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DROVAL, Adriana Aparecida. Carnes PSE (Pale, Soft, Exudative) em frango:
avaliagao de parametros fisicos e sensoriais e analise de polimorfismos em regides
especificas do gene aRyR. 2011. 170 p. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos)
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RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido em duas etapas e se apresenta na forma de
capitulos. O capitulo 1 teve por objetivos verificar se o fenbmeno PSE em frango
pode ser percebido por consumidores por meio de avaliagdo sensorial da
intensidade de cor e intencdo de compra de cortes “in natura”, e identificar
diferencas de atributos e aceitabilidade de cortes grelhados. Determinou-se
parametros fisicos de pH, luminosidade (L*), capacidade de retencdo de agua
(CRA), perda por cozimento (PC) e forga de cisalhamento (FC). Os valores médios
de pH e L* para as amostras normais foram de 5,96 e 49,24 e para as PSE foram de
5,61 e 59,20, respectivamente. As amostras normais apresentaram uma CRA de
14,50% maior, uma PC de 30,92% menor e uma forga de cisalhamento da carne
cozida de 65,41% menor em relacdo as PSE. Os consumidores identificaram
sensorialmente diferengas na cor de filés in natura e apontaram os cortes PSE como
sendo os mais claros. A intencado preferencial de compra foi pelos filés normais.
Foram identificadas diferengas sensoriais entre as amostras grelhadas de filés PSE
€ normais e as principais caracteristicas indicadas como responsaveis pelas
diferencas foram maciez, sabor e suculéncia. No teste pareado de diferengcas de
atributos apenas o sabor apresentou diferenga estatistica significativa (p < 0,05). As
amostras normais apresentaram maior aceitabilidade que as PSE (p < 0,05). O
capitulo 2, teve por objetivo amplificar fragmentos do gene aRyR do DNA gendmico
de frangos, especificamente regides hotspots, e identificar polimorfismos de
nucleotideos unico (SNPs) em animais normais e animais que desenvolveram
carnes PSE. Primeiramente, as aves (n=851) foram submetidas ao teste halotano e
94 aves foram sensiveis ao anestésico. Apds o teste halotano, amostras de filés
(n=154) foram selecionadas e caracterizadas em PSE e normais através da
determinacao das analises de pH, valor de L* e CRA. A incidéncia de PSE nas
amostras de filés foi de 42,2% e destes 64,6% foram de aves sensiveis ao halotano.
Para os estudos moleculares foram utilizados 50 aves, 25 que desenvolveram
carnes PSE e 25 que desenvolveram carnes normais. O DNA total foi extraido a
partir do sangue dos animais, a seguir amplificado por PCR, clonado, sequenciado e
utilizado para identificagcdo da existéncia de polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs). Um fragmento de 604 nucleotideos (nt) localizado na regido hotspot 2 do
gene aRyR foi amplificado e num trecho de 181 nt desse fragmento foram
localizados dois exons hipotéticos comparando a sequéncia do DNA de frango com
a do cDNA do gene aRyR de peru. Essa regiao codificadora (CR) apresentou na
posicdo 585 uma mutacdo de sentido trocado G/A em pelo menos um dos trés
clones sequenciados, obtidos a partir de nove aves, seis PSE (HAL+) e trés normais
(HAL-) demonstrando a heterozigose nestes animais. Essa substituicdo significa
uma mudancga Met/Val na sequéncia da proteina codificada. Contudo, a alteracao
nao € considerada suficiente para alterar a estrutura/funcdo da proteina. Essa
alteracao e identificagdo de polimorfismos ainda ndo puderam ser correlacionadas
ao fendbmeno PSE, necessitando-se mais estudos a respeito da RYR e/ou outras



proteinas envolvidas no metabolismo de contragdo-excitagcdo muscular para o
desenvolvimento de métodos moleculares de detecgao/selegao de frangos PSE.

Palavras-chave: Qualidade da carne. Capacidade de retengcdo de agua. Maciez.
Mutacao. SNP e proteina receptora de rianodina.
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ABSTRACT

This study was conducted in two steps and it is presented in two chapters. The first
chapter aimed to investigate the consumers sensory perception in relation to raw fillet
color and its purchasing desire, and to identify differences in attributes and
acceptability between raw and cooked samples from control and PSE meats. The
physical parameters measured were pH, lightness (L*), water holding capacity
(WHC), cooking loss (CL) and shear force (SF). The average pH and L* values for
normal and PSE meat samples were 5.96 and 49.24 and 5.61 and $59.20,
respectively. Control samples presented 14.50% higher WHC, 30.92% lower CL and
65,41% lower SF for cooked in relation to PSE samples. Results of the sensory
evaluation revealed that consumers detected difference in color of raw fresh breast
fillets comparing to PSE meat samples classifying the latter as lighter or pale. For
purchase intention normal fillets samples were preferred (p<0,05). As for the
purchasing intention the choice was for the normal meat samples. Experiments of the
test panel for the cooked meat samples texture preference revealed that the causes
of these results were due to their tenderness, flavor and juiciness although in the
paired test difference attributes only flavor was statistically different (p<0,05). Thus
the control samples presented higher acceptability (p<0,05). The second chapter
aimed to amplify the chicken DNA aRyR genomic fragments located specifically at
the hotspots regions and to identify polymorphysms (SNPs) in normal and in animals
bound to produce PSE meat. Firstly, birds (n=851) were submited to halothane test
and among them 94 presented sensitivity to the anesthetic. After this test, breast fillet
samples (n=154) were caracterized as normal or control by determining the pH, L *
and WHC. The incidence of PSE in fillet samples was 42.2% and 64.6% of these
chickens were sensitive to halothane For the molecular studies, 50 chickens were
used among them 25 birds were detected to produce PSE meat and the other half
birds d were able to develop normal meat. Total DNA was extracted from the animals
blood then amplified by PCR, cloned, sequenced and used to identify the existence
of polymorphisms (SNPs). One fragment of 604 nucleotide (nt) located in the hotspot
2 of aRyR was amplified and in a segment of 181 nt of this fragment was located in
two hypothetical exons by comparing chicken DNA sequence in relation to turkey
aRyR cDNA. This coding sequence (CR) presented at position 585 position a non
synonymous replacement G/A in at least one of the sequenced three clones,
obtained from 9 birds, among them 6 were classifies as PSE (HAL +) and 3 as
normal (HAL-) demonstrating heterozygosity in these animals. This substitution
signified a change in Met/Val residue within the encoded protein sequence. However,
this change was not considered sufficient to alter the protein structure/function. This
change and identification of polymorphisms was not sufficient to be correlated to the
PSE syndrome. There is a need to have more studiesin relation to RYR and/or other
proteins involved in excitation-contraction of skeletal muscle metabolism in order for
the development of molecular methods for detection of o PSE broiler chicken.

Keywords: Meat quality. Water holding capacity. Tenderness. Mutation. SNP and
ryanodine receptor protein.
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INTRODUCAO

A carne de frango atualmente ¢ uma das matérias-primas mais consumida pelo
brasileiro, o consumo per capita esta em aproximadamente 39 Kg por ano. Do total de carne
produzida 65% permanecem no mercado interno e o restante ¢ exportado para mais de 150
paises, destacando o Brasil como o maior exportador desde 2004 ¢ o terceiro maior produtor
de frango seguido dos Estados Unidos e da China, sendo que em 2009 a produgdo brasileira
foi de 10,9 milhdes de ton. Considerando o cenario da produgdo e industrilizagao da carne de
frango no pais, a preocupacgdo pela qualidade desta matéria-prima se tornou relevante nos
ultimos anos (UBABEF, 2010).

A qualidade de uma carne envolve propriedades tecnoldgicas, sensoriais e
funcionais, com padrdes estaveis que garantam o desenvolvimento de produtos finais de boa
qualidade e rentabilidade (BRESSAN, 1998). Os principais atributos de qualidade sdo a
aparéncia, que estd relacionada principalmente a cor dos cortes, bem como a capacidade de
retencdo de dgua e a textura que estdo relacionados com a maciez e o pH final. Os maiores
desafios para a industria de carnes ¢ oferecer produtos macios, suculentos, com cor e sabor
agradaveis (FLETCHER, 2002).

Entre os problemas da industria processadora de frango de corte destaca-se a
ocorréncia de carnes PSE (Pale, Soft, Exudative). Essas carnes sdo palidas, flacidas e
exsudativas, devido a queda brusca do pH post mortem enquanto a temperatura da carcaca
encontra-se elevada, acima de 35°C, levando a desnaturagdo das proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas (BARBUT, 1997). Os principais fatores que acometem o PSE sdo os fatores
ambientais estressantes que antecedem o abate, como a temperatura elevada do ambiente, o
transporte, a aglomeragio dos animais durante o transporte, o manejo, entre outros (SIMOES

et al., 2009; LARA et al., 2002). Fatores genéticos também tém sido apontados como
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responsaveis pelo desenvolvimento de carne PSE. Os programas de melhoramento genético
além de desenvolver frangos com maior taxa de crescimento e desenvolvimento de musculos
nobres t€ém dado importancia a caracteristicas relacionadas a qualidade da carne e presume-se
que a intensa sele¢do a favor da taxa de crescimento das aves levou a problemas relacionados
a qualidade, como o PSE (DRANSFIEL & SOSNICKI, 1999). Porém, até o presente
momento, o fenomeno PSE em frango ndo estd esclarecido e os estudos genéticos
desenvolvidos ainda ndo podem ser correlacionados ao PSE nestes animais.

O grupo de Ciéncia e Tecnologia de Carnes e Derivados do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos desta instituicdo sob coordena¢dao do Prof Dr. Massami
Shimokomaki tem desenvolvido trabalhos na area de biologia molecular em parceria com
pesquisadores da Embrapa-Soja ha aproximadamente 10 anos. Este grupo tem desenvolvido
pesquisas que envolvem a proteina receptora de rianodina, bem como outros trabalhos na area
de ciéncia e tecnologia de carnes e derivados.

Este trabalho foi organizado em dois capitulos com o intuito de melhor informar
os resultados relevantes do estudo desenvolvido no periodo de 2006 a 2010. O capitulo 1
apresenta os resultados referentes a um estudo de parametros fisicos e sensoriais realizados
com consumidores de filés de peito oriundos de frangos que desenvolveram PSE e
comparados com filés de frangos normais que nao desenvolveram o fendmeno. O capitulo 2
refere-se aos resultados dos experimentos de biologia molecular em que foi investigada a
ocorréncia de polimorfismos em regides especificas denominadas de hotspots do gene aRyR

de frangos de corte submetidos ao teste halotano e que desenvolveram carnes PSE.
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CAPITULO 1

AVALIACAO DE PARAMETROS FISICOS E SENSORIAL DA CARNE PSE (PALE,

SOFT, EXUDATIVE) EM FRANGO DE CORTE

1 INTRODUCAO

As caracteristicas de qualidade tecnoldgica e sensorial da carne de frango sdo
importantes para a industrializagdo e, consequentemente, para o consumo desta matéria-
prima. Os maiores atributos de qualidade da carne de frango sdo a cor, a aparéncia e a textura,
os quais estdo interligados as propriedades sensoriais e funcionais, como a capacidade de
retengio de 4gua (CRA) e o pH final (SIMOES et al., 2009). Porém, os pardmetros que mais
influenciam a satisfagdo do consumidor sdo os atributos relacionados a cor e maciez
(FLETCHER, 2002). Em um estudo realizado por Bressan e Beraquet (2002) verificou-se que
a importancia desses dois parametros foi observada em momentos distintos, onde a coloracdo
do peito de frango foi associada a aceitabilidade no momento da compra enquanto que a
maciez determinou a aceitabilidade global no momento do consumo.

Portanto, os problemas relacionados com a qualidade da carne t€ém preocupado as
industrias processadoras. Um desses problemas ¢ a anomalia PSE, cujo termo tem origem nas
iniciais das palavras inglesas Pale, Soft e Exsudative, que significam carne palida, flacida ou
mole e exsudativa ou molhada, respectivamente (KOMIYAMA, et al., 2009; DRANSFIEL &
SOSNICKI, 1999). Até a ultima década, a qualidade da carne de frango era baseada somente
na estética como, perdas de partes, cortes da pele, hematomas e outras manchas, pois
predominava a comercializagdo dos cortes “in natura”. Mas nos ultimos tempos a produgio

de industrializados a base de carne de frango fez com que o PSE ganhasse importancia e as
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propriedades funcionais e sensoriais da carne afetadas por esse fendmeno fossem estudadas
(KISSEL et al., 2009; SHIMOKOMAKI et al., 2006). Em um estudo realizado por Garcia et
al. (2010) a incidéncia de PSE em frango foi de 10,20%, ja em outro estudo realizado por
Soares et al. (2002) foi observado 15,86% da ocorréncia de carne PSE.

Em aves as causas da anomalia PSE nao estdo totalmente esclarecidas. Na pratica,
condi¢des de manejo ante-mortem mal conduzidos e estressantes a que sao submetidos os
animais, podem provocar um rigor mortis acelerado, induzindo ao PSE (SIMOES et al.,
2009; GUARNIERI et al., 2002; LARA et al, 2002). A carne PSE possui um pH baixo, em
geral menor do que 5,8, devido ao répido declinio do pH post-mortem enquanto a temperatura
da carcaca estda elevada, resultando na desnaturacdo das proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas, comprometendo as propriedades funcionais da carne ¢ a sua qualidade,
tornando-a indesejavel para o processamento ¢ consumo (OLIVO et al.., 2001; BARBUT,
1997). As aves susceptiveis ao estresse podem desenvolver carne PSE no filé do peito
(OLIVO etal., 1998).

Os testes sensoriais sdo incluidos como garantia de qualidade nas industrias de
alimentos por ser uma medida multidimensional integrada, possuindo multiplas vantagens tais
como: (I) ser capaz de identificar a presenca ou auséncia de diferengas perceptiveis, (II)
definirem caracteristicas sensoriais importantes em um produto, (III) detectar particularidades
que ndo podem ser detectadas por outros procedimentos analiticos, como os fisico-quimicos e
(IV) ser capaz de avaliar a aceitagdo de produtos (MUNOZ et al., 1992). Os métodos
sensoriais discriminativos, como os testes de diferenca pareada e o triangular, sdo geralmente
utilizados para diferenciarem atributos sensoriais importantes entre dois ou mais alimentos. Ja
os testes afetivos de aceitabilidade sdao utilizados quando se necessita conhecer o “status
afetivo” dos consumidores com relagdo a um produto (MEILGAARD et al., 1999). Existem

estudos sensoriais da carne PSE realizada com julgadores treinados e ndo treinados (GARCIA
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et al., 2010; KOMIYAMA et al., 2009; KOMIYAMA, 2006; ODA, 2006), mas ndo ha dados
que mostrem que os consumidores conseguem identificar cortes de frangos com fendmeno
PSE. Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar e diferenciar sensorialmente cortes
PSE e normal de frango “in natura” por meio da intensidade de coloragdo e identificar
diferencas de atributos ¢ aceitabilidade de cortes cozidos utilizando o consumidor. Também
foi realizado um estudo de parametros fisicos da carne PSE como analises de pH,
luminosidade (L*), capacidade de retencao de dgua (CRA), perda por cozimento (PC) e forca

de cisalhamento (FC).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar parametros fisicos e avaliar sensorialmente filés PSE de frangos “in
natura” e, identificar diferencas de atributos como maciez, sabor e suculéncia e o nivel de

aceitacdo de filés grelhados utilizando o consumidor como provador.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o pH, a luminosidade (L*), a capacidade de retencdo de adgua (CRA), a
perda por cozimento (PC) e a for¢a de cisalhamento (FC) de amostras de filés PSE e
normal

e Verificar diferenga de coloragdo entre filés “in natura” PSE e normal por meio de teste
sensorial

¢ Avaliar diferencas de atributos e aceitabilidade de filés grelhados PSE e normal.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O MERCADO DA CARNE DE AVES

A demanda por produtos industrializados a base de carne de aves nas ultimas
quatro décadas tem proporcionado um aumento consideravel na produgao desses animais. No
Brasil, a avicultura ¢ um setor em expansdo que gera empregos a mais de 4,5 milhdes de
pessoas tanto de forma direta quanto indireta. Em 2009, a produgado brasileira foi de 10,9
milhdes de toneladas, destacando-se como o terceiro maior produtor mundial de carne de
frango, seguido dos Estados Unidos e da China. Os trés paises juntos sdo responsaveis por
54,3% da producdao mundial. Na exportag¢do o Brasil vem conquistando desde 2004 a primeira
posicao, gragas a apresentagdo de cortes especiais, oferta de novos produtos industrializados,
e a garantia da qualidade da carne produzida (UBABEF, 2010). A produgdo global de carne
de frango em 2010 foi de aproximadamente 73,92 milhdes de toneladas de acordo com o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), verificando entdo que a produgdo
brasileira cresceu 3,5% em comparagdo a 2009 (PRODUCAO..., 2010).

A avicultura brasileira se desenvolveu a partir de 1950 na regido Sudeste,
principalmente no estado de Sao Paulo. Na década de 70, periodo em que houve profunda
reorganizacao do complexo de carne no Brasil, a atividade se deslocou para a Regido Sul. No
mercado consumidor interno, o brasileiro tem mudado seus habitos de consumo de carne,
passando de um pais preponderantemente consumidor de carne bovina para consumidor de
carne de frango. A qualidade, a imagem de um produto saudavel, o menor custo de produgao,

bem como os precos acessiveis auxiliaram nesta conquista (SARCINELLI et al., 2007).
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Atualmente as regides responsaveis pela grande producgdo brasileira da carne de
frango sdo as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (UBABEF, 2010). A intensa producao
gerou aumento na demanda pela industrializagdo de produtos a base de carne de aves nas
ultimas quatro décadas. Fato este também observado na produgdao de perus, que teve um
aumento de 300% desde 1970, e este se deve em parte as mudancas ocorridas na taxa de
crescimento e rendimento de carcaga, associados ao aumento na propor¢ao de peito e
diminui¢do de gordura abdominal (STRASBURG & CHIANG, 2009; SHIMOKOMAKI, et
al., 2006).

A busca por conforto e comodidade tornou-se relevante em todas as regides do
mundo, e isso estimula a demanda por produtos a base de carne de frango, prontos para o
consumo na forma de empanados, hdmburguers, embutidos, entre outros, agregando desse
modo um grande valor a essa matéria-prima. O grande consumo de frango se deve também ao
custo que vem sendo menor do que as demais carnes, como a bovina e a suina (UBABEF,
2010). Para cada quilo de carne produzida sdo necessarios de 1 a 2 kg de proteina vegetal para
produzir carne de frango, de 3 a 4 kg para carne suina e de até 7 kg para a carne bovina

(SILVA, 2011).

3.2 CARNE PSE

As carnes PSE (Pale, Soft e Exudative) apresentam caracteristicas de cor palida,
textura macia e pobre capacidade de retencdo de agua (CRA). O PSE resulta de uma taxa de
glicolise post mortem extremamente elevada, levando a um valor de pH muscular
relativamente baixo, geralmente inferior a 5,8, enquanto a carcaga ainda estd quente, por volta

de 35°C aos 45 minutos post mortem. A rapida queda do pH causa a desnaturagdo das
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proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas, levando a excessiva perda de exsudato
(BENDALL & WISMER-PERDERSEN, 1962) prejudicando as propriedades funcionais,
tecnologicas e sensoriais da carne (BREWER & McKEITH, 1999; CANDEK-POTOCAR et
al., 1998). As caracteristicas destas carnes sao resultados da manifestagdo em suinos da
sindrome — Porcine Stress Syndrome (PSS) (CHEAH & CHEAH, 1981) ou Hipertermia
Maligna (HM) (FUIJII et al., 1991).

A sindrome PSS ¢ desencadeada por fatores de estresse ambientais ou fisiologicos
que antecedem o abate, como o calor, o transporte, o manejo, a umidade relativa do ambiente,
entre outros que podem levar a morte inesperada dos animais (SIMOES et al., 2009;
MITCHELL & HEFFRON, 1982; CHEAH & CHEAH, 1981). E a fatores genéticos, pois o
PSS esta relacionado a uma mutacdo de ponto no gene que codifica a proteina rianodina
(RYR1). A RYRI est4 presente no tecido muscular esquelético e controla a liberagio de Ca*”
pelo reticulo sarcoplasmatico no processo de excitacdo/contragdo muscular (MICKELSON &
LOUIS, 1996). A mutacao levou a alteracdo na sequéncia de aminoacidos da proteina
afetando a estrutura/funcdo interferindo na homeostase do Ca*", desencadeando uma glicolise
acelerada aumentando a producdo de acido lactico e consequentemente o desenvolvimento de
carne PSE (CHEAH & CHEAH, 1981; MICKELSON & LOUIS, 1996).

Anomalias semelhantes ao PSE foram descritas em aves. Os mecanismos que
conduzem a ocorréncia do PSE na carne de frango ainda ndo estdo esclarecidos e podem
realmente estar relacionados a fatores genéticos como alteragdes no gene da proteina
receptora de rianodina, considerando-se que este ¢ altamente conservado entre as espécies
(STRASBURG & CHIANG, 2003; OLIVO, 1999; BARBUT, 1997; McCURDY et al., 1996;
SANTE et al., 1991; GREASER, 1986). Os primeiros trabalhos relacionados ao PSE em
perus demonstraram que fatores estressantes, como aquecimento e agitagdo, influencia

diretamente o declinio de pH e a qualidade final da carne de peito. As principais
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anormalidades observadas foram a descoloragao e a diminui¢do na capacidade de retencao de
agua, e também aumento na rigidez da carne. Estudos observaram que a taxa de declinio de
pH post-mortem foi maior em linhagens de perus de rapido crescimento do que naqueles de
crescimento mais lento. Além da relagdo com a capacidade de crescimento, a existéncia deste
problema também estd relacionada com o estresse pré-abate (STRASBURG & CHIANG,
2009; VIEIRA, 1999; FRONING et al., 1978; MA & ADDIS, 1973).

O PSE resulta em carnes com alta perda de exsudado que ¢ inadequado para o
processamento, ou seja, a qualidade tecnologica € inferior, e isto causa prejuizos para o setor
avicola. Esses prejuizos aumentam com a comercializagdo de produtos industrializados, pois a
ocorréncia da carne PSE compromete as propriedades funcionais que sdo utilizadas para
agregar valor a industrializagdo. Entretanto, o valor nutricional da carne PSE ndo ¢ alterado e
esta carne nao causa dano ou risco para a saide do consumidor (KOMIYAMA et al., 2009;
SHIMOKOMAKI et al., 2006).

A ocorréncia de carne PSE em aves passou a ser valorizada pela comunidade
cientifica e pela cadeia produtiva de carne de frango, porque os problemas sensoriais como
aparéncia da carne, principalmente no atributo cor e tecnologicos quando a mesma ¢ destinada
a industrializagdo compromete sua utilizacdo e resulta em perdas econOmicas e na
rentabilidade industrial e comercial (KISSEL et al., 2009; SHIMOKOMAKI et al., 2006).

Em um estudo realizado por Oda (2006) foram avaliadas diferencas de atributos
sensoriais entre filés PSE e normais de frango no qual utilizou o Teste de Comparagao
Pareada com 40 provadores treinados e os resultados demonstraram que a coloragdo dos filés
4n natura“ PSE foi diferenciada da coloragao dos filés normais e, embora apds a cocg¢do os
filés PSE tenham apresentado maciez inferior em relagdo aos normais, ndo foram encontradas
diferencas significativas para os atributos de textura como a mastigabilidade, maciez,

suculéncia.
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3.3 QUALIDADE DA CARNE

A qualidade da carne esta intimamente relacionada a fatores como CRA, cor, pH,
capacidade emulsificante, capacidade de geleificagdo, entre outros. Esses fatores sdo
dependentes dos substratos primarios que influenciam as propriedades funcionais da carne,
principalmente durante o processamento, que sdao: umidade, gordura e proteina.
Consequentemente, a qualidade ¢ caracterizada pelas propriedades fisicas, quimicas,
morfoldgicas, microbioldgicas, nutricionais, aspectos sensoriais, forma de apresentagdo e tipo
de exposicdo do produto (DE SOUZA, 2005). Para o consumidor, os atributos de maior
influéncia no julgamento da qualidade e decisdo para aquisi¢do ou ndo do produto carneo sdo
a aparéncia, textura, suculéncia, odor e sabor (ANADON, 2002). Ou seja, a qualidade ideal da
carne esta relacionada com a capacidade de reter o valor nutritivo elevado, mesmo apds o
processamento (PRICE & SCHWEIGERT, 1994).

A carmne PSE ¢ uma condicdo que ¢ afetada drasticamente pela perda da
funcionalidade da proteina o que a torna caracterizada por uma cor clara, textura flacida,
pobre CRA, reducao do rendimento no cozimento e outras propriedades sensoriais, afetando
drasticamente a industrializagdo de produtos (SHIMOKOMAKI, et al., 2006; PARDI et al.,
1995). Esta condigdo PSE observada nas carnes de aves foi comumente encontrada em
animais os quais foram submetidos a um severo estresse ante-mortem. A exposicdao
prolongada ao calor, transporte e esfor¢co excessivo das aves antes do abate aumentou a
glicolise pos-mortem em aves que desenvolveram carne PSE (LANGER, et al., 2010; OBA et
al., 2009; SIMOES et al., 2009; OLIVO et al., 2001).

A cor ¢ um dos mais importantes fatores que afeta a aceitabilidade do consumidor
no momento da decisdo da compra e satisfacdo dos produtos carneos. A cor da carne pode ser

influenciada por muitos fatores, como as enzimas, a dieta ¢ a idade do animal e também
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eventos que antecedem o abate do animal (MUCHENIJE et al., 2009; MANCINI & HUNT,
2005). A palidez estd associada com a desnaturagdo protéica causada pelo baixo pH e pela
elevada temperatura da carcaga. A cor observada na superficie das carnes ¢ o resultado da
absor¢ao seletiva da mioglobina, provocada pela distribuicdo da luz que emerge da carne.
Com a diminui¢do do pH, desnaturagdo protéica e a expulsao da agua, aumenta a interagao
proteina-proteina e consequentemente aumenta a birrefringéncia, com menos luz sendo
transmitida através das fibras e mais luz sendo dispersa (MUCHENJE et al., 2009;
SHIMOKOMAKI et al., 2006). Dessa forma, a analise de cor ¢ uma determinagao fisica mais
rapida e ndo destrutiva de distinguir carne PSE, pois ¢ de consenso que amostras de peito de
frango com valor de L* (luminosidade, 0= escuro e 100=claro) maior do que 53 (sistema de
analise de cor objetiva CIE L* a* b*) sdo cortes tipicamente PSE (OLIVO, 2006), ou seja,
que apresentam uma coloragdo mais clara (palida).

A CRA ¢ defina como a habilidade da carne em reter 4gua durante a aplicagdo de
forgas externas, como o corte, o aquecimento, o cisalhamento e a pressio. A CRA ¢
frequentemente afetada pelo pH e pela interagdo das proteinas da carne com a 4agua, porém
quando atinge o ponto isoelétrico (pI) das proteinas, ocorre uma diminui¢dao na CRA. O pl das
proteinas da carne estdo entre os pHs de 5,3 a 5,9 e este também ¢ o pH da carne quando
atinge o rigor mortis. Por isso, a exposi¢do das proteinas da carne a um pH baixo quando a
temperatura da carne esta elevada (acima de 35°C), leva a sua desnaturagdo e diminui¢do da
CRA, ocorrendo a liberagao excessiva de exudado que se encontrava entre os filamentos de
actina e miosina. A actina € a miosina sdo importantes no entrelagamento das proteinas,
necessarias para a ligacdo da dgua e da gordura durante o processamento dos produtos carneos
(MUCHENIE et al., 2009).

A qualidade final da carne de aves deve-se principalmente a fatores pré-abate que

podem provir de efeitos a longo ou curto prazo, que ocorrem durante a vida do animal, como
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fatores genéticos, fisiologicos, nutricionais, manejo ¢ doengas ou podem ser decorrente de
praticas realizadas até 24h antes do abate, como restrigdo de agua e alimentos, apanha,
engradamento, transporte, tempo de espera, descarregamento, pendura, imobilizagao,
atordoamento e o proprio abate, sendo estes os pontos criticos que devem ser controlados para
evitar consequéncias indesejaveis a qualidade da carne (SIMOES, 2009; NORTHCUTT,
2001). Dentre todos os citados, ainda para aves o fator mais preocupante que reflete na
qualidade da carne ¢ o estresse térmico pré-abate, pois estudos tém verificado que had uma
aceleracdo do desenvolvimento do rigor mortis, redu¢do da CRA ¢ aumento na palidez da

carne (McKEE & SAMS, 1998).

3.4 ANALISE SENSORIAL

H4 alguns estudos da carne PSE em frango realizados com provadores nao
treinados (GARCIA et al., 2010) e outros com provadores treinados (KOMIYAMA, 2006;
ODA 2006), porém nao ha pesquisas demonstrando que o consumidor consegue identificar
cortes de frangos com caracteristicas PSE, tanto na forma “in natura” como na forma
preparada para o consumo. A analise sensorial ¢ uma ferramenta importante para avaliar a
qualidade e a aceitagdo de cortes de carneos. E definida como uma disciplina cientifica usada
para evocar, medir, analisar e interpretar reagdes as caracteristicas dos alimentos e materiais
pelo homem por meio dos 6rgaos dos sentidos da visao, olfato, gosto, tato e audi¢do (ABNT,
1993). O homem tem habilidade natural para comparar, diferenciar e quantificar atributos
sensoriais em diferentes materiais. Desta maneira, a andlise sensorial utiliza o proprio homem
(julgador) para avaliar alimentos e bebidas, empregando a metodologia apropriada, € o

tratamento estatistico dos dados obtidos (SBCTA, 2000).
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Nas medidas sensoriais, os provadores sao o instrumento de medida, e por serem
humanos podem sofrer influéncias de diversos fatores como do proprio alimento que estd
sendo avaliado, do ambiente dos testes, reagdes de outros provadores, além de outros obtendo
resultados controversos. Assim a andlise sensorial deve ser conduzida de acordo com
procedimentos adequados. Um dos efeitos psicologicos comum ¢ o erro da expectativa, que
surge quando o julgador possui conhecimento prévio ou esperado sobre o produto e para
minimizar este erro devem-se fornecer apenas informagdes suficientes para a avaliagdo
adequada do produto, pois detalhes em demasia podem influenciar os resultados
(MEILGAARD et al., 1999).

Os métodos sensoriais sdo agrupados em discriminativos, descritivos e afetivos.
Nos métodos discriminativos e descritivos geralmente sdo necessarios a selecdo e/ou
treinamento da equipe sensorial, j4 os afetivos sdo considerados as preferéncias ou opinides
pessoais dos membros da equipe. Os discriminativos sdo os testes de diferenca (comparagao
pareada; triangular, duo-trio, ordenagcdo e comparagcdo multipla ou diferenca do controle),
esses testes também podem ser conduzidos com consumidores habituados ao consumo do
produto, apds explicacdo do procedimento do teste. Exemplos de testes descritivos sao perfil
de sabor, perfil de textura e andlise descritiva quantitativa. Nos afetivos estdo incluidos os
testes de preferéncia e aceitacdo (Comparagcdo pareada — preferéncia, ordenagdo, escala
hedodnica e escala do ideal) (SBCTA, 2000).

Avaliar um produto sensorialmente ¢ parte do dia-a-dia das pessoas que o fazem
naturalmente desde criancas, quando aceitam ou rejeitam um alimento ou quando preferem
um produto de uma determinada marca sobre outra pelas suas caracteristicas sensoriais
(SBCTA, 2000). Os estudos de consumidores sdao de grande utilidade na investigacdo de
mercados, podendo ser realizados empregando equipe de consumidores tanto para avaliagcdes

em escala de laboratério, em condi¢des controladas, como oferecendo produtos para que a
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avaliacdo seja feita na propria casa dos individuos (GUERRERO, 1999). Quando realiza uma
compra, o consumidor pode desenvolver diferentes mecanismos de decisao, que sdo
influenciados por varidveis internas (cultura, classe social, grupo social e fatores economicos)
ou externas (percepcdo, aprendizagem, motivagdo e atitude). Dependendo do produto que
pretende adquirir, maior ¢ a complexidade na tomada de decisao de compra, e
consequentemente maior a influéncia desses fatores sobre o processo (OLIVEIRA, 2008).

O estudo do comportamento do consumidor em relagdo a alimentos tem carater
multidisciplinar, pois envolve varias 4reas tais como a ciéncia e tecnologia de alimentos,

nutri¢do, psicologia e marketing (NORONHA et al., 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

Para a avaliagdo dos parametros fisicos e analise sensorial da carne PSE em filés
de frango foram utilizados 262 frangos comerciais de ambos os sexos da linhagem Ross com

idades de 42 dias cedidos por um frigorifico localizado no municipio de Cafelandia/PR.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Abate dos frangos

Antes do abate, todos os frangos permaneceram em descanso pré-abate no galpao
de espera, onde receberam aspersdo de dgua e ventilagdo por um tempo médio de 45 min.
Para o abate seguiu-se a linha de processamento comercial com as seguintes etapas: pendura,
insensibilizagdo elétrica, escaldagem (60 a 62 'C), depenagem, evisceracio e resfriamento em
pré-chiller com temperaturas de 5 a 10'C por 25 min e em chiller com temperatura de 2 a 5°C
por 55 min. A permanéncia dos frangos na linha de abate foi de aproximadamente 90 min.

Em seguida, as carcacas foram retiradas da linha de processamento e desossadas
manualmente, retirando-se as amostras de filés (Pectoralis major), que foram colocadas em
bandejas plasticas identificadas, cobertos com plasticos de polietileno e armazenadas sob

refrigeragio a 2 °C por 24h para posterior analise de pH e luminosidade (valor de L*) para a
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caracterizacdo da carne PSE, ¢ demais analises fisicas como a CRA, PC, FC e analises

sensoriais dos filés in natura e grelhados.

4.2.2 Caracterizacao da carne PSE

A identificacdo da carne PSE deu-se pela determinagdo em triplicata do pH e
luminosidade (valor de L*) com 24h pds-mortem. Foram consideradas carnes PSE as que
apresentaram o valor de pHy4p inferior a 5,8 e valor de L*,4, maior do que 53 (SOARES et

al., 2002).

4.2.2.1 Determinagdo do pH

As medidas de pH foram realizadas em triplicatas com auxilio do potencidometro
de contato (marca Testo) com 24h post mortem. O ponto de incisdo do eletrodo foi a parte

cranial ventral do filé conforme metodologia descrito por Olivo et al. (2001).

4.2.2.2 Medida da luminosidade

As medidas de luminosidade foram realizadas na face ventral do filé com 24h post
mortem, tomando trés pontos diferentes de leitura por amostra. Os valores de luminosidade
(L*) foram expressos no sistema de cor CIELab proposto pela Comission Internacionale de I’

Eclairage (CIE) em 1971. Os parametros de L* foram fornecidos pelo colorimetro da marca
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Minolta, em que L* define a luminosidade (L*= 0 preto e L*=100 branco), a* (componente
vermelho-verde) e b* (componente amarelo-azul).
Foram selecionados 20 filés de peito, sendo 10 de frangos PSE e 10 de frangos

normais para as analises fisicas em triplicata de CRA, PC e FC.

4.2.3 Capacidade de retengdo de 4gua (CRA)

A medida de CRA foi realizada em triplicata nos filés (PSE e normal) coletados
com 24 horas post-mortem de acordo com o método descrito por Barbut (1996). Foi utilizada
a medicdo de quantidade de agua retida apds a aplicacdo de uma pressdo sobre o tecido
muscular. Foram pesadas amostras em cubos de carne de aproximadamente 0,5 g e estas
foram primeiramente colocadas entre dois papéis de filtro circulares e apos, entre duas placas
de acrilico, sobre as placas de acrilico foi colocado um peso de 10 kg e aguardou-se um tempo
de 5 minutos. Posteriormente a amostra foi pesada para o calculo da agua retida. O resultado
foi expresso em porcentagem de dgua retida em relagdo ao peso inicial da amostra (SIMOES

etal., 2009).

4.2.4 Perda por cozimento (PC)

Os filés foram pesados, ainda integros, antes € apds a coc¢ao, com a finalidade de
se conhecer a perda de peso durante o cozimento (cooking loss) (HONIKEL, 1998). Os
resultados foram expressos em porcentagem, baseando-se na diferenca de peso inicial da
amostra em relagdo ao peso final. Primeiramente, os filés foram cozidos (grelhados) em chapa

elétrica, previamente aquecida a 140 °C, até atingirem a temperatura interna de 72 °C (2 °C)
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por aproximadamente 10 min., sendo 5 min. para cada lado do filé. A seguir, foram resfriados
a 40 °C (£2 °C) e novamente pesados em balanca semi-analitica. A temperatura foi
monitorada com auxilio de um termometro digital. O resultado foi expresso em porcentagem

de perda de peso apos o cozimento em relagdo ao peso inicial da amostra.

4.2.5 Forga de cisalhamento (FC)

A determinacao da for¢a de cisalhamento (maciez) de filés de peito in natura e
grelhados foi realizada no texturometro Texture Analyser TA-TX2i, equipado com lamina
Warner-Bratzler e regulado para a velocidade de 5,0 mm/s (BRATZLER, 1949). As amostras
permaneceram congeladas (-18 °C) por 48 horas até a andlise, e foram descongeladas em
refrigerador (5 °C/ 12 h). Foram retiradas de cada amostra de filé crit (PSE e normal), seis
amostragens na forma de cubos com 1,0 x 1,0 x 2,0 cm’ (altura, largura, comprimento) para a
realizagdo da avaliacdo da textura. Apds, o restante do fil¢, foi cozido em chapa elétrica a 140
°C por aproximadamente 10 min. (5 min. para cada lado do fil¢) até atingirem temperatura
interna de 72°C. Em seguida, foram novamente retiradas seis amostragens de cada amostra de
filé grelhado na forma de cubo para a avaliagcdo da textura. As amostragens foram colocadas
com as fibras no sentido perpendicular as 1aminas do aparelho e entdo realizada a analise de
acordo com a metodologia descrita por Froning et al. (1978). Os resultados foram expressos

em Newton (N), da for¢a maxima necessaria para o corte das amostras.
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4.2.6 Avaliagao sensorial

O projeto foi submetido e aprovado (Parecer n° 232/10) pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina para a realizagao
dos testes sensoriais.

A avaliagdo sensorial dos filés de peito de frango caracterizados como PSE e
normal foi realizada empregando-se consumidores (julgadores nao-treinados) e desenvolvida
em trés etapas. Na primeira etapa, foram aplicados dois testes sensoriais (Intencdo de Compra
e Pareado de Diferenca em relagdo a cor juntamente com a Intencdo de Compra) para
avaliacdo da aparéncia de cortes in natura de filés de peito. Esta etapa foi desenvolvida em
um supermercado localizado na regido noroeste do Parand, no municipio de Campo Mour@o.

A segunda (testes triangular e pareado de diferenca de atributos) e a terceira (teste
de aceitabilidade) etapas foram realizadas com filé de peito grelhados, e as anélises
desenvolvidas no Laboratorio de Analise Sensorial da Cozinha Experimental da EMBRAPA -
soja, Londrina - Parana.

Os consumidores convidados e que aceitaram participar do estudo assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexos 1, 2 e 3) e preencheram uma
ficha de identificagdo para a caracterizacdo dos julgadores, contendo faixa etdria e sexo

(Anexo 4).

4.2.6.1 Primeira etapa

Os testes sensoriais realizados nesta etapa com os filés in natura foram

conduzidos em momentos distintos e com grupos de consumidores diferentes.
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4.2.6.1.1 Preparo da amostra

As amostras de filés com 24 horas post mortem foram congeladas em freezer
doméstico a -18 °C por 24 horas. Apds as amostras de filés in natura foram descongeladas em
refrigerador (5° C/6 horas) e foram mantidas sob refrigeragdo (5° C) expostas em gondolas no
supermercado durante os testes, sob ilumina¢do normal com intensidade de aproximadamente
500 lux (luz branca), acondicionadas em bandejas de isopor e polietileno cobertas com filmes

plasticos. As amostras foram identificadas com cédigo de trés digitos aleatorios.

4.2.6.1.2 Teste 1: Intencao de compra

Foram utilizados 58 consumidores de carne de frango de diferentes idades
residentes no municipio de Campo Mourdo/PR. Apds explicar o procedimento do teste, foram
apresentadas ao consumidor duas amostras (normal e PSE) codificadas de carne de peito de
frango in natura, em ordem aleatoria e solicitado a avaliar as amostras utilizando o modelo da

Ficha de avaliagdo (Figura 1).

Teste de Intengdo de Compra
Nome: Data:

Observe, da esquerda para a direita, as duas amostras codificadas de filé de peito de frango cru e indique, com
um circulo no codigo, “Qual amostra vocé compraria?”

Por que?

Comentarios:

Figura 1 — Ficha de avaliagdo para o teste de intengdo de compra
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4.2.6.1.3 Teste 2: Pareado de diferenga e intencao de compra

Foram utilizados 55 consumidores de carne de frango, de diferentes idades
residentes no municipio de Campo Mourao/PR. Apds explicar o procedimento do teste, foram
apresentadas ao consumidor duas amostras (normal e PSE) codificadas de filé in natura, em
ordem aleatdria e solicitados a avaliar as amostras utilizando o modelo da Ficha de avaliagao

(Figura 2).

Teste Pareado de Diferenca e Intengdo de Compra
Nome: Data:

Observe, da esquerda para a direita, as duas amostras codificadas de filé de peito de frango cru e avalie a cor e
indique qual amostra é mais clara.

Qual amostra vocé compraria?

Comentarios:

Figura 2 — Ficha de avalia¢ao para o teste pareado de diferenca e intengdo de compra

4.2.6.2 Segunda etapa

Esta etapa foi realizada com filés grelhados de carnes normais e PSE e foram
aplicados dois testes sensoriais. As analises foram desenvolvidas na cozinha experimental da

Embrapa-Soja, Londrina, PR.
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4.2.6.2.1 Preparo das amostras

Os filés de carne de peito de frango foram preparados e padronizados em relacao a
espessura, comprimento e largura. Os filés receberam minutos antes da cocgdo, a adi¢ao de
1,8% de cloreto de sodio e em seguida foram grelhados em chapa elétrica a 140°C, recebendo
aproximadamente 2,0 mL de 6leo de soja para cada 100 g de filé para auxiliar no
aquecimento. As amostras permaneceram aproximadamente um intervalo de 5 minutos de
aquecimento de cada lado do filé, podendo se repetir por 2 vezes até a temperatura interna
atingir 72°C, para assegurar o cozimento completo e garantir a sua seguranga ¢ sanidade na
eliminagdo de possiveis microorganismos causadores de intoxicagdo de origem alimentar.
Apos coccao as amostras foram cortadas em cubos de 1,5x1,5x1,0 cm’ (altura, comprimento ¢
largura) e servidas aos consumidores trés cubos de aproximadamente 5g (~15g) de cada
amostra a temperatura de 40°C. As analises foram realizadas em cabines individuais sob luz
branca e foi oferecida 4gua potavel a temperatura ambiente para lavar a boca antes e entre as

avaliagdes.

4.2.6.2.2 Teste 1: Teste triangular

As amostras de filé normal e PSE grelhadas, sendo duas iguais e uma diferente,
codificadas com numeros de trés digitos aleatorios foram apresentadas em todas as
combinagdes possiveis a equipe composta por 68 consumidores. ApoOs explicar o
procedimento do teste, foi solicitado aos participantes a avaliar as amostras utilizando o

modelo da Ficha de avaliacao (Figura 3).
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Teste Triangular
Nome: Data:

Voce esta recebendo 3 amostras de filé de frango codificadas. Duas amostras sdo iguais e uma ¢ diferente. Por
favor, avalie as amostras, da esquerda para a direita, e circule o c6digo da amostra DIFERENTE.

Em quais caracteristicas as amostras sdo diferentes?
() aparéncia

( )cor

() sabor

() maciez

() suculéncia

() Outra. Qual(is)

Figura 3 — Ficha de avaliacdo para o teste triangular

4.2.6.2.3 Teste 2: Teste pareado de diferenga de atributos

Participaram do teste, 57 consumidores para os quais foram apresentadas em
ordem aleatoria, duas amostras grelhadas normal e PSE codificadas com numeros de trés
digitos aleatorios. Apos explicar o procedimento do teste e indicar o protocolo de avaliagdo,
“morder as amostras com os dentes incisivos (da frente), mastigar com os molares (do fundo),
sendo uma mastigada por segundo, prestando aten¢do na maciez, suculéncia e sabor, e apos
engolir responder”, foi solicitado aos participantes proceder a analise utilizando o modelo da

Ficha de Avaliagdo (Figura 4).

Teste Pareado de Diferenca de Atributos
Nome: Data:

Avalie, da esquerda para a direita, as duas amostras codificadas de filé de peito de frango grelhado e responda:
Amostras

Qual é a mais macia?

Qual é a mais suculenta?

Qual tem sabor caracteristico de frango mais acentuado?
Comentarios:

Figura 4 — Ficha de avaliagdo para o teste pareado de diferenga de atributos
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4.2.6.3 Terceira etapa

Na terceira etapa foi realizado o teste sensorial para avaliar o nivel de aceitacao de

amostras de filés de peito PSE e normal. O teste sensorial foi realizado com amostras

grelhadas e desenvolvido na Cozinha Experimental da Embrapa-soja, Londrina, PR.

4.2.6.3.1 Preparo da amostra

As amostras foram preparadas conforme o procedimento descrito no item

4.2.6.2.1 da segunda etapa.

4.2.6.3.2 Teste de aceitagao — Escala hedonica

Para determinar a aceitagdo foi utilizado o teste de escala hedonica de 9 pontos
(Figura 5). A equipe foi composta por 58 consumidores, as amostras normais € PSE grelhadas
foram codificadas com numeros de trés digitos aleatorios e apresentadas aos julgadores em

ordem aleatdria de forma monadica.



43

Teste de Escala HedoOnica

Nome: Data:

Avalie a amostra codificada e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou.

9 — gostei muitissimo

8 —

7 —

6—

5 — nem gostei/nem desgostei
4-

3_

2

1 — desgostei muitissimo

Comentarios:

Figura 5 — Ficha de avaliagdo para o teste de aceitagdo utilizando escala hedonica de 9

pontos.

4.2.7. Anélise estatistica

Os resultados dos testes pareado de diferenca e triangular foram avaliados pelo
teste binomial utilizando tabelas apropriadas (MEILGAARD et al., 1999). Resultados do teste
de aceitabilidade e dos testes fisico-quimicos foram submetidos a ANOVA e teste de
comparag¢do de médias de t de Student. O nivel de significancia utilizado para os testes

estatisticos foi de 5%. Utilizou-se o programa Statistica 7.0 (STATSOFT, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da Carne PSE

O indice de carne PSE observado em 262 filés de peito coletadas foi de 12,60%
proximos ao descrito por Garcia et al. (2010) cuja incidéncia de PSE em amostras de filés de
peito de frango foi de 10,20%. A caracterizagdo da carne PSE realizada pelos valores médios
de pH e luminosidade (valor de L*) medidos 24 h post mortem foram de 5,96 ¢ 49,24 para as
amostras normal e 5,61 e 59,20 para as PSE, respectivamente, ¢ as amostras diferiram
estatisticamente (p< 0,05) pelo teste t de Student (Tabela 1). Os valores de classificagdo para a
carne PSE obtidos em relagdo ao pH e a luminosidade (L*) corroboram com Soares et al.
(2002) e Barbut (1997), que afirmaram que o valor de pH para as carnes PSE em frango deve
ser menor do que 5,8 e carnes normais entre 5,8 a 6,0 e para L* deve ser maior do que 53,
pois valores de L*< 44 foi classificado como analogo ao DFD (Dry, Firm, Dark) e valores
intermediarios, 44 < L* < 53, considerado como carne normal. A Figura 6 apresenta uma foto

de dois filés de peito de frango, um normal e outro PSE.

Tabela 1 — Analises fisicas de pH e luminosidade (L*) nos filés PSE e normais dos frangos:

Filés de peito pH24n Luminosidade (L*24,— 0 a 100)
Normal (n=10) 5,96+ 0,08 49,24+ 3,47
PSE (n=10) 561°+£0,19 59,20*+ 1,97

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de t de Student (p< 0,05)
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Filé de peito Normal Filé de peito PSE
pH,4,=5,96 pH,4,=5.61
L*,0,=49,24 L¥*,q,=59,20

Figura 6 — Foto de filés Normal e PSE de frango

Os valores de L*,4, € de pHaa, de carnes PSE e normal apresentaram correlagdes
negativas e significativas (p<0,05) (Figura 7). Foi observada uma correlagdo inversa entre os

valores de pH e L*, ou seja, quanto menor o pH, maior serd o valor de L*, ou vice-versa
(SHIMOKOMAKI et al., 2006; SOARES et al., 2003; SOLOMON et al., 1998; BARBUT,

1997).

75

60

45

*
L 24h

30

15

PHaan

Figura 7 - Correlagao entre os valores de L*,4, € de pHa4 das carnes PSE e normal de frango

(p< 0,05,y = - 22,08x + 181,9 e r*= 0,707).
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5.2 Determinacoes dos Parametros Fisicos

Os parametros fisicos de CRA, PC e FC foram avaliados nas 20 amostras
selecionadas aleatoriamente apoOs a caracterizacdo da carne PSE de filé¢ de peito de frango,
oriundas de animais PSE (n=10) e de animais normal (n=10) e os resultados estdo
apresentados na Tabela 2.

Observa-se que apenas a FC da carne in natura entre as amostras PSE ¢ normal
ndo diferiu estatisticamente. As demais andlises diferiram ao nivel de 5% pelo teste t de
Student. As amostras normal apresentaram maior CRA (14,50%), menor PC (30,92%) e
menor FC (65,41%) apos o cozimento em relagcdo as amostras PSE (Tabela 2). As carnes PSE
apresentam uma degradacdo e desnaturagdo protéica mais intensa do que a normal devido a
queda brusca do pH durante a glicolise post-mortem, e isso, posteriormente, causou reducao
na CRA, maior PPC e aumento na rigidez da carne (OLIVO et al., 2001; VIEIRA, 1999;
BARBUT, 1997). Assim, os parametros fisicos avaliados (Tabela 2) estdo de acordo com os

dados descritos por estes pesquisadores.

Tabela 2 — Analises fisicas de CRA, PC e FC realizadas nos filés PSE e normal dos frangos

Filés CRA (%) PC (%) FC dacarnein FC da carne

natura (N) grelhada (N)

Normal 69,28+ 5,67 26,84+ 5,68 14,96+ 3,35 24,66+ 5,72
(n=10)

PSE (n=10) 59,23bi 5,09 35,14+ 2,62 11,98+ 3,11 40,79*+ 11,24

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de t de Student (p< 0,05)
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5.3 Avaliacao Sensorial

5.3.1 Primeira Etapa

O objetivo da primeira etapa da andlise sensorial foi verificar a percepgao do
consumidor em relacdo a carne PSE de frango por meio de sua intencdo de compra e
identificacao da cor. Foram realizados dois testes nesta primeira etapa, o Teste de intengao de
compra ¢ o Teste pareado de diferenga e intengdo de compra, desenvolvidos em um
supermercado na cidade de Campo Mourdo/Parand. Os testes foram realizados em dois
momentos e com grupos de consumidores diferentes e com perguntas elaboradas de formas
diferentes (testes para evitar efeito psicologico no participante e ter uma resposta mais segura.
Os testes da primeira etapa foram realizados em dois momentos, com grupos de consumidores
diferentes (teste 4.2.6.1.2 e 4.2.6.1.3) para evitar efeito psicoldgico no participante e obter
respostas mais seguras.

No teste de inten¢do de compra, 50 dos 58 consumidores participantes do teste
comprariam os cortes de carne in natura caracterizado como normal, indicando diferenga
estatistica significativa (teste bicaudal). As principais respostas do “por que” da preferéncia
pelos cortes normais foram aparéncia, melhor consisténcia e textura, cor mais atrativa (mais
rosada) e viva, aparéncia saudavel e caracteristica de carne fresca, ¢ menor quantidade de
liquido na bandeja. No segundo teste pareado de diferenca para o atributo cor e intengdo de
compra, verificou-se que 43 dos 55 participantes indicaram os cortes de carne PSE como
sendo as amostras mais claras (p<0,05, teste monocaudal). Em relacdo a intencdo de compra,
dos 55 consumidores, 42 comprariam as amostras normais, indicando também diferenca

significativa (p<0,05, teste bicaudal). De acordo com Brewer e Mckeith (1999), Candek-
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Potokar et al., (1998) e Barbut (1997) a carne PSE é uma carne palida, ou seja menos rosada e
vivaz, possui textura flacida, ou seja, mole e apresenta uma maior quantidade de liquido
exsudado em relagdo a carne normal. A palidez estd associada a desnaturacdo protéica
causada pelo baixo pH e pela elevada temperatura da carca¢a durante o rigor mortis. A cor
observada na superficie das carnes foi o resultado da absor¢do seletiva da mioglobina,
provocada pela distribuicdo da luz que emerge da carne. O pH acido aumenta a interagao
proteina-proteina e ocorre maior expulsdo da d4gua, consequentemente aumenta a
birrefringéncia, com menos luz sendo transmitida através das fibras e mais luz sendo dispersa
(SWATLAND, 2008; OLIVO, 2006; SHIMOKOMAKI et al., 2006).

Observou-se nesta primeira etapa que o consumidor, mesmo sem treinamento,
consegue diferenciar o corte PSE do normal, pela cor e por outros atributos (aparéncia,
textura, consisténcia, entre outros) € opta pela compra de carne normal. Em um estudo
realizado por Oda (2006) com julgadores treinados também foi possivel detectar a diferenca

visual na intensidade da coloragao de filés PSE em relacao aos normais.

5.3.2 Segunda etapa

Na segunda etapa o objetivo foi verificar a percep¢do dos consumidores em
relagdo a carne de frango grelhada. Foram também realizados dois testes sensoriais (Teste
triangular e Teste pareado de diferenca de atributos) em momentos distintos e com diferentes
participantes, de ambos os sexos e de faixa etaria variando entre 15 e acima de 56 anos. No
teste triangular que avalia diferencga global, houve 38 respostas corretas para 68 participantes,
indicando diferenga sensorial entre as amostras (p<0,05, teste monocaudal). As principais

caracteristicas indicadas pelos consumidores como responsaveis pelas diferencas foram
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maciez (30,5%), sabor (25,3%), suculéncia (19%) e outras (25,2%) Assim, a maciez, o sabor e
a suculéncia foram os atributos selecionados para serem avaliados no teste pareado de
diferenca de atributos.

Participaram do teste pareado de diferenca de atributos 57 consumidores (Tabela
3). Dos atributos avaliados apenas o sabor das amostras apresentou diferenca estatistica
(p=0,05, teste monocaudal), sendo que a amostra normal foi considerada como tendo sabor de
frango mais acentuado. Os consumidores ndo perceberam diferengas entre as amostras em
relagdo a maciez e suculéncia, apesar das diferencas obtidas nos testes fisicos. Para o
consumidor, que ¢ um julgador ndo treinado, foi mais facil a diferenciacdo do sabor, que ¢é
uma experiéncia mista, porém unitaria de sensacdes olfativa, gustativas e tateis percebidas
durante a degustacdo e sdo influenciadas pelos efeitos tateis, térmicos, dolorosos e/ou

cinestésicos e pela propria suculéncia (ABNT, 1993).

Tabela 3 — Numero de respostas avaliadas no teste pareado de diferenga de atributos

Atributo NUmero de Respostas
Carne PSE Carne Normal
Qual ¢ a mais macia? 24* 33¢
Qual ¢ a mais suculenta? 29% 28*
Qual tem sabor caracteristico de frango mais acentuado? 17° 40°

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste binomial (monocaudal) p<0,05 (Tabelas apropriadas, Meilgaard
et al., 1999)

Apesar de ndo ter ocorrido diferenga estatistica significativa da maciez e da
suculéncia na avaliagdo sensorial, estas foram detectadas pelas andlises fisicas da forca de
cisalhamento, CRA e PC que apresentaram diferencas estatisticas significativas entre
amostras cozidas normais e PSE. A CRA e a PC sdo indices importantes para averiguar a
qualidade de cozimento de produtos carneos, uma vez que t€ém uma relagdo direta com a
maciez e suculéncia, pois o processo de cocgdo provoca mudangas estruturais na carne € uma

carne com caracteristicas normais consegue manter a sua CRA e ter uma menor PC durante a
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coccao influenciando positivamente no sabor, na suculéncia e na maciez (TORNBERG,
2005).

Em estudo sensorial da carne PSE realizado por Garcia et al. (2010) com
julgadores nao treinados, ndo se encontrou diferenca significativa em relagdo a filés de peito
normais na avaliacao de atributos como o sabor, maciez, preferéncias e aspectos gerais. Isso
também foi observado por Komiyama (2006) e por Oda (2006), porém com julgadores
treinados onde nao foram encontradas diferencas significativas para os atributos de sabor e

textura (mastigabilidade, maciez, suculéncia) avaliados nas carnes PSE e normais.

5.3.3 Terceira etapa

A terceira etapa da analise sensorial foi o teste de aceitabilidade. A amostra
normal teve maior aceitabilidade (8,5) em relagao a PSE (7,5) (p<0,05) (Tabela 4). Todas as
notas de aceitacdio das amostras normal foram iguais os superiores a 7,0 (gostei
moderadamente). E para as amostras PSE apesar da maioria (82,7%) das avaliacdes também
ter sido iguais ou superiores a 7,0 (gostei moderadamente), 7% dos provadores deram nota 6.0
(gostei ligeiramente), 8,6% foram indiferentes e 1,7% deram a nota 2,0 (desgostei muito)
(Figura 8).

A carne PSE apresenta perdas de propriedades sensoriais e tecnoldgicas, tornando
estas carnes com qualidade inferior ao de uma carne normal que sdo perceptiveis no momento

da compra, durante o preparo e degustagao.
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Tabela 4 — Valores heddnicos médios das amostras de filés PSE e normal do teste de

aceitabilidade

Filé grelhado Avaliacao
Normal 8,5°
PSE 7.5°

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05) (1= desgostei muitissimo e 9= gostei

muitissimo).
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5 6 7
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Figura 8 — Frequénica dos valores heddnicos para carne normal e PSE de frango

As figuras 9 e 10 indicam a caracterizacdo dos consumidores participantes dos

testes sensoriais das etapas 1, 2 e 3 em relacdo ao sexo e a faixa etaria (Anexo 4).
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Figura 9 — Frequéncia do sexo dos consumidores participantes dos testes sensoriais
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Na Figura 9 observa-se que predominou a participacdo de mulheres em todos os
testes sensoriais desenvolvidos, principalmente nos dois primeiros testes da primeira etapa
(Intencdo de compra e o Diferenca pareada) realizados no supermercado. Verifica-se que
ainda predomina a participagao da mulher na aquisi¢ao de alimentos. Segundo Persona (2008)
as mulheres sdo responsaveis pela maior parte das decisdes de compra de uma familia, sendo
uma tendéncia crescente, devido a sua participagdo maior no mercado de trabalho com
aumento do seu ganho individual que reflete o seu poder de compra. Em relacdo a faixa etria
nos testes realizados no supermercado (intencao de compra e diferencga pareada) a maioria dos
entrevistados tinha idade entre 26 a 35 anos ¢ 36 a 45 anos. E nos demais testes realizados
(triangular, pareado de diferenca de atributos e escala hedonica) predominaram as faixas

etarias de 15 a 25 e de 26 a 35 anos (Figura 10).

47,0% -
42,0%
37,0%
01
42,0% m15a25
27,0%
o5 m26a35
,U70
17,0% m36ads
12,0% m46a55
7,0% m>56

2,0% -

Intengao de Diferenca Triangular Diferenca Hedonica
Compra Pareada de
Atributos

Figura 10 — Frequéncia da faixa etaria dos consumidores participantes das analises sensoriais

Os resultados apresentados no capitulo 1 deste trabalho geraram um artigo
cientifico que esta apresentado conforme segue no item 9 e que sera submetido no peridédico

Food Chemestry.
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6 CONCLUSAO

O consumidor conseguiu distinguir diferengas de coloragdo entre filés in natura
PSE e normal e tém preferéncia pela compra de carne normal. No entanto, no produto
grelhado o consumidor teve habilidade para distinguir somente o sabor ndo distinguindo
maciez e suculéncia entre filés PSE e normal, mas a sua aceitabilidade foi maior para os filés
normais.

Na avaliacdo dos parametros fisicos os filés normais apresentaram melhores

caracteristicas em relagao aos PSE.
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8.1 ANEXO 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido na forma de convite para
avaliadores da carne de frango no teste da aparéncia visual realizada no supermercado

“Estudo sensorial e fisico da carne de frango”
Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “Estudo sensorial e fisico da carne de
frango”, de minha tese de doutorado junto ao Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos/UEL, LONDRINA/PR. O objetivo da pesquisa ¢ realizar uma avalia¢ao sensorial e
fisica da carne de peito de frango originario de diferentes espécies de frangos. A sua
participacdo ¢ muito importante e vocé participard como integrante de uma equipe de
consumidores que ird avaliar a aparéncia da cortes de carne de peito de frango cru e indicar se
existe diferengca na cor e que amostra compraria. O teste sensorial ndo tomard muito seu
tempo e nao envolvera nenhuma tarefa dificil, apresentando um tempo de analise estimado de
10 minutos. Gostariamos de esclarecer que sua participa¢ao ¢ voluntaria, podendo recusar-se
a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou
prejuizo pessoal. Informamos ainda que as informagdes serdo utilizadas somente para os fins
desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a
preservar a sua identidade. Os beneficios esperados sdo informagao para a continuacdo de um
estudo da carne de frango que vem sendo realizada por um grupo na area de carnes da UEL, e
isso ird ajudar a esclarecer duvidas relevantes aos problemas de tecnologia no processamento
de produtos a base de carne de frango. Informamos que vocé ndo pagard nem serd remunerado
por sua participagdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa
serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participagdo na
pesquisa. Caso duvidas ou necessite de esclarecimentos pode nos contatar (Prof. Massami
Shimokomaki, DCTA/UEL, mshimo@uel.br, (43) 3371-4987), ou procurar o Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida
Robert Kock, n® 60, ou no telefone 3371-2490. Este termo devera ser preenchido em duas
vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.

Londrina, de de 2010.

Pesquisador Responsavel: Adriana Aparecida Droval
RG: 6.199.835-7

(nome por extenso do sujeito de pesquisa),
tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em
participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):
Data:
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8.2 ANEXO 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido na forma de convite para
provadores da carne de frango no teste triangular e pareado de diferenca de atributos

“Estudo sensorial e fisico da carne de frango”
Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “ESTUDO SENSORIAL E FiSICO DA
CARNE DE FRANGO”, de minha tese de doutorado junto ao Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos/UEL, LONDRINA/PR. O objetivo da pesquisa ¢ realizar uma
avaliacdo sensorial e fisica da carne de peito de frango originario de diferentes espécies de
frangos. A sua participacdo ¢ muito importante e vocé participard como integrante de uma
equipe que ira degustar amostras de filés de peito de frango grelhadas e serd solicitado a
avaliar diferengas globais e atributos entre as amostras apresentadas. Os filés serdo preparados
de forma similar ao uso doméstico, com adi¢do apenas de sal de cozinha e serdo grelhados. A
andlise sensorial levara em torno de 15 minutos, e vocé podera fazé-la no horario que tiver
maior disponibilidade. A ingestdo de tal produto ndo trard nenhum risco a sua saude por se
tratar de um alimento seguro. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é totalmente
voluntaria, podendo recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que
isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo pessoal. Informamos ainda que as informagdes serao
utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Os beneficios esperados sao
informagdo para a continuag¢do de um estudo da carne de frango que vem sendo realizada por
um grupo na area de carnes da UEL, e isso ird ajudar a esclarecer duvidas relevantes aos
problemas de tecnologia no processamento de produtos a base de carne de frango.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas,
quando devidas e decorrentes especificamente de sua participagdo na pesquisa. Caso tenha
davidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contatar (Prof. Massami
Shimokomaki, DCTA/UEL, mshimo@uel.br, (43) 3371-4987), ou procurar o Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida
Robert Kock, n® 60, ou no telefone 3371-2490. Este termo deverd ser preenchido em duas
vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.

Londrina, de de 2010.

Pesquisador Responsavel: Adriana Aparecida Droval
RG: 6.199.835-7

(nome por extenso do sujeito de pesquisa),
tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em
participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):
Data:
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8.3 ANEXO 3 - Termo de consentimento livre e esclarecido na forma de convite para
provadores da carne de frango no teste de aceitagao

“Estudo sensorial e fisico da carne de frango”
Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “ESTUDO SENSORIAL E FiSICO DA
CARNE DE FRANGO?”, de minha tese de doutorado junto ao Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos/UEL, LONDRINA/PR. O objetivo da pesquisa ¢ realizar uma
avaliacdo sensorial e fisica da carne de peito de frango originario de diferentes espécies de
frangos. A sua participagdo ¢ muito importante e vocé participard como integrante de uma
equipe que ira degustar amostras de filés de carne de frango grelhada e sera solicitado a dar
sua opinido sobre o quanto gosta dos produtos. Os filés de peito de frango serdo preparados de
forma similar ao uso doméstico, com adi¢do apenas de sal de cozinha e serdo grelhados. A
analise sensorial levara em torno de 15 minutos, e vocé podera fazé-la no horario que tiver
maior disponibilidade. A ingestdo de tal produto ndo trard nenhum risco a sua saude por se
tratar de um alimento seguro. Gostariamos de esclarecer que sua participagdo ¢ voluntaria,
podendo recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete
qualquer 6nus ou prejuizo pessoal. Informamos ainda que as informagdes serdo utilizadas
somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Os beneficios esperados sao
informagdo para a continuag¢do de um estudo da carne de frango que vem sendo realizada por
um grupo na area de carnes da UEL, e isso ira ajudar a esclarecer duvidas relevantes aos
problemas de tecnologia no processamento de produtos a base de carne de frango.
Informamos que vocé nao pagard nem sera remunerado por sua participa¢do. Garantimos, no
entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdao ressarcidas, quando devidas e
decorrentes especificamente de sua participacdo na pesquisa. Caso duvidas ou necessite de
esclarecimentos pode nos contatar (Prof. Massami Shimokomaki, DCTA/UEL,
mshimo@uel.br, (43) 3371-4987), ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n°® 60, ou no
telefone 3371-2490. Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma
delas, devidamente preenchida e assinada entregue a voceé.

Londrina, de de 2010.

Pesquisador Responsavel: Adriana Aparecida Droval
RG: 6.199.835-7

(nome por extenso do sujeito de pesquisa),
tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em
participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):
Data:
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8.4 ANEXO 4 — Caracterizacao dos Julgadores

Caracterizacéo dos julgadores
Por favor, preencha os dados abaixo:

Nome: Data:

Sexo: () feminino () masculino

Faixa etaria:
( )I5a25anos ( )26 a35anos ( )36a45anos ( )46 a55anos ( )acimade 56 anos

Obrigada!!
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Artigo Cientifico que sera submetido ao periodico Food Chemestry.
As normas da revista encontram-se colocadas ap6s apresentacao do artigo

Avaliacéo sensorial de filés PSE (Pale, Soft, Exudative) de frangos por consumidores

' Adriana Aparecida Droval, 3Vera de Toledo Benassi, *Alessandro Rossa, 'Sandra Helena
Prudencio, ’Massami Shimokomaki

! Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimento; Centro de Ciéncias Agrérias;
Universidade Estadual de Londrina; C. P.: 6001; 86051-970; Londrina, PR, Brasil.

? Present address ~Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus de Londrina, Av dos
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> Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria-Soja, Londrina, PR, Brasil.

*Rua Carlos Zatta, 35; Cafelandia — PR — Brasil.

Resumo

O objetivo do trabalho foi verificar a percepcdo de consumidores em relagdo a carnes PSE de
frangos In natura e grelhadas e avaliar a sua aceitagdo. Os filés foram caracterizados pelas
medidas de pH, luminosidade (L*), capacidade de retencdo de agua (CRA), perda por
cozimento (PC) e for¢a de cisalhamento (FC). Os valores de pH e L* para filés normais foram
de 5,96 e 49,24 e para PSE, 5,61 e 59,20, respectivamente (p < 0,05). Os filés normais
apresentaram CRA de 14,50% maior, PC de 30,92% menor e FC da carne cozida de 65,41%
menor que as PSE. Os filés PSE foram identificados sensorialmente como sendo os mais
claros e a preferéncia de compra foram para os normais. Dos atributos de maciez, sabor e
suculéncia de filés grelhados, apenas o sabor diferiu estatisticamente (p < 0,05) e filés
normais foram os que apresentaram maior aceitabilidade (p < 0,05).

Palavras-chaves: qualidade tecnologica, maciez, suculéncia, cor e capacidade de retencao de
agua
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1. Introducéo

As caracteristicas sensoriais sao aspectos considerados importantes pelo consumidor no
momento da compra ¢ do consumo da carne de frango (Zamudio, Junqueira & Almeida,
2010). Segundo Bliska (2000), a qualidade de um produto pode ser definida como o conjunto
de atributos que satisfacam o consumidor ou até mesmo que superem suas expectativas
iniciais. A aceitagcdo pelo consumidor ¢ uma das formas mais eficientes de medir o sucesso de
um produto. Os principais atributos de qualidade considerados para a carne sdo aparéncia,
textura, suculéncia, sabor, propriedades funcionais e tecnoldgicas, dentre os quais o que mais
chama a aten¢do do consumidor para a sele¢do inicial, ¢ a aparéncia e a textura. A aparéncia
geralmente esta relacionada a cor, e a textura a maciez (Fletcher, 2002). Bressan e Beraquet
(2002) verificaram que a importancia desses dois pardmetros ¢ observada em momentos
distintos, onde a cor do fil¢ de frango esta associada a aceitabilidade no momento da compra,
¢ a maciez a aceitabilidade global no momento do consumo.

Os testes sensoriais sao incluidos nas industrias de alimentos como uma garantia de qualidade
por ser uma medida multidimensional integrada e possuir vantagens tais como, capacidade de
identificar a presenca ou auséncia de diferencas perceptiveis, definir caracteristicas sensoriais
importantes em um produto, detectar particularidades que ndo podem ser detectadas por
outros procedimentos analiticos, como os fisico-quimicos e capacidade de avaliar a aceitagao
de produtos (Muioz, Civille & Carr, 1992). Os métodos sensoriais discriminativos, como o
teste triangular e o pareado de diferenca, geralmente sdo utilizados para diferenciar
sensorialmente duas amostras de um produto, em termos globais ou em relacdo a um atributo
especifico, e os de aceitabilidade sao utilizados quando se necessita conhecer o status afetivo
dos consumidores com relagdo a um produto (Meilgaard, Civille & Carr, 1999).

Problemas relacionados com a qualidade da carne tém preocupado a industria de frango. Um
deles ¢ o desenvolvimento da carne PSE (Pale, Soft e Exsudative), observada principalmente
em musculos do peito, e significa uma carne palida, flacida ou mole e exsudativa ou
molhada/imida (Komiyama et al., 2009; Olivo, Shimokomaki & Fukushima, 1998; Barbut,
1997). Em aves as causas da anomalia PSE ndo estdo totalmente esclarecidas. Na pratica,
condi¢des de manejo ante-mortem mal conduzidos e estressantes a que sdo submetidos os
animais, podem provocar um rigor mortis acelerado, induzindo ao PSE (Simdes et al., 2009;
Guarnieri et al., 2002; Lara, Ledur, Nepomuceno & Shimokomaki, 2002). A carne PSE possui
um pH baixo, em geral menor do que 5,8, devido ao rapido declinio do pH post-mortem
enquanto a temperatura da carcaca estd elevada, resultando na desnaturacdo das proteinas
miofibrilares e sarcoplasmaticas, comprometendo as propriedades funcionais da carne € a sua
qualidade final (Kissel et al., 2009; Olivo, Soares, Ida & Shimokomaki, 2001; Barbut, 1997).
Alguns estudos de avaliacdo sensorial da carne PSE em frango ja foram realizados
empregando julgadores treinados e ndo-treinados (Garcia et al., 2010; Komiyama, 2006; Oda,
2006), mas sao escassos os estudos mostrando a percep¢cao do fendmeno por consumidores.
Assim o trabalho teve por objetivo verificar a percep¢ao de consumidores em relacdo a carnes
PSE de frangos in natura e grelhados e avaliar a sua aceitagéo.

2. Material e Métodos
2.1. Abate dos frangos
Foram utilizados 262 frangos (R0ss) com idade de 42 dias. Os frangos foram abatidos em uma
linha de processamento comercial, seguindo as etapas de pendura, insensibilizagdo elétrica,

escaldagem, depenagem, evisceracdo e resfriamento. Apos aproximadamente 90 minutos
coletou-se o filé do peito (Pectoralis major) dos frangos abatidos que foram utilizados para a
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caracterizacdo da carne PSE. As amostras foram coletadas e cedidas gentilmente por um
abatedouro localizado no municipio de Cafelandia/PR.

2.2. Caracterizagao da carne PSE

A caracterizagdo da carne PSE deu-se pela determinagdo do pH e luminosidade (L*),
realizadas 24h pds-mortem. As medidas de pH foram realizadas em triplicata diretamente no
filé com auxilio do potencidmetro de contato (marca Testo), conforme descrito por Olivo,
Soares, Ida e Shimokomaki (2001). As medidas de luminosidade foram realizadas na face
ventral do filé tomando trés pontos diferentes de leitura por amostra. Os valores de
luminosidade (L*) foram expressos no sistema de cor CIELAB proposto pela Comission
Internacionale de I’ Eclairage (CIE) em 1971. Os parametros de L* foram fornecidos pelo
colorimetro de bancada da marca Minolta, em que L* define a luminosidade (L*= 0 preto e
L*= 100 branco). Foram selecionadas 20 amostras de filés de peito, sendo 10 de frangos PSE
e 10 de frangos normais para a determinagao das andlises fisicas de CRA, PC e FC.

2.3. Capacidade de reten¢do de dgua (CRA)

A determinagdo da CRA foi realizada nas amostras coletadas 24 horas post-mortem de acordo
com o método descrito por Barbut (1996).

2.4. Forga de cisalhamento (FC)

A determina¢do da FC (maciez) foi realizada nas amostras de filés de peito in natura e
grelhadas (temperatura interna 72°C), utilizando-se o texturdmetro Texture Analyser TA-
TX2i, equipado com lamina Warner-Bratzler e regulado para a velocidade de 5 mm/s
(Bratzler, 1949). Os resultados foram expressos em Newton da forga maxima necessaria para
o corte das amostras. A amostragem retirada das amostras de filés foi na forma de
paralelepipedos com 1,0 x 1,0 x 2,0 cm” (altura, largura, comprimento) de acordo com método
descrito por Froning, Babji e Mather (1978).

2.5. Perda por cozimento (PC)

A determinacao da PC foi realizada de acordo com método de Honikel (1998). Os filés foram
pesados, ainda integros, antes e apos a coc¢do, com a finalidade de se conhecer a perda de
peso durante o cozimento (cooking loss). Primeiramente, os filés foram grelhados em chapa
elétrica, previamente aquecida a 140 °C, até atingirem a temperatura interna de 72 °C (£2 °C)
(aproximadamente 10 minutos, 5 minutos/lado). A seguir, foram resfriados a 40 °C (£2 °C) e
novamente pesados. Os resultados foram expressos em percentagem, baseando-se na
diferenca entre as pesagens.

2.6. Avaliagao sensorial

Para a realizagdo dos testes sensoriais o trabalho foi aprovado (Parecer n°® 232/10) pelo
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina. A avaliagdo sensorial, executada em trés etapas, dos filés de peito de frango
caracterizados como PSE e Normal foi realizada empregando-se consumidores. Na primeira
etapa foi avaliada a aparéncia de cortes crus de filés de peito de frango, e foram aplicados dois
testes sensoriais (Intengdo de compra e Pareado de diferenca em relagdo a cor em conjunto
com a Inten¢do de compra). Esta etapa foi desenvolvida em um supermercado localizado na
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regido noroeste do Parana. A segunda e a terceira etapas, Testes Triangular e Pareado de
diferenca de atributos, e a terceira, Teste de Aceitabilidade, respectivamente, foram realizadas
com amostras de filé de peito de frango grelhadas, e as analises desenvolvidas no Laboratério
de Andlise Sensorial da Cozinha Experimental da EMBRAPA-soja, Londrina — Parana.

2.6.1. Primeira etapa
2.6.1.1. Preparo da amostra

As amostras de filé de peito de frango cru acondicionadas em bandejas de isopor e polietileno
cobertos com filmes plasticos foram mantidas resfriadas a 5°C e expostas a luz branca com
intensidade de aproximadamente 500 lux durante a aplicagdo dos testes. Foram apresentadas
ao consumidor duas amostras (normal e PSE), em ordem aleatéria, identificadas com codigos
numéricos de trés digitos aleatdrios.

2.6.1.2. Teste de intengdo de compra

Participaram do teste 58 consumidores de diferentes idades residentes no municipio de
Campo Mourdo/PR. Apds explicar o procedimento do teste, aos participantes foi solicitado
avaliar as amostras utilizando a Ficha demonstrada na Figura 1.

2.6.1.3. Teste pareado de diferenca em relagdo a cor e intengdo de compra

Participaram do teste 55 consumidores de diferentes idades residentes no municipio de
Campo Mourdao/PR. Apds explicar o procedimento do teste, aos participantes foi solicitado
avaliar as amostras utilizando a Ficha demonstrada na Figura 2.

2.6.2. Segunda etapa
2.6.2.1. Preparo da amostra

Apos adigdo de 1,8% de cloreto de sodio, as amostras de filés de carne de peito resfriadas
(5°C) foram grelhadas em chapa elétrica a 140°C, para auxiliar no processo foram
adicionados 2,0 mL de o6leo de soja para cada 100g de filé. As amostras permaneceram na
chapa durante 5 minutos de cada lado do fil¢, at¢ a temperatura interna atingir 72°C. Em
seguida, as amostras foram cortadas em fatias de aproximadamente 5g com as dimensdes de
1,5x1,5x1,0 cm’® (altura, comprimento e largura). A porcdo de cada amostra apresentada ao
consumidor foi composta de trés fatias, servida a temperatura de 40°C. As analises foram
realizadas em cabines individuais sob luz branca e oferecida dgua potavel a temperatura
ambiente para lavar a boca antes e entre as avaliagdes.

2.6.2.2. Teste triangular

As amostras de carne PSE e normal grelhadas de frango, sendo duas iguais e uma diferente,
codificadas com numeros de trés digitos aleatorios foram apresentadas em todas as
combinagdes possiveis a equipe composta por 68 consumidores. ApoOs explicar o
procedimento do teste, foi solicitado aos participantes avaliar as amostras utilizando a Ficha
demonstrada na Figura 3.
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2.6.2.3. Teste pareado de diferenca de atributos

Participaram do teste 57 consumidores, para os quais foram apresentadas, em ordem aleatoria,
duas amostras grelhadas (normal e PSE) codificadas com ntimeros de trés digitos aleatorios.
Apos explicar o procedimento do teste e indicar o protocolo de avaliagdo, [morder as amostras
com os dentes incisivos (da frente), mastigar com os molares (do fundo), sendo uma
mastigada por segundo, prestando atencdo na maciez, suculéncia e sabor, e apds engolir
responder], foi solicitado aos participantes proceder a andlise utilizando a ficha de avaliagao
(Figura 4).

2.6.3. Terceira etapa

2.6.3.1. Preparo da amostra

As amostras foram preparadas conforme o procedimento feito na segunda etapa.
2.6.3.2. Teste de aceitabilidade

Foi utilizado o teste de escala hedonica de 9 pontos (Figura 5). A equipe foi composta por 58
consumidores, as amostras grelhadas foram codificadas com numeros de trés digitos
aleatorios e apresentadas aos julgadores em ordem aleatdria de forma monadica.

2.7. Analise estatistica

Os resultados dos testes pareado de diferenga e triangular foram avaliados pelo teste
estatistico binomial utilizando tabelas apropriadas (Meilgaard, Civille & Carr, 1999).
Resultados do teste de aceitabilidade e dos testes fisico-quimicos foram submetidos a
ANOVA e teste de comparagdo de médias de t de Student. O nivel de significancia utilizado
para os testes estatisticos foi de 5%. Utilizou-se o programa Statistica 7.0 (STATSOFT,
2000).

3. Results and discussion
3.1. Caracterizagao da carne PSE

O indice de carne PSE observado nas amostras coletadas foi de 12,60%, resultado semelhante
ao encontrado por Garcia et al. (2010) onde a incidéncia de PSE em frango foi de 10,20%. Os
valores de classificacdo para a carne PSE e normal obtidos em relagdo ao pH e a luminosidade
(L*) (Tabela 1) estdo de acordo com Soares et al. (2002) e Barbut (1997), cujos critérios sao:
valor de pH para as carnes PSE em frango deve ser menor que 5,8 e para carnes normais entre
5,8 a 6,0, e o valor de L* devera ser maior que 53, pois para valores de L*< 44, o corte ¢
classificado como analogo ao DFD (Dry, Firm, Dark) e para valores intermediarios, 44 < L*
< 53, considera-se como carne normal. Segundo Shimokomaki, Olivo, Terra e Franco (2006),
existe uma correlagdo inversa entre os valores de pH e de L*, ou seja, quanto menor o pH,
maior sera o valor de L*, ou vice-versa.

Na tabela 1 também estdo apresentados os valores médios das analises fisicas de CRA, PC e
FC. Observa-se que ndo houve diferenca entre amostras PSE e normal apenas para a medida
de forca de cisalhamento nas amostras cruas (p < 0,05), enquanto que os demais testes
indicaram diferencas entre os tratamentos (p < 0,05). As amostras normais apresentaram
maior CRA (14,50%), menor PC (30,92%) e menor for¢a de cisalhamento apds o cozimento
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(65,41%) em relacdo as amostras PSE. Esses resultados corroboram com os parametros
fisicos estudados em amostras de filés de peito de frango PSE por Garcia et al. (2010). A
carne PSE apresenta desnaturacao e degradagdo protéica mais intensa que a normal devido a
queda brusca do pH durante a glicolise post-mortem, e isso, posteriormente, causara a redugao
na capacidade de retencao de agua (CRA), maiores perda de peso durante o cozimento (PC) e
aumento na rigidez da carne (Garcia et al., 2010, Olivo, Soares, Ida & Shimokomaki, 2001,
Vieira, 1999, Barbut, 1997).

3.2. Analise sensorial
3.2.1. Primeira etapa

A primeira etapa da anélise sensorial teve como objetivo verificar a percep¢ao do consumidor
em relagdo a carne de frango PSE por meio de sua intengdo de compra e discriminagdo da cor.
No teste de inten¢ao de compra, 50 dos 58 consumidores participantes escolheram os cortes
de carne “in natura” classificado como normal, indicando diferenga significativa (p < 0,05,
teste bicaudal). As principais respostas do “por que” da preferéncia pelas amostras controle
foram aparéncia, melhor consisténcia e textura, cor mais atrativa (mais rosada) e viva,
aparéncia saudavel e caracteristica de carne fresca, e menor quantidade de liquido na bandeja.
No segundo teste da primeira etapa (pareado de diferenca quanto a cor e intencdo de compra)
verificou-se que 43 dos 55 participantes indicaram os cortes de carne PSE como sendo as
amostras mais claras (p<0,05, teste monocaudal) e em relagdo a intengdo de compra, dos 55
consumidores, 42 comprariam as amostras normais, indicando também diferengas
significativas (p<0,05, teste bicaudal).

Os testes da primeira etapa foram realizados em dois momentos, com grupos de consumidores
diferentes e com as perguntas elaboradas de formas diferentes (teste 2.6.1.2 e 2.6.1.3) para
evitar efeito psicoldgico no participante e obter respostas mais seguras. Os resultados indicam
que os consumidores, mesmo sem treinamento, diferenciam as amostras de carnes PSE das
amostras normais, por meio da cor e outros atributos (aparéncia, textura, consisténcia, entre
outros) e opta pela compra da carne considerada normal (controle). Em um estudo realizado
por Oda (2006) com julgadores treinados também foi possivel detectar a diferenca visual na
intensidade da coloragdo de filés de peito PSE em relacdo aos normais. Segundo Brewer e
Mckeith (1999), Candek-Potokar, Zlender, Lefaucheur e Bonneau (1998) e Barbut (1997) a
carne PSE ¢ uma carne pélida, ou seja, menos rosada e vivaz do que a normal. A palidez esta
associada a desnaturacdo protéica causada pelo baixo pH e pela elevada temperatura da
carcaga durante o rigor mortis. A cor observada na superficie das carnes ¢ o resultado da
absor¢ao seletiva da mioglobina, provocada pela distribuicao da luz que emerge da carne. O
pH 4cido aumenta a interacdo proteina-proteina e ocorre maior expulsdo da d&gua,
conseqiientemente aumentando a birrefringéncia, com menos luz sendo transmitida através
das fibras e mais luz sendo dispersa (Swatland, 2008; Olivo, 2006; Shimokomaki, Olivo,
Terra & Franco, 2006).

3.2.2. Segunda etapa

A segunda etapa teve como objetivo verificar a percepcao dos consumidores em relagao as
amostras grelhadas. No teste triangular (avaliacdo da diferenga global) houve 38 respostas
corretas para 68 participantes, indicando diferenca sensorial entre os cortes (p<0,05, teste
monocaudal). As principais caracteristicas indicadas pelos consumidores como responsaveis
pelas diferencas foram maciez (30,5%), sabor (25,3%), suculéncia (19%) e outras (25,2%),
Assim, a maciez, o sabor e a suculéncia foram os atributos selecionados para serem avaliados
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no teste pareado de diferenca de atributos, e verificou-se que as amostras PSE e normais
diferenciaram-se somente pelo o sabor (p<0,05, teste monocaudal), sendo a amostra normal
considerada como tendo sabor caracteristico de frango mais acentuado. Os consumidores nao
perceberam diferengas (p<0,05) entre as amostras em relagdo a maciez e suculéncia, apesar
das diferengas nos testes fisicos. Para o consumidor, que ¢ um julgador nao treinado, foi mais
facil a diferenciacdo do sabor, que ¢ uma experiéncia mista, porém unitaria de sensagoes
olfativa, gustativas e tateis percebidas durante a degustacdo e sao influenciadas pelos efeitos
tateis, térmicos, dolorosos e/ou cinestésicos e pela propria suculéncia (ABNT, 1993). Em
estudo semelhante realizado com a carne PSE de frango por Garcia et al. (2010) com
julgadores ndo treinados ndo foram observadas diferencgas significativas entre carnes PSE e
normais para os atributos maciez, sabor, suculéncia, preferéncia e aspectos gerais. Isso
também foi observado por Komiyama (2006) e por Oda (2006), porém com julgadores
treinados onde nao foram encontradas diferengas significativas para os atributos de sabor e
textura (mastigabilidade, maciez, suculéncia) avaliados nas carnes PSE e normais.

3.2.3. Terceira etapa

Na terceira etapa da analise sensorial, verificou-se que as amostras normais apresentaram
maior aceitabilidade (valor médio de 8,5) que as PSE (valor médio de 7.,5), diferindo
estatisticamente pelo teste t de Student (p<0,05). Todos consumidores atribuiram notas de
aceitacdo superiores ou iguais a 7,0 (gostei moderadamente) para amostras normais grelhadas.
Para as amostras PSE, apesar da maioria (82,7%) das avaliagcdes também ter sido superiores
ou iguais a 7,0 (gostei moderadamente); 7,0% dos julgadores atribuiram nota 6,0 (gostei
ligeiramente), 8,6% foi indiferente e 1,7% deram nota 2,0 (desgostei muito). Esses resultados
confirmam a percepgao dos consumidores em relagdo a carne de frango PSE e sua preferéncia
pela carne classificada como normal. A carne PSE apresenta perdas de propriedades
sensoriais e tecnoldgicas, tornando-as com qualidades inferiores a carne normal, sendo que
essas propriedades sdo perceptiveis no momento da compra, durante o preparo e na
degustacao.

4. Conclusdes

O consumidor diferencia filés de frango PSE e normal na forma in natura e grelhada e prefere
a carne classificada como normal.
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Fig.1. Ficha de avaliagdo para o teste de intengdo de compra
Fig.2. Ficha de avaliagdo para o teste pareado de diferenca e inten¢do de compra.

Fig.3. Ficha de avaliagdo para o teste triangular.
Fig.4. Ficha de avaliagdo para o teste pareado de diferenga de atributos.

Fig.5. Ficha de avaliagdo para o teste de aceitacdo utilizando escala hedonica de 9 pontos.
Tables Caption

Table 1.
Valores médios das analises fisicas realizadas nos filés PSE e normais de frangos.
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Teste de Intencdo de Compra
Nome: Data:

Observe da esquerda para a direita, as duas amostras codificadas de filé de peito de
frango cru e indique, com um circulo no codigo, “Qual amostra vocé compraria?”

Por que?
Comentarios:

Fig. 1. Ficha de Avaliacdo para o teste de intengdo de compra
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Teste Pareado de Diferenca e Intengao de Compra
Nome: Data:

Observe, da esquerda para a direita, as duas amostras codificadas de filé¢ de peito de
frango cru ¢ avalie a cor e indique qual amostra é a mais clara.

Qual amostra vocé compraria?
Comentarios:

Fig. 2. Ficha de Avaliacdo para o teste pareado de diferenga e Inten¢ao de Compra
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Teste Triangular
Nome: Data:

Vocé esta recebendo 3 amostras de filé de frango codificadas. Duas amostras sdo iguais

e uma ¢ diferente. Por favor, avalie as amostras, da esquerda para a direita, e circule o
codigo da amostra DIFERENTE.

Em quais caracteristicas as amostras sdo diferentes?
( ) aparéncia ()cor ( )sabor ( )maciez ( )suculéncia ( )Outra (s).

Qual(is)

Fig. 3 — Ficha de Avaliagdo para o teste triangular
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Teste Pareado de Diferenca de Atributos
Nome: Data:

Avalie, da esquerda para a direita, as duas amostras codificadas de filé¢ de peito de
frango grelhado e responda:

Amostras

Qual ¢ a mais macia?

Qual ¢ a mais suculenta?

Qual tem sabor de frango mais acentuado?
Comentarios:

Fig. 4 — Ficha de Avaliagdo para o teste pareado de diferenga de atributos
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Teste de Escala Heddnica
Nome: Data:

Avalie a amostra codificada e use a escala abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou
desgostou.
9 — gostei muitissimo

5 — nem gostei/nem desgostei
4

3

2

1 — desgostei muitissimo
Comentarios:

Fig. 5. Ficha de Avaliagdo para o teste de aceitagao utilizando escala hedonica de 9 pontos.
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Table 1.
Valores médios das andlises fisicas realizadas nos filés PSE e normais de frangos

Filés pPH24n L CRA (%) PC FC-filéin FC-filé

(0 a 100) (%) natura (N)  grelhado
(N)

Normal 5,96+ 4924°+ 6928+ 26,84+ 14,96°+ 24,66+
(n=10) 0,08 3,47 5,67 5,68 3,35 5,72
PSE 561°+ 59,20+ 5923+ 3514 11,98+ 40,79+
(n=10) 0,19 1,97 5,09 2,62 3,11 11,24

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de t de Student (p< 0,05)
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CAPITULO 2

ANALISE DE POLIMORFISMOS EM FRAGMENTOS LOCALIZADOS EM REGIOES
HOTSPOTS DO GENE oRyR DE FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS AO TESTE

HALOTANO QUE DESENVOLVERAM CARNES PSE

1 INTRODUCAO

As proteinas receptoras de rianodina (RYR) sdo proteinas reguladoras do fluxo de
Ca®", presentes no reticulo endoplasmatico das células musculares e apresenta participagdo
conhecida na regulacdo da contracdo muscular, sendo expressas também em outros tecidos
onde eventualmente multiplas isoformas podem ser co-expressas (ROSSI & SORRENTINO,
2004). Nos mamiferos sdo conhecidos trés tipos de rianodinas reguladoras de Ca”: RYRI,
encontrado no musculo esquelético; RYR2, no tecido cardiaco e RYR3, no tecido cerebral
(SUTKO & AIREY, 1996).

Em suinos uma mutagdo genética no nucleotideo 1843 do gene que codifica a
proteina receptora de rianodina 1 (RyR1) ocasiona a substituicdo de uma citosina por uma
timina. Essa substitui¢do provoca uma mudanca na seqiiéncia do gene e também na seqiiéncia
de aminoacidos da proteina por ele codificada (Arg615Cys), causando por sua vez uma
alteracdo na atividade desta proteina. A RYRI1 ¢ uma proteina presente no reticulo
endoplasmatico do musculo esquelético e a mutagdo nesta proteina interfere na homeostase do
calcio, que ¢ o elemento essencial da contracdo do musculo esquelético, acarretando a
sindrome denominada PSS (Porcine Stress Sindrome). Animais, em especial os suinos com
essa sindrome estao mais propensos a desenvolver carnes PSE, pois ha uma intensa contragao
muscular, hipermetabolismo, aceleracao da gicolise post mortem, queda dréastica do pH

muscular em temperatura elevada da carcaga (aproximadamente 35 °C) causando
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desnaturagdo das proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas ocorrendo a perda de exsudato
(BENDALL & WISMER-PERDERSEN, 1962), e por consequéncia comprometimento das
propriedades funcionais das proteinas da carne, como a CRA (LOUIS et al., 1993; FUJII et
al., 1991).

Essa mesma mutagdo no gene RyR1 foi observada em humanos sensiveis a
anestésicos, principalmente os halogenados como o halotano e que desenvolveram uma
doenca conhecida como Hipertermia Maligna (HM) (MICKELSON & LOUIS, 1996). Na
isoforma tipo 1 da RYR (RYR1) foram identificadas outras mutagdes importantes, que estao
localizadas em trés principais regides denominadas de hotspots 1, 2 e 3. A hotspot 1 ¢
identificada na regido N-terminal, entre os aminodcidos 1 a 614, a 2 na regido central entre os
aminoacidos 2162 a 2458 ¢ a terceira hotspot na C-terminal entre os aminoacidos 4800 a 4900
(HAMILTON, 2005; BRINI, 2004). As hotspots 1 e 2 sdo regides que contém alta densidade
de mutagdes em humanos e suinos, como por exemplo a responsavel pela ocorréncia da PSS
em suinos ¢ HM em humanos (STRASBURG & CHIANG, 2009; BRINI, 2004; FUJII et al.,
1991).

No tecido muscular esquelético das aves foi identificada a presenca de duas
isoformas da RYR, denominadas de aRYR e BRYR, que sdo similares a RYR1 e RYR3 em
mamiferos, respectivamente (OTTINI et al., 1996). Varios estudos que identificaram
mutagdes no gene que codifica a proteina receptora de rianodina em aves ainda ndo puderam
ser correlacionados ao fendmeno PSE, como em suinos (ZIOBER et al., 2010; STRASBURG
& CHIANG, 2009; ZIOBER et al., 2009; CHIANG et al., 2008; ODA, 2006; CHIANG et al.,
2004; DROVAL, 2004; LARA, 2003; STRASBURG & CHIANG, 2003; OWENS et al.,
2000; ZHANG et al., 2000; WANG et al., 1999). Assim, o objetivo do presente trabalho foi
clonar e seqiienciar fragmentos localizados em regides hotspots do gene aRyR do DNA

gendmico de frangos (Gallus gallus) de corte e identificar polimorfismos de nucleotideos
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unico (SNPs) em animais que foram submetidos ao teste halotano e que desenvolveram carne

PSE.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se ha ocorréncia de polimorfismos no DNA genomico de frangos PSE e

normais em regides especificas, denominadas de hotspots do gene aRyR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a sensibilidade de frangos ao halotano e classifica-los em sensiveis (HAL") e
nao sensiveis (HAL") ao anestésico

e Determinar as andlises fisicas de CRA (Capacidade de retencdo de agua), pH e
luminosidade (valor de L*) em amostras de filés de frango para a caracterizagdo da
carne PSE

e Amplificar, clonar e sequenciar fragmentos localizados em regides hotspots do gene
aRyR e identificar possiveis polimorfismos em frangos de corte submetidos ao teste

halotano e caracterizados como PSE.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 TRANSFORMACOES BIOQUIMICAS DO MUSCULO EM CARNE

O musculo ¢ constituido por uma unidade estrutural, a fibra, e por uma unidade
funcional, o sarcomero. A fibra ¢ formada por feixes de células muito longas, cilindricas,
multinucleadas e contendo muitos filamentos, as miofibrilas. Nas fibras musculares
esqueléticas os numerosos nucleos se localizam na periferia das fibras, nas proximidades do

sarcolema (Figura 1) (LAWRIE, 1991).

muscular

tendio €pimisio ’
(célula)

feixe

endomisio

Figura 1 — Representagdo esquematica do tecido muscular esquelético (MENDES, 2010)

O musculo de um animal no momento do abate ¢ um tecido vivo com complexas
propriedades bioquimicas e fisiologicas, as func¢des vitais do sistema muscular ndo cessam no
momento da morte. O processo de conversdao dos tecidos, principalmente o muscular em

carne, ¢ complexo e envolve uma série de alteragdes no metabolismo e na estrutura fisica das
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células. As modificagdes bioquimicas e estruturais ocorrem simultaneamente e sao
dependentes dos tratamentos ante-mortem, do processo de abate e das técnicas de
armazenamento da carne (PEARSON, 1994; LAWRIE, 1991). Os principais eventos
observados sdo: a perda do suprimento de oxigénio, esgotamento das reservas de energia das
células, formacdo e acumulo de acido lactico, queda do pH e temperatura, aumento da
concentracio de fons de Ca®" no citosol, aparecimento do rigor mortis, que resulta no
encurtamento dos sarcomeros, oxidacdo do ferro das mioglobinas e oxidacdo dos &cidos
graxos insaturados. A combinac¢do destes eventos determina a qualidade final da carne e suas
propriedades como cor, maciez, sabor, odor e capacidade de retencdo de 4gua
(DAMODARAN, et.al., 2010; OLIVO & SHIMOKOMAKI, 2006).

A transformagdo do musculo em carne compreende trés fases bioquimicas (pre-
rigor, rigor e post-rigor) que se diferenciam com rela¢ao as reservas de energia e produtos
finais destas reagdes. As reagdes quimicas no musculo vivo e apds o sacrificio sdo similares,
porém deve-se considerar que, apds a morte fisioldgica, os tecidos sao incapazes de sintetizar
e eliminar metabolitos (PEARSON, 1994). Com a morte do animal, o suprimento de oxigénio
para as células ¢ suspenso, entretanto o metabolismo celular continua até as reservas de
energia se esgotar. As fontes intracelulares de energia disponivel para o metabolismo sdo: o
ATP (adenosina trifosfato), a fosfocreatina e o glicogénio. Porém, tanto o ATP como a
fosfocreatina encontram-se em baixas concentragdes no musculo, sendo, portanto o
glicogénio que se encontram armazenado no interior das células em torno de 1,5%, a principal
fonte de energia para a glicolise. O ATP ¢ importante nos processos de contracdo muscular
porque provoca o deslisamento das proteinas contrateis (miosina e actina) e ativa a bomba
ATP-dependente que leva o Ca*” do citoplasma para o interior do reticulo sarcoplasmatico.
Quando acabam as reservas de ATP celular, o musculo ndo consegue mais relaxar (rigor

mortis) e a concentracdo de Ca>" no citoplasma permanece alta. A glicolise post mortem (post
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rigor) ocorre em um ambiente celular anaerdbico, onde o glicogénio ¢ transformado em acido
piravico e este ¢ convertido em acido latico. Considerando inicialmente o animal vivo, este
processo ¢ um meio rapido de obtengao de ATP. Estas reacdes ocorrem no sarcoplasma e as
enzimas que catalisam cada uma das reacdes sdo proteinas sarcoplasmaticas soluveis. Como
cessou a circulagdo sangiiinea, o lactato formado fica acumulado dentro das células, causando
queda do seu pH. O rendimento liquido da glicose anaerobica ¢ de 2 moles de ATP e 4 ions
de hidrogénio por molécula de glicose-1-fosfato, proveniente do glicogénio. Esta série de
doze reacdes quimicas ¢ denominada via glicolitica de Embden-Meyerhof (PEARSON, 1994;
FORREST et al., 1979). Dessa maneira, o acimulo de acido latico e a queda do pH devido a
liberagio de ions H'no post mortem dependem fundamentalmente da quantidade de
glicogénio no momento do sacrificio. Segundo Forrest et al. (1979), baixas reservas de
glicogénio sdo responsaveis por uma baixa extensdo da glicélise, instalagdo do rigor mortis
superficial e pH final elevado. No musculo vivo, o lactato ¢ transportado pelo sistema
circulatorio ao figado, onde ¢ convertido em glicose na via da neoglicogénese (PEARSON,
1994). A quantidade de glicogénio armazenado no musculo no momento do abate €, portanto,
decisivo no valor final de pH alcan¢ado na carne. Normalmente, o valor de pH do musculo no
momento do abate encontra-se entre 6,9 a 7,2 e se estabiliza em torno de 5,5-5,8 em 24 horas
quando se esgotam as reservas de ATP e se estabelece o rigor mortis (CULAU, 1991). Em
carne de aves, este processo € relativamente rapido. Os musculos de frango podem atingir o
rigor mortis 1 hora apds o abate, podendo ocorrer variagdes em um mesmo lote (OLIVO et
al., 2001). Entretanto, a extensdo e a velocidade do declinio do pH no post mortem dependem

de inumeros fatores, enumerados anteriormente.
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3.1.1 Excitagdo-contragdo do muculo esquelético

A contracdo ¢ definida como a ativagao das fibras musculares com a tendéncia
destes se encurtarem. A contragdo e o rigor mortis sdo mudangas estruturais importantes em
nivel muscular no post-mortem que podem ser considerados dois processos diferentes. No
musculo vivo, a contragdo muscular ocorre devido a uma neuroestimulagdo através da placa
motora terminal, que libera célcio do reticulo sarcoplasmdtico para o sarcoplasma. O
sarcolema ¢ despolarizado por um potencial de acdo que se propaga para o interior da fibra
muscular pelos tabulos-T, onde os receptores de dihidropiridina (DHPR), indicados na Figura
2 tém a sua conformacdo alterada e transmitida aos podocitos (projecdes citoplasmatica dos
receptores de rianodina) resultando, finalmente, na abertura do canal i6nico (FERREIRA,
2005).

A mudanca de conformagdo dos receptores de rianodina (RYR) ¢ transmitida a
outra proteina ligada a este receptor, chamada triadina. A triadina mobiliza o cdlcio ligado a
parvalbumina, calsequestrina e reticulina, todas localizadas do reticulo sarcoplasmatico (RS) e
em contato entre si. Com a abertura do canal da RYR, ha liberagdo de ions de Ca®" do RS para
o citoplasma da fibra muscular, elevando a concentragdo de 10™ moles/L para 10 moles/L,
ou mais, em poucos milisegundos. O Ca®" inativa o sistema troponina-tropomiosina por
ligacdo do calcio a troponina C e, conseqlientemente ha a reagdo entre actina € miosina que
resulta na contragdo muscular. Durante esta fase de contragdo, os filamentos de actina
deslizam ao longo dos filamentos de miosina por meio de uma série de interagdes rapidas
entre os filamentos e o comprimento do sarcomero diminui. A presenga de ATP ¢ necessaria
para a contragdo, porque a energia utilizada para o processo de deslizamento ¢ derivada da
desfosforilacio do ATP em ADP. Quando finaliza o estimulo nervoso, os fons Ca®" sdo

transportados novamente para o reticulo sarcoplasmatico através de uma bomba idnica
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denominada de bomba de célcio, que requer energia na forma de ATP (DAMODARAN,

et.al., 2010; FERREIRA, 2005; HONIKEL & HAMM, 1985).

Figura 2 - Mecanismo de excitagdo-contragdo do musculo esquelético de mamiferos. Um
impulso nervo percorre os tubulos T sendo captado pelo receptor de dihidropiridina (DHPR),
uma proteina heterotetramérica que ativa o canal da rianodina (RYR1). A porcdo da RYRI1
que estd no citoplasma se liga a calmodulina (CaM). Sob despolarizagdo dos tibulos T a
DHPR sofre mudancga na sua conformacao e transmite a RYR1 que se abre permitindo que o
Ca*" previamente capturado pela calsequestrina seja liberado no citiplasma, induzindo o

musculo a contragao (STRASBURG & CHIANG, 2003).

Na contragdo muscular post-mortem, enquanto uma reserva energética na forma
de ATP for suficiente, os miofilamentos mantém-se mdveis e por esta razdo o musculo ¢
elastico. Quando o nivel de ATP vai se exaurindo, ou seja, diminui a energia para o processo
de deslizamento dos miofilamentos, come¢a a formacdo de enlaces ou pontes permanentes
entre actina e miosina e o musculo vai perdendo a elasticidade e entra em rigor-mortis

(DAMODARAN, et.al., 2010; HONIKEL & HAMM, 1985).
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Desta forma, o rigor-mortis de um musculo normal ¢ definido como o inicio da
diminui¢do de sua elasticidade, quando o pH atinge valores em torno de 5,9, o que
corresponde a concentracdo de ATP de 1 uMol/g de musculo e continua até a queda do nivel
de ATP a 0,1 uMol/g e pH 5,5. A avaliagdo destas alteracdes pode ser realizada através da
determinagdo do pH, ATP, elasticidade do musculo, ou comprimento do sarcomero, com a
utilizacao de difratometro computadorizado a laser (HONIKEL & HAMM, 1985).

O estabelecimento do rigor-mortis esta intimamente relacionado com o valor de
pH. Inicia-se mais rapidamente e tem maior duragao em pH alcalino do que em pH acido. A
velocidade de queda do pH extremamente rapida ou extremamente lenta conduz ao
desenvolvimento rapido do rigor-mortis, enquanto que em musculo com declinio do pH
considerado normal, o rigor se desenvolvera lentamente (HONIKEL & HAMM, 1985).

O funcionamento do mecanismo de excitagdo-contragdo muscular pode ser
influenciado por inimeros fatores, como a presenca de halotano, cafeina, ions célcio e
magnésio, procaina e espermina (MICKELSON & LOUIS, 1996). E varios outros que podem
determinar a velocidade da queda do pH, o inicio e duragdo do rigor-mortis e as propriedades
da carne. Podem ser citados: estresse causado por fatores ambientais como temperatura,
umidade, luz, espaco, ruido, e por fatores intrinsecos (como resisténcia ou susceptibilidade do
proprio animal ao estresse, temperatura post-mortem e localizagdo anatdomica do musculo)
procedimentos realizados imediatamente apos o abate e antes da rigidez. Aspectos da
producao animal como heranga genética, manejo antes do abate (transporte, descanso,
atordoamento e sangria) e nutricdo também podem influenciar as propriedades musculares
(SIMOES et al., 2009; LARA et al., 2002). A resposta que o animal apresentara a cada fator
ambiental dependerd da espécie, peso, idade, sexo e resisténcia do animal aos agentes

estressantes, bem como o estado emocional do proprio animal (OLIVO et al., 2001).
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A resisténcia ou susceptibilidade ao estresse determina as reagdes do animal frente
ao agente estressante. E eventuais falhas no processo de contragdo muscular relacionadas a
distarbios na liberagdo do calcio e consumo elevado de glicogénio causada pelo agente
estressor em animais sensiveis que podem apresentar temperaturas altas, glicolise acelerada e
rapido aparecimento do rigor-mortis, podem ser susceptiveis ao desenvolvimento de um
fendmeno que afeta as propriedades funcionais da carne influenciando na sua qualidade final,
conhecido como PSE, onde as siglas vem das palavras em inglés Pale, Soft e Exudative,
respectivamente, que significam pdalida, flaicida ou mole e exudativa ou molhada,
respectivamente. Os animais resistentes ao estresse, para manter a temperatura e as condigdes
homeostaticas musculares em niveis normais utilizam suas reservas energéticas, apresentando
uma glicolise post-mortem lenta com limitada producdo de 4cido latico (BENDALL &

WISMER-PEDERSEN, 1962).

3.2 CARNE PSE

A carne PSE apresenta caracteristicas de cor palida, textura macia e pobre
capacidade de retengdo de dgua (CRA) na sua superficie. As condi¢cdes PSE resultam de uma
taxa de glicolise post mortem extremamente acelerada, que causa um valor de pH muscular
muito baixo, geralmente inferior a 5,8, enquanto a carcaga ainda esta quente, por volta de
35°C aos 45 minutos post mortem. A rapida queda do pH causa a desnaturacdo das proteinas
miofibrilares e sarcoplasmaticas, levando a excessiva perda de exsudato (BENDALL &
WISMER-PERDERSEN, 1962), prejudicando as propriedades funcionais, tecnologicas e

sensoriais da carne (BREWER & McKEITH, 1999; CANDEK-POTOCAR et al., 1998).



103

O PSE tem sido estudado em suinos ha mais de 40 anos e as caracteristicas destas
carnes sdo resultados da manifestagdo da sindrome “Porcine Stress Syndrome” (PSS —
Sindrome do Estresse Suino) (CHEAH et al.,, 1984) cujos sintomas sdo semelhantes a
anomalia acometida em humanos conhecida como Hipertermia Maligna (HM) (FUIJII et al.,
1991). A HM ¢ uma miopatia hereditaria e pode ser desencadeada por indugao com halotano
(2-bromo-2-cloro-1,1,1-trifluoroetano), um anestésico gasoso, ou com relaxantes musculares
como succinilcolina (FUJII et al., 1991; MITCHELL & HEFFRON, 1982) e¢ tem como
sintomas, a rigidez muscular generalizada, o rdpido aumento da temperatura corporal, a
taquicardia, a hiperventilagdo, a acidose metabodlica severa e elevados niveis de metabodlitos
no soro ( CHEAH et al., 1984). A sensibilidade ao halotano também foi observada em suinos
que apresentavam a sintomalogia de HM quando expostos ao anestésico (MACLENNAN &
PHILLIPS, 1992; FUJII et al., 1991)

A predisposi¢do a producdo de carnes PSE e o desencadeamento da sindorme PSS
em suinos esta relacionado a fatores genéticos, onde uma mutagdo de ponto na posicao 1843
de uma base C (citosina) para uma base T (timina), no gene que codifica a proteina receptora
de rianodina tipo 1 (RYR1), resulta na substitui¢do de um residuo de arginina (Arg) na
posi¢do 615 da seqiliéncia normal da proteina para um residuo de cisteina (Cys) na seqiiéncia
mutante, produzindo uma alteragdo na atividade da RYR1 (FUJII et al., 1991). Em 95 % dos
suinos que apresentavam a sensibilidade ao halotano eram portadores da mutagdao na RYRI, e
deste modo o teste halotano comegou a ser utilizado como uma ferramenta para selecionar
individuos que teriam uma predisposi¢ao ao desenvolvimento da carne PSE. Porém, o teste
halotano diferencia individuos sensiveis dos ndo-sensiveis e ndo seleciona os individuos
heterozigotos. Em decorréncia disto foi desenvolvido um teste molecular ndo-invasivo,
baseado em PCR-RFLP (reacdo em cadeia da polimerase - polimorfismo do tamanho dos

fragmentos de restri¢gdo), que permite diferenciar os trés gendtipos: Hal NN (normal,
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dominante), Hal Nn (heterozigoto) e Hal nn (sensivel, recessivo). O gene rianodina 1 (RyR1)
foi estabelecido como o gene suspeito da PSS, e foi mapeado na mesma regido do
cromossomo 6 que contém o grupo ligado ao gene HAL (HARBITZ et al., 1990). A mutagio
nesta proteina resulta em alteragcdes no acoplamento excitagdo-contragcdo levando a distirbios
na liberacdo do Ca®" pelo elevado consumo de glicogénio e mudancas secundarias na
estrutura e funcdo da proteina receptora de rianodina (RYRI1) do musculo suino
(MICKELSON & LOUIS, 1996; FUJII et al., 1991).

A condicado inicial para o desencadeamento dos sintomas que conduzem ao PSS ¢
a liberagdo do excesso do Ca®" na musculatura, o qual prolonga a atividade contratil muscular
e a quebra do glicogénio, levando ao aumento da produ¢do de calor (MITCHELL, 2007,
MICKELSON & LOUIS, 1996), com a manifestacdo de sinais como perda do controle da
glicolise com consequente producdo de acido lactico, dispnéia progressiva, hipertermia,
vasoconstri¢do disseminada e rapido inicio do rigor mortis apés a morte (MITCHELL, 2007;
CHEAH & CHEAH, 1981).

Anomalias e caracteristicas bioquimicas semelhantes ao PSE foram descritas em
aves, como perus e frangos de corte. Apds um longo periodo, foram realizados os primeiros
trabalhos com perus demonstrando que fatores estressantes, como aquecimento e agitagao,
influenciavam diretamente o declinio de pH e a qualidade final da carne de peito
(STRASBURG & CHIANG, 2009; FRONING et al., 1978; MA & ADDIS, 1973).

Os mecanismos que conduzem a ocorréncia do PSE na carne de frango ainda nao
estdo esclarecidos e podem realmente estar relacionado com alteracdes no gene do receptor de
rianodina, considerando-se que ele ¢é altamente conservado entre as espécies (ODA et al.,
2009; ZIOBER et al., 2009; STRASBURG & CHIANG, 2003; OLIVO, 1999; BARBUT,

1997; McCURDY et al., 1996; SANTE et al., 1991; GREASER, 1986).
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A sensibilidade ao halotano também foi observada em aves, Owens et al. (2000)
avaliaram a sensibilidade do anestésico para identificar perus sensiveis ao estresse.
Aproximadamente 10% dos animais testados apresentaram rigidez muscular, e o halotano se
mostrou um bom identificador dos animais susceptiveis ao estresse térmico € que
apresentaram um desenvolvimento de rigor mortis acelerado. Carnes com caracteristicas PSE
foram encontradas em 47% dos perus considerados halotano positivo.

Em um estudo realizado por Marchi et al. (2010) verificaram uma relagdo direta
entre a sensibilidade ao halotano e a ocorréncia de filés PSE em frango de corte, e o halotano
mostrou ser um agente estressor desencadeando alteragdes bioquimicas nos musculos das aves
semelhantes as desencadeadas pelo estresse térmico pré-abate em frangos caracterizados PSE.
Soares et al. (2007) também verificaram que 13,6% dos frangos de linhagem comercial
demonstravam reagdo ao halotano, sendo que 42,1% desses animais reativos produziram
carnes PSE.

Em outro estudo realizado por Ziober (2009) em frangos de corte verificou-se que
0 estresse térmico em conjunto a exposicdo ao halotano poderia ter influenciado no
aparecimento de codons sem sentido da aRYR (proteinas truncadas) e de carnes PSE.

Em razdo dos estudos ja realizados em aves foi utilizado nesta pesquisa o teste
halotano como uma possivel ferramenta para selecionar animais que teriam uma

predisposicdo ao desenvolvimento de carne PSE.

3.3 PROTEINA RECEPTORA DE RIANODINA (RYR)

As RYR sd3o homotetraméricas (Figura 3), compostas de subunidades

polipeptidicas de 560 KDa que fazem parte do canal de liberagio de Ca' localizado no
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reticulo sarcoplasmatico presente nos tecidos musculares e ndo musculares (SORRENTINO

& VOLPE, 1993; FUJII et al., 1991).

Vista citoplasmatica Vista paralela a membrana Vista do lamen do RS

-
fechado & _, X %) ;
aberto ) -

Figura 3 - Estrutura esquematica tridimensional da RYR1 e principais dominios estruturais.
As setas pretas indicam os pontos de variagdo de densidade nas conformagdes aberta (verde) e

fechada (marrom) (SORRENTINO & REGGIANI, 1999)

As proteinas receptoras de rianodina formam um componente importante do
complexo liberador de célcio que controla a contragdo do musculo esquelético.

Nos mamiferos had trés isoformas geneticamente distintas da rianodina: RYR1
predominante no tecido muscular esquelético, RYR2 presente no tecido cardiaco e a RYR3 no
tecido cerebral. Existem tracos da RYR1 no cérebro e a RYR3 pode estar distribuida em
varios tecidos, como o esquelético e ser co-expressada juntamente com a RYR1 e com a
RYR2 em outros tecidos. No musculo esquelético dos mamiferos RYR3 pode apresentar
concentracoes de 20 a 50 vezes menor do que RYRI1 (FRANZINI-ARMSTRONG &
PROTASI, 1997; SORRENTINO & VOLPE, 1993).

Em um estudo realizado por Ottini et al. (1996) foi verificada a presenga de duas

isoformas a a-RYR e B-RYR no musculo esquelético de aves, estas também foram

identificadas no musculo de anfibios. As isoformas a-RYR e B-RYR possuem estrutura
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primaria similar as isorfomas RYRI1 e RYR3, respectivamente, apresentando um grau de
similaridade de 65 a 70% entre as sequéncias. Portanto, sendo verificado que existem
diferencas nos mecanismos de excitacao-contragdo muscular dos musculos esqueléticos de
aves em relacdo a dos mamiferos. No caso das aves (Figura 4), a despolariza¢ao dos tibulos-T
induz a liberagdo dos fons de Ca*" através da aRYR, que est4 fisicamente ligada a proteina
receptora de dihidropiridina (DHPR). O local de aumento da concentragdo dos ions de Ca*"
resulta na indugdo e liberagio de Ca®" pela BRYR (STRASBURG & CHIANG, 2003;

OTTINI et al., 1996).

DHPR Sarcolema
a RYR *

tubulos T

B RYR

Figura 4 — Mecanismo de excitagao-contragdo muscular nas aves. A aRYR (azul) é ativada a
partir da despolariza¢do do tibulo-T e da alteragdo de conformagdo da DHPR . O aumento da
concentracdo local de fons Ca®" resulta na inducio e liberagdo de Ca™ pela BRYR (branco),

na periferia do RS. O Ca™ ¢é seqiiestrado durante o relaxamento muscular pelas bombas de

Ca'? (amarelo) (STRASBURG & CHIANG, 2003).

De acordo com Ottini et al. (1996) as areas que apresentam maior variagdo
significativa entre as sequéncias estdo localizadas em trés regides conhecidas como regioes
divergentes 1, 2 e 3 (DRI, DR2 e DR3). As regides divergentes das RYR apresentam

diferencas funcionais entre as isoformas (HAMILTON, 2005; DU et al., 2000). As diferengas
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funcionais entre as isoformas das RYR sdo reconhecidas pelo mecanismo de liberagdao de
célcio. As isoformas RYR2, RYR3 e B-RYR operam completamente 0 mecanismo Ca’'-
induzido e Ca**-liberado (CICR). A RYRI e a-RYR operam primeiramente despolarizago-
indugdo do Ca*" e apds Ca’'-liberado (DICR), mas as mesmas podem exibir também a
atividade CICR (MURAYAMA & OGAWA, 2001).

No musculo esquelético das aves, onde as duas isoformas podem coexistir, a
atividade de CICR da aRYR ¢ significativamente suprimida. Entretando, a existéncia da
isoforma a-RYR ¢ essencial para a funcdo das células musculares. Na auséncia da isoforma
oRYR, ambas as atividades de CICR e contragdo muscular, ou seja, o desenvolvimento
funcional da aRYR pode ser compensado pela isoforma BRYR. Ja auséncia da cRYR durante
o desenvolvimento embrionario das aves pode ser letal. Isso significa que a funcionalidade
normal do canal onde as duas isoformas oaRYR e BRYR atuam sdo importantes durante o
desenvolvimento e contracdio muscular (MURAYAMA & OGAWA 2001, 2004;
IVANENKO et. al., 1995 ¢ AIREY et al., 1993).

Ja nos mamiferos, o fluxo dos ions de Ca’*" ¢ controlado pelos receptores de
rianodina tipo 1 (RYR1) (STRASBURG & CHIANG, 2003). Assim, diz-se que a ativacdao do
canal de cdlcio da RYRI1 ¢ feita por um mecanismo dependente de voltagem, enquanto a
ativacao do canal de célcio da RYR3 se faz pela presenca, em determinadas concentracoes, de
ions célcio no sarcoplasma (CICR) (SUTKO & AIREY, 1996). O controle do fluxo de calcio
e a conseqiiente ocorréncia ou ndo de PSE em aves, pode ser regulado pelas duas isoformas,
diferindo-se da anomalia classica estudada em suinos, que por sua vez, ¢ originada
unicamente pela mutacdo encontrada na proteina receptora de rianodina 1. Provavelmente
outras regides cromossOmicas e proteinas estejam envolvidas nesta funcao de controle e de

liberacao de calcio do RS para o [limem, que precisam ser exploradas e estudadas.
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Em humanos algumas mutagdes importantes, como a que deu origem a HM sao
conhecidas no gene RyR1, baseado na seqiiéncia da proteina (~5038 aminoacidos) estas
mutagdes mais importantes estdo localizadas em trés principais regides, chamadas hotspots 1,
2 e 3, que estdo localizadas como N-terminal (entre aminoacidos 1-614), central (entre
aminoacidos 2162-2458) e C-terminal (entre aminoacidos 4800—4900), respectivamente
(Figura 5) (BRINI, 2004). A mutacao da HM est4 localizada na regido N-terminal do gene
RyR1 assim como a PSS em suinos (mutacdo no aminoacido 615). J4 para perus, Strasburg e
Chiang (2009) definem que hotspots 1, 2 e 3 para a isoforma aRyR estdo compreendidos entre

os aminoacidos 1 a 1000, 2000 a 3000 e 4000 a 5000, respectivamente.

0

H,N Region 1

1000

Region 2

Cytosol

COOH
5000
M Q

Ml M2 M3 Pore M4

Figura 5 — Diagrama esquematico da RYR1 em humanos, mostrando as regides hotspots 1
(N-terminal), 2 (central) e 3 (C-terminal, juntamente com os dominios de transmembranas

M1, M2, M3 e M4) (BRINI, 2004).

Chiang e Strasburg (2003), estudando o gene e transcritos do gene RyR1 de perus,
identificaram a presenca de trés variantes de transcritos desse gene, referidos como W, AS-81
e AS-193, onde a variante W partilhou 70% de semelhanga ao cDNA da RYR1 de mamiferos,

e as demais variantes foram caracterizadas pela delecdo de 81 pares de base (pb) (variante
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AS-81, nucleotideos de ntimero 1350-1430) e 193 pb (variante AS-193, nucleotideos de
numero 1350-1542). Estes pesquisadores propuseram a existéncia de 2 alelos que poderiam
ser expressos em qualquer uma das trés variantes. Estes variantes poderiam estar associados a

2 no musculo

alteragdes funcionais da proteina RYR, como a regulagio anormal do Ca’
esquelético durante a glicdlise, levando a alteragdes no metabolismo postmortem.

Embora em perus ja tenham sido localizados hotspots ¢ verificados transcritos
variantes da RYR1 em aves que desenvolveram PSE, ndo foram identificadas mutagdes
relacionadas a ocorréncia do fenomeno (CHIANG et al., 2004), assim como em um estudo
realizado por Ziober et al.(2009) com frangos, em que foi verificada a ocorréncia de
transcritos nonsense, “sem sentido” e com stop codon prematuro do gene aRyR de animais
que desenvolveram carnes PSE e que foram previamente submetidos ao halotano e estresse
térmico. Até o momento ndo se tem informacdes suficientes para abordar as causas genéticas
e desenvolver reproducdo seletiva de aves resistentes a sindrome, pois além dos fatores
genéticos os fatores ambientais sdo extremamanete relevantes (OWENS, 2009).

O grupo de Ciéncia e Tecnologia de Carnes e Derivados sob coordenagdao do
Professor Dr. Massami Shimokomaki vem pesquisando mutacdes nas isoformas aRYR e
BRYR do miusculo esquelético de frango de corte hd aproximadamente 10 anos e até o
momento foram seqiienciados aproximamente 7,02% da isoforma BRYR (ODA, 2006;
DROVAL, 2004; LARA, 2003) e 7,4 % da isoforma aRYR (ZIOBER, 2009) incluindo o
presente estudo.

Lara (2003) encontrou mutagdes de ponto em dois fragmentos avaliados no gene
BRyR, onde apesar das mesmas ndo terem resultado em alteracdes na estrutura da proteina
BRYR, comprovou a variabilidade genética presente neste gene em frangos, € também sugeriu
a possibilidade de que mutagdes em outros genes possam estar relacionadas a ocorréncia da

sindrome.
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Assim, ainda que tenha sido comprovada a existéncia de polimorfismos nos
frangos utilizados em seu estudo, Lara (2003) nao pdde relacioné-la a ocorréncia da anomalia
PSE. Oda (2006) também observou variabilidade nas seqiiéncias obtidas de um mesmo
individuo, possivelmente resultado da populagdo de frangos utilizadas no experimento, que
provavelmente apresentou heterozigose para o alelo estudado, o que explicaria os
polimorfismos encontrados dentro de individuos. E Droval (2004) avaliou outros 2
fragmentos de um dominio do gene BRyR e as mutagdes encontradas nos exons analisados
nao foram conclusivos para explicar o fendmeno em carne de aves, uma vez que niao houve
diferenciagdo entre os individuos PSE e normais.

Oda (2006) ainda estudou por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
quantitativo a expressdo génica das isoformas aRYR ¢ BRYR em duas linhagens de frangos,
e observou que os animais predispostos ao PSE apresentaram maior expressdo génica da

BRYR no tecido muscular esquelético.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA

Foram utilizados frangos da linhagem Ro0ss com idade entre 42 a 45 dias. A
criagdo, o abate e a coleta das amostras foram realizados em trés etapas. A primeira coleta foi
desenvolvida no més de junho de 2007, na fazenda escola da Universidade Estadual de
Londrina e foram utilizados 352 frangos. Uma segunda coleta foi realizada no més de agosto
de 2007, na Universidade de Sao Paulo (USP) no campus de Pirassunga/SP e foram utilizados
298 frangos. Por fim, uma terceira foi feita no més de fevereiro de 2008 em uma granja da
empresa Big Frango na cidade de Rolandia/PR e foram utilizados 201 frangos, totalizando

851 animais.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Teste halotano e abate dos frangos

Os frangos de corte foram inicialmente submetidos ao teste com o anestésico
halotano. Em numero de quatro animais por sessdo foram colocados em uma cuba
hermeticamente fechada e vaporizado o anestésico halotano, com auxilio de aparelho de
anestesia para vaporizar o gas. Os frangos permaneram na cdmara expostos por 5 min. a 3%
de halotano com um fluxo de 6L/minutos e posteriormente avaliou-se a rigidez muscular nos

membros inferiores. Os animais que apresentaram rigidez muscular foram classificados como
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4 3 =+ . o~ .
sensiveis ao halotano (HAL") com predisposicdo a desenvolvimento de carne PSE e os
animais que nao mostraram alteragdo ao serem expostos ao halotano foram considerados

insensiveis ao halotano (HAL") (Figura 6) (MARCHI et al., 2009).

S : =

B) Hdlofano + C) Halotano -

Figura 6 — Foto dos frangos expostos ao halotano na camara de vaporizagdo. b. sensivel ao

halotano (HAL") e ¢. Nio responde ao halotano (HAL ) (MARCHI et al., 2009).

Apds 48 horas de submissdo ao anestésico halotano os frangos foram abatidos,
seguindo as etapas de insensibilizagdo, escaldagem, depenagem, evisceracdo e resfriamento
(GUARNIERI et al., 2004). No momento do abate, minutos antes da sangria, foram retiradas
aliquotas de aproximadamente 2,0 mL de sangue da artéria jugular e acondicionados em tubos
de 4,5 mL contendo K3 EDTA (Marca: Labor Import), armazenados a -20°C até a etapa de

extragao do DNA.

4.2.2 Caracterizacao da carne PSE

Foram selecionados 154 filés de peito para a caracterizagdo da carne PSE,

oriundos dos frangos HAL" ¢ HAL". A identificagdo do PSE deu-se pela determinacio do pH,
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da luminosidade (valor de L*) e da capacidade de retengdo de agua (CRA) com 24h pos-
mortem. Foram consideradas PSE as amostras que apresentaram o valor de pHy4p inferior a

5.8, valor de L*;4, maior que 54 (SOARES et al., 2002; BARBUT, 1997).

4.2.2.1 Determinacao do pH

As medidas de pH foram realizadas em triplicata diretamente no filé com auxilio
do potencidometro de contato (Marca: Testo) com 24h post mortem. O ponto de incisdo do
eletrodo foi na parte cranial ventral do filé conforme descrito por Boulianne e King (1995) e

adaptado por Olivo et al. (2001).

4.2.2.2 Medida da luminosidade (L*)

As medidas de luminosidade foram realizadas na face ventral do fil¢ apos 24h post
mortem, tomando trés pontos diferentes de leitura por amostra. Os valores de luminosidade
(L*) foram expressos no sistema de cor CIELab proposto pela Comission Internacionale de I’
Eclairage (CIE) em 1971. Os parametros de L* foram fornecidos pelo colorimetro da marca

Minolta, em que L* define a luminosidade (L*= 0 preto e L*=100 branco), a* (componente

vermelho-verde) e b* (componente amarelo-azul).
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4.2.2.3 Capacidade de retencao de agua (CRA)

A medida de capacidade de retencao de agua foi realizada triplicata em amostras
do musculo do peito com 24 h post-mortem de acordo com o método descrito por Barbut

(1996).

4.2.2 .4 Analise estatistica

Os resultados das analises fisicas de pH, luminosidade e CRA foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e teste t de Student de compara¢ao de médias. O nivel de
significancia utilizado para os testes estatisticos foi de 5%. Utilizou-se o programa Statistica

7.0 (STATSOFT, 2006).

4.2.3 Extragao de DNA total

Foram selecionadas 50 amostras de sangue, sendo 25 amostras oriundas de
animais caracterizados como PSE e 25 caracterizados como normais, de acordo com as
analises quimicas de pH, luminosidade (L*) e CRA para a extracdo do DNA.

A etapa de extracdo do DNA foi realizada no Laboratorio de Imunologia do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina.
A extracdo do DNA das amostras de sangue, deu-se utilizando o reagente DNAzol BD
(GIBCO BRL), seguindo-se o protocolo de acordo com o fabricante, com algumas

modificagdes. Em tubos de 1,5 pL, foram adicionados 500 uL de DNAzol BD e 5,0 uL de
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sangue. Agitou-se com auxilio do vortex até que todo o residuo de sangue desaparecesse. Em
seguida adicionaram-se 200 pL de isopropanol P.A. Misturou-se vigorosamente ¢ deixou-se
descansando a temperatura ambiente por 5 minutos. Centrifugou-se a 7.000 giros por 5 min.
Removeu-se o sobrenadante e adicionaram-se novamente 200 uLL de DNAzol BD. Agitou-se
com auxilio do vortex até dissolver o precipitado. Centrifugou-se novamente a 7.000 giros por
5 min. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado de DNA com 600 uL de etanol a
75%. Centrifugou-se a 7000 giros por 5 min. Removeu-se todo o etanol com auxilio de pipeta
e deixou-se o DNA secando a temperatura ambiente até o precipitado ficar transparente.
Adicionaram-se 200 puL de agua Milli Q autoclavada e deixou-se em repouso por 24h a
temperatura de 5°C. Apds, armazenou-se a temperatura de —20°C até o momento das analises

de biologia molecular.

4.2.4 Etapas de biologia molecular

Os procedimentos a seguir foram realizados na Embrapa-Soja em Londrina-PR,

no Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal.

4.2.4.1 Selecdo da regido génica

Inicialmente foram selecionados seis pares de primers que foram denominados de

IRyRy, 11 RyRy; 2 RyRy, 21 RyRy, 3 RyR; e 31 RyR;, como o citado em Chiang et al. (2007)

desenhados para perus (Tabela 1) que correspondiam as regides hotspots 1, 2 ¢ 3, para a

amplificacdo de regides similares no gene aRyR em frango.
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Tabela 1 — Primers Forward e Reverse selecionados para a amplificagdo das regides hotspot
1, 2 e 3 em frango com o tamanho aproximado dos fragmentos esperados em pares de base

(pb)
Ident. Primer Forward (5’ — 3°) Primer Reverse (5° - 3°) Hotspot/
pb

1RyR; CATGCAGACCCTGTGGAACATGAACC CTGCTGGAAGAGGTCCTGGCGGCGC 1/855
11RyR1 CCAGGAGAACCACATCAAGTCCATCA CTGGTCGGGGGGCTCGATGTTGTAGC 1/1440
2RyR1 CATCGGCCTGGGCATGCAGGGCTCCAC GGAGGAGTAGCTGGCGTCCACGTAGTCGG 2/1380
21RyR1 CAGATGAAGTTGCCAGAGTCTGTGAAG GTGGAGCCCTGCATGCCCAGGCCGATG 2/1030
3RyR1 TGCAGCGTCCTGGACCTGAAC CTCCTCCTTCTGCGGTTCCTCCA 3/1970
31RyR1 ATCCTGAAGAGGAAGATCGGG GAAGTTGATGGCGAAGGCGAGGAAGAG 3/332

No entanto, ndo foi possivel a obtengdo de fragmentos amplificados por PCR
com o uso dos iniciadores 1RyR;, 11 RyR;; 2 RyR;, 21 RyR;, 3 RyR; e 31 RyR,. Sendo
assim, partiu-se para uma nova estratégia para a selecdo da regido génica, sendo entdo
realizada uma busca no GeneBank/NCBI de sequéncias gendmicas para frangos, tendo sido
identificados quatro  fragmentos (contigs) de Gallus gallus (NW_001476149,
NW 001476304, NW_001479482, NW_001484776), e estes foram localizados na sequéncia
do transcrito da aRyR de peru (EU177005.1), utilizando-se o programa BLAST (ALTSHUL
et al., 1997). O contig NW_001476149 (Anexo 1) foi localizado no intervalo de 6506 a 7405
do transcrito da aRyR de peru, dentro da regido descrita como hotspot 2 segundo Strasburg e
Chiang (2009). Sendo assim, a sequéncia do contig NW_001476149 foi utilizada para a
selecdo de mais dez novos pares de primers que foram denominados de 1 2RyR, 2 2RyR,
3 2RyR, 4 2RyR, 5 2RyR, 6 2RyR, 7 2RyR, 8 2RyR, 9 2RyR e 10 2RyR (Tabela 2)
utilizando o programa Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2007).

Tabela 2 — Primers Forward ¢ Reverse desenhados para a amplificagdo de fragmentos na

regido hotspot 2 do gene aRyR em frango baseando-se na sequéncia do contig
NW 001476149, com o tamanho do fragmento esperado em pares de base (pb)

Ident. Primer Forward (5’ —3”) Primer Reverse (5’ - 3) Tam. (pb)
1 2RyR CAGAGCATCGGGAACATCAT GGTGACCATTTTGGGGAAG 153
2 2RyR GCTTCCCCAAAATGGTCAC CTGTTCTCCAGCAGGTAGCC 112
3 2RyR CCGCTTCCTCTGCTACTTCT CCAACTCGTTGTTGTCGATG 161
4 2RyR ACAACAACGAGTTGGCACTG CTCACCGTTGACGAAGACG 188
5 2RyR CAAGGGTTACCCCGACATC GTTTTCCTCCACGCTCTCAC 103
6_2RyR GTGAGAGCGTGGAGGAAAAC CCCTCCTCCTCTCCTTCTTG 183
7 2RyR GCCATTAAGATCAGCGAGGA GCTTGGATCAGGTGCATTTC 191
8 2RyR GAAATGCACCTGATCCAAGC CACCACGTTCCCGTCTTT 144
9 2RyR AGGAAGCCGACCTCCAAC TGGGGGTCATCAGCCTTC 604
10 2RyR CTCACCATCACCTGCATGAC TCTTACAGCCGTCCCGTATC 193
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4.2.4.2 Amplificagdo da regido estudada

ApoOs a realizagdo dos gradientes de temperatura de pareamento dos primers
1 2RyR, 2 2RyR, 3 2RyR, 4 2RyR, 5 2RyR, 6 2RyR, 7 2RyR, 8 2RyR, 9 2RyR e
10 2RyR, foi realizada a amplificacdo das amostras de DNA através da analise de PCR em
termociclador (Veriti'/Modelo 96-Well Thermal Cycler —Applied Biosystems). A reagdo de
PCR consistiu em um volume final de 25 uL, correspondendo a 50 ng do DNA da amostra, 10
uM de primers foward e reverse, 0,1 mM de dANTP, 2,5 mM de MgSO,, 1U da enzima
Platinum® High Fidelity Tag DNA polimerase (Invitrogen), e tampdo de PCR 1x (60 mM
Tris-SO4/pH 8,9 e 18 mM Sulfato de amonio). As temperaturas e numero de ciclos utilizadas
no Termociclador foram de 2 minutos a 95 °C para desnaturagdo inicial, seguida de 35 ciclos
de 95 °C por 30 segundos (desnaturacdo), 65 °C (pareamento) por 30 segundos e 72 °C por 1
minuto e 30 segundos (extensdo) e uma extensao final a 72 °C por 8 minutos.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v)
a 5 v/em por 2 horas em tampdo TBE 1X (Tris, Acido Bérico, EDTA). A seguir o gel foi
fotografado em fotodocumentador (sistema KODAK Eletctrophoresis Documentation and
Anlysis System 290) e os produtos de PCR foram recortados e purificados com a utiliza¢do do

kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega), seguindo o protocolo do fabricante.

4.2.4.3 Obtencao de clones recombinantes

Os produtos de PCR purificados foram ligados ao vetor TOPO TA Cloning®

(Invitrogen), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Apos a ligagdo dos produtos de

PCR, células eletrocompetentes de E. coli (DHS5a) foram transformadas com plasmidio
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contendo inserto via eletroporagdo segundo Miller e Nickoloff (1995). Foram entdo
aliquotados 3,0 uL da reacao de ligagao e adicionados a 50 uL de células eletrocompetentes
de Escherichia coli (DH5a). Em seguida realizou-se a descarga elétrica em Eletroporador
Micropulse (Bio Rad) ajustado para 2,5 KV e controlador de pulso 200 Q (AUSUBEL et
al.,1995). Apos a descarga elétrica adicionou-se 1,0 mL de meio de cultura SOC previamente
preparado e acondicionado em tubos falcon e incubou-se a 37 °C com agitacdo de 190 rpm
(rotagdo por minuto) por 1 hora.

Passado este tempo, 400 uL do meio contendo as células crescidas foram
semeadas em placas contendo agar LB com ampicilina (100 pg/mL) e 50 puL de IPTG
(Isopropil-B-thiogalactopiranoside 100 mM) e 10 pL de X-GAL (5-Bromo-4cloro-3indodil-
BD-galactoside 50 mg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. A selegdo de
clones transformantes contendo o inserto se deu, sendo que coldnias brancas indicam que o
inserto foi inserido e as coldnias azuis que o inserto ndo se ligou ao vetor (Figura 7). Em
seguida, foram isolados trés clones recombinantes de cada amostra e procedeu-se a extragao

de plasmideos em microplacas para posterior seqlienciamento de DNA.

Figura 7 — Placas de petri com crescimento de colonias de E. coli tranformadas (brancas) e

nao transformadas (azuis).
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4.2.4.4 Extracao do DNA plasmidial

A extragao dos plasmidios foi realizada conforme Sambrook et al. (1989), pelo
método miniprep em microplacas que foi compativel e indicado para o equipamento usado no
seqlienciamento de DNA, ABI 3100 (Applied Biosystems, E.U.A).

As microplacas consistem de 96 pogos. A cada pogo foi adicionado 1 mL de meio
de cultura Circle Grow (CG) contendo 100 pg/mL de ampicilina e foram inoculadas as
colonias brancas individualmente com auxilio de palitos de madeira esterilizados. Apos
inoculacdo a microplaca foi selada com adesivo e pequenos furos foram feitos com auxilio de
uma agulha flambada para permitir a aeragdo. As placas foram incubadas a 37 °C por 16 a 18
horas com agitagao.

Ap6s incubagdo, as microplacas foram submetidas a centrifugagdo a 4.000 giros
por 6 min. a 10 °C. O sobrenadante foi descartado e a microplaca invertida em um papel
absorvente por 5 minutos. Posteriormente adicionou-se a cada pogo 200 uL. de uma solugdo
de ressuspensdo celular contendo 1% de glicose, 0,01M de EDTA e 0,026 M de Tris-HCl
(solu¢ao GET). Os pogos foram novamente selados e agitados vigorosamente por 2 minutos
com auxilio do vortex. Em seguida a microplaca foi centrifugada a 4.000 giros por 9 min. a 10
°C para a sedimentagdo das células. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida em
papel absorvente por 5 minutos. Adicionou-se a cada pogo 65 pL contendo 6 mL de solugao
GET e 250 pL. de RNAse A (20 mg/mL). Todo o material foi transferido para uma nova
microplaca de fundo em U e entdo foram acrescentados em cada pogo 65 pL de uma solucao
de NaOH 0,2 N/SDS 1%, a placa foi selada e invertida manualmente de 5 a 10 vezes. O
sistema foi incubado por 10 min. em gelo e centrifugado (4.000 giros) por alguns segundos.

Adicionou-se apds a neutralizagdo 60 uL em cada pogo de acetato de potassio 3M e a placa
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selada com adesivo e agitada 10 vezes por inversao. Em seguida foi incubado por 10 minutos
em gelo e centrifugado a 4.000 rpm por 15 min. a 4 °C.

Uma placa Millipore (MAGV N22) foi fixada em uma microplaca em fundo V, e
transferiu-se 100 uL do sobrenadante obtido na microplaca em U. Apos foi centrifugado a
4.000 rpm por 5 min. a 4 °C até que todo o volume foi filtrado para a microplaca em fundo V.
A placa de millipore foi removida e descartada e pipetou-se 80 uL. de isopropanol (Merck) ao
filtrado para a precipitacdo do DNA, o qual foi centrifugado a 4.000 giros por 45 min. a4 °C e
o sobrenadante foi descartado. Em seguida foram adicionados a cada poco 150 pL de etanol
70% (Merck, E.U.A.) e novamente centrifugado (4.000 rpm, 5 minutos, 4 °C).

A microplaca foi invertida e deixada a temperatura ambiente por 60 minutos. As
amostras de DNA foram entdo ressuspendidas em 30 pL de dgua ultra pura e deixadas em
repouso por 12h a temperatura ambiente e finalmente foram armazenadas a —20°C para

utilizag@o posterior no seqiienciamento do DNA.

4.2.4.4.1 Digestao

Para confirmar a presenca do inserto optou-se pela digestdo prévia de aliquotas
das amostras com a enzima de restricdo ECORI. Foram transferidos 5,0 puL dos plasmidios
extraidos pelo método de microplacas para uma placa 96-pocos contendo 10 uL de mistura
com a reagdo de transcricdo. A mistura foi preparada previamente e composta de 1,5 pL de
tampdo da enzima (React 3) (10X), 5U da enzima ECORI e 8,0 uL de agua MilliQ. A reagao
foi incubada a 37 °C por 2 h. Apods a digestdo, foram adicionados 2,0 pL de tampao de
amostra (Sacarose 40% e Azul de Bromofenol 0,25%) em cada pogo da placa. As amostras

foram aplicadas em gel de agarose 1 % contendo 4,0 puLL de brometo de etidio e procedeu-se a
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eletroforese em tampao TBE (Tris, Acido Bérico e EDTA) 1X, a 120 V (5V/cm) durante duas
horas. Apods a eletroforese, os fragmentos foram visualizados em luz ultravioleta e

fotografados.

4.2.4.5 Sequenciamento

Foi utilizado o método PCR cycle sequencing, sistema ABI Prism Big Dye
Terminator Cycle sequencing Kit, versdo 2 (Applied Biosystems Corp., Califérnia, USA).
Foram utilizados os primers universais M13 (5'TGTAAAACGACGGCCAGT 3") que
possibilitam a amplificacdo a partir de uma regido plasmidial localizada proxima ao inserto.
Cada reagdo foi montada da seguinte forma: 3,7 pL de 4gua destilada; 2,0 uL de solugao
(0,2M Tris-HCI pH 9 e MgCl, a 5SmM) ; 2,0 uLL de mix terminator; 0,8 uL de primer M13 (2
pmol/uL) e 1,5 uL. de DNA. As temperaturas do ciclo de PCR foram: 96 °C por 2 minutos
mais 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos.

Apos a reacao de PCR as amostras amplificadas foram submetidas a precipitacao
alcoodlica em placa. Foram entdo adicionados 80 uL de isopropanol 75% a cada amostra e
centrifugados a 4.000 giros por 45 minutos. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida
em papel absorvente. Em seguida 100 pL de etanol 70% foram aplicados e o sistema
centrifugado a 4.000 giros por 15 min. O sobrenadante novamente foi descartado e o
precipitado foi seco a temperatura ambiente e protegido da luz.

Apo6s a precipitacio do DNA, foram adicionados em cada amostra 10 uL de
formamida e as placas foram levadas ao termociclador a 95°C e imediatamente colocadas no
gelo. O objetivo desse procedimento foi promover nova desnaturacdo do DNA expondo as

fitas da hélice, melhorando a eficiéncia na leitura do seqiienciador. A separagdo dos
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fragmentos de PCR marcados foi realizado em seqiienciador automatico ABI 3100 (Applied
Biosystems). As seqiiéncias foram nomeadas conforme o nome da placa e posigdo do clone na
mesma.

Os cromatogramas foram analisados visualmente e os contigs montados através
do programa ContigExpress do pacote Vector NTI Suite 8 (InforMax). Para verificar a
possivel similaridade das sequéncias obtidas com as sequéncias de outros organismos no

GenBank, foram utilizadas as ferramentas BLASTN ¢ BLASTX (ALTSHUL et al., 1997).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste Halotano e Caracterizagdo da Carne PSE

Das 851 aves utilizadas no experimento, um total de 94 aves foram sensiveis ao

anestésico halotano. Apos o teste halotano os animais foram abatidos e selecionados 154 filés

para a caracterizacio da carne PSE, oriundos de 94 frangos sensiveis ao halotano (HAL") e de

60 frangos ndo sensiveis ao halotano (HAL"). Destas amostras, 42,2% foram caracterizadas

como PSE, sendo 64,6% dos filés PSE procedentes de aves sensiveis ao halotano (HAL"). E

dos filés normais, 58,4 % foram de aves também sensiveis ao halotano (Figura 8).
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Figura 8 — Frequéncia da sensibilidade das aves ao anestésico halotano e caracterizagdo da

carne PSE de filés de (n=154) de frangos.

ApoOs a caracterizagdo do PSE, selecionou-se 50 amostras de sangue, obtida dos

frangos abatidos e caracterizados para a extracdo do DNA, sendo 25 oriundas de frangos
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caracterizados como PSE e todos sensiveis ao gas halotano (HAL"), e 25 dos frangos do
grupo normal sendo que dois animais dos 25 normais apresentaram sensibilidade ao halotano
(HAL"), e o restante (23) foi insensivel ao anestésico (HAL"). Em perus de acordo com
estudos realizados por Owens et al. (2000) 47 % das aves PSE foram sensiveis ao anestésico
halotano. Marchi et al. (2010) verificaram também uma relagdo direta entre a sensibilidade ao
halotano e a ocorréncia de filés PSE em aves, demonstrando que o halotano mostrou ser um
agente estressor desencadeando alteracdes bioquimicas nos musculos das aves semelhantes as
desencadeadas pelo estresse térmico pré-abate em aves caracterizadas PSE. Contudo, no
presente estudo o halotano ndo se mostrou tao eficiente quanto em suinos para determinagao
do fenotipo PSE.

Na Tabela 3 estao apresentados os resultados dos valores médios das analises
fisicas de pH, luminosidade (valor de L*) e CRA das 50 amostras de carne de peito dos
frangos PSE e normais utilizados na extra¢gdo do DNA. Todas as andlises fisicas de pH, L* e
CRA indicaram diferenga estatistica pelo teste t de Student (p< 0,05) entre as amostras de
carnes PSE e normais. A caracterizagdo da carne PSE pode ser obtida pela mensuracao de
dois parametros, o valor de pH, que indicard PSE em valores abaixo de 5,8 e a obten¢do do
valor colorimétrico da luminosidade (L*) que sdo considerados valores maiores que 54
(SOARES et al., 2002; BARBUT, 1997). Além dessas duas medidas, considerou-se um
terceiro parametro, a capacidade de retengdo de agua (CRA), conforme Olivo et al. (2001) ¢
Barbut (1997), as carnes PSE apresentam uma CRA menor do que as carnes normais.
Segundo Shimokomaki et al. (2006), com a diminuigdo do pH, ocorre aumento da
birrefringéncia, com menos luz sendo transmitida através das fibras e mais luz sendo dispersa.
Existindo entdo, uma correlagcdo inversa entre os valores de pH e de L*, ou seja, quanto menor
o pH, maior serd o valor de L*, ou vice-versa. Como as propriedades funcionais da carne

dependem do seu pH final, assim quanto maior for o valor de L*, menor sera a capacidade de
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retencdo de agua (CRA), um pardmetro importante para a qualidade da carne. Os valores

obtidos de pH, L* e CRA corroboram com os autores acima na caracterizagao da carne PSE.

Tabela 3 - Valores de pH, cor (L*) e CRA de filés PSE e Normais de frango:

Filés pH L* (0 a 100) CRA (%)
PSE (n=25) 5,73+ 0,03 57,19+ 0,51 68,67°+ 0,80
Normal (n=25) 5,97+ 0,03 51,39°+ 0,37 73,11°+ 0,75

*Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste t de Student (p< 0,05)

5.2 Extra¢ao do DNA Total e Sele¢do da Regido Génica

Foi possivel a extracdo do DNA total de todas as 50 amostras de sangue, obtidas
dos frangos estudados. Na abordagem inicial do trabalho considerando-se a proximidade
evolutiva entre frangos e perus, foram utlizados pares de primers desenhados para
amplificacdo do gene aRyR de peru, sendo eles: 1RyR;, 11 RyR;; 2 RyRy, 21 RyR;, 3 RyR; e
31 RyR;, obtidos do estudo realizado por Chiang et. al (2007). Contudo, ndo foi possivel a
amplificagdo das diferentes regides hotspot estudadas em frangos utilizando estes primers
desenhados para peru.

Na tentiva de se resolver este problema, a seqiiéncia do gene aRyR de frangos foi
pesquisada no banco de dados, a fim de que se pudesse desenhar primers especificos para

frangos. Contudo, apesar do sequenciamento quase completo do genoma de Gallus gallus

(http://www.ensembl.org/Gallus_gallus/Info/Index), a seqiiéncia do gene oRyR ndo foi
identificada. Estando disponivel apenas parte da seqiiéncia codificadora desse gene, ou seja,
apenas 2031pb (OTTINI et al.,, 1996). Essa regido do cDNA disponivel em frangos
corresponde a porcao C terminal da proteina, lembrando que as regides que contém mutagdes
relevantes em suinos € humanos estao contidas nas regides N terminal e central.

Para se buscar a seqiiéncia de DNA de frangos, a seqiiéncia de perus foi

submetida ao programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), que procura seqiiéncias similares


http://www.ensembl.org/Gallus_gallus/Info/Index
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disponiveis no Genbank (NCBI), e foram encontrados quatro contigs genOmicos,
NW 001476149, NW_001476304, NW_001479482 ¢ NW _001484776, que foram entdo
localizados na sequéncia de cDNA do gene aRyR de peru (EU177005.1). Destes quatro, o
contig NW 001476149 (Anexo 1) foi localizado no intervalo 6506 a 7405 da aRyR de peru,
situada na regido central da proteina, sendo utilizado para a sintese de mais dez pares de
primers, sendo eles: 1 2RyR, 2 2RyR, 3 2RyR, 4 2RyR, 5 2RyR, 6 2RyR, 7 2RyR,
8 2RyR, 9 2RyR ¢ 10 2RyR. Destes, apenas o par de primer 9 2RyR (forward: 5'-
AGGAAGCCGACCTCCAAC-3" e reverse: 5'-TGGGGGTCATCAGCCTTC-3") amplificou
a regido hotspot 2 de frango (Figura 9).

O gene que codifica para a RyR1 em humanos se destaca pelo seu grande
tamanho (153.865 pares de base), pelo nimero de exons e de introns. Menos de 10 % de
sequéncias (15.114 pb) se distribuem entre os mais de 90 exons que codificam para a proteina
(NCBI, 2010). Destaca-se também o grande tamanho dos introns, o que dificulta o
seqlienciamento a partir do conhecimento de partes da sequéncia do transcrito. No caso de
peru tem-se a sequéncia completa do transcrito do gene aRyR (EU177005.1), com
aproximadamente 15.153 pb, mas ndo se tem a sequéncia completa do gene aRyR (CHIANG

etal., 2007).
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6351 GGGGG AGCTG GTGCG GGCGC TGCCC AAGGC TTACA CCATC AGCGC CCACT
6401 CGGTG CCCGA CACCA CGGCG CTGCT CGAGT GCCTG GGGCA GATCC GCTCG
6451 CTGCT CATCG TACAG ATGGG GCCCG AGGAG GAGAA CCTCA TGATA CAGAG
6501 CATCG GGAAC ATCAT GAACA ACAAA GTCTT CTACC AGCAC CCCAA CCTGA ™
6551 TGCGG GCGCT GGGGA TGCAC GAGAC GGTCA TGCAG GTGAT GGTGA GCGTG
6601 CTGGG CGGCG GCGAG ACCAA GGAGA TCCGC TTCCC CAAAA TGGTC ACCAA
6651 CTGCT GCCGC TTCCT CTGCT ACTTC TGCCG CATCA GCCGC CAGAA CCAGC
6701 GCTCC ATGTT CGACC ACCTG GGCTA CCTGC TGGAG AACAG CAGCA TCGGC
6751 CTGGG CATGC AGGGC TCCAC CCCAT TGGAC GTGGC GGCCG CTTCT GTCAT
6801 CGACA ACAAC GAGTT GGCAC TGGCA CTGAA GGAGC AGGAC CTGGA GAAGG
Hotspot2 > 6851 TGGTG ACGTA CCTGG CGAGC TGCGG GCTGC AGAGC TGCCC CATGC TGCTG

6387a 7374 6901 TCCAA GGGTT ACCCC GACAT CGGCT GGAAC CCCTG CGGGG GGGAG CGCTA <;? con; do
6951 CCTCG ACTTC CTGCG CTTCG CCGTC TTCGT CAACG GTGAG AGCGT GGAGG —NW 0014%6149
7001 AAAAC GCCAA CGTGG TGGTC CGGCT GCTGA TCCGA CGCCC CGAAT GCTTC 6566a7405

7051 GGGCC GGCGC TGCGC GGGGA GGGGG GCAGC GGGCT GCTGG CCGCC ATCGA
7101 GGACG CCATT AAGAT CAGCG AGGAT CCGGC ACGGG ACGGC CCCAC CGTCA
7151 AGAAG GAGAG GAGGA GGGAG ATATT CGGGG CAGAG GAGCC CCACG AGGAG
7201 AACCG CGTCC ACCTG GGCAA CGCCA TCATG TCCTT CTACG CCGCC TCGAT
7251 CGACC TGCTG GGCCG CTGCG CCCCC GAAAT GCACC TGATC CAAGC AGGGA
7301 AGGGC GAAGC ECIGC_GGAIC_CGCGC_CAI&C TGCGC TCCCT GGTGC CACTG
7351 GATGA CCTGG FGGGC GTCAT CAGCC TCCUC CTGCA GATCC CGGCC TTCGG
7401 GAAAG ACGGG AACGT GGTGC AGCCC CGCAT GGCTG CCAGC TTTGT GCCGG _J
7451 ACCAC AAGGC TCCCA TGGTG CTTEI-CCICCACCCC GITTA-CGGCA TCGAG
7501 ACGCA GCAGT TCCTG CTCCA CGTEC TGGAG GTCGG _CTTCC TGCCC GACAT

A

Localizagio do fragmento estudado na
sequénciade peru 7361 a 7541

Figura 9 — Sequéncia parcial do ¢cDNA do gene oRyR de peru (EU177005.1) com a
localizagdo da regidao hotspot 2 e do contig NW 00147614 (nucleotideos em vermelho.
Localizagdo do fragmento estudado em frango (nucleotideos verde) e localizagdo dos

iniciadores (nucleotideos na caixa em destaque amarelo).

5.3 Amplificacao da Regido Estudada e Sequenciamento

O PCR com os primers selecionados a partir da sequéncia de Gallus gallus, contig
NW 001476149, geraram amplificagdes de fragmentos de aproximadamente 604
nucleotideos (nt) nas 50 amostras de DNA obtidas a partir dos grupos de frangos PSE e

Normais (Figuras 10 e 11 e Anexo 2).
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Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificagdo dos frangos PSE.
Linha 1: Marcador de massa molecular de 100 pb (Invitrogen); Linhas 2 a 22: amostras de

DNA de frangos PSE; Linha 23: Branco (sem DNA).
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificacdo dos frangos
normais. Linha 1: Marcador de massa molecular de 100 pb (Invitrogen); Linhas 2 a 20:

amostras de DNA de frangos normais; Linha 21: Branco (sem DNA).

Analisando as sequéncias génicas dos 50 animais, identificou-se em frangos com
e sem PSE um polimorfismo na posicdo 585 caracterizado pela substituicdo de um

nucleotideo, uma G (Guanina) para uma A (Adenina), ou vice versa, sugerindo como em
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perus a existéncia de dois alelos (sequéncia gendmica I e II) desse gene. Essas sequéncias
gendmicas, I e II, foram depositados no GenBank, com os nimeros de acesso HN153277 e
HR30866, respectivamente. A sequéncia gendmica I contendo o nucleotideo G (Guanina) na
posicdo 585 ocorreu com maior freqiiéncia (82%) nas aves estudadas. Enquanto que nove
animais (18%) foram heterozigotos e apresentaram ambas sequéncias genomicas (Figuras 12
e 13). Essa substitui¢ao ndo sindonima foi observada tanto em animais PSE como em normais,
fato também observado para perus, que possuem dois alelos € nenhum deles foi relacionado
com a ocorréncia de PSE nestas aves (CHIANG et al., 2004).

Sequéncia gendmica II, com a substituicdo do nucleotideo A por G na posi¢do 585
levou a alteracao na sequéncia de aminoacidos em relagao a I e a sequéncia de aRYR de perus
depositada no GenBank (EU177005.1), trocando-se uma Valina por uma Metionina (Figura
13). Com auxilio do programa SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant/http:/sift.jcvi.org/),
verificou-se que essa substitui¢do pode ocasionar alteracdo na estrutura da proteina, mas que

essa alteracao pode ser toleravel.
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571 585 604

Frango 09 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Frango 10 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Frango 17 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Frango 18 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Frango 19 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Frango 20 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Frango 40 Nor Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Frango 45 Nor Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Frango 50 Nor Clone 1 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT

Figura 12 — Alinhamento da sequéncia parcial de nucleotideos dos nove frangos que
apresentaram polimorfismo (sequéncias gendmicas I e II) na posi¢ao 585 do fragmento obtido
do gene aRyR em frango. Em negrito: a identificagdo do nucleotideo alterado na sequéncia do

fragmento.
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Intron

46 a 466
1 Exon 1 l Exon 2
Line1 Chicken_fragment TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAG 'GTGT....CCGC ACGGGAACGTGGTGCAG
Line2 Chicken_CDS GV I S LPL QI P AF G K D G N V V Q
Line3 EU177005_Turkey GV I S LPL QI P AF G K D G N V V Q

Linel Chicken_fragment CCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAAAGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGG
Line2 Chicken_CDS P RMAASTFV P DHI KA APMYVYLF LD R VY G
Line3 EU177005 Turky P R M A A S F V P D H K A PM V LF L D R VY G

585
p 604
Line'1 Chicken_fragment ATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCAQ , [TGTTGGAGGTCGGCTTCCT
54
Line2 Chicken CDS I ET aaftF LLH‘“‘;I LEV GEF
Line3 FU177005.Turkey | E T Q Q F LLH V L E V G F

Figura 13 — Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do fragmento obtido em frango com a
tradugao da sequéncia de aminoacidos, indicando o nucleotideo (posi¢ao 585) e o aminoacido
(posicao 54) alterado na regido codificadora. Linha 1: Nucleotideos coloridos em vermelho,
azul, pink e verde correspondem aos codons da regido codificadora e pretos a regido nao
codificadora. Linha 2: Letras pretas sequéncias de aminoacidos e em vermelho aminoacido
alterado da sequéncia de proteinas do gene aRyR em frango. Linha 3: Sequéncia de

aminoacidos do gene aRyR de peru (2455 a 2513)

Alinhando-se a sequéncia gendmica [ que foi a de maior ocorréncia nas aves
avaliadas, com a sequéncia do mRNA do gene aRyR de peru (EU177005.1) pelo programa
BLAST 2 sequences (ALTSCHUL et al., 1997) foram localizados pelo menos 2 exons
parciais (1 a 45 ¢ 467 a 604) ¢ um intron completo (46 a 466) (Figura 14). A sequéncia que
compreende os exons concateados (181 nt) foi designada como regido codificadora (CR).
Conforme o alinhamento mostrado na Figura 14, ha uma alta similaridade na sequéncia desse

gene com o transcrito da aRyR de peru.
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1 45 76 -

Chicken fragment TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGEGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGRT)

- [ Exon 1

7361 7405

EU177005 Turkey TGGGCGTCATCAGCCTCCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAG
1 .
GCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGEGCET TCTGGGGCGCTATGGGGCET TCTGGGGTGCTGTGGGGCTCTATG| |
GGGTGCTGTGGGGCTCTGTGGGGTGCTATGGGGT CCTGCAGGGCTCTATGGGGT GCTGTGGGGCTCTGTAGGGCAC z:iéZSG

Chicken_fragment { TATGGGGTACTATGGGATGCTGTGGEGCTCTATGGEGTGCTGTGTGGCTCTGTGAGGTGCTATGGGGCACTGTGAGH
GTGGGCAGTGGGGCACTGTGGCGCTCTATGGGGCGCTGTGAGGT GCTGTGGEET CCTGTGGGGCTCTGTGAGGTGC
TGTGGGGTCCTGIGGAGCTCTCTGGGACTCTGTGGGGCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGETGEG
457 467

Chicken fragment GTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACARAGCCCCCATGET]

7404
EU177005 Turkey -—————————- AGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCTGCCAGCTTTGTGCCGGACCACAAGGCTCCCATGGT
604 | Exon 2
Chicken_fragment GCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGARACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGETCGGCTTCCT
7541
EU177005 Turkey GCTTTTCCTGGACCGCGTTTACAGCATCGAGACGCAGCAGTTCCTECTCCACGTGCTGGAGGTCGGCTTCCT

Figura 14 — Alinhamento do fragmento com 604 pb sequenciado com a sequéncia (-16 cDNA
do gene aRyR de peru. E localizagcdo dos exons 1 e 2 do fragmento de frango confrontado
com a sequéncia de peru. Letras azuis: Regido CR da sequéncia do fragmento obtido em
frango. Identificagdo dos exons 1 (1 a45) e 2 (467 a 604); Letras vermelhas: sequéncia parcial
do cDNA do gene aRyR de peru; Letras verdes: Diferencas observadas entre a sequéncia do

fragmento obtido em frango e a sequéncia de mRNA da aRyR de peru.

Foram identificadas diferengas em 13 posi¢cdes com mutagdes silenciosas (Figura
14), porém o alinhamento da proteina predita a partir da CR apresenta 100% de identidade
com a sequéncia da proteina do gene aRyR de peru (EU177005.1) (Figura 15). Além da
similaridade com a sequéncia de peru, observou-se a similaridade da aRyR com outras
espécies, como ra, rato, suino, humano e coelho disponiveis no GenBank (NCBI). O grau de
identidade com essas espécies foi de 84% para a Ra e 81% para as outras espécies de

mamiferos (Figura 15).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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BAA04646 Bullfrog 2454 GUISLPLQIPAFGKDGNTIEPKMSASFVPDHKABMVLFLDRVYGIDNQDFLLOVLEVGF 2512
NP 033135 Mouse 2469 GIISLPLQIPTLGKDGALVQPKMSASFVPDHKASMVLFLDRVYGTENQDFLLEVLDVGF 2527
AAA31119 Pig 2469 GITISLPLQIPTLGKDGALVQPKMSASFVPDHKASMVLFLDRVYGTENQDFLLHVLDVGF 2527
NP 000531 Human 2468 GIISLPLQIPTLGKDGATVQPKMSASFVPDHKASMVLFLDRVYGTENQDFLLHEVLDVGF 2526
P11716 Rabit 2468 GIISLPLQIPTLGKDGALVQPKMSASFVPDHKASMVLFLDRVYGIENQDFLLHVLDVGF 2526
EU177005 Turkey 2455 GVISLPLQIPAFGKDGNVVQPRMAASFVPDHKABMVLFLDRVYGIETQQFLLAVLEVGF 2513
Chicken CR 3 GVISLPLOTPAFGKDGNVVQPRMAASFVPDHKABMVLFLDRVYGIETQOFLLAVLEVGF 179

Figura 15 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina aRYR de frango com a
sequéncia da mesma proteina de outros organismos. Colunas em branco indicam identidade
completa e colunas em verde e amarelo indicam identidade parcial entre a CR do fragmento

obtido ¢ a aRYR das demais espécies.

A regido estudada quando comparada a outros organismos se localiza na regido
final hotspot 2 da aRyR de peru. As regides 1 (1 a 1000 aminoacidos); regido 2 (2000 a 3000)
e regido 3 (4000 a 5000) sdo regides conservadas entre as espécies, tornando-se com isso
importantes focos de estudo (STRASBURG E CHIANG, 2009; CHIANG et al., 2007; BRINI,
2004). Muitas doencgas principalmente a Hipertermia Maligna (HM) em humano tém sido
relacionadas a mutagdes localizadas nas regides 1 e 2 do gene RyR1 (BRINI, 2004) e de
acordo com Chiang et al. (2004) mais de vinte mutagdes foram localizadas nestas regides.

A CR do fragmento estudado esta localizada entre dois dominios na sequéncia de
aminodcidos da proteina aRYR de peru (EU177005.1), o pFam01365 (RIH-RYDR_ITPR) e o
pFam02026 (Figura 16). Essa localiza¢do corrobora com a RyR1 de suino e de humanos. O
pFam01365 (localizagdo em peru: 2143-2351) ¢ um dos dominios extracelulares dos dois
tipos de canais de cdlcio, ou seja, esta regido ¢ encontrada nos receptores de rianodina e no
receptor inositol 1,4,5-trifosfato. O dominio pode formar um sitio de ligagdo para o IP3. J4 o
pFam02026 (2721-2815aa) ndo apresenta funcdo definida. Mas a regido CR estudada
encontra-se mais proxima do dominio pFam01365, ou seja, estd a aproximadamente 102

aminoacidos de distancia do fim do dominio, entre os aminoacidos 2453 a 2513.
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Regido CR: 7361-7541 nt
2453 a 2513 aminoacidos

2000 3000 4000 S050

1 1000
Query seq. e w1 1 ek el el—— 1 — 1 o —— i — 11 01—
Superfanilies N HHI %pw @@ §pR) £PRY) @@ @ RR

Hulti-domains Hotspot 2 Hotspot 3

Hotspot 1
pFam 01365 pFam 02026

(2143 a 2351)
Figura 16 — Identifica¢do de dominios da sequéncia de cDNA do geno oRyR de peru

(EU177005.1). Localizagao em peru da regiao codante do fragmento estudado em frango.

Os resultados apresentados no capitulo 2 deste trabalho geraram um artigo
cientifico que estd apresentado conforme segue no item 9 e que foi submetido ao periddico

Genetics and Molecular Research.



136

6 CONCLUSAO

O teste halotano utilizado nao foi eficaz para a sele¢ao do fendtipo PSE nas aves
estudadas. Foi possivel a amplificagdo de um fragmento de 604 nucleotideos que apresentou
similaridade com a proteina receptora de rianodina tipo 1 de outros organismos, tendo maior
similaridade com a isoforma alfa de peru sendo localizado especificamente no final da regido
hotspot 2. No entanto, o fragmento estudado dentro da regido hotspot 2 ndo foram
encontradas mutacdes relevantes que pudessem alterar a atividade da proteina aRYR

causando o PSE.
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8 ANEXOS
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8.1 ANEXO 1 — Sequéncia gendmica do contig NW _001476149.1 de Gallus gallus obtida do

GenBank/NCBI

>gi|118123545|ref |[NW_001476149.1|GgaUn_WGA13993 2 Gallus gallus genomic
contig, reference assembly (based on Gallus _gallus-2.1)

GCAAAGGGACCCCACGGCCGCCCCACGGCCGCGCCGCGGCGCCCCACGCACCGTGTCGAGGGAGGCGGCG
GCGCGCATGCCGGGCAGGAAGCCGACCTCCAACACGTGGAGGAGGAACTGCTGCGTTTCGATCCCATAAA
CGCGGTCCAGGAACAGCACCATGGGGGCTTTGTGGTCCGGCACGAAATTGGCCCCCACGCGGGGCTGCAC
CACGTTCCCGTCTGCGGGACAACCCCACGGCGCCCCATAGCGCGGCACAACGCCTCACAGAGCCCCACAG
AGTCCCAGAGAGCTCCACAGGACCCCACAGCACCTCACAGAGCCCCACAGGACCCCACAGCACCTCACAG
CGCCCCATAGAGCGCCACAGTGCCCCACTGCCCACCTCACAGTGCCCCATAGCACCTCACAGAGCCACAC
AGCACCCCATAGAGCCCCACAGCATCCCATAGTACCCCATAGTGCCCTACAGAGCCCCACAGCACCCCAT
AGAGCCCTGCAGGACCCCATAGCACCCCACAGAGCCCCACAGCACCCCATAGAGCCCCACAGCACCCCAG
AACGCCCCATAGCGCCCCAGAACGCCCCACAGAGCCCCGCAGCACCTCATAGCACCCCACAGCCCACCCC
CCAGCGCCCCACACCTTTCCCGAAGGCCGGGATCTGCAGGGGAAGGCTGATGACCCCCACCAGGTCGTCC
AGCGGCACCAGGGAGCGCAGGATGGCGCGGATCCGCAGCGCTTCGCCCTTCCCCGCCTGGATCAGCTGTG
GGGCGGGAGGTGGGGGGGGGGGCGGTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGGGATACGGGGGGGGATATGGG
GTCAGCCACCCCGTGGGGAGGGGGGTATGGGGGCAGCGGGGTCGGGGGGCTCACCTTGGTCTCGCCGCCG
CCCAACACGCTCACCATCACCTGCATGACCGTCTCGTGCATCCCCAGCGCCCGCATCAGGTTGGGGTGTT
GGTAGAAGACTTTGTTGTTCATGATGTTCCTATAGGAATAGGGGGGGCAGCGGGGGTGACCCCAAAAGGC
CCCAAAAAGGGGATGGCTGGGGGGGCGGGGTCAGCGCGAAGGGATACGGGACGGCTGTAAGAGGAGGAGG
GGCAGCTGGGGGGATGTGGGGTACCCAATGGGATATGGGGCAGCTCAGGGGGATATGGGGGACACGGGGC
TCCCCGGTGAGATGTGGGGCACCCCAATGGGAGATGGAGCACCCCAATGGGAAATGGGGCACCCCAGGAG
GACACGGGACACCCCAATGGGGCA
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8.2 ANEXO 2 — Alinhamento global das sequéncias (604 nt) do fragmento obtido do gene

aRyR dos cinquenta frangos (trés clones/ave) estudados

1 104
» PSEOl-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSEOl-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE01-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE02-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE02-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE02-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE03-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE03-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE03-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE04-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE04-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE04-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE05-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE05-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE05-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE06-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE06-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE06-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE07-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE07-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE07-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE08-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE08-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE08-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE09-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE09-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE09-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGT GGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE10-cll TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE10-cl2 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
» PSE10-cl3 TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG

» PSEll-cll
» PSEll-cl2
» PSEll-cl3
» PSE12-cll
» PSE12-cl2
» PSE12-cl3
» PSE13-cll
» PSE13-cl2
» PSE13-cl3
» PSEl4-cll
» PSEl4-cl2
» PSE14-cl3
» PSE15-cll
» PSE15-cl2
» PSE15-cl3
» PSE16-cll
» PSE16-cl2
» PSE16-cl3
» PSE17-cll
» PSE17-cl2
» PSE17-cl3
» PSE18-cll
» PSE18-cl2
» PSE18-C13

» PSE19-cll

» PSE19-cl2

» PSE19-cl3

» PSE20-cll

» PSE20-cl2

» PSE20-cl3

» PSE21-cll

» PSE21-cl2

» PSE21-cl3

» PSE22-cll

» PSE22-cl2

» PSE22-cl3

» PSE23-cll

» PSE23-cl2

» PSE23-cl3

» PSE24-cll

» PSE24-cl2

» PSE24-cl3

» PSE25-cll

» PSE25-cl2

» PSE25-cl3
NORMAL26_cll
NORMAL26_cl12
NORMAL26_cl13
NORMAL27 cl1
NORMAL27 cl12
NORMAL27 c13
NORMAL28 cl1
NORMAL28 cl12
NORMAL28 c13
NORMAL29-c11l
NORMAL29-c12
NORMAL29-c13
NORMAL30-cll
NORMAL30-c12
NORMAL30-c13
NORMAL31-cll
NORMAL31-cl2
NORMAL31-cl3
NORMAL32-C11
NORMAL32-C12
NORMAL32-C13
NORMAL33-C11
NORMAL33-C12
NORMAL33-C13
NORMAL34_cll
NORMAL34_cl2
NORMAL34_c13

TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCT CTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGT GGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGTGCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGG
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GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA

156



»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»
»

PSE17-cl3
PSE18-cll
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PSE19-cll
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PSE21-cl13
PSE22-cll
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PSE23-cll
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PSE23-cl3
PSE24-cll
PSE24-cl2
PSE24-cl3
PSE25-cll
PSE25-cl2
PSE25-cl13

NORMAL26_c11
NORMAL26_c12
NORMAL26_c13
NORMAL27_cl11
NORMAL27 cl12
NORMAL27_c13
NORMAL28_cl1
NORMAL28_cl2
NORMAL28_c13
NORMAL29-c11
NORMAL29-c12
NORMAL29-c13
NORMAL30-c11
NORMAL30-c12
NORMAL30-c13
NORMAL31-cll
NORMAL31-c12
NORMAL31-c13
NORMAL32-c11
NORMAL32-c12
NORMAL32-c11
NORMAL33-c11
NORMAL33-c12
NORMAL33-c13
NORMAL34_cl11
NORMAL34_c12
NORMAL34_c13
NORMAL35-c11
NORMAL35-c12
NORMAL35-c13
NORMAL36-c11
NORMAL36-c12
NORMAL36-c13
NORMAL37_cl1
NORMAL37_cl2
NORMAL37_c13
NORMAL38_cl1
NORMAL38_c12
NORMAL38_c13
NORMAL39_cl1l
NORMAL39-c12
NORMAL39_c13
NORMAL40_c11
NORMAL40_c12
NORMAL40_c13
NORMAL41-cll
NORMAL41-c12
NORMAL41-c13
NORMAL42-c11
NORMAL42-c12
NORMAL42_c13
NORMAL43-c11
NORMAL43-c12
NORMAL43-c13
NORMAL44-cl1
NORMAL44-c12
NORMAL44-c13
NORMAL45-c11
NORMAL45-c12
NORMAL45-c13
NORMAL46-cl1
NORMAL46-c12
NORMAL46-c13
NORMAL47-cl1
NORMAL47-c12
NORMAL47-c13
NORMAL48-cl1
NORMAL48-c12
NORMAL48-c13
NORMAL49-c11
NORMAL49-c12
NORMAL49-c13
NORMAL50-c11
NORMAL50-c12
NORMAL50-c13

Consensus

PSEOl-cll
PSEO1-cl2
PSEO1-cl3
PSE02-cll
PSE02-cl2
PSE02-cl13
PSE03-cll
PSE03-cl2
PSE03-cl3

GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGT TTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAR
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGARACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA
GCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGGGTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAA

521 604
AGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
AGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
AGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
AGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
AGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
AGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
AGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
AGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
AGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGGATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
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PSEO4-cll
PSE04-cl2
PSE04-cl3
PSE05-cll
PSE05-cl2
PSE05-cl13
PSEO6-cll
PSE06-cl12
PSE06-cl13
PSEQ7-cll
PSEQ7-cl2
PSE07-cl13
PSE08-cll
PSE08-cl2
PSE08-c13
PSE09-cll
PSE09-cl2
PSE09-cl13
PSE10-cll
PSE10-cl2
PSE10-cl3
PSEll-cll
PSEll-cl2
PSEll-cl3
PSE12-cll
PSE12-cl2
PSE12-cl3
PSE13-cll
PSE13-cl2
PSE13-cl3
PSEl4-cll
PSEl4-cl2
PSE14-cl3
PSE15-cll
PSE15-cl2
PSE15-cl3
PSEl6-cll
PSEl6-cl2
PSEl6-cl3
PSE17-cll
PSE17-cl2
PSE17-cl3
PSE18-cll
PSE18-cl2
PSE18-cl3
PSE19-cll
PSE19-cl2
PSE19-cl3
PSE20-cll
PSE20-cl2
PSE20-cl3
PSE21-cll
PSE21-cl2
PSE21-cl3
PSE22-cll
PSE22-cl2
PSE22-cl3
PSE23-cll
PSE23-cl2
PSE23-cl3
PSE24-cll
PSE24-cl2
PSE24-cl3
PSE25-cll
PSE25-cl2
PSE25-cl13

NORMAL26_cl1
NORMAL26_c12
NORMAL26_c13
NORMAL27_cl1
NORMAL27_cl2
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ABSTRACT. A partir da hipotese de que alguma variagcdo no gene que codifica a aRyR em
gallus possa estar relacionada com a ocorréncia de PSE ou servir como marcador genético
para determinagdo deste tipo de carne, foi realizado o seqiienciamento de parte deste gene.
Por se tratar de um gene com cerca de 15.000 pb foram desenhados primers para amplificar
um fragmento da regido hotspot 2 (regido que contém alta densidade de mutacdes em
humanos, suinos e perus). Para isso foram utilizados 50 frangos, 25 que desenvolveram carnes
PSE e 25 que ndo desenvolveram este tipo de carne. O DNA total foi extraido a partir do
sangue dos animais, a seguir amplificado por PCR, clonado, sequenciado e utilizado para
identificacdo da existéncia de polimorfismos de nucleotideos unico (SNP*“s) nos grupos
normais ¢ PSE. O fragmento de aRyR amplificado apresentou 604 nucleotideos (nt), € um
trecho de 181 nt desse fragmento foi localizado dois exons hipotéticos na sequéncia de cDNA
da oRyR de peru. Essa sequéncia codificadora (CR) apresentou na posi¢do 585 uma
substituicdo nao sindbnima G/A em pelo menos um dos trés clones sequenciados, obtidos a
partir de nove aves, seis PSE (HAL+) e trés normais (HAL-), apresentando heterozigose. Essa
substitui¢do significa uma mudanga Met/Val na sequéncia da proteina codificada. Contudo, a
alteragdo ndo ¢ considerada suficiente para alterar a estrutura/fun¢ao da proteina.

Key words: mutation, meat quality, SNP e ryanodine receptor protein
INTRODUCAO

Carnes PSE (Pale, Soft e Exsudative) sdo caracterizadas por uma cor palida,
consisténcia flacida e baixa capacidade de reten¢do de agua (CRA) (Candek-Potokar et al.,
1998; Brewer e Mckeith, 1999). No Brasil a incidéncia de carnes PSE na industria avicola ¢é
de aproximadamente 15,86% (Soares et al., 2002). Até a ultima década, a qualidade da carne
de frango tinha apenas atributos estéticos, como cortes da pele, hematomas e outras manchas,
pois predominava a comercializagdo dos cortes “in natura”. Nos ultimos tempos a producgao
de industrializados a base de carne de frango fez com que o PSE ganhasse importancia e as
propriedades tecnologicas da carne afetadas por esse fendmeno fossem estudadas
(Shimokomaki, et al., 2006). Dentre os fatores que desencadeiam o PSE tém-se os ambientais
estressantes como o manejo, transporte, temperaturas elevadas, aglomera¢do dos animais
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durante o transporte, entre outros (Lara et al, 2002; Simdes et al., 2009) e também os
genéticos.

Ja foi comprovada que o PSE em suinos esté relacionado a fatores genéticos, onde, por
exemplo, sabe-se que a substituicdo de uma citosina por uma timina na posi¢ao 1843 do gene
que codifica a proteina rianodina do tipo 1 (RyR1) e, por conseqiiéncia, a substituicdo do
residuo de aminodcido 615 (de Arginina para Cisteina) leva a alteragdo da atividade desta
proteina, ocasionando o PSE (Fujii et al., 1991; Louis et al., 1993). A RYRI1 ¢ uma proteina
canal de célcio, presente no reticulo endoplasmatico do musculo esquelético e a mutagdo
nesta proteina leva uma alteragdo da homeostase do calcio acarretando uma sindrome
chamada PSS (Porcine Stress Sindrome). Animais com essa sindrome estao mais propensos a
desenvolver carnes PSE, pois ha uma intensa contragdo muscular, hipermetabolismo,
aceleragdo da gicolise post mortem, queda drastica do pH muscular em temperatura elevada
da carcaca (aproximadamente 35 °C) causando desnaturacdo das proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas ocorrendo a perda de exsudato (Bendeal ¢ Wismer-Perdersen, 1962), e por
consequéncia comprometimento das propriedades funcionais das proteinas da carne, como a
CRA.

Essa mesma anomalia foi observada também em humanos que apresentam
sensibilidade a anestésicos halogenados, sofrendo um enrijecimento muscular conhecido
como Hipertermia Maligna (HM). O anestésico halotano tem sido aplicado em testes para
detec¢do de suinos propensos a desenvolver carnes PSE (Louis et al.,, 1993). A intensa
contragdo muscular durante a exposicao ao halotano também foi verificada em caes, perus e
frangos (Ohnishi e Ohnishi, 1994; Owens et al., 2000). Em aves acredita-se que o PSE tenha
uma origem genética como em suinos, contudo, at¢ o momento, nenhuma muta¢do
relacionada ao PSE foi identificada nesses animais (Owens et al., 2000; Strasburg ¢ Chiang,
2003; Chiang et al., 2004).

As RYRs apresentam trés isoformas em mamiferos: RYR1, RYR2 e RYR3, que sdo
expressas em diferentes tecidos. A RYRI ¢ predominantemente expressa nas células
musculares, a RYR2 no tecido cardiaco e a RYR3 no tecido cerebral (Sutko e Airey, 1996;
Chiang et al., 2008). J4 no musculo esquelético de aves foi identificada a expressao em igual
abundancia de duas isoformas, a aRYR e a BRYR, que sdo homoélogas a RYR1 e RYR3,
respectivamente (Ottini et al.,1996). Em aves ambas as isoformas participam no processo de
excitagdo-contracdo muscular, enquanto que em mamiferos tem-se apenas a RYR1 atuando
no musculo. Oda et al. (2009), quantificando por PCR quantitativo a expressao génica das
isoformas aRYR e BRYR em duas linhagens de frangos, observaram que os animais
predispostos ao PSE apresentaram maior expressao génica da BRYR no tecido muscular
esquelético.

Algumas mutac¢des importantes sdo conhecidas no gene RyR1. Baseado na seqiiéncia
da proteina (~5038 aminoacidos), em humanos as mutagdes mais importantes estdo
localizadas em trés principais regides, chamadas hotspots 1, 2 e 3. Em humanos essas regides
sao localizadas como N-terminal (entre aminodcidos 1-614), central (entre aminoacidos
2162-2458) e C-terminal (entre aminodcidos 4800—4900) (Brini, 2004). J4 para perus,
Strasburg e Chiang (2009) define que hotspots 1, 2 e 3 estdo compreendidos entre os
aminoacidos 1 a 1000, 2000 a 3000 e 4000 a 5000, respectivamente. Essas regides sdo
descritas como cruciais para o funcionamento correto das RYRs e contém dominios altamente
conservados, responsaveis pela interagdo da proteina rianodina com outras proteinas
regulatorias e também compde a parte interna do canal de calcio. A hotspot 1 ¢ a regido da
RYRI1 que apresenta a mutacdo responsavel pelo PSE em suino e pela HM em humanos. J& na
hotspot 2 também foram identificadas muitas muta¢des que em humanos estdo associadas a
doengas como HM e doengas do nticleo central (miopatias congénitas) (Brini, 2004; Strasburg
e Chiang, 2009).
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Nenhuma mutacdo no DNA da aRyR de aves que possa estar associada com
aparecimento de carnes PSE foi descrita at¢é o momento. Em perus, embora tenham sido
localizados hotspots e verificados transcritos variantes da RYR1 em aves que desenvolveram
PSE, ndo foram identificadas mutacdes relacionadas a ocorréncia do fendmeno (Chiang et al.,
2004). O mesmo foi observado por Ziober et al.(2010 e 2009) num estudo com frangos, em
que foi verificada a ocorréncia de transcritos “sem sentido” e com stop codon prematuro em
animais PSE submetidos ao halotano e estresse térmico na regiao hotspotl do gene aRyR.
Embora o genoma do frango j& esteja quase completamente seqilienciado
(http://www.ensembl.org/Gallus_gallus/Info/Index), resta ainda conhecer a sequéncia
gendmica e do transcrito completo da aRyR nessa espécie. Alguns fragmentos do gene ja
foram seqiienciados, entre eles o mais conhecido ¢ um fragmento de 2031 pb da regido C-
terminal, disponivel no GenBank (X95266.1), resultado de um estudo realizado por Ottini et
al. (1996). Para os hotspots 1 e 2, onde se espera encontrar mutagdes relacionadas com o PSE,
pouco se conhece até o momento. Sendo assim o presente trabalho teve por objetivo clonar e
seqlienciar um fragmento localizado na regido hotspot 2 do DNA genomico de frangos, e
identificar polimorfismos tnico de nucleotideos (SNPs) em animais que foram submetidos ao
teste halotano e que desenvolveram PSE, que pudessem explicar a alteragdo fenotipica, como
ocorre em suinos ou que pudesse atuar como marcador genético.

MATERIAL E METODOS
Teste halotano e abate das aves

Foram utilizados 851 frangos da linhagem RosS, com idades entre 42 a 45 dias. As aves foram
mantidas até o momento do abate dentro dos padrdes e normas técnicas de acordo com a
portaria nimero 210 de 10/11/1998-Regulamento Técnico de Inspecdo Tecnoldgica e
Higiénico-Sanitaria de Carne de Aves (Brasil, 2010a), levando também em consideracao a
instru¢cao normativa niamero 3 de 17/01/2000 do abate humanitario (Brasil, 2010b). A aves
foram submetidas ao teste halotano 48 horas antes do abate, segundo Marchi et al. (2009).
Animais que apresentaram rigidez muscular foram classificados como sensiveis ao halotano
(HAL+) com predisposicao a desenvolvimento de PSE e animais que ndo mostraram alteragao
foram considerados insensiveis ao halotano (HAL-). O abate foi realizado em uma linha
comercial seguindo as etapas de insensibilizacdo, escaldagem, depenagem, evisceracdo e
resfriamento (Guarnieri et al., 2004). Minutos antes da sangria foram retiradas aliquotas de
aproximadamente 2,0 mL de sangue da artéria jugular e acondicionadas em tubos de 4,5 mL
contendo K3 EDTA (marca: Labor Import), armazenados a -20°C para a extragdo do DNA.

Caracterizacao da carne PSE

Uma amostragem de aproximadamente 154 filés de peito de frango dos animais
classificados pelo teste halotano e abatidos foram selecionados para a caracterizacao do PSE,
que foi realizada com base na determina¢do do pH, luminosidade (valor de L* - sistema
CIELAB) e CRA. Carne do peito com valores de pHaa4p, inferior a 5,8 e valor de L*,4, maior
que 53 foram classificadas como PSE (Barbut, 1997; Soares et al., 2002). As medidas de pH
foram realizadas diretamente na parte cranial ventral do filé, conforme descrito por Olivo et
al. (2001), com auxilio do potencidometro de contato (marca: Testo 205). Para a determinagao
do valor de L* (luminosidade) utilizou-se o colorimetro Minolta. E a CRA foi realizada de
acordo com o método descrito por Barbut (1997).
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Extracdo do DNA genémico

Foram selecionadas amostras de sangue de 50 aves, apOs a caracterizagao da carne
PSE, e as aves foram separadas em dois grupos, PSE (25) e Normais (25). As amostras de
sangue foram submetidas a extracdo do DNA com a utilizacdo do reagente DNAzol BD
(Invitrogen), seguindo-se especificagdes do fabricante.

Selecdo da regido génica

Foram identificados quatro contigs de gallus obtidos do GenBank/NCBI
(NW_001476149, NW_001476304, NW_001479482, NW_001484776), e estes foram
localizados na sequéncia do transcrito da aRyR de peru (EU177005.1), utilizando-se o
programa BLAST (Altshul et al., 1997). O contig NW_001476149 foi localizado no intervalo
de 6506 a 7405 do transcrito da aRyR de peru, dentro da regido descrita como hotspot 2
segundo Strasburg e Chiang (2009). Sendo assim, a sequéncia do conting NW 001476149 foi
utilizada para a sele¢do dos primers forward (5'-AGGAAGCCGACCTCCAAC-3") e reverse
(5'-TGGGGGTCATCAGCCTTC-3"), utilizando o programa Primer3Plus (Untergasser et al.,
2007).

Verificacdo da amplificacéo

A amplificagdo de uma regido de 604 pares de base (pb) deu-se por PCR (Reacdo em
cadeia da polimerase), com volume final de 25 pL, que consistiram de 50 ng da amostra de
DNA, 10 uM de primers foward e reverse, 0,1 mM de dNTP*s, 2,5 mM de MgSOy,, 1U da
enzima Platinum® High Fidelity Taq DNA polimerase (Invitrogen), e tampao de PCR (60
mM Tris-SO4/pH 8,9 e 18mM Sulfato de amodnio). A programagdo utilizada no
Termociclador (Veriti'/Modelo 96-Well Thermal Cycler —Applied Biosystems) foi de 2
minutos a 95 °C para desnaturagdo inicial, seguida de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos
(desnaturacao), 65 °C (pareamento) por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos
(extensdo) e uma extensao final a 72 °C por 8 minutos.

O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) a 5 v/em
por 2 horas. A seguir o gel foi fotografado em fotodocumentador (sistema KODAK
Eletctrophoresis Documentation and Anlysis System 290) e os produtos de PCR foram
recortados e purificados com a utilizagdo do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega), seguindo o protocolo do fabricante.

Obtencéao de clones recombinantes

Os produtos de PCR purificados foram ligados ao vetor TOPO TA Cloning®
(Invitrogen), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Apos a ligacdo dos produtos de
PCR, células eletrocompetentes de E. coli (DHS5a) foram transformadas com plasmidio
contendo inserto via eletroporagdao segundo Miller e Nickoloff (1995). Foram isolados trés
clones recombinantes de cada amostra e procedeu-se a extracdo de plasmideos em
microplacas para posterior seqiienciamento.

Sequenciamento e analise dos resultados
Para o sequenciamento foram utilizados os primers universais M13 e o kit BigDye®

Terminator v3.1 (Applied Biosystems). O sequenciamento foi realizado em sequenciador ABI
3100 (Applied Biosystems). Os cromatogramas foram analisados visualmente e as sequéncias
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comparadas através do programa ContigExpress do pacote Vector NTI Suite 8 (InforMax).
Para verificar a possivel similaridade das sequéncias obtidas com as sequéncias de outros
organismos no GenBank, foram utilizados os programas BLASTN ¢ BLASTX (ALTSHUL et
al., 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 851 aves utilizadas no experimento, 94 animais foram sensiveis ao anestésico
halotano (HAL +) e dos 154 filés avaliados na caracterizacao da carne PSE, 42,2% foram PSE
e destes, 64,6% foram HAL+. Ja dos 50 animais selecionados para a extracdo do DNA, os 25
caracterizados como PSE, todos foram sensiveis ao gas halotano (HAL+). E entre as aves do
grupo normal (Controle), dois animais apresentaram sensibilidade ao halotano (HAL+), e o
restante (23) foi insensivel ao anestésico (HAL-). Contudo, o teste do halotano em aves ndo ¢
tdo eficiente quanto em suinos para determinacdo do fenoétipo PSE. Em perus de acordo com
estudos realizados por Owens et al. (2000) ndo ¢ um método tdo eficaz, gerando duvidas no
momento da sua avaliagdo. Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados dos valores médios
das andlises fisicas de pH, luminosidade (valor de L*) e CRA das cinqiienta amostras de carne
de peito dos frangos PSE e normais utilizados na extragdo do DNA.

Inserir Tabela 1

A caracterizagdo da carne PSE pode ser obtida pela mensuragdo de dois pardmetros, o
valor de pH, que indicara PSE em valores abaixo de 5,8 e a obtengdo do valor colorimétrico
da luminosidade (L*) que sdo considerados valores iguais ou maiores que 54,0 (Barbut,
1997). Além desses dois, considerou-se um terceiro parametro, a capacidade de retencdo de
agua (CRA), conforme Barbut (1997) e Olivo et al. (2001), as carnes PSE apresentam uma
CRA menor do que as carnes normais. Segundo Shimokomaki et al. (2006), com a diminui¢ao
do pH, ocorre aumento da birrefringéncia, com menos luz sendo transmitida através das fibras
e mais luz sendo dispersa. Existe uma correlagdo inversa entre os valores de pH e de L*, ou
seja, quanto menor o pH, maior sera o valor de L*, ou vice-versa. Como as propriedades
funcionais da carne dependem do seu pH final, assim quanto maior for o valor de L*, menor
serd a capacidade de retencdo de agua (CRA), um pardmetro importante para a qualidade da
carne. Os valores obtidos de pH, L* e CRA corroboram com os autores acima na
caracterizacdo da carne PSE e conforme pode ser observado na tabela 1, os dados mostram
que as trés analises fisicas diferiram estatisticamente pelo teste t de Student (p< 0,05) entre os
grupos de animais estudados (PSE e normais).

O gene que codifica para a RyR1 em humanos se destaca pelo seu grande tamanho
(153865 pares de base), pelo numero de exons e de introns. Menos de 10 % da seqiiéncia do
gene (15114 pb) se distribui entre os mais de 90 exons que codificam para a proteina.
Destaca-se também o grande tamanho dos introns, o que dificulta o seqiienciamento a partir
do conhecimento de partes da sequéncia do transcrito apenas. No caso de peru tem-se a
sequéncia completa do transcrito do gene aRyR (EU177005.1), com 15.153 pb, ja4 em frango,
apenas 2031 pb do gene aRyR foi seqiienciado (Ottini et al., 1996). O PCR com os primers
selecionados a partir da sequéncia de gallus, contig NW_ 001476149, geraram amplifica¢des
de fragmentos de aproximadamente 600 nucleotideos nas 50 amostras de DNA obtidas a
partir dos grupos de aves PSE e Normais (Figura 1).

Inserir Figura 1
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Analisando as sequéncias dos 50 animais avaliados, identificou-se em frangos com e
sem PSE a ocorréncia de duas sequéncias gendmicas, depositados no GeneBank, com os
numeros de acesso HN153277 e HR30866, que foram designados de sequéncias gendmicas |
e I, respectivamente. Na posi¢ao 585 da sequéncia de DNA do fragmento obtido verificou-se
a substituicdo de um nucleotideo, uma A (Adenina) para uma G (Guanina), ou vice versa. A
seqiiéncia gendomica I contendo o nucleotideo G (Guanina) na posi¢ao 585 ocorreu com maior
(82%) freqiiéncia nas aves estudadas, enquanto que nove animais (18%) foram heterozigotos
e apresentaram ambas as seqiliéncias (Figuras 2 e 3). Essa substituicdo foi observada tanto em
animais PSE como em normais (controle), fato também observado para perus, onde foi
identificada a existéncia de dois alelos e nenhum deles foi relacionado com a ocorréncia de
PSE nestas aves (Chiang et al., 2004).

A sequéncia gendmica II, com a substituicdo do nucleotideo A por G na posig¢do 585
levou a alteragdo na sequéncia de aminoacidos em relacao ao I e a sequéncia de cDNA do
gene oRyR de perus depositada no GeneBank (EU177005.1), trocando-se uma Valina por
uma Metionina (Figura 3). Com auxilio do programa SIFT (Sorting Intolerant From
Tolerant/http://sift.jevi.org/), verificou-se que essa substitui¢do pode ocasionar alteragdo na
estrutura da proteina e que essa alteragao pode ser toleravel.

Inserir Figura 2
Inserir Figura 3

Alinhando o fragmento da sequéncia gendmica I que foi o de maior ocorréncia nas
aves avaliadas, com a sequéncia de cDNA do gene aRyR de peru (EU177005.1) pelo
programa bl2seq (Altschul et al., 1997) foram localizados pelo menos 2 exons parciais (1 a 45
e 467 a 604) e um intron completo (46 a 466) (Figura 4). A sequéncia que compreende os
exons concatenados (181 nt) foi designada como regido codificadora (CR). Conforme o
alinhamento mostra na figura 4, ha uma alta similaridade na sequéncia desse gene com o gene
aRyR de peru.

Inserir Figura 4

Foram identificadas diferengas em 13 nucleotideos (Figura 4), porém o alinhamento da
proteina predita a partir da regido CR apresenta 100% de identidade com a sequéncia de
proteinas do gene aRyR de peru (EU177005) (Figura 5). Além da similaridade com a
sequéncia de peru, observou-se a similaridade da aRYR com outras espécies, como ra, rato,
suino, humano e coelho disponiveis no GenBank (NCBI). O grau de identidade com essas
espécies foi de 84% para a Ra e 81% para as outras espécies de mamiferos (Figura 5).

Inserir Figura 5

A regido estudada quando comparada a outros organismos se localiza na regido final
hotspot 2 da aRyR de peru, sendo esta uma regido conservada. As regides 1 (1 a 1000
aminoacidos); regido 2 (2000 a 3000) e regido 3 (4000 a 5000) sdo regides conservadas entre
as espécies, tornando-se com isso importantes focos de estudo (Strasburg e Chiang, 2009;
Chiang, Yoon e Linz, 2007; Brini, 2004). Muitas doengas principalmente a Hipertermia
Maligna (HM) em humano tem sido relacionadas a mutagdes localizadas nas regides 1 e 2 do
gene RyR1(Brini, 2004) e de acordo com Chiang et al. (2004) mais de vinte mutagdes que
resultam em troca de aminoacidos, além de uma dele¢do de aminoacido foram localizadas
nestas regioes.
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A CR do fragmento estudado esta localizada entre dois dominios, o pFam01365 (RIH-
RYDR ITPR) e o pFam02026 (RyR) na sequéncia mRNA do gene aRyR de peru
(EU177005). Essa localizagdo estd de acordo com a RyRI1 de suino e de humanos. O
pFam01365 (localizagdo em peru: 2143-2351) ¢ um dos dominios extracelulares dos dois
tipos de canais de célcio, ou seja, esta regido ¢ encontrada nos receptores de rianodina € no
receptor inositol 1,4,5-trifosfato. O dominio pode formar um sitio de ligagdo para o IP3. J4 o
pFam02026 (2721-2815aa) nao apresenta funcdo definida. Mas a regido CR estudada
encontra-se mais proxima do dominio pFam01365, ou seja, estd a aproximadamente 102
aminoacidos de distancia do fim do dominio, entre os aminoacidos 2453 a 2513.

CONCLUSAO

O fragmento obtido de 604 nucleotideos (nt) apresentou similaridade com outros
organismos com a proteina receptora de rianodina tipo 1, tendo maior similaridade com a
isoforma alfa de peru sendo localizado no final da regido hotspot 2 desta sequéncia. A
identificacdo de duas seqii€ncias polimoérficas ocorreu em ambos os grupos, PSE e normais, e
ndo foram conclusivos para a determina¢do do PSE em frangos. Porém estes resultados
adicionam novas informagdes em regides desconhecidas do genoma de Gallus gallus.
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Tabela 1 - Valores médios de pH, cor (L*) e CRA dos filés PSE e Normais das aves estudadas:
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Filés pH L* (0 a 100) CRA (%)
PSE (n=25) 5,73°+0,03 57,19° % 0,51 68,67°+ 0,80
Normal (n=25) 5,97° + 0,03 51,39+ 0,37 73,11°+ 0,75

*Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste t de Student (p< 0,05)
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificagio. Linha 1: Marcador de massa
molecular de 100pb (Invitrogen); Linhas 2-5: amostras de DNA de frangos PSE; Linhas 6-9: amostras de DNA
de frangos Normais
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571 585 604

Chicken 05 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACEBTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Chicken 10 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACGBTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACETGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Chicken 17 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Chicken 18 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGBTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Chicken 19 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACEBTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Chicken 20 PSE Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACBTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Chicken 40 Nor Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACEBTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACETGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Chicken 45 Nor Clone 1 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Chicken 50 Nor Clone 1 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 2 AGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
Clone 3 AGTTCCTCCTCCACATGTTGGAGGTCGGCTTCCT

Figura 2. Alinhamento da sequéncia parcial de nucleotideos dos nove frangos que apresentaram poliformismo
(sequéncias gendmicas I e II) na posicdo 585 do fragmento obtido do gene aRyR em frango. Em negrito: a
identificagdo do nucleotideo alterado na sequéncia do fragmento.
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Intron

46 a 466
1 Exon 1 l Exon 2
Linel Chicken_fragment TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAG 'GTGT....CCGC ACGGGAACGTGGTGCAG
Line2 Chicken_CDS GV I S LPL QI P AF G K D G N V V Q
Line3 EU177005_Turkey GV I SLPLOQI P AF G K D G N V V Q

Linel Chicken_fragment CCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAAAGCCCCCATGGTGCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGG

Line2 Chicken_CDS P RMAA ASTFV P DU HI KA APMVYVIULFLDU R VY G
Line3 EU177005 Tukey P R M A A S F V P D H K A PM V LF LD R VY G
585

E 604
Line 1 Chicken_fragment ATCGAAACGCAGCAGTTCCTCCTCCAQ , |TETTGGAGGTCGGCTTCCT

Line2 Chicken_CDS I ET QQF LLH L E V GF

(2 <]

Line3 EU177005_Turkey | E T Q Q F L L H V L E V GF

Figura 3. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do fragmento obtido em frango com a tradugdo da
sequéncia de aminoacidos, indicando o nucleotideo (posi¢do 585) e o aminoacido alterado na CR. Linha 1:
Nucleotideos coloridos em vermelho, azul, pink e verde correspondem aos codons da CR e pretos a regido nao
codificadora. Linha 2: Letras pretas sequéncias de aminoacidos e em vermelho aminoacido alterado da sequéncia
de proteinas do gene aRyR em frango. Linha 3: Sequéncia de aminoacidos do gene aRyR de peru (2455 a 2513)
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i, 45 76
Chicken fragment TGGGGGTCATCAGCCTTCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGARAGGTGTGGGGCGCTGGGGGGTGGGCTGTGGGGT
- 7361 7405 [ dexent
EU177005 Turkey TGGGCGTCATCAGCCTCCCCCTGCAGATCCCGGCCTTCGGGAAAG
77 _
GCTATGAGGTGCTGCGGGGCTCTGTGGGGCGTTCTGGGGCGCTATGGGGCGTTCTGGGGTGCTGTGGGGCTCTATG| |
GGGTGCTGTGGGGCTCTGTGGGGTGCTATGGGGTCCTGCAGGGCTCTATGGGGTGCTGTGGGGCTCTGTAGGGCAC :?:é:ss
Chicken fragment { TATGGGGTACTATGGGATGCTGTGGGGCTCTATGGGGTGCTGTGTGGCTCTGTGAGGTGCTATGGGGCACTGTGAG
GTGGGCAGTGGGGCACTGTGGCGCTCTATGGGGCGCTGTGAGGTGCTGTGGGGT CCTGTGGGGCTCTGTGAGGTGC
TGTGGGGTCCTGTGGAGCTCTCTGGGACTCTGTGGGGCTCTGTGAGGCGCTGTGGGGCGCTATGGGGCGCCGTGGEG
457 467
Chicken_ fragment GTTGTCCCGCAGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCCGCCAGTTTCGTGCCGGACCACAAAGCCCCCATGGT)
7404
EU177005_Iurkey 7777777777 AGACGGGAACGTGGTGCAGCCCCGCATGGCTGCCAGCT TTGTGCCGGACCACARGGCTCCCATGGT
604 | Exon 2
Chicken fragment GCTGTTCCTGGACCGCGTTTATGGCGATCGARACGCAGCAGTTCCTCCTCCACGTGTTGGAGGTCGGCTTCCT
7541
EU177005_Turkey GCTTTTCCTGGACCGCGTTTACAGCATCGAGACGCAGCAGTTCCTGECTCCACGTGCTGGAGGTCGGCTTCCT ]

Figura 4. Alinhamento do fragmento com 604 pb seqiienciado (sequéncia gendmica I) com a sequéncia de
dDNA do gene aRyR de peru. E localizagdo dos exons 1 e 2 do fragmento na sequéncia de peru. Letras azuis:
CR da sequéncia do fragmento obtido em frango. Identificagdo dos exons 1 (1 a 45) e 2 (467 a 604); Letras
vermelhas: sequéncia parcial de cDNA do gene aRyR de peru; Letras verdes: Diferencas observadas entre a
sequéncia do fragmento obtido em frango e a sequéncia de cDNA da aRyR de peru.
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BAA(4646 Bullfrog 2454
NP 033135 Mouse 2469
AAA31119 Pig 2469
NP_000531 Human 2468

P11716_Rabit 2468
EU177005 Turkey 2455
Chicken CR 3

GVUISLPLOTPAFGKDGNT TE PKMSASFVPDEKABMVLFLDRVYGI DNQDFLLQVLEVGF
GIISLPLQIPTLGKDGALVQPKMSASFVPDHKASMVLFLDRVYGIENQDFLLAVLDVGF
GIISLPLQIPTLGKDGALVQPKMSASFVPDHKASMVLFLDRVYGIENQDFLLAVLDVGF
GITSLPLOTPTLGKDGALVQPRMSASFVPDHKASMVLFLDRVYG NQD:EE‘IV;DVGF
GITSLPLOTPTLGKDGA P@SASFVPDHKASMVLFLDRVYG%NQD DVGF
GVISLPLOIPAFGKDG] PRMAASFVPDHKABMVLFLDRVYGIETQQFLLAVLEVGF

RMAASFVPDHKAPMVLFLDRVYGIETQQOFLLEVLEVGF

GVISLPLOIPAFGKDG]

2512
2527
2527
2526
2526
2513
179

Figura 5. Alinhamento das proteinas da CR com outros organismos. Colunas em branco indicam identidade
completa e colunas em verde e amarelo indicam identidade parcial entre a CR do fragmento obtido e a aRYR

das demais espécies.
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