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RESUMO

Este trabalho foi conduzido com o intuito de identificar polimorfismos no gene da
Tireoglobulina (TG), relacionado com a marmorizacao da gordura em bovinos da Raca
Crioula Lageana, utilizando-se PCR-RFLP. O DNA gendmico foi previamente extraido
de amostras de foliculos pilosos coletadas de 60 animais distribuidos na regido de
Lages-SC. Para isolar e amplificar a regido correspondente ao éxon V do gene TG
foram utilizados os iniciadores TGFWD 5 TCCCAGAGTTAGCCTCCAAG 3’ e TGREV
5 TGAATGAGAGGTGGTGAGGTC 3. Os amplicons obtidos de aproximadamente
700pb foram submetidos a digestdo utilizando-se a endonuclease Hinf-l. Os
resultados obtidos apds a RFLP mostraram a existéncia de polimorfismo na regido
estudada, caracterizado por trés padrbes diferentes de migracdo de bandas
observaveis em 57 amostras e correspondentes aos gendétipos MM, Mm e mm. Pela
contagem direta destes padrdes polimorficos, as frequéncias genotipicas foram iguais
a 0,561, 0,334 e 0,105 para MM, Mm e mm, respectivamente e as frequéncias alélicas
foram iguais a 0,728 e 0,212, respectivamente. A aderéncia ao equilibrio de Hardy-
Weinberg foi avaliada com teste de Qui-quadrado ao nivel de 5% de significancia,
indicando que as frequéncias obtidas ndo estdo em equilibrio. Isto pode ser atribuido
a existéncia de selecao natural / artificial nos animais avaliados. Os resultados obtidos
neste estudo permitem inferir que foi possivel identificar a existéncia de polimorfismos
genéticos para o éxon V do gene TG em animais da raca Crioula Lageana utilizando-
se a técnica de PCR-RFLP com a enzima Hinf-1.

Palavras-chave: Bos taurus, maciez da carne, marcadores moleculares, marmoreio,
selecéo.
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1 INTRODUCAO

E de conhecimento geral que a populacdo mundial encontra-se em constante
crescimento e, para atender a alta demanda, faz-se necessario o aumento das
producdes alimenticias. Isto posto, a producdo de bovinos mundial e nacional
seguiram este crescimento. Segundo dados da Organizacao das Nag¢des Unidas para
a Alimentacdo e Agricultura (FAO) em 2018, o rebanho bovino mundial estava em
torno de 1 bilhdo de animais. Ja no cenario nacional, de acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 2018, o numero de bovinos era maior
que a populacéo brasileira, sendo 232 milhdes de bovinos e 210 milhdes de pessoas.

Pode-se encontrar bovinos distribuidos por todos os continentes, sendo que
o0s cinco maiores rebanhos s&o encontrados respectivamente, na india, Brasil, China,
Estados Unidos e Unido Europeia, detendo mais de 70% dos animais ao redor do
mundo (FARMNEWS, 2018). Ja em relacdo a producao de carne bovina, o Brasil
continua na segunda colocacdo, entretanto, o Estados Unidos torna-se o maior
produtor. Com estas informacdes, pode-se ver que a bovinocultura de corte tem um
papel muito relevante no cenario econémico do pais, sendo o maior exportador de
carne bovina in natura do mundo, tornando-se uma das principais atividades da
economia brasileira, de acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias
Exportadoras de Carnes (ABIEC, 2016).

Os bovinos chegaram ao Brasil na época do descobrimento, trazidos por
colonizadores, inicialmente racas taurinas (Bos taurus) e apds, racas zebuinas
indianas (Bos indicus) (PEIXOTO, 2010). Atualmente, do numero total de bovinos
distribuidos pelo Brasil, 34% estdo localizados na Regido Centro Oeste, 22% na
Regido Norte, 17% no Sudeste, 12,5% no Nordeste e 12% na Regido Sul (IBGE,
2018). Destes, mais de 80% do rebanho total sdo formados por racas zebuinas, devido
a sua rusticidade e adaptacéo ao clima tropical do pais.

Na regido Sul, as caracteristicas edafoclimaticas séo diferentes da grande
maioria do pais, encontram-se temperaturas mais baixas e qualidades de pastagens
com maiores valores nutricionais, permitindo entdo, a melhor adaptacéo de ragas
taurinas (EUCLIDES FILHO e EUCLIDES, 2010). O Crioulo Lageano € uma raca
taurina, natural do Planalto Catarinense, especificamente do municipio de Lages,
localizado no estado de Santa Catarina. S&o resultado da descendéncia de bovinos

ibéricos, introduzidos no Rio Grande do Sul pelos paises latinos, no processo de
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colonizacdo das Missfes Jesuitas. Por volta de 1640, ocorreram invasfes dos
Bandeirantes e esses povos migraram para a regido de Franca, no estado de Sao
Paulo, porém, alguns animais acabaram se separando do grupo e ficaram pelas matas
do Planalto Serrano. Anos depois, com o inicio da colonizacdo da Serra Catarinense,
vieram para a regido o gado de Franca, cruzando com o0s bovinos que ja estavam ali,
dando origem a raca Crioula Lageana (MARIANTE e CAVALCANTE, 2000). Estes
animais passaram por um longo processo de selecdo natural, adaptando-se as
condicBes ecolbgicas da regido, com invernos rigorosos, solos pedregosos, topografia
acidentada e vegetacao pobre (RIBEIRO et al., 2003).

As racas taurinas, quando comparadas com ra¢as zebuinas tém uma melhor
qualidade de carne (FELICIO et al.,1988). Dentre varios parametros relacionados a
carnes de boa qualidade, a marmorizacédo da gordura intramuscular ou marmoreio €
uma caracteristica bastante almejada nos cortes bovinos pelo mercado consumidor.
Para auxiliar na caracterizacdo da qualidade de carnes, diversas tecnologias ja estédo
disponiveis, entre elas, a genotipagem dos animais com o uso de marcadores
moleculares. A identificacdo de alelos que possam ser associados as caracteristicas
de interesse mostra-se como uma importante ferramenta auxiliar ao melhoramento
genético animal.

Dentre os genes que podem exercer influéncia no marmoreio da carne esta o
gene do horménio Tireoglobulina (TG), produzido na tireoide e que age como
precursor dos hormdénios T3 e T4 que, por sua vez, tém papel essencial no
metabolismo lipidico dos animais (SHIN e CHUNG, 2007; CARVALHO et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Fornecer subsidios para programas de melhoramento genético que desejam

identificar animais com potencial para produtos carneos de qualidade.
2.2 Objetivos especificos

Extrair o DNA gendmico de uma amostra de animais;

e Isolar e amplificar o fragmento correspondente ao éxon V do gene da TG,
utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR);

o Verificar a existéncia de polimorfismos nos produtos obtidos da PCR, utilizando
a técnica de Polimorfismos de Tamanho de Fragmentos de Restricdo (RFLP);

e Verificar as frequéncias do gene.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Panorama da Bovinocultura Mundial e Brasileira

A bovinocultura de corte é uma atividade de suma importancia econémica e
cultural para diversos paises ao redor do mundo. De acordo com a FAO, em 2018
existiam aproximadamente 1 bilhdo de bovinos distribuidos pelo mundo, destes, os
maiores rebanhos s&o encontrados, respectivamente, na india, Brasil, China, Estados
Unidos e Unido Europeia (Tabela 1). J& em relacdo a producéo de carne, o Estados
Unidos torna-se o maior produtor e o Brasil continua na segunda na colocacao
(FARMNEWS, 2018; ABIEC, 2016).

Tabela 1 - Maiores rebanhos bovinos do mundo.

Pais Numero de bovinos
india 305 milhdes
Brasil 232 milhdes
China 96 milhdes
Estados Unidos 95 milhdes
Unido Europeia 88 milhdes
Argentina 53 milhdes
Australia 25 milhdes
Russia 18 milhdes
México 16 milhdes
Turquia 15 milhdes

Fonte: Farmnews (2018).

No Brasil, 0 agronegdcio € uma area que alavanca a economia do pais, tendo
em vista que o Produto Interno Bruto (PIB) seja R$6,8 trilhdes, o agronegdécio
representa sozinho, cerca de 22% deste valor, tendo um crescimento de 1,8% no ano
de 2018, com tendéncia de continuar em ascensao nos proximos anos (IBGE, 2018).
Isso deve-se, ao pais ter boas condicfes climéaticas e uma enorme area de terra com
recursos hidricos e relevos favoraveis as praticas agricolas.

Atualmente, o agronegécio representa mais da metade das exportacbes

realizadas no Brasil. No ramo da bovinocultura de corte, o pais é o maior exportador
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de carne in natura do mundo, onde o numero de bovinos no pais ultrapassa a
populacdo humana, sendo respectivamente, 232 milhdes de bovinos contra 210
milhdes de pessoas (IBGE, 2018), tornando-se entdo, uma das principais atividades
da economia brasileira (ABIEC, 2016).

A producgéao de bovinos destinados ao corte estende-se por todas as regioes
do Brasil. Do nimero total de bovinos no pais, 34% estédo localizados na regido Centro
Oeste, 22% na regido Norte, 17% na regido Sudeste, 12,5% no Nordeste e 12% no
Sul (IBGE, 2018) (Figura 1). Destaca-se Mato Grosso (MT), Mato Grosso do Sul (MS),
Goiéas (GO), Sao Paulo (SP), Minas Gerais (MG), Parana (PR) e Rio Grande do Sul
(RS), como os estados que tem maior representatividade na atividade de corte no

pais.

Figura 1 - Mapa da quantidade de bovinos por regido brasileira.
Fonte: IBGE (2018).

Mais de 80% do rebanho nacional é formado por racas zebuinas (Bos indicus),
raca de origem indiana, mais rustica e que se adaptam melhor ao clima tropical do
Brasil. As principais ragas existentes no Brasil sédo: Nelore, Gir e Guzera (ABIEC,
2016). Ja no sul do Brasil, as condi¢des edafoclimaticas se distinguem das outras
regides do pais, onde ha temperaturas mais amenas e qualidades de pastagens com
melhores valores nutricionais, permitindo entdo, a melhor adaptacéo de racas taurinas
(Bos taurus), (EUCLIDES FILHO e EUCLIDES, 2010). Os bovinos taurinos que foram

introduzidos no Brasil apés o descobrimento podem ser divididos em trés categorias,
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sendo elas: ragas Britanicas, Continentais e Crioulas. As ragas crioulas foram as
primeiras a serem introduzidas nas Ameéricas durante o século XVI (MATEUS et al,.
2004).

3.2 Introducao da Raca Crioula no Brasil

Os primeiros lotes de bovinos chegaram ao Brasil em meados da terceira
década do século XVI, acompanhando o inicio da colonizacao do pais (PRIMO, 1993).
N&o se sabe ao certo, mas acredita-se que 0s primeiros exemplares vieram entre 1533
e 1534, por obra de Ana Pimentel, esposa de Martim Afonso de Souza, na regido de
Séo Vicente, no estado de Sao Paulo.

Ja a introducédo desse gado no sul brasileiro foi realizada por missionarios
jesuitas, acredita-se que entre os anos de 1620 a 1630, com a finalidade de suprir as
demandas de alimento dos povos das Missdes (ARAUJO, 1990). No ano de 1636, as
missdes foram invadidas pelos bandeirantes e 0s povos jesuitas migraram para a
regido de Franca, no estado de S&o Paulo. Acredita-se que no decorrer desse trajeto,
alguns exemplares se perderam da tropa e formaram rebanhos nas matas do Planalto
Catarinense. Anos depois, com o inicio da colonizacao da Serra Catarinense, vieram
para a regido o gado Franqueiro, cruzando com 0s bovinos que na regiao estavam,
assim, dando origem a raca Crioula Lageana (MARIANTE e CAVALCANTE, 2000).

3.3 Origem da Raga Crioula

O gado Crioulo Lageano foi reconhecido pela portaria 1048 em 31 de outubro
de 2008, publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
por meio dos esforcos da Associacdo Brasileira de Criadores da Raca Crioula
Lageana (ABCCL), criadores da regido e de instituicdes parceiras. Com este feito, foi
possivel registrar oficialmente a raca no Livro de Registro Genealdgico.

Acredita-se que a raca Crioula seja descendente do Uro europeu (Bos taurus
primigenius), denominado também como Auroque, no qual foi domesticado apos o
paleolitico (ROUSE, 1977). Os Auroques apresentavam caracteristicas fenotipicas
semelhantes a raca Crioula Lageana, com faces largas, cabeca grande, perfil reto e
cornos enormes, com mais de um metro de comprimento (Ver figura 2). Segundo
Alves (2004), a ultima fémea dessa raca morreu na Poldnia, em uma floresta no ano
de 1627.
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Figura 2 - O Uro europeu ou Auroque (Bos taurus primigenius).
Fonte: MARFigura 2 - O Uro

O gado crioulo do sul do Brasil, provavelmente tem como origem o tronco
Ibérico (GOULART, 1965). Primo (2000), percebeu uma enorme semelhanca entre o
gado Crioulo Lageano com a raca Berrenda da Andaluzia, por suas aspas e pelagens
semelhantes. De acordo com Athanassof (1957) e Goulart (1965), as racgas crioulas
brasileiras descendem de diversas racas portuguesas, como a Minhota, Arouquesa,
Alentejana, e diversas outras. Mariante e Cavalcante (2006) reforcam a citacéo
desses antigos autores, demonstrando que as racas crioulas brasileiras atribuem
semelhancas com os bovinos baios de Portugal.

Os bovinos da raca Crioula Lageana apresentam perfil de cabeca retilineo ou
subconcavilineo, mucosas pigmentadas escuras nha maioria das vezes, orelhas
redondas, pequenas e leves. Apresentam pele grossa e pigmentada, coberta de pelos
que variam do branco até o preto (CAMARGO e MARTINS, 2005). Segundo Payne
(1970), a raca apresenta mais de quarenta tipos de pelagens, podendo ser: africana
vermelha e preta, sendo estas, as mais comuns (Ver figuras 3 e 4); baio ou preto;
jaguané; oveiro vermelho, baio ou osco; brasino; baio; entre outras tonalidades de
pelagens. Corroborando a estes resultados Carvalho (2019) descreveu 39 tipos de
pelagens em Crioulos Lageanos, detectando uma pelagem até entdo desconhecida
pela literatura, nomeada como berrenda.

Existem duas variedades da raca, a aspada e a mocha (Figuras 3 e 4). A
primeira variedade apresenta longos chifres, sendo mais utilizada para turismo rural,

exploracdo das tradicbes e culturas da regido. A variedade mocha tem uma maior
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finalidade comercial, pela facilidade do transporte e manejo (CAMARGO e MARTINS,
2005).

Figura 3 - Vaca CriFigura 5 - Escalas de Figura 4 - Touro Crioulo Lageano de pelagem

marmanrain varmalha \/ariadada africana preta' Variedade mocha.

Fonte: MARTINS et al., (2009). ostras Fonte: MARTINS et al., (2009).

de DNA extraido. Eletroforese em gel de
agarose 0,5%.

Seu corpo é de tamanho mediano, cilindrico, com térax medianamente
profundo e costelas levemente arqueadas para tras. A conformacéo de garupa é boa,
com insergdo de cauda alta, expondo a regido pélvica, tal caracteristica que facilita na
hora do parto. A massa muscular desses animais ndo € muito desenvolvida, devido a
falta de selecdo para esta caracteristica (CAMARGO e MARTINS, 2005).

E denominada uma racga Crioula local, pois sdo individuos que evoluiram
séculos por selecdo natural, adaptando-se as condi¢cfes climéticas, sanitarias e
nutricionais da regidao onde se encontram (EGITO et al., 2002), no caso desta raca,
situam-se no Planalto Serrano, especificamente, no municipio de Lages - SC.

A raca é pouco explorada no setor agropecuario, mas apresentam
caracteristicas produtivas e reprodutivas interessantes para uma estratégia de avanco
genético da raga, com a finalidade de melhorar seus indices zootécnicos (LUCHIARI
FILHO et al., 2006). Sdo animais rusticos, com boa fertilidade, pouca dificuldade ao
parto, boa producdo leiteira e uma excelente habilidade materna. Tais caracteristicas
gue sao de extrema importancia e interesse para programas de melhoramento (VEIGA
et al., 2009).

Giacomini (2006) pesquisou a idade a puberdade desta raca. Quando
alimentadas com pastagem de inverno atingiram a puberdade aos 14 meses com
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300kg e, quando foram mantidas apenas em campos naturais, atingiram esta
caracteristica aos 24 meses, com 0 mesmo peso Vvivo. Assim como Rosa (2016), no
qual avaliou o crescimento e precocidade desses animais, uma caracteristica de
relevante interesse econdémico, identificando o polimorfismo no gene de interesse. O
desempenho reprodutivo desses animais é um fator muito importante que determina
a eficiéncia total da producédo de um rebanho (FORNI et al., 2003).

Quando obteram respostas concretas dessas caracteristicas, muitos destes
animais foram cruzados com racas exoticas, ocasionando em uma grande queda da
populacdo de bovinos Crioulos Lageanos (MARIANTE e CAVALCANTE, 2000).
Atualmente, encontram-se em média 3000 exemplares dessa raca na regiao serrana
de Santa Catarina. Tal quantidade ja foi mais reduzida, fato este, que a FAO os
colocou na lista de animais que corriam risco de extincdo (CAMARGO e MARTINS,
2005).

3.4 Qualidade de Carne

Apos a Revolugdo Industrial em meados do século XVIlII e o aumento
constante da populacdo mundial (FAO, 2018), surgiu a necessidade de selecionar
animais mais produtivos para que fossem atendidas as necessidades da populacao.
A demanda por produtos de origem animal seguiu este crescimento. Um produto
bastante procurado é a carne bovina e, esta carne necessita ter qualidade, tal requisito
gue até hoje estd na mente do mercado consumidor (CHAVES et al., 2017).

Com a necessidade de elevar seu padrdo de vida, a pressao da populacéo
fez com que aumentassem as producdes de carne e juntamente com isto, a qualidade
da mesma (LAWRIE, 2005). Outro motivo gira em torno de algumas doencas que
surgiram, como Encefalopatia Espongiforme Bovina, popularmente, a “doenga da
vaca louca”, febre aftosa e brucelose. Sabendo da preocupacédo em relacédo a estas
doencas, o mercado consumidor passou a exigir um maior controle sanitario nas
producdes e uma carne de 6tima qualidade (REZENDE e LOPES, 2004).

Felicio et al. (1988), relataram que bovinos de racas taurinas tém uma
superioridade em relacdo as ragas zebuinas quando se trata de qualidade de carne,
principalmente no aspecto de maciez. Para selecionar os melhores animais, n&o basta
apenas olhar o fenétipo e escolher aqueles que acredita-se que estédo relacionados
com uma carcaca de melhor qualidade, torna-se necessario muito estudo e medir

diversas caracteristicas da carcagca animal para chegar no resultado final e assim,
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saber quais ragas ou animais apresentam superioridade na caracteristica almejada
(ARAUJO, 2002).

Avila (2016) pesquisou e descreveu que o principal fator na tomada de decis&o
dos consumidores ao escolher o produto é o preco deste, sua aparéncia fisica e odor.
Sabe-se que em muitos casos, produtos de baixo valor comercial ndo séo de
qualidades satisfatérias, porém, o conceito de qualidade de carne abrange diversas
caracteristicas, sendo elas: maciez, sabor, marmoreio, pH, capacidade de retencao
de agua, cor, textura, firmeza e distribuicdo e quantidade de gordura (EQUIPE
BEEFPOINT, 2016).

3.4.1 Marmoreio

A deposicao de gordura na carcaca bovina é classificada da seguinte maneira:
gordura externa (subcutanea); interna (envolve 6rgdos e visceras); intermuscular
(envolve os musculos) e intramuscular (entremeada as fibras musculares). A ordem
de deposicao desta caracteristica é realizada também nesta respectiva ordem.

A Ultima gordura depositada, esta, ndo podendo ser separada da carne €&
denominada o marmoreio. E uma gordura que o consumidor sempre esta buscando,
pois esta relacionada com caracteristicas sensoriais da carne, proporcionando ao
consumidor uma sensacao de suculéncia no processo de mastigacdo (RAMALHO,
2016).

O marmoreio alcangou uma demanda muito forte pelo mercado consumidor.
O gue acontece € que se uma carne tem marmoreio, ela provavelmente tem uma boa
procedéncia, podendo ser macia antes mesmo desse Ultimo acumulo de gordura.
Esses maiores niveis de marmoreio tem como consequéncia uma elevacao no preco
do produto final e os consumidores acabam pagando por este melhor produto
(EQUIPE BEEFPOINT, 2013).

A gordura intramuscular pode ser mensurada no musculo Longissimus dorsi
da carcaca dos animais, em uma escala de pontuacdo que vai do escore 1 até o0 12
(Figura 5). O numero 1 apresenta nivel de marmoreio ruim; o numero 2 apresenta
marmoreio razoavel; 3 e 4 sdo bons; de 5 a 7 0 marmoreio esta muito bom e do numero
8 até o 12 os niveis de marmoreio sdo excelentes. Esta caracteristica apresenta
valores de herdabilidade médios a elevados, o que torna bastante positiva para os
programas de selecédo (SUGUISAWA et al., 2006).
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BMS # 1 Quality Grade 1 BMS # 2 Quality Grade 2

BMS # 4 Quahty Grade 3

BMS # 3 Quahty Grade 3

BMS # 10 Quality Grade4  BMS # 11 Quality Grade 5 BMS # 12 Quality Grade 5

Figura 5 - Escalas de
Fonte: The Steak Guide.

Além das analises post mortem, ou seja, diretamente na carcaca dos animais
recém-abatidos, € possivel obter estimativas fenotipicas para marmoreio em analises
in vivo, utilizando-se um algoritmo matematico que permita a regressdo dos valores
obtidos com imagens de ultrassonografia no espaco intercostal entre a 122 e a 132
costela dos animais (NUNES et.al, 2015).

3.4.2 Melhoramento Genético e suas Tecnologias

A descoberta da estrutura da molécula de DNA, realizada por James Watson
e Francis Crick, no ano de 1953, possibilitou a abertura de diversos estudos e avangos
tecnoldgicos relacionados ao melhoramento genético animal, assim, ocorrendo a
descoberta da ciéncia genémica (EMBRAPA, 2016).

Diferentes técnicas foram criadas em todos estes anos de avanco da
pesquisa, como por exemplo, tecnologias de analises moleculares da variabilidade do
DNA permitem determinar pontos de referéncias nos cromossomos, estes,
tecnicamente chamados de marcadores moleculares (GENETICA VIRTUAL, 2011).

A identificacdo dos animais ou racas podem ser realizadas via avaliacbes
moleculares, no qual, os marcadores genéticos irdo identificar os polimorfismos em
genes especificos relacionados as caracteristicas quantitativas, por exemplo, o
marmoreio. A Selecdo Assistida por Marcador (Marker Assisted Selection - MAS) é

uma tecnologia aplicada em programas de selecdo animal, no qual sédo detectados
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loci para caracteristicas quantitativas (QTL), podendo possuir efeitos positivos ou
negativos para a caracteristica de interesse (LOBO et al., 2007).

Geralmente, os marcadores usados nos programas MAS, estdo associados
aos QTL, sendo que a localizacéo desses genes especificos torna-se mais facil, pois
sua auséncia ou presenca esti associada a informagdo do marcador. Os estudos
sobre a deteccdo de QTL via marcadores sdo baseados na segregacédo de individuos
heterozigotos (DAVIS e DENISE, 1998).

Nos ultimos anos estas tecnologias de sequenciamento e genotipagem em
larga escala obtiveram crescimento de forma exponencial, gerando grandes impactos
em pesquisa com diferentes rebanhos animais (KIJAS et al., 2012). O método mais
bésico para genotipagem € baseado na técnica de PCR-RFLP (MAEDA et al., 1989).

A técnica de PCR consiste em amplificar a regido de interesse do DNA, ou
seja, utiliza-se esta técnica para fazer milhares de cépias de um Unico pedaco de DNA.
Para realizar esta técnica torna-se necessario o uso de DNAs iniciadores, estes
conhecidos como primers e a utilizagdo de uma enzima polimerase para que seja feita
a replicacdo do DNA (CAETANO, 2009).

Posteriormente a PCR, torna-se possivel a técnica de RFLP, descoberta por
Botstein et al. (1980), sendo esta, uma das técnicas mais utilizadas com marcadores
moleculares. Consiste no polimorfismo de tamanhos de fragmentos de restricdes,
tornando possivel diferenciar individuos através de mutacdes pontuais que originam
0s SNPs (single nucleotide polymorphisms). Para que esta técnica seja realizada, séo
utilizadas enzimas de restricdes que tem a funcédo de clivar o DNA em diferentes
pontos especificos, gerando fragmentos de diferentes tamanhos que sdo digeridos

pela enzima, separados e visualizados em formas de bandas (RASMUSSEN, 2012)..
3.4.3 Tireoglobulina

A tireoglobulina (TG) € uma glicoproteina sintetizada e secretada pelas células
tiroidianas dentro do lumen folicular (PARMA et al., 1987). Este gene esta localizado
no cromossomo 14 em bovinos (BTA14), agindo como precursor dos hormonios T3 e
T4, influenciando no metabolismo de lipidios, interferindo na diferenciacdo de
adipdcitos e também na deposicéo de gordura nos musculos (SHIN e CHUNG, 2007,
CARVALHO et al., 2012).

Em programas de melhoramento genético, a associacdo entre marcadores

moleculares e a caracteristica de producdo a qual esta sendo pesquisada, deve ser
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avaliada na populacéo a ser selecionada. Em alguns bovinos a regido centromérica
do BTA14 foi associada com deposi¢ao de gordura. O gene da TG encontra-se a 4,46
Mb no BTA14. Relatos contraditérios mostram que pode ocorrer a influéncia de um
polimorfismo na sequéncia 5’ desse gene sobre o marmoreio (EMBRAPA, 2006).
Barendse (1999) relatou que um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) no
gene da TG estaria associado com o marmoreio em bovinos. Para confirmar esse
estudo j& realizado pelo mesmo, Barendse et al. (2004), novamente testaram esse
polimorfismo na regido 5 UTR do gene da TG e confirmaram que animais que
apresentavam este polimorfismo teriam potencial para producéo de carne com melhor

qualidade.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 animais da raca Crioula Lageana pertencentes a
diferentes propriedades de criadores do estado de Santa Catarina. As coletas
ocorreram nos anos de 2015 e 2016, sendo possivel realizar este projeto a partir da
aprovagdo do Comité de Etica com o Uso de Animais (CEUA / UFSC). Assim, foram
coletadas manualmente 50 amostras de pelos da vassoura da cauda de cada animal
contido previamente no brete. Apds a coleta, o excesso de pelos foi cortado com
tesoura em fios de aproximadamente 5 centimetros contendo os foliculos pilosos. As
amostras foram acondicionadas em pacotes plasticos vedados e identificados de
acordo com a numerac¢do do animal e fazenda onde viviam. ApdOs a etapa de coleta,
foi realizada a transferéncia do material para tubos de microcentrifuga (1,5mL),
também identificados e armazenados a — 20°C até o momento da extracdo do DNA
gendmico.

A extracdo do DNA e analises posteriores foram realizadas no Laboratorio de
Ensino e Pesquisa em Genética Animal (LEPGA), pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina, no municipio de Florianopolis —
SC. Para a extragdo do DNA genOmico utilizou-se a metodologia PCI (fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico) adaptado de Lima (2003). Em cada microtubo contendo
os foliculos pilosos foram adicionados 500 puL de solu¢cdo TE-TWEEN (Tris 50mM,
EDTA 1 mM, 0,5% Tween 20), seguido de incubacdo em banho-maria a 65°C por 1,5
horas com agitacdo manual periddica. ApOs esta etapa, foram adicionados 15 uL de
proteinase K (20 pg/ uL) e as amostras foram incubadas novamente a 55°C por 6
horas, agitando-as por inversao a cada 30 minutos. ApGs este periodo de incubacao
foi realizado um overnight a 37°C.

Realizada a primeira etapa da extracao, em seguida foi adicionado 1 volume
de PCI (fenol-cloriférmio-alcool isoamilico — 25:24:1) para 1 volume de amostra e os
tubos passaram por agitacéo vigorosa durante 10 segundos em agitador automatico
tipo vortex. Posteriormente, foi realizada a centrifugacéo a 12.000 rpm por 10 minutos
a 23°C, sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo, este também
identificado, gerando assim, 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), realizando entdo a

mistura por imersédo, seguida de repouso durante 1,5 horas a — 20°C, com uma
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nova centrifugacéo a 12.000 rpm por 60 minutos a 4°C. O DNA remanescente apoés a
precipitacdo foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido com 100 pL de agua
ultrapura e armazenado a 4°C até o momento das analises posteriores.

Com o intuito de verificar a eficacia da metodologia da extracdo, as amostras
foram misturadas a 3 pL de tampé&o de corrida (azul de bromofenol, xileno-cyanol e
glicerol) e submetidas a eletroforese em gel de agarose (0,5%) com brometo de etidio,
em tampéo TBE 1X (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM e pH 8,3)
a 50V, por aproximadamente 50 minutos. A visualizacdo da analise foi feita sob luz
ultravioleta em Sistema de Fotodocumentacao L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia), as
imagens dos géis foram capturadas com software L-Pix Imagem Ex®.

O par de primers utilizado nas PCR’S foi desenhado de acordo com as

informacBes disponiveis no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/),

possuindo as seguintes sequéncias de nucleotideos, respectivamente:
TG — Forward 5’— TCCCAGAGTTAGCCTCCAAG - 3
TG — Reverse 5 - TGAATGAGAGGTGGTGAGGTC - 3’

As reacoes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL por
amostra, 100 ng de DNA, 0.5 mM de cada primer, 1 X PCR “buffer” [(10 mM Tris-HCI)
(pH 9.0)], 1.5 mM MgCI2 e 50 mM KCI], 100 mM de dNTPS, 0,5 U da enzima
EasyTaq® DNA Polymerase (Trans Gen Biotech®). Os ciclos de amplificagdo foram
realizados em termociclador Biometra®, e seguiram as seguintes programacdes
(Tabela 2):

Tabela 2 - CondicGes da reacédo de PCR para amplificacdo do fragmento do gene da
TG.
Reacao de PCR (Touchdown)

12 Etapa (10 ciclos) 22 etapa (25 ciclos)
Etapas T°C Tempo T°C Tempo
Desnaturagéao 96 5' 95 1
66,1 (| . .
Anelamento 1°Cleiclo) 1 56,1 1
Extensao 72 1 72 1
Conservacao 4

T= Temperatura



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Para verificar o resultado da amplificacdo, uma aliquota de 4 pL de cada
amostra foi misturada a 4 pL de tampéao de corrida (azul de bromofenol, xileno-cyanol
e glicerol) e submetida a eletroforese em gel de agarose a 1,0% com brometo de etidio
(0,05 uG/ml), utilizando tampéao TBE 1X a 65V por aproximadamente 50 minutos. O
gel foi visualizado sob luz ultravioleta em Sistema de Fotodocumentagdo L-Pix EX®
(Loccus Biotecnologia) e as imagens foram capturadas por meio do software L-Pix
Imagem Ex®. Apos o isolamento e amplificacdo da regido de interesse do gene da TG
pela PCR, as amostras foram submetidas a técnica de PCR-RFLP. A enzima de

restricdo escolhida foi a Hinf-I, possuindo os seguintes sitios de corte:

Hinf-l - 5" — G*ANTC - 3’
3 —CTNA*G - &

A digestéo foi realizada em um volume final de 20 puL por amostra, contendo
10pL do produto da PCR, 5 pL de tampéo para a enzima de restricao, 0,5 yL da enzima
Hinf-1 e 4,5 pL de H20 para completar o volume final de cada amostra. O procedimento
foi realizado em termociclador Bimetra®. A digestdo da enzima Hinf-1 foi feita a 37°C
por 60 minutos, posteriormente a 80°C por 20 minutos para inativacado da enzima e,
por ultimo a 4°C para conservacao das amostras até a proxima etapa (Tabela 3).

Tabela 3 - Etapas da digestdo da enzima Hinf-I.

Etapas T°C Tempo

12 etapa 37 60’

22 etapa 80 20'
Conservagéao 4

T= Temperatura

Para visualizacao do resultado, 8 yuL de cada amostra foi misturada a 4L de
tampéo de corrida (azul de bromofenol, xileno-cyanol e glicerol) para realizacdo da
eletroforese em gel de agarose (2,5%) com brometo de etidio (0,05 pG/ml), em
tampdao TBE 1X a 80V por 1 hora. A visualizac&o do padrao eletroforético de migracéo
das bandas ocorreu sob luz ultravioleta em Sistema de Fotodocumentacao L-Pix Ex®
(Loccus Biotecnologia) e as imagens foram registradas novamente com o auxilio do
software L-Pix Imagem Ex®.

Apos a deteccgédo de polimorfismos nas amostras analisadas, foram realizados

os célculos das frequéncias genotipicas e alélicas e, posteriormente, realizado o teste
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de equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias genotipicas (X, X;j € Xj) e alélicas
(X; e Xj) foram determinadas a partir da contagem direta dos genétipos observados e

estabelecidas com as seguintes equacdes:

- ¢ =0 ]
£ J:J: — - {Illl — a jl: —

H H H
. - n, +(0,5n;) . - n, +(0,5n,)
r n ! n

Onde: n;;, njj e n;j correspondem ao numero de homozigotos e heterozigotos
observados nos alelos i e j, respectivamente; n corresponde ao ndimero de individuos
analisados.

A aderéncia das frequéncias observadas ao equilibrio de Hardy-Weinberg foi

testada pelo %2, ao nivel de 5% de significancia a partir da expanséo do binémio

descrito por Falconer e Mckay (1996):
2 .2 ) 2
(xi-l_xj) =X, + xij-l_xj

Em que: x 4 = frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo i; 2 xi X j=
frequéncia esperada para heterozigotos ij; X 3 = frequéncia esperada dos homozigotos

para o alelo j.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia utilizada para a extracdo do DNA gendmico dos foliculos
pilosos mostrou-se eficiente (Figura 6), demonstrando que as amostras apresentam
uma quantidade satisfatoria de DNA gendmico extraido. Porém, a maior parte das
amostras apresentaram bandas arrastadas, isto indica, que provavelmente sejam
sinais de degradagédo do DNA. A banda mais forte indicada no fim do padré&o indica
RNA (SALMAM e LAUREANO, 2006). Contudo, as presencas destes dois fatores nao

afetaram as analises posteriores de PCR e RFLP.

Kbplus Amostras

e  DNA
gendmico

‘ ‘...'u .....‘

Figura 6 - Exemplo de amostras de DNA extraido. Eletroforese em gel de agarose
0,5% (Fonte: Autor préprio).

Os resultados obtidos nesta etapa de extracdo de DNA corroboram com o que
Laureano (2006) e Oliveira (2017) encontraram em suas pesquisas, na qual utilizaram
também a técnica adaptada de Lima (2003) para a extracdo de DNA de pelos de
bovinos da raga Nelore.

Para garantir a melhor visualizacdo e anelamento dos primers e eficacia da
técnica, foi realizada o método de PCR-touchdown. Os fragmentos amplificados
tinham em torno de 709pb, no qual indicam o funcionamento dos primers desenhados

para a regiao estudada (Figura 7).
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Kbplus Amostras
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700pD e
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Figura 7 - Imagem representativa do resultado das anéalises de PCR com os
iniciadores TG, FWD e REV. Gel de agarose a 1%. A= marcador de peso molecular
1kb plus DNA Ladder (Invitrogen®) (Fonte: autor préprio).

Com base nos resultados obtidos nesta etapa, tornou-se possivel a realizacéo
da técnica de RFLP, onde as amostras continham apenas a regido de interesse do
gene da Tireoglobulina avaliada neste trabalho. Apds digestdo das 60 amostras com
a enzima Hinf-1, foi possivel identificar trés padrées de migracdo de bandas distintos

em 57 amostras, correspondendo respectivamente aos gendétipos MM, Mm e mm,
conforme ilustrado na Figura 8.

Controle
1kb Plus  ,ositivo Amostras

1 7/, |

RERTIS

MM Mm

Figura 8 - Imagem representativa do resultado das analises de RFLP com a
endonuclease Hinfl. Gel de agarose a 2,5%. A= marcador de peso molecular 1kb
plus DNA Ladder (Invitrogen®) (Fonte: autor proprio).
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Pela contagem direta dos padrdes distintos de migracéo para a enzima  Hinf-
| nos 60 animais avaliados, foram calculadas as frequéncias genotipicas para os
gendtipos MM, Mm e mm, respectivamente. A partir destas frequéncias, foram

calculadas as frequéncias dos alelos M e m, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Frequéncias genotipicas e alélicas observadas com padrdes polimorficos
de migracao para o gene TG digeridos com a enzima Hinf-I.

Genaotipos observados Frequéncias
MM Mm mm alélicas *
Frequéncia 0.5614 0.3334 0.1052 f(M)=0,7281
N 32 19 6 f(m)=0.2719

*= significativo para teste de equilibrio de Hardy-Weinberg - %* a 5% de significancia

Os resultados obtidos com o teste de ¥*ao nivel de 5% de significancia,

mostram que as frequéncias observadas na regido estudada nos animais avaliados
ndo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Fato este, pode estar atribuido a
existéncia de selecado natural / artificial nos animais avaliados. Hill e Robertson (1968);
Liu (1998) relataram que a deriva genética destes animais, migracdo, mutacdo ou
selecdo natural e/ou artificial contribuem para alteracdes nas frequéncias alélicas a
cada geracéo de animais. A obtencao de diferentes frequéncias nestes animais, torna-
0s passiveis a selecdo para determinada caracteristica pela existéncia de
variabilidade genética encontrada.

Egito et al. (2004), analisaram o gene da TG em bovinos Crioulos Lageanos,
detectando também, polimorfismos na regido de interesse. Encontrando frequéncias
genotipicas de 23% e 9% para os alelos homozigotos e 68% para o alelo heterozigoto.
J& as frequéncias alélicas foram iguais a 43% e 57% para 0s respectivos alelos.

Analisando polimorfismos em bovinos derivados do acasalamento entre
touros e vacas das racas Wagyu e Limousin, por meio de analise RFLP em diferentes
genes, Wu et al. (2005), relataram que entre estes genes estava a TG e obtiveram
como resultado, que todos 0s genes estudados contribuiram significativamente para
a caracteristica de marmoreio. Analisando também racas taurinas, Qian-Fu et al.
(2008) utilizaram 271 animais das ragas Simental, Angus, Charolés e Limousin, onde

identificaram a presenca de polimorfismo em regides distintas do gene destes animais,
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Barreto et al. (2012), analisaram o SNP no gene da TG em bovinos da raca
Pantaneira, utilizando a enzima de restricdo Psu-Il. Esta raca também € naturalizada
brasileira e adaptadas a regido do Pantanal. Obteram como resultado, a presenca do
alelo em frequéncia superior a 57%, evidenciando o potencial de uma raca
naturalizada para a producédo de uma carne com maior qualidade e um maior valor
comercial agregado.

Em contrapartida, em racas zebuinas alguns estudos mostraram o inverso.
Siqueira et al. (2007), avaliaram as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo
TG em touros de raca zebuina (Nelore), em racas taurinas adaptadas (Bonsmara,
Caracu e Senepol) e em touros de raca taurina ndo adaptada (Angus), com a enzima
de restricdo Mbo-I, obtendo como resultado que nenhum dos touros da raca Nelore
apresentaram o alelo favoravel para o marmoreio, enquanto os touros de racas
taurinas apresentavam polimorfismo para esta caracteristica. Resultado este, esta de
acordo com o que Oliveira (2017) encontrou recentemente, onde suas amostras com
a raca Nelore ndo apresentaram variacdo fenotipica para este gene utilizando a
enzima Xmn-I. Contribuindo com estes resultados, Casas et al. (2005), analisaram
também este polimorfismo no gene TG em bovinos da raga Brahman, no qual

encontraram uma baixa frequéncia do alelo favoravel para o grau de marmoreio.
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6 CONCLUSAO

A existéncia de polimorfismo para a regido estudada do gene TG, que esta
relacionado ao maior teor de marmoreio, sugere que a raca Crioula Lageana possui
variacdo genética para esta caracteristicas e que, se esta variacdo estiver associada
com as variacdes fenotipicas de marmoreio, este gene podera ser um candidato a
selecdo assistida, resultando em animais com potencial para produtos carneos de
qualidade e maior valor agregado.

Sugere-se que pesquisas posteriores sejam realizadas a fim de concretizar
este resultado, sabendo da importancia da genotipagem destes animais para o
melhoramento genético da raca, objetivando uma futura insercdo dos mesmos como

uma raca de producao destinada ao corte.
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