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RESUMO GERAL 

 

SOUSA JUNIOR, L. P. B.. Polimorfismos nos genes MYOD1, MYF5, MYF6, MYOG 

e MSTN e seus efeitos sobre qualidade de carne em ovinos Santa Inês. 2017. 93p. 

Dissertação (Mestre em Ciência Animal nos Trópicos) – Escola de Medicina Veterinária 

e Zootecnia – Universidade Federal da Bahia, 2017. 

 

O objetivo desta pesquisa foi identificar, em até 192 ovinos Santa Inês, 

polimorfismos nos genes MyoD1 (Diferenciador Miogênico 1), MyoG (Miogenina), 

MyF5 (Fator Miogênico 5), MyF6 (Fator Miogênico 6) e MSTN (Miostatina) e verificar 

se estão associados a características que evidenciam qualidade de carne. Amostras do 

músculo Longissumus de cada animal foram avaliadas para pH pós-abate (pH0) e 24 horas 

pós-abate (pH24), intensidades de luminosidade (L*), vermelho (a*) e amarelo (b*), 

capacidade de retenção de água (CRA) e força de cisalhamento da carne. Amostras de 

DNA foram extraídas e procedeu-se o sequenciamento de fragmentos contendo 2.493, 

1.836, 2.813, 1.126 e 2.380 pb nos genes MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN, 

respectivamente. Nas regiões sequenciadas foram identificados 59, 24, 51, 4 e 10 

polimorfismos, respectivamente. Do total de 148 polimorfismos identificados, 46 SNP 

apresentaram distribuição de frequência que permitiu utilizá-los para estimar efeitos 

aditivo e de dominância, sendo 19 no MyoD1, 11 no MyoG, 10 no MyF5, 3 no MyF6 e 3 

no MSTN. Os SNPs g.34302419T>G e g.34303049G>T do gene MyoD1, g.197088C>T, 

g.197660G>A, g.197710A>G e g.197845C>G do gene MyoG, g.116445837T>G do 

gene MyF6 e g.118141035G>A do gene MSTN apresentaram ao menos efeito aditivo 

sugestivo (P < 0,05) para as características aqui analisadas. Os SNPs g.34302419T>G no 

MyoD1 e g.197088C>T no MyoG apresentaram efeito significativo ao nível da correção 

de Bonferroni para força de cisalhamento e a*, respectivamente. Além disso, alguns 

efeitos de haplótipos foram significativos. Portanto, polimorfismos na família MyoD e no 

gene MSTN podem fornecer informações úteis para seleção assistida por marcadores em 

ovinos da raça Santa Inês, visando a melhoria da qualidade de carne. 

Palavras-chave: biotecnologia, genética, marcadores moleculares, melhoramento animal, 

sequenciamento 
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ABSTRACT 

 

SOUSA JUNIOR, L. P. B.. Polymorphisms in the MYOD1, MYF5, MYF6, MYOG and 

MSTN genes and their effects on meat quality in Santa Inês sheep. 2017. 93p. 

Dissertação (Mestre em Ciência Animal nos Trópicos) – Escola de Medicina Veterinária 

e Zootecnia – Universidade Federal da Bahia, 2017. 

 

This study aimed to identify polymorphisms in the MyoD1 (MyoGenic differentiation 1), 

MyoG (Myogenin), MyF5 (MyoGenic factor 5), MyF6 (MyoGenic factor 6) and MSTN 

(myostatin) genes and testing association with meat quality traits in 192 Santa Ines sheep. 

Samples of Longissumos muscle of each animal were evaluated for pH post-slaughter 

(pH0) and pH 24 hours post-slaughter (pH24), luminosity (L*), red (a*) and yellow (b*) 

Minolta parameters, water holding capacity (WHC) and meat shear force. DNA samples 

were extracted and sequencing of fragments containing 2,493, 1,836, 2,813, 1,126, and 

2,380 bp in the MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 and MSTN genes, respectively. In the 

sequenced regions 59, 24, 51, 4 and 10 polymorphisms were identified, respectively. For 

46 polumorphims was possible to estimate additive and dominance effects in association 

studies (19 in MyoD1, 11 in MyoG, 10 in MyF5, 3 in MyF6 and 3 in MSTN). The SNPs 

g.34302419T>G and g.34303049G>T (MyoD1), g.197088C>T, g.197660G>A, 

g.197710A>G and g.197845C>G (MyoG), g.116445837T>G (MyF6), and 

g.118141035G>A (MSTN) had at least suggestive additive effect (P < 0.05) for the meat 

traits. The SNPs g.34302419T>G (MyoD1) and g.197088C>T (MyoG) had  significant 

effect at the Bonferroni level for shear force and a*, respectively. In addition, some 

haplotype effects were found. Therefore, polymorphisms in the MyoD family genes and 

in MSTN gene can provide useful information in the marker-assisted selection of Santa 

Ines sheep to improve meat quality traits. 

Key words: animal breeding, biotechnology, genetics, molecular markers, sequencing 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

A carne ovina vem conquistando espaço no mercado consumidor brasileiro e o 

aumento do consumo é percebido em todas as regiões do país (DECKER et al., 2016), 

contudo existe demanda para um produto de melhor qualidade. A região Nordeste é um 

dos principais centros de criação de ovinos do Brasil (IBGE, 2016) e a raça Santa Inês 

desponta como uma das principais na região (NÓBREGA et al., 2013). Além da produção 

de carne, possui vantagens como a resistência a parasitos e uma pele de qualidade 

apreciada (MORAES et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2014).  

Influenciam a escolha dos consumidores na compra de produtos cárneos a sua 

aparência visual no momento da compra e a maciez da carne no momento do seu consumo 

(BRESSAN et al., 2001). Dentre as características da carne que podem ser melhoradas, 

estão os parâmetros físicos e químicos que podem influenciar a sua qualidade e a 

aceitação do consumidor na hora da compra (ALVARENGA et al., 2014).  

O melhoramento de atributos de carne pode ser obtido com o auxílio de 

marcadores moleculares (PAIVA et al., 2008) em genes candidatos. Neste contexto tem-

se os genes da família MyoD e o gene da miostatina (MSTN), que atuam no processo 

embriológico da formação do músculo esquelético (BHUIYAN et al., 2009; CRISPO et 

al., 2015). São encontrados trabalhos que relacionam esses genes com a produção de 

carne (HADJIPAVLOU et al., 2008; HAN et al., 2015; TRUKHACHEV et al., 2015), 

porém um número reduzido de trabalhos ligam o MSTN com a qualidade de carne em 

ovinos (HOPE et al., 2013; KIJAS et al., 2007) e não há prévios estudos relatando efeito 

de marcadores nos genes da família MyoD sobre atributos da carne ovina. Assim, o 

objetivo desse estudo foi encontrar polimorfismos nos genes da família MyoD e no gene 

MSTN e estimar seus efeitos sobre os atributos da carne em ovinos da raça Santa Inês. 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

A RAÇA SANTA INÊS 

A produção de ovinos no Brasil teve seu apogeu no século XX , na década de 80, 

com objetivo comercial de produção de lã (DECKER et al., 2016). Na década seguinte 

esse segmento enfrentou uma crise, que teve como um dos principais fatores à difusão de 

lã sintética, capaz de substituir com eficiência a lã produzida a partir de ovelhas (JESUS 
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JUNIOR et al., 2010). Nos tempos atuais o rebanho brasileiro é formado por 18,4 milhões 

de cabeças. Em ordem decrescente, em relação ao número de animais, têm-se a região 

Nordeste (60,59%), seguida das regiões Sul (26,49%), Centro-Oeste (5,58%), Sudeste 

(3,80%) e Norte (3,56%) (IBGE, 2016). 

A espécie ovina vem conquistando um espaço maior no gosto alimentar da 

população brasileira, levando ao aumento da produção de carne e deixando de ser um 

produto apreciado exclusivamente no meio rural do Sul e do Nordeste (DECKER et al., 

2016). A sua criação tem laços históricos nessas regiões, sendo que no Nordeste sua 

produção se concentra na região semiárida, na qual a presença de condições climáticas 

adversas torna propícia a criação de animais mais rústicos, como a raça Santa Inês (REGO 

NETO et al., 2014). 

A raça Santa Inês foi formada no Nordeste brasileiro e apresenta uma expressiva 

fração dos ovinos desta região. Esses animais são predominantemente deslanados ou 

semideslanados e apresentam um alto potencial na produção de carne, considerando a 

escassez e irregularidade da oferta de alimentos dessa localidade (NÓBREGA et al., 

2013). De Sousa et al. (2003) destacam que esses animais também apresentam um 

elevado potencial reprodutivo quando comparados com outras raças ovinas na região 

semiárida. 

Os ovinos Santa Inês possuem uma resistência superior a cargas parasitárias 

gastrointestinais quando comparados com ovinos de raças exóticas (MORAES et al., 

2000; LARA et al., 2001). A sua pele também representa um importante produto da 

ovinocultura, visto que possui um alto padrão de qualidade, que é muito apreciado pelo 

mercado consumidor (BARROS et al., 1990; OLIVEIRA et al., 2014). Esses fatores 

credenciam a raça Santa Inês como uma importante alternativa no desenvolvimento da 

produção animal no Brasil. 

A raça Santa Inês é a que mais cresce em quantidade e em importância no Brasil, 

devido sua capacidade de se adptar a diferentes climas e manejos (AZEVEDO et al., 

2008). A população da raça tem crescido vertiginosamente devido a sua boa adaptação 

aos diferentes climas, sua ausência de estacionalidade reprodutiva e sua habilidade 

materna elevada em comparação com outras raças (PEREIRA, 2008). 

A preservação genética dos animais Santa Inês se faz necessária, tendo em vista a 

sua vulnerabilidade à estabelecimento de rebanhos de elite e a utilização de matrizes para 
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cruzamentos com outras raças (PEREIRA, 2008). Pretendendo salvaguardar esse material 

genético, a Embrapa mantém três núcleos de conservação da raça Santa Inês, que poderão 

ser utilizados no futuro para o resgate de característica de interesse econômico (MORAES 

et al., 2016). 

 

GENES CANDIDATOS RELACIONADOS À QUALIDADE DE CARNE 

As ferramentas do melhoramento genético clássico de ovinos, como a exploração 

de cruzamentos de raças especializadas e a seleção através do valor genético estimado a 

partir de informações de pedigree e de fenótipos de interesse podem ser potencializadas 

com a utilização de marcadores moleculares (TEIXEIRA NETO et al., 2014; PIRES et 

al., 2015).  

Dentro do melhoramento animal a utilização de marcadores moleculares pode ter 

como fim a seleção assistida por marcadores, que funciona melhor com características 

controladas por poucos genes de grande efeito. Também pode se pensar em seleção 

genômica, que funciona melhor características controladas por vários genes e de pouco 

efeito individuais (PAIVA et al., 2008). Os marcadores mais utilizados atualmente para 

fins de seleção em animais são os do tipo SNP (Single Nucleotide Polimorphism), que 

são polimorfismos que envolvem uma única base nitrogenada do DNA (CAETANO, 

2009). 

No contexto de seleção assistida por marcadores moleculares, muitos estudos 

utilizam a estratégia de genes candidatos. A seleção dos genes candidatos que serão 

utilizados em um projeto de pesquisa, precisa estar embasada em suas funções biológicas 

e suas correlações com as características que serão estudadas (LEE et al., 2009; 

MENGUAL et al., 2014; LIU et al., 2016). Por exemplo, genes que estão relacionados 

com crescimento muscular podem ser bons candidatos a estudos de associação com 

volume de massa muscular ou mesmo com aspectos da qualidade de carne (JOHNSTON, 

1999; FISHER et al., 2003; ČEPICA et al., 2013; YIN et al., 2015). 

A miofibrila é a unidade básica do tecido muscular, sendo que a sua proporção e 

os tipos de fibras musculares afetam diretamente a qualidade da carne. A matriz 

extracelular conjuntamente com as fibras musculares compõe o músculo estriado 

esquelético (CHRISTENSEN et al., 2016). A compreensão das características 

morfológicas, da miogênese e da fisiologia desse tipo de tecido é importante para decifrar 
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os fatores relacionados com o crescimento muscular. De posse desse conhecimento é 

possível se fazer a seleção de animais para atender a demanda de um mercado consumidor 

que foca na qualidade de carne (GUO et al., 2012). 

A maior parte dos músculos estriados origina-se de células provenientes do 

mesoderma a partir dos somitos do embrião e alguns fatores, tanto indutores quanto 

inibitórios, são responsáveis por sua diferenciação. Uma categoria de fatores 

transcricionais, conhecido como família MyoD, tem um papel primordial na 

diferenciação muscular. Essa família também possui a denominação de Fatores de 

Regulação MyoGênica (MRFs) e essa nomenclatura será utilizada como padrão no 

restante da dissertação.  

Entre os MRFs são conhecidos quatro tipos: MyoD1, MyoG, MyF5 e MyF6 

(BHUIYAN et al., 2009). Esses fatores fixam-se a sequências de DNA conhecidas como 

Ebox (CANNTG) na região promotora de vários genes músculo-específicos, conduzindo 

à expressão dos mesmos. Outro gene que atua no crescimento muscular é a miostatina, 

agindo como um regulador negativo do crescimento do músculo esquelético. Variações 

nesse gene têm sido associadas a variações em musculosidade em muitas espécies de 

animais (HAN et al., 2013). 

 

FATORES MIOGÊNICOS 

Durante o desenvolvimento embrionário, as células somíticas do mesoderma 

sofrem a atuação de sinais que irão afetar o desenvolvimento, proliferação e fusão das 

mesmas. Eles podem ser sinais positivos [Wnts, Sonic hedgehog (Shh), Noggin] ou 

negativos (BMP4, Notch) e são provenientes dos tecidos vizinhos como a notocorda e o 

tubo neural. A atuação deles será capaz de ativar genes que tem potencial de modificar o 

fenótipo dessas células a fim de que elas sejam comprometidas com a formação do tecido 

muscular (SILVA e CARVALHO  2007). Esses genes fazem parte da família dos fatores 

transcricionais basic helix-loop-helix (bHLH), da qual pertencem os fatores de regulação 

Miogênicos que compartilham um domínio homólogo bHLH necessário na ligação com 

o DNA (JIN et al., 2016). 

 Os genes MyoD1 e MyF5 são conhecidos como fatores primários, enquanto os 

genes MyoG e MyF6 são conhecidos como fatores secundários. Os dois primeiros são 

expressos em mioblastos na fase de proliferação e os dois últimos são expressos em 
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células, na fase de fusão e diferenciação (BUCKINGHAM et al., 2014).  

 

MyoD1 e MyF5 

Os genes MyF5 (Fator Miogênico 5) e MyoD1(Diferenciador Miogênico 1 ou 

MyF3) são os MRFs responsáveis pela diferenciação das células MyoGênicas que 

precedem a sua transformação em mioblastos e pela sua proliferação, sendo conhecidos 

como fatores primários (VÉLEZ et al., 2017). Esses genes possuem três exons, sendo o 

MyoD1 localizado no cromossomo 15 e o MyF5 localizado no cromossomo 3, em ovinos. 

Os fatores de transcrição Pax3 e Pax7 são importantes no processo Miogênico 

embrionário, pois eles vinculam as células precursoras somíticas com a linhagem 

MyoGênica antes da expressão dos MRFs. Quando a expressão do Pax3 diminui 

gradualmente, a expressão do MyF5 aumenta significativamente, formando as estruturas 

musculares primitivas com células musculares que foram vinculadas. Subsequentemente, 

o gene de MyoD1 é ativado após o início da expressão de MyF5 (SILVA e CARVALHO  

2007). 

Durante a embriogênese as células somíticas dependem de estruturas adjacentes e 

sua liberação de sinais positivos (Wnt, Sonic hedgehog (Shh) e noggin) e negativos 

(BMP4 e Notch). Todos estes sinais ajustam a quantidade de fatores reguladores 

Miogênicos para o equilíbrio entre proliferação e estado de diferenciação durante o 

desenvolvimento muscular (UGARTE et al., 2012; HURASKIN et al., 2016; OHTA et 

al., 2016). Uma parte da sinalização de Wnt (Wnt1 e Wnt3) é produzida pelo tubo neural 

dorsal e outra parte (Wnt4, Wnt6 e Wnt7) é produzida pelo ectoderme superfícial. A 

expressão do Pax3 e MyF5 é aumentada por Wnt1 e Wnt3, enquanto a expressão de 

MyoD1 é reduzida por Wnt6 e Wnt7a.  A sinalização de Shh regula o mecanismo da 

miogênese através da regulação positiva da expressão de MyF5 / MyoD1, levando as 

células MyoGênicas a se retirarem da proliferação e iniciarem a diferenciação. A 

superexpressão de BMP4 no somito pode inibir a expressão de MyoD1. Como antagonista 

de BMP4, a noggin encontra-se a jusante das vias de sinalização de Shh e Wnt e interage 

fisicamente com ela, neutralizando os efeitos da BMP4. Já a atividade de sinalização 

Notch influencia a diferenciação celular, proliferação e programas apoptóticos (JIN et al., 

2016). 

A ausência de expressão de apenas um desses genes (MyoD1 e MyF5) não 
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compromete a formação do tecido muscular esquelético, indicando que eles apresentam 

funções redutantes, apesar de serem expressos em momentos diferentes. (RUDNICKI et 

al., 1993). Na regeneração muscular de adultos o gene MyF5 se econtra expresso em 

células satélites quiescentes. O gene MyoD1 é expresso nas células satélites ativadas e, 

juntamente com a regulação negativa da expressão de Pax7, subsequentemente se 

diferencia com a expressão do gene MyoG. No entanto, a superexpressão de Pax7 nos 

mioblastos reprime a expressão de MyoD1 e inibe a miogênese. A expressão ectópica de 

Pax7 pode bloquear eficientemente a conversão dependente de MyoD1 de células 

estaminais mesenquimais  para a linhagem muscular (JIN et al., 2016). 

Quigley et al. (2015) analisaram a miogênese de fetos de diferentes tamanhos em 

ovinos e constataram que o número de miofibras  do músculo semitendíneo não diferiu 

entre os fetos pequenos e grandes em nenhuma fase da gravidez. Sendo que  o crescimento 

muscular é afetado pelo crescimento fetal e não pelo número de miofibras no feto das 

ovelhas. Porém a nutrição restrita durante a gestação altera a expressão temporal de 

fatores reguladores Miogênicos em células satélites da progênie. Isso pode reduzir a 

quantidade de mioblastos, diminuir a fusão deles e contribuir para o fraco crescimento 

muscular pós-natal (RAJA et al., 2016). 

 

MyoG e MyF6 

Os genes MyoG (miogenina ou Myf4) e MyF6 (Fator Miogênico 6), também 

conhecido como MRF4, são os MRFs responsáveis pela fusão e diferenciação dos 

miócitos e maturação das miofibras, sendo conhecidos como fatores secundários. Ambos 

os genes possuem três exons em ovinos, sendo o MyoG localizado no cromossomo 12 e 

o MyF6 localizado no cromossomo 3, próximo ao gene MyF5.  

O gene MyoG tem papel chave na ativação do programa de diferenciação 

muscular. O número de fibras musculares esqueléticas é reduzido em ratos com mutações 

no gene MyoG. Seus músculos apresentam má formação na costela e pouca massa 

muscular, vindo a óbito logo após nascerem. Apesar disso, eles possuem quantidades 

normais de mioblastos, o que indica falha na diferenciação destes (HASTY et al., 1993; 

NABESHIMA et al., 1993; JIN et al., 2016; MORETTI et al., 2016).  

O controle do MyoG é regulado pela expressão do MyF6 e ambos atuam 

sinergicamente na diferenciação e maturação dos mioblastos. Porém um aumento da 
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expressão do MyF6 reduz a expressão do MyoG, sendo essa inibição requerida 

principalmente após o nascimento (HASTY et al., 1993; ZHANG et al., 1995). 

O MyF6 é expresso transitoriamente, ao mesmo tempo em que MyF5, no início 

da miogênese no embrião. Ele pode funcionar como um gene de determinação, uma vez 

que alguma miogênese ocorre em animais com mutação tanto no MyF5 quanto no 

MyoD1, quando o MyF6 não está comprometido (JIN et al., 2016).  

Moretti et al. (2016) citam que a expressão de MyF6 inicia-se durante o 

desenvolvimento fetal e continua ao longo dos estágios pós-natais, sendo 

predominantemente expresso nas fibras musculares adultas. Com o silenciamento do 

MyF6 no músculo esquelético adulto, há um aumento no tamanho da fibra muscular, 

sugerindo que o MyF6 é um regulador negativo do crescimento muscular. 

 

EFEITO DE POLIMORFISMOS NO GENE MyoD1 

Trukhachev et al. (2017) investigaram a influência de 26 polimorfismos no gene 

MyoD1 sobre alguns parâmetros corporais em ovinos da raça Stavropol, sendo os SNPs 

g.34372032G>T e g.34372031G>T associados com melhores valores de carcaterísticas 

corporais. Polimorfismos nesse gene também foram avaliados em outras espécies. 

Bhuiyan et al. (2009) encontraram um SNP no gene MyoD1 em bovinos com efeito para 

peso vivo e peso de carcaça, enquanto Han et al. (2012), identificaram um polimorfismo 

com efeito sobre pH muscular de suínos. 

No contexto de expressão gênica, Lôbo et al. (2012) observaram uma associação 

entre a expressão do gene MyoD1 no músculo Longissimus em ovinos das raças Santa 

Inês, Morada Nova e Somalis e o rendimento de carcaça fria. Estudos com bovinos foram 

reportados efeitos de expressão do gene MyoD sobre atributos de carne, como Tizioto et 

al. (2016) que identificaram associação entre a expressão do gene MyoD1 e a força de 

cisalhamento no músculo Longissimus, permitindo concluír que animais com menor 

expressão de MyoD1 apresentaram carne mais macia.  

 

EFEITO DE POLIMORFISMOS NO GENE MyF5 

Não foram encontrados prévios estudos de associação entre polimorfismo no gene 

MyF5 e crescimento ou qualidade de carne em ovinos. Entretanto ao analisar a maciez de 

carne em suínos, Wang et al. (2012), identificaram um polimorfismo no gene MyF5 que 
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apresentou efeito significativo. Bhuiyan et al., (2009) encontraram um SNP no gene 

MyF5 em bovinos com efeito para peso vivo. Enquanto, Zhong et al. (2013) estudantaram 

a expressão do gene MyF5 em cinco músculos de caprinos e encontraram alguns efeitos 

significativos.  

  

EFEITO DE POLIMORFISMOS NO GENE MyoG 

Sun et al. (2014) identificaram maior expressão do gene MyoG em ovinos machos 

da raça Hu do que nas fêmeas, em todos os estágios de crescimento, exceto no período de 

seis meses de idade. Além disso, a expressão gênica foi correlacionada de forma não 

significativa com peso vivo, carcaça e rendimento de carçaça (P > 0,05). Nos bovinos há 

mais estudos e os resultados são controversos. Bhuiyan et al. (2009) identificaram um 

polimorfismo no gene MyoG associado ao peso vivo em bovinos, enquanto Borges et al. 

(2014) não encontraram nenhum efeito sobre peso da carcaça quente, área de olho do 

lombo, espessura de gordura subcutânea, percentagem de gordura intramuscular, força de 

cisalhamento, índice de fragmentação miofibrilar, coloração da carne (L*, a*, b*) e 

perdas por cocção em ovinos. Em suínos, Stupka et al. (2012) encontraram um efeito 

significativo de polymorfismo no gene MyoG sobre os teores de água no presunto e no 

pernil e o teor de gordura intramuscular no pernil, enquanto Kapelański et al. (2005) 

encontraram efeitos sobre capacidade de retenção de água e coloração da carne em suínos 

(P < 0,01). 

 

EFEITO DE POLIMORFISMOS NO GENE MyF6  

Não foram encontrados na literatura referências de estudos ao gene MyF6 

relacionado à qualidade de carnes em ovinos. No entanto, existem trabalhos que 

encontraram associação entre polymorfismos no MyF6 e características de qualidade ou 

produção de carne em suínos, como perdas de peso devido ao gotejamento da carne 

(KAPELAŃSKI et al., 2005). Enquanto, Wyszyńska-Koko et al. (2006) encontraram 

associação entre polimorfismos do gene MyF6 e ganho diário, peso de presunto, peso de 

lombo e rendimento de carne magra de carcaça em suínos. Contudo, também há estudos 

em suínos que não encontraram associações significativas. Verner et al. (2007) não 

encontraram associações significativas de polimorfismos no gene MyF6 e características 

de carne e de carcaça como a gordura intramuscular, a espessura de toucinho, os pesos do 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871141309002091


21 
 

pescoço, lombo, pernil e presunto, pH da carne, coloração da carne (L*,a* e b*), maciez 

da carne, teores de água no presunto, pescoço, lombo e pernil, os teores de gordura 

intramuscular no presunto, pescoço, lombo e pernil. 

 

O GENE MSTN 

O gene MSTN, também conhecido como fator de diferenciação de crescimento 8, 

é um membro da superfamília beta de fatores transformantes e de crescimento (TGF-β). 

Ele funciona como um regulador negativo do desenvolvimento e do crescimento do 

músculo esquelético, inibindo a proliferação e diferenciação de progenitores musculares 

durante o desenvolvimento (MCPHERRON et al., 1997; CRISPO et al., 2015). O gene 

MSTN gera a miostatina ovina e está localizado no cromossomo 2 (FARHADIAN et al., 

2012). 

Durante a miogênese, a extensão da proliferação de mioblastos determina em 

grande parte a formação de fibras musculares. No mioblasto, a miostatina madura ao se 

ligar a seu receptor, dá início à cascata de sinalização intracelular das proteínas reguladas 

pelo receptor de Smad2 e Smad3. Esse efeito resulta na inibição de fatores reguladores 

Miogênicos (MyoD e MyoG), resultando na inibição da proliferação de mioblastos (LV 

et al., 2015; LIU et al., 2014). Liu et al., (2012) constataram que a superexpressão da 

miostatina em mioblastos primários de ovinos resultou em inibição significativa da 

diferenciação dos mioblastos. Porém o silenciamento gênico do gene MSTN resultou num 

aumento de 28,3% da proliferação de mioblastos primários de ovinos (LIU et al., 2014). 

As mutações genéticas do MSTN foram relatadas em bovinos, ovelhas, cães e 

humanos. Percebe-se neles um aumento significativo na massa muscular, fenômeno 

conhecido como musculatura dupla. Porém algumas desvantagens são relatadas nestes 

animais, como a redução da fertilidade feminina, a menor viabilidade dos descendentes e 

o atraso na maturação sexual (HU et al., 2013). 

 Segundo Liu et al. (2012), algumas proteínas podem suprimir a atividade do 

MSTN, como a folistatina e o próprio peptídeo da miostatina, resultando em aumento da 

massa muscular. No entanto, elas podem causar uma resposta imuni indesejável e resultar 

em perturbação das suas funções inibitórias. Segundo Jeanplong et al., (2013), a 

miostatina possui estratégias de regulação que são específicas em algumas espécies. Em 

roedores, os machos têm menos miostatina madura do que as fêmeas e isso foi 
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desenvolvido para auxiliar no desenvolvimento do crescimento dimórfico sexual dos 

músculos esqueléticos. No entanto, não foi encontrado dimorfismo sexual na abundância 

de miostatina madura em músculos esqueléticos de ovelhas ou em amostras de biópsia 

obtidas de indivíduos humanos. 

 

EFEITO DE POLIMORFISMOS NO GENE MSTN 

Analisando a raça ovina Santa Inês, Bagatoli et al. (2013) constataram que a maior 

expressão do gene da miostatina levou os animais a apresentarem menor maciez da carne, 

independente da espessura de gordura da mesma. Os animais que possuem musculatura 

dupla apresentam menor conteúdo de gordura intramuscular, com mais ácidos graxos 

insaturados. Estas características tornam esta carne mais saudável para os consumidores 

(CRISPO et al., 2015). 

Trabalhando com a raça Norwegian White, Boman et al. (2010) identificaram 

duas mutações no gene da miostatina. Uma das mutações foi responsável por reduzir em 

1/3 a expressão da MSTN. Ambas as mutações afetaram a conformação e a classe de 

gordura em cordeiros, produzindo uma carcaça com menos gordura e mais massa 

muscular. Farhadian et al. (2012) analisaram a raça ovina iraniana Makoei e constaram 

que o gene MSTN está associado com peso as nascimento, mas não com o ganho de peso 

após nascimento. 

Analisando as raças ovinas Madras Red e Mecheri,  Sahu et al. (2017) 

identificaram um SNP no exon 3 do gene MSTN (5622G>C), que também foi identificado 

em outros trabalhos (GAN et al.,2008 e ZHOU et al., 2008). Nos animais da raça Madras 

Red foi observado efeito deste NPS sobre os pesos corporais aos nove e doze meses de 

idade, mas não sobre os pesos ao nascimento, aos três e seis meses de idade, enquanto na 

raça Mecheri não foi encontrado qualquer efeito. 

O marcador g+6723G>A do gene MSTN (também denominado de 

g.118150665G>A) tem sido relatado muitas vezes na literatura (CLOP et al., 2006; 

KIJAS et al., 2007; JOHNSON et al., 2009; HADJIPAVLOU et al., 2008; HOPE et al., 

2013; e HAN et al., 2015) e se encontra na região UTR 3'. Segundo Hope et al. (2013) 

esse polimorfismo promove o aumento dos pesos do lombo e do pernil. Contudo,  não 

foram envontrados efeitos para variáveis mensuradas nos músculos Longissimus 

lumborum (LL) e Semimembranosus (SM) como pH, gordura intramuscular, intensidades 
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de vermelho e de amarelo. Efeitos significativos da mutação g+6723G>A foram 

observados para desenvolvimento muscular de ovinos (HADJIPAVLOU et al., 2008; 

HAN et al., 2015) e diminuição de gordura (KIJAS et al. 2007; JOHNSON et al., 2009).  

 

ATRIBUTOS DA CARNE 

A definição de qualidade da carne altera-se com o interesse do mercado 

consumidor e abrange muitos aspectos, englobando tradições e culturas regionais. No 

entanto, uma carne de boa aceitabilidade deve atender as características físicas e químicas 

exigidas pelos consumidores (ALVARENGA et al., 2014). Entre os atributos mais 

importantes que atraem o comprador da carne vermelha estão à aparência visual no 

momento da compra e a maciez da carne no momento do seu consumo. Essas 

propriedades podem sofrer variação a depender de vários fatores como: a idade do animal, 

seu peso vivo, sua raça e o manejo ao qual ele foi submetido (BRESSAN et al., 2001). 

De forma objetiva, a análise da qualidade de carne pode ser mensurada através de alguns 

parâmetros como pH, coloração, capacidade de retenção de água e maciez. 

 

pH 

O pH é o mais importante parâmetro referente a qualidade final da carne, pois age 

sobre as demais características. Sua variação pode afetar o rendimento da mesma, além 

da sua capacidade de retenção de água, sua maciez e sua defesa à atuação de organismos 

microbianos (GRANDIS et al., 2016). Segundo Coutinho et al. (2013), os diferentes tipos 

de fibra que constituem a carne ovina contribuem para que, apenas esporadicamente, ela 

apresente grandes variações no seu pH durante seu processo de rigor mortis. 

Quando se obedece ao manejo de bem-estar animal no período pré-abate os ovinos 

possuem, logo após o fim de sua sangria, um pH inicial (pH0) de valor muito próximo de 

7,0. Decorrido 24 horas do abate, o pH da carne do animal (pH24) deve estar entre a faixa 

de 5,5 a 5,8. (SILVA et al., 2014; GRANDIS et al., 2016; COUTINHO et al., 2016).  

Segundo Bonagurio et al. (2003), o fator sexo parace não apresentar grande efeito 

sob a variação do pH24. Porém o efeito da raça (presença de uma susceptibilidade maior 

ao estresse) e uma quantidade maior de gordura cobertura na carcaça favorecem a uma 

queda do pH24. A gordura subcutânea pode agir como isolante térmico, tornando a 

temperatura da carcaça mais alta por mais tempo, acelerando o processo de glicólise e a 
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redução do pH. Segundo Bressan et al. (2001), a velocidade de redução do pH é maior 

em animais mais pesados. Porém, o pH24 pode não apresentar grandes diferenças nos 

valores quando se compara as proporções de gordura na carcaça (RODRIGUES et al., 

2008). 

Se durante a primeira hora após o abate o pH da carne reduzir de 7,0 para abaixo 

de 6,0, na presença de uma elevada temperatura da carcaça, aproximadamente 35ºC, pode 

resultar em carne PSE (Pale, Soft and Exudative), que tem como características ser pálida, 

flácida e exsudativa. Contudo esse tipo de carne é mais comum em suínos e algumas aves 

(BRESSAN et al., 2001). Por outro lado, se o pH24 permanecer acima de 6,0 a carne 

pode ser DFD (Dark, Firm and Dry), que tem como características ser escura, firme e 

seca (PINHEIRO et al., 2015; COUTINHO et al., 2016). A Tabela 1 apresenta valores 

médios encontrados na literatura para pH0 e pH24 no músculo Longissimus de ovinos 

Santa Inês.  Estes valores indicam que pode haver variação desse atributo no lombo de 

ovinos Santa Inês, sendo necessário, portanto, monitorá-lo para garantir boa qualidade a 

carne.  

Tabela – 1 Valores médios de pH na carcça de ovinos Santa Inês no momento do abate 
(pH0) e 24 horas pós abate (pH24). 

Característica pH Referência 
pH0 6,35 a 6,64 Silva et al. (2014) pH24 5,51 a 5,72 
pH0 6,36 a 6,91 Jucá et al. (2016) pH24 5,01 a 5,96 
pH0 6,67 a 6,83 Rodrigues et al. (2008) pH24 5,59 a 5,63 
pH0 6,67 De Oliveira, et al. (2004) pH24 5,61 
pH24 5,37 a 5,68 Fernandes Júnior et al. (2013) 
pH24 5,52 a 5,63 Grandis et al. (2016) 

 

LUMINOSIDADE E INTENSIDADES DE VERMELHO E AMARELO 

A coloração da carne é o atributo de qualidade mais facilmente observado pelo 

consumidor. Questões culturais podem fazer com que carnes mais escuras ou mais claras 

sejam as preferidas (SAÑUDO et al., 1998). Normalmente animais mais jovens possuem 

uma coloração mais clara, porém se ele for abatido com pouca reserva de glicogênio o 

pH da sua carne não reduzirá o suficiente para obter a coloração normal, 

independentemente de sua idade e maciez (BRESSAN et al., 2001). Isso ocorre devido 

as citocromoxidases das mitocôndrias se tornarem mais ativas nessa situação, 
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aumentando o consumo de oxigênio. Então se aumenta a concentração de MyoGlobina 

desoxigenada, levando a uma coloração da carne mais escura.  

Na análise de coloração da carne, podem ser observados alguns parâmetros, como 

o seu índice de luminosidade (L*) e as intensidades de vermelho (a*) e amarelo (b*). O 

valor de L* pode oscilar a depender do teor de umidade no músculo, quanto menor a 

umidade menor menor é a luminosidade (RODRIGUES et al., 2008; SILVA et al., 2014).  

Outro fator que influencia é o peso vivo. Animais mais pesados tendem a ter 

menos umidade no músculo e apresentar um valor de a* maior. Esse teor vermelho maior 

pode ser explicado pelo fato de que os animais mais pesados também possuem uma maior 

massa muscular e, consequentemente, maior irrigação sanguínea, levando a maior 

concentração de proteínas sarcoplasmáticas e outros pigmentos (GRANDIS et al., 2016). 

Bonagurio et al. (2003) também citam valores de b* maiores nos grupos de peso de abate 

maior. Outro fator é a composição da carne, pois o valor de b* pode ser elevado se houver 

um aumento do nível de lipídios na carne, pois as xantofilas e os carotenos são os 

principais pigmentos responsáveis pela cor do tecido adiposo (PINHEIRO et al., 2010; 

COUTINHO et al., 2013). Outros fatores, como o sexo, espécie, idade, e tratamento pós-

abate, também estão relacionados com as mudanças na qualidade de carne e podem causar 

modificações na cor. Contudo, geralmente essa diferença é pequena e pode ter pouca 

influência no momento de o consumidor adquirir a carne (BRESSAN et al., 2001; 

BONAGURIO et al., 2003). 

Na Tabela 2, podem ser observados os valores médios das variáveis L*, a* e b* 

na raça Santa Inês em diferentes músculos. Os valores de L* variaram entre 27,75 a 47,33, 

os valores de a* vaiaram entre 7,19 a 23,50 e os valores de b* foram entre 3,55 a 16,30, 

indicando a necessidade de monitorar esses valores para garantir a qualidade do produto 

comercializado. 

 

FORÇA DE CISALHAMENTO 

A textura (maciez) é considerada, pelos provadores, uma das características mais 

importante na análise sensorial de carne. A técnica utilizada para se medir essa maciez é 

a força de cisalhamento necessária para cortar a carne (COUTINHO et al., 2013). Podem-

se encontrar diferenças nos valores de força de cisalhamento dentro da mesma espécie, 

pois existe heterogeneidade entre as raças na sua musculosidade, na idade de maturação 
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do animal, além da ação enzimática. O sexo é outro fator que pode interferir na maciez, 

pois as fêmeas normalmente apresentam uma constituição muscular menos densa e com 

mais quantidade de gordura. As carcaças com menos gordura normalmente são mais 

duras, devido à falta de proteção contra os efeitos negativos da temperatura de 

resfriamento (BONAGURIO et al., 2003). 

 

Tabela 2 -  Valores médios para atributos luminosidade (L*) e intensidades de vermelho 
(a*) e amarelo (b*) no Músculo Longissimus de ovinos Santa Inês. 

Característica  Média Referência 
L* 39,93 a 40,50 

Grandis et al. (2016) a* 14,7 a 15,36 
b* 9,88 a 10,90 
L* 27,75 a 30,45 

Silva et al. (2014) a* 9,67 a 10,49 
b* 10,57 a 12,07 
L* 35,73 a 37,70 

Fernandes Júnior et al. (2013) a* 13,95 a 15,33 
b* 10,15 a 11,22 
L* 42,1 a 43,0 

Rodrigues et al. (2008) a* 14,3 a 15,1 
b* 7,0 a 7,7 
L* 36,48 a 47,33 

Jucá et al. (2016)  a* 11,65 a 21,14 
b* 3,45 a 10,24 

 

O peso do animal também pode ter influência, mas segundo Bressan et al. (2001), 

isso não é um consenso na literatura, podendo haver diferença significativa ou não entre 

animais mais pesados e mais leves quanto à maciez da carne. Nos estudos em que houve 

diferença a explicação foi atribuída ao fato de as carcaças mais leves possuírem uma boa 

relação de solubilidade/insolubilidade do colágeno e as carcaças mais pesadas 

apresentarem maior quantidade de gordura intramuscular (GRANDIS et al., 2016).  

Boleman et al. (1997) classificaram carne bovina com força de cisalhamento entre 

2,27 e 3,58 kgf como muito macia, valores entre 4,08 e 5,40 kgf como moderadamente 

macia e na faixa entre 5,90 e 7,21 kgf como pouco macia. Em ovinos os valores são 

geralmente baixos (Tabela 3), o que indica uma carne bastante macia. Ressalta-se qua a 

maciez da carne apresenta moderada herdabilidade e pode ser melhorada via seleção, por 

isso é de suma importância avaliá-la em programas de melhoramento animal (WARNER 

et al., 2010).  
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Tabela 3 -  Valores médios da força de cisalhamento (kgf) no músculo Longissimus em 
ovinos Santa Inês. 

Média (kgf) Referência 
2,79 a 3,53 Grandis et al. (2016) 
3,93 a 5,01 Silva et al. (2014) 
2,21 a 2,82 Fernandes Júnior et al. (2013) 
0,94 a 3,10 Jucá et al. (2016) 
2,11 a 2,28 Fernandes et al. (2011) 

 

CAPACIDADE DE RETENÇÃO DE ÁGUA 

A capacidade da carne reter água é uma característica importante, pois interfere 

na aparência e rendimento da carne antes e durante o cozimento e a suculência durante a 

mastigação (RODRIGUES et al., 2008). A menor capacidade de retenção de água (CRA) 

da carne ovina provocará o decréscimo do valor nutritivo pelo exsudato liberado, além de 

tornar a carnes mais secas, com menor maciez e menos saborosa (PINHEIRO et al., 2010; 

GRANDIS et al., 2016). 

A CRA pode ser estabelecida pela quantidade de água perdida por meio de 

aplicação de força externa como corte, aquecimento, trituração ou prensagem do tecido 

muscular. Assim, a CRA pode ser calculada colocando a amostra de carne envolto em um 

papel de filtro entre duas placas de acrílico, adicionando-se um peso de 10 kg sobre as 

placas durante 5 minutos. Os resultados são expressos como percentagens em comparação 

do peso pós-pressagem com o peso inicial, como se segue: CRA = 100 - ((PI-PF) / PI * 

100), onde CRA é a capacidade de retenção de água, PI e PF são os pesos inicial e final 

da amostra analisada, respectivamente (ALVARENGA et al., 2014). 

A capacidade de retenção de água pode ser influenciada por diversos fatores. Um 

desses fatores é o valor final do pH da carne, que quando apresenta um valor baixo reduz 

a CRA, devido a maior proximidade com o ponto isoelétrico das proteínas (SILVA et al., 

2014). Outro fator que pode interferir na CRA é a presença das gorduras subcutânea, 

intramuscular e interna na carne, que previne os efeitos do encurtamento do sarcômero 

pelo frio, ocasionando uma menor perda de água no momento do cozimento 

(BONAGURIO et al., 2003). Na Tabela 4 é possível observar os valores médios de CRA 

encontrados na literatura para a raça Santa Inês.  
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Tabela 4 - Valores médios de capacidade de retenção de água (CRA) no músculo 
Longissimus em ovinos Santa Inês. 

Média (%) Referência 

58,50 a 62,50 Rodrigues et al. (2008) 
60,57 Moreno et al. (2011) 

59,84 a 61,06 Fernandes et al. (2011) 
71,56 Fernandes Junior et al. (2013) 
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3 OBJETIVOS 

 
• Identificar polimorfismos nos genes MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN, em 

ovinos da raça Santa Inês. 

• Verificar se polimorfismos nestes genes estão associados a características que 

evidenciam qualidade de carne. 

 
 
4 HIPÓTESE 

 
Existem polimorfismos nos genes MSTN, MyoG, MyoD1, MyF5 e MyF6 que 

influenciam características de qualidade de carne como a capacidade de retenção de água, 

pH, coloração e a maciez da carne em animais da raça Santa Inês. 
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POLIMORFISMOS NOS GENES MYOD1, MYOG, MYF5, MYF6 E MSTN EM 

OVINOS SANTA INÊS 

 

6.1 RESUMO 

Os genes MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN tem importante papel no 

desenvolvimento muscular e por isso tem sido alvo de estudos de associação em 

diferentes espécies de interesse zootécnico. However, many of these genes remain poorly 

understood in sheep. Assim, este estudo teve por objetivo sequenciar fragmentos destes 

genes e identificar polimorfismos, utilizando 192 cordeiros da raça Santa Inês. 

Frequências gênicas e genotípicas dos polimorfismos encontrados foram estimadas e o 

equilíbrio Hardy-Weinberg testado. Fragmentos contendo 1.836 pb (MyoG), 2.493 pb 

(MyoD1), 2.813 pb (MyF5), 1.126 pb (MyF6) e 2.380 pb (MSTN) foram obtidos e nessas 

sequências foram identificados 160 polimorfismos quando comparadas à sequência 

referência depositada no NCBI. Estes polimorfismos foram distribuídos da seguinte 

forma: 59 (MyoD1), 24 (MyoG), 63 (MyF5), quatro (MyF6) e 10 (MSTN). Deste 

montante, 104 polimorfismos foram identificados pela primeira vez em ovinos, sendo 

dois no MyoG, 45 no MyoD1, 56 no MyF5 e um no MSTN. Com relação a localização, 61 

estavam em intron (10 no MSTN, três no MyF6, cinco no MyF5, 16 no MyoG e 27 no 

MyoD1), 87 em exon (um no MyF6, 56 no MyF5, oito no MyoG e 22 no MyoD1) e 12 na 

3’UTR (dois no MyF5 e 10 no MyoD1). Muitos polimorfismos no gene MyoD1 não estão 

em equilíbrio Hardy-Weinberg e as frequências genotípicas de algumas mutações não-

sinônimas levantaram a hipótese de efeito deletério. No gene MSTN não foram 

encontrados polimorfismos em região de exon, enquanto para o gene MyF5 grande parte 

dos polimorfismos encontram-se próximo de fixar para o alelo referência. Concluindo, o 

presente estudo revelou muitos polimorfismos nos genes da família MyoD e no gene 

MSTN, os quais podem ser utilizados em estudos de associação na raça Santa Inês. 

 

Palavras-chave: equilíbrio Hardy-Weinberg, genética, genômica, SNP, variabilidade 
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POLYMORPHISMS IN MYOD1, MYOG, MYF5, MYF6 AND MSTN GENES IN 

SANTA INES SHEEP 

 

6.2 ABSTRACT 

The MyoD family genes and the MSTN gene play a key role in muscle development and 

therefore are a constant target of association studies in livestock. This study aimed to 

identify polymorphisms in the MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 and MSTN genes of Santa 

Ines sheep. A total of 192 Santa Ines lambs had region of these genes amplified and 

sequenced. Sequences of 1,836 pb (MyoG), 2,493 pb (MyoD1), 2,813 pb (MyF5), 1,126 

pb (MyF6) e 2,380 pb (MSTN) were obtained and 160 polymorphisms were identified 

when these sequences were compared to reference in NCBI. These polymorphisms were 

distributed as follows: 59 (MyoD1), 24 (MyoG), 63 (MyF5), 4 (MyF6) and 10 (MSTN), 

being 104 novel polymorphisms (two in MyoG, 45 in MyoD1, 56 in MyF5 and one in 

MSTN). Regarding site, 61 were in intron ((10 no MSTN, three no MyF6, five no MyF5, 

16 no MyoG e 27 no MyoD1), 87 in exon (one in MyF6, 56 in MyF5, eight in MyoG and 

22 in MyoD1) and 12 in 3'UTR (two in MyF5 and 10 in MyoD1). Hardy-Weinberg 

equilibrium was not observed for several polymorphisms in MyoD1 and the genotypic 

frequencies observed for some no-synonymous mutation raised up the hypothesis of 

deleterious effect. For the MSTN gene no polymorphisms were found in exon, whereas 

many polymorphisms are almost fixed for the reference allele in MyF5. In conclusion, 

the present study revealed many polymorphisms that may be useful for association studies 

with economic traits in Santa Ines sheep. 

 

Keywords: genetics, genomics, Hardy-Weinberg equilibrium, SNP, variability 
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6.3 INTRODUÇÃO 

A seleção assistida por marcadores vem sendo muito utilizada em diferentes 

espécies de animais para melhorar índices produtivos e redução da ocorrência de doenças. 

Para que isso ocorrer basta apenas identificar em genes candidatos um polimorfismo que 

esteja associado a uma variável de interesse econômico para o sistema de produção. Nesse 

contexto, os genes MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN vem sendo utilizados em 

estudos de associação visando identificar polimorfismos associados aos atributos de 

crescimento, carcaça e carne, pois as funções biológicas desses genes estão associadas ao 

desenvolvimento do tecido muscular esquelético (BHUIYAN et al., 2009; HAN et al., 

2013). 

Alguns genes tem o potencial de modificar o fenótipo de células somíticas a fim 

de que elas sejam comprometidas com a formação do tecido muscular. Entre eles, a 

família MyoD (genes MyoD1, MyoG, MyF5 e MyF6) faz parte dos fatores transcricionais 

basic helix-loop-helix (bHLH) e são fatores de regulação miogênica (JIN et al., 2016). Os 

genes MyoD e MyF5 são conhecidos como fatores primários, enquanto os genes MyoG e 

MyF6 são fatores secundários. Os dois primeiros são expressos em mioblastos na fase de 

proliferação e os dois últimos são expressos na fase de fusão e diferenciação 

(BUCKINGHAM et al., 2014).  

Já o gene MSTN, também conhecido como GDF8, é um membro da superfamília 

beta de fatores de crescimento (TGF-β) e funciona como um regulador negativo do 

desenvolvimento e do crescimento do músculo esquelético. Ele inibe a proliferação e 

diferenciação de progenitores musculares durante o desenvolvimento, ocasionando a 

redução da massa muscular dos animais (MCPHERRON et al., 1997; CRISPO et al., 

2015). Hu et al. (2013) utilizaram RNA de interferência para inibir a expressão da 

miostatina em ovinos e constaram uma aceleração do crescimento nestes animais se 

comparado aos animais com expressão normal do gene MSTN.  

Muitos dos genes da família MyoD foram alvo de poucos estudos em ovinos, 

enquanto o gene MSTN, apesar de muito estudado em ovinos, não foi alvo de prévios 

estudos com a raça Santa Inês. Não há também relatos de que estes genes tenham sido 

previamente sequenciados em ovinos Santa Inês. Assim, o objetivo deste estudo foi 

sequenciar fragmentos dos genes da família MyoD e do gene MSTN na raça Santa Inês e 

descrever as frequências genotípicas e alélicas dos polimorfismos encontrados. 
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6..4 MATERIAL E MÉTODOS 

 Animais avaliados 

Este estudo foi realizado com aprovação do comitê de ética no uso de animais da 

Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), 

conforme protocolo No 02/2010. Foram avaliados 192 cordeiros Santa Inês com 

aproximadamente 240 dias de idade. Destes, 106 nasceram entre 2010 e 2012 no campo 

experimental Pedro Arle, da EMBRAPA Tabuleiros Costeiros, no município de Frei 

Paulo / Sergipe. Enquanto os outros 86 cordeiros foram criados na fazenda experimental 

da Escola de Veterinária Medicina e Zootecnia da UFBA, localizada em São Gonçalo dos 

Campos / Bahia, todos nascidos em 2014.  

 Extração de DNA genômico e reação em cadeia da polimerase 

A extração de leucócitos foi feita pelo método de precipitação com sal, segundo 

protocolo descrito por Oliveira et al. (2007). Para tanto, foi coletado 5 ml de sangue de 

cada animal, em tubos vacutainer contendo EDTA, os quais foram estocados e 

refrigerados para posterior análise. A extração do DNA genômico, amplificação da região 

alvo, preparação da biblioteca e sequenciamento foram realizados na Escola Superior de 

Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP, para onde os leucócitos foram 

encaminhados. A extração do DNA foi realizada utilizando método de precipitação com 

solução salina e proteinase K, seguindo protocolo descrito por Oliveira et al. (2007). 

Foi escolhido aleatoriamente um fragmento dos genes estudados, levando em 

consideração o tamanho do gene e a distância entre os exons. O desenho dos primers para 

a amplificação dos fragmentos dos genes da MyoG, MyoD1, MyF5, MyF6 e MSTN foi 

realizado com base nos dados depositados no NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) com os seguintes códigos de acesso: MyoG (ID: 443158), MyoD1 (ID: 

443405), MyF5 (ID: 443159), MyF6 (ID: 100188930) e MSTN (ID: 443449),  do genoma 

de ovinos (Ovis aries) versão Oar_v4.0. 

O desenho dos primers foi obtido com o programa Primer 3 (ROZEN e 

SKALETSKY, 1998), enquanto o teste da qualidade das sequências geradas e a escolha 

do primer foram feitos com a ferramenta online NetPrimer. Após a escolha dos melhores 

primers forward e reverse de cada gene (Tabela 1), foi realizado o BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) para alinhamento das sequências no NCBI e confirmação de 

similaridade com a espécie Ovis aries. 

https://www.google.com.br/search?q=tubos%2Bvacutainer&amp;espv=2&amp;biw=1517&amp;bih=666&amp;tbm=isch&amp;tbo=u&amp;source=univ&amp;sa=X&amp;ei=z00XVPrzGY-QgwSW_oK4DA&amp;sqi=2&amp;ved=0CBwQsAQ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443318
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=CAPN1%2Bovis%2Baries
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Tabela 1 - Primers forward (F) e reverse (R) utilizados, tamanho do fragmento amplificado (pb) e sua localização no genoma ovino. 

Gene Sequência pb Localização 
MyoG F: 5’ ACT ACC TGC CTG TCC ACC TC 3’  1.836 Cromossomo 12  

posições de 198441-196606 
(exons 1 a 3, incluindo introns 1 e 2) 

 R:3’ TCC TCC ACT GTG ATG CTG TC 5’ 

MyoD1 F: 5’ CAG ACC CTC AGT GCT TTG CT 3’ 2.493 Cromossomo 15  
Posições de 34303414 a 34300922 

(exons 1 a 3, incluindo introns 1 e 2) 
 R:3’ CCT GCC TGC CGT ATA AAC AT 5’ 

MyF5 F: 5’ CTC CGG TTT CTC CCC TAT CT 3’ 2.813 Cromossomo 3  
Posições de 116459993 a 116462805 
(exons 1 a 3, incluindo introns 1 e 2) 

 R:3’ CAT CAC CTT AAC TCA TGA TTC CT5’ 

MyF6 F: 5’ CTT GGA CGG GGA AAA TGT TA 3’ 1.126  Cromossomo 3 
Posições de 116444909 a 116446058 
(exons 1 a 3, incluindo introns 1 e 2) 

 R: 3’ GAG GAA ATG CTG TCC ACG AT 5’ 

MSTN F: 5’ AGA ACA GCG AGC AGA AGG AA 3’ 2.380 Cromossomo 2  
Posições de 118140493 a 118142497 

(exons 1 a 2, incluindo intron 1) 
 R: 3’ CAA TGC TCT GCC AAA TAC CA 5’ 
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Para amplificação da região alvo foram utilizados 20 µL de reação contendo 0,3 

µM de cada primer, a enzima Taq polimerase Emeraldamp Max Hs (Takara Bio, USA) 

e 100ng/µL do DNA molde. A amplificação foi realizada em um termociclador Veriti® 

(Applied Biosystems, USA). Na Tabela 2 podem ser observados os protocolos de 

desnaturação inicial, desnaturação, anelamento, extensão e extensão final.  

Para os genes MSTN, MyoD1 e MyF6 as fases de desnaturação, anelamento e 

extensão se repetiram 40 ciclos, antes da extensão final. Enquanto para os genes MyF5 

e MyoG foi realizada uma PCR touchdown, dividida em duas partes, onde as fases de 

desnaturação, anelamento e extensão tiveram 20 ciclos cada uma. Os produtos da 

amplificação foram diferenciados utilizando o gel de agarose a 1% e as bandas dos 

amplificados foram coradas com o GelRed (Biotium, USA). O produto amplificado foi 

classificado quanto à existência das bandas pretendidas, possuindo o mesmo número de 

pares de bases indicado na Tabela 1. Foi utilizado como controle positivo um pool de 

DNA de ovinos da raça Santa Inês. 

 

Tabela 2 - Temperaturas e tempos utilizados nas reações de PCR em cada um dos genes 
estudados em ovinos Santa Inês. 

Gene Desnaturação 
Inicial 

Desnaturação Anelamento Extensão Extensão  
Final 

MSTN 98°C/5min 98ºC/10 seg 59°C / 30 seg 72ºC/ 3 min 72ºC/5min 
MyoD1 98°C/5min 98ºC/10 seg 63°C / 30 seg 72ºC/ 3 min 72ºC/5min 
MyF6 98°C/5min 98ºC/10 seg 56°C / 30 seg 72ºC/ 2 min 72ºC/5min 
MyoG 
(Parte 1) 

98°C/5min 98ºC/10 seg 65°C – 55°C         
Δ -0,5°C / 30 seg 

72ºC/ 2 min  

MyoG 
(Parte 2) 

 98ºC/10 seg 55°C / 30 seg 72ºC/ 2 min 72ºC/5min 

MyF5  
(Parte 1) 

96ºC/30 seg 94ºC/15 seg 59°C – 54°C      
Δ – 0,5°C / 30 seg 

68ºC/ 4 min  

MyF5  
(Parte 2) 

 94ºC/15 seg 54°C / 30 seg 68ºC/ 4 min 68ºC/5min 

 

Detecção de Polimorfismo e Anotação Funcional 

A identificação de polimorfismos (SNPs e INDELs) foi realizada com o programa 

SAMtools versão 1.4 (LI et. al, 2009), considerando a posição dos polimorfismos no 

genoma de referência. Em seguida foi realizada a conversão dos arquivos em formato 

SAM (Sequence Alignment/Map) para o formato BAM (forma binária do arquivo SAM). 

Posteriormente foram removidas as duplicatas de PCR, ordenadas as posições das 
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sequências e construído o index do arquivo ordenado. Considerando os mismatches 

(nucleotídeos divergentes), foi utilizado um valor maior do que 40 para a análise de 

parâmetros de qualidade de mapeamento. Eles foram analisados em relação ao genoma 

referência, a qualidade da sequência e a taxa de erro do sequenciamento. Em seguida 

foram identificadas as variações genéticas e armazenadas em um arquivo em formato 

(.vcf) para posterior leitura, filtragens e análise dos resultados. Foi realizada a anotação 

funcional dos SNPs e INDELs utilizando a ferramenta VEP (Variant Effect Predictor) do 

Ensembl. A nomenclatura dos marcadores está de acordo com as regras definidas por 

Human Genome Variation Society (HGVs). 

 

Determinação das frequências genotípicas e alélicas 

Para cada polimorfismo foram estimadas as frequências alélicas e genotípicas, as 

heterozigosidades observada e predita e testado o equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE). 

O HWE foi testado pela comparação das heterozigosidades observada e predita. A 

heterozigosidade predita (HP) foi obtida com a equação: 𝐻𝑃 = 2 ∗ (1 − 𝑀𝐴𝐹) ∗ 𝑀𝐴𝐹, 

onde MAF é a menor frequência alélica. O programa Haploview (Barrett et al., 2005) foi 

usado para testar o HWE e identificar blocos de desequilíbrio de ligação bem como as 

frequências dos haplótipos nestes blocos. Utilizou-se como critérios para pesquisa de 

blocos uma MAF mínima de 0,1% e P-valor do teste de HWE superior a 10-6.  

 

6.5 RESULTADOS e DISCUSSÃO 

 

Algumas amostras avaliadas não amplificaram, sendo 19 no gene MyoD1, uma do 

MyF5, uma do MyF6 e 68 do MSTN. Portanto, foram sequenciados 173, 192, 191, 191 e 

123 animais para os genes MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN, respectivamente. As 

frequências alélica e genotípica, as heterozigosidades observada e predita, o escore SIFT 

(Sorting Intolerant From Tolerant), bem como o resultado do teste para equilíbrio Hardy-

Weinberg são descritos no ANEXO-I para todos os polimorfismos encontrados, enquanto 

na Tabela 3 são resumidas algumas características das sequências obtidas e dos 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Tools/VEP?db=core
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polimorfismos identificados. Os fragmentos amplificados contiveram as quantidades de 

pares de bases a seguir: 1.836 (MyoG), 2.493 (MyoD1), 2.813 (MyF5), 1.126 (MyF6) e 

2.380 (MSTN), o que correspondeu a 90,2% da sequência total do gene MyoD1 depositada 

no NCBI, 94,8% do MyoG,  88,9% do MyF5, 81,1% do MyF6 e 47,7% do MSTN.  

Um total de 160 polimorfismos foram identificados quando comparamos as 

sequências obtidas com aquelas depositadas no NCBI. Estes polimorfismos foram 

distribuídos da seguinte forma: 59 (MyoD1), 24 (MyoG), 63 (MyF5), quatro (MyF6) e 10 

(MSTN). Deste montante, 104 polimorfismos foram identificados pela primeira vez em 

ovinos, sendo dois novos polimorfismos no MyoG, 45 no MyoD1, 56 no MyF5 e um no 

MSTN. Com relação a localização, 61 estavam em intron (10 no MSTN, três no MyF6, 

cinco no MyF5, 16 no MyoG e 27 no MyoD1), 87 em exon (um no MyF6, 56 no MyF5, 

oito no MyoG e 22 no MyoD1) e 12 na 3’UTR (dois no MyF5 e 10 no MyoD1). Grande 

parte dos SNPs encontram-se em HWE (P > 10-6), exceto para o gene MyoD1 em que 

apenas 33,9% dos polimorfismos encontram-se em HWE.  

 

Tabela 3 - Resumo dos polimorfismos encontrados nos genes da família MyoD e MSTN 
em ovinos Santa Inês. 

 MyoD1 MyoG MyF5 MyF6 MSTN 
Pares de base no fragmento sequenciado 2493 1836 2813 1126 2380 
% do gene referência 90,2 94,8 88,9 81,1 47,7 
Número de polimorfismos identificados 59 24 63 4 10 
Número de novos polimorfismos  45 2 56 0 1 
Polimorfismos em intron 27 16 5 3 10 
Polimorfismos em exon 22 8 56 1 0 
Polimorfismos na região 3'UTR 10 0 2 0 0 
Percentual de polimorfismos em HWE*  33,9 91,7 73,0 100,0 100,0 

*Foi considerado em HWE polimorfismos cujo teste apresentou probabilidade maior que 10-6 
 

MyoD1 

 O presente estudo revelou muitas novas variantes (76,3%) no gene MyoD1 de 

ovinos (ANEXO-I). Contudo, apenas 33,9% dos polimorfismos encontrados 

apresentaram HWE (P > 10-6). A ausência de HWE foi uma consequência da baixa 

heterozigosidade observada para muitos polimorfismos neste gene. Em muitos casos o 

genótipo heterozigoto não foi sequer encontrado. A ausência de um genótipo pode ser 

uma consequência da amostragem utilizada ou um indicativo de efeito deletério da 

combinação alélica que origina o genótipo. Ressalta-se o fato de que apenas dois SNPs 
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(g.34302200A>T e g.34301376G>A) apresentaram MAF ≤ 1%. Logo, neste caso 

específico do gene MyoD1, é pouco provável que a baixa amostragem seja a consequência 

da ausência de frequência em determinados genótipos. 

Das 13 mutações não-sinônimas encontradas neste gene, apenas duas estão em 

HWE (g.34301797T>G e g.34303195G>A). O SNP g.34301797T>G é um novo 

polimorfismo, têm frequências genotípicas iguais a 97,7% (TT), 1,2% (TG) e 1,2% (GG) 

e causa uma troca Asp/Ala. Já o SNP g.34303195G>A é uma mutação não-tolerável 

(SIFT = 0,03), tem frequências iguais a 96,5% (GG), 3,5% (GA) e 0% para (AA) e causa 

uma substituição Pro/Leu na posição 33. Portanto, apesar de estarem em HWE, estas duas 

mutações encontram-se praticamente fixadas para o alelo referência e seu uso em testes 

de associação será difícil.  

Os SNPs que ocorreram na região 3’UTR não modificam a proteína, mas 

polimorfismos nesta região tem o potencial de alterar a expressão dos genes estudados, 

pois trata-se de uma região que é alvo de ligação de miRNAs (MEISTER et al., 2004). 

Destacamos neste caso os polimorfismos g.34301231G>GGC, g.34301304GA>G, 

g.34301332C>G, g.34301376G>A, g.34301388A>C, g.34301541A>C e 

g.34301571G>T, os quais são novos polimorfismos, porém metade deles não está em 

HWE.  

A amostra estudada aqui é pequena, mas ressaltamos que as frequências obtidas 

podem estar muito próximas da frequência real na raça Santa Inês, pois algumas destas 

frequências foram comparadas com estudos envolvendo outras raças e resultados muito 

similares foram identificados. Por exemplo, o SNP g.34302967A>G localizado no exon 

3 também foi identificado na raça de ovinos Stavropol por Trukhachev et al. (2017), os 

quais reportaram frequências do alelo G e do genótipo GG iguais a 17% e 0%, 

respectivamente. Estes valores estão muito próximos daqueles encontrados aqui com a 

raça Santa Inês, os quais foram 19,1% (G) e 3,5% (GG). 

Dos 59 polimorfismos identificados no gene MyoD1, apenas 20 atenderam aos 

critérios apresentaram simultaneamente MAF > 0,1% e P-valor do teste HWE maior que 

10-6. Entre esses 20 polimorfismos foi identificado apenas um bloco de desequilíbrio de 

ligação (Figura 1), sendo formado pelos SNPs g.34302401G>A e g.34302419T>G. Os 

haplótipos encontrados neste bloco foram GT e AG, com frequências de 93% e 6,7%, 

respectivamente. Logo, haplótipos raros (GG e AT) representaram apenas 0,3%.  
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Figura 1. Análise de desequilíbrio de ligação no gene MyoD1 em ovinos Santa Inês 

 

MyoG 

No presente estudo foi obtida grande parte da sequência do gene MyoG (94,7%) 

em ovinos. Vinte quatro polimorfismos foram identificados (ANEXO-I), sendo dois 

novos (g.196844G>A e g.198101CGG>CG). O SNP g.196844G>A está no intron-1, 

apresenta HWE e têm frequências alélicas (92,4% G e 7,6% A) e genotípicas (85,4% GG, 

14,1% GA e 0,5% AA) que permitem utilizá-lo em estudos de associação. Já o indel 

g.198101CGG>CG encontra-se no intron-2 e não está em HWE devido a grande 

diferença entre as heterozigosidades observada (0,5%) e predita 10,4%. Logo, 

provavelmente não será utilizado em estudos de associação. 

Oito SNPs foram localizados no exon 3 do gene MyoG, sendo quatro variantes 

não-sinônimos (g.198131T>G, g.198149A>T, g.198159C>T e g.198304C>G). Dentre 

essas quatro variantes, o SNP g.198304C>G é o único que não está prestes a fixar para 

um dos alelos, apresentando frequências alélicas iguais a 83,1% para o alelo C e 16,9% 

para o G. Contudo, este também é o único SNP a não estar em HWE dentre as quatro 
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variantes não-sinônimas. As heterozigosidades esperada (8,9%) e predita (28,2%) para o 

SNP g.198304C>G indicam que este loco pode estar sofrendo efeito dos processos de 

seleção na raça.  

A semelhança entre as frequências genotípicas de alguns SNPs aqui encontrados 

no gene MyoG e aquelas já previamente depositadas em bancos de dados como o 

ensemble, atestam a qualidade das sequências aqui obtidas. Por exemplo, o SNP 

g.198159C>T apresentou frequências iguais a 97,9% (CC),  2,1% (CT) e 0,0% (TT) na 

amostra da raça Santa Inês aqui estudada, resultado que é muito similar aos valores de 

98,4% (CC) e 1,6% (CT) reportados na população MOOA do projeto NextGen (Ver site 

Ensenbl). 

Dos 24 polimorfismos identificados no gene MyoG, 21 atenderam os critérios 

mínimos para análise de haplótipos, tendo sido encontrado dois blocos de desequilíbrio 

de ligação (Figura 2). O primeiro bloco é formado por seis SNPs na seguinte ordem: 

g.196793G>A, g.196844G>A, g.196984A>G, g.197088C>T, g.197099T>G e 

g.197380G>A, totalizando 588 pb de comprimento. Neste bloco foram encontrados seis 

haplótipos com frequência maior que 4%, como segue: GGACGG (27,5%), GGACGA 

(21,7%), GGACTG (14,4%), AGGTTG (13,4%), AGGCTG (12,5%) e GAACTG (7,3%), 

sendo o quantitativo de haplótipos raros igual a 3,2%. O segundo bloco foi formado pelos 

SNPs g.198080G>A e g.198160G>A e apresentou três tipos de haplótipos GG (72,3%), 

AA (18,1%) e AG (9,6%), não havendo haplótipos raros.   

MyF5 

Aqui foi sequenciado um fragmento que representa 88,9% da sequência referência 

do MyF5 e neste fragmento foram identificados 56 novos polimorfismos em ovinos. 

Ressaltamos que todos os polimorfismos identificados no gene MyF5 apresentaram maior 

frequência do alelo referência em comparação ao alelo mutante, tendo a MAF variado de 

0,5% a 5,5%.  Isso indica que quase todos os polimorfismos encontrados estão próximos 

de fixar na raça Santa Inês. Será difícil realizar estudos de associação com a raça Santa 

Inês envolvendo estes polimorfismos no gene MyF5, pois grandes amostras serão 

necessárias para garantir razoável distribuição das frequências genotípicas. Ressalta-se 

que apesar de 45 polimorfismos no gene MyF5 atenderem os critérios mínimos para a 

pesquisa de haplótipos, nenhum bloco foi encontrado neste gene (Figura 3), o que também 

impede a análise de associação por haplótipos. 
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Figura 2. Análise de desequilíbrio de ligação no gene MyoG em ovinos Santa Inês 

 

Apesar do elevado número de polimorfismos encontrados no MyF5 em ovinos 

Santa Inês, não há razões para crermos que houve algum erro de sequenciamento, pois 

alguns polimorfismos apresentaram frequências muito similares aquelas observadas em 

outras populações de diferentes raças ovinas. Por exemplo, o SNP g.116460689G>T 

apresentou frequências alélicas iguais a 96,9% e 3,1% para os alelos G e T, 

respectivamente. Valores que são muito similares aqueles reportados para a população 

MOOA do projeto NextGen (99% G e 1% T).  

Dos 44 polimorfismos localizados em exon, 20 causam substituição do 

aminoácido na sequência da proteína, sendo pelo menos três destes (g.116460257C>T, 

g.116460430G>C e g.116462045C>G) considerados não-toleráveis (SIFT < 0,05). Essa 

quantidade de polimorfismos em exons no gene MyF5 revela a importância da realização 

de estudos de sequenciamento em ovinos, pois segundo dados do ensembl até o presente 

momento existem 82 polimorfismos já identificados no gene MyF5 de ovinos, dos quais 

apenas 5 se localizam em exon. 
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Figura 3. Análise de desequilíbrio de ligação no gene MyF5 em ovinos Santa Inês 
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MyF6 

Grande parte (81,1%) do gene MyF6 foi sequenciado no presente estudo, mas 

apenas quatro polimorfismos, já previamente reportados em ovinos de outras raças, foram 

encontrados. Esse reduzido número de polimorfismos no gene MyF6 na raça Santa Inês 

é um fator que surpreende, pois segundo o banco de dados Ensembl existem 128 

polimorfismos distribuídos nas diferentes regiões (68 em upstream, 49 em 3’UTR, 7 em 

introns e 4 em exons).  

Embora tenhamos identificado um reduzido número de SNPs no gene MyF6 de 

ovinos Santa Inês, será mais fácil utilizar este gene em estudo de associação do que 

utilizar o gene MyF5. Ocorre que os quatro SNPs do gene MyF6 estão em HWE e 

apresentam frequências genotípicas que permitem utilizá-los em estudos de associação, 

tendo a MAF variado de 6,1% a 26,3%.  

O SNP g.116446029T>C foi a única variante encontrada em exon no gene MyF6. 

Trata-se de uma mutação sinônima localizada no exon-3 que têm frequências genotípicas 

iguais a 1,6% (TT), 11,0% (TC) e 87,4% (CC). Estas frequências são semelhantes aquelas 

observadas para a polução MOOA (0,6% TT, 5,6% CT e 93,8% CC) no projeto NextGen 

(Ver banco de dados ensembl). Logo, o reduzido número de SNPs aqui encontrados no 

gene MyF6 em ovinos Santa Inês é provavelmente uma característica da raça e não uma 

consequência de erro no sequenciamento.  

No gene MyF6 form encontrados dois blocos de haplótipos (Figura 4), sendo um 

deles com os SNPs g.116445836A>G e g.116445837G>T, os quais formaram os 

haplótipos AG (73,4%) e GT (25,8%), enquanto o segundo bloco foi formado pelos SNPs 

g.116445882C>A e g.116446029C>T, que teve os haplótipos CC (92,9%), AT (6,1%), 

tendo os haplótipos raros frequência de 1%. 

 
Figura 4. Análise de desequilíbrio de ligação no gene MyF6 em ovinos Santa Inês 
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MSTN 

O gene MSTN foi o que teve a menor proporção (47,7%) da sequência referência 

identificada dentre os genes aqui estudados. Apesar disso, foram encontrados 11 SNPs 

nesta sequência, todos no intron 1, sendo um novo (g.118142503T>C). O 

g.118142503T>C apresentou frequências genotípicas iguais a 76,4% (TT), 22,8% (TC) e  

0,8% (CC), encontra-se em HWE e tem MAF igual a 12,2%, logo é uma boa opção para 

estudos de associação. Na verdade, todos os SNPs identificados no gene MSTN estão em 

HWE e a MAF variou de 4,5% a 45,5%, o que os tornam boas opções para estudos de 

associação. Polimorfismos no intron-1 do MSTN também foram identificados em ovinos 

(FARHADIAN et al., 2012; IBRAHIM et al., 2015; IBRAHIM e HICKFORD, 2016), os 

quais reportaram associação com atributos de crescimento, carcaça e carne.  

As frequências genotípicas dos SNPs encontrados no intron 1 do gene MSTN em 

ovinos Santa Inês são similares aquelas já reportadas para populações do projeto 

NextGen. Por exemplo, o SNP g.118141355G>A apresentou frequência alélicas iguais a 

83,7% para o alelo A e 16,3% para o G, valores muito próximos daqueles observados nas 

populações MOOA (88% A e 12% G) e IROA (83% A e 17% G). 

A análise de associação por haplótipos também pode ser realizadas com alguns 

polimorfismos aqui encontrados, pois no gene MSTN foi encontrado um bloco formado 

pelos SNPs g.118141035G>A e g.118141041T>C (Figura 5). Três tipos de haplótipos 

GT (70,9%), AT (18,4%) e AC (10,7%) foram encontrados neste bloco. 

 

 
Figura 5. Análise de desequilíbrio de ligação no gene MSTN em ovinos Santa Inês 



53 
 

Considerações 

Grandes fragmentos dos genes da família MyoD foram aqui sequenciados em 

ovinos da raça Santa Inês, o que permitiu identificar um elevado número de 

polimorfismos. Alguns resultados surpreenderam e evidenciaram a importância dos 

estudos de sequenciamento. Por exemplo, o gene MyF5 tem muitas variantes (63), mas 

quase todas perto de fixar para o alelo referência, o que torna difícil a utilização deste 

gene em estudos de associação na raça Santa Inês. Já o gene MyF6 tem poucas variantes 

(4), mas todas em HWE e com MAF que permitem usá-las em estudos de associação. 

Outro resultado interessante foi o elevado número de variantes no gene MyoD1 (59), mas 

apenas 1/3 delas em HWE. Além disso, há razões para acreditar que algumas mutações 

não-sinônimas no gene MyoD1 são deletérias, por serem não-toleráveis e por não terem 

apresentado frequência em um dos genótipos. Para o gene MSTN foi obtido um fragmento 

proporcionalmente menor que aqueles obtidos para os genes da família MyoD1 e muitas 

regiões de interesse nesse gene, já associadas a variáveis de interesse na ovinocultura, 

permanecem desconhecidas na raça Santa Inês. Além disso, um elevado número de 

animais não amplificou para esse gene, o que indica que os primers aqui usados podem 

estar alinhando em uma região em que há polimorfismo.   

 

6.6 CONCLUSÕES 

Os genes MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN possuem vários polimorfismos na 

raça Santa Inês, muito dos quais podem ser utilizados em futuros estudos de associação 

para detectar associação com variáveis de interesse econômico na ovinocultura. Além 

disso, as frequências aqui apresentadas podem agora servir de comparação com aquelas 

obtidas em outras raças de ovinos, especialmente para 105 novos polimorfismos que 

ainda não haviam sido descritos em ovinos.  
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GENES ENVOLVIDOS NA MIOGÊNESE INFLUENCIAM COR, MACIEZ E 

PH DA CARNE DE OVINOS SANTA INÊS 

 
 

7.1 RESUMO 

Os genes da família MyoD e o gene MSTN possuem importantes funções na miogênese e 

por isso são candidatos a estudos de associação com atributos da carne em animais de 

produção. Assim, o objetivo deste estudo foi testar se polimorfismos nos genes MyoD1, 

MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN estão associados a maciez, pH, cor (a*, b* e L*), força de 

cisalhamento e capacidade de retenção de água (CRA) em amostras de músculo 

Longissimus de ovinos da raça Santa Inês. Um total de 65 polimorfismos (15 no MyoD1, 

dez no MSTN, quatro no MyF6, 16 no MyoG e 20 no MyF5) foram testados a um nível de 

significância de 0,0003, obtido por correção de Bonferroni. O SNP g.34302419T>G no 

intron-2 do gene MyoD1 foi associado com força de cisalhamento da carne, sendo o 

genótipo GG 0,88 kgf mais macio que o TT. Também foi identificado efeito do SNP 

g.197088C>T, no intron-1 do gene MyoG, sobre intensidade de vermelho (a*) da carne, 

sendo a diferença entre os genótipos CC e TT igual a 5,72. Para os SNPs g.34302419T>G 

e g.34303049G>T (ambos no MyoD1), g.197660G>A, g.197710A>G e g.197845C>G 

(os três no MyoG), g.116445837T>G (MyF6) e g.118141035G>A (MSTN) também foram 

encontradas associações com atributos de carne como força de cisalhamento, pH e cor 

(a*, b* e L*). Porém, com efeitos apenas sugestivos (P < 0,05). Portanto, existem SNPs 

na família MyoD e no gene MSTN associados a atributos de carne em ovinos Santa Inês, 

os quais podem ser úteis para a seleção assistida por marcadores. 

 

Palavras-chave: cordeiros, polimorfismo, Santa Inês, seleção assistida, SNP 
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MYOGENESIS GENES ASSOCIATED WITH MEAT QUALITY IN SANTA 

INES SHEEP 

 

7.2 ABSTRACT 

 

The genes of the MyoD family and the MSTN gene have key roles in myogenesis and 

therefore are candidate genes for association studies with meat quality traits in livestock. 

However, there are no previous reports for many of these genes in sheep. Thus, this study 

aimed testing association between polymorphisms in MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 and 

MSTN genes with pH, color (a*, b*, L*), shear force and water holding capacity in 

Longissimus muscle in Santa Ines sheep. A total of 46 polymorphisms (15 in MyoD1, ten 

in MSTN, four in MyF6, 16 in MyoG and 20 in MyF5) were tested. The significance level 

of 0.0003 was obtained after Bonferroni correction. The SNP g.34302419T>G, in intron-

2 of the MyoD1 gene, was associated whit shear force, and the difference between GG 

and TT genotypes was 0.88 kgf. An additive effect of SNP g.197088C>T, in the intron-1 

of the MyoG gene, on redness (a*) was also found, with 5.72 of difference between CC 

and TT genotypes. The SNPs g.34302419T>G and g.34303049G>T (Both in MyoD1), 

g.197660G>A, g.197710A>G and g.197845C>G (all in MyoG), g.116445837T>G 

(MyF6), and g.118141035G>A (MSTN) also were associated with meat attributes, but 

only suggestive effects (P < 0.05) were found. Therefore, the present study identified 

SNPs in the MyoD family and MSTN gene associated with meat attributes in Santa Ines 

sheep, which can be useful for marker-assisted selection. 

 

Keywords: lambs, polymorphism, Santa Ines, assisted selection, SNP 
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7.3 INTRODUÇÃO 

Os genes da família MyoD (MyoD1, MyoG, MyF5 e MyF6) são fatores de 

transcrição Miogênicos que atuam na determinação e maturação das fibras musculares 

(BHUIYAN et al., 2009; LEE et al., 2009). Já o gene MSTN, também conhecido como 

GDF8, é um regulador negativo da miogênese (HAN et al., 2013). Assim, eles têm sido 

estudados como genes candidatos a associação com atributos de crescimento, carcaça e 

carne em animais de produção. 

No contexto dos atributos de carne, Kapelański et al. (2005) reportaram 

associação entre polimorfismo no gene MyoD1 e pH, cor e percentual de cinzas em 

amostras de carne suína, além de polimorfismo no gene MyoG associado com capacidade 

de retenção de água, luminosidade (L*) e intensidade de vermelho (a*) da carne. Já Chen 

et al. (2015) encontraram efeito de polimorfismos no gene MyoD1 sobre diâmetro e 

densidade das fibras musculares, bem como percentual de matéria seca em filé de truta 

arco-iris. Para ovinos não há relatos de efeitos de polimorfismos nos genes MyoD1 e 

MyoG associados a atributos de carne, mas Trukhachev et al. (2017) reportam efeito de 

polimorfismo no gene MyoD1 para medidas corporais como perímetro do tórax, 

perímetro do metacarpo e largura do lombo. Além disso, Sun et al. (2010) encontraram 

correlações positivas entre o nível de expressão gênica do MyoG e os pesos vivo e da 

carcaça em ovinos da raça Hu. Portanto, há indícios de que os genes MyoD1 e MyoG 

influenciam crescimento em ovinos e, consequentemente, podem estar ligados a 

qualidade de carne.   

Dentre os genes da família MyoD, o mais investigado em estudos de associação 

com atributos de carne é o MyF5. Em suínos, Kapelański et al. (2005) reportaram 

associação entre esse gene e pH da carne, perdas de água do músculo por gotejamento. 

Liu et al. (2007) encontraram um haplótipo no MyF5 associado com perda de água por 

gotejamento, capacidade de retenção de água, cor da carne e teor de água no músculo 

Longissimus. Ainda em suínos, Wang et al. (2012) identificaram um polimorfismo no 

exon-1 do gene MyF5 associado com maciez de carne, enquanto Khang e Ngu (2013) 

reportaram efeito para maciez de carne e pH da carne 45 minutos pós-abate. Em bovinos 

de corte, também há relatos de polimorfismos no exon-2 e intron-1 associados com a 

capacidade de retenção de água em amostras de carne (Ujan et al. 2011a; Ujan et al., 

2011b). Enquanto Wang et al. (2017) encontram efeitos sobre cor (L*, a* e b*) em 



59 
 

amostras de carne de coelhos. Já o gene MyF6 foi pouco estudado em animais de 

produção, mas Kapelański et al. (2005) reportaram um efeito deste gene sobre perdas de 

água por gotejamento em amostras de carne suína. Não há relatos de polimorfismos nos 

genes MyF5 e MyF6 associados a atributos de qualidade de carne ovina ou outras 

variáveis de interesse zootécnico na ovinocultura. 

O gene MSTN, diferentemente dos genes da família MyoD, foi muito estudado em 

ovinos de várias raças, pois inibindo-se esse gene ocorre o aumento das fibras musculares 

(HU et al., 2013), gerando um fenótipo conhecido como musculatura dupla. Assim, 

polimorfismos nas regiões: codificadora (BOMAN e VÅGE, 2009; BOMAN et al., 2009; 

BOMAN et al., 2010), 3’UTR (CLOP et al., 2006; BOMAN et al., 2009; BOMAN et al., 

2010), 5’UTR (GAN et al., 2008), intron-1 (IBRAHIM e HICKFORD, 2016) e intron-2 

(KIJAS et al., 2007) do gene MSTN de ovinos foram associados geralmente a aumento 

da massa muscular e redução da gordura. Porém, apenas Kijas et al. (2007) reportaram 

ter testado associação de polimorfismos no MSTN para atributos da carne, encontrando 

efeitos significativos da mutação g+6723G>A (3’UTR) sobre medidas sensoriais de 

suculência, maciez e satisfação do consumidor. Ainda reportaram efeito do SNP g-

41C>A (5’UTR) sobre maciez de carne mensurada via força de cisalhamento.  

Com exceção de polimorfismo no gene MSTN associado à alguns atributos de 

carcaça (KIJAS et al., 2007), não há outros relatos de polimorfismos nos genes da família 

MyoD ou no gene MSTN associados a atributos de qualidade da carne ovina. Contudo, as 

evidências já observadas em outras espécies como aves, bovinos de corte e suínos, 

levantam a hipótese de que estes efeitos também podem estar presentes nos ovinos. 

Assim, o objetivo deste estudo foi testar se polimorfismos nos genes MyoD1, MyoG, 

MyF5, MyF6 e MSTN estão associados a maciez, pH, cor (a*, b* e L*) e capacidade de 

retenção de água em amostras de músculo Longissimus em ovinos Santa Inês.  

 

7.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais e fenótipos avaliados 

Este estudo foi realizado com aprovação do comitê de ética no uso de animais da 

Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), 

conforme protocolo No 02/2010. Foram avaliados 192 cordeiros Santa Inês com 
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aproximadamente 240 dias de idade, destes, 106 nasceram entre 2010 e 2012 no campo 

experimental Pedro Arle, da EMBRAPA Tabuleiros Costeiros, no município de Frei 

Paulo / Sergipe. Enquanto os outros 86 foram criados na fazenda experimental da Escola 

de Veterinária Medicina e Zootecnia da UFBA, localizada em São Gonçalo dos Campos 

/ Bahia, todos nascidos em 2014. Estes animais tiveram amostras de lombo coletadas, as 

quais foram avaliados para pH, cor, maciez e capacidade de retenção de água (Tabela 1). 

  

Tabela 1 -  Tamanho amostral (N), mínimo, média, máximo e desvio-padrão (DP) das 
dos atributos de carne analisados em ovinos Santa Inês. 

Característica N Mínimo Média Máximo DP 

Luminosidade da carne (L*) 185 27,66 44,59 59,9 5,51 
Intensidade de vermelho (a*) 185 10,44 20,9 31,14 5,69 
Intensidade de amarelo (b*) 185 3,59 8,38 13,57 2,42 
Capacidade de retenção de água 99 0,19 0,24 0,31 0,02 
Força de cisalhamento 185 0,58 1,79 5,05 0,92 
pH inicial (pH0) 99 6,2 6,63 7,04 0,18 
pH final (pH24) 99 5,03 5,46 6,66 0,27 

 
A mensuração do pH foi realizada com peagâmetro digital, logo após o abate (0 

hora) e 24 horas post mortem. Foi realizado um corte no músculo Longissumus entre a 

12ª e 13ª costelas para a introdução do eletrodo de penetração do peagâmetro, sendo 

aferidas três medições sequenciais de cada carcaça. A média dessa triplicata foi usada 

como referência de cada animal.  

A caracterização cromática da carne foi realizada após o descongelamento dos 

referidos músculos (4°C por 12h e posteriormente exposto a temperatura ambiente por 30 

minutos). Utilizou-se o colorímetro MINOLTA CR-400, empregado no sistema CIE/Lab 

com fonte D65, ângulo de 10° e calibrado no branco. Foram verificados os valores das 

coordenadas cromáticas: L* - luminosidade (com valores de 0 para preto a 100 para 

branco), a* - intensidade de vermelho (com valores negativos para a cor verde e positivos 

para a cor vermelha) e b* - intensidade de amarelo (com valores negativos para a cor azul 

e positivos para a cor amarela). Foram feitas três mensurações em cada lombo, sendo a 

média das triplicatas o valor utilizado.  

Depois do descongelamento das amostras de músculo Longissimus em 

temperatura ambiente, foi realizada a quantificação da maciez pela força de cisalhamento 

com o equipamento Warner Bratzler Shear Force. Para tal, utilizou-se um vazador 

cilíndrico do próprio equipamento, com a finalidade de retirar cinco fragmentos da parte 
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central das porções com aproximadamente 1,27 cm de diâmetro; a incisão foi 

perpendicular as suas fibras e livre de excesso de gorduras e nervos. O auge da força do 

cisalhamento (kgf) foi registrado e a média das cinco amostras de cada lombo foi 

considerada a força de cisalhamento. 

Amostras de carne também foram colocadas sobre papel-filtro no sentido 

transversal das fibras, para a determinação da capacidade de retenção de água. Em seguida 

foram colocadas entre duas placas acrílicas e sobre estas foi colocado um peso de 10 kg 

durante 5 minutos. Subsequentemente, calculou-se a quantidade de água perdida das 

amostras por diferença de peso. 

 

Extração de DNA genômico e reação em cadeia da polimerase 

A extração de leucócitos foi feita pelo método de precipitação com sal, usando 

protocolo descrito por Oliveira et al. (2007). Para tanto, foi coletado 5 ml de sangue de 

cada animal, em tubos vacutainer contendo EDTA. A extração do DNA, amplificação da 

região alvo, preparação da biblioteca e sequenciamento foram realizados na Escola 

Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP. A extração do DNA foi 

realizada utilizando método de precipitação com soluções salina e proteinase K, seguindo 

protocolo descrito por Oliveira et al. (2007).  

O desenho dos primers para a amplificação dos fragmentos dos genes MyoG, 

MyoD1, MyF5, MyF6 e MSTN foi realizado com base nos dados depositados no NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) com os seguintes códigos de acesso: 

MyoG (ID: 443158), MyoD1 (ID: 443405), MyF5 (ID: 443159), MyF6 (ID: 100188930) 

e MSTN (ID: 443449), do genoma de ovinos (Ovis aries) versão Oar_v4.0. 

O desenho do primer foi realizado a partir do programa Primer 3 (ROZEN e 

SKALETSKY., 1998), enquanto o teste da qualidade das sequências geradas e a escolha 

do primer foram feitos com a aplicação online NetPrimer. Após a escolha dos melhores 

primers forward e reverse de cada gene (Tabela 2), foi realizado o BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) para alinhamento das sequências no NCBI e confirmação de 

similaridade com a espécie Ovis aries. 

https://www.google.com.br/search?q=tubos%2Bvacutainer&amp;espv=2&amp;biw=1517&amp;bih=666&amp;tbm=isch&amp;tbo=u&amp;source=univ&amp;sa=X&amp;ei=z00XVPrzGY-QgwSW_oK4DA&amp;sqi=2&amp;ved=0CBwQsAQ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443318
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/443364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=CAPN1%2Bovis%2Baries
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Tabela 2 - Primers forward (F) e reverse (R) utilizados, tamanho do fragmento amplificado (pb) e sua localização no genoma ovino. 

Gene Sequência pb Localização 
MyoG F: 5’ ACT ACC TGC CTG TCC ACC TC 3’  1.836 Cromossomo 12  

posições de 198441-196606 
(exons 1 a 3, incluindo introns 1 e 2) 

 R:3’ TCC TCC ACT GTG ATG CTG TC 5’ 

MyoD1 F: 5’ CAG ACC CTC AGT GCT TTG CT 3’ 2.493 Cromossomo 15  
Posições de 34303414 a 34300922 

(exons 1 a 3, incluindo introns 1 e 2) 
 R:3’ CCT GCC TGC CGT ATA AAC AT 5’ 

MyF5 F: 5’ CTC CGG TTT CTC CCC TAT CT 3’ 2.813 Cromossomo 3  
Posições de 116459993 a 116462805 
(exons 1 a 3, incluindo introns 1 e 2) 

 R:3’ CAT CAC CTT AAC TCA TGA TTC CT5’ 

MyF6 F: 5’ CTT GGA CGG GGA AAA TGT TA 3’ 1.126  Cromossomo 3 
Posições de 116444909 a 116446058 
(exons 1 a 3, incluindo introns 1 e 2) 

 R: 3’ GAG GAA ATG CTG TCC ACG AT 5’ 

MSTN F: 5’ AGA ACA GCG AGC AGA AGG AA 3’ 2.380 Cromossomo 2  
Posições de 118140493 a 118142497 

(exons 1 a 2, incluindo intron 1) 
 R: 3’ CAA TGC TCT GCC AAA TAC CA 5’ 
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Para amplificação da região alvo foram utilizados 20 µL de reação contendo 0,3 

µM de cada primer, a enzima Taq polimerase EmeraldAmp Max Hs (Takara Bio, USA) 

e 100ng/µL do DNA molde. A amplificação foi realizada em um termociclador Veriti® 

(Applied Biosystems, USA). Na Tabela 3 podem ser observados os procedimentos de 

desnaturação inicial, desnaturação, anelamento, extensão e extensão final. Para os genes 

MSTN, MyoD1 e MyF6 as fases de desnaturação, anelamento e extensão se repetiram 40 

ciclos, antes da extensão final. Os genes MyF5 e MyoG foram amplificados em duas 

partes, em que as fases de desnaturação, anelamento e extensão tiveram 20 ciclos cada 

uma, utilizando a técnica de PCR touchdown. 

Os produtos da amplificação foram diferenciados utilizando gel de agarose a 1% 

e as bandas dos amplificados foram coradas com o GelRed (Biotium, USA). O produto 

amplificado foi classificado quanto à existência das bandas pretendidas, possuindo o 

mesmo número de pares de bases indicado na Tabela 2. Foi utilizado como controle 

positivo um pool de DNA de ovinos da raça Santa Inês. 

 

Tabela 3 - Temperaturas e tempos utilizados nas reações de PCR em cada um dos genes 
estudados em ovinos Santa Inês. 

Gene Desnaturação 
Inicial 

Desnaturação Anelamento Extensão Extensão Final 

MSTN 98°C/5min 98ºC/10 seg 59°C / 30 seg 72ºC/ 3 min 72ºC/5min 
MyoD1 98°C/5min 98ºC/10 seg 63°C / 30 seg 72ºC/ 3 min 72ºC/5min 
MyF6 98°C/5min 98ºC/10 seg 56°C / 30 seg 72ºC/ 2 min 72ºC/5min 
MyoG 
(Parte 1) 

98°C/5min 98ºC/10 seg 65°C – 55°C         
Δ -0,5°C / 30 seg 

72ºC/ 2 min  

MyoG 
(Parte 2) 

 98ºC/10 seg 55°C / 30 seg 72ºC/ 2 min 72ºC/5min 

MyF5  
(Parte 1) 

96ºC/30 seg 94ºC/15 seg 59°C – 54°C      
Δ – 0,5°C / 30 seg 

68ºC/ 4 min  

MyF5  
(Parte 2) 

 94ºC/15 seg 54°C / 30 seg 68ºC/ 4 min 68ºC/5min 

 

Detecção de Polimorfismo e Anotação Funcional 

A identificação de polimorfismos (SNPs e INDELs) foi realizada com o 

programa SAMtools versão 1.4 (LI et al., 2009), considerando a posição dos 

polimorfismos no genoma de referência da espécie ovina Oar_v4.0. Em seguida foi 

realizada a conversão dos arquivos em formato SAM (Sequence Alignment/Map) para 

o formato BAM (forma binária do arquivo SAM). Posteriormente foram removidas as 
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duplicatas de PCR, ordenadas as posições das sequências e construído o index do 

arquivo ordenado. Considerando os mismatches (nucleotídeos divergentes), foi utilizado 

um valor maior do que 40 para a análise de parâmetros de qualidade de mapeamento. 

Eles foram analisados em relação ao genoma referência, a qualidade da sequência e a 

taxa de erro do sequenciamento. Em seguida foram identificadas as variações genéticas 

e armazenadas em um arquivo em formato (.vcf) para posterior leitura, filtragens e 

análise dos resultados. Foi realizada a anotação funcional dos SNPs e INDELs utilizando 

a ferramenta VEP (Variant Effect Predictor) do Ensembl. A nomenclatura dos 

marcadores está de acordo com as regras definidas por Human Genome Variation 

Society (HGVs). 

Haplótipos e Equilíbrio Hardy-Weinberg (HWE) 

O HWE foi testado por comparação das heterozigosidades preditas e observadas. 

A heterozigosidade predita (HP) foi obtida com a equação: 𝐻𝑃 = 2 ∗ (1 − 𝑀𝐴𝐹) ∗ 𝑀𝐴𝐹, 

onde MAF é a menor frequência alélica. O programa Haploview (Barrett et al., 2005) foi 

usado para testar o HWE e identificar os blocos de haplótipos. Os polimorfismos no gene 

MyF5 não formaram blocos de haplótipos. No gene MyoD1 foi encontrado um bloco de 

desequilíbrio de ligação formado pelos SNPs g.34302401G>A e g.34302419T>G, sendo 

dois tipos de haplótipo GT (93,0%) e AG (6,7%) com frequência maior que 4%. No gene 

MyF6 foram encontrados dois blocos de haplótipos, sendo um deles com os SNPs 

g.116445836A>G e g.116445837G>T, os quais formaram os haplótipos AG (73,4%) e 

GT (25,8%), enquanto o segundo bloco foi formado pelos SNPs g.116445882C>A e 

g.116446029C>T, que teve os haplótipos CC (92,9%) e AT (6,1%). No gene MyoG foram 

formados dois blocos de haplótipos, sendo um deles com os SNPs na seguinte ordem: 

g.196793G>A, g.196844G>A, g.196984A>G, g.197088C>T, g.197099T>G e 

g.197380G>A. Neste bloco foram encontrados seis haplótipos com frequência maior que 

4%, como segue: GGACGG (27,5%), GGACGA (21,7%), GGACTG (14,4%), AGGTTG 

(13,4%), AGGCTG (12,5%) e GAACTG (7,3%). O segundo bloco no gene MyoG foi 

formado pelos SNPs g.198080G>A e g.198160G>A e apresentou três tipos de haplótipos 

GG (72,3%), AA (18,1%) e AG (9,6%). No gene MSTN foi encontrado um único bloco 

com os SNPs g.118141035G>A e g.118141041T>C, os quais geraram três tipos de 

haplótipos GT (70,9%), AT (18,4%) e AC (10,7%).  

 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Tools/VEP?db=core
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Análise de dados fenotípicos 

As variáveis de interesse foram previamente analisadas utilizando como modelo: 

𝑦𝑖𝑗𝑘𝑙 = 𝜇 + 𝐹𝑖 + 𝑌𝑗 + 𝑀𝑘 + 𝛼𝑖𝑗𝑘𝑙(𝐴) + 휀𝑖𝑗𝑘𝑙, onde 𝑦𝑖𝑗𝑘𝑙 é o valor da características de 

interesse, 𝜇 é a media geral, 𝐹𝑖 é o efeito de fazenda, 𝑌𝑖 é o efeito de ano de nascimento, 

𝑀𝑘 é o efeito de mês de nascimento, 𝛼𝑖𝑗𝑘𝑙(𝐴) é o efeito da covariável idade do animal no 

momento da avaliação, e 휀𝑖𝑗 é o redíduo. Essa análsie foi realizada para identificar 

possíveis erros de registro, bem como avaliar se as pressuposições da Análise de 

Variância eram atendidas. O PROC MIXED do programa statistical analysis system 

(SAS, 2011) foi utilizado nesta análise.  

 

Análise de associação por marcas simples  

Uma análise de associação envolvendo cada polimorfismo individualmente foi 

realizada com o programa Qxpak 5 (Pérez-Enciso e Misztal, 2011), a qual realiza um teste 

de razão de máxima verossimilhanças. O modelo geral pode ser descrito como, 𝑦 = 𝛽𝑋 +

∑ 𝑍𝛿𝑘
𝑛
𝑘=1 + 휀, onde y é o vetor contendo os registros das características, β é o vetor de 

soluções para os efeitos fixos, δk é o vetor de soluções para os efeitos genéticos de 

qualquer um dos n QTLs que afetam a característica, X e Z são matrizes de incidência que 

associam as observações em y aos vetores β e δk, respectivamente, e ε é o vetor de 

resíduos. Os efeitos fixos incluídos no modelo foram fazenda (2 níveis), ano de 

nascimento (4 níveis), mês de nascimento (12 níveis) e a covariável idade do animal na 

avaliação. Os efeitos aditivo e de dominância dos QTLs foram testados. Um efeito aditivo 

positivo indica que o alelo mutante está associado com maior valor médio da variável em 

análise. Um efeito de dominância positivo indica que o genótipo heterozigoto tem valor 

médio mais próximo do homozigoto mutante. Apenas polimorfismos com MAF ≥ 2% e 

em HWE (P ≥ 10-6) foram utilizados nesta análise. 

 

Análise de associação por haplótipos  

A análise de associação com haplótipos foi realizada com a sub-rotina haplo.glm 

do pacote haplo.stat versão 1.7.7 (https://cran.r-project.org/web/packages/haplo.stats/ 

index.html) (Lake et al., 2003). Apenas haplótipos com frequência maior que 4% foram 

utilizados nesta análise. 
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Nível de significância  

No presente estudo os níveis de significância foram estabelecidos segundo método 

de Bonferroni, considerando uma margem global de erro tipo 1 igual a 5%. Essa correção 

leva em consideração o número de polimorfismos em análise. Assim, na análise de marcas 

simples foram testados 65 SNPs (16 MyoG, 15 MyoD, 4 MyF6, 20 MyF5 e 10 MSTN), o 

que levou a um nível de significância nominal de 0,0003. Na a análise de associação por 

haplótipos foram testados cinco blocos de haplótipos, consequentemente, o nível de 

significância desta análise foi 0,0044. Além disso, efeitos significativos a uma 

probabilidade não corrigida de 5% são apresentados como sugestivos.     

 

7.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

MyF5 

O gene MyF5 (Fator Miogênico 5) executa função similar àquela observada para 

o gene MyoD1, pois ambos são responsáveis pela diferenciação de células miogênicas em 

mioblastos e pela sua proliferação (VÉLEZ et al., 2017). No presente estudo dois SNPs 

(g.116460955G>C e g.116460341C>T) presentes no intron-1 e exon-1, respectivamente, 

foram testados, porém nenhum efeito aditivo ou de dominância foi significativo (P > 

0,05). Não há prévios relatos de associação entre polimorfismos no gene MyF5 e 

características de interesse em ovinos, mas prévios estudos com outras espécies 

evidenciaram efeitos sobre atributos de carne suína (KAPELAŃSKI et al., 2005; LIU et 

al., 2007; KHANG e NUG, 2013), bovina (UJAN et al., 2011a e UJAN et al. 2011b) e de 

coelhos (WANG et al., 2012; WANG et al., 2017). Logo, a falta de efeito no presente 

estudo provavelmente decorre da distribuição de frequências genotípicas dos SNP 

avaliados, pois ~95% dos animais avaliados foram homozigotos para o alelo referência 

(ANEXO – I).  

 

MyoD1 

O presente estudo foi o primeiro a realizar análise de associação entre variantes 

no gene MyoD1 e características de qualidade de carne em ovinos (Tabelas 4 e 5). A 

análise de marcas simples identificou efeitos aditivos sugestivos (P < 0,05) do SNP 

g.34302419T>G, localizado no intron-2, sobre as intensidades de vermelho (1,14 ± 0,48) 
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e amarelo (1,23 ± 0,37), luminosidade da carne (L*) (2,53 ± 0,87), além de efeito aditivo 

significativo (P < 0,0006) para a força de cisalhamento (-0,44 ± 0,11) (Tabela 4). O alelo 

G foi associado a maiores valores médios das características de cor (L*, a* e b*), além 

de menor força de cisalhamento, sendo a diferença entre os genótipo GG  e CC iguais a 

2,28 (a*), 2,46 (b*), 5,06 (L*) e 0,88 (força de cisalhamento). 

 

Tabela 4 - Efeitos aditivo (a) e dominância (d), com seus respectivos erros-padrão (EP), 
estimados para polimorfismos nos genes da família MyoD e no gene MSTN 
em ovinos Santa Inês. 

Variável a (EP) d (EP) LRT1 P-valor 
 MyoD1    
 g.34302419T>G    
Intensidade de vermelho (a*) 1,14 (0,48) - 5,65 0,0174 
Intensidade de amarelo (b*) 1,23 (0,37) - 10,71 0,0047 
Intensidade de luminosidade (L*) 2,53 (0,87) - 8,28 0,0040 
Força de cisalhamento -0,44 (0,11) - 15,54 <0,0001† 
 MyoG    
 g.197088C>T    
Intensidade de vermelho (a*) -2,86(0,64) -2,87(0,72) 19,18 <0,0001† 
 g.197660G>A    
pH0 -0,08(0,03) - 4,95 0,0260 
 g.197710A>G    
Intensidade de luminosidade (L*) 0,97(0,47) - 4,26 0,0390 
 g.197845C>G    
Força de cisalhamento 0,16(0,08) - 3,99 0,0457 
pH24  0,09(0,04) - 6,20 0,0128 
 MyF6    
 g.116445837T>G    
Força de cisalhamento 0,14 (0,07) - 4,58 0,0324 

 MSTN    
 g.118141035G>A    

Força de cisalhamento -0,29 (0,09) - 10,03 0,0015 
Intensidade de vermelho (a*) 0,85 (0,37) - 5,12 0,0236 

1LRT – Teste de razão de verossimilhanças, †Efeito significativo ao nível da correção 
de Bonferroni.  
 

Na amostra estudada, 87,9% dos animais foram TT, 10,4% TG e 1,7% GG, sendo 

as frequências gênicas iguais a 93,1% (T) e 6,9% (G). Estes resultados apesar de novos 

em ovinos, são suportados por prévios estudos com outras espécies, como por exemplo 

Lee et al. (2012) que encontraram associação do SNP g.1264C>A localizado no intron-1 

do gene MyoD1 com L* na carne suína. Os resultados obtidos com os testes de associação 

envolvendo o bloco de haplótipos (SNPs g.34302401G>A e g.34302419T>G) também 
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reforçam a hipótese de que há efeito sobre coloração da carne e maciez. Foi encontrado 

efeito sugestivo da substituição do haplótipo GT (frequência 93%) pelo AG (6,7%) sobre 

L* (-2,3040 ± 0,9148) e b* (-1,0640 ± 0,3855), além de efeitos significativos sobre a 

força de cisalhamento (-0,4210 ± 0,1186), pH0 (1,4260 ± 0,2586) e pH24 (1,2510 ± 

0,2252). Estes coeficientes de regressão indicam que a substituição de GT por AG está 

associada a maiores valores de pH0 e pH24 e menores valores de L*, b* e força de 

cisalhamento. 

  

Tabela 5 - Coeficientes de regressão (β) e erros-padrão (EP) obtidos com a análise de        
associação de haplótipos nos genes da família MyoD e MSTN em ovinos Santa 
Inês. 

Característica Gene Substituição de 
Haplótipos β ± EP P-valor 

pH0 MSTN GT>AC 1,2580(0,3073) P<0,001ǂ 
pH24 
a* 
a* 

MSTN GT>AC 1,0740(0,2650) P<0,001ǂ 
MSTN GT>AC -1,3950(0,5048) 0,007 
MSTN GT>AT -0,8855(0,4411) 0,047 

Força de cisalhamento MSTN GT>AC 0,3904(0,1245) 0,002ǂ 
Força de cisalhamento MSTN GT>AT 0,2482(0,1087) 0,024 
pH0 MyoD1 GT>AG 1,4260(0,2586) P<0,001ǂ 
pH24 MyoD1 GT>AG 1,2510(0,2252) P<0,001ǂ 
L* MyoD1 GT>AG -2,3040(0,9148) 0,013 
b* MyoD1 GT>AG -1,0640(0,3855) 0,006 
Força de cisalhamento MyoD1 GT>AG -0,4210(0,1186) 0,001ǂ 
Força de cisalhamento MyF6 AG>GT 0,1954(0,0866) 0,025 

ǂ significativo a nível da correção de Bonferroni (P=0,0044).  
 

Os efeitos aqui encontrados para pH confirmam prévios achados de Kapelański et 

al. (2005), os quais identificaram associação do SNP g.489C>T no gene MyoD1 sobre 

pH final do músculo Longissimus lumborum 48 horas pós-abate. Enquanto Knežević et 

al. (2013) associaram este mesmo SNP ao pH mensurado no músculo Semimembranosus 

45 minutos e 24 horas pós-abate, além de efeito sobre pH24 no músculo Longissimus de 

suínos. Han et al. (2012) também reportaram associação com pH da carne suína, porém 

com o SNP g.257A>C localizado no intron-1 do gene MyoD1.  

O gene MyoD1 é responsável pela diferenciação das células miogênicas que 

precedem a sua transformação em mioblastos e pela sua proliferação, sendo conhecido 

como fator primário (VÉLEZ et al., 2017). Logo, os efeitos aqui encontrados para pH, 

coloração e maciez do músculo Longissimus podem estar relacionados a composição e 
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densidade das fibras no músculo estudado. Trukhachev et al. (2017) reportaram efeito de 

polimorfismo no gene MyoD1 sobre a largura do lombo em ovinos raça Stavropol, o que 

pode ter sido decorrente da alteração da composição e densidade das fibras musculares. 

Lee et al. (2012) identificaram associação significativa de dois haplótipos no gene MyoD1 

de suínos com composição (número e área de fibras tipo I, IIa e IIb) e densidade das fibras 

musculares, o que impactou também a área total de olho de lombo do músculo 

Longissimus. Yang et al. (2015) e Chen et al. (2015) também encontraram efeito de 

polimorfismos no gene MyoD1 sobre diâmetro e densidade das fibras musculares em 

músculos de aves e de truta arco-iris, respectivamente. Outro fator que pode explicar os 

efeitos sobre pH, L* e maciez é a composição de gordura. Knežević et al. (2013) 

reportaram efeito de polimorfismo no gene MyoD1 sobre a composição de gordura e 

relação gordura/carne em suínos. 

 

MyoG 

No gene MyoG foram encontrados efeitos aditivo (-2,86 ± 0,64) e de dominância 

(-2,87 ± 0,72) significativos (P<0,0006) do SNP g.197088C>T sobre a* (Tabela 4). Este 

SNP encontra-se no intron-1 e o alelo C e foi associado a maior valor médio desta 

variável, sendo a diferença entre CC e TT igual a 5,72. Adicionalmente, o alelo G do SNP 

g.197710A>G, localizado no intron 2, foi associado (0,97 ± 0,47) a maior valor médio de 

L*, sendo a diferença entre os genótipos GG e AA igual a 1,94. As frequências 

genotípicas e alélicas do SNP g.197088C>T foram 75% (CC), 23,4% (CT), 1,6% (TT), 

86,7% (C) e 13,3% (T). Enquanto para o SNP g.197710A>G as frequências foram 16,7% 

(AA), 56,3% (AG), 27,1% (GG), 44,8% (A) e 55,2% (G).  

Os SNPs g.197660G>A e g.197845C>G, ambos localizados no intron-2 do gene 

MyoG, tiveram efeito aditivo sugestivo (P < 0,05) sobre pH0 (-0,08 ± 0,03) e pH24 (0,09 

± 0,04), respectivamente. Nos dois casos, o alelo G foi associado a maior pH, sendo as 

diferenças entre os homozigotos iguais a 0,16 (g.197660G>A) e 0,18 (g.197845C>G). O 

SNP g.197845C>G também apresentou efeito aditivo sugestivo (0,16 ± 0,08) para a força 

de cisalhamento (Tabela 4), onde o genótipo homozigoto CC exigiu menor (-0,32kgf) 

força de cisalhamento que o GG. As frequências genotípicas e alélicas do SNP 

g.197660G>A foram 74,5% (GG), 22,9% (GA), 2,6% (AA), 85,9% (G) e 14,1% (A). 

Enquanto para o SNP g.197845C>G elas foram 64,6% (CC), 30,2% (CG), 5,2% (GG), 
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79,7% (C) e 20,3% (G).  

O gene MyoG, também conhecido como MyF4, é o responsável pela miogenina, 

uma proteína de fase embrionária que atua na diferenciação dos mioblastos em miofibrilas 

multinucleadas (HOUBA e TE PAS, 2004). Já na fase pós-natal essa proteína está 

associada ao reparo dos danos nas fibras musculares e ao crescimento hipertrófico, 

portanto está diretamente relacionada à massa muscular e a quantidade total de carne na 

carcaça (TE PAS e SOUMILLION, 2001). Este foi o primeiro estudo desenvolvido com 

o gene MyoG em ovinos para fins de associação com atributos de carne. Contudo, nossos 

resultados encontram suporte em referências que citam efeitos significativos para essas 

mesmas variáveis na carne suína. Kapelański et al. (2005) reportaram associação entre 

polimorfismo na região 3’ do gene MyoG e parâmetros de cor (a* e L*) na carne suína. 

Stupka et al. (2012) citam efeitos de polimorfismos no gene MyoG sobre os conteúdos de 

água no presunto e no músculo da paleta, bem com percentual de gordura intramuscular 

na paleta. Similar ao que foi mencionado para o gene MyoD1, os efeitos sobre pH, cor e 

maciez observados no gene MyoG também podem se decorrente do aumento no 

desenvolvimento do músculo longíssimos, em consequência da alteração na composição 

ou densidade de suas fibras. Wyszyńska-Koko et al. (2006) encontraram associação de 

polimorfismo no gene MyoG com medidas de tamanho do músculo Longissimus, como 

peso e área de olho de lombo, enquanto Kim et al., (2009) encontraram efeito de um 

haplótipo no gene MyoG sobre o tipo de fibra muscular, número total de fibras e área de 

olho de lombo em suínos. Em aves, Yang et al., (2015) reportaram associação entre 

polimorfismos no gene MyoG e o diâmetro de fibras musculares. Logo, é possível que o 

impacto sobre crescimento do Longissimus proporcionado por polimorfismos no gene 

MyoG tenham como consequência alterações nos atributos de carne. 

 

MyF6 

O SNP g.116445837T>G, localizado no intron-2 do gene MyF6, teve efeito 

aditivo sugestivo (P < 0,05) sobre força de cisalhamento (0,14 ± 0,07). O alelo T foi 

associado a menor força de cisalhamento e a diferença entre os genótipos TT e GG foi de 

0,28 kgf. Também foi encontrada associação do bloco de haplótipos formado pelos SNPs 

g.116445836A>G e g.116445837G>T sobre a força de cisalhamento, sendo a 

substituição do haplótipo AG (frequência 73,4%) pelo GT (25,8%) associada a maior 
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força de cisalhamento (0,1954 ± 0,0866). As frequências genotípicas e alélicas do SNP 

g.116445837T>G foram 7,3% (TT), 37,7 (TG), 55,0% (GG), 26,2% (T) e 73,8% (G). 

Enquanto para o SNP g.116445836A>G observamos 6,8% (AA), 38,2% (AG), 55,0% 

(GG), 25,9% (A) e 74,1% (G).  

Não encontramos prévios estudos de associação do MyF6 com variáveis de 

interesse econômico em ovinos. Porém, polimorfismos neste gene foram associados a 

atributos de crescimento (KAMIÑSKI et al., 2009; GUIATTI et al., 2013) e de carcaça 

(URBAŃSKI et al., 2006; WYSZYŃSKA-KOKO et al., 2006) em suínos, além de 

atributos de crescimento (WANG et al., 2011) e carcaça (DU et al., 2013) em bovinos. 

Adicionalmente, Zou et al. (2015) reportaram efeitos sobre comprimento, profundidade 

e peso de Tilápia do Nilo. No contexto dos atributos de carne, Yang et al., (2015) 

reportaram efeito sobre diâmetro das fibras musculares em aves, enquanto Kapelañski et 

al. (2005) identificaram efeito sobre perdas de água por gotejamento em amostras de 

carne suína.  

 

MSTN 

No gene MSTN foram encontrados efeitos aditivos sugestivos (P<0,05) do SNP 

g.118141035G>A sobre a força de cisalhamento (-0,29 ± 0,09) e a* (0,85 ± 0,37). Esse 

marcador se encontra no intron-1 e o alelo A foi associado a menor força de cisalhamento 

e maior média de a*. As diferenças entre os homozigotos GG e AA foi 0,58 kgf e 1,70 

para a*. Adicionalmente, os testes de associação com haplótipos no gene MSTN 

revelaram efeitos significativos sobre pH0, pH24, a* e força de cisalhamento (Tabela 5). 

A substituição do haplótipo GT (70,9%) pelo AT (18,4%) foi associada a força de 

cisalhamento (0,2482 ± 0,1087) e a* (-0,8855 ± 0,4411), enquanto a substituição do 

haplótipo GT pelo AC (10,7%) foi associado com pH0 (1,2580 ± 0,3073), pH24 (1,0740 

± 0,2650), a* (-1,3950 ± 0,5048) e força de cisalhamento (0,3904 ± 0,1245). Os sinais 

dos coeficientes de regressão indicam que essas substituições aumentam os valores de pH 

e de força de cisalhamento, além de reduzir os valores de a*. 

Alguns polimorfismos no gene MSTN foram largamente estudados em ovinos, 

desde que mutações nesse gene foram associadas a maior desenvolvimento muscular e 

menor deposição de gordura. Polimorfismos em região codificadora (BOMAN e VAGE, 

2009; BOMAN et al., 2009; BOMAN et al., 2010) ou nas regiões 3’UTR (CLOP et al., 
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2006; TAKEDA et al. 2010; KIJAS et al., 2007; JOHNSON et al., 2009; HAYNES et 

al., 2013; MASRI et al., 2011a; MASRI et al., 2011b; GAN et al., 2008; BOMAN et al., 

2009; BOMAN et al., 2010; e HAN et al., 2010) e 5’UTR (KIJAS et al., 2007) foram 

associados a desenvolvimento muscular e menor deposição de gordura. Contudo, nos 

ovinos Santa Inês nós encontramos polimorfismos apenas no intron-1 do gene MSTN. 

Farhadian et al., (2012) encontraram via PCR-SSCP um polimorfismo associado a peso 

ao nascimento em ovinos da raça iraniana Makoei, enquanto Ibrahim e Hickford (2016) 

a Ibrahim et al., (2015) identificaram seis genótipos SSCP no intron-1 associados a peso 

no abate e rendimento de cortes comerciais como pernil, paleta e lombo na raça New 

Zealand Romney. Logo, é possível que esta região tenha de fato efeito sob características 

de interesse econômico em ovinos. O único relato de polimorfismo afetando maciez de 

carne em ovinos foi encontrado por Kijas et al., (2007) que identificaram o efeito do SNP 

g-41C>A na região 5’UTR. 

 

Considerações  

Muitos dos efeitos aqui encontrados foram oriundos de polimorfismos em região 

de intron e isso levanta a hipótese de que o responsável direto pelo efeito pode estar 

afetando a transcrição do gene ou a eficiência do splicing. Assim, maiores estudos podem 

ajudar a compreender se estes SNP de alguma forma afetam a estrutura da proteína ou se 

a hipótese de ligação com outro polimorfismo funcional é mais indicada. Um estudo de 

expressão também é recomendado, para se certificar de que estes genes são de fato 

diferencialmente expressos no músculo Longissimus e se os níveis de expressão estão 

relacionados com os polimorfismos aqui identificados.  

 

7.6 CONCLUSÕES 

Existem polimorfismos nos genes MyoD, MyoG, MyF6 e MSTN que estão 

associados com características de qualidade de carne em ovinos Santa Inês. Estes 

polimorfismos podem agora servir de referência para comparação com estudos 

desenvolvidos em outras raças de ovinos, bem como podem ser fonte de informação para 

fins de seleção assistida por marcadores a fim de melhorar atributos da carne na raça Santa 

Inês. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS E IMPLICAÇÕES 

 

O presente estudo identificou um elevado número de polimorfismos nos genes 

MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN, muitos dos quais apresentaram distribuição de 

frequência que permitiu utilizá-los em testes de associação. Alguns destes marcadores 

apresentaram associação com as características aqui estudadas e seus efeitos aditivos 

podem ser boa fonte de informação para a seleção de ovinos da raça Santa Inês. 

Ressalta-se que algumas regiões desses genes não foram sequenciadas no presente 

estudo, em especial para o gene MSTN que teve apenas 47% da sequência estudada aqui. 

É possível que polimorfismos nessas regiões não estudas aqui estejam influenciando a 

variação dos atributos de carne. Assim, recomenda-se que sejam sequenciadas as regiões 

que não foram estudadas no presente trabalho, a fim de que uma varredura mais completa 

do efeito destes genes seja efetuada.  
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10 ANEXO I 



Tabela 1 - Frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos nos genes MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN em ovinos da raça Santa Inês e probabilidade do teste 
de equilíbrio Hardy-Weinberg (HWE) ao comparar as heterosigosidades observada (HO) e predita (HP). 

MyoD1 f(+/+) f(+/-) f(-/-) f(+) f(-) HO HP P-valor (HWE) Região Aminoácido 
alterado 

Escore 
SIFT 

Number 
NCBI 

g.34301104T>G 41,0 11,6 47,4 46,8 53,2 0.116 0.498 4.40E-26 3’UTR   rs418127847 
g.34301148G>A 93,6 5,2 1,2 96,2 3,8 0.052 0.073 3.41E-02 3’UTR   rs406704545 
g.34301171C>A 92,5 5,8 1,7 95,4 4,6 0.058 0.089 5.50E-03 3’UTR   rs592727214 

g.34301231G>GGC 93,6 0,0 6,4 93,6 6,4 0.000 0.120 4.94E-18 3’UTR   rs1135847314 
g.34301304GA>G 94,8 0,0 5,2 94,8 5,2 0.000 0.099 1.30E-15 3’UTR   rs1135847315 
g.34301332C>G 17,9 1,7 80,3 18,8 81,2 0.017 0.307 7.05E-31 3’UTR   rs1135847316 
g.34301376G>A 98,8 1,2 0,0 99,4 0,6 0.012 0.012 1.00E+00 3’UTR   rs1135847317 
g.34301388A>C 38,2 3,5 58,4 39,9 60,1 0.035 0.478 6.14E-40 3’UTR   rs1135847318 
g.34301541A>C 11,6 0,0 88,4 11,6 88,4 0.000 0.206 3.99E-27 3’UTR   rs1135847319 
g.34301571G>T 88,4 10,4 1,2 93,6 6,4 0.105 0.120 2.76E-01 3’UTR   rs1135847320 
g.34301604G>C 17,9 0,0 82,1 17,9 82,1 0.000 0.295 1.63E-35 Exon-1 His/Gln * rs1135847321 
g.34301658A>G 93,1 1,2 5,8 93,6 6,4 0.012 0.120 1.75E-14 Exon-1 Ser/Pro * rs1135847322 
g.34301659C>G 73,4 0,0 26,6 73,4 26,6 0.000 0.392 1.19E-43 Exon-1 Ser/ Thr * rs1135847323 
g.34301660T>G 74,0 1,7 24,3 74,9 25,1 0.017 0.378 8.91E-37 Exon-1 Ser  rs1135847324 
g.34301797T>G 97,7 1,2 1,2 98,3 1,7 0.012 0.034 8.00E-04 Exon-1 Asp/Ala * rs1135847325 

g.34301824CT>C 80,9 0,0 19,1 80,9 19,1 0.000 0.310 8.51E-37 Exon-1 Ser/Gly * rs1135847326 
g.34301844G>C 15,6 2,3 82,1 16,8 83,2 0.023 0.280 4.02E-27 Exon-1 Arg  rs1135847327 
g.34301846C>G 8,7 2,3 89,0 9,8 90,2 0.023 0.178 9.90E-18 Exon-1 Gly/Arg * rs1135847328 
g.34301868A>G 97,1 2,9 0,0 98,6 1,4 0.029 0.029 1.00E+00 Intron-1   rs1135847329 
g.34301879C>G 5,8 0,0 94,2 5,8 94,2 0.000 0.110 7.59E-17 Intron-1   rs1135847330 
g.34301885T>G 6,4 0,0 93,6 6,4 93,6 0.000 0.120 4.94E-18 Intron-1   rs1135847331 
g.34301904C>T 6,4 0,0 93,6 6,4 93,6 0.000 0.120 4.94E-18 Intron-1   rs1135847332 
g.34301905T>C 6,4 0,0 93,6 6,4 93,6 0.000 0.120 4.94E-18 Intron-1   rs1135847333 
g.34301910T>G 6,4 0,0 93,6 6,4 93,6 0.000 0.120 4.94E-18 Intron-1   rs1135847334 
g.34301950A>C 6,4 0,0 93,6 6,4 93,6 0.000 0.120 4.94E-18 Intron-1   rs1135847335 
g.34301983C>G 5,2 0,0 94,8 5,2 94,8 0.000 0.099 1.30E-15 Intron-1   rs1135847336 
g.34302175G>C 4,6 0,6 94,8 4,9 95,1 0.006 0.094 4.25E-13 Exon -2 Pro  rs1135847337 
g.34302176C>G 5,8 0,0 94,2 5,8 94,2 0.000 0.110 7.59E-17 Exon -2 Arg/Pro * rs1135847338 
g.34302181C>G 5,2 0,0 94,8 5,2 94,8 0.000 0.099 1.30E-15 Exon -2 Gly  rs1135847339 
g.34302200A>T 98,8 1,2 0,0 99,4 0,6 0.012 0.012 1.00E+00 Intron-2   rs1135847340 
g.34302219G>A 6,4 0,0 93,6 6,4 93,6 0.000 0.120 4.94E-18 Intron-2   rs1135847341 
g.34302220A>G 5,8 0,0 94,2 5,8 94,2 0.000 0.110 7.59E-17 Intron-2   rs1135847342 
g.34302273G>C 61,8 32,4 5,8 78,0 22,0 0.326 0.344 5.85E-01 Intron-2   rs1135847343 



Tabela 1 - Frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos nos genes MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN em ovinos da raça Santa Inês e probabilidade do teste 
de equilíbrio Hardy-Weinberg (HWE) ao comparar as heterosigosidades observada (HO) e predita (HP). 

g.34302274C>G 82,1 13,9 4,0 89,0 11,0 0.140 0.197 2.40E-03 Intron-2   rs1135847344 
g.34302277T>G 96,5 2,9 0,6 98,0 2,0 0.029 0.040 1.21E-01 Intron-2   rs1135847345 
g.34302278C>G 8,7 7,5 83,8 12,4 87,6 0.076 0.219 6.24E-12 Intron-2   rs1135847346 
g.34302343T>G 5,8 0,0 94,2 5,8 94,2 0.000 0.110 7.59E-17 Intron-2   rs1135847347 
g.34302349A>G 91,9 5,8 2,3 94,8 5,2 0.058 0.099 6.00E-04 Intron-2   rs1135847348 
g.34302374C>G 5,8 0,0 94,2 5,8 94,2 0.000 0.110 7.59E-17 Intron-2   rs1135847349 
g.34302380C>G 66,5 30,1 3,5 81,5 18,5 0.297 0.299 1.00E+00 Intron-2   rs1135847350 
g.34302401G>A 88,4 9,8 1,7 93,4 6,6 0.099 0.125 5.60E-02 Intron-2   rs1135847351 

g.34302403GCA>G 97,1 0,0 2,9 97,1 2,9 0.000 0.056 4.22E-10 Intron-2   rs1135847352 
g.34302419T>G 87,9 10,4 1,7 93,1 6,9 0.105 0.130 7.18E-02 Intron-2   rs1135847353 

g.34302461GGC>G 62,4 0,0 37,6 62,4 37,6 0.000 0.467 1.40E-49 Intron-2   rs1135847354 
g.34302566A>G 72,8 26,6 0,6 86,1 13,9 0.267 0.240 2.42E-01 Intron-2   rs1135847355 
g.34302610A>C 9,2 0,6 90,2 9,5 90,5 0.006 0.173 7.10E-22 Intron-2   rs1135847356 
g.34302662T>G 4,0 0,0 96,0 4,0 96,0 0.000 0.078 5.48E-13 Intron-2   rs1135847357 
g.34302672G>A 86,1 13,9 0,0 93,1 6,9 0.140 0.130 8.45E-01 Intron-2   rs1135847358 
g.34302809G>A 8,1 0,0 91,9 8,1 91,9 0.000 0.150 2.36E-21 Exon-3 Ala  rs868996531 
g.34302967A>G 65,3 31,2 3,5 80,9 19,1 0.308 0.307 1.00E+00 Exon-3 Leu  rs599663516 
g.34303005G>T 23,1 0,6 76,3 23,4 76,6 0.006 0.360 7.03E-39 Exon-3 Ala/Asp 1,00 rs868996532 
g.34303011G>T 40,5 8,1 51,4 44,5 55,5 0.081 0.495 1.55E-31 Exon-3 Thr /Asn 0,81 rs868996533 
g.34303015G>T 37,0 0,0 63,0 37,0 63,0 0.000 0.467 1.40E-49 Exon-3 Pro/ His 1,00 rs868996535 
g.34303016G>C 35,3 0,0 64,7 35,3 64,7 0.000 0.458 7.52E-49 Exon-3 Pro  rs868996536 
g.34303024G>C 62,4 13,9 23,7 69,4 30,6 0.140 0.422 6.58E-18 Exon-3 Pro/Arg 0,00 rs868996538 
g.34303047C>A 59,5 26,6 13,9 72,8 27,2 0.262 0.395 3.35E-05 Exon-3 Leu  rs868996544 
g.34303049G>T 36,4 17,9 45,7 45,4 54,6 0.174 0.496 2.92E-18 Exon-3 Leu/Met 1,00 rs868996545 
g.34303089C>T 86,7 13,3 0,0 93,4 6,6 0.134 0.125 9.10E-01 Exon-3 Ala  rs1086681542 
g.34303195G>A 96,5 3,5 0,0 98,3 1,7 0.035 0.034 1.00E+00 Exon-3 Pro/Leu 0,03 rs1094726223 

MyoG f(+/+) f(+/-) f(-/-) f(+) f(-) HO HP P-valor 
(HWE) Região Aminoácido 

Alterado 
Escore 
SIFT NCBI 

g.196793G>A 49,5 46,4 4,2 72,7 27,3 0.461 0.396 3.66E-02 Intron-1   rs414881660 
g.196843CGTGT>C 94,8 4,2 1,0 96,9 3,1 0.042 0.061 1.96E-02 Intron-1   rs404330441 

g.196844G>A 85,4 14,1 0,5 92,4 7,6 0.141 0.140 1.00E+00 Intron-1   rs1135847312 
g.196984A>G 51,0 44,8 4,2 73,4 26,6 0.445 0.389 6.98E-02 Intron-1   rs417690032 
g.197088C>T 75,0 23,4 1,6 86,7 13,3 0.236 0.231 1.00E+00 Intron-1   rs426956376 
g.197099T>G 29,7 42,2 28,1 50,8 49,2 0.419 0.500 3.25E-02 Intron-1   rs407552631 
g.197231C>T 99,5 0,5 0,0 99,7 0,3 0.005 0.005 1.00E+00 Intron-1   rs593537566 
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g.197380G>A 56,8 40,1 3,1 76,8 23,2 0.403 0.357 1.17E-01 Intron-2   rs410212255 
g.197446T>G 93,8 6,3 0,0 96,9 3,1 0.063 0.061 1.00E+00 Intron-2   rs599563675 
g.197660G>A 74,5 22,9 2,6 85,9 14,1 0.230 0.243 6.26E-01 Intron-2   rs419534498 
g.197710A>G 16,7 56,3 27,1 44,8 55,2 0.560 0.495 9.73E-02 Intron-2   rs400160301 
g.197756C>T 93,2 5,7 1,0 96,1 3,9 0.058 0.075 5.14E-02 Intron-2   rs412989269 
g.197845C>G 64,6 30,2 5,2 79,7 20,3 0.298 0.322 4.06E-01 Intron-2   rs422285781 
g.197865T>C 0,0 8,3 91,7 4,2 95,8 0.084 0.080 1.00E+00 Intron-2   rs405981477 
g.198080G>A 52,6 39,6 7,8 72,4 27,6 0.398 0.401 1.00E+00 Intron-2   rs412105535 

g.198101CGG>CG 94,3 0,5 5,2 94,5 5,5 0.005 0.104 5.43E-16 Intron-2   rs1135847313 
g.198131T>G 1,0 0,0 99,0 1,0 99,0 0.000 0.021 4.16E-05 Exon-3 His/Pro 0,44 rs425267173 
g.198147T>G 1,6 0,0 98,4 1,6 98,4 0.000 0.031 5.51E-07 Exon-3 Arg  rs588545979 
g.198149A>T 1,0 0,0 99,0 1,0 99,0 0.000 0.021 4.16E-05 Exon-3 Phe/Tyr 1,00 rs596811725 
g.198159C>T 97,9 2,1 0,0 99,0 1,0 0.021 0.021 1.00E+00 Exon-3 Asp/Asn 0,27 rs596534847 
g.198160G>A 71,9 20,3 7,8 82,0 18,0 0.204 0.296 1.00E-04 Exon-3 Arg  rs405517044 
g.198304C>G 78,6 8,9 12,5 83,1 16,9 0.089 0.282 1.53E-16 Exon-3 Ala/Pro 0,16 rs1085449188 
g.198320G>A 97,9 2,1 0,0 99,0 1,0 0.021 0.021 1.00E+00 Exon-3 Cys  rs592370703 
g.198394G>T 91,1 8,3 0,5 95,3 4,7 0.084 0.090 6.86E-01 Exon-3 Arg  rs410772203 

MyF5 f(+/+) f(+/-) f(-/-) f(+) f(-) HO HP P-valor 
(HWE) Região Aminoácido 

alterado 
Escore 
SIFT NCBI 

g.116460214G>A 97,9 1,0 1,0 98,4 1,6 0.011 0.031 6.00E-04 Exon-1 Glu  rs1135847248 
g.116460217C>T 99,0 0,5 0,5 99,2 0,8 0.005 0.016 1.58E-02 Exon-1 His  rs1135847249 
g.116460223A>C 97,4 1,6 1,0 98,2 1,8 0.016 0.036 1.50E-03 Exon-1 Arg  rs1135847250 
g.116460226A>G 98,4 1,0 0,5 99,0 1,0 0.011 0.021 3.16E-02 Exon-1 Ala  rs1135847251 
g.116460247C>G 97,9 1,0 1,0 98,4 1,6 0.011 0.031 6.00E-04 Exon-1 Ala  rs1135847252 
g.116460252A>G 97,4 1,6 1,0 98,2 1,8 0.016 0.036 1.50E-03 Exon-1 His/Arg 1,00 rs1135847253 
g.116460256C>T 97,4 1,6 1,0 98,2 1,8 0.016 0.036 1.50E-03 Exon-1 Cys  rs1135847254 
g.116460257C>T 97,4 1,6 1,0 98,2 1,8 0.016 0.036 1.50E-03 Exon-1 Leu/Phe 0,03 rs1135847255 
g.116460259C>A 97,9 1,0 1,0 98,4 1,6 0.011 0.031 6.00E-04 Exon-1 Leu  rs1135847256 
g.116460260A>C 97,9 1,0 1,0 98,4 1,6 0.011 0.031 6.00E-04 Exon-1 Met/Leu 1,00 rs1135847257 
g.116460274A>G 95,8 2,6 1,6 97,1 2,9 0.026 0.056 3.00E-04 Exon-1 Lys  rs1135847258 
g.116460277A>G 96,3 2,1 1,6 97,4 2,6 0.021 0.051 1.00E-04 Exon-1 Ala  rs1135847259 
g.116460283G>A 97,4 1,0 1,6 97,9 2,1 0.011 0.041 1.56E-05 Exon-1 Lys  rs1135847260 
g.116460284A>C 96,9 1,6 1,6 97,6 2,4 0.016 0.046 4.67E-05 Exon-1 Arg  rs1135847261 
g.116460286G>C 98,4 1,0 0,5 99,0 1,0 0.011 0.021 3.16E-02 Exon-1 Arg/Ser * rs1135847262 
g.116460290T>A 97,4 1,6 1,0 98,2 1,8 0.016 0.036 1.50E-03 Exon-1 Ser/Ter * rs1135847263 
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g.116460292C>G 97,4 1,0 1,6 97,9 2,1 0.011 0.041 1.56E-05 Exon-1 Ser  rs1135847264 
g.116460295C>T 98,4 1,0 0,5 99,0 1,0 0.011 0.021 3.16E-02 Exon-1 Ter  rs1135847265 
g.116460297C>A 98,4 1,0 0,5 99,0 1,0 0.011 0.021 3.16E-02 Exon-1 Thr/Asn * rs1135847266 
g.116460299A>G 98,4 1,6 0,0 99,2 0,8 0.016 0.016 1.00E+00 Exon-1 Met/Val * rs1135847267 
g.116460300T>C 96,3 2,6 1,0 97,6 2,4 0.026 0.046 5.20E-03 Exon-1 Met/Ter * rs1135847268 
g.116460301G>C 97,9 1,0 1,0 98,4 1,6 0.011 0.031 6.00E-04 Exon-1 Met/Ile * rs1135847269 
g.116460304T>C 95,8 2,6 1,6 97,1 2,9 0.026 0.056 3.00E-04 Exon-1 Asp  rs1135847270 
g.116460307G>C 95,8 2,6 1,6 97,1 2,9 0.026 0.056 3.00E-04 Exon-1 Arg  rs1135847271 
g.116460310G>C 95,8 1,6 2,6 96,6 3,4 0.016 0.066 7.24E-08 Exon-1 Arg  rs1135847272 
g.116460316G>T 94,2 1,6 4,2 95,0 5,0 0.016 0.095 1.06E-11 Exon-1 Ala  rs1135847273 
g.116460319C>T 94,8 1,0 4,2 95,3 4,7 0.011 0.090 1.69E-12 Exon-1 Ala  rs1135847274 
g.116460335A>C 94,2 1,6 4,2 95,0 5,0 0.016 0.095 1.06E-11 Exon-1 Arg  rs1135847275 
g.116460337A>C 94,2 1,6 4,2 95,0 5,0 0.016 0.095 1.06E-11 Exon-1 Arg/Ser * rs1135847276 
g.116460341C>T 95,3 3,1 1,6 96,9 3,1 0.032 0.061 5.00E-04 Exon-1 Leu  rs1135847277 
g.116460345A>G 94,2 2,6 3,1 95,5 4,5 0.026 0.085 4.59E-08 Exon-1 Lys /Arg 0,63 rs1135847278 
g.116460346G>C 94,2 5,8 0,0 97,1 2,9 0.058 0.056 1.00E+00 Exon-1 Lys /Asn 0,07 rs1135847279 
g.116460349G>A 94,2 2,1 3,7 95,3 4,7 0.021 0.090 8.12E-10 Exon-1 Lys  rs1135847280 
g.116460356C>G 94,2 1,6 4,2 95,0 5,0 0.016 0.095 1.06E-11 Exon-1 Gln/Glu * rs1135847281 
g.116460361T>C 94,2 1,6 4,2 95,0 5,0 0.016 0.095 1.06E-11 Exon-1 Ala  rs1135847282 
g.116460367C>G 94,2 1,6 4,2 95,0 5,0 0.016 0.095 1.06E-11 Exon-1 Asp/Glu * rs1135847283 
g.116460376G>A 94,2 1,6 4,2 95,0 5,0 0.016 0.095 1.06E-11 Exon-1 Lys  rs1135847284 
g.116460379G>C 94,2 2,1 3,7 95,3 4,7 0.021 0.090 8.12E-10 Exon-1 Arg  rs1135847285 
g.116460385C>G 94,2 1,6 4,2 95,0 5,0 0.016 0.095 1.06E-11 Exon-1 Ter  rs1135847286 
g.116460386A>T 94,2 2,1 3,7 95,3 4,7 0.021 0.090 8.12E-10 Exon-1 Thr /Ser * rs1135847287 
g.116460388G>T 94,2 2,1 3,7 95,3 4,7 0.021 0.090 8.12E-10 Exon-1 Ter  rs1135847288 
g.116460390C>G 94,2 1,6 4,2 95,0 5,0 0.016 0.095 1.06E-11 Exon-1 Thr /Ser * rs1135847289 
g.116460397T>A 94,2 5,8 0,0 97,1 2,9 0.058 0.056 1.00E+00 Exon-1 Pro  rs1135847290 
g.116460404A>C 93,7 1,6 4,7 94,5 5,5 0.016 0.104 6.84E-13 Exon-1 Arg  rs1135847291 
g.116460427C>G 97,4 0,5 2,1 97,6 2,4 0.005 0.046 9.46E-08 Exon-1 Leu  rs1135847292 
g.116460428A>C 97,4 1,0 1,6 97,9 2,1 0.011 0.041 1.56E-05 Exon-1 Arg  rs1135847293 
g.116460430G>C 97,4 1,0 1,6 97,9 2,1 0.011 0.041 1.56E-05 Exon-1 Arg/Ser 0,01 rs1135847294 
g.116460433T>C 97,4 1,0 1,6 97,9 2,1 0.011 0.041 1.56E-05 Exon-1 Asn  rs1135847295 
g.116460436C>A 97,9 1,0 1,0 98,4 1,6 0.011 0.031 6.00E-04 Exon-1 Ala  rs1135847296 
g.116460445C>T 98,4 1,0 0,5 99,0 1,0 0.011 0.021 3.16E-02 Exon-1 Tyr  rs1135847297 
g.116460448T>C 99,0 1,0 0,0 99,5 0,5 0.011 0.010 1.00E+00 Exon-1 Ile  rs1135847298 



Tabela 1 - Frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos nos genes MyoD1, MyoG, MyF5, MyF6 e MSTN em ovinos da raça Santa Inês e probabilidade do teste 
de equilíbrio Hardy-Weinberg (HWE) ao comparar as heterosigosidades observada (HO) e predita (HP). 

g.116460451G>A 99,0 1,0 0,0 99,5 0,5 0.011 0.010 1.00E+00 Exon-1 Glu  rs1135847299 
g.116460452A>G 98,4 1,0 0,5 99,0 1,0 0.011 0.021 3.16E-02 Exon-1 Ser/Gly 0,23 rs1135847300 
g.116460462A>C 99,0 1,0 0,0 99,5 0,5 0.011 0.010 1.00E+00 Exon-1 Glu/Ala 0,84 rs1135847301 
g.116460588T>C 94,2 5,8 0,0 97,1 2,9 0.058 0.056 1.00E+00 Intron-1   rs416158998 
g.116460689G>T 96,9 3,1 0,0 98,4 1,6 0.031 0.031 1.00E+00 Intron-1   rs409920562 
g.116460778G>A 95,8 4,2 0,0 97,9 2,1 0.042 0.041 1.00E+00 Intron-1   rs421299802 
g.116460827T>C 94,8 5,2 0,0 97,4 2,6 0.052 0.051 1.00E+00 Intron-1   rs1135847302 
g.116460955G>C 92,1 7,9 0,0 96,1 3,9 0.079 0.075 1.00E+00 Intron-1   rs399775445 
g.116461988C>G 98,4 1,6 0,0 99,2 0,8 0.016 0.016 1.00E+00 Exon-3 Ser/ Cys 0,02 rs412277497 
g.116462045C>G 98,4 1,0 0,5 99,0 1,0 0.010 0.020 1.00E+00 Exon-3 Ser/ Cys 0,02 rs1135847303 
g.116462083G>C 94,2 5,8 0,0 97,1 2,9 0.058 0.056 1.00E+00 3’ UTR   rs401351612 
g.116462262C>T 95,3 4,7 0,0 97,6 2,4 0.047 0.047 1.00E+00 3’ UTR   rs412427068 

MyF6 f(+/+) f(+/-) f(-/-) f(+) f(-) HO HP P-valor 
(HWE) Região Aminoácido 

alterado 
Escore 
SIFT NCBI 

g.116445836G>A 6,8 38,2 55,0 25,9 74,1 0.384 0.385 1.00E+00 Intron-2   rs595997498 
g.116445837T>G 7,3 37,7 55,0 26,2 73,8 0.379 0.388 8.58E-01 Intron-2   rs591524187 
g.116445882A>C 0,5 11,0 88,5 6,0 94,0 0.111 0.114 1.00E+00 Intron-2   rs409632361 
g.116446029T>C 1,6 11,0 87,4 7,1 92,9 0.111 0.132 1.07E-01 Exon-3 Cys  rs399504900 

MSTN f(+/+) f(+/-) f(-/-) f(+) f(-) HO HP P-valor 
(HWE) Região Aminoácido 

alterado 
Escore 
SIFT NCBI 

g.118140810G>T 27,6 53,7 18,7 54,5 45,5 0.541 0.497 4.48E-01 Intron-1   rs119102825 
g.118141033T>C 69,9 28,5 1,6 84,1 15,9 0.287 0.269 7.47E-01 Intron-1   rs119102826 
g.118141035G>A 46,3 48,8 4,9 70,7 29,3 0.484 0.413 9.47E-02 Intron-1   rs427811339 
g.118141041T>C 80,5 17,9 1,6 89,4 10,6 0.180 0.190 7.95E-01 Intron-1   rs417602601 
g.118141051G>T 44,7 37,4 17,9 63,4 36,6 0.377 0.466 5.12E-02 Intron-1   rs119102828 
g.118141115C>T 73,2 25,2 1,6 85,8 14,2 0.254 0.246 1.00E+00 Intron-1   rs407388367 
g.118141355G>A 69,1 29,3 1,6 83,7 16,3 0.295 0.274 6.69E-01 Intron-1   rs408710650 
g.118141705A>G 91,1 8,9 0,0 95,5 4,5 0.090 0.086 1.00E+00 Intron-1   rs413881846 
g.118141981A>G 72,4 26,0 1,6 85,4 14,6 0.254 0.246 1.00E+00 Intron-1   rs420853334 
g.118142503T>C 76,4 22,8 0,8 87,8 12,2 0.230 0.216 8.73E-01 Intron-1   rs1135847247 

f(+/+) – frequência do genótipo homozigoto para o alelo referência; f(+/-) frequência do genótipo heterozigoto; f(-/-) – frequência do genótipo homozigoto para o alelo 
mutante; f(+) – frequência do alelo referência; f(-) – frequência do alelo mutante. 
* A versão disponível do VEP ainda não informa o escore SIFT para estes polimorfismos.  


