 18,69 18,58 15,50 21,09 0,8276 6,77
Cor b* Musculo 7,22 7,00 4,35 9,81 0,6782 17,14
Cor L* Gordura 71,12 70,31 61,47 77,47 0,6211 5,57
Cor a* Gordura 3,63 4,10 0,34 7,93 0,5176 48,22
Cor b* Gordura 8,21 8,83 2,69 12,36 0,5072 27,13
For¢a de Cisalhamento (kg) 4,85 4,98 2,48 10,08 0,8529 36,87
Perdas por cocgao (%) 32,84 33,24 21,77 40,18 0,9844 13,78
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Figura 1 - Polimorfismos apds a digestdo enzimatica. 1A - Padrdo de amplificacdo CAST-Mspl em
eletroforese em gel de agarose a 2% (Marcador: 100 pb); 1B - Padrdo de amplificacio DGAT1-Alul em
eletroforese em gel de agarose a 3% (Marcador: 100 pb); 1C - Padrdo de amplificacdo LepR-Hinfl em

eletroforese em gel de agarose a 2% (Marcador: 100 pb)
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Figura 2 - Qualidade da carcaca de cordeiros mesticos Texel associadas aos gendtipos MM e MN para o gene da CAST.
Marmoreio (SI° = Slight, SM° = Small); Acabamento (1 = Ausente; 2- = Escassamenos; 2+ = Escassamais; 3- = Mediana
menos); Conformagdo (Conv = Convexa; SConv = Sub Convexa; Ret = Retilinea; SRet = Sub Retilinea; Conc = Concava;
SConc = Sub Concava)
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Figura 3 - Qualidade da carcaca de cordeiros mesticos Texel associadas aos gen6tipos CC e CT para o gene DGAT-1.
Marmoreio (SI° = Slight, SM° = Small); Acabamento (1 = Ausente; 2- = Escassa menos; 2+ = Escassa mais; 3- = Mediana
menos); Conformacdo (Conv = Convexa; SConv = Sub Convexa; Ret = Retilinea; SRet = Sub Retilinea; Conc = Concava,;
SConc = Sub Concava
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