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RESUMO GERAL 

 

Objetivou-se com este trabalho, avaliar o polimorfismo por análise de 

mutações simples (SNP) de sete genes relacionados ao desenvolvimento 

muscular, à maciez e ao perfil lipídico da carne ovina (Calpastatina - CAST, 

Miostatina - GDF8, Estearol CoA Dessaturase – SCD, Domínio da Tioesterase –
TE, Ácido Graxo Sintase – FASN e Diacilglicerol Aciltransferase -DGAT 1 e 

2). Para o experimento, foram utilizados um total de 84 ovinos machos, 

constituídos em seis grupos genéticos, sendo estes derivados do cruzamento 
entre as raças: Santa Inês x Santa Inês, Santa Inês x Black Dorper, Santa Inês x 

White Dorper, Santa Inês x Texel, Santa Inês x Lacaune e Santa Inês x East 

Friesian. O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), com 6 (seis) 
tratamentos correspondendo aos cruzamentos com aproximadamente 14 

(quatorze) repetições, onde cada animal foi considerado uma repetição. Em 

busca dos polimorfismos, foram realizadas análises baseadas na técnica PCR-

SSCP, que revelou diferentes padrões de leituras no gel de poliacrilamida. Os 
polimorfismos foram identificados a partir do sequenciamento das amostras com 

o auxílio do software livre Sequence Scanner Software (Applied Biosystems). A 

técnica de SSCP detectou um padrão único de banda nos genes DGAT-1 e SCD; 
dois padrões de bandas no gene FASN, três padrões nos genes GDF-8 e TE e 

quatro padrões nos genes CAST e DGAT-2. No gene CAST foram identificados 

quatro genótipos (AA, AB, BB e BC) e o sequenciamento identificou dois 

polimorfismos (c.227A>G; c.383A>G) que resultaram na troca do ácido 
glutâmico por glicina e treonina por alanina respectivamente. Já, para o gene 

GDF-8 foram observados três genótipos (DD, DE e FF) e o sequenciamento 

evidenciou a presença de 4 polimorfismos, nos quais não resultaram trocas de 
aminoácidos. No gene DGAT-2 foram identificados quatro genótipos (MO, MP, 

NP e MQ) e o sequenciamento, resultou na presença dois polimorfismos 

(c.229T>C; c.255T>C) que resultaram na troca da fenilalanina por leucina. No 
gene FASN, foram identificados dois genótipos (RS e RR). No gene TE, foram 

identificados três genótipos (TV, TT e UV) e o sequenciamento resultou na 

presença de 4 polimorfismos. Os genes DGAT-1 e SCD não relevaram, neste 

estudo, a presença de polimorfismo. Os resultados obtidos indicaram que o gene 
CAST, o gene GDF8 e o DGAT-2 apresentaram polimorfismos com mudanças 

na sequência de aminoácidos, podendo ou não resultar mudança na conformação 

final da proteína. Já, os genes DGAT-1 e SCD não apresentaram padrões 
diferenciados e nem SNPs e o gene FASN apresentou apenas padrões de bandas 

diferentes, mas sem SNPs. 

 
Palavras-chave: Polimorfismo. PCR-SSCP. Maciez da carne. Deposição de 

gordura. 



GENERAL ABSTRACT 
 
In this study, we sought to evaluate the polymorphism by means of 

analysis of point mutations (SNP) of seven genes related to muscle development 

to softness and lipid profile of sheep meat (calpastatin - CAST, myostatin - 
GDF8, Stearoyl CoA desaturase - SCD, field of thioesterase - TE, Fatty Acid 

Synthase - FASN and Diacylglycerol Acyltransferase - DGAT 1 and 2). We 

used 84 male sheep grouped in six genetic clusters obtained from a cross 

between the following races: Santa Ines × Santa Ines, Santa Inês × Dorper 
Black, White Dorper × Santa Inês, Santa Inês × Texel, Santa Inês × Lacaune, 

and Santa Inês × East Friesian. The experiment was established in completely 

randomized design (CRD) with six treatments corresponding to crossings with 
about 14 repetitions, each consisting of an animal. Analyzes were carried out 

seeking for polymorphisms, using the PCR-SSCP technique that showed results 

with different patterns in polyacrylamide gel. The sequencing of samples with 

the help of free software Sequence Scanner Software (Applied Biosystems) was 
used to identify polymorphisms. The SSCP technique detected a single standard 

band in DGAT-1 and SCD genes; two banding patterns in FASN gene in three 

patterns GDF-8 genes and TE four patterns in the CAST gene and DGAT-2. The 
CAST gene were identified four genotypes (AA, AB, BB and BC) and 

sequencing identified two polymorphisms (c.227A> G; c.383A> G) which 

resulted in the exchange of glutamic acid for glycine and threonine to alanine 
respectively. Since, for the GDF-8 gene were observed genotypes (DD, DE, FF) 

and sequencing revealed the presence of polymorphisms 4, which resulted in no 

exchange of amino acids. In DGAT-2 gene were identified four genotypes (MO, 

MP, NP and MQ) and sequencing resulted in the presence of two 
polymorphisms (c.229T> C; c.255T> C) which resulted in the exchange of 

phenylalanine to leucine. In FASN gene, they identified two genotypes (RS and 

RR). In the TE gene were identified three clones (TV, TT and UV) and 
sequencing resulted in the presence of 4 polymorphisms. The DGAT-1 and SCD 

genes do not relevaram this study, the presence of polymorphism. The results 

indicated that the CAST gene GDF8 gene and DGAT-2 polymorphisms showed 
changes in amino acid sequence and may or may not result in change in the final 

conformation of the protein. Already, DGAT-1 and SCD genes did not show 

different patterns and even SNPs and FASN gene showed only patterns of 

different bands, but no SNPs. 
 

Key-words: Polymorphism. PCR-SSCP. meat tenderness. Fat deposition. 
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CAPÍTULO 1 Introdução Geral 

1 INTRODUÇÃO  

Os programas de melhoramento genético visam ao aumento da 

produção, por meio da busca de animais com melhores aptidões zootécnicas. 

Entretanto, a identificação de fatores que contribuam para melhorar a qualidade 

da carne no produto final, é uma forma de incrementar a produtividade e tornar o 

parâmetro decisório no processo de seleção genética. Os atributos de qualidade 

de carne ou características físico-químicas apresentam variações que estão 

associadas a vários fatores, dentre eles, destaca-se o fator genético em função 

dos diferentes potenciais de crescimento, maturidade e precocidade de cada raça 

ou linhagem (BRESSAN et al., 2001). 

O uso das técnicas de biologia molecular com o uso de marcadores 

aplicados ao processo de seleção genética para carnes com melhores 

características nutricionais e sensoriais, constitui uma ferramenta a ser 

implementada cada dia mais nos programas de melhoramento genético. Existe 

uma grande possibilidade de associação entre os conhecimentos das áreas de 

genética quantitativa, com suas estimativas de valores genéticos e de genética 

molecular, com a identificação de marcadores moleculares e polimorfismo de 

genes em animais de produção. Os trabalhos sobre a qualidade de carne 

associados a marcadores moleculares estão sendo cada vez mais discutidos 

(LAGONIGRO et al., 2003; PAGE et al., 2002; SCHENKEL et al., 2005; 

WHITE et al., 2005).  

Os estudos com as principais raças de ovinos no Brasil ainda são 

reduzidos, havendo necessidade de iniciar a realização dessas pesquisas, para 

subsidiar os programas de seleção genética, buscando a obtenção de animais 

para a produção de carnes com os aspectos desejáveis. Consequentemente, esta 
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será uma ferramenta na ovinocultura de corte para adaptar-se às novas demandas 

do mercado consumidor, buscando oferecer produtos de melhor qualidade e a 

menores custos. 

Dentro desse contexto, objetvou-se, neste trabalho realizar a prospecção 

e a caracterização de polimorfismo de nucleotídeo simples (SNPs) de genes 

relacionados à qualidade de carne ovina em diferentes grupos genéticos.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Ovinocultura 

A ovinocultura é uma atividade milenar, executada, praticamente, em 

todos os países do mundo e que alcançou, na Austrália, Nova Zelândia, África 

do Sul, Uruguai, Argentina e Sul do Brasil, uma elevada importância econômica. 

Em alguns países pobres e áridos, tem uma importância social muito grande, 

sendo imprescindível para a sobrevivência do homem das regiões secas 

(MENDES, 2000). 

Pertencentes à espécie Ovis Aries (ovinos domésticos), gênero Ovis, 

Subfamília Ovinae e Ordem Ungulata; os ovinos foram domesticados pelo 

homem primitivo, no período neolítico, mais ou menos 5000 a.C., 

proporcionando-lhe alimento em forma de carne e leite e proteção, por meio da 

lã e da pele (BELLUZO; KANETO; FERREIRA, 2001).  

Sua disseminação pelo globo deveu-se ao atendimento das populações 

de diversas regiões nas suas variadas necessidades, juntamente com a influência 

dos fatores ambientais e de manejo que atuaram decisivamente na determinação 

do tipo (morfologia e aptidão). Além da facilidade de domesticação e/ou 

transporte desses animais, aliados à facilidade de adaptação a locais impróprios a 

outras espécies (BORGES; GONÇALVES, 2002). Atualmente, existem mais de 

800 raças de ovinos domésticos espalhadas pelo mundo, das quais a maior 

concentração encontra-se na Ásia, África e Oceania (BELLUZO; KANETO; 

FERREIRA, 2001; ZEN; SANTOS; MONTEIRO, 2014). 

Conforme dados da Food and Agriculture Organization of the United 

Nations - FAO (2014), dentro do contexto mundial, a Austrália e a Nova 

Zelândia permanecem como os maiores exportadores de carne ovina. Tendo o 
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primeiro país maior crescimento que o segundo, em razão do aumento da classe 

média dos países asiáticos como a China e do Oriente Médio. 

No Brasil, a criação de ovinos, teve início durante o período de 

colonização e esteve diretamente relacionada à influência portuguesa e 

espanhola. Voltados à produção de carne e de lã, os rebanhos de ovinos se 

concentraram, principalmente no Nordeste e Sul do país (ZEN; SANTOS; 

MONTEIRO, 2014). 

O rebanho ovino brasileiro, no ano de 2012, estava em torno de 16,5 

milhões de cabeças, com maior número na região do Nordeste, essa com, 

aproximadamente 9 milhões de cabeças (91% do total da produção) (KITS; 

SANTOS; DRUM, 2014). O país é o 24º produtor mundial, entre os fatores 

responsáveis por esse crescimento destacam-se a melhoria de pastagens, a 

alimentação e os investimentos na genética dos rebanhos (MARTINS; 

MARCHETTI; GARCIA, 2015). 

2.1.1 Aspectos gerais de produção e consumo de carne ovina no Brasil  

O consumo de carne ovina pelos brasileiros ainda é reduzido quando 

comparado ao de outras espécies (bovina, suína, aves). Atualmente, observa-se 

um aumento do consumo nos grandes centros, principalmente na região Sudeste 

(VIEIRA et al., 2010). Embora ainda não tenha se tornado um hábito nas 

refeições de grande parte das famílias brasileiras, o produto está ganhando 

espaço em restaurantes e churrascarias, portanto é considerada uma atividade de 

crescimento promissor (KITS; SANTOS; DRUM, 2014). 

O consumo brasileiro de carne ovina situa-se em cerca de 400 

gramas/ano por pessoa e, assim requer importação do produto, uma vez que a 

produção brasileira de ovinos ainda não abastece o mercado doméstico com 

eficiência e qualidade (KITS; SANTOS; DRUM, 2014). Um dos maiores 
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problemas está relacionado à falta de uma oferta constante, o que resultou em 

2013, por exemplo, na importação de aproximadamente nove mil toneladas de 

carne proveniente do Uruguai, que consegue oferecer um produto com qualidade 

e preços competitivos em relação ao brasileiro (ZEN; SANTOS; MONTEIRO, 

2014). 

As cadeias produtivas e a comercial estão sendo organizadas para 

atender cada vez melhor ao mercado e oferecer um produto de qualidade, 

principalmente em relação a características físico-químicas e sensoriais da carne 

(ESTEVES et al., 2010). A aceitação da carne ovina pelo consumidor, além do 

grupo genético, é influenciada por outros fatores como: o tipo de alimentação, a 

idade ao abate, condições de armazenamento da carcaça fria e da carne após a 

desossa, entre outros (VIEIRA et al., 2010).  

Diante disso, associação de ténicas de melhoramento genético com 

marcadores moleculares é uma das práticas mais recomendáveis para se 

conseguir carnes de melhor qualidade, uma vez que, as avaliações de qualidade 

de carne em geral são realizadas no post mortem (BORGES, 2013). 

2.1.2  Principais raças de ovinos no Brasil 

No Brasil, o principal objetivo da ovinocultura está relacionado à 

obtenção de animal para a produção de carne. No país, com a crise da lã na 

década de 80, alguns produtores desfizeram-se dos rebanhos laneiros e outros 

priorizaram as raças de dupla aptidão ou voltaram para as raças de produção de 

carne, importando reprodutores específicos para carnel, o que proporcionou uma 

maior produção de carne ovina no Brasil (ÁVILA et al., 2013; NOCCHI, 2001; 

SILVEIRA, 2001). 

A raça Santa Inês foi desenvolvida no nordeste brasileiro, resultante do 

cruzamento intercorrente das raças Bergamacia, Morada Nova, Somalis e outros 



22 

ovinos sem raça definida (SRD), sendo os animais caracterizados por serem 

deslanados, com pelos curtos e sedosos. São animais de maior porte, que 

alcançam 40 Kg de peso vivo aos seis meses; o peso corporal médio é de 80 Kg 

para os machos e 60 Kg para as fêmeas. Os animais dessa raça apresentam altos 

índices de crescimento em relação aos demais ovinos deslanados, como a 

Morada Nova (SILVA SOBRINHO, 1993). Segundo Corradello (1988), a raça 

destaca-se pelas características desejáveis para a produção de carne, pois 

apresenta precocidade, alto rendimento de carcaça e rusticidade. Essa se adapta a 

qualquer sistema de criação nas mais diversas regiões do país (BELLUZO; 

KANETO; FERREIRA, 2001).  

Outra raça que tem apresentado grande destaque é a Dorper. Esses 

animais são o resultado do cruzamento entre as raças formadoras Dorset Horn e 

Persian, sendo criadas com o único propósito de produzir carne o mais 

eficientemente possível, sob variadas e mesmo desfavoráveis condições 

ambientais. Também é uma raça que apresenta excelente aptidão para a 

produção de carne, para a qual utilizam os reprodutores em cruzamentos para 

melhorar os índices de produção (AOSSOCIAÇÃO BRASILEIA DE 

CRIADORES DE OVINOS - ARCO, 2015). 

Por meio do cruzamento entre as raças Santa Inês e Dorper, é possível 

obter animais com maior deposição de músculo, melhor conformação e 

qualidade da carne de cordeiros (AMARAL et al., 2011).A raça White Dorper, 

inicialmente chamada de “Dorsian”, teve origem na seleção feita por alguns 

criadores, a partir de ovinos brancos obtidos do cruzamento entre o Dorset Horn 

x Blackhead Persian ou entre o Dorset Horn x Van Rooy. No Brasil, a utilização 

da raça White Dorper ainda é recente e com pouco estudo sobre sua capacidade 

de produção nas condições nacionais. 

De origem Holandesa, a raça Texel foi introduzida no Brasil, por volta 

de 1972. Sendo uma raça utilizada para a produção de carne (caracterizando-se 
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pela produção de carcaças de boa qualidade, com baixo teor de gordura) e lã 

(BELLUZO; KANETO; FERREIRA, 2001; BRANDÃO, 2002). Caracteriza-se, 

de forma geral, por ser uma raça rústica e sóbria, muito dócil e com grande 

desempenho em sistemas intensivos e semiintensivos. É considerada uma raça 

paterna (BORGE; GONÇALVES, 2002; OLIVEIRA et al., 2011) e os animais 

que apresentam lã branca são muito utilizados em cruzamentos industriais com 

matrizes laneiras ou mistas (SILVA SOBRINHO et al., 2008).  

Lacaune é uma raça bastante utilizada para a produção de leite e carne 

(OLIVEIRA et al., 2011), é de origem francesa e, seu nome deve-se aos montes 

Lacaune no Tarn. Tem como origem os diversos grupos ovinos que existiam nas 

províncias de L‟Aveyron, Tarn e limítrofes. Considerada de aptidão mista, é 

explorada para a produção de leite, com o qual se fabricam queijos e outros 

derivados, a carne proveniente de seus cordeiros é de alta qualidade (ARCO, 

2015). 

A raça East Friesian é originária do Oeste da República Federal da 

Alemanha, ao leste da região da Frísia e apresenta boa aptidão para a produção 

de leite (KUCHTIK et al., 2008), além de apreciável produção de carne e lã. 

Esses animais possuem excelente precocidade e velocidade de crescimento, 

apresentando alto potencial para uso em cruzamentos na obtenção de animais 

para a produção de carne e lã (ARCO, 2015). 

2.2 Qualidade de carne 

A carne é um produto resultante das contínuas transformações 

bioquímicas que ocorrem no músculo no post mortem do animal, sendo 

considerada um alimento de alto valor nutricional, desempenhando também uma 

função plástica, influenciando na formação de novos tecidos e na regulação de 

processos fisiológicos e orgânicos, além de contribuir com o fornecimento de 
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energia (COSTA et al., 2008; MONTE et al., 2007, 2012; PINHEIRO et al., 

2009). 

A qualidade pode ser analisada sob vários pontos de vista: nutricional, 

higiênico, da facilidade de utilização, da imagem pré-estabelecida, da 

apresentação e sensorial. A última, definida como as características percebidas 

pelos sentidos no momento da compra ou do consumo (SIQUEIRA et al., 2002). 

A qualidade da carne é resultante da combinação entre sabor, suculência, 

textura, maciez e aparência, constituintes que exercem influência na aceitação do 

produto pelo consumidor, cujo grau de satisfação depende de respostas 

psicológicas e sensoriais inerentes a cada indivíduo (COSTA et al., 2008). 

Os estudos relacionados à qualidade da carne tornam-se cada vez mais 

precisos, respaldando-se menos em julgamentos pessoais e mais em testes 

químicos e físicos. Dentre as características, destacam-se a qualidade química, 

baseada no estudo dos níveis de proteína, lipídios, colesterol e ácidos graxos; a 

física relacionada os parâmetros de pH, cor, perda de peso por cocção, 

capacidade de retenção de água e, a qualidade sensorial avalia o sabor, maciez, 

aroma, suculência entre outros (MONTE et al., 2012). Por outro lado, esses 

parâmetros de qualidade são interdependentes e devem ser analisados 

conjuntamente (MONTE et al., 2007; PINHEIRO et al., 2009). 

O pH é considerado um dos mais importantes parâmetros de qualidade 

da carne, pois pode interferir nas demais características (BONAGURIO et al., 

2003; PINHEIRO et al., 2009). Ao se respeitar as condições de bem-estar do 

animal ante mortem, o pH do músculo após a morte do animal diminui de 

aproximadamente 7,2 para 5,5 em decorrência da degradação das fontes de 

fosfocreatina, glicogênio e o ATP, em decorrência do efeito da sangria do 

animal, o que ocasiona a transformação em ácido láctico, causada pela ausência 

de oxigênio nas células, resultando em reações bioquímicas no post mortem e 
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gerando a conversão do músculo em carne (BONAGURIO et al., 2003; ROÇA; 

SERRANO, 1994). 

A cor desempenha importante papel na qualidade sensorial da carne e 

destaca-se como principal fator de apreciação no momento da compra. 

Normalmente, a coloração da carne é determinada pela concentração total de 

mioglobina (proteína envolvida nos processos de oxigenação do músculo) e 

pelas proporções relativas desse pigmento no tecido muscular, que pode ser 

encontrado na forma de mioglobina reduzida, com coloração púrpura, 

oximioglobina, de cor vermelho brilhante e metamioglobina, normalmente 

marrom (COSTA et al., 2011a; MONTE et al., 2012). 

A cor da carne é uma característica que o consumidor analisa no 

momento da compra, determinando, indiretamente, a vida de prateleira do 

produto. No entanto, preferência pela cor da carne pode também estar 

relacionada a questões culturalis, como na Espanha, em que o consumidor 

prefere carnes de coloração mais claras, sendo, portanto, de animais mais jovens. 

Enquanto em outros países da Europa, preferem-se carnes de animais mais 

velhos, portanto de coloração um pouco mais escura (COSTA et al., 2011b; 

MONTE et al., 2012; PINHEIRO et al., 2009) . 

No Brasil, há uma forte preferência para o consumo da carne de 

cordeiros jovens, que são mais macios e suculentos, menos escura e 

avermelhada e contêm menos gordura do que a dos animais mais velhos 

(DUTRA et al., 2013; PINHEIRO et al., 2009). 

A satisfação sensorial é a principal responsável pela manutenção de 

determinado produto no mercado e, dentre as características de qualidade de 

carne, a maciez é o fator mais importante na aceitação pelo consumidor 

(ALCALDE; NEGUERUELA, 2001). Contudo, a maciez e os demais atributos 

de qualidade apresentam variações que podem oscilar entre limites de aceitação 

da qualidade (SHACKELFORD et al., 1991), sendo essas diferenças 
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importantes, tanto entre raças como entre animais da mesma raça (MARSHALL, 

1999). A maciez da carne é, frequentemente, o atributo mais importante na 

satisfação geral do consumidor (SILVA SOBRINHO et al., 2005) e pode ser 

definida como a facilidade de mastigar a carne com sensações de penetração, 

corte e resistência à ruptura (PINHEIRO et al., 2009). 

O mercado potencialmente promissor para carne ovina no Brasil tem 

tido uma expansão significativa nos últimos tempos, entretanto, a qualidade do 

produto ainda é um fator que se interpõe como um grave problema (MONTE et 

al., 2012), devido à oferta de carcaças de animais com idade avançada e com 

péssimas características físico-químicas e organolépticas. Esses aspectos têm 

dificultado o estabelecimento do hábito de consumo, além de uma oferta baixa, 

irregular e deficiente na maneira de apresentação do produto (PÉREZ; 

CARVALHO, 2002). Esses fatores devem ser minimizados, pois o novo perfil 

dos consumidores está mais perceptível à qualidade, o que irá obrigar ao 

aprimoramento técnico e organizacional na atual cadeia produtiva (COSTA et 

al., 2011a, MONTE et al., 2012). A busca por alimentos mais saudáveis e a 

maior exigência em relação à qualidade dos produtos, faz com que o produtor 

tenha que se preocupar, cada vez mais, em oferecer ao mercado um produto de 

qualidade, com características mais desejáveis nutricionalmente e 

sensorialmente (COSTA et al., 2008; MADRUGA, et al., 2008; MONTE et al., 

2012; VIEIRA et al., 2010).  

Para que esse quadro possa se manter, o produtor tem que se preocupar 

cada vez mais em oferecer ao mercado um produto de qualidade, principalmente 

quanto às características físico-químicas e sensoriais da carne (MADRUGA, et 

al., 2008; MONTE et al., 2012; VIEIRA et al., 2010). 

Em um sistema de produção, para a obtenção de um produto de 

qualidade uniforme, é fundamental que os fatores que exercem influência sejam 

bem caracterizados. A nutrição, raça, manejo, peso de abate e o sexo dos ovinos 
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interferem nos parâmetros de qualidade da carne (PINHEIRO et al., 2009), 

sendo, portanto, fatores preponderantes na definição dos aspectos qualitativos da 

carne ovina (COSTA et al., 2008). 

Entre os outros fatores, o peso do animal é o que mais interfere 

diretamente como os aspectos qualitativos do produto final, porém está 

relacionado ainda com outras características como grau de gordura, conformação 

e idade de abate do animal. 

Para atender às exigências do mercado consumidor, o setor produtivo 

precisa conhecer os fatores que interferem nas características físicas e químicas 

da carne, pois estas determinam sua qualidade e aceitabilidade (MARTÍNEZ-

CEREZO et al., 2005). O valor comercial da carne está baseado no seu grau de 

aceitação pelos consumidores, o qual está diretamente correlacionado aos 

parâmetros de palatabilidade do produto. 

As características da carne que contribuem com aceitação são aquelas 

agradáveis aos olhos, nariz e paladar, dentre as quais sobressaem os aspectos 

organolépticos de sabor e de suculência (MADRUGA et al., 2005; MONTE et 

al., 2012). O grau de deposição de gordura é um fator que acarreta variação na 

aceitação da carne pelo consumidor; sendo, assim, deve-se levar em 

consideração o peso de abate dos animais de forma a coincidir com o ponto em 

que a gordura está na proporção desejável (COSTA et al., 2008).  

Altos teores de gordura depreciam o valor comercial das carcaças, 

contudo é necessário certo teor de tecido adiposo nestas, como determinantes 

das boas características sensoriais da carne e também para reduzir as perdas de 

água no resfriamento. Dessa forma, as carcaças de boa qualidade devem 

apresentar a elevada proporção de músculos, baixa proporção de ossos e 

quantidade adequada de gordura intramuscular para garantir a suculência e o 

sabor da carne (COSTA et al., 2008).  
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2.3 Polimorfismo genético 

As diferenças nas sequências de DNA entre indivíduos da mesma 

espécie são chamadas de polimorfismos. Esses são definidos como variantes 

genéticas que estão presentes na população em uma frequência maior que 1% 

(BASTOS, 2010; COSTA et al., 2007; HOLANDA, 2013; SCHAFER; 

HAWKINS, 1998). 

Diversas técnicas são usadas na detecção de polimorfismos, incluindo a 

análise de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição (RFLP), 

polimorfismo de DNA replicado ao acaso (RAPD), polimorfismo no 

comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), polimorfismo nucleotídeo 

simples (SNP), sequenciamento genético, entre outros (GAMA, 2002). 

2.3.1 Polimorfismos de nucleotídeo simples (SNPs) 

O polimorfismo de nucleotídeo simples (Single Nucleotide 

Polimorphism -SNP) é definido como polimorfismos resultantes da substituição 

de um nucleotídeo por outro, ou seja, é a alteração de uma única base. Essas 

alterações podem ser variações que ocorrem nas bases nitrogenadas (adenina, 

timina, citosina e guanina) em uma determinada sequência e podem diferir entre 

indivíduos da mesma espécie ou entre os cromossomos homólogos de um 

mesmo indivíduo (COSTA et al., 2007). Normalmente, os marcadores SNPs são 

bialélicos, ou seja, geralmente são encontrados apenas dois variantes em uma 

espécie (Ex: um alelo corresponde a um par de bases A/T e o outro a um G/C) 

(CARREIRO, 2012). Um polimorfismo de nucleotideo simples é denominado de 

individual, quando ocorre uma mutação dentro de uma sequência de DNA e de 

haplogrupo, quando ocorrem várias mutações em conjunto (LIMA, 2007). 
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 Estudos realizados com humanos e com espécies de interesse 

zootécnico, revelaram a presença de milhões de polimorfismos SNP no genoma 

de um indivíduo (LI et al., 2006). Portanto, além dos marcadores SNP serem 

abundantes, suas bases moleculares permitem que haja uma distribuição 

homogênea de SNPs pelo genoma. O que foi comprovado pelos primerios 

trabalhos com sequenciamento de fragmentos especificos de DNA, no qual foi 

detectado polimorfismo de nucleotídeo simples (CAETANO, 2009; ORITA et 

al., 1989 ). 

Os SNPs apresentam a desvantagem de serem localizados em sítios 

hipervariáveis, violando a característica de serem bialélicos. Os alelos são de 

grande importância, sendo resultados de pequenas variações ocorridas nos genes 

ao longo das gerações que se fixaram no genoma e resultaram em alterações 

primárias em nível de DNA e, consequentemente, alterações nas sequências das 

proteínas (OJOPI et al., 2004). 

Quando se compara os SNPs aos marcadores microssatélites, percebe-se 

que os SNPs apresentam custos mais elevados para prospecção e um baixo 

polimorfismo, em razão da baixa ocorrência de mutações (BRITO; EDWARDS, 

2009). Ao utilizar marcadores SNPs deve-se atentar para uma considerável taxa 

de heterogeneidade entre os sítios, baixo conteúdo informativo de um único SNP 

(CARREIRO, 2012; SCHLÖTTERER, 2004). 

Segundo Morin, Martien e Taylor (2009), a aplicação de técnicas de 

estudos de biologia molecular, por meio de SNPs são modelo mais simples, 

apresentando maior sucesso diante de amostras de DNA antigo e de baixa 

qualidade, além do fato de apresentar menores erros diante da genotipagem com 

presença de mutação. 

Os SNPs se tornaram os marcadores de escolha para estudos de genoma, 

uma vez que proporcionam a melhor cobertura do genoma tanto para produção, 

detecção de doenças e para características de desempenho (KORINGA et al., 
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2013). Outra grande vantagem é a facilidade com que grandes números de SNPs 

podem ser genotipados de uma só vez e com o baixo custo (GORBACH, 2011). 

2.3.2 Polimorfismo de conformação de cadeia simples (SSCP) 

O estudo de polimorfismo de conformação de cadeia simples (SSCP - 

Single-Strand Conformation Polymorphism) é uma técnica para identificar 

polimorfismos no DNA, possuindo a vantagem de ser sensível, rápida e de baixo 

custo. O SSCP possui eficiência que varia entre 60 a 95%, sendo eficiente com 

fragmentos de DNA entre 80 a 600 pares de base. Além disso, é um método que 

possibilita avaliar entre as amostragens de DNA, aquelas que apresentarão 

padrões polimórficos, desse modo possibilitando que apenas algumas amostras 

sejam sequenciadas em comparação ao uso de outras técnicas (ALMEIDA, 

2013; PINTO, 2010; SUNNUCKS, et al., 2000). 

A SSCP é uma técnica rápida, reprodutível e bastante simples que não 

necessita de equipamentos caros ou reagentes específicos, em relação a outras 

técnicas moleculares. O processo envolve a amplificação por reação em cadeia 

da polimerase (PCR) do fragmento alvo, desnaturação do produto da PCR de 

cadeia dupla com calor e formamida e, eletroforese num gel de poliacrilamida 

não desnaturante (AMORIM, 2009). Durante a eletroforese, os fragmentos de 

DNA de cadeia simples dobram em forma tridimensional, dependendo da sua 

sequência primária (ORITA et al., 1989). Os fragmentos de DNA podem, então, 

ser genotipados como resultado de seus diferentes padrões de migração e depois 

confirmada pelo sequenciamento Sanger, o qual permite determinar a sequência 

exata de uma cadeia de DNA. A sensibilidade do SSCP varia, 

consideravelmente, de 70% a 95% (CHOY et al., 1999; KAKAVAS et al., 2008; 

KUKITA et al., 1997; RAJATILEKA et al., 2014). A descriminação dos alelos é 
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feita por comparação dos diferentes perfis de eletroforese após coloração por 

nitrato de prata (PEREIRA, 2013). 

O DNA de cadeia simples tem tendência para formar estruturas 

secundárias complexas, estabilizadas por ligações químicas fracas, 

principalmente por pontes de hidrogênio entre as bases. A técnica SSCP baseia-

se nas diferentes velocidades de migração dessas estruturas, por efeito da 

passagem de uma determinada corrente elétrica, num gel não desnaturante, 

permitindo distinguir fragmentos de DNA, que diferem apenas num nucleotídeo, 

o que provoca uma alteração estrutural da molécula e permite identificar SNPs 

(FORTES, 2007). 

De acordo com Hayashi et al. (1992), a sensibilidade da técnica de SSCP 

é diminuída com a presença de fragmentos muito longos de DNA. Isto é, a 

percepção da análise aumenta em cerca de 80% com sequências menores que 

300 pares de base (KUKITA et al., 1997). Contudo, a sensibilidade e 

simplicidade do método permitem analisar um grande número de amostras e 

torna-se bastante útil na detecção de polimorfismos (GUERRA, 2012; ORITA et 

al., 1989).  

O fato da técnica de SSCP detectar muitas mutações em variados pontos 

ou mesmo substituições de nucleotídeos em várias posições de um mesmo 

fragmento de DNA é uma característica muito importante em relação à técnica 

de Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restrição - RFLP (ORITA 

et al., 1989). 

2.4 Genes relacionados à qualidade de carne 

As características nutricionais da carne apresentam o inconveniente de 

serem de difícil avaliação in vivo, dificultando, portanto a seleção para esses 

caracteres. O desenvolvimento recente das ferramentas de biologia molecular 
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abre perspectivas no melhoramento dos caracteres qualitativos da carne, pois 

vários marcadores genéticos foram descritos e são promissores como auxiliares 

nos programas de seleção no sentido de conseguir carnes com perfil lipídico 

mais saudável, para evitar doenças associadas ao consumo de gorduras saturadas 

(MADRUGA, et al., 2006; WOOD et al., 2003).  

Nesse contexto, os genes da Estearoil-CoA Dessaturase (SCD), Domínio 

da Tioesterase (TE), Ácido Graxo Sintase (FASN), Diacilglicerol 

Aciltransferase 1 e 2 (DGAT-1 e DGAT-2), assim como outros relacionados à 

maciez de carne Calpastatina (CAST) e Miostatina (GDF-8) têm potencial como 

possíveis genes candidatos a serem utilizados em programas de seleção assistida 

por marcadores, visando à melhoria da maciez ou outros parâmetros físico-

químicos (AALI, et al., 2014). 

Entretanto, para ovinos, os estudos ainda são recentes, com uma série de 

genes candidatos que ainda estão sendo pesquisados. O desenvolvimento de 

mapas genéticos ovinos, contendo marcadores moleculares e genes têm 

avançado e, são ferramentas essenciais para auxiliar a identificação de regiões 

genéticas que contêm loci de característica quantitativa (QTL) (COCKETT et 

al., 2005), que são regiões do genoma responsáveis por expressão de caracteres 

fenotípicos, que possuem distribuição contínua, como: altura e peso dos animais, 

teor de gordura entre outros (TOLEDO et al., 2008).  

2.4.1  Calpastatina (CAST) 

O sistema Calpaína/Calpastatina é compreendido basicamente por três 

moléculas: duas dependentes de cálcio (proteases μ-calpaína e m-calpaína) e 

uma terceira enzima, a calpastatina, cuja função é a de inibir atividade as duas 

calpaínas (BAGATOLI, 2011; BUCCI et al., 2005; GOLL et al., 2003 ). O 

referido sistema é responsável pela quebra das miofibrilas (desmina, toponina, 
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titina e nebulina, por exemplo) no post mortem, processo pelo qual a carne se 

torna macia (CALVO et al., 2014; FORTES, 2007). Segundo estudos, a ação 

proteolítica das calpaínas no post mortem nas fibras musculares ocorre pelo 

enfraquecimento da interação filamentos finos e disco-Z do sarcolema das fibras 

musculares, os quais apresentam as maiores relações com o amaciamento no 

postmortem. A ação das calpaínas no disco-Z concentra-se, especificamente, nas 

proteínas titina, nebulina, filamina e troponina T, nas quais encontram seu sítio 

de ligação e que são degradadas, durante o processo de maturação 

(DRANSFIELD, 1994; FORTES, 2007). A calpastatina, inibidor endógeno de 

ambas as calpaínas, é considerada o maior modulador da ação proteolítica das 

mesmas .O aumento na atividade da calpastatina ocasionará uma diminuição da 

atividade das calpaínas, resultando em uma menor degradação das proteínas 

musculares no post mortem e contribuindo para redução do amaciamento da 

carne durante o processo de maturação (AALI et al., 2014; GOLL et al., 1992; 

KANIA, 2012; KHAN et al., 2012; KOOHMARAIE, 1992; KOOHMARAIE; 

SEIDMAN, 1987). 

Associações foram relatadas entre as variações no gene CAST (gene da 

calpastaina) relacionadas com as características de carcaça e de qualidade de 

carne de bovinos (CASAS et al., 2006; SCHENKEL et al., 2006), suínos 

(CIOBANU et al., 2004; ZHOU; HICKFORD; GONG, 2008) e ovinos 

(SANTOS et al., 2014). As pesquisas envolvendo ovinos ainda são poucas, em 

decorrência do fato de haver falta de identificação de aplicabilidade e 

necessidade de tais técnicas na ovinocultura, bem como a falta de organização 

do setor frente às tecnologias disponíveis (PAIVA; PIMENTEL, 2008). 

O gene CAST está localizado na região 5q15 no cromossomo quinto de 

ovinos (CRAWFORD et al., 1995; GABOR; TRAKOVICKA; MILUCHOVA, 

2009; HEDIGER; ANSARI; STRANZIGER, 1991; RANJBARI et al., 2012). 

Variações genéticas no gene CAST que atua no efeito das características de 
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qualidade de carne, tanto em bovinos quanto em ovinos tèm sido relatadas por 

muitos pesquisadores (CASAS et al., 2006; PALMER et al., 2000; SCHENKEL 

et al., 2006; SUELEMAN et al., 2012; ZHOU; HICKFORD; GONG, 2006). 

Na literatura, os estudos buscando avaliar polimorfismo do gene da 

Calpastatina nas diferentes espécies têm revelado diferentes resultados. Zhou, 

Hickford e Gong (2006) investigaram variações no exon 6 do gene CAST em 

bovinos e identificaram substituição não-sinônima, resultando em polimorfismo 

Gln/Leu no domínio L, cuja função ainda é desconhecida. Enquanto isso, 

Barendse et al. (2007) investigaram epistasia entre nucleotídeos no gene da 

Calpaína 1 (CAPN1) e do gene CAST também em bovinos. Palmer et al. (1998) 

identificaram dois alelos para o CAST, M e N, que diferem por haver um 

número de sítios de restrição em um alelo, mas não no outro. 

Koohmaraie et al. (2002) apresentaram relação entre mudanças nas taxas 

de atividade da calpastatina e alterações musculares em ovinos com fenótipo 

„callipyge‟, sugerindo associação da calpastatina com maior eficiência de 

crescimento muscular nesses animais.  

2.4.2 Miostatina (GDF8) 

O gene da miostatina regula, negativamente, o crescimento do músculo 

esquelético, pertence à família das supercitocinas dos TGF-β (Trasnforming 

growth factor β). A miostatina, também referida como fator-8 de diferenciação e 

crescimento (GDF-8), é predominantemente expressa no músculo esquelético, e 

seus receptores podem se localizar em outros tecidos e sua função é controlar a 

proliferação de mioblastos e a formação de fibras musculares (CIESLAK et al., 

2003), atuando como regulador autócrino negativo (BAGATOLI, 2011; 

FULZELE et al., 2010; RONG et al., 2007; WANG et al., 2014).  
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A miostatina está relacionada à qualidade da carne e da carcaça 

associada à formação de musculatura dupla em bovinos, ovinos, aves e peixes 

(BAGATOLI, 2011; TEIXEIRA; OLIVEIRA; QUIRINO, 2006). Segundo 

Cockett et al. (2005), a condição de hiperdesenvolvimento muscular 

generalizado, observado em bovinos, é chamado de “double muscling”, fenótipo 

remanescente deste também é encontrado em ovinos da raça Texel, chamdo de 

“Texel Double muscling”.  

Pesquisas em bovinos demonstraram que determinados polimorfismos 

do gene GDF-8 estavam diretamente relacionados com o fenótipo musculatura 

dupla (BELLINGE et al., 2005; GRISOLIA et al., 2009). Em ovinos, o gene 

teve um efeito importante sobre o desenvolvimento muscular em animais da raça 

Texel belga e em ovelhas Romney na Nova Zelândia (HICKFORD et al., 2010). 

O gene GDF-8 foi demonstrado pela primeira vez em ratos em 1997, 

para ser um regulador negativo do crescimento potente e desenvolvimento de 

músculo esquelético, e a perda da miostatina em ratos promove um aumento 

significativo da massa muscular esquelética, além de promover uma redução 

significativa de acúmulo de gordura com a idade (MCPHERRON; LAWLER; 

LEE, 1997). Vários estudos têm demonstrado que a miostatina não está somente 

envolvida na regulação do desenvolvimento muscular e de crescimento, mas 

também está correlacionada com o acúmulo de gordura e adipogênese (PAN et 

al., 2012). Diversas pesquisas realizadas em animais, incluindo frangos, ovinos e 

bovinos mostraram que gene da miostatina é altamente polimórfico e esses 

polimorfismos demonstraram ser associado a várias características dos animais, 

tais como peso ao nascer, desenvolvimento de massa muscular, deposição de 

gordura abdominal, teor de lipídios e assim por diante (ALEXANDER et al., 

2008; GRISOLIA et al., 2009; JOHNSON et al., 2009). 

Em bovinos, mutações e deleções foram identificadas na região de 

codificação do gene GDF-8 em duas raças bovinas (Belga-Azul e Piemontês 
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Belga), nas quais foram selecionadas para serem associadas à característica de 

musculatura dupla (GAN et al., 2008; KAMBADUR et al., 1997; 

MCPHERRON; LEE, 1997).  

O GDF-8 também atua como regulador da adipogênese, em razão da 

redução da produção e secreção de leptina (MCPHERRON; LEE, 2002), e para 

a regulamentação da estrutura e função do tendão, durante pré-natal e 

desenvolvimento pós-natal (HAN et al., 2010; MENDIAS; BAKHURIN; 

FAULKENR, 2008). A deleção do gene que a codifica ocasiona menor acúmulo 

de gordura em decorrência da sua ação direta (BAGATOLI, 2011; GUIZONI et 

al., 2010).  

Walling et al. (2001) confirmaram ligação de QTLs - locos de caracteres 

quantitativos - nos cromossomos 2 e 18, afetando a musculosidade e a taxa de 

engorda de ovinos. As ligações no cromossomo 2 foram localizadas entre duas 

regiões. O QTL, afetando características musculares, foi localizado próximo ao 

OarFCB128, perto do locus da miostatina, o que foi evidenciado por Kijas et al. 

(2007) com a presença de múltiplos alelos no locus do GDF8. Entretanto, pode 

haver uma ligação com outro gene, atuando sobre o polimorfismo funcional 

(HADJIPAVLOU et al., 2008).  

A miostatina controla ativamente o crescimento do músculo esquelético 

e caso haja um alelo “mH” mutante em bovinos, provoca hipertrofia muscular, 

pois causa perda de função da mesma. Esse alelo não precisa estar em 

homozigose para causar efeito, uma única cópia do alelo já tem resultados de 

aumento do Longissimus dorsi e diminuição de gordura (BELLINGE et al., 

2005).  
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2.4.3  Estearoil CoA Dessaturase (SCD) 

O perfil de ácidos graxos dos ruminantes pode ser afetado por fatores 

envolvidos com: a) variações entre animais na quantidade de gordura 

intramuscular, expressão da ∆
9
, ∆

6
e ∆

5 
dessaturase e elongase, distribuição e 

quantidade dos tipos de fibras musculares e metabolismo da biohidrogenação; b) 

variações entre ingredientes das dietas dos sistemas de terminação, tipo de dieta 

em relação ao aporte de energia, composição da gordura dos ingredientes em 

ácidos graxos, disponibilidade de ácidos graxos ômega-6 e ômega-3 (AGs n-6 e 

n-3), tamanho das partículas e tempo de permanência no transito ruminal; c) 

variações entre as condições ambientais nas quais são submetidos os animais no 

sistema de terminação envolvendo maior ou menor gasto de energia para a 

obtenção do bem-estar (DANNENBERGER et al., 2006; SCOLLAN et al., 

2006; WOOD et al., 2008; YANG et al., 1999). 

A conversão de ácidos graxos saturados (AGS) em ácidos graxos 

monoinsaturados (AGM), que estão associados à maciez e sabor de carne é 

realizada pela enzima Estearoil-CoA Dessaturase (SCD) (OLIVEIRA, 2013). 

Em mamíferos, são registrados em torno de cinco isoformas de SCD, no qual a 

SCD1 atua nas glândulas mamárias, fígado e tecido adiposo. Já a SCD2, SCD3, 

SCD4 e SCD5 atuam respectivamente no cérebro, pele e coração 

(KGWATALALA et al., 2009; OLIVEIRA, 2013).Estearoil-CoA dessaturase 

(SCD1) é a enzima limitante da velocidade da biossíntese de ácidos graxos 

monoinsaturados (AGM). É também conhecida como delta-9-dessaturase, 

porque catalisa a introdução da primeira ligação dupla cis na posição Δ9 em um 

espectro de ácidos graxos saturados (AGS) (NTAMBI, 1999; PAUCIULLO et 

al., 2012), com preferências para o C16:0 (palmítico) e C18:0 (esteárico). Essa 

enzima desempenha um papel fundamental no metabolismo de lipídios e de 

manutenção da fluidez da membrana, com base na importância fisiológica da 
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relação entre os ácidos graxos saturados e monoinsaturados (FERNANDES et 

al., 2009). 

A enzima SCD é altamente expressa em tecido adiposo, fígado e na 

glândula mamária de animais em lactação. Na glândula mamária de ruminantes, 

essa enzima é conhecida por ser responsável pela produção de cerca de 80% das 

mais comuns formas de ácido linoleico conjugado (CLA, cis-9 trans-11 

C18:2ω6 isômero) que é segregado no leite (CORL et al., 2001), atuando sobre 

ácido vacênico circulante (Trans-11 C18:2). O ácido linoléico conjugado tem 

sido demonstrado que tem vários efeitos benéficos sobre a saúde humana com 

base em seu potencial anticancerígeno, propriedades antilipogênicas e 

imunomoduladoras (FERNANDES et al., 2009; PARIZA, 1999). 

Vários estudos têm relatado associações significativas entre 

polimorfismos no gene SCD de bovinos (Estearoil-CoA dessaturase - 

∆
9
dessaturase) e composição dos ácidos graxos de carne (tecido intramuscular e 

depósitos de gordura) e leite (MEDRANO et al., 1999; MELE et al., 2007; 

TANIGUCHI et al., 2004; ZHANG et al., 2010). Nos ovinos, esse gene é um 

forte candidato posicional e funcional para um locus de característica 

quantitativa (QTL) detectado no cromossoma 22 para o ácido linoléico 

conjugado (CLA), em relação à proporção de ácido graxo vacênico no leite 

(CARTA et al., 2008; FERNANDES et al., 2009; MIARI et al., 2007). 

Em bovinos da raça Japanese Black, Taniguchi et al. (2004) 

identificaram polimorfismos, por meio de SNPs distintos e classificaram os 

animais em variantes genéticos VV, VA, e AA e observaram que os tipos AA 

mostraram quantidade alta de ácidos graxos monoinsaturados (AGM) entre eles. 

O tipo da variante da isoforma de SCD contribui para o aumento do teor dos 

AGM e baixo ponto de fusão da gordura intramuscular. Meles et al. (2007), 

estudando as mesmas mutações, observaram que no leite as variantes diferiram 

em AGS, AGM ω9 e relação ácidos graxos poliinsaturados/saturados 
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(AGP/AGS), de tal forma que vacas AA mostraram maior quantidade de 

C18:1ω9, AGM e maior relação entre C14: 1ω9/C14 do que vacas VV. 

Kgwatalala et al. (2009) estudaram 14 SNPs no gene SCD1 e identificaram três 

haplótipos (H1, H2 e H3). Vacas H1 mostraram altos índices de C10:0 e C12:0 e 

quantidades altas de C10:1ω9 e C12:1ω9, do que vacas H3. Jiang et al. (2008) 

também verificaram associação do gene SCD1 com a composição de ácidos 

graxos da carne e depósitos de gordura em bovinos cruzados Wagyu x 

Limousin. 

2.4.4 Ácido Graxo Sintase (FASN) e Domínio da Tioesterase (TE) 

Ácido graxo sintase é a denominação dada para um complexo de sete 

enzimas, que regulam a síntese de ácidos graxos de cadeia longa codificadas por 

um único gene localizado no cromossomo 19, que catalisam a formação de ácido 

palmítico (C16:0), a partir da condensação sequencial de uma molécula de 

acetil-coA e 7 malonil-CoA, na presença de NADPH (ROSSATO, 2010; ROY 

et al., 2006; SMITH, 1994; WALKER, 2013).  

A expressão do gene FASN, na maioria dos tecidos normais é baixa ou 

até mesmo ausente, exceto em fígado, tecido adiposo, mamário, durante a 

lactação, endométrio na fase proliferativa e pulmões dos recém-nascidos 

(CHIRALA et al., 2001; KUHAJDA et al., 2000; KUSAKABE et al., 2002; 

ROSSATO, 2010). Ordovás et al. (2008), encontraram um polimorfismo por 

meio de SNPs do gene da FASN e este, estava relacionado com a modificação 

no perfil lipídico da gordura do leite de bovinos. 

O domínio catalítico da Tioesterase (TE) possui um sulco perto da 

estrutura do centro catalítico que acomoda a cadeia de ácidos graxos em 

formação, sendo responsável pela liberação dos ácidos graxos, ao atingirem o 

comprimento de cadeia ideal, portanto, possui papel fundamental no perfil dos 
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ácidos graxos sintetizados (ABE et al., 2009; WALKER, 2013) e também é 

responsável pela reação de síntese dos ácidos C14:0, C12:0 e C10:0. O domínio 

da TE desempenha um papel crítico na determinação do perfil de ácidos graxos 

(KIM; NTAMBI, 1999; SOUZA et al., 2012), que é um fator significativo em 

relação à qualidade da carne (WALKER, 2013), podendo ajudar a produzir 

carne de bovinos mais saudáveis para o consumo (OZTABAK et al., 2014). 

Zang et al. (2008) também identificaram SNP em bovinos, no domínio 

da Tioesterase (TE). Os bovinos foram genotipados e classificados 

geneticamente (AA, AG e GG), os animais GG apresentaram no músculo 

longissimus dorsi, baixos percentuais de C14:0, C16:0, total de ácidos saturados 

e alto conteúdo em C18:1ω9 e total de ácidos graxos monoinsaturados do que 

animais AA. Abe et al. (2009) descrevem para o gene FASN a ocorrência de 8 

SNPs, sendo que, 4 mutações conhecidas foram detectadas em bovinos da raça 

Japanese Black e Limousin. Dessas mutações, duas foram separadas em 

haplótipos com diferenças significativas na composição de ácido graxo da 

gordura subcutânea, intermuscular e intramuscular. O haplótipo TW foi 

associado com aumentos nos valores dos ácidos graxos C18:0 e C18:1ω9 e 

decréscimo em C14:0, C14:1, C16:0 e C16:1. 

De forma geral, a relação da composição lipídica do perfil de ácidos 

graxos influencia no sabor da carne, de acordo com o percentual de 

monoinsaturados (LABORDE et al., 2001; YEON et al., 2013). Em particular, 

os ácidos oléico (C18:1ω9) compreendem o maior percentual de ácidos graxos 

no tecido adiposo de bovino com um efeito sobre o sabor (MELTON et al., 

1982). Adicionalmente, os ácidos graxos saturados (AGS), tais como os ácidos 

mirístico (C14:0) e ácido palmítico (C16:0) influenciam na ocorrência de 

doenças cardiovasculares humanas e a concentração de lipoproteína de 

colesterol de baixa e alta densidade (VLDL e HDL) (TEMME; MENSINK; 

HORNSTRA, 1997; YEON et al., 2013). 
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2.4.5  Diacilglicerol Aciltransferase 1 e 2 (DGAT 1 e 2) 

Entre as principais enzimas atuantes no metabolismo dos triglicerídeos 

nos adipócitos, destaca-se a enzima microssomal diacilglicerol aciltransferase, a 

qual é expressa pelo gene DGAT (CARDOSO, 2008). Essa enzima catalisa a 

fase final da síntese de triglicerídeos que ocorre na membrana do reticulo 

endoplasmático, afetando o metabolismo de gorduras, incluindo a sua produção 

e percentual no leite (CASES et al., 1998, 2001; SILVA et al., 2011). 

A enzima DGAT (Diacilglicerol Aciltransferase) é encontrada em vários 

tecidos, mas apresenta maior atividade no fígado, tecido adiposo e glândula 

mamária lactante (FANG et al., 2012). Nessa mesma enzima, foram 

identificados dois genes: DGAT1 e DGAT2, ambos catalisam reações 

semelhantes, mas não possuem nenhuma sequência de nucleotídeos e 

aminoácidos parecidos (CONTE et al., 2010). A localização de DGAT-1 e de 

DGAT-2 foi identificada com base nas suas sequências de aminoácidos, 

sugerido que a predição de DGAT-1 é principalmente na membrana plasmática e 

DGAT-2 é no retículo endoplasmático (FANG et al., 2012; SUZUKI et al., 

2005). 

As variantes para o polimorfismos no DNA do gene Diacilglicerol 

Aciltransferase 1 (DGAT1), que catalisa a reação final dos triglicerídeos, 

mostraram relação com a composição de gordura e o perfil lipídico 

(SCHENNINK et al., 2007), em que a variante lisina foi associada com maior 

quantidade de ácidos graxos saturados (com uma grande fração de C16:0 e 

pequena fração de C14:0) e baixas quantidades de ácidos graxos insaturados 

(C18:1ω9 e C18:2ω-6). Uma mutação no exon 8 do gene DGAT-1 na posição 

232, gerando a mutação K232A, que provoca a mudança da lisina para alanina 

na proteína codificada, foi reladada por Grisart et al. (2002), Ross et al. (2007) e 

Cardoso (2008). Portanto, o alelo K do DGAT1 identificado no leite de gado 
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holandês, tem sido associado com um elevado teor de ácido graxo palmítico 

(C16:0), menor teor de mirístico (C14:0), oléico (C18:1ω9) e ácido linoléico 

conjugado (CLA) (SCHENNINK et al., 2007). Além disso, há evidência de 

polimorfismo K232A no gene DGAT1 que é responsável para um QTL 

subjacente a várias características de produção leiteira, tais como produção e 

composição do leite, eficiência na conversão alimentar, resistência a doenças, 

entre outros aspectos (CONTE et al., 2010; GRISART et al., 2002). De acordo 

com Fang et al. (2012), o gene DGAT2 tem forte relação com o crescimento dos 

animais, sendo, portanto, um ótimo marcador genético para características de 

desenvolvimento corporal. 

Diante de todos os fatos demonstrados anteriormente percebe-se que a 

seleção genética por marcadores SNPs tem um grande potencial e ainda é pouco 

explorada no Brasil na produção ovina e que os genes CAST, GDF-8, FASN, 

TE, SCD, DGAT-1 e 2 são excelentes escolhas para estudar essas variações 

genéticas e entender a sua relação com a qualidade de carne. 
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CAPÍTULO 2  Prospecção e caracterização de polimorfismo de genes 

relacionados ao desenvolvimento muscular e maciez da 

carne 

RESUMO 

 

Objetivou-se, com este estudo, avaliar o polimorfismo por análise de 
mutações pontuais (SNPs) de dois genes (Calpastatina – CAST e Miostatina - 

GDF8) relacionados à maciez e ao desenvolvimento muscular. Para o 

experimento, foram utilizados um total de 84 ovinos machos, constituídos de 
seis grupos genéticos, sendo estes derivados do cruzamento entre as raças: Santa 

Inês x Santa Inês, Santa Inês x Black Dorper, Santa Inês x White Dorper, Santa 

Inês x Texel, Santa Inês x Lacaune e Santa Inês x East Friesian. Desta forma, o 

delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), com 6 (seis) tratamentos 
correspondendo aos cruzamentos com 14 (quatorze) repetições, onde cada 

animal foi considerado uma repetição. Para análise molecular, o DNA genômico 

foi extraído do tecido sanguíneo dos animais e os genes foram amplificados por 
meio da técnica de PCR. Para identificação dos polimorfismos, foi utilizada a 

técnica de PCR-SSCP, que identificou diferentes padrões visualizados no gel de 

poliacrilamida. Para cada padrão diferente identificado, os produtos foram 
encaminhados para sequenciamento e analisados, usando software livre 

Sequence Scanner Software (Applied Biosystems). Os dados foram analisados 

determinando os valores de frequência absoluta e relativas, a partir dos 

polimorfismos identificados em cada grupo genético. A técnica de SSCP 
detectou quatro padrões de banda no gene CAST e três padrões de bandas no 

gene GDF-8. No gene CAST, as frequências dos genótipos observadas foram 

7,14%, 20,24%, 71,43% e 1,19% para AA, AB, BB e BC, respectivamente. O 
sequenciamento de cada amostra evidenciou a presença de 7 polimorfismos, dos 

quais dois polimorfismos (c.227A>G; c.383A>G), resultaram na troca do ácido 

glutâmico por glicina e treonina por alanina respectivamente. Já, para o gene 
GDF-8 foram observados que as frequências genotípicas foram respectivamente 

9,53%; 73,81% e 16,66% para DD, DE e FF. Os dados obtidos após o 

sequenciamento de cada amostra evidenciaram a presença de 4 polimorfismos, 

nos quais não resultaram mudança na proteína. Os dois genes estudados 
apresentaram diversos polimorfismos, demonstrando a variabilidade em relação 

aos grupos genéticos estudados e que estes podem estar associados a 

modificações em relação às características de crescimento e qualidade da carne 
de ovinos.  

 

Palavras-chave: Marcador molecular. Calpastatina. Miostatina. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the polymorphism by 

analysis of point mutations (SNPs) of two genes related to softness and muscle 

development (calpastatin - CAST and myostatin - GDF8). For the experiment, 

we used a total of 84 male sheep, made up of six genetic groups, which are 
derived from a cross between the races: Santa Ines x Santa Ines, Santa Inês x 

Dorper Black, White Dorper x Santa Inês, Santa Inês x Texel , Santa Inês x 

Lacaune and Santa Inês x East Friesian. Thus, the design was completely 
randomized (DIC), with six (6) treatments corresponding to intersections with 

fourteen (14) repetitions, where each animal was considered a repeat. For 

molecular analysis, genomic DNA was extracted from blood and animal tissue 
of the genes were amplified by PCR. To identify polymorphisms, we used the 

PCR-SSCP technique, which identified different patterns displayed on a 

polyacrylamide gel. For each different pattern identified, the products were sent 

to sequencing and analyzed using free software Sequence Scanner Software 
(Applied Biosystems). Data were analyzed by determining the absolute 

frequency values, at each genetic polymorphisms identified group. The SSCP 

technique four band patterns detected in the CAST gene and three patterns of 
bands on the GDF-8 gene. In the CAST gene frequencies of the genotypes 

observed were 7,14%, 20,24%, 71,43% and 1,19% AA, AB, BB and BC. In the 

CAST gene frequencies of the genotypes observed were 7.14%, 20.24%, 

71.43% and 1.19% AA, AB, BB and BC, respectively. The sequencing of each 
sample showed the presence of seven polymorphisms, of which two 

polymorphisms (c.227A> G; c.383A> G) resulted in the substitution of glutamic 

acid for glycine and threonine with alanine respectively. As for the GDF-8 gene 
was observed that the genotype frequencies were respectively 9.53%; 73.81% 

and 16.66% for DD, DE, FF. The data obtained after the sequencing of each 

sample revealed the presence of polymorphisms 4, which resulted in no change 
in the protein. The two genes studied showed several polymorphisms 

demonstrating the variability in relation to the studied genetic groups and that 

these may be associated with changes regarding the growth characteristics and 

quality of sheep meat. 
 
Keywords: Molecular marker. Calpastatin. Myostatin. 
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1 INTRODUÇÃO 

Na produção animal, o aumento da musculatura sempre foi um dos 

maiores desafios para os pesquisadores e criadores, sendo uma das principais 

metas nos programas de melhoramento genético (TEIXEIRA; OLIVEIRA; 

QUIRINO, 2006). Atualmente, como resultado de intensa seleção por muitas 

gerações têm-se animais que apresentam musculatura desenvolvida, dentre os 

quais se destacam os bovinos, ovinos e suínos (TEIXEIRA; OLIVEIRA, 2007). 

As características qualitativas da carne mostram, normalmente, uma 

herdabilidade média a alta (MARSHALL, 1999), mas apresentam o 

inconveniente de serem de difícil avaliação in vivo, dificultando a seleção para 

esses caracteres. O desenvolvimento recente das ferramentas de biologia 

molecular abre novas perspectivas no melhoramento dos caracteres qualitativos 

da carne, pois vários marcadores genéticos estão sendo estudados e são 

promissores como auxiliares nos programas de seleção. Nesse contexto, os genes 

reguladores do complexo calpaína/calpastatina, assim como outros genes 

associados ao desenvolvimento muscular (miostatina), apresentam potencial 

como possíveis genes candidatos a serem utilizados em programas de seleção 

assistida por marcadores, visando à melhoria da maciez e outros parâmetros de 

qualidade da carne.  

A composição e a qualidade da carne atualmente são características 

importantes para se determinar a aceitação de novas raças e cruzamentos, além 

da aplicação de novos métodos de manejo e sistemas de produção animal 

(ZAPATA et al., 2000). 

Os estudos de caracterização de genes associados direta ou 

indiretamente com aspectos produtivos permitem realizar o mapeamento 

genético em ovinos, direcionando os programas de melhoramento com vistas a 
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atender não somente as características quantitativas como também as 

características qualitativas de carcaça e carne.  

Conduziu-se este estudo, com o objetivo de avaliar o polimorfismo dos 

genes da calpastatina (CAST) e miostatina (GDF8) em diferentes grupos 

genéticos de ovinos. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Aspectos éticos 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de Animais- 

CEUA/UFLA registrado sob nº 102/12 (ANEXO A). 

2.2 Local do experimento 

O trabalho foi executado na Universidade Federal de Lavras, no setor de 

Ovinocultura. 

As análises dos genes em estudo foram realizadas no Laboratório 

Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, situada em 

Lavras - Minas Gerais 

2.3 Animais 

Foram utilizados 84 cordeiros, sendo 14 animais (Santa Inês puros -SI) e 

70 mestiços: 16 animais (½ Santa Inês x ½ Black Dorper - BD); 12 animais (½ 

Santa Inês x ½ White Dorper - WD); 19 animais (½ Santa Inês x ½ Texel - TX); 

14 animais (½ Santa Inês x ½ Lacaune - LCI); 9 animais (½ Santa Inês x ½ East 

Friesan - EF) oriundos de matriz Santa Inês e seis diferentes reprodutores foram 

usados neste estudo. 

Os cordeiros nasceram entre o final de julho a setembro (2012), e o 

período experimental iniciou quando os cordeiros pesavam, em média 24,19 ± 

2,46 kg e 3 meses de idade. Os cordeiros foram alimentados com dietas 

contendo 80% de concentrado e 20% de volumoso, com dieta à base de feno de 
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aveia, casca de café, farelo de soja, milho, calcário, suplemento mineral e 

Rumensin® e gordura bypass (Megalac) a 5,3% da ração.  

Para a realização dos estudos relacionados à avaliação dos genes, foi 

realizada a coleta de sangue individual antes do abate. Os ovinos foram abatidos 

com peso vivo de 43,99 ± 1,21 kg, em condições adequadas de abate, conforme 

a IN 03 de 07/01/2000 do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento - 

MAPA (BRASIL, 2000), que normatiza o abate humanitário das espécies de 

açougue e segundo as boas práticas de fabricação para obtenção de carnes com 

padrões sanitários para o consumo. Os animais antes do abate foram submetidos 

a um período de 24h de descanso, jejum e dieta hídrica. 

Imediatamente após coleta, os tubos contendo as amostras de sangue 

foram centrifugados em centrífuga refrigerada a 3000xg por 15 minutos a 5ºC, 

para a separação do plasma. O plasma obtido foi transferido para microtubos 

plásticos, identificados e armazenados a -80ºC, até o procedimento das análises 

laboratoriais. 

2.4 Extração de DNA genômico 

Antes do abate, foram coletados 5 mL de sangue dos ovinos em tubos 

contendo EDTA potássio [50 µL de EDTA (K3) a 15%]. As amostras foram 

armazenadas a uma temperatura de - 80ºC. O DNA genômico foi extraído de 

acordo com o protocolo de Regitano (2001).  

A concentração e a pureza do DNA extraído foram quantificadas, 

recorrendo-se à determinação das absorvâncias a 260nm (A260) e a 280nm 

(A280) num espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 Spectrophotrometer 

UV/Vis. As amostras foram diluídas com água estéril, para se obter a 

concentração final pretendida de 10 ng de DNA/μL. Em seguida, foi realizado o 
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preparo do gel de integridade, sendo confirmado excelente qualidade do DNA 

genômico. 

2.5 Amplificação do DNA 

Para a realização dos estudos de DNA, foi efetuada uma pesquisa na 

literatura, na qual, foram obtidos dois primers para os genes a serem avaliados 

(CAST (éxon 1) e GDF-8 (éxon 1) ), conforme encontram-se descritos na Tabela 

1. 

 

Tabela 1 Sequência dos primers utilizados para a amplificação dos fragmentos 
dos genes CAST, GDF-8 

Gene Extensão do 

fragmento (PB) 

Primer Forward (5’-3’) 

Primer Reverse (5’-3’) 

Autores Espécie 

CAST 622 TGGGGCCCAATGACG

CCATCGATG 

GGTGGAGCAGCACTT

CTGATCACC 

Palmer et al. 

(1998) 

Ovis 

aries 

GDF8 561 CTGAGGGAAAAGCAT

ATCAAC 

CCAGCAACAATCAGC

ATAAATAG  

Crisà et al. (2003) Bovinae 

 

A reação em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada a partir de 50 ng 

de DNA genômico em um volume final de 25 μl, contendo 1 × tampão de 

reação, 200 uM de dNTP, 1,25U de Taq DNA polimerase, 2,5 mM de MgCl2, e 

0,5 μM de cada primer e H2O. As reações de PCR foram executadas por um 

termociclador (Mastercycler - Eppendorf) com o seguinte perfil térmico de 

ciclagem: desnaturação inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 
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95°C durante 30 s, 61°C e 60ºC respectivamente para cada gene citado durante 

30s e 72°C durante 30s. O prolongamento final foi de 2 min a 72°C. Os produtos 

de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1% usando 

tampão TAE e 1 × coloração com 200 ng / ml de brometo de etídio. 

Cada PCR foi realizado em volume final de 25 μL e a mistura para 

amplificação constituiu-se de: 50ng de DNA genômico, 0,20μM de cada primer, 

10mM de Tris-HCl, pH 8,0, 50mM de KCl, 2,0mM de MgCl2, 0,2mM de cada 

dNTP e 1,25 UI de Taq DNA polimerase.  

O protocolo padrão para as amplificações foi: 5 minutos para 

desnaturação inicial a 95°C, 30 segundos para denaturação a 95°C, tempo e 

temperatura de anelamentos dos primers (61ºC e 60ºC) respectivamente para 

CAST e GDF-8, 1 minuto para extensão a 72°C, 2 minutos para extensão final a 

72°C. Os passos 2 (denaturação), 3 (anelamento) e 4 (extensão), correspondem a 

um ciclo, o qual foi repetido 35 vezes. As reações ocorreram no termociclador 

(MasterCycler - Eppendorf, USA) sob condições pré-estabelecidas. 

Os produtos amplificados foram, posteriormente, submetidos a 

eletroforese em gel de agarose. Os produtos PCR obtidos para os diferentes 

primers foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,0% em 1x TBE 

(45 mM Tris-borato, pH 8,0, e 1 mM EDTA) com 0.8 μg/mL de brometo de 

etídeo e os resultantes perfis eletroforéticos foram visualizados no gel e 

fotodocumentados em sistema (Spectroline Ultraviolet Transilluminator). 

2.6 Eletroforese em gel de Poliacrilamida/Triagem de mutações 

A triagem de mutações do gene CAST e do GDF-8 foi realizada pelo 

método comparativo de SSCP (Polimorfismo de conformação de cadeia 

simples), no qual adicionou 1 uL de cada produto de PCR foi diluído em 10 ul 

de tampão desnaturante (98% de formamida, EDTA 20 mM, 0,05% de azul de 

https://www.google.com.br/search?client=safari&rls=en&biw=1362&bih=651&q=Spectroline+Ultraviolet+Transilluminator&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjOxpnusNHJAhWCgJAKHaSIASgQvwUIGSgA
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bromofenol e 0,05% xilenocianol). Após a desnaturação a 95°C ,durante 5 min, 

as amostras foram imediatamente colocadas em gelo e, em seguida, aplicadas no 

gel de acrilamida:bisacrilamida (37.5: 1) 12,5%. As amostras foram 

eletroforisados em cuba vertical (Hoefer 
TM

 Minive), sob 10ºC em 0,5 × tampão 

TBE durante 48 h e 6h, respectivamente para CAST e GDF-8 a 300 V num 

ambiente de 10°C. Os géis foram corados de acordo com Byun et al. (2009). 

2.7 Sequenciamento e análise dos dados 

As amostras obtidas da análise de PCR-SSCP, de acordo com cada 

padrão apresentado nos gel foram enviadas para empresa especializada em 

sequenciamento Myleus Biotecnologia em Belo Horizonte-MG. O 

sequenciamento foi feito por eletroforese capilar em aparelho ABI3130, 

utilizando-se polímero POP7 e BigDye v3.1, pelo método capilar descrito por 

Sanger, Nicklen e Coulson (1977).  

Os dados gerados foram estudados e analisados por programas 

computacionais, por meio do software livre Sequence Scanner Software 

(Applied Biosystems
®
). Foi utilizado para analisar os esferogramas o site 

JustBio (2015) o qual forneceu ferramentas computacionais para realizar o 

alinhamento das sequencias nucleotídicas com dedução dos aminoácidos 

correspondentes.  

A busca por similaridade foi realizada utilizando a ferramenta 

computacional BLAST, com sequências armazenadas no GenBank
®
. 

Foi utilizada a ferramenta Orf Finder do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), para transformar as sequências de nucleotídeos em 

proteínas e, em seguida, a ferramenta Clustal ômega para alinhamento das 

sequências proteicas. 

 

http://www.justbio.com/
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2.8 Analises Estatísticas  

Os dados foram analisados por meio da determinação dos valores de 

frequência absoluta e relativa, a partir dos polimorfismos identificados em cada 

gene de cada grupo genético. A frequência absoluta correspondeu à ocorrência 

do número absoluto de determinado padrão polimórfico, enquanto a frequência 

relativa correspondeu à porcentagem desses padrões em cada grupo genético.  

A determinação da frequência alélicas foi calculada pela contagem 

direta, definida como a proporção dos diferentes alelos de um gene na população 

diplóide total, de acordo com a fórmula abaixo: 

 

 
 

Onde, f(A1)=p e f(A2)=q, sendo p+q=1 (RAMALHO et al., 2012). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A prospecção e a caracterização de polimorfismos (SNPs) foi baseada 

em PCR convencional associada à técnica de SSCP, o que possibilitou a seleção 

de amostras para serem sequenciadas.  

Tanto em caprinos quanto em bovinos, o polimorfismo em várias 

regiões do gene CAST tem sido investigado e já foram identificadas uma série 

de variantes alélicas nessas espécies. Em trabalhos utilizando também a técnica 

PCR-SSCP, Zhou, Hickford e Gong (2008) descreveram a existência de cinco 

padrões de bandas únicas identificado no gene da calpastatina (éxon 6) em 

caprinos, os quais foram clonados e sequenciados. Neste trabalho, os autores 

revelaram um grande número de polimorfismos, sendo que um deles, no éxon 

06, resultaria em um polimorfismo Gln/Leu no domínio L, região provável de 

regulação da função de canal de Ca
2+

 que a calpastatina exerce efeito.  

No presente estudo, a amplificação de um fragmento de 

aproximadamente 622 pb do gene CAST foi bem sucedido e todo o DNA 

extraído de amostras de sangue dos animais produziram um produto específico 

de PCR, com banda única, sem qualquer banda inespecífica (Figura 1). 

Utilizando-se deste mesmo primer, no trabalho de Palmer et al. (1998), estes 

também obtiveram sucesso na amplificação desse gene em ovinos. Assim, os 

produtos de PCR foram utilizados diretamente para a análise de SSCP, para a 

variação do grupo de alelos do gene CAST. 
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Figura 1 Eletroforese em gel de agarose 1%, do gene CAST, identificando o 

tamanho do fragmento amplificado de aproximadamente 622pb, em 
algumas amostras de DNA ovino 

Legenda:  Sendo M (marcador), Br (branco da amostra), A1, A2 até A26 (algumas 

amostras que foram identificadas na figura).  

  

A eletroforese em gel não desnaturante permitiu a visualização das fitas 

simples de DNA (SSDNA) e análise dos perfis de bandas de SSCP. Entre os 

grupos genéticos avaliados foi possível observar diferentes padrões de bandas do 

gene CAST, caracterizando-os como genótipos variados.  

No total, a análise de SSCP revelou quatro padrões de bandas originais 

(AA, AB, BB e BC), para o gene CAST, com três diferentes alelos (A, B e C) 

(Figura 2). 
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Figura 2 Gel de poliacrilamida 12,5% usando a técnica de SSCP identificando 
quatro genótipos diferentes (AA, AB, BB e BC) com três alelos 

diferentes (A,B,C) de SNPs no gene CAST 

 

As frequências alélicas foram de 0,202, 0,792 e 0,006 para A, B e C, 

respectivamente. 

Estudos em busca de polimorfismos em ovinos da raça Makoei no Irã, 

demonstraram a presença de quatro padrões de SSCP, representando quatro 

diferentes genótipos no éxon 1 para o gene da calpastatina. Três alelos (A, B e 

C) e quatro genótipos (AA, AB, BB e AC) foram observados para o gene CAST, 

na qual o alelo e o genótipo mais frequente na raça Makoei foram 63,13% e 31% 

para o alelo A e genótipo AB, respectivamente (RANJBARI et al., 2012). 

Resultados semelhantes foram encontrados no presente trabalho, embora as 

porcentagens das frequências sejam diferentes em função dos grupos genéticos 

aqui estudados.  
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Estudo do polimorfismo na mesma região do gene em ovinos Kurdi por 

PCR-SSCP, revelou três genótipos, incluindo AA, AB e AC( SHAHROUDI et 

al., 2006). O polimorfismo no exón 1, revelando genótipos semelhantes aos de 

Kurdi em ovinos, também foi relatada por outros pesquisadores utilizando 

técnica de PCR-RFLP (GABOR; TRAKOVICKA; MILUCHOVA, 2009; 

MOHAMMADI et al., 2008; PALMER et al., 1998). 

As frequências dos genótipos observadas foram 7,14%, 20,24%, 71,43% 

e 1,19% para AA, AB, BB e BC, respectivamente (Tabela 2). 
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Tabela 2 Frequência dos genótipos de Polimorfismo (SNP), segundo a técnica de Polimorfismo de Conformação de 
Cadeia Simples (SSCP) do gene Calpastatina (CAST) em ovinos 

 

Genótipos 

CAST  

Grupos Genéticos*  

Total LxS SI ExS BDxS WDxS TxS 

FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) 

AA 3 21,43 2 14,29 0 0,00 0 0,00 1  8,33 0 0,00 6 7,14 

AB 5 35,71 0 0,00 1 11,11 5 31,25 4 33,33 2 10,53 17 20,24 

BB 6 42,86 12 85,71 7 77,78 11 68,75 7 58,33 17 89,47 60 71,43 

BC 0 0,00 0 0,00 1 11,11 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 1,19 

Total 14 100 14 100 9 100 16 100 12 100 19 100 84 100 

*LxS - Lacaune x Santa Inês; SI - Santa Inês puro; ExS - East Friesian x Santa Inês; BDxS –Black Dorper (Dorper) x Santa Inês; 

WDxS – White Dorper x Santa Inês; TxS - Texel x Santa Inês; FA= Frequência absoluta; FR = Frequência relativa (%). 
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Comparando a frequência dos diferentes genótipos em função dos 

cruzamentos dos grupos genéticos estudados, foram observados que os 

genótipos AA e AB apresentaram maior frequência nos cruzamentos entre 

Lacaune x Santa Inês, com 21,43% e 35,71% respectivamente. O genótipo BB 

apresentou maior frequência no cruzamento Textel x Santa Inês, com 

porcentagem de 89,47%. Já, o genótipo BC somente foi detectado unicamente 

no cruzamento East Friesian x Santa Inês, com frequência de 11,11%. Dentro de 

cada grupo genético, o genótipo BB foi o que teve maior 

representatividadedentro do presente estudo. 

Para a identificação de cada genótipo separadamente, foi realizado o 

sequenciamento dos produtos de PCR e a análise ocorreu perfeitamente para os 

quatro diferentes genótipos. Os dados obtidos após o sequenciamento de cada 

amostra para o gene CAST evidenciaram a presença de sete polimorfismos de 

mudança de base, nos quais seis foram de transição (G/A) e (T/C) e uma de 

transversão (G/T), como pode ser observado na Figura 3. A diferença entre esses 

dois tipos de mutação (transição e transversão), é que a primeira ocorre mudança 

entre bases púricas (A/G ou G/A) ou entre bases pirimídicas (C/T ou T/C), 

enquando que a segunda ocorre mudanças entre as bases púricas e pirimídicas 

(A/C, G/T) (CAETANO, 2009).  
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Figura 3 Alinhamento parcial utilizando ferramentas do site JustBio (2015), de 
três amostras diferentes do gene CAST e da sequência do gene CAST 

depositada no GenBank, número de acesso AF016007 

Legenda: As semelhanças são indicadas por asterisco (*) e as diferenças pela ausência 

do mesmo. 

 

A presença de um polimorfismo não necessariamente representa 

modificação da conformação e consequente função de um aminoácido e de sua 

respectiva proteína (MORRIS et al., 2007). Contudo, o aparecimento de um SNP 

significa que pode haver ou não uma mudança no código genético, que é a 

relação entre a sequência de ácido desoxirribonucleico (DNA) e a sequência da 

proteína correspondente, sendo capaz de causar alterações no genótipo, afetando 

ou não o fenótipo, que determinará na função proteica. Entretano, alguns autores 

afirmam que a presença de um SNP pode provocar uma alteração de 

aminoácidos e gerar alteração na função de uma proteína (YEON et al., 2013). 
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Dessa forma, em relação aos resultados encontrados neste estudo, essas 

alterações poderiam influenciar na atuação da calpastatina (capacidade de inibir 

a atuação da calpaína) sobre as calpaínas (responsáveis pelo processo de 

proteólise post mortem dos animais) e, consequentemente, ocasionar variações 

na maciez da carne (HOÇOYA; JARDINI, 2010).  

A partir do resultado do sequenciamento, as amostras foram adicionadas 

ao site do NCBI, no qual foram utilizadas ferramentas Orf Finder para 

transformação das sequências de nucleotídeos em proteínas. Em seguida, as 

mesmas foram adicionadas à ferramenta Clustal Omega, e, por meio de sua 

ferramenta de alinhamento de proteínas, foi obtido o resultado da Figura 4. 

 

 

Figura 4 Alinhamento parcial, utilizando ferramentas Clustal Omega 

(EUROPEAM BIOINFORMATICS INSTITUTE- EBI, 2015) de três 
amostras diferentes de proteínas do gene CAST 

Legenda:  As semelhanças são indicadas por asterisco (*) e as diferenças pela ausência 

do mesmo. 

   

A partir dos sete SNPs detectados no sequenciamento, dois 

polimorfismos (c.227A>G; c.383A>G), resultaram na troca do ácido glutâmico 

por glicina e treonina por alanina respectivamente.  

As mutações de transição e transversão podem causar mudança de 

proteína, alterando a sua rota bioquímica no organismo, como pode ser 

comprovada no estudo realizado por Dahan (2004), onde o alelo Z possuía uma 

mutação G/A no éxon 5, que resultou na troca do ácido glutâmico na posição 
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342 pela lisina, promovendo o rompimento de ponte sulfidrílica dentro da 

molécula, causando uma conformação anormal no retículo endoplasmático.  

Aali et al. (2014) descreveram a existência de oito padrões de SSCP 

diferentes do gene da calpastatina em ovinos de raças iranianas. Esses autores 

identificaram quatro SNPs no íntron 5 e, três SNPs no éxon 6, sendo esses  

últimos polimorfismos responsáveis pelas mudanças nas propriedades físico-

químicas, de hidrofobicidade, o que, posteriormente, influenciou a estrutura e os 

efeitos sobre a atividade de canais de Ca
2
+. Essas atividades são controladas 

pelas calpaínas que degradam as proteínas como a nebulina, titina, troponina T e 

desmina do músculo, provocando, assim, o seu amaciamento. Contudo, a 

calpastatina atua como inibidor endógeno das calpaínas, reduzindo a taxa de 

proteólise do músculo e, consequentemente, da maciez da carne (OLIVEIRA, 

2013). 

Para o gene GDF-8, a qualidade dos produtos de PCR foi verificada por 

eletroforese em gel de agarose a 1% (Figura 5). Os produtos de PCR foram 

representados por uma banda única, com aproximadamente 561pb, sem arrastes 

que foram consideradas apropriadas para a análise PCR-SSCP, o mesmo perfil 

relatado no trabalho com bovinos (CRISÀ et al., 2003).  
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Figura 5 Eletroforese em gel de agarose 1%, do gene GDF-8, identificando o 
tamanho do fragmento amplificado de aproximadamente 561pb, em 

algumas amostras de DNA ovino 

Legenda:  Sendo M (marcador), Br (branco da amostra), A1, A2 até A26 (algumas 

amostras que foram identificadas na figura).  

 

Para o gene da miostatina (GDF-8), a análise revelou três genótipos 

variados (DD, DE e DF), conforme apresentado na Figura 6.  
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Figura 6 Gel de poliacrilamida 12,5% usando a técnica de SSCP identificando 
três genótipos de SNP‟s (DD, DE e DF) no gene GDF-8 

 

Em um trabalho semelhante, utilizando a técnica de PCR-SSCP com 92 

ovinos da raça Makoei, Farhadian et al. (2012) revelam também a existência de 

quatro genótipos (AD, AC, AE, e BC) e cinco alelos (A, B, C, D, e E) na região 

I do íntron do gene da miostatina. Confirmando que a análise de PCR-SSCP é 

uma técnica rápida, sensível e de confiança para a determinação de 

polimorfismos de DNA com um bom custo benefício. 

Comparando a distribuição dos diferentes genótipos em função dos 

cruzamentos dos grupos genéticos, foi observado que as frequências genotípicas 

(Tabela 03) foram respectivamente de: 9,53%, 73,81% e 16,66% para DD, DE e 

FF. Dentre os genótipos, o DD apresentou maior frequência (16,67%) no 

cruzamento de White Dorper x Santa Inês; o DF em animais Santa Inês puro se 

sobressaiu com uma frequência de 85,71% e, o DF apresentou maior frequência 

(26,32%) no cruzamento de Texel x Santa Inês. Dentro de cada grupo genético, 



81 

 

o genótipo DE foi o que teve maior representatividade dentro do presente 

estudo.  
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Tabela 3 Frequência dos genótipos de Polimorfismo (SNP) segundo a técnica de Polimorfismo de Conformação de 
Cadeia Simples (SSCP) do gene Miostatina (GDF-8) em ovinos 

 

Genótipos 

GDF-8  

Grupos Genéticos*  

Total LxS SI ExS BDxS WDxS TxS 

FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) 

DD 2 14,29 0 0,00 1 11,11 1 6,25 2 16,67 2 10,53 8 9,53 

DE 11 78,57 12 85,71 7 77,78 12 75,00 8 66,66 12 63,15 62 73,81 

DF 1 7,14 2 14,29 1 11,11 3  18,75 2 16,67 5 26,32 14 16,66 

Total 14 100 14 100 9 100 16 100 12 100 19 100 84 100 

*LxS - Lacaune x Santa Inês; SI - Santa Inês puro; ExS - East Friesian x Santa Inês; BDxS – Black Dorper (Dorper) x Santa Inês; 

WDxS - White Dorper x Santa Inês; TxS - Texel x Santa Inês; FA= Frequência absoluta; FR = Frequência relativa (%). 
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Para a identificação dos genótipos, foi realizado o sequenciamento e os 

dados obtidos evidenciaram a presença de quatro polimorfismos, dos quais um 

representa deleção de base e três representam mudanças de base, contempladas 

por alterações dos nucleotídeos T/A e G/A como pode ser observado na Figura 

7. 

 

 

Figura 7 Alinhamento parcial utilizando ferramentas do site do JustBio (2015), 

de duas amostras do gene GDF-8 e da sequência do gene GDF-8 
depositada no GenBank, número de acesso DQ530260.1 

Legenda: As semelhanças são indicadas por asterisco (*) e as diferenças pela ausência 

do mesmo. 
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No presente estudo, diferentes substituições de nucleotídeos foram 

encontradas no gene GDF-8 para os grupos genéticos, corroborando com os 

resultados encontrados para ovinos por Han, Forrest e Hickford (2013). Esses 

pesquisadores encontraram 28 polimorfismos, dos quais um resultou na 

substituição (c. 101G/A) no exón 1, o que provocou uma mudança no 

aminoácido de ácido glutâmico (Glu) com a glicina (Gly) no códon 34. Esse 

resultado pode afetar a função inibidora da miostatina, durante o crescimento 

muscular, causando o aumento da musculatura esquelética e na força muscular 

(LIMA, 2007), consequentemente afetando as características de maciez da carne, 

uma vez que animais com hipertrofia muscular apresentam menor quantidade de 

gordura subcutânea e intramuscular (XAVIER, 2014). A partir do resultado do 

sequenciamento, as amostras foram adicionadas ao site do NCBI, no qual foi 

utilizada a ferramenta Orf Finder (Open Reading Frame Finder), desenvolvida 

pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI) para a 

transformação de nucleotídeos em proteínas. Em seguida, as mesmas foram 

adicionadas na ferramaenta Clustal Omega, e por meio do alinhamento de 

proteínas, foi obtido o resultado da Figura 8. 

 

 

Figura 8 Alinhamento parcial utilizando f ferramenta Clustal Omega (EBI, 

2015), de três amostras diferentes de proteínas do gene GDF-8 

Legenda: As semelhanças são indicadas por asterisco (*). 

 

A partir dos sete SNPs detectados no sequenciamento, não houve 

nenhum polimorfismo que resultasse na troca de aminoácidos das proteínas 

formadas.  
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Com o intuito de encontrar um marcador molecular relacionado ao 

crescimento Zhang et al. (2013), avaliaram 288 caprinos das raças Boer e Anhui 

e os resultados revelaram dois polimorfismos de nucleotídeo único: DQ167575 

g.197 G>A e 345 A>T e três potenciais genótipos (AA, AB, BB), pela 

substituição de 197 G>A na região 5' UTR, nas duas raças. Associações 

significativas entre os genótipos e peso corporal, comprimento corporal e altura 

do corpo foram observadas e inferiu-se que os polimorfismos verificados no 

gene da miostatina puderam ser responsáveis por afetar as características de 

crescimento de caprinos. No entanto, os estudos não mostraram nenhuma 

associação significativa entre as variações polimórficas do gene da miostatina e 

o peso de nascimento, peso ao desmame ou taxa de crescimento pré-desmame 

em ovelhas Romney Nova Zelândia (HICKFORD et al., 2010).  

Hickford et al. (2010), analisando a PCR-SSCP de 747 ovelhas 

selecionadas aleatoriamente, encontraram cinco padrões de SSCP (AA, AB, AC, 

BB e BC) e cinco alelos (A, B, C, D e E) definindo a variação da sequência na 

região do íntron- 1 do DNA não-codificante, o que dificulta um pouco o 

entendimento de como essa variação genética poderia afetar a atividade da 

miostatina. Contudo, existem algumas hipóteses, tais como: essas variações 

poderiam afetar o splicing (processo que remove os íntrons e junta os éxons 

depois da transcrição do RNA) do RNAm ou poderiam estar ligados a outro 

local de sequência de aminoácidos ou, ainda, poderiam se ligar a outro 

nucleotídeo em regiões de controle de outros genes (por exemplo: mir 1, mir 206 

e microRNA (miRNA)) (CLOP et al., 2006). Estes miRNA (uma pequena 

molécula não-codificante de RNA, que tem a capacidade de silenciar a 

expressão gênica do RNA) são genes altamente expressos no músculo 

esquelético e uma mutação neles poderia causar inibição da miostatina e, 

portanto, contribuir para a hipertrofia muscular nas ovelhas (HICKFORD et al., 

2010). 
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4 CONCLUSÕES 

Em ambos os genes CAST e GDF-8 em ovinos, a ocorrência de SNPs é 

ampla, ou seja, ela percorre toda a sequência amplificada do gene, comprovando 

que, realmente, o polimorfismo único é amplamente distribuído pelo genoma.  

As substituições e deleções relatadas neste estudo, em conjunto com as 

observadas em outros trabalhos sugerem que os gene CAST e GDF-8 de ovinos 

é altamente variável e exige mais caracterização, por meio de várias raças.   

No gene CAST, dos sete SNPs detectados no sequenciamento, dois 

polimorfismos resultaram na troca do ácido glutâmico por glicina e treonina por 

alanina. No gene GDF-8, os SNPs detectados não alteram o aminoácido 

correspondente.  

Contudo, estudos futuros para investigar o efeito específico das 

variações desses genes sobre a produção de carne de ovino e características de 

qualidade de carne ainda são necessários. 
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CAPÍTULO 3 Prospecção e caracterização de polimorfismo de genes 

relacionados ao perfil lipídico da carne de ovinos 

RESUMO 
Objetivou-se, com este estudo, avaliar o polimorfismo por análise de 

mutações pontuais (SNPs) de alguns genes relacionados ao perfil lipídico da 

carne de ovinos (Estearol CoA Dessaturase – SCD, Domínio da Tioesterase –

TE, Ácido Graxo Sintase – FASN e Diacilglicerol Aciltransferase -DGAT 1 e 
2). Para o experimento, foram utilizados um total de 84 ovinos machos, 

constituídos de seis grupos genéticos, sendo estes derivados do cruzamento entre 

as raças: Santa Inês x Santa Inês, Santa Inês x Black Dorper, Santa Inês x White 
Dorper, Santa Inês x Texel, Santa Inês x Lacaune e Santa Inês x East Friesian 

em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 6 (seis) tratamentos 

correspondendo aos cruzamentos e 14 (quatorze) repetições, onde cada animal 

foi considerado uma repetição. Os polimorfismos foram identificados utilizando 
a técnica de PCR-SSCP e para cada padrão diferente identificado, os produtos 

foram encaminhados para sequenciamento e analisados usando software livre 

Sequence Scanner Software (Applied Biosystems). Os dados foram analisados, 
determinando os valores de frequência absoluta e relativa, a partir dos 

polimorfismos identificados em cada grupo genético. A técnica de SSCP 

detectou um padrão único de banda nos genes DGAT-1 e SCD; dois padrões de 
bandas no gene FASN, três padrões no gene TE e quatro padrões no gene 

DGAT-2. No gene DGAT-1, foi possível observar um genótipo GY. No gene 

DGAT-2, foram identificados quatro genótipos (MO, MP, NP e MQ). As 

frequências dos genótipos observadas foram 55,95%, 14,29%, 28,57% e 1,19% 
respectivamente para MO, MP, NP e MQ e o sequenciamento do DGAT-2 

apresentou 4 polimorfismos, dos quais dois polimorfismos (c. 229T>C; 

c.255T>C), resultaram na troca da fenilalanina por leucina. No gene FASN, 
foram identificados dois genótipos (RS e RR) e as frequências dos genótipos 

observadas foram 15,48% e 84,52%, respectivamente, para os genótipos RS e 

RR. Para o gene SCD, nos grupos genéticos avaliados foi possível observar um 
único genótipo HI. No gene TE, foram identificados três genótipos (TV, TT e 

UV) e a frequência dos genótipos observadas foram de 84,53%, 7,14% e 8,33%, 

respectivamente para TV, TT e UV. Os dados obtidos após o sequenciamento do 

gene TE de cada amostra resultaram na presença de 4 polimorfismos. Os genes 
DGAT-1 e SCD não relevaram, neste estudo, a presença de polimorfismo, 

enquanto os demais, apresentaram padrões diferenciados o que poderá estar 

relacionado a mudanças no perfil lipídico da carne de ovinos.  
 

Palavras-chave: Tioesterase. Estearol-CoA Dessaturase. Ácido Graxo Sintase. 

Diacilglicerol Aciltransferase 1 e Diacilglicerol Aciltransferase 2. 
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ABSTRACT 
The objective of this study was to evaluate the polymorphism by 

analysis of point mutations (SNPs) of some genes related to lipid profile of 

sheep meat (Estearol CoA desaturase - SCD, Domain thioesterase -TE, Fatty 

Acid Synthase - FASN and Diacylglycerol Acyltransferase - DGAT 1 and 2). 
For the experiment, we used a total of 84 male sheep, made up of six genetic 

groups, which are derived from a cross between the races: Santa Ines x Santa 

Ines, Santa Inês x Dorper Black, White Dorper x Santa Inês, Santa Inês x Texel , 

Santa Inês x Lacaune and Santa Inês x East Friesian in a completely randomized 
design (CRD), with six (6) treatments corresponding to intersections and 

fourteen (14) repetitions, where each animal was considered a repeat. To 

identify polymorphisms, we used the PCR-SSCP technique. For each different 
pattern identified, the products were sent to sequencing and analyzed using free 

software Sequence Scanner Software (Applied Biosystems). Data were analyzed 

by determining the absolute frequency values, at each genetic polymorphisms 

identified group. The SSCP technique detected a single standard band in DGAT-
1 and SCD genes; two patterns of bands in the FASN gene, three patterns in TE 

gene and the four patterns DGAT-2 gene. In DGAT-1 gene among the evaluated 

genotypes it was possible to observe a GY genotype. In DGAT-2 gene was 
identified four genotypes (MO, MP, NP and MQ). The observed frequencies of 

genotypes were 55.95%, 14.29%, 28.57% and 1.19% respectively for MO, MP, 

NP and MQ. The data obtained after the sequencing of the samples resulted in 
the presence of 4 polymorphisms, of which two polymorphisms (c 229T> C;. 

C.255T> C) resulted in the change of phenylalanine to leucine. FASN gene was 

identified in two genotypes (RS and RR) and the observed frequencies of 

genotypes were 15.48% and 84.52% respectively for the RS and RR genotypes .. 
For the SCD gene, the evaluated genetic groups was possible to observe a HI 

single genotype. In the TE gene was identified three clones (TV, TT and UV) 

and frequency of genotypes observed were 84.53%, 7.14% and 8.33% 
respectively for the TV genotypes TT and UV. The data obtained after the 

sequencing of the samples resulted in the presence of 4 polymorphisms. The 

DGAT-1 and SCD genes not relevaram this study the presence of 
polymorphism, while the others showed different patterns which may be related 

to changes in the lipid profile of sheep meat. 
 
Keywords: Domíno Thioesterase. Stearoy-CoA Desaturase. Fatty acid Synthase. 
Diacilglycerol Acyltransferase 1 and Diacilglycerol Acyltransferase 2. 
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1 INTRODUÇÃO 

A carne constitui uma fonte de proteínas, ácidos graxos essenciais e 

contribui no fornecimento de energia, embora o consumo seja variável nas 

distintas regiões do mundo. Atualmente observa-se um interesse pela 

composição dos ácidos graxos nas carnes em geral, em razão da sua importância 

nutricional. Uma vez que as propriedades físicas e químicas dos lipídios afetam 

as qualidades sensoriais, nutricionais e de conservação, influenciando a 

palatabilidade, taxa de oxidação e a vida-de-prateleira da carne in natura ou 

cozida em função do seu perfil, sendo que, na carne de ovinos, os principais 

ácidos graxos encontrados são o oléico, seguido do palmítico, esteárico e 

linoleico (FEARON, 2010; MADRUGA et al., 2006). 

Existem vários genes que podem estar relacionados à síntese de lipídeos, 

por meio da sua relação com expressão de enzimas no tecido adiposo. Nesse 

contexto, diversos estudos têm sido realizados com ferramentas de genética 

molecular no sentido de identificar polimorfismos em loci associados com a 

produção de enzimas envolvidas na síntese de ácidos graxos e estudar as 

possíveis associações destes com o perfil lipídico em ruminantes (CONTE, 

2010; KGWATALALA et al., 2009; TANIGUCHI et al., 2004; ZHANG et al., 

2008).  

Alguns polimorfismos com efeito nas características das gorduras de 

ruminantes foram descritos nos genes da Estearol CoA Dessaturase – SCD, que 

catalisa a dessaturação de vários ácidos graxos na posição cis-Δ9 nas glândulas 

mamárias de animais ruminantes (KGWATALALA et al., 2009; TANIGUCHI 

et al., 2004); Domínio da Tioesterase –TE (ZHANG et al., 2008); Ácido Graxo 

Sintase - FASN (MORRIS et al., 2007) e Diacilglicerol Aciltransferase –DGAT 

1 e 2 que participa da síntese de triacilglicerol na glândula mamária (CONTE, 

2010; SCHENNINK et al., 2007). Assim, por meio de variações nos genes por 
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SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) poderão ser verificadas modificações 

da codificação dessas enzimas ou complexos enzimáticos envolvidos. 

Os estudos com ovinos em relação a esses genes ainda são reduzidos. 

No entanto, os estudos e o uso das técnicas de detecção de mutações pontuais 

por análise de SNPs, poderá proporcionar a identificação de padrões genéticos 

que irão auxiliar os programas de seleção genética, buscando a obtenção de 

animais para a produção de carnes com os aspectos de composição específicos 

de perfil lipídico. Consequentemente, esta será uma ferramenta na ovinocultura 

de corte para adaptar-se às novas demandas do mercado consumidor, buscando 

oferecer produtos de melhor qualidade e menores custos. 

Dessa forma, objetivou-se, no presente trabalho, avaliar o polimorfismo 

por análise de mutações pontuais (SNPs) dos genes DGAT-1 e 2, SCD, FASN e 

domínio da Tioesterase em ovinos de diferentes grupos genéticos. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Aspectos éticos 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de Animais- 

CEUA/UFLA registrado sob nº 102/12 (ANEXO A). 

2.2 Local do experimento 

O trabalho foi executado na Universidade Federal de Lavras, no setor de 

Ovinocultura. 

As análises dos genes em estudo foram realizadas no Laboratório 

Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, situada em 

Lavras - Minas Gerais. 

2.3 Animais 

Foram utilizados 84 cordeiros, sendo 14 animais (Santa Inês puros -SI) e 

70 mestiços: 16 animais (½ Santa Inês x ½ Black Dorper - BD); 12 animais (½ 

Santa Inês x ½ White Dorper - WD); 19 animais (½ Santa Inês x ½ Texel - TX); 

14 animais (½ Santa Inês x ½ Lacaune - LCI); 9 animais (½ Santa Inês x ½ East 

Friesan - EF) oriundos de matriz Santa Inês e seis diferentes reprodutores foram 

usados neste estudo.Os cordeiros nasceram entre o final de julho a setembro 

(2012), e o período experimental iniciou quando os cordeiros pesavam, em 

média 24,19 ± 2,46 kg, com 3 meses de idade. Os cordeiros foram alimentados 

com dietas contendo 80% de concentrado e 20% de volumoso, com dieta à base 

de feno de aveia, casca de café, farelo de soja, milho, calcário, suplemento 

mineral e Rumensin® e gordura bypass (Megalac) a 5,3% da ração.  
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Para a realização dos estudos relacionados à avaliação dos genes, foi 

realizada a coleta de sangue individual antes do abate. Os ovinos foram abatidos 

com peso vivo de 43,99 ± 1,21 kg, em condições adequadas de abate, conforme 

a IN 03 de 07/01/2000 do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento - 

MAPA (BRASIL, 2000), que normatiza o abate humanitário das espécies de 

açougue e segundo as boas práticas de fabricação para a obtenção de carnes com 

padrões sanitários para o consumo. Os animais antes do abate foram submetidos 

a um período de 24h de descanso, jejum e dieta hídrica. 

Imediatamente após a coleta, os tubos contendo as amostras de sangue 

foram centrifugados em centrífuga refrigerada a 3000xg por 15 minutos a 5ºC, 

para a separação do plasma. O plasma obtido foi transferido para microtubos 

plásticos, identificados e armazenados a -80ºC, até o procedimento das análises 

laboratoriais. 

2.4 Extração de DNA genômico 

Foram coletados antes do abate 5 mL de sangue dos ovinos em tubos 

contendo EDTA potássio [50 µL de EDTA (K3) a 15%]. As amostras biológicas 

foram armazenadas a uma temperatura de - 80ºC. O DNA genômico foi extraído 

de acordo com o protocolo de Regitano (2001).  

A concentração e a pureza do DNA extraído foram quantificadas, 

recorrendo-se à determinação das absorvâncias a 260nm (A260) e a 280nm 

(A280) num espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 Spectrophotrometer 

UV/Vis. As amostras foram diluídas com água estéril para se obter a 

concentração final pretendida de 10 ng de DNA/μL. Em seguida, foi feito o gel 

de integridade, sendo confirmada a excelente qualidade do DNA genômico. 
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2.5 Amplificação do DNA 

Para a realização do estudo, foi realizada uma pesquisa na literatura, na 

qual foram obtidos os primers para os genes avaliados: DGAT-1 e 2 (éxon 8), 

FASN , TE, SCD (éxon 6), que se encontram descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1 Sequência dos primers utilizados para a amplificação dos fragmentos 
dos genes DGAT-1, DGAT-2, FASN, SCD e TE 

 

 

Gene 

Extenção 

do 

fragmento 

(pb) 

Primer Forward (5’-3’) 

 

Primer Reverse (5’-3’) 

 

 

Autores 

 

 

Espécie 

DGAT 1 381 CCATCCTCTTCCTCAAGCTG 

GGGAAGTTGAGCTCGTAGCA 

Conte et al. 

(2010) 

Bovinae 

DGAT 2 268 CGAGCCCATTACCATCCC 

AAATAACCCACAGACACCC 

Fang et al. 

(2012) 

Caprinae 

FASN 228 GACCTTGACACGGCTCAACT 

GGGCACAGCATGAGGTTTAG 

Ciecierska et 

al. (2013) 

Bovinae 

SCD 377 TGAGGGCTTCCACAACTA 

GCATCATAAAGGCAGAGT 

Zang et al. 

(2010) 

Caprinae 

TE 505 AGAGCCTGGCCACCTACTACA

TC 

TGCCACACGCGCCTCCAGA 

Oztabak et al. 

(2014). 

Bovinae 

 

A PCR foi realizada a partir de 50 ng de DNA genômico em um volume 

final de 25 μl, contendo 1 × tampão de reação, 200 μM de dNTP, 1,25U de Taq 

DNA polimerase, 2,5 mM de MgCl2, e 0,5 μM de cada primer e H2O. As reações 

de PCR foram realizadas em termociclador (Mastercycler - Eppendorf), como 

pode ser verificado na Tabela 2. 
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Tabela 2 Condições estabelecidas de temperatura de anelamento dos primers 
da PCR para a amplificação dos fragmentos dos genes DGAT-1, 

DGAT-2, FASN, SCD e TE 

GENES ANELAMENTO 

DGAT-1 59ºC por 30‟‟ 

DGAT-2 61ºC por 30‟‟ 

FASN 60ºC por 30‟‟ 

SCD 57ºC por 30‟‟ 

TE 56ºC por 30‟‟ 

 

Cada PCR foi realizado em volume final de 25 μL e a mistura para 

amplificação constituiu-se de: 50ng de DNA genômico, 0,20μM de cada primer, 

10mM de Tris-HCl, pH 8,0, 50mM de KCl, 2,0mM de MgCl2, 0,2mM de cada 

dNTP e 1,25 UI de Taq DNA polimerase.  

O protocolo padrão para as amplificações foi: 5 minutos para 

desnaturação inicial a 95°C, 30 segundos para denaturação a 95°C, tempo e 

temperatura de anelamentos dos primers variáveis (condições adequadas para 

cada gene descritas na Tabela 02), 1 minuto para extensão a 72°C, 2 minutos 

para extensão final a 72°C. Os passos 2 (denaturação), 3 (anelamento) e 4 

(extensão), correspondem a um ciclo, o qual foi repetido 35 vezes. As reações 

ocorreram no termociclador (MasterCycler - Eppendorf, USA) sob condições 

pré-estabelecidas. 

Os produtos amplificados foram, posteriormente, submetidos à 

eletroforese em gel de agarose. Os produtos PCR obtidos para os diferentes 

primers foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,0% em 1x TBE 

(45 mM Tris-borato, pH 8,0, e 1 mM EDTA) com 0,.8 μg/mL de brometo de 

etídeo e os resultantes perfis eletroforéticos foram visualizados no gel e 

fotodocumentados em sistema (Spectrolini Ultraviolet Transillumator). 
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2.6 Eletroforese em gel de Poliacrilamida/Triagem de mutações 

A triagem de mutações dos genes DGAT-1, DGAT-2, FASN, SCD e TE 

foram realizadas pelo método comparativo de SSCP (Polimorfismo de 

conformação de cadeia simples), no qual adicionou 1 uL de cada produto de 

PCR foi diluído em 10 ul de tampão desnaturante (98% de formamida, EDTA 20 

mM, 0,05% de azul de bromofenol e 0,05% xilenocianol). Após a desnaturação 

a 95°C durante 5 min, as amostras foram imediatamente colocadas em gelo e, 

em seguida, aplicadas no gel de acrilamida:bisacrilamida (37.5: 1) 12,5%. As 

amostras foram eletroforisados em cuba vertical (Hoefer 
TM

 Minive), sob 

10ºC em 0,5 × tampão TBE, durante uma média de 6 horas em um ambiente de 

10 ° C. Os géis foram corados de acordo com Byun et al. (2009). 

2.7 Sequenciamento e análise dos dados 

As amostras obtidas da análise de PCR-SSCP de acordo com cada 

padrão apresentado nos gel foram enviadas para empresa especializada em 

sequenciamento Myleus Biotecnologia, em Belo Horizonte-MG. O 

sequenciamento foi feito por eletroforese capilar em aparelho ABI3130, 

utilizando-se polímero POP7 e BigDye v3.1, pelo método capilar descrito por 

Sanger, Nicklen e Coulson (1977).  

Os dados gerados foram estudados e analisados por programas 

computacionais, o software livre Sequence Scanner Software (Applied 

Biosystems
®. 

Foi utilizado para analisar os esferogramas o site JustBio (2015) o 

qual forneceu ferramentas computacionais para realizar o alinhamento das 

sequencias nucleotídicas com dedução dos aminoácidos correspondentes.  

A busca por similaridade foi realizada, utilizando a ferramenta 

computacional BLAST, com sequências armazenadas no GenBank
®
. 

http://www.justbio.com/
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Foi utilizada a ferramenta Orf Finder do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), para transformar as sequências de nucleotídeos em 

proteínas e, em seguida, a ferramenta Clustal Ômega para alinhamento das 

sequências proteicas. 

2.8 Analises Estatísticas  

Os dados foram analisados por meio da determinação dos valores de 

frequência absoluta e relativa, a partir dos polimorfismos identificados em cada 

gene de cada grupo genético. A frequência absoluta correspondeu à ocorrência 

do número absoluto de determinado padrão polimórfico, enquanto a frequência 

relativa correspondeu à porcentagem desses padrões em cada grupo genético.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A eletroforese no gel de agarose do gene DGAT-1 confirmou o tamanho 

do fragmento amplificado de aproximadamente 381 pb (Figura 1). Utilizando-se 

desse mesmo primer, Conte et al. (2010) também obtiveram sucesso na 

amplificação desse gene em bovinos.  

No entanto, no presente estudo, a partir dos diferentes grupos genéticos 

de ovinos estudados, não foi verificado SNPs, utilizando a técnica de SSCP. 

Entretanto, o gene amplificado correspondeu ao gene DGAT-1 em ovinos com 

similaridade de 98%, de acordo com análise realizada no BLAST, acesso 

EU178818.1, confirmando que houve a amplificação correta do gene de 

interesse. Uma provável explicação para a falta de verificação SNPs, no presente 

estudo, pode estar relacionada ao tamanho da amostra que não foi suficiente para 

detectar as diferenças do DNA das amostras (FANG et al., 2012). 
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Figura 1 Eletroforese em gel de agarose 1%, do gene DGAT-1, identificando o 

tamanho do fragmento amplificado de aproximadamente 381pb, em 
algumas amostras de DNA ovino 

Legenda: Sendo M (marcador), Br (branco da amostra), A1, A2 até A26 (algumas 

amostras que foram identificadas na figura). 

 

Entre os grupos genéticos avaliados, foi possível observar um genótipo 

HI no gene DGAT-1, caracterizando-o como genótipo único, como observado na 

Figura 2. 
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Figura 2 Gel de poliacrilamida 12,5% usando a técnica de SSCP identificando 

um único genótipo (HI) de SNP no gene DGAT-1 

 

A partir das amostras estudadas, foi selecionada uma para 

sequenciamento e os dados obtidos comprovaram o resultado da técnica de 

PCR-SSCP, pela qual evidenciou-se apenas um genótipo, não revelando a 

presença de mutação no gene, conforme pode ser observado na Figura 3. 
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Figura 3 Alinhamento parcial utilizando ferramentas do site JustBio (2015), 

utilizando uma amostra do gene DGAT-1 e da sequência do gene 

DGAT-1 depositada no GenBank, número de acesso gb|EU178818.1|, 
As semelhanças são indicadas por asterisco (*) 

 

Em um estudo realizado por Scata et al. (2009) em três raças de ovinos 

italianas (Altamura (37 animais), Gentile di Puglia (37 animais) e Sarda (34 

animais)), os autores realizaram o sequenciamento direto da DGAT-1, incluindo 

as regiões de íntrons e éxons e relataram a ausência de SNPs no éxon 8, o que 

vem a corrolaborar com os resultados encontrados neste estudo.  

Diferentemente, Yang et al. (2011), pesquisando quatro raças de ovinos 

chineses (Tan (58 animais), Ganjia (36 animais), Oula (39 animais) e (34 

animais)) e utilizando a técnica RFLP, encontraram três genótipos (CC, TC e 

TT) e dois alelos C e T; no qual o genótipo CC e o alelo C foi o mais 

predominante entre os genótipos e as quatro raças de ovinos chineses. Houve 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158253238?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4REDMS5S01N
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também a detecção de um SNP (GCC (Ala)-GCT (Ala)) no exon 17, que está 

diretamente relacionada com a função da enzima DGAT-1. O efeito desse SNP 

de DGAT-1 nas características de qualidade de carne e leite dessas raças de 

ovinos chineses, ainda precisa de estudos mais aprofundados. Mas, acredita-se 

que o SNP afete as características de interesse económico, já que o QTL que 

influencia a composição de ácidos graxos do leite foi detectado no cromossomo 

14 de bovino e está localizado próximo do gene DGAT-1 (COPPIETERS et al., 

1998; YANG et al., 2011).Corrolaborando com os estudos de Yang et al. (2011), 

Conte et al. (2010) realizaram um experimento em vacas italianas da raça 

Brown, no qual observaram a presença de três genótipos, sendo AA (96%), AK 

(3%) e KK (1%). A expressão dos alelos AK e KK teve uma representatividade 

menor, em razão do número de animais restritos, contudo, ainda esses autores 

puderam inferir que um polimorfismo na enzima DGAT-1 pode provocar 

alteração na composição dos ácidos graxos, uma vez que essa proteína tem um 

papel fundamental no metabolismo lipídico da glândula mamária (MELES et al., 

2007; SCHENNINK et al., 2008). Para o gene DGAT-2, a eletroforese no gel de 

agarose confirmou o tamanho do fragmento amplificado de, aproximadamente, 

268 pb (Figura 4). Fang et al. (2012) obtiveram o mesmo resultado de 

amplificação quando utilizaram essa mesma sequência de primers em três raças 

de cabras chinesas, utilizando a técnica SSCP.  

 

 

http://scialert.net/fulltext/?doi=ajava.2011.460.468#562916_ja
http://scialert.net/fulltext/?doi=ajava.2011.460.468#562916_ja
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Figura 4 Eletroforese em gel de agarose 1%, do gene DGAT-2, identificando o 
tamanho do fragmento amplificado de aproximadamente 268pb, em 

algumas amostras de DNA ovino 

Legenda: Sendo M (marcador), Br (branco da amostra), A1, A2 até A26 (algumas 
amostras que foram identificadas na figura). 

 

Entre os grupos genéticos avaliados no presente estudo, foi possível 

observar, na análise pela técnica de PCR-SSCP, a presença de quatro genótipos 

no gene DGAT-2 (MO, MP, NP e MQ), conforme foi observado na Figura 5.  
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Figura 5 Gel de poliacrilamida 12,5% usando a técnica de SSCP identificando 
quatro genótipos MO, MP, NP, MQ de SN Ps no gene DGAT-2 

 

As frequências dos genótipos observadas para o gene DGAT-2 foram de 

55,95%, 14,29%, 28,57% e 1,19% respectivamente para MO, MP, NP e MQ 

(Tabela 3). O genótipo MO foi o de maior ocorrência no cruzamento Lacaune x 

Santa Inês (78,57%), já o MP apresentou maior frequência no cruzamento East 

Friesian x Santa Inês (33,33%). O genótipo NP foi o de maior ocorrência no 

cruzamento Santa Inês puro com 64,29%, e o MQ teve maior ocorrência. Dentro 

de cada grupo genético, o genótipo NP foi o que teve maior representatividade 

no cruzamento de Santa Inês puro, enquanto o genótipo MO foi o mais 

representativo nos demais grupos genéticos estudados. 

 



 

 

1
0
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Tabela 3 Frequência dos genótipos de Polimorfismo (SNP) segundo a técnica de Polimorfismo de Conformação de 
Cadeia Simples (SSCP) do gene Diacilglicerol Aciltranferase (DGAT-2) em ovinos 

Genótipos 

DGAT-2  

Grupos Genéticos* Total 

LxS SI ExS BDxS WDxS TxS 

FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) 

MO 11 78,57 5 35,71 4 44,44 10 62,5 8 66,67 9 47,37 47 55,95 

MP 0 0,00 0 0,00 3 33,33 5 31,25 2 16,67 2 10,53 12 14,29 

NP 3 21,43 9 64,29 2 22,22 1 6,25 1 8,33 8 42,10 24 28,57 

MQ 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 8,33 0 0,00 1 1,19 

Total 14 100 14 100 9 100 16 100 12 100 19 100 84 100 

*LxS - Lacaune x Santa Inês; SI - Santa Inês puro; ExS - East Friesian x Santa Inês; BDxS– Black Dorper (Dorper) x Santa Inês; 
WDxS- White Dorper x Santa Inês; TxS - Texel x Santa Inês; FA= Frequência absoluta; FR = Frequência relativa (%). 
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Para a identificação das diferenças entre cada genótipo separadamente, 

foi realizado o sequenciamento. Os dados obtidos no sequenciamento de cada 

amostra selecionada conforme padrão identificado na análise de SSCP, 

revelaram a presença de três polimorfismos, os quais representam mudança de 

base (A/G), como mostrado na Figura 6.  

 

 

Figura 6 Alinhamento parcial utilizando ferramentas do site JustBio (2015), de 

duas amostras do gene DGAT-2 e da sequência do gene DGAT-2 
depositada no GenBank, número de acesso XM_012154874.1 

Legendas: As semelhanças são indicadas por asterisco (*) e as diferenças pela ausência 

do mesmo. 

 

Resultados semelhantes ao do presente estudo para pesquisas realizadas 

no gene DGAT-2, em raças de caprinos, utilizando a técnica de PCR-SSCP, 

verificaram a presença de 7 polimorfismos, no entanto não foram encontrados 

nenhum SNPs no éxon 8 (FANG et al., 2012).  
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A partir do rsesultado do sequenciamento, as amostras foram 

adicionadas ao site do NCBI, no qual foram utilizadas ferramenta Orf Finder 

para a transformação das sequências de nucleotídeos em proteínas. Em seguida, 

as mesmas foram adicionadas ao site Clustal ômega e, através de sua ferramenta 

de alinhamento de proteínas, foi obtido o resultado da Figura 7. 

 

 

Figura 7 Alinhamento parcial utilizando ferramentas do site Clustalomega 
(EUROPEAM BIOINFORMATICS INSTITUTE - EBI, 2015), de 

três amostras diferentes de proteínas do gene DGAT-2 

Legendas: As semelhanças são indicadas por asterisco (*) e as diferenças pela ausência 
do mesmo. 

 

A partir dos três SNPs detectados no sequenciamento, dois 

polimorfismos (c. 229T>C; c.255T>C), resultaram na troca da fenilalanina por 

leucina. O que difere dos resultados encontrados por Fang et al. (2012), que, 

trabalhando com caprinos chineses, utilizando a técnica SSCP, identificaram 

dois genótipos (AA e AB), nos quais a frequência do genótipo AA e do alelo A 

foram predominantes em todas as raças caprinas, também foi encontrado uma 

mutação (A/G) no éxon 3, resultando na troca de lisina por arginina. Foi 

observado que o SNP foi de apenas 5 pb no local do splicing entre o exón 3 e o 

íntron 3, o que pode acarretar no impedimento do splicing natural do RNAm, o 

que poderia afetar a síntese de proteínas. Do ponto de vista estrutural, esses 

polimorfismos só são significativos se forem associados com substituições de 

aminoácidos que podem, potencialmente afetar a estrutura ou a função da 
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proteína. Se ocorrer uma mutação no gene da DGAT-2 e essa causar uma 

transformação na sua respectiva enzima, poderá ser afetada a quantidade de 

tecido adiposo e a proteína produzida (FANG et al., 2012). A eletroforese no gel 

de agarose do gene FASN confirmou o tamanho do fragmento amplificado de 

aproximadamente 228 pb (Figura 8), o que está de acordo com Ciecierska et al. 

(2013), que utilizaram os mesmos pirmers e obtiveram sucesso na amplificação 

do gene em bovinos, utilizando a técnica RFLP para análise de polimorfismos.  

 

 

Figura 8 Eletroforese em gel de agarose 1%, do gene FASN, identificando o 

tamanho do fragmento amplificado de aproximadamente 228pb, em 

algumas amostras de DNA ovino 

Legenda: Sendo M (marcador), Br (branco da amostra), A1, A2 até A26 (algumas 

amostras que foram identificadas na figura). 
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No presente estudo, entre os grupos genéticos avaliados, foi possível 

observar dois padrões diferentes de bandas (RS e RR) do gene FASN, 

caracterizando-os como genótipos variados (Figura 9).  

 

 

Figura 9  Gel de poliacrilamida 12,5% usando a técnica de SSCP identificando 
dois genótipos (RS e RR) de SNPs no gene FASN 

 

As frequências dos genótipos observadas no gene FASN foram de 

15,48% e 84,52%, respectivamente, para os genótipos RS e RR (Tabela 4). Entre 

os cruzamentos, verifica-se que os animais East Friesian x Santa Inês 

apresentaram maior frequência (44,44%) para o genótipo RS, enquanto para o 

genótipo RR, a sua maior expressão (89,47%) ocorreu no grupo genético Texel x 

Santa Inês. Dentro de cada grupo genético, o genótipo RR oi o que teve maior 

representatividade dentro do presente estudo. 

 



 

 

Tabela 4 Frequência dos genótipos de Polimorfismo (SNP) segundo a técnica de Polimorfismo de Conformação de 
Cadeia Simples (SSCP) do gene Ácido Graxo Sintase (FASN) em ovinos 

 

Genótipo 

FASN  

Grupos Genéticos*  

Total LxS SI ExS BDxS WDxS TxS 

FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) 

RS 3 21,43 2 14,29 4 44,44 2 12,5 0 0,00 2 10,53 13 15,48 

RR 11 78,57 12 85,71 5 55,55 14 87,5 12 100 17 89,47 71 84,52 

Total 14 100 14 100 9 100 16 100 12 100 19 100 84 100 

*LxS - Lacaune x Santa Inês; SI - Santa Inês puro; ExS - East Friesian x Santa Inês; BDxS – Black Dorper (Dorper) x Santa Inês; 

WDxS- White Dorper x Santa Inês; TxS - Texel x Santa Inês; FA= Frequência absoluta; FR = Frequência relativa (%). 
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Ciecierska et al. (2013), utilizando a técnica RFLP em bovinos, 

detectaram a ocorrência de três genótipos AA, AG e GG, enquanto que, no 

presente estudo, somente foi observada a presença de dois genótipos (RS e RR) 

nos grupos genéticos dos ovinos estudados. 

O genótipo heterozigoto foi o mais frequente (0,52), enquanto as 

frequências de AA e GG foram 0,11 e 0,37, respectivamente. As vacas AA 

produziram mais leite (873 kg) do que os indivíduos AG (p≤ 0,05). Os 

indivíduos AA foram caracterizados por maior produção de leite e rendimentos 

de proteínas. Produziram 36 kg de leite com mais gordura e 27 kg de proteína a 

mais na primeira lactação do que os indivíduos AG (p≤0,05). Nas lactações 

subsequentes, as diferenças de gordura e rendimento de proteína não foram 

estatisticamente significativas (CIECIERSKA et al., 2013). 

Bhuiyan et al. (2009) identificaram a presença de polimorfismos no 

estudo realizado em bovinos da raça coreana Hanwoo. Nesse estudo, o 

polimorfismo no genótipo GG g.17924 (A>G) apresentou proporções do ácido 

graxo oléico (C18:1ω9) de 3,18% e 2,79% superiores aos genótipos AA e AG, 

respectivamente; e para o ácido graxo palmítico (C16:0) foram 3,81% e 4,01% 

inferiores a AA e GG, respectivamente. 

A eletroforese no gel de agarose do gene SCD confirmou o tamanho do 

fragmento amplificado de aproximadamente 377 pb (Figura 10). Zhang et al. 

(2010) utilizaram a mesma sequência de primers e também obtiveram sucesso 

na amplificação do gene em caprinos.  
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Figura 10 Eletroforese em gel de agarose 1%, do gene SCD, identificando o 
tamanho do fragmento amplificado de aproximadamente 377pb, em 

algumas amostras de DNA ovino 

Legenda: Sendo M (marcador), Br (branco da amostra), A1, A2 até A26 (algumas 

amostras que foram identificadas na figura). 

 

Entre os grupos genéticos avaliados, não foi verificada diferença em 

relação ao padrão de bandas, conforme uso da técnica de SSCP, sendo possível 

observar um único genótipo GY, conforme Figura 11. 
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Figura 11 Gel de poliacrilamida 12,5% usando a técnica de SSCP identificando 
um único genótipo GY no gene SCD 

 

Das amostras estudadas, uma foi selecionada e os dados obtidos após o 

sequenciamento comprovaram por homologia que o gene amplificado 

corresponde ao gene SCD. Esses resultados confirmaram a presença de apenas 

um genótipo sem mutação entre as amostras estudadas (Figura 12). 
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Figura 12 Alinhamento parcial utilizando ferramentas do site JustBio (2015), de 
duas amostras 1 e 2 do gene SCD e da sequência do gene SCD 

depositada no GenBank, número de acesso gb|GQ904712.2| 

Legenda:  As semelhanças são indicadas por asterisco (*) e as diferenças pela ausência 

do mesmo. 

 

Em bovinos Japanese Black, utilizando a técnica de RFLP, Taniguchi et 

al. (2004) identificaram três genótipos (VV, VA e AA) e dois alelos, os quais 

contribuíram para aumentar a porcentagem de ácidos graxos monoinsaturados 

(MUFA) e menor ponto de fusão da gordura intramuscular. Portanto, o SCD 

pode ser considerado uma das causas de variação genética na composição de 

ácidos graxos nos respectivos animais. 

Em um estudo realizado com 11 raças italianas de bovino, Milanesi, 

Nicoloso e Crepaldi (2008) reavaliaram a presença de três polimorfismos no 

éxon 5, confirmando a alta variabilidade alélica. No trabalho desses autores, 

foram descobertos três novos haplótipos: GTC (8,3%), ACT (1%) e ACC 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/403071659?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4RB54E7R016
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(0,4%). O haplótipo GTC estava presente apenas raças com aptidão para a 

produção de carne, com altas frequências que variam de 11% a 25%, sendo um 

indicativo favorável à percentagem MUFA na gordura intramuscular como 

relatado por Taniguchi et al. (2004). Já, o haplótipo ACT estava presente apenas 

em duas raças leiteiras: Rendena (8%) e Italiano Brown (2%), sendo que o 

haplótipo ACC apresentou raramente no grupo de animais avaliado.  

Zhang et al. (2010) trabalhando com caprinos verificaram a presença de 

três SNPs na região parcial do éxon 6 do gene SCD, enquanto, no presente 

estudo, não foi identificado nenhum polimorfismo. Da mesma forma, Fernandez 

et al. (2009), realizando um estudo com raças de ovinos leiteiros (duas raças 

leiteiras e duas raças egípicas antigas) também não relataram a ocorrência de 

polismorfismo ou mutações dentro da região codificadora do SCD. Contudo, 

esses autores encontraram quatro polimorfismos na região não codificadora do 

gene SCD, nos quais um desses polimorfismos foi localizado na região 

promotora do gene, enquanto que os três outros SNPs foram encontrados nos 

íntrons 2 e 3 do gene. Desses SNPs encontrados, o de maior importância é o que 

está na região promotora, pois ele pode influenciar elementos que regulam a 

expressão do gene, tal SNP apresentou frequências intermediárias nas raças 

leiteiras, ausentes nas raças de carne. Além disso, Oravcová et al. (2007), 

observaram que a frequência do gene SCD estava diretamente relacionada com o 

grau de especialização de produção e o teor de gordura de leite das raças leiteiras 

(Lacaune> Assaff> Churra). Diante disso, pode-se inferir que um polimorfismo 

no gene SCD pode afetar raças de forma diferente, em razão das especificidades 

na síntese de lipidios na glândula mamária, o que poderia explicar as diferenças 

no teor de gordura do leite, considerando o papel da enzima SCD sobre a sua 

composição de ácidos graxos (FERNANDES et al., 2009). 

A eletroforese no gel de agarose do gene TE confirmou o tamanho do 

fragmento amplificado de aproximadamente 505 pb (Figura 13). Utilizando 
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desses mesmos primers Oztabak et al. (2014) obtiveram o mesmo resultado de 

amplificação. 

 

 

Figura 13 Eletroforese em gel de agarose 1%, do gene TE, identificando o 

tamanho do fragmento amplificado de aproximadamente 505pb, em 

algumas amostras de DNA ovino 

Legenda:  Sendo M (marcador), Br (branco da amostra), A1, A2 até A26 (algumas 

amostras que foram identificadas na figura). 

 

Entre os grupos genéticos avaliados foi possível observar diferentes 

padrões de bandas do gene TE, caracterizando-os como genótipos variados. A 

análise SSCP revelou três padrões de bandas originais no gene TE (TV, TT e 

UV) (Figura 14).  
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Figura 14 Gel de poliacrilamida 12,5% usando a técnica de SSCP identificando 
três genótipos TV, TT e UV de SNPs no TE 

 

As frequências dos genótipos observadas para o gene TE foram de 

84,53%, 7,14% e 8,33% respectivamente para os genótipos TT, TV e UV 

(Tabela 5). Entre os animais dos grupos genéticos estudados, o cruzamento entre 

Black Dorper x Santa Inês apresentou maior frequência (100%) para o genótipo 

TV, enquanto o cruzamento entre White Dorper x Santa Inês apresentaram as 

maiores frequências 16,67% para o genótipo TT e o grupo gonético Texel x 

Santa Inês apresentou maior frequência (15,79%) para o genótipo UV. Dentro de 

cada grupo genético, o genótipo TV foi o que teve maior representatividade 

dentro do presente estudo. 
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Tabela 5 Frequência dos genótipos de Polimorfismo (SNP) segundo a técnica de Polimorfismo de Conformação de 
Cadeia Simples (SSCP) do gene Domínio da Tioesterase (TE) em ovinos 

 

Genótipos 

TE  

Grupos Genéticos*  

Total LxS SI ExS BDxS WDxS TxS 

FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) FA FR(%) 

TV 10 71,43 13 92,86 8 88,89 16 100,00 10 83,33 14 73,68 71 84,53 

TT 2 14,29 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 16,67 2 10,53 6 7,14 

UV 2 14,29 1 7,14 1 11,11 0 0,00 0 0,00 3 15,79 7 8,33 

Total 14 100 14 100 9 100 16 100 12 100 19 100 84 100 

*LxS - Lacaune x Santa Inês; SI - Santa Inês puro; ExS - East Friesian x Santa Inês; BDxS – Black Dorper (Dorper) x Santa Inês; 

WDxS - White Dorper x Santa Inês; TxS - Texel x Santa Inês; FA= Frequência absoluta; FR. = Frequência relativa (%).  
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A partir das amostras estudadas, estas foram selecionadas conforme o 

padrão apresentado pela técnica de SSCP para serem sequenciadas e foram 

obtidos dados apenas de dois padrões, que comprovaram o resultado da técnica 

na qual evidenciaram-se  três genótipos diferentes e a análise sequencial revelou 

17 polimorfismos, dos quais dois geraram mudança de base e 15 deleções de 

base (Figura 15). 

 

 

Figura 15 Alinhamento parcial utilizando ferramentas do site JustBio (2015), de 

duas amostras do gene TE e da sequência do gene SCD depositada no 
GenBank, número de acesso JN570752.2  

Legenda:  As semelhanças são indicadas por asterisco (*) e as diferenças pela ausência 

do mesmo. 

 

Zhang et al. (2008), estudando polimorfismos no domínio da Tioesterase 

(TE) do gene FASN em bovinos Angus com uso da técnica de RFLP, 

identificaram um polimorfismo no domínio da TE (g.17924A>G) que foi 

associado, significativamente, com a composição de ácidos graxos no músculo 
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Longissimus dorsi. Tal mutação pode resultar na mudança da função da enzima 

tioesterase (produção de ácidos graxos C14:0 e C16:0), de modo que a liberação 

da cadeia de ácidos graxos passe a ser quando os mesmos atinjam 18 carbonos, 

reduzindo, assim, as proporções de C14:0 e C16:0 no tecido adiposo, o que 

poderia explicar a diferença de ácidos graxos entre os indivíduos. 

Estudos realizados em bovinos Wagyu x Limousin, identificaram duas 

mutações no gene FASN (g.16024A>G e g.16039T>C) encontradas no éxon 34, 

que determinam as substituições de aminoácidos treonina, para alanina e 

triptofano para arginina (ABE et al., 2009). Essas substituições dos aminoácidos 

podem causar alterações no domínio da β-cetoacil redutase, induzindo a 

mudança de conformação e especificidade do substrato do domínio da TE (ABE 

et al., 2009). 
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4 CONCLUSÕES 

Os resultados indicam que o SSCP é uma técnica eficiente em detectar 

polimorfismos nos genes estudados (DGAT-1, DGAT-2, FASN e TE), nos quais 

foram possíveis observar diferentes genótipos na população de ovinos estudada.  

Não houve a identificação de SNP em ovinos para os genes DGAT-1 e 

SCD, sugerindo que esses genes apresentam baixa taxa de polimorfismo na 

presente grupo de ovinos.  

A ocorrência de SNPs é alta para ovinos em relação aos genes DGAT-2 

e TE estudados, o que poderia influenciar a síntese de determinados ácidos 

graxos e alterar o perfil lipídico da carne.  
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