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Resumo 
 

Os ovinos crioulos constituem uma raça autóctone do sul do Brasil, descendente 

dos ovinos trazidos para a América do Sul no século XVII, que apresenta uma variedade de 

cores na sua lã, utilizada como matéria-prima para produtos artesanais. A melanina, 

pigmento responsável pela coloração da lã, pode ser classificada em dois tipos, a 

feomelanina, responsável pelas cores claras (do amarelo ao vermelho) e a eumelanina, 

pelas escuras (do marrom ao preto) estando diversos genes envolvidos no controle da 

produção dos dois tipos de melanina pelos melanócitos. Alterações relacionadas às 

variações na cor da lã em diferentes raças foram descritas nos genes do receptor 1 da 

melanocortina (MC1R), da proteína sinalizadora agouti (ASIP) e da proteína associada à 

tirosinase 1 (TYRP1). O objetivo deste trabalho foi verificar a associação entre marcadores 

moleculares SNP e STR, ligados aos genes MC1R, ASIP e TYRP1 e a cor da lã nos ovinos 

crioulos. Foram observados ovinos brancos, pretos, marrons, cinzas e beges. Os genótipos 

encontrados confirmaram a segregação dos alelos do gene MC1R com a cor dos animais. 

O alelo dominante do gene MC1R foi encontrado apenas nos animais que apresentaram 

cores, enquanto os animais brancos apresentaram apenas o alelo selvagem recessivo, 

demonstrando a influência do gene MC1R no controle da cor da lã nos ovinos crioulos. Foi 

observada a ação de mais loci na determinação da cor da lã juntamente com o gene MC1R 

na população analisada. Os marcadores microssatélites apresentaram altos valores de 

diversidade e foi observado o desequilíbrio de ligação entre os pares de marcadores 

HUJ616 e CTSBJ12, e BMS678 e In5-TYRP1. Foram observadas diferenças na 

distribuição dos alelos dos marcadores BMS678 e In5-TYRP1, classificados quanto ao 

tamanho, nos animais com colorações claras e escuras. Os resultados indicam que variados 

mecanismos estão envolvidos no controle da pigmentação nos ovinos crioulos, 

demonstrando a necessidade de programas de preservação da raça para a conservação do 

seu potencial genético e desta diversidade e auxiliando os cruzamentos e a seleção de 

rebanhos para a produção de lãs naturalmente coloridas.  

 

 

Palavras-chave: lã, coloração, marcadores, melanina, ovino crioulo. 
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Abstract 
 

Creole sheep is a Brazilian indigenous sheep, descendant from the first sheep breed 

brought to South American in the XVII century, which present a variety of colors on their 

wool that have been used for handicraft production. Melanin is the pigment responsible for 

wool coloration, and could be classified in two types, the phaeomelanin, responsible for 

light colors (from yellow to red) and the eumelanin, responsible for dark colors (from 

brown to black). There are many genes involved in the control of the production of both 

types of melanin in melanocytes. Variation in the wool color in different sheep breeds had 

been described in the melanocortin 1 receptor (MC1R), agouti signaling protein (ASIP) 

and tyrosinase related protein 1 (TYRP1) genes. The aim of this study is to determine the 

posssible association between molecular markers (SNPs and STRs) linked to MC1R, ASIP 

and TYRP1 genes and the wool color in  Creole sheep. Five colors have been observed in 

the population, white, black, brown, gray and tan. The results confirmed the co-segregation 

of the MC1R alleles and the sheep colors. The MC1R dominant allele was found only in 

colored animals while the white animals presented only the recessive wild allele, 

demonstrating the influence of the MC1R in the color of Crioula sheep. The action of 

others loci had been previously observed together with MC1R to control the color pattern. 

The molecular markers had shown high diversity and the linkage disequilibrium was 

observed between the pairs HUJ616 and CTSBJ12, and BMS678 and In5-TYRP1. 

Differences between allele distribuition of BMS678 and In5-TYRP1 markers (classified by 

their size) was observed in  light and dark sheep. The results indicate that several 

mechanisms are involved in the control of pigmentation in Creola sheep, showing the need 

of conservations programs to keep this breed diversity and genetic potential, helping the 

breeders in the crossbreeding and selection of sheep to the production of the naturally 

colored wool. 

 

Keywords: wool, color, markers, melanin, crioula sheep breed. 
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1 – Revisão Bibliográfica 

1.1 - Introdução 

A coloração nos animais é o resultado da quantidade, tipo e distribuição da 

melanina na pele, pêlos e olhos. A melanina é produzida em organelas denominadas 

melanossomas, existentes em células especializadas da pele, olhos, matriz capilar, mucosas 

e sistema nervoso central, chamadas melanócitos. Os melanócitos são células derivadas da 

crista neural e apresentam processos dendríticos com queratinócitos próximos no tecido 

epidérmico, nos quais depositam as melanossomas através de exocitose. As melanossomas 

irão agir como proteção contra danos causados pela radiação ultravioleta e fornecer 

coloração à pele e pêlos (Ito e Wakamatsu, 2003; Sulaimon e Kitchell, 2003). 

A melanina realiza importantes funções incluindo termorregulação, camuflagem, 

atração sexual, sinalização e fotoproteção (Ito e Wakamatsu, 2003; Jawor e Breitwisch, 

2003; Rees, 2003). É um pigmento biopolimérico denso, insolúvel e de alto peso molecular 

formado por quantidades variáveis dos aminoácidos tirosina e cisteína, através de reações 

catalisadas pela enzima tirosinase, considerada a enzima limitante para sua síntese 

(Sponenberg, 1997; Klungland e Vage, 2000; Sánchez Más et al., 2003). 

Dois tipos básicos de pigmentos melanínicos são produzidos nos mamíferos, a 

feomelanina e a eumelanina, e a proporção entre os dois tipos é um dos principais 

determinantes da cor dos animais (Gantz e Fong, 2003). Os melanócitos são capazes de 

produzir ambos os pigmentos, porém normalmente ocorre a produção preferencial de um 

tipo (Sponenberg, 1997). A feomelanina é produzida em níveis basais de atividade da 

tirosinase, sendo responsável pelas colorações claras, com tons variando do amarelado 

avermelhado ao marrom claro. A eumelanina é produzida em condições de alta atividade 
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da tirosinase, produzindo de colorações marrons escuras a pretas (Graham et al., 1997; 

Sulaimon e Kitchell, 2003; Ito e Wakamatsu, 2003). 

A alteração da produção de feomelanina para eumelanina é fisiologicamente 

regulada, principalmente, pela presença do hormônio melanócito estimulante ou 

melanocortina (α-MSH). O α-MSH é um hormônio pituitário derivado por clivagem 

proteolítica do pré-hormônio polipeptídico pró-opiomelanocortina (POMC), produzido na 

glândula pituitária, hipotálamo, tronco cerebral e em tecidos periféricos como a pele 

(Dinulescu e Cone, 2000; Millington, 2006). O α-MSH se liga ao receptor 1 da 

melanocortina (MC1R) localizado na membrana dos melanócitos levando à produção de 

eumelanina através de uma cascata de sinalização. Na ausência do α-MSH apenas a 

feomelanina é produzida (Klungland e Vage, 2000; Bennet e Lamoreux, 2003; Sulaimon e 

Kitchell, 2003). 

Após a estimulação pelo α-MSH o MC1R altera a sua conformação, ligando-se à 

proteína G heterotrimérica, a qual ativa a adenilato ciclase, elevando os níveis de cAMP 

(3’-5’- adenosina monofosfato cíclica), levando ao aumento da ativação de quinases 

dependentes de cAMP, resultando na estimulação da tirosinase (Vanetti et al., 1994; 

Klungland et al., 1995). A enzima tirosinase realiza basicamente as reações de conversão 

da tirosina em 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) e de DOPA para dopaquinona (DQ) no 

complexo de Golgi (Figura 1). Após a ativação da tirosinase pelo α-MSH os níveis de DQ 

se elevam, havendo um efeito negativo na produção de feomelanina e a produção de 

eumelanina é favorecida (Klungland e Vage, 2000; Sulaimon e Kitchell, 2003). 

A coloração final dos animais é o resultado da interação entre o efeito das 

alterações nos diversos genes envolvidos nas etapas do processo de pigmentação 

(Sponenberg, 1997; Jordan e Beermann, 2000; Sulaimon e Kitchell, 2003). Bennet e 

Lamoreaux (2003) descreveram a existência de mais de 800 alelos em 127 loci que afetam 

a pigmentação em camundongos, distribuídos em grupos funcionais e representando genes 

envolvidos no desenvolvimento, diferenciação e sobrevivência dos melanócitos, em 

componentes dos melanossomas, no controle do tipo de melanina produzida e com efeitos 

sistêmicos. Estudos com diferentes populações de animais demonstraram que fenótipos 

com colorações similares podem ter bases genéticas diferentes, com mutações localizadas 

em genes variados, ressaltando o envolvimento de diversos genes no controle da 
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pigmentação (Klungland e Vage, 2000; Eizirik et al., 2003; Hoekstra e Nachman, 2003; 

Hoekstra e Price, 2004; Hoekstra et al., 2006). 

 

 

Figura 1: Metabolismo da síntese de melanina demonstrando as diferentes etapas e 

enzimas envolvidas na produção de eumelanina e feomelanina (adaptado de Lamoreux et 

al., 2001). 

Em ovinos, foram identificadas variações em 11 loci relacionados à pigmentação da 

lã: agouti, albino, australian piebald, marrom, extensão, pigmented head, roan, spotting, 

sur bukhara, sur surkhandarya e ticking, os quais interagem para a produção da cor da lã 

em diferentes raças ovinas. Embora estes loci tenham grande importância na qualidade da 

lã, apenas alguns destes foram caracterizados quanto à herança dos alelos, base molecular 

responsável pela ação dos genes e pela variação observada nas raças de diferentes regiões 

do mundo (Sponenberg, 1997; Parsons et al., 1999b; Vage et al., 1999; Vage et al., 2003; 

Gratten et al., 2007; Renieri et al., 2008). 
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Os loci envolvidos na cor da lã dos ovinos apresentam-se distribuídos de forma 

desigual entre as raças, apresentando alto polimorfismo em algumas e apenas um alelo em 

outras. A fixação de alguns alelos em determinadas raças, principalmente às de fenótipo 

branco, tem dificultado o estudo deste parâmetro (Sponenberg, 1997). 

Assim como a cor branca, as outras cores existentes na lã dos ovinos representam o 

efeito dos diversos loci envolvidos no controle da pigmentação da lã e as diferenças na 

história da domesticação e seleção das raças e necessitam de maiores estudos para a sua 

caracterização molecular, definição do padrão de herança, determinação das interações 

entre os loci responsáveis pelo fenótipo final observado nas diferentes raças e para a 

preservação da diversidade genética destes. 

Três loci foram analisados molecularmente em ovinos quanto à sua influência na 

regulação da coloração da lã em algumas raças de ovinos. O locus extensão, codificado 

pelo gene do receptor 1 da melanocortina (MC1R), o locus agouti, codificado pelo gene da 

proteína sinalizadora agouti (ASIP) e o locus marrom, codificado pelo gene da proteína 

associada à tirosinase 1 (TYRP1). Estes loci apresentam-se portanto como candidatos a 

estarem envolvidos no controle da pigmentação em outras raças e serão revisados nos itens 

seguintes deste trabalho. 
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1.2 – Locus extensão: Receptor 1 da Melanocortina (MC1R) 
 

O MC1R é um gene central no controle da variação da cor em mamíferos, sendo 

altamente conservado em diferentes grupos animais (Klungland et al., 1999). Pertence à 

família de receptores com sete hélices transmembranares acoplados à proteína G e à 

subfamília dos receptores de melanocortina formada por cinco membros (MC1R – MC5R). 

Está envolvido na estimulação da tirosinase e no controle da síntese de feomelanina e 

eumelanina nos melanócitos (Klungland e Vage, 2000). Corresponde ao locus da cor da 

pelagem extensão (E) descrito em mamíferos e em outros grupos como aves e répteis 

(Bennet e Lamoreux, 2003; Mundy, 2005; Hoekstra, 2006). É uma proteína de membrana 

integral de 45 kDa, formada por 317 aminoácidos, codificados em um único éxon 

(Chhajlani e Wikberg, 1992; Vanetti et al., 1994; García-Borrón et al., 2005; Rouzaud e 

Hearing, 2005). 

Apesar do papel central do MC1R na pigmentação, mutações resultantes em 

proteínas truncadas com a consequente perda de função foram descritas em algumas 

espécies, como em camundongos (Bennet e Lamoreux, 2003), bovinos (Klungland et al., 

1995; Rouzaud et al., 2000) e cães (Evertes et al., 2000; Newton et al., 2000) indicando 

que o não funcionamento do gene não acarreta outras conseqüências além da alteração na 

cor do animal (Klungland e Vage, 2000). 

Três classes distintas do receptor podem ser observadas com base no estudo 

molecular das variações encontradas no sistema de regulação da coloração. Receptores 

constitutivamente ativos são responsáveis pelo aumento dos níveis intracelulares de cAMP, 

com produção constante de eumelanina (pigmento escuro), independente da presença do α-

MSH, seja por mudanças no sítio de ligação, ou por alterações estruturais no receptor que o 

tornam ativo. O segundo tipo de MC1R alterado representa receptores com perda de 
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função, os quais não serão estimulados pelo α-MSH, produzindo apenas a feomelanina 

(pigmento claro). Esta alteração pode ser causada por mutações que afetam o sítio de 

ligação do α-MSH ou que causam a interrupção prematura da proteína por códons de 

terminação, tornando-a não funcional. O terceiro tipo de MC1R possui comportamento 

intermediário aos dois tipos extremos anteriores. Modificações que alteram os sítios de 

ligação ou os domínios responsáveis pela resposta do MC1R a estes podem ter efeitos 

distintos na regulação da coloração dos animais (Kijas et al., 1998; Klungland e Vage, 

2000; Kijas et al., 2001; Kerns et al., 2004). 

Comparando as diferentes mutações responsáveis pela ativação constitutiva do 

MC1R, Klungland e Vage (2000) destacam a localização de substituições de um único 

nucleotídeo nos domínios transmembrana 2 e 3. As mutações descritas no MC1R no 

camundongo (E92K e L98P), na raposa (C125R) e na ovelha (D121N) estão posicionadas 

nesta parte do receptor. Através de análises in vitro, Lu et al. (1998) destacam a 

importância desta região para a interação do receptor com um resíduo de arginina no α-

MSH. A presença de aminoácidos básicos nestas posições favorece a ativação constitutiva 

do receptor através de alterações estruturais que imitam o efeito do ligante e diminuem a 

afinidade e a eficiência do agonista pela modificação do sítio de ligação, levando ao efeito 

fenotípico observado nas diferentes espécies. 

Em ovinos, a coloração preta da lã é herdada de uma maneira dominante em 

algumas raças (Sponenberg, 1997; Vage et al., 1999; Calvo et al., 2006), sendo este 

fenótipo classicamente conhecido como um alelo dominante preto do locus extensão, o 

alelo ED. Com o estabelecimento de que o gene MC1R é o responsável pelo locus extensão 

e a descrição de mutações criando um receptor constitutivamente ativo na região 

codificante do MC1R em outras espécies, foi sugerido que a coloração preta dominante em 

ovinos seria o resultado de um alelo dominante no locus extensão causado por uma versão 

constitutivamente ativa do MC1R. Vage et al. (1999) analisaram a seqüência do MC1R em 

ovinos da raça Norwegian Dala de cor branca e preta e identificaram duas mutações que 

apresentam segregação completa com a cor preta dominante na linhagem analisada. As 

mutações ocorrem no códon 73, substituindo o aminoácido metionina (Met) no alelo 

selvagem (E+) por lisina (Lys - M73K) no alelo dominante ED e no códon 121, substituindo 

um aspartato no alelo E+ por asparagina (Asp Asn – D121N) no alelo ED e estão 
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localizadas próximas à hélice transmembrana 2 (TM2) e dentro da hélice transmembrana 3 

(TM3) respectivamente, sendo, desta forma, as responsáveis pela cor preta dominante. 

Vage et al. (2003) utilizaram cinco marcadores microssatélites (BMS1355, 

TGLA357, BMS2355, BMS2213 e INRA121) previamente mapeados próximos ao gene 

MC1R no cromossomo 18, bovino, para mapear o gene MC1R ovino no cromossomo 14, 

na posição correspondente à observada em outras espécies de mamíferos. Os resultados 

dos testes da PCR-RFLP (Reação em Cadeia da Polimerase e Polimorfismo de Tamanho 

de Fragmentos de Restrição) em raças relativamente distantes (Damara, Merino Preto e 

Corriedale Preto), demonstraram a presença das mesmas mutações (M73K e D121N) no 

alelo ED identificadas anteriormente na raça Norwegian Dala (Vage et al., 1999), 

suportando a hipótese de que as duas mutações são necessárias para ativar o receptor. 

O genótipo do gene MC1R foi utilizado, juntamente com 15 marcadores 

microssatélites, em um estudo de diversidade genética da raça espanhola Manchega, uma 

raça autóctone caracterizada pela presença de duas variedades com fenótipos distintos, uma 

branca e uma preta (Calvo et al., 2006). Foram analisadas cinco populações, duas 

pertencentes à variedade branca e três à variedade preta. Os genótipos encontrados 

confirmaram a segregação dos alelos com a cor dos animais, estando o alelo selvagem 

fixado nas populações brancas, e o alelo da cor preta dominante (ED) fixado em uma 

população preta, enquanto as duas demais populações pretas apresentaram freqüências de 

0,03 e 0,21 para o alelo selvagem E+ e de 0,97 e 0,79 para o alelo dominante ED. Os 

resultados demonstraram uma alta diversidade na raça Manchega apesar do pequeno 

tamanho populacional, principalmente na variedade preta, a qual é considerada uma 

variedade rara e especialmente protegida. Os dados também demonstraram uma maior 

proximidade entre as populações brancas e a população preta com maior freqüência do 

alelo selvagem do MC1R, sugerindo a ocorrência de cruzamentos entre as variedades na 

formação deste rebanho e indicando que a presença do fenótipo preto não deve ser o único 

critério para identificação dos animais pertencentes à variedade preta (Calvo et al., 2006). 
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1.3 – Locus agouti: Proteína Sinalizadora Agouti (ASIP) 

A proteína sinalizadora agouti (agouti signaling peptide - ASIP) é uma pequena 

molécula de 131 aminoácidos que age como um antagonista competidor do α-MSH no 

MC1R (Graham et al., 1997; Sulaimon e Kitchell 2003; Wolf, 2003). A interação entre a 

expressão do α-MSH e da proteína agouti é crítica para a troca entre a produção de 

feomelanina e eumelanina nos melanócitos (Cone et al., 1996; Voisey e Van Daal, 2002). 

A síntese da proteína agouti é regulada temporal e espacialmente. Produzida pelas 

células da papila dermal, age como um sinalizador parácrino, bloqueando a ação do α-

MSH, impedindo, desta forma, a síntese de eumelanina e levando à síntese de feomelanina, 

nas regiões da epiderme em que é expressa (Dinulescu e Cone, 2000). A presença da 

proteína agouti in vitro também reduz a quantidade total de melanina produzida pelos 

melanócitos, em comparação com a quantidade produzida quando as células são 

estimuladas pelo α-MSH (Graham et al., 1997). O resultado são bandas claras e escuras ao 

longo dos pêlos, cujo fenótipo dá nome à proteína, conseqüência da regulação temporal da 

expressão, ou manchas e faixas de diferentes cores ao longo do corpo, devido à expressão 

espacial diferenciada (Sponenberg 1997; Gantz e Fong, 2003; Hoekstra, 2006). 

A estrutura do gene ASIP é complexa e o padrão de expressão da proteína é 

regulado através de splicing alternativo do transcrito primário. A seqüência do gene, no 

camundongo, consiste de três éxons codificantes, designados 2, 3 e 4, e por quatro éxons 

não codificantes, 1A, A’, B e C, localizados antes da região codificante do gene 

(upstream). A formação do RNA mensageiro (RNAm) é controlada por dois sistemas de 

controle responsáveis pela distinção na expressão temporal (envolvendo os éxons 1B e 1C) 

e espacial (incluindo os éxons 1A e A’) da proteína (Dinulescu e Cone, 2000; Voisey e 

Van Daal, 2002).  



 16 

 

 

 

 

Figura 2: Mecanismo de ação do ASIP sobre a produção de melanina nos 

melanócitos. A – Na ausência de ASIP o α-MSH ativa o MC1R levando à produção de 

cAMP e ao aumento da atividade da tirosinase (TYR), resultando na síntese de eumelanina 

a partir da tirosina. B – Quando a ASIP está presente, esta inibe a ligação do α-MSH ao 

MC1R, impedindo a estimulação da TYR e levando à produção de feomelanina. 

Mutações dominantes no locus agouti resultam na expressão ectópica da proteína. 

Além da cor amarela da pelagem, tais mutações apresentam efeitos pleiotrópicos como 

obesidade, diabetes, suscetibilidade a tumores e letalidade. Os efeitos pleiotrópicos da 

expressão “corporal” da proteína agouti estão relacionados com a interação desta com os 

outros membros da família de receptores da melanocortina, que são expressos em distintos 

tecidos e responsáveis por processos de regulação da lipólise, de alimentação, de 

termogênese, do comportamento sexual, da memória, de efeitos antiinflamatórios e 

imunológicos (Voisey e Van Daal, 2002). 

A presença de um alelo selvagem e, portanto, funcional do MC1R é essencial para a 

atuação dos alelos do locus agouti (Graham et al., 1997; Ollman et al., 1998; Voisey e Van 

Daal, 2002). Os dois loci apresentam desta forma efeitos fenotípicos opostos em relação às 

mutações de perda e ganho de função. A perda de função do MC1R leva à síntese de 

feomelanina e a fenótipos claros, o equivalente às mutações de ganho de função no agouti, 

enquanto a ativação constitutiva do MC1R apresenta fenótipos escuros devido à síntese de 

eumelanina, similar ao efeito dos alelos do locus agouti onde a proteína não é funcional ou 

não é expressa (Barsh et al., 2000; Klungland e Vage, 2000; Girardot et al., 2005). As 

mutações que tornam o MC1R constitutivamente ativo são, portanto, epistáticas sobre os 

alelos do locus agouti, impedindo a manifestação destes na variação da pigmentação dos 

animais (Vage et al., 1999). 
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O locus agouti é um dos principais determinantes da cor da lã em ovinos, possuindo 

diversos alelos, sendo considerado um dos mais complexos envolvidos na variação da 

coloração de diferentes raças de ovinos ao redor do mundo (Sponenberg, 1997). Os 

diversos alelos variam do mais dominante (AWt), com fenótipo branco ao mais recessivo 

(alelo não-agouti Aa), resultando na expressão de eumelanina na lã e no fenótipo preto, 

com alelos intermediários caracterizados por arranjos simétricos de áreas de feomelanina e 

eumelanina, nas quais, normalmente, as áreas claras são dominantes sobre as áreas escuras. 

As áreas com presença de eumelanina normalmente são pretas, embora outros loci possam 

modificar a cor, por exemplo, para marrom ou cinza. A cor das áreas de feomelanina pode 

variar dependendo do tipo de lã e do alelo agouti presente, sendo freqüentes os tons entre o 

creme e o branco, existindo também tons de marrom claro ou avermelhado (Sponenberg, 

1997; Parsons et al. 1999b). 

Existem alelos com predomínio de áreas claras no corpo, alelos predominantemente 

escuros e alelos intermediários, sendo distinguidos pelos padrões de manchas e faixas com 

diferentes cores e intensidades em partes específicas do corpo, ocorrendo em alguns casos  

a reversão do padrão de pigmentação entre alelos, em que um aparenta ser o oposto do 

outro quanto à distribuição de feomelanina e eumelanina. Alguns destes alelos foram 

descritos apenas em uma determinada raça e muitas vezes são utilizados para identificar 

animais pertencentes a elas, enquanto outros alelos estão distribuídos em diversas raças 

(Sponenberg, 1997). 

A existência do alelo recessivo do gene agouti, responsável pela presença de cor 

preta na lã, em raças onde a lã branca é um dos principais produtos, tem causado 

significantes perdas econômicas aos produtores e a sua permanência nos rebanhos é devido 

à inabilidade da identificação dos portadores do alelo recessivo (Parsons et al., 1999a; 

Parsons et al., 1999b). 

Parsons et al. (1999a) demonstraram a associação entre o fenótipo de lã preta 

recessivo existente na raça Merino Australiana e marcadores microssatélites previamente 

mapeados no cromossomo ovino 13, e utilizaram dados de mapeamento comparativo para 

sugerir o gene agouti, localizado na região correspondente em outras espécies, como 

candidato para o fenótipo. O microssatélite HUJ616 apresentou a maior proximidade ao 

locus analisado. A seqüencia da região codificante do gene agouti ovino obtida por Parsons 
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et al. (1999b) demonstrou 97% de identidade com o gene bovino tanto na sequência  dos 

nucleotídeos quanto nos aminoácidos da proteína. A similaridade com a seqüência de 

outras espécies variou entre 81 e 86% nos nucleotídeos e 72 e 81% nos aminoácidos, com 

as regiões de importância estrutural bem conservadas. Entretanto, não foram observados 

polimorfismos responsáveis pelo alelo recessivo encontrado na raça merino australiano, o 

que não permite determinar a causa da variação no locus agouti, nesta raça. 

Smit et al. (2002) descreveram um locus semelhante ao agouti (agouti-like locus) 

que difere da seqüência identificada por Parson et al. (1999b), apresentando uma deleção 

de cinco pares de bases no éxon 2, sugerindo que o fenótipo agouti é controlado por dois 

loci separados. 

Através do desenvolvimento de um mapa de ligação de marcadores microssatélites, 

Beraldi et al. (2006) mapearam um locus responsável por um padrão de manchas na 

pelagem em ovinos de vida livre da raça Soay, co-segregando com o microssatélite 

CTSBJ12, localizado no cromossomo 13 ovino, indicando o gene ASIP como gene 

candidato para a variação observada na população. 

Royo et al. (2008) observaram diferenças na expressão do RNAm do ASIP através 

da RT-PCR (Transcrição Reversa e Reação em Cadeia da Polimerase) entre animais pretos 

e brancos da raça Xalda. Os níveis de expressão nos animais pretos foram 

significativamente inferiores em relação aos animais brancos. Não foi encontrada 

associação entre o genótipo da deleção de cinco pares de bases descrita por Smit et al. 

(2002) e os níveis de expressão do RNAm do ASIP ou com a cor da pelagem. 

A estrutura genética do locus ASIP foi caracterizada por Norris e Whan (2008) 

utilizando animais das raças Romanov, Texel, Merino e Barbary. Foi identificada uma 

repetição em tandem de 190 kb (kilobases) contendo as regiões codificantes dos genes 

ASIP e hidrolase da s-adenosil-homocisteina (s-adenosylhomocysteine hydrolase - 

AHCY), e a região promotora do gene itchy homolog E3 ubiquitin protein ligase (ITCH), 

determinada como a causa genética do fenótipo branco dominante relacionado ao alelo AWt 

do locus agouti. A extremidade 5’ do ponto de quebra da duplicação é localizado 

anteriormente à região codificante do ASIP. A expressão ubiquitária da segunda cópia da 

seqüência do gene ASIP é regulada pela região promotora duplicada do gene ITCH, 
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resultando no fenótipo branco. Nos animais com o fenótipo recessivo preto foi encontrada 

apenas uma cópia do ASIP e não há expressão. O RNAm observado em altos níveis em 

diversos tecidos nos animais brancos da raça Merino inicia com dois éxons não 

codificantes (It e It’) distintos dos observados nos animais pretos. 

Apesar do locus agouti ser considerado o responsável por diversos fenótipos em 

muitas raças ovinas do mundo (Sponenberg, 1997), poucos estudos associaram sua ação à 

marcadores moleculares. A utilização de ferramentas moleculares pode permitir a 

comprovação da influencia deste gene no controle da pigmentação das raças, da 

identificação dos alelos presentes e da interação destes com os demais genes envolvidos 

nesta característica. 
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1.4 – Locus marrom: Proteína Associada à Tirosinase 1 (TYRP1) 
 

Três enzimas específicas dos melanócitos estão envolvidas na melanogênese: 

tirosinase, proteína relacionada à tirosinase 1 (TYRP1) e proteína relacionada à tirosinase 2 

(TYRP2 ou dopacromo tautomerase – DCT). As três proteínas apresentam alta identidade 

na seqüência de aminoácidos, pertencendo à chamada família de proteínas da tirosinase. A 

sua estrutura genética é similar, apresentando pequenas diferenças na composição de éxons 

e íntrons e a mesma estrutura na região promotora, tendo sido proposto que as proteínas 

TYRP1 e DCT se originaram de duplicação genética do gene da tirosinase com a 

divergência subseqüente (Camacho-Hubner et al., 2003). 

A proteína relacionada à tirosinase 1 (TYRP1) codificada pelo locus marrom é uma 

proteína de membrana dos melanossomas, composta por 537 aminoácidos, envolvida na 

melanogênese essencial de eumelanina (Zdarsky et al., 1990; Rieder et al., 2001; Guibert 

et al., 2004). 

A eumelanina é formada pela polimerização de unidades de 5,6-dihidroxiindole 

(DHI) e 5,6-dihidroxiindole-2-ácido-carboxílico (DHICA) nas formas oxidadas e 

reduzidas, enquanto a feomelanina é constituída de derivados de benzotiazina sulfurados. 

Ambos os polímeros derivam de um precursor em comum, a dopaquinona, que é produzida 

pela tirosinase a partir de tirosina. O nível elevado de atividade da tirosinase desencadeia a 

produção de eumelanina, enquanto a baixa atividade da enzima irá permitir a síntese de 

feomelanina. As proteínas acessórias da tirosinase 1 e 2 (TYRP1 e TYRP2) são necessárias 

para a síntese de eumelanina, mas não de feomelanina. A TYRP2 catalisa a tautomerização 

de dopacromo para DHICA, enquanto a oxidação da DHICA é realizada pela TYRP1, 

resultando na síntese de eumelanina. A TYRP1 possui também importância na 

estabilização da tirosinase (Lamoreux et al., 2001). 
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Segundo Sponenberg (1997) o locus marrom é o principal responsável pela 

presença de lã marrom em ovinos. Como resultado da diminuição da atividade da TYRP1 

as regiões que contém eumelanina tem a cor preta substituída pela forma marrom do 

pigmento. O peróxido de hidrogênio produzido durante a melanogênese é capaz de 

degradar a eumelanina, o que é impedido pela atividade de catalase da TYRP1. A falha 

neste mecanismo resulta no ataque do peróxido à melanina e na obtenção do fenótipo 

marrom final (Sponenberg, 1997; Sulaimon e Kitchell, 2003). 

Devido à participação da TYRP1 nas etapas finais da melanogênese, após a 

estimulação do MC1R pelo α-MSH, a coloração marrom pode substituir a preta existente 

no fenótipo esperado de qualquer alelo do locus agouti, bem como do alelo preto 

dominante do locus extensão (Sponenberg, 1997; Sulaimon e Kitchell, 2003). Estudos em 

camundongos demonstraram que mutações no TYRP1 podem alterar a densidade da 

eumelanina depositada nos melanossomas, levando à diluição na coloração observada no 

fenótipo marrom (Gratten et al., 2007). 

Berryere et al. (2003) mapearam o gene TYRP1 no cromossomo 8 bovino (BTA8) 

utilizando nove marcadores microssatélites, incluindo um localizado no íntron 5 (In5-

TYRP1) e analisaram a seqüência da região codificante do gene em animais de diferentes 

colorações. Nos animais das raças Simmental e Charolês não foram observadas 

associações entre os fenótipos diluídos e polimorfismos na seqüência do gene. Uma 

substituição do aminoácido histidina por tirosina no códon 434 apresentou associação com 

o fenótipo marrom em animais da raça Dexter, indicando que esta possa ser a responsável 

pela diluição na eumelanina nesta raça, mas não nas demais raças analisadas. 

A cor marrom apresenta diferentes tons entre as raças, e está presente de forma rara 

em diferentes raças, podendo, porém ser favorecido pela seleção artificial em outras nas 

quais uma variedade maior de cores é desejada (por exemplo, nos ovinos Shetland e 

Icelandic). Na maioria das raças comerciais os animais marrons são normalmente 

eliminados dos rebanhos devido à alteração indesejada da cor da lã e pele dos animais, 

portanto há uma seleção negativa sobre o alelo Bb, nestas raças (Sponenberg, 1997). 

Através de um mapa genético composto por 251 marcadores microssatélites e 

quatro marcadores de aloenzimas Beraldi et al. (2006) mapearam um locus de diluição da 
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cor da pelagem, responsável pela variação na cor da lã em ovinos de vida livre da raça 

Soay, em uma região de ≈15cM no cromossomo 2, co-segregando com o microssatélite 

BMS678, indicando o gene TYRP1 como gene candidato para o fenótipo observado. 

Gratten et al. (2007) caracterizaram a diversidade genética do gene TYRP1 e 

quantificaram a expressão relativa do gene em 12 ovinos da raça Soay apresentando os 

dois fenótipos (pelagem escura dominante e clara recessiva), a fim de determinar a 

mutação responsável pela variação na cor. Não foram observadas diferenças entre os níveis 

de expressão do gene dos animais escuros e claros. Foi encontrada uma mutação no códon 

290, no éxon quatro, na qual há a substituição do aminoácido cisteína (C) por fenilalanina 

(F), em associação com o fenótipo. Os animais claros apresentaram-se homozigotos para o 

alelo F enquanto os animais escuros eram heterozigotos ou homozigotos para o alelo C. 

Para confirmar a associação da mutação com o fenótipo, 523 animais foram analisados em 

busca da mutação, resultando numa associação quase perfeita do genótipo com o fenótipo 

(com exceção de três animais), indicando a mutação C290F no gene TYRP1 como 

responsável pelo fenótipo diluído da coloração dos ovinos da raça Soay. 

A ocorrência do fenótipo marrom em outras raças ovinas e as associações descritas 

entre este e mutações no gene TYRP1 nos ovinos da raça Soay e também em outras 

espécies indicam que este gene possa ser o responsável por fenótipos semelhantes 

encontrados em outras raças ovinas. Estes fatos demonstram a necessidade de estudos que 

possam confirmar esta hipótese, propiciando o melhor entendimento das bases moleculares 

do locus e auxiliando na seleção de rebanhos nos quais a variedade de cores da lã é 

valorizada na produção de matéria-prima para diversos produtos. 
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1.5 - Ovino Crioulo 
 

O ovino crioulo é uma raça autóctone brasileira, proveniente dos rebanhos 

introduzidos no Brasil pelos jesuítas no século XVII e resultante de cruzamentos com 

outras raças importadas posteriormente, e é classificada como uma raça rara que conserva 

traços dos ovinos primitivos que lhe deram origem (Cardellino, 2000; Moreira e Silva, 

2004; ARCO, 2007). 

Também conhecida como ovino crioulo lanado, são animais de porte mediano e 

possuem o velo composto por mechas de fibras grossas e largas, em forma de cone 

invertido, com lã fina na base, entremeadas de fibras grossas e de maior comprimento, que 

caem para os lados do corpo, assemelhando-se a uma manta (Figura 3). A cara e as 

extremidades são descobertas. Tanto os machos quanto as fêmeas podem apresentar 

chifres, ocorrendo freqüentemente a presença de mais de um par de chifres (Vaz et al., 

1997a; Vaz et al., 2002; Moreira e Silva, 2004). 

Segundo Vaz et al. (2002) são animais rústicos e altivos, com comportamento 

gregário e um aguçado instinto de defesa, porém, de fácil manejo, possuindo aptidão para a 

produção de lã, artesanato, tapeçaria industrial, para a produção de carne magra, com sabor 

e maciez diferenciados e de peles com qualidade superior quanto à resistência e suavidade. 

Destaca-se a adaptação dos animais ao clima, a resistência a endoparasitas, a precocidade 

reprodutiva, elevado índice de natalidade e de sobrevivência e a habilidade materna (Vaz et 

al., 2002; Vaz et al., 2003). A ovelha crioula apresenta uma grande importância social nas 

comunidades onde outros animais não sobrevivem, contribuindo para a manutenção do 

homem no campo (ARCO, 2007). 
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Figura 3: Exemplares de ovinos crioulos. (fotografias do autor registradas no 

momento da coleta). 
 
A pele ovina é um produto com potencial para a obtenção de lucro adicional para os 

criadores, sendo matéria-prima para a fabricação de couros, utilizados na confecção de 

casacos e outros produtos, fornecendo revestimento adequado à proteção contra baixas 

temperaturas (Silva Sobrinho e Jacinto, 1992). A pele dos ovinos crioulos se destaca pela 

resistência e suavidade, podendo ser utilizada, também, para a fabricação de pelegos ou 

tapetes. Apesar de apresentar utilização limitada na indústria têxtil, a lã possui alto valor 

agregado em determinadas regiões, sendo utilizada na tecelagem manual, na tapeçaria e na 
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produção de acolchoados, dispensando o processo de tingimento devido à sua coloração 

natural (Cardellino, 2000; Vaz et al., 2002; Moreira e Silva, 2004). 

A lã dos animais apresenta diferentes cores, variando entre o branco e o preto, com 

diversos tons intermediários, incluindo amarelo, cinza, marrom, bege e cinza claro. 

Independente da cor presente no animal, o velo pode apresentar manchas, com faixas ou 

com bandas de cor diferente nas mechas de lã (Vaz et al., 2003; Moreira e Silva, 2004). 

Vaz et al. (1997a) avaliaram a presença de pigmentação na pele de animais da raça, 

observando grande freqüência de animais com pele, mucosas e lãs pigmentadas, ocorrendo 

também animais com manchas ou estrias e animais sem pigmentação, demonstrando a 

presença de diferenças na pigmentação dos animais da raça, com o predomínio de animais 

com a pele, mucosas e lã pigmentadas. 

Durante a metade do século XIX, esta raça era intensamente criada na América do 

Sul, principalmente no Brasil, Argentina e Uruguai, constituindo quase que a totalidade 

dos rebanhos existentes no Rio Grande do Sul nos séculos XVIII e XIX. No início do 

século XX, representavam mais de 50% do rebanho ovino do Rio Grande do Sul, havendo 

o registro da participação da raça na primeira exposição oficial de animais no Estado, 

realizada em Porto Alegre em 1901 (Moreira, 2002; Moreira e Silva, 2004). 

Segundo Moreira e Silva (2004), a crescente demanda da indústria de lã pela 

melhoria da qualidade e espessura da lã e da indústria de carne pelo aumento do tamanho 

da carcaça, levou à progressiva substituição por outras raças e à perda do interesse por 

parte dos criadores, resultando na expressiva diminuição do número de ovinos Criolos, , 

que chegou a se aproximar da extinção. 

A raça foi reconhecida oficialmente pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) através da resolução No 38 de 10/01/2001. Este reconhecimento é 

resultado do trabalho de resgate iniciado em 1982, no qual foi realizado o cadastro de 

criadores e animais, coleta de dados e caracterização morfológica e o estabelecimento de 

um padrão racial, ações que permitiram a definição da raça como um recurso genético 

importante e único. Em 1999, foi fundada a Associação Brasileira de Criadores de Ovinos 

Crioulos (ABCOC) com objetivo de reunir os criadores a fim de conservar o material 

genético presente na raça, estimular a criação e promoção dos diferentes aspectos 
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produtivos dos ovinos crioulos, obter o registro oficial da raça junto ao MAPA e criar um 

registro oficial dos animais. A realização de atividades de educação envolvendo criadores e 

técnicos, a divulgação da raça em feiras e exposições, a organização de uma classificação 

para a valorização interna e a criação de um banco de germoplasma também são objetivos 

da associação (Vaz et al., 1997a; 1997b; Vaz et al., 2003; Moreira e Silva, 2004). 

Segundo a Associação Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO) foram 

identificadas quatro variedades dessa raça, as quais apresentam variações fenotípicas, 

principalmente quanto às estruturas anatômicas da cabeça e orelhas (Vaz et al. 2002) que 

estão distribuídas de forma distinta: A Fronteira, localizada ao sul do Estado do Rio 

Grande do Sul (RS); A Serrana, presente no nordeste do RS e planalto de Santa Catarina; 

A Crioula Zebura (ou ovelha de presépio), encontrada ao sul do Estado do Paraná; e a 

variedade Crioula Comum ou ovelha “ordinária”, localizada ao norte do Paraná. 

Atualmente, também é observada a presença de todas as variedades nos Estados do Mato 

Grosso, Mato Grosso do Sul, Acre, Goiás, São Paulo e Minas Gerais (ARCO, 2007). 

Henkes et al. (1993) investigaram a diversidade genética de seis sistemas protéicos 

em um rebanho de ovinos crioulos, os quais apresentaram diversidades similares às 

encontradas em outras raças ovinas. Através da análise da distância genética com 

diferentes raças espanholas foi observada uma maior similaridade entre os ovinos crioulos 

e a raça espanhola Lacha. Dentre as outras raças criadas no RS, os ovinos crioulos 

apresentaram maior semelhança genética com as raças Corriedale e Romney Marsh. Estes 

resultados demonstram a necessidade da realização de outras análises visando à 

caracterização de raças locais como primeira estratégia para sua inclusão em programas de 

conservação. 
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2 – Justificativa 

O crescente interesse nas raças ovinas raras ou autóctones, seja do ponto de vista 

econômico e social, representado pelos esforços das associações e dos criadores para a 

manutenção e valorização destas (Vaz et al., 2002; Vaz et al., 2003; Revista Ovinos, 2006; 

ARCO, 2007), seja do ponto de vista da caracterização da diversidade genética (Henkes et 

al., 1993; Ponzoni 1997; Calvo et al., 2006; Renieri et al., 2008) demonstram a 

necessidade de maiores estudos para a caracterização e conservação dos ovinos crioulos. 

Apesar de não serem numericamente relevantes no cenário econômico mundial, 

raças locais ou nativas são os principais reservatórios de diversidade genética dentro das 

espécies de animais domésticos e apresentam características próprias de interesse científico 

e produtivo que podem ser perdidos com o declínio da diversidade ou com a extinção 

destas raças. O estudo e a preservação das mesmas permitiriam a manutenção de 

características únicas e potencialmente úteis na preservação da diversidade genética da 

espécie e na qualidade de vida das sociedades culturais e economicamente envolvidas na 

sua criação (Atkins, 1997; Kinghorn, 1997; Calvo et al., 2006; Devrim et al., 2007; Peter 

et al., 2007). 

A comparação entre mapas genéticos de diferentes espécies é uma abordagem 

eficiente para a identificação de genes candidatos envolvidos no controle da pigmentação. 

A busca de associações entre marcadores microssatélites, previamente mapeados, e 

diferentes colorações fenotípicas também permite a localização dos loci envolvidos e dos 

genes candidatos a responsáveis pela característica que está segregando na população 

(Parson et al., 1999a; Klungland e Vage, 2000; Locke et al., 2002; Nachaman et al., 2003; 

Beraldi et al., 2006; Ishida et al., 2006). 
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O estudo de marcadores moleculares associados a genes envolvidos na pigmentação 

em ovinos é, desta forma, de grande importância para a identificação de animais e 

fenótipos únicos em termos genéticos, para a descrição e caracterização de raças, no 

auxílio ao planejamento de cruzamentos e na preservação das raças ameaçadas e no auxílio 

à seleção de animais com as características desejadas para a produção tanto de lã branca 

quanto de lãs naturalmente coloridas, nas quais este produto é um diferencial (Klungland et 

al., 2000; Calvo et al., 2006). 

A identificação dos marcadores microssatélites HUJ616 e CTSBJ12, localizados 

próximos ao gene ASIP e dos marcadores BMS678 e In5-TYRP1 localizados próximos e 

dentro do gene TYRP1, respectivamente, permitem a utilização destes na análise da 

associação entre estes genes candidatos e a variação na cor da lã em diferentes raças 

(Parsons et al., 1999a; Berryere et al., 2003; Beraldi et al., 2006). 

O estudo dos genes envolvidos no controle da variação da cor da lã na raça ovino 

crioulo poderá servir de ferramenta para a seleção de animais utilizados na criação de 

rebanhos para a produção de lãs naturalmente coloridas e auxiliará nos programas de 

preservação da raça, permitindo a manutenção da diversidade de cores existente nesta e o 

desenvolvimento econômico das comunidades relacionadas com a sua criação. 
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3 - Objetivos 
 

Objetivo geral: 

 

Determinar o efeito dos loci Extensão (gene MC1R), Marrom (gene TYRP1), e 

Agouti (gene ASIP) e de marcadores moleculares BMS678, HUJ616, CTSBJ12 e In5-

TYRP1 na variação da cor da lã na raça ovino crioulo. 

 

Objetivos Específicos 

 

Avaliar a associação entre os marcadores microssatélites HUJ616, CTSBJ12, 

previamente associados ao locus Agouti (ASIP), e BMS678 e In5-TYRP1, previamente 

associados ao gene TYRP1 (locus Marrom), e as diferentes colorações da lã encontradas 

nas populações de ovinos crioulos analisadas. 

Avaliar a associação das mutações M73K e D121N do gene MC1R com o fenótipo 

de lã preta na raça ovino crioulo. 

Avaliar a associação da mutação C290F do gene TYRP1 com o fenótipo de lã 

marrom na raça ovino crioulo. 

Confirmar a herança dominante do alelo preto do gene MC1R na raça ovino 

crioulo, além de verificar as interações deste gene com os loci Agouti e Marrom na 

determinação do padrão de coloração dos ovinos crioulos. 
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4- Material e Métodos 
 

4.1 Animais e fenótipos 

Foram coletadas 126 amostras de indivíduos adultos de 5 diferentes rebanhos de 

ovinos crioulos existentes no estado do Rio Grande do Sul. Os animais foram classificados 

quanto à coloração da lã e quanto ao padrão de coloração ao longo do corpo do animal no 

momento da coleta. 

 

4.2 Coleta e Extração de DNA 

Amostras de sangue periférico foram obtidas através de punção da veia jugular, 

utilizando tubos com anticoagulante EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), de acordo 

com o Guia internacional de princípios para pesquisas biomédicas envolvendo animais 

(Council for International Organizations of Medical Sciences – CIOMS, 1985 - 

International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals) e mantidas 

sob refrigeração até o processamento. O DNA genômico foi extraído utilizando a técnica 

descrita por Miller et al. (1988). 

 

4.3 Receptor 1 da Melanocortina (MC1R) 

Foram realizados dois testes de PCR-RFLP para a identificação dos alelos presentes 

nos códons M73K e D121N do gene do Receptor 1 da Melanocortina (MC1R) ovino. 

 
4.3.1 Códon M73K 

A amplificação do fragmento de 300 pb do gene MC1R ovino foi realizada 

utilizando os iniciadores MC1R E3 (direto) e MC1R E6 (reverso – Tabela 1) descritos por 

Vage et al. (1999). As condições de amplificação foram de 95°C por três minutos, 
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seguidos de 35 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 73°C por 30 

segundos, encerrando com 72°C por cinco minutos. Após a amplificação, 5 µL do produto 

da PCR foram digeridos com 5 U da enzima de restrição Nla III por duas horas a 37°C. Os 

fragmentos esperados do alelo selvagem (M) são de 118, 90, 48, 27 e 17 pb, enquanto no 

alelo K, os fragmentos são de 145, 90, 48 e 17 pb. 

 
4.3.2 Códon D121N: 

Foi amplificado um fragmento de 754 pb utilizando os iniciadores MC1R E3 

(direto) e MC1R E8 (reverso – Tabela 1) descritos por Vage et al. (1999), com as 

condições de amplificação de 95°C por três minutos, seguidos de 35 ciclos de 95°C por 15 

segundos, 59°C por 30 segundos e 73°C por 45 segundos, encerrando com 72°C por cinco 

minutos. Após a amplificação, 5 µL do produto da PCR foram digeridos com 5 U da 

enzima de restrição Mse I por duas horas a 37°C. O alelo selvagem (D) apresenta o 

fragmento intacto (754 pb), enquanto o alelo N apresenta fragmentos de 496 e 258 pb. 

 
4.4 Proteína associada à tirosinase 1 (TYRP1): 

Foi realizada a amplificação de um fragmento de 66 pb do éxon quatro do gene 

TYRP1 ovino, utilizando os iniciadores TYRP1 direto e TYRP1 reverso, adaptados a partir 

dos iniciadores descritos por Gratten et al. (2007). As condições de amplificação utilizadas 

foram de 95°C por três minutos, seguidos de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 

30 segundos e 73°C por 30 segundos, encerrando com 72°C por cinco minutos. 

Após a amplificação, o genótipo para a mutação no códon C290F foi determinado 

através da digestão de 5 µL do produto da PCR com 5 U da enzima de restrição Taq I por 

duas horas a 65°C. O alelo C não é clivado (66 pb), enquanto o alelo F apresenta os 

fragmentos de 22 e 44 pb. 

 

4.5 Marcadores Microssatélites: 

A amplificação dos microssatélites ovinos BMS678, CTSBJ12, HUJ616 e In5-

TYRP1 foi realizada utilizando os iniciadores descritos na Tabela 1 e as condições de 

amplificação de 95°C por três minutos, seguidos de 30 ciclos de 95°C por um minuto, 

temperatura de anelamento específica por um minuto (Tabela 1) e 72°C por um minuto, 
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com extensão final de 72°C por cinco minutos (De Gortari et al., 1998; Maddox et al., 

2001; Australian Sheep Gene Mapping Web Site, 2007). 

4.6 Verificação dos genótipos 

A verificação do resultado das amplificações foi realizada através de eletroforese 

vertical em gel de poliacrilamida 10% a 5V/cm. Os géis foram corados com nitrato de 

prata (Sambrook e Russell, 2001). 

4.7 Análise estatística: 

As freqüências alélicas e genotípicas foram determinadas por contagem direta. O 

teste de desequilíbrio de ligação entre os marcadores foi realizado de acordo com Lewontin 

(1988). A análise do equilíbrio entre os dois loci foi realizada por comparação entre as 

freqüências genotípicas observadas e as esperadas com base nas freqüências alélicas. A 

associação entre os genótipos obtidos e o fenótipo dos indivíduos foi analisada através do 

teste exato de Fisher, utilizando o programa SPSS for Windows®, versão 10.0.5 (1999) e 

do teste de Qui-quadrado. 

Para a verificação da associação entre os alelos dos marcadores microssatélites e a 

cor dos ovinos foi realizado o teste de Qui-quadrado, agrupando os alelos conforme o 

tamanho da repetição, em alelos grandes e pequenos. A classificação foi baseada na 

sugestão de Comings (1998) de que o efeito de microssatélites sobre características 

quantitativas não seria dependente de um alelo específico, mas sim do tamanho da 

seqüência repetida, já que este é que influenciaria a expressão gênica, facilitando ou não a 

formação do DNA-Z e o acesso de fatores de transcrição. Procurou-se, na classificação 

obter tamanhos amostrais (grupo de alelos grandes e pequenos) de tamanhos 

aproximadamente iguais. 
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Tabela 1: Primers utilizados para a amplificação dos marcadores microssatélites 
BMS678, CTSBJ12, HUJ616 e In5-TYRP1 e dos genes MC1R e TYRP1. 

Locus/ 
Gene 

PCR Primers TA (°C) Referencia 

E3D 5’–GTGCCTGGAGGTGTCCATC–3’  

E6R 5’–AAGCAGAGGCTGGACACCAT–3’ 60°C 
Extensão/ 

MC1R 

SNPs 
M73K e 
D121N 

 E8R 5’–GGCCAGGAAGAGGTTGAAG –3’ 59°C 

Vage et al., 1999 

D 5’- GCGACTGAACAACCACAACGAT-3’ STR 
CTSBJ12 R 5’- ACAGTATAAAGAAATGGACCATTGATCTT-3’ 

56°C de Gortari et al., 1998 

D 5’-TTCAAACTACACATTGACAGGG-3’ 

Agouti/ 
ASIP STR 

HUJ616 R 5’- GGACCTTTGGCAATGGAAGG-3’ 

52°C Shalom et al., 1993 

D 5'-TTTCTCAATGGCGAGTAGTCT-3' SNP  
C290F R 5'-TGTTGCATAGGGTTCCCAGG-3' 

55°C Gratten et al., 2007 

D 5'- GCAACTGAGCATACATGCAC -3' STR In5 
TYRP1 R 5'- GAGAAGTTAGAATTTCTCAGAGC -3' 

55°C Berryere et al., 2003 

D 5’-ACCATCTACTGTGCTATGGCTT-3’ 

Marrom/ 
TYRP1 

STR 
BMS678 R 5’- GCAGAAACACAATACTCAGTGC-3’ 

54°C 
de Gortardi et al., 

1997 

TA: temperatura de anelamento; D: iniciador direto; R: iniciador reverso. 
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5 - Resultados 

Foram observadas cinco cores distintas nos ovinos crioulos analisados: branco, 

preto, cinza, marrom e bege (Figura 4). As freqüências das cores estão descritas no Gráfico 

1. Os animais coloridos representam 84% da população analisada, sendo a cor marrom a 

mais freqüente. Nos ovinos com as cores marrom, bege e cinza, os animais nascem pretos 

e, quando adultos, os fios da lã do corpo adquirem a coloração final, permanecendo as 

extremidades das patas e a cabeça com a cor preta, enquanto os animais brancos já são 

diferenciados dos demais no momento do nascimento. 

 

Cores na lã dos Ovinos Crioulos
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Gráfico 1: Freqüência (%) das colorações observadas nos ovinos crioulos: 

No locus MC1R, embora tenham sido estudados dois SNPs, M73K e D121N, os 

mesmos encontram-se em alto desequilíbrio de ligação, não só no presente trabalho, mas 

em todas as populações já investigadas (Vage et al., 1999; Vage et al., 2003; Calvo et al., 
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2006). Assim, a presença simultânea dos alelos 73K e 121N, corresponde à forma 

dominante, ED, enquanto 73M e 121D,  à recessiva E+,  assim serão discutidos a partir 

deste momento e suas freqüências são mostradas no Gráfico 2.  

Na população total os alelos ED e E+ apresentaram as freqüências de 0,57 e 0,43 

respectivamente, porém quando se divide a população conforme as cores dos animais se 

observa que a freqüência do alelo E+ variou de 0,29 a 1. O Gráfico 3 apresenta a freqüência 

dos genótipos do gene MC1R nas diferentes cores e na população total. O genótipo 

heterozigoto foi mais freqüente na população total e nos ovinos com as cores cinza, 

marrom e bege, enquanto o genótipo homozigoto dominante foi mais freqüente na cor 

preta. Todos os 20 ovinos de cor branca (16%) foram homozigotos para o alelo E+. Os 

demais 106 (84%) animais apresentaram uma ou mais cores na lã, incluindo preto, 

marrom, cinza, bege e padrões de manchas marrons ou pretas na cabeça e patas. Destes, 99 

(93,4%) apresentaram os genótipos heterozigoto ou homozigoto para o alelo ED, enquanto 

sete (5,5%) animais que apresentaram as cores marrom ou bege foram homozigotos 

recessivos para o alelo E+.  

Na análise da mutação C290F do éxon IV do gene TYRP1 o alelo selvagem (C) foi 

observado em todos os indivíduos analisados, não sendo encontrado o alelo F. O teste de 

PCR-RFLP permitiu a amplificação do fragmento esperado de 66 pb e a eficiência da 

clivagem com a enzima Taq I foi verificada pela incubação paralela de um fragmento de 

131 pb do gene PKD1 felino contendo o sítio de clivagem da enzima amplificado com os 

primers descritos por Helps et al. (2007), excluindo a existência de problemas tecnicos na 

detecção destes alelos. 

As freqüências alélicas dos microssatélites analisados estão apresentadas na Tabela 

2. O número de alelos detectado foi 15 no HUJ616, nove em BMS678 e CTSBJ12 e seis 

no In5-TYRP1, sendo HUJ616*123, BMS678*104, CTSBJ12*148 e In5-TYRP1*244 os 

alelos mais freqüentes. 
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Figura 4: Exemplos das cores observadas nos Ovinos Crioulos. A – Branco; B – 
Preto; C – Marrom; D – Bege; E – Cinza (Fotografias do autor). 

 

Analisando-se os parâmetros de diversidade genética obtidos nos marcadores 

microssatélites (Tabela 2) verifica-se que o conteúdo de informação polimórfica (PIC) 

variou de 0,63 a 0,80 e a heterozigosidade observada (H) de 0,69 a 0,83, demonstrando a 

alta diversidade genética desta raça. 

 

E 
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B A 
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Gráfico 2: Freqüência dos alelos selvagem (E+) e dominante (ED) do gene MC1R na 
população total e conforme as cores. 

Observou-se no microssatélite BMS678 uma tendência para alelos pequenos (até de 

122 pb) serem mais freqüentes nas cores escuras (preto e marrom), enquanto os alelos 

grandes (a partir de 124 pb) serem mais freqüentes nas cores claras (branco e cinza). As 

diferenças, embora não estatisticamente significantes, estão próximas ao limite estatístico 

de 5% (χ2: 9,16, GL:4; P>0,05). 

No microssatélite In5-TYRP1 o teste de Qui-quadrado indicou a maior presença 

estatísticamente signficativa dos alelos pequenos (até 242 pb) nos animais brancos, e dos 

alelos grandes (a partir de 244 pb) nas cores escuras (χ2: 6,34; GL: 4; P<0,05). 

Como os marcadores HUJ616 e CTSBJ12 estão localizados próximos um do outro, 

no cromossomo 13, o mesmo ocorrendo com BMS678 e In5-TYRP1, no cromossomo 2 

ovino, realizou-se a análise dos haplótipos e a ocorrencia de  desequilíbrio de ligação entre 

estes pares de marcadores. Verificou-se alto desequilíbrio de ligação (P>0,05 e P>0,001, 

respectivamente) entre os dois pares de marcadores (Tabela 3), confirmando a proximidade 

entre os marcadores.. O par de marcadores do cromossomo 13 (HUJ616/CTSBJ12) 

apresentou 52 haplótipos, enquanto o par do cromossomo dois (BMS678/In5-TYRP1) 

apresentou 23 haplótipos, sendo os mais frequentes os haplótipos 123/144 (0,126), 123/146 

(0,133) e 123/148 (0,294) no par HUJ616/CTSBJ12 e os haplótipos 124/242 (0,113), 

126/242 (0,133) e 104/248 (0,294) no par BMS678/In5-TYRP1. Na associação entre os 

haplótipos formados pelos pares de marcadores HUJ616/CTSBJ12 e BMS678/In5-TYRP1 

e a cor da lã, não se observou associação. (P>0,05). 
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Gráfico 3: Freqüência dos genótipos MC1R observados nos animais com diferentes 
cores e na população total. 

 

 



 

 
Tabela 2: Freqüências alélicas, heterozigosidade (H) e conteúdo de informação polimórfica (PIC) dos marcadores microssatélites. 

 Alelos H PIC 
113 119 123 125 127 129 137 141 143 145 147 149 151 175 179 

HUJ616 
<0,01 0,08 0,48 0,17 0,08 0,02 <0,01 0,01 0,03 0,01 0,03 0,03 0,02 0,03 0,01 

0,72 0,70 

                  
134 136 138 140 142 144 146 148 150       

CTSBJ12 
0,01 0,03 0,04 0,03 0,15 0,21 0,21 0,24 0,08       

0,83 0,80 

                  
98 104 106 120 122 124 126 128 130       

BMS678 
0,04 0,40 0,08 0,02 0,08 0,15 0,21 0,01 0,02       

0,77 0,73 

                  
240 242 244 246 248 250          

In5-TYRP1 
0,07 0,38 0,06 0,01 0,39 0,09                   

0,69 0,63 

 

 

 

 

 



 

Tabela 3: Freqüências haplotípicas e desequilíbrio de ligação para os pares de 
marcadores microssatélites.  

 
HUJ616/CTSBJ12 BMS678/In5-TYRP1 

Haplótipo Freqüência Haplótipo Freqüência 
113/142 0,004 98/242/ 0,032 
119/134 0,004 104/242 0,021 
119/136 0,004 104/246 0,012 
119/142 0,017 104/248 0,294 
119/146 0,032 104/250 0,069 
119/148 0,005 106/248 0,065 
119/150 0,011 106/250 0,020 
123/134 0,004 120/242 0,008 
123/136 0,009 120/244 0,008 
123/138 0,025 120/248 0,004 
123/142 0,070 122/240 0,008 
123/144 0,116 122/242 0,052 
123/146 0,117 122/244 0,008 
123/148 0,126 122/248 0,016 
123/150 0,022 124/240 0,016 
125/134 0,004 124/242 0,113 
125/140 0,005 124/244 0,020 
125/142 0,016 126/240 0,044 
125/144 0,057 126/242 0,133 
125/146 0,019 126/244 0,020 
125/148 0,036 126/248 0,004 
125/150 0,028 128/242 0,008 
127/138 0,007 130/242 0,016 
127/140 0,011   
127/142 0,018   
127/146 0,028   
127/148 0,009   
129/136 0,004   
129/142 0,012   
137/136 0,004   
141/136 0,004   
141/148 0,008   
143/138 0,004   
143/140 0,012   
143/144 0,016   
145/136 0,004   
145/144 0,004   
145/150 0,004   
147/136 0,004   
147/144 0,008   
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Continuação Tabela 3: 

HUJ616/CTSBJ12 BMS678/In5-TYRP1 
Haplótipo Freqüência Haplótipo Freqüência 
147/146 0,009   
147/148 0,008   
149/138 0,004   
149/142 0,004   
149/144 0,004   
149/148 0,016   
151/140 0,004   
151/148 0,004   
151/150 0,012   
173/144 0,005   
173/148 0,035   
173/150 0,004   

X2= 133,3 P<0,05 X2= 214,17 P<0,001 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

6 – Discussão 
 

Os genes do receptor 1 da melanocortina (MC1R) e da proteína sinalizadora agouti 

(agouti signaling peptide - ASIP) formam o principal sistema de regulação da troca entre a 

produção de feomelanina por eumelanina nos melanócitos, exercendo papel fundamental 

na determinação da expressão das cores da lã dos ovinos (Klungland, 2000). 

A distribuição dos genótipos do gene MC1R em relação à cor da lã indica que, 

quando o alelo ED do gene MC1R está presente, irá ocorrer a produção de pigmentos 

relacionados com a eumelanina, confirmando o envolvimento do MC1R na regulação da 

cor da lã dos Ovinos Crioulos. 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que, semelhantemente a outras 

raças previamente avaliadas (Vage et al., 1999; Vage et al., 2003; Calvo et al., 2006), o 

alelo dominante ED do gene MC1R está presente na raça Crioula e tem influência na 

determinação do fenótipo final dos animais. A ativação constitutiva do receptor leva ao 

estímulo constante para a produção de eumelanina e, conforme descrito previamente, ao 

fenótipo preto (Vage et al., 1999). A análise da relação entre a cor dos indivíduos e o 

genótipo do MC1R, entretanto, evidencia que esta característica é o resultado da 

combinação do efeito de mais genes que apresentam alelos segregando na população. 

Portanto, este trabalho apresenta pela primeira vez, a genotipagem do MC1R em uma raça 

em que animais de diferentes cores (preto, marrom, cinza e bege), são portadores do alelo 

ED, sugerindo a interação de outros genes na determinação do fenótipo final dos ovinos 

crioulos. 

Também foi demonstrado que a ausência do alelo ED, não pode ser considerada 

suficiente para a manifestação do fenótipo branco nos ovinos crioulos. Os animais 
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homozigotos para o alelo E+ apresentaram, na sua maioria, o fenótipo branco, mas uma 

pequena fração de homozigotos E+ apresentou outras cores, indicando que outros locos 

devem estar agindo, nesses casos para a  produção de melanina na lã. 

Os fenótipos marrom, bege e cinza foram encontrados em animais com três 

genótipos (homozigotos dominante, recessivo e heterozigotos) para o gene MC1R, 

indicando que o seu mecanismo de ação está envolvido com uma etapa da produção de 

melanina posterior à ativação do receptor. 

A cor branca é o fenótipo mais comum em ovinos na maioria dos países e raças, 

porém, sua base genética não está claramente definida, com diferentes mecanismos 

propostos para sua expressão. Um deles está relacionado à presença de manchas brancas, 

resultante da ausência de melanócitos e folículos pilosos na pele sendo influenciado por 

diversos loci que controlam a diferenciação, a maturação e a sobrevivência dos 

melanócitos. Outra explicação para a manifestação da cor branca na lã é a diminuição na 

produção de melanina pelos melanócitos (Sponenberg, 1997; Calvo et al., 2006; Renieri et 

al., 2008). 

Renieri et al. (2008) analisaram o padrão de herança da cor do pêlo na raça Merino 

através da análise da segregação envolvendo cruzamentos de animais brancos, 

pigmentados pretos e marrons e pigmentados com manchas brancas. Os dados 

demonstraram a dominância, com penetrância completa, do fenótipo branco sobre os 

pigmentados (preto e marrom), a dominância do fenótipo preto sobre o marrom e da 

pigmentação em todo o corpo sobre o fenótipo com manchas brancas. A produção de lã 

branca, na raça Merino, portanto, demonstrou ser determinada por um único locus, que 

atua de forma independente e epistática dominante sobre os loci responsáveis pelos 

fenótipos pigmentados (preto e marrom) e pelo locus produtor das manchas. Não foi 

identificada associação entre o locus responsável pelas manchas e a cor branca, 

descartando a possibilidade de que o fenótipo branco seja resultado de uma possível 

modificação na ação do locus de manchas para a eliminação completa da melanina na lã, 

pelo menos nesta raça. 

Juntamente com o MC1R, os genes ASIP e TYRP1 já foram associados à variação 

de cores em algumas raças ovinas, tendo sido demonstrada a sua base molecular (Gratten 

et al., 2007; Norris e Whan, 2008). O uso de marcadores microssatélites demonstrou ser 
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eficiente na avaliação da associação entre genes candidatos e o fenótipo da cor da lã em 

tais estudos, sendo uma ferramenta prática para esclarecer o papel dos genes nas 

características e direcionar a busca pelas mutações responsáveis pela variação. Os 

marcadores microssatélites analisados neste trabalho foram anteriormente associados aos 

genes ASIP (HUJ616 e CTSBJ12) e TYRP1 (BMS678 e In5-TYRP1) em estudos de 

mapeamento genético e de associação com a cor da pelagem em outras raças ovinas ou em 

outras espécies de animais domésticos. As diferenças entre os animais com cores claras e 

escuras, observadas nas freqüências de alelos grandes e pequenos, nos microssatélites 

BMS678 e In5-TYRP1, pode indicar que a coloração da lã está sofrendo a influência de 

variações localizadas na região cromossômica na qual estes marcadores estão localizados, 

e incentiva a realização de mais pesquisas visando identificar outras possíveis mutações no 

gene TYRP1, ou ligadas a êle,  responsáveis pela variação na coloração. 

Esta é a primeira descrição do microssatélite In5-TYRP1 localizado no íntron 5 do 

gene TYRP1 em ovinos. Este marcador havia sido previamente descrito em bovinos 

(Berryere et al., 2001) em um estudo da associação do gene TYRP1 com as cores 

relacionadas à feomelanina em diferentes raças bovinas. 

Nos ovinos selvagens da ilha de Soay no Reino Unido, são observados animais com 

fenótipos claros e escuros e animais sem manchas ou com um padrão de manchas na 

barriga. Berraldi et al. (2006) realizaram um mapeamento de 251 marcadores moleculares 

ao longo de todo o genoma desta raça a fim de comparar a localização dos marcadores 

nesta raça com o mapa genético dos ovinos comerciais e a fim de determinar a localização 

dos loci de três características morfológicas, o locus dos chifres, o locus da cor (coat color) 

e do padrão de manchas (coat pattern). Estes loci foram mapeados para regiões nos 

cromossomos 10, 2 e 13, respectivamente, sendo o gene TYRP1 proposto como gene 

candidato para o locus da cor e o gene ASIP para o locus do padrão de manchas com base 

na localização destes em mapas de outras espécies. Gratten et al. (2007) identificaram uma 

mutação no códon 290 do gene TYRP1 em associação quase perfeita com o fenótipo claro 

dos ovinos Soay, sendo os animais claros homozigotos para o alelo F (fenilalanina) e os 

escuros heterozigotos ou homozigotos para o alelo C (cisteína). Foram encontrados apenas 

três ovinos que não correspondiam a essa associação, apresentando fenótipo inverso ao 

esperado pelos seus genótipos. Após descartar erros de coleta, identificação e genotipagem, 



 45 

os autores descreveram duas possíveis explicações para estes casos. A primeira é de que a 

real causa do fenótipo não é a mutação descrita, mas sim outra alteração de desequilíbrio 

de ligação com esta e localizada em uma região reguladora do gene que não foi 

seqüenciada no estudo, e a segunda é de que estes fenótipos inesperados seriam resultado 

da ação de mutações em outros genes que estão presentes em baixa freqüência na 

população e regulam a cor em adição à mutação do códon 290 do TYRP1. 

Outros genes podem ser responsáveis pelas cores observadas nos ovinos crioulos. A 

grande quantidade de genes envolvidos no processo de formação da melanina, distribuídos 

nas suas diferentes etapas, desde a migração, diferenciação e sobrevivência dos 

melanócitos, em componentes dos melanossomas, até o controle do tipo de melanina 

produzida e com efeitos sistêmicos (Bennet e Lamoreaux, 2003) faz com que uma 

alteração em qualquer um destes genes possa afetar o fenótipo final. 

A alta diversidade de cores existente nos ovinos crioulos é resultante do seu 

processo de formação a partir dos primeiros ovinos trazidos pelos colonizadores europeus 

no século XVII, seguido de um longo período em condições naturais, sem seleção 

artificial, até a retomada recente das criações e o resgate destes animais como uma raça 

reconhecida (Henkes et al., 1993; Cardelino, 2000; Mariante e Egito, 2002; Moreira e 

Silva, 2004). Esta diversidade de cores, juntamente ao baixo tamanho das subpopulações 

de cores analisadas podem ter interferido nas não associações entre os marcadores 

localizados próximos ao gene- candidato- ASIP com as cores. 

O pequeno número de animais homozigotos E+ que apresentaram colorações, 

também pode ter sido limitante para o estudo da associação, pois, segundo Vage et al., 

(1999), devido à ação da ativação constituitiva do receptor dominante ser posterior à 

ativação pelo α-MSH (ponto de bloqueio da proteína ASIP), o gene MC1R é epistático 

sobre o ASIP, não sendo antagonizado por este. A fim de se descartar a influência destes 

genes é necessária à realização de cruzamentos dirigidos visando à segregação específica 

de cada uma das cores presentes na raça, bem como estudos de seqüenciamento das regiões 

codificantes dos genes para a identificação de mutações responsáveis pela alteração no 

genótipo. 
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7 – Conclusões 

Os ovinos crioulos apresentaram uma alta variedade de cores na lã, com tons claros 

(branco e bege), relacionados à feomelanina e tons escuros (preto, cinza e marrom), 

relacionados à eumelanina. 

O alelo dominante (ED) do gene MC1R, previamente relacionado com o fenótipo 

preto em outras raças ovinas, está presente nos Ovinos Crioulos e está envolvido na 

ativação da produção de eumelanina. Diferente das outras raças analisadas na literatura, 

este alelo foi encontrado em animais pretos, cinzas, marrons e beges. 

O alelo selvagem (E+) do gene MC1R apresenta herança recessiva, devendo estar 

na condição homozigota para a expressão do fenótipo branco nos Ovinos Crioulos, porém 

pelo menos um segundo locus influencia na expressão do fenótipo branco, o que foi 

evidenciado pela presença de alguns animais homozigotos E+ que apresentaram cores 

distintas do branco. 

As cores marrom, cinza e bege não apresentaram associação com o gene MC1R, 

demonstrando que, além deste, outros genes estão envolvidos no controle da cor da lã dos 

ovinos crioulos e regulam tanto a produção de cores claras quanto as de cores escuras.  

A mutação C290F do gene TYRP1 não foi encontrada na população analisada, 

sendo descartada como causadora do fenótipo marrom nos Ovinos Crioulos. 

Foi observada uma alta diversidade genética nos marcadores microssatélites 

analisados, confirmando a importância dos Ovinos Crioulos na conservação dos recursos 

genéticos brasileiros. 



 47 

Os marcadores microssatélites BMS678 e In5-TYRP1 apresentaram tendências na 

distribuição do tamanho dos alelos nos animais com cores claras (branco e cinza) e os 

animais com cores escuras (preto, marrom e ocre), indicando uma possível influência do 

gene TYRP1, localizado na mesma região cromossômica destes, na regulação da cor dos 

ovinos crioulos. 

Os pares de marcadores HUJ616 e CTSBJ12, e BMS678 e In5-TYRP1 encontram-

se em desequilíbrio de ligação. 

A identificação da associação entre os genes MC1R e TYRP1 a cor da lã dos 

ovinos crioulos permitirá que, conhecendo o genótipo dos reprodutores, os criadores 

realizem cruzamentos dirigidos visando à manutenção das cores nos rebanhos e a obtenção 

dos ovinos naturalmente coloridos para a produção da lã, colaborando desta forma para a 

conservação desta raça que demonstra ser um importante recurso genético brasileiro. 
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