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USO DE MARCADOR MOLECULAR PARA A AVALIACAO DE MARMOREIO
EM BOVINOS DA RACA SENEPOL

RESUMO

A bovinocultura de corte tem um papel muito relevante nos cenarios econémicos
do Brasil. Com rebanho de 218,2 milhdes de cabecas, o0 pais se apresenta com
0 maior niumero de animais comercial do mundo e atualmente ocupa o ranking
de maior exportador mundial. A pecuéria de corte nacional consolidou-se nos
altimos anos como forte produtora de alimentos e, portanto, se inseriu no
mercado mundial como grande competidor dentre os maiores produtores. Além
do aumento da produtividade, 0 aumento da qualidade dos bovinos de corte tem
sido amplamente perseguido, no intuito de se obter animais que atendam as
exigéncias do mercado consumidor. O marmoreio, uma das principais
caracteristicas relacionadas a qualidade de carne bovina, tem levado ao
desenvolvimento de inUmeras técnicas para sua mensuragao, como a utilizacao
da ultrassonografia de carcaca, identificando racas e/ou linhagens que
apresentam maior marmoreio sem a necessidade do abate dos animais, e ainda
a utilizacdo de marcadores moleculares, que conferem os genes alelos que
podem possuir efeito negativo ou positivo para determinada caracteristica.
Atualmente, a Tireoglobulina (TG) tem sido estudada como um gene relacionado
ao marmoreio na espécie bovina portanto, o objetivo desse trabalho foi verificar
a expressao de polimorfismos no gene da TG em 62 novilhos da raca Senepol,
utilizando a técnica de PCR- RFLP. Para tanto, foram coletadas amostras de
pélos da vassoura da cauda dos animais para a extracdo do DNA gendmico. O
par de primers utilizado nas reagdes de PCR foram desenhados de acordo com
o GenBank e a enzima de restricdo escolhida foi a endonuclease Xmnl, Para a
visualizagao dos resultados, foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 2%.
Dos 62 animais avaliados, 49 se mostraram positivos para a expressédo da
Tireoglobulina, sugerindo a veracidade da associacdo deste gene com o
marmoreio, o que pode permitir a selecado de animais da raca Senepol com maior
aptidao para o marmoreio.

Palavras-chave: Bovinocultura de corte, Expressdo génica, Tireoglobulina,

Melhoramento animal.



USE OF A MOLECULAR MARKER FOR THE EVALUATION OF MARBLING
IN SENEPOL BREED CATTLE

ABSTRACT

Beef cattle has a very important role in Brazil's economic scenarios. With a herd
of 213.2 million heads, the country has the largest number of commercial animals
in the world and currently ranks as the world's largest exporter. The national beef
cattle industry has consolidated in recent years as a strong food producer and,
therefore, has entered the world market as a major competitor among the largest
producers. In addition, both the increase in productivity as the increase in the
quality of beef cattle has been widely pursued, to obtain animals that meet the
demands of the consumer market. Marbling, one of the main characteristics
related to beef quality, has led to the development of numerous techniques for its
measurement, such as the use of carcass ultrasound, identifying breeds and/or
strains that present greater marbling without the need to slaughter the animals
and the use of molecular markers, which confer the genes alleles that may have
a negative or positive effect for a given trait. Currently, Thyroglobulin (TG) has
been studied as a gene related to marbling in bovine species, therefore, the
objective of this work was to verify the expression of polymorphisms of TG gene
in 62 Senepol steers, using the PCR-RFLP technique. For that, samples of broom
hairs from the tail of the animals were collected for the extraction of genomic
DNA. The pair of primers used in the PCR reactions were designed according to
GenBank and the restriction enzyme chosen was the Xmnl endonuclease. To
visualize the results, electrophoresis in a 2% agarose gel was performed. Of the
62 animals evaluated, 49 were positive for Thyroglobulin gene expression,
suggesting the veracity of the association of this gene with marbling, which may
allow the selection of Senepol animals with greater aptitude for marbling.

Keywords: Beef cattle, Gene expression, Thyroglobulin, Animal breeding.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura de corte possui um papel de extrema relevancia dentro do
cenario econdmico do Brasil. Com rebanho de 218,2 milhdes de cabecas, (IBGE,
2020), o pais tem 0 maior numero de cabecas de bovinos do mundo e atualmente
ocupa o ranking de maior exportador mundial (ABIEC, 2021).

A pecuéria de corte nacional consolidou-se nos udltimos anos como
importante produtora de alimentos e consequentemente se inseriu no mercado
mundial como grande competidor, representando um dos maiores produtores
mundiais. Essa atividade transformou-se em um seguimento importante na
captacao financeira do pais, com isso, sofrendo constantes pressdes resultantes
da posi¢ao ocupada (FILHO, 2013). Mesmo tendo o maior rebanho mundial
comercial de bovinos, a taxa de desfrute brasileira foi estimada em 21,74 %,
expressivamente menor em comparagdo com 0S paises concorrentes no
mercado global de carne bovina (ABIEC, 2021) detalhe que ressalta a
importancia de providéncia de melhorias no processo de producgéo.

Mesmo com 0S avancgos, nos aspectos gerenciais, nos indices
zootécnicos e indices econdmicos, ainda se fazem necessarias evolucfes para
garantir a manutencdo da sua competitividade e consequente permanéncia
como empreendimento economicamente atraente (DEPEC, 2022).

A manutencao da competitividade da bovinocultura de corte nacional nos
mercados interno e externo implica a producao de carne com maxima eficiéncia
e com um padrdo de qualidade que atenda aos mercados, cada vez mais
exigentes (PEREIRA; SILVA, 2004).

Por sua vez, as exigéncias dos consumidores por produtos de qualidade,
obriga a mobilizacdo dos produtores e a industria da carne, a adequarem seus
sistemas de producdao, objetivando o oferecimento de produtos que apresentem
as caracteristicas qualitativas de maciez, suculéncia, gordura e sabor, aos quais
dentre os fatores que determinam a exceléncia da carne estdo os atributos
organolépticos, sobre esse aspecto, a maciez € uma das caracteristicas mais
buscadas neste processo dentre o principal quesito de avaliagdo ou apreciagéo
por parte do consumidor (PEREIRA; SILVA, 2004).

O marmoreio (MAR) pode ser destacado como uma das principais
caracteristicas relacionadas a qualidade de carne bovina, o qual tem levado ao

desenvolvimento de inUmeras técnicas para sua mensuragdo, como por



exemplo, a utilizacdo da ultrassonografia de carcaca, identificando quais racas
e/ou linhagens apresentam maior tendéncia ao desenvolvimento da
caracteristica sem a necessidade do abate dos animais.

Dentre outras tecnologias que podem ser utilizadas no ambito de
pesquisas em qualidade de carne, a rastreabilidade de genes responsaveis por
determinadas caracteristicas, utilizando marcadores moleculares (MAS) que
reconhecem genes alelos, 0os quais podem possuir efeito negativo ou positivo
para determinada caracteristica, incorporados em programas de selegcédo e
melhoramento genético.

Pesquisas descrevem que a Tireoglobulina (TG) € um gene relacionado
ao marmoreio na espécie bovina. Seu estudo necessita de atualizacbes para
torna-lo um marcador importante na préatica a campo e diante do exposto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a possivel expressdo do
polimorfismo do gene TG para a avaliacdo do marmoreio em animais da raca
Senepol, com a finalidade de identificar caracteristicas que possam auxiliar na
selecao destes animais.

Utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o
polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo (RFLP), os resultados
contribuem para o processo de evolucdo genética de forma acelerada,
possibilitando a formacao de rebanhos mais eficientes, homogéneos quanto as
caracteristicas estudadas, com a integracdo de informacdes sobre as bases
genéticas e moleculares que regulam estas caracteristicas, potencializardo os
programas de melhoramento genético atuais e consequentemente a obtencgao

de produtos derivados de melhores qualidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

As racas zebuinas (Bos taurus indicus), representam 80% da composi¢cao
do rebanho comercial nacional (ANUALPEC, 2005) com destaque a raga Nelore,
sendo a de maior relevancia dentro desse plantel. As racgas taurinas (Bos taurus
taurus) com 20%, dentre elas as racas Angus e Senepol ocupam na atualidade
as maiores posicbes produtivas e financeiras (ABIEC, 2021; SCOT
CONSULTORIA, 2021).

A predominancia de racas zebuinas, por exemplo, Nelore, ocorre por
questbes da adaptabilidade as condicbes climaticas, resisténcia parasitaria,
rusticidade, tolerancia ao calor e aproveitamento de pastagens, compondo a
grande base da bovinocultura de corte nacional, entretanto a consequéncia
destes fatores proporciona carcacas de qualidades inferiores. No entanto, ao se
mensurar indices qualitativos da carne, nas racas taurinas e seus cruzados
(Angus e Senepol), observa-se melhores qualificacdes de carcacas, advindos de
superiores desempenhos, consequentemente aumento da maciez por
caracteristicas especificas inerentes, dentre elas a presenca de MAR (SILVA,
2012; PEREIRA, 2008).

A cadeia de producéo bovina tem direcionado esfor¢os no sentido de estar
cada vez mais atenta para os atributos apreciados na carne, trabalhando junto
dos programas de melhoramento genético animal, a fim de gerar informacdes e
conhecimentos que irdo garantir novos avancos qualitativos e quantitativos em
meédio e longo prazos nos rebanhos zebuinos, taurinos e cruzados (SIQUEIRA
et al., 2007).

As novas tecnologias devem ser incorporadas aos programas de
melhoramento genético animal, para garantir os avancos qualitativos e
guantitativos nos rebanhos zebuinos, taurinos e cruzados, visando o
desenvolvimento de novos produtos ou processos que sejam capazes de gerar
informagdes, conhecimentos para agregar qualidade e valor econdmico ao
produto (MENEZES, 2013).

Pesquisas de Silva e colaboradores (2019), demonstraram os atributos
ligados a carne do gado Senepol, seja puro ou cruzado com outras ragas; com
destaque nas variaveis de elevado padrao de carcaca nos quesitos: a) perimetro
do musculo Longissimus dorsi ou Area de olho de lombo (AOL), b) espessura de

gordura de subcutaneo (EGS), ¢) MAR, d) maciez, f) valores influenciados pelo



pH > 5,8 da carne; apresenta tributos para atingir mercados superiores por se
tratar de uma carne extremamente macia, tenra e com sabor de 6tima aceitacao
ao mercado consumidor gourmet; portanto a utilizacdo da raca em programas de
melhoramento genético atinge os padrfes necessarios para seguimento de
selecdo e consequentemente na agregacao de valores.

Outros atributos complementares relacionados as caracteristicas da raca
Senepol, esclarecem que apesar de ser taurino, possui aptidao tropical com
semelhante superioridade ao zebuino, o qual lhe garante melhor adaptabilidade
as condicfes climéaticas, aos parasitas, elevada tolerancia ao calor, rusticidade,
Otima conversao alimentar e melhor aproveitamento de pastagens, podendo ser
muito eficiente em curto espaco de tempo para compor a grande base da
bovinocultura de corte nacional (SILVA et al., 2019).

O conceito de qualidade da carne é muito amplo com variancias diversas,
dentre eles, o MAR, uma das caracteristicas mais desejadas dentro dos
parametros da qualidade na carcaga animal. Dentre as ferramentas tecnoldgicas
disponiveis para a caracterizacdo e mensuracao das qualidades presentes em
uma carcaca, a ultrassonografia (US), se consolida como uma importante
técnica, por sua viabilidade e eficiéncia pratica, permitindo a determinacdo dos
importantes valores relacionados a qualidade de carcaca animal sem a
necessidade de abate (SUGUISAWA et al., 2012).

Outras tecnologias que podem ser utilizadas no ambito de pesquisas e
processo de selecdo animal para qualificacdo de carne, dentre elas a
rastreabilidade de genes, que permitem a incorporacdo em programas de
selecdo em indices de desempenho superiores; a incorporacdo de programas
de genética molecular aplicada a qualidade da carne, através da adocao de
técnica de extracdo e analise do acido desoxirribonucleico (DNA), incorporados
ao uso de teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), método que nos
permite a amplificacdo de determinadas regides da cadeia de DNA deste animal,
apontando as posi¢cdes gendmicas que correspondem a caracteristica desejada,
no caso o MAR (SIQUEIRA et al., 2007).

Para tanto, faz-se o uso de selecdo genética assistida por MAS. Estes
marcadores sdo fragmentos do DNA responsaveis por determinada
caracteristica que pode ser transmitida de geracéo para geracéo, colaborando

para a evolugdo do desempenho esperado nas progénies (DEP); opcéo



estratégica para o melhoramento das caracteristicas de qualidade de carne e
carcaca, ou seja, a Selecdo Assistida por Marcadores (SAM) ou MAS, por meio
da andlise de polimorfismos localizados em genes candidatos que
desempenham alguma funcéo biolégica de interesse e posteriormente a inclusdo
destes em painéis de Single Nucleotide Polymorphism (SNP) para
melhoramento de racas bovinas (BARENDSE, 1999). Estes conjuntos de genes
que influenciam caracteres quantitativos possibilitam identificar através de
Quantitative Trait Loci (QTLs) na utilizacdo dos marcadores genéticos em uma
populacdo base com delineamento experimental especifico (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os principais MAS descritos sdo: 1) as insercdes e dele¢des de parte do
material genético; 2) os polimorfismos de base Unica (SNP) e 3) as regides
repetitivas. Quando estdo localizados em regides codificantes dos genes, 0s
polimorfismos podem levar a alteracdo no aminoacido da sequéncia protéica e
nesse caso, sao chamados de polimorfismo “ndo sindnimo”, capazes de
determinar diferencas na funcdo protéica, consequentemente variacdo
fenotipica. As vantagens no uso dos MAS listadas séo, o grau de polimorfismo,
nao sofrerem influéncia do meio ambiente, geralmente sdo codominantes
poderem ser analisados em qualquer estagio do desenvolvimento do individuo e
o material teste sendo células ou tecidos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Véarios genes foram previamente identificados por pesquisas como
possiveis responsaveis pela qualidade de carcaca e carne em bovinos de corte:
enzima diacilglicerol aciltransferase 1 (DGAT1) (THALLER et al., 2003), gene da
proteina de ligacdo a acidos graxos (FABP3), horménio do crescimento (GH) e
a proteina leptina (LEP) (BUCHANAN et al., 2002). Dentre eles o horménio da
tireoglobulina (TG) (BARENDSE 1999), que segundo este autor trata-se de um
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) no gene da tireoglobulina (TG5) ao qual
esta associado com marmoreio (MAR) em bovinos, da qual ocorre na regido 5’
UTR do gene da TG e apresenta duas variantes alélicas, chamadas de alelo “2”
e alelo “3”; com o objetivo de confirmar relatos anteriores o autor Barendse
(2004), relaciona a associacéo do alelo “3” com o grau de marmorizagéo da
carne bovina em animais Bos taurus.

Em revisdes sequentes, os autores observaram que nos individuos que

possuiam o gendtipo “23” e o gendtipo “33” apresentaram maiores graus de MAR



do que aqueles que possuiam o0 genotipo “22”, concluindo que um teste de DNA
com o MAS deste polimorfismo, permitira a deteccdo de animais com potencial
para producdo de carne de qualidade (BARENDSE et al., 2004; SIQUEIRA et
al., 2007).

Pesquisas atuais no setor de bovinocultura de corte brasileiro,
demonstraram a preocupacao com o aumento da producéo imediata, a0 mesmo
tempo adequando-se a selecdo de animais de melhores qualificacdes genéticas
e consequentemente qualidade de carne, mesmo com as grandes barreiras a
serem vencidas em virtude das dificuldades a curto prazo, em obterem imediata
resposta da qualidade da carne produzida, a busca e adesdo para a melhoria
fomenta projetos direcionados a evolugdo seletiva de melhoramento genético
para as caracteristicas de qualidade de carne e acabamento de carcacas, como
0 MAR, EGS e AOL (SOUSA et al., 2017). Mesmo existindo diferentes padrdes
de deposicado de gordura EGS, MAR que contribuem para a maciez dentre as
racas, a variacdo mais importante é aquela que ocorre em uma mesma raca
(KOOHMARAIE et al., 2003).

A incorporacédo deste indice dentro dos padrdes de carcaca bovina vem
sendo fortemente explorada, a fim de alcancar um produto mais rentavel e
eficiente. Testes de DNA para maciez e MAR, com base no uso de MAS, tem
demonstrado alternativa promissora em programas de selecdo de bovinos de
corte, o qual permite um melhor planejamento dos sistemas de acasalamento,
objetivando 0 aumento ou a diminuicao da frequéncia de determinados alelos na
populacao (SIQUEIRA, 2007).

Revisbes descrevem varias aplicacbes dos polimorfismos genémicos e
concluem que a selecdo genética assistida por marcadores, MAS serd a
aplicabilidade de maior impacto e potencial na producédo animal (SIQUEIRA,
2007).

A necessidade de conhecimentos dos MAS relevantes para a selecéo de
caracteristicas economicamente importantes, possibilita sua integracdo as
demais biotecnologias no Brasil, como ferramenta de identificacdo dos melhores
animais e apos ela, multiplicar através de inseminacéo artificial (1A), transferéncia
de embrides (TE), producdo in vitro de embrides (FIV) e sexagem espermatica.
Seu avanco permitira o aperfeicoamento e evolugdo dos ganhos genéticos das

geracdes, impulsionando a eficiéncia produtiva da pecuéaria (FRANCO, 2006).






3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS
3.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi verificar a expressao de polimorfismos no
gene da Tireoglobulina (TG) em novilhos da raca Senepol.

3.2 Objetivos especificos

Extrair o DNA gendmico de amostra dos animais, no intuito de isolar e
amplificar um fragmento correspondente ao éxon 5 do gene da TG utilizando a
técnica de PCR e confirmar a existéncia de polimorfismos nos produtos obtidos
através da técnica RFLP. Correlacionar dados caracteristicos genéticos
intrinsecos da qualidade de carne para obter informacdes capazes de auxiliar no

processo de selecdo e melhoramento animal.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Aprovacdo do Comité de Etica de Uso Animal — CEUA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Marilia - UNIMAR, conforme as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA); de acordo com os
preceitos da lei n°® 11794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto no 6.899, de 15
de julho de 2009; através de CERTIFICADO identificado como CIAEP-
01.0218.2014 e sob o protocolo 058/2021 (Anexo 1).

4.2 Animais avaliados

Foram avaliados 62 novilhos da raca Senepol, Puros por Origem (PO),
sendo estes pertencentes a prova de ganho de peso do Centro de
Aperfeicoamento e Performance Animal, realizada desde o més de setembro de
2021 a agosto de 2022 na Fazenda Experimental da Universidade de Marilia —
UNIMAR. Os animais experimentados sdo oriundos de técnicas reprodutivas
assistida diversas como monta natural (MN), Inseminacao Artificial (IA) e/ou
Inseminacéo Artificial em Tempo Fixo (IATF), Transferéncia de Embrides (TE) e
Fertilizacao in vitro (FIV).

Os animais foram conduzidos sob regime alimentar em manejo semi-
intensivo de criacao e selecdo; tendo como principal fonte de alimento pastagens
de Braquiaria, com complementacdo de silagem de milho. Os suplementos
minerais foram balanceados para cada categoria especifica e fornecidos a partir

de cochos distribuidos pelos piquetes.

4.3 Coleta de material para extragdo de DNA

ApoOs 0s animais serem predispostos em tronco de contencdo, foram
coletadas manualmente amostras de pélos da vassoura da cauda dos mesmos,
onde foram retiradas fracoes de aproximadamente 40 pélos de cada animal.
ApoOs a coleta 0 excesso dos pélos foi cortado com tesoura, restando fios de
aproximadamente 5 cm preservados com a presenca dos foliculos pilosos. As
amostras foram acondicionadas em microtubos estéreis 1,5 mL devidamente
identificados de acordo com a numeracdo do animal (ID), armazenadas na

sequéncia para transporte em recipientes térmicos, sem necessidade de



criopreservacdo e em seguida encaminhadas ao Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade de Marilia — UNIMAR.

Para a extragcdo do DNA gendmico, foi utilizada a técnica PCI (fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico) adaptada de Lima (2003). Em cada microtubo
contendo os foliculos pilosos, foi adicionado 500 pL de solugao TE-TWEEN (Tris
50 mM, EDTA 1 mM, 0,5% Tween 20), seguido de incubacédo em banho-maria a
65°C por 1,5 horas com agitacdo manual periddica. Feito isso, foi adicionado 15
ML de proteinase K (20 pg/uL) e as amostras foram incubadas novamente a 55°C
por 6 horas, agitando as por inversdo a cada 30 minutos. Apds o periodo de
incubacéo foi realizada uma reacéo overnight a 37°C. Apos a primeira etapa da
extracéo, foi adicionado 1 volume de PCI (fenol-cloroférmio-alcool isoamilico —
25:24:1) para 1 volume de amostra e os tubos passaram por agitagao vigorosa
durante 10 segundos em agitador automatico tipo vortex. Posteriormente, foi
realizada a centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos a 23°C, sendo o
sobrenadante transferido para um novo tubo, este também devidamente
identificado, gerando um volume final de aproximadamente 300 L.

A precipitacdo do DNA ocorreu com 1/10 do volume da amostra de
Acetato de sédio 0,3 M (cerca de 30 pL) e etanol absoluto gelado (1000 pL),
sendo feita a mistura por imersdo seguida de repouso durante 1 hora e meia a -
20°C com uma nova centrifugacdo a 12.000 rpm por 60 minutos a 4°C. O DNA
remanescente, ap0s a precipitacdo, foi seco em temperatura ambiente e
ressuspendido com 100 uL de agua ultrapura e em seguida, armazenado a 4°C
até o momento das analises posteriores.

No intuito de verificar a eficacia da metodologia da extracdo de DNA, as
amostras foram misturadas com 3 pL de tampé&o de corrida (azul de bromo -
fenol, xileno-cyanol e glicerol) e submetidas a eletroforese em gel de agarose a
2% com brometo de etidio, em tampé&o TBE 1X (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM
e Acido Borico 89 mM e pH 8,3) a 75 V, por aproximadamente 45 minutos. A
visualizac¢dao foi feita sob luz ultravioleta em Sistema de Fotodocumentacéo L-Pix
EX® (Loccus Biotecnologia) e as imagens dos géis foram capturadas com o

software L-Pix Imagem Ex®.

4.4 Amplificagcdo do material genético



O par de primers utilizado nas reacfes de PCR foram desenhados de
acordo com as informacdes disponiveis no GenBank, possuindo as seguintes

sequéncias de nucleotideos:

TG - Forward 8 — TCCCAGAGTTAGCCTCCAAG - 3
TG — Reverse 5’ — TGAATGAGAGGTGGTGAGGTC - 3

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25uL por
amostra, contendo 2uLde DNA gndémico, 0,5uM de cada primer, tampao PCR
1X, 0,5uM de MgCl2, 100uM de dNTPS, 0,75U EasyTag® DNA Polymerase
(Trans Gen Biotech®). Os ciclos de amplificagdo foram realizados em
Termociclador Biometra® nas condi¢des descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢cdes de amplificacdo do gene da Tireoglobulina na

Reacdo em Cadeia pela Polimerase em termociclador.

Etapa 1 (10 ciclos) Etapa 2 (35 ciclos)

T°C Tempo T°C Tempo
Denaturagao 96 5 minutos 95 5 minutos
Anelamento 65 1 minuto 55 1 minuto
Extenséo 70 1 minuto 70 1 minuto

Para verificar o resultado da amplificacdo uma aliquota de 3 pL de cada
amostra foi misturada a 3uL de tampéo de corrida (azul de bromo-fenol, xileno-
cyanol e glicerol) e submetida a eletroforese em gel de agarose a 2% com
brometo de etidio (0,05 pg/ml), utilizando tampdo TBE 1X a 70V por
aproximadamente 40 minutos. O gel visualizado sob luz ultravioleta em Sistema
de Fotodocumentacgao L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia) e as imagens foram
capturadas por meio do software L-Pix Imagem Ex®. Apds o isolamento e
amplificacdo da regido de interesse do gene da Tireoglobulina pela PCR, as
amostras foram submetidas a técnica de PCR-RFLP. A enzima de restricdo

escolhida foi a endonuclease Xmnl que possui 0s seguintes sitios de corte:



Xmnl - 5-GAANN*NNTTC — 3" 3’ CTTNN*NNAAG - 5’

A digestéao foi realizada em volume final de 20 pL/amostra, contendo 10
ML do produto da PCR, 1/10 de tampao para enzima de restricdo e 10 unidades
das enzimas BamHI e Xmnl. O procedimento foi realizado em termociclador
Biometra®. A digestdo da enzima Xmnl foi feita por 15 minutos a 37°C e
posteriormente a 65°C por 20 minutos para inativagdo e por ultimo a 4°C para
conservacdo das amostras até a fotodocumentacao.

Para a visualizacéo do resultado, 7uL de cada amostra foram misturadas
a 3uL de tampéao de corrida (azul de bromo-fenol, xileno-cyanol e glicerol) para
realizacdo da eletroforese em gel de agarose a 2% com brometo de etidio (0,05
pg/ml), em tampé&o TBE 1X a 70V, por 1 hora e 40 minutos. A visualizagédo do
padrao eletroforético de migracdo das bandas ocorreu sob luz ultravioleta em
Sistema de Fotodocumentacao L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia) e as imagens

registradas com auxilio do software L-Pix Imagem Ex®.

4.5 Analise estatistica

As andlises estatisticas para os resultados dos possiveis polimorfismos
identificados, foram realizadas através da utilizacao do teste Qui-quadrado pelo
Software R.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como apresentado na Figura 1, pode-se afirmar que a técnica de extracéo
de DNA gendmico escolhida para desenvolvimento desse estudo, mostrou-se
eficaz. As amostras que se apresentaram positivas no padrédo de migracdo de
bandas no gel de eletroforese confirmou que houve uma quantidade satisfatoria
de DNA extraido. Os resultados obtidos na extracdo estdo de acordo com os
estudos de Laureano e colaboradores (2006), os quais também utilizaram a
técnica adaptada de Lima (2003) para extracado de pélos da cauda de bovinos

novilhos.

Figura 1. Fotodocumentacdo representativa do gel de agarose
demonstrando a presenca de DNA gendmico (seta) em algumas amostras dos
animais identificados de acordo com a sequéncia numérica, ondede la5e7a
8 apresentaram o material genético procurado. A amostra 6 se apresentou
negativa para a presenca de DNA gendémico, por possivel deficiéncia na técnica
de extragcdo de DNA, sendo excluida e novamente experimentada.

Ja nas andlises de amplificagdo do materail genético com o anelamento
dos primers da TG, os fragmentos apresentaram bandas positivas em 709pb,
indicando o funcionamento dos primers desenhados para a regido estudada,
conforme demostrado na Figura 2.



Figura 2. Fotodocumentacéao representativa do gel de agarose de parte
dos resultados das analises de PCR com os primers escolhidos para a TG com

709 pares de bases (seta).

A partir dos resultados obtidos pela técnica de PCR foi possivel a
realizacdo da PCR-RFLP, onde as amostras continham apenas a regido de
interesse do gene da Tireoglobulina e esta foi digerida com a enzima Xmnl,
conforme descrito anteriormente na metodologia de execucéo desse trabalho.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que os produtos
amplificados de PCR foram digeridos em 49 das 62 amostras analisadas, ou
seja, somente 13 amostras se apresentaram negativas para a expressao
génica da Tireoglobulina. Os dados se mostraram estatisticamente diferentes
gquando comparados entre eles, em relacdo a presenca ou auséncia desta
expressdo (Tabela 2), confirmando, portanto, a contribuicdo significativa do
gene estudado para a analise da caracteristica de marmoreio em novilhos da

raca Senepol.

Tabela 2. Demonstrativo da andlise estatistica realizada da comparacéao entre
0 grupo de animais que apresentou a expressao génica da TG e do grupo que
nao a apresentou.

Teste binomial

N° de Proporcéo | Valordep
amostras
Expresséo génica SIM 49 0,790 <0,001
NAO 13 0,210 < 0,001

Nota: A proporgéo Ha é # 0,5



Os resultados de Wu e colaboradores (2005) analisaram polimorfismos
em diversos genes, incluindo o gene da TG em populacdes de acasalamentos
de touros e vacas das ragas Limousin e Wagyu. Todos os genes estudados
contribuiram significativamente para a caracteristica de marmoreio. O trabalho
de Barendse (2004), demonstrou que um SNP no gene da Tireoglobulina esta
associado com marmoreio em bovinos. Ainda corroborando com os dados
obtidos nesse estudo, Siqueira e colaboradores (2007) avaliaram as
frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TG em touros das racgas
taurinas Senepol, Bonsmara e Caracu.

Barreto e colaboradores (2012) também obtiveram resultados
semelhantes quando analisaram a identificacéo do gene da TG em bovinos da
raca Pantaneira. Nos estudos realizados por Qian-Fu e colaboradores (2008)
foram identificados os mesmos polimorfismos ao utilizarem a mesma
metodologia em 271 animais distribuidos entre as racas Simental, Angus,
Charolés e Limousin. Estes pesquisadores identificaram a presenca do
polimorfismo em regifes distintas do gene destes animais, evidenciando a
potencial associacdo do gene da TG com o0 marmoreio.

A utilizacéo de testes de DNA e o uso de marcadores moleculares tem
se mostrado uma alternativa promissora em programas melhoramento de
bovinos de corte, pois permite um melhor planejamento dos sistemas de
acasalamento, objetivando o aumento ou a diminuicdo da frequéncia de

determinados alelos na populacao.



6. CONCLUSOES

A partir do exposto, podemos concluir que a verificagao da expresséo dos
polimorfismos no gene da TG em novilhos da raca Senepol, utilizando a técnica
de PCR — RFLP, foi verdadeira. Aléem disso, os resultados encontrados na busca
dos MAS pode favorecer a selecdo e aprimoramento de animais com maior
aptidao para a deposicdo do marmoreio, fornecendo a criacdo de ferramentas
focadas por avalicdo gendmica, capazes de direcionar e ditar o ritmo evolutivo

de desenvolvimento de selec&o genética na raca Senepol.
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CIAEP-01.0218.2014

Certificamos que o projeto intitulado “Associagdo de caracteristicas obtidas por
ultrassonografia de carcaga com a avaliagdo do uso de marcador molecular para
marmoreio em bovino da raga Senepol” (Protocolo 058/2021), sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Isabela Bazzo da Costa, que envolve produgdo, manutencao e /ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto no 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), foi aprovado pelo COMITE
DE ETICA EM USO ANIMAL (CEUA) DA UNIVERSIDADE DE MARILIA.

Vigéncia do projeto

Dezembro 2021 a Margo de 2022

Espécie/linhagem

Bovinos Senepol

Numero de animais 80
Peso / Idade
Sexo Machos

Marilia, 11 de Novembro de 2021,

i
s
0 et

Profa. Dra. Claudia Sampaio Fonseca Repetti

Coordenadorado CEUA

Avenida: Hygino Muzzy Filho, 1001 Campus Universitario CEP: 17.525-902 - Marilia/SP | Fone (14) 2105-4001

ceua@unimar.br - www.unimar.br



