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RESUMO

O agronegdcio da pecuaria de corte no Brasil alcangou recordes em 2023, exportando 2,29
milhdes de toneladas de carne bovina para 157 paises e gerando US510,55 bilh&es. Apesar
de ter o maior rebanho comercial do mundo 197,2 milhdes de cabecas, a taxa de desfrute
real (24,48%) estd abaixo do ideal (45%), destacando a necessidade de melhorias na
producdo. A qualidade da carne é influenciada por caracteristicas como maciez, suculéncia
e marmoreio, as racas taurinas, como Angus e Senepol, apresentam melhores resultados. O
Senepol se destaca por adaptacdo ao clima tropical e atributos superiores de carcaca. A
selecdo genética assistida por marcadores moleculares, como o gene TG (Tireoglobulina),
tem potencial para identificar animais com maior qualidade de carne, otimizando a
producdo. Estudos associaram o polimorfismo TG5 ao marmoreio em racas taurinas,
enguanto racas zebuinas, como Nelore, ndo apresentaram o alelo favordvel. O uso de
ferramentas genOmicas e a selecdo de caracteristicas desejaveis podem promover avancos
na eficiéncia, qualidade e competitividade da carne bovina brasileira, atendendo mercados
internos e externos mais exigentes, portanto, o objetivo desse trabalho foi verificar a
expressao de polimorfismo no gene da TG em 15 embrides de bovinos da raca Senepol,
utilizando a técnica de PCR-RFLP. Para tanto, foram coletadas amostras de embrides para a
extracdo do DNA genomico. O par de primers utilizado nas reacdes 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 15
embrides avaliados, 10 se mostraram positivos para a expressdao da Tireoglobulina,
sugerindo a veracidade da associa¢do deste gene com animais da raca Senepol com maior
aptidao para o marmoreio.

Palavras-chave: Bovinocultura de corte, Expressdao génica, Tireoglobulina, Melhoramento
animal.
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Gene expression of Thyroglobulin polymorphism in vitro
produced embryos of Senepol cattle

ABSTRACT

In 2023, Brazil's beef cattle agribusiness reached record levels, exporting 2.29 million
tons of beef to 157 countries and generating $10.55 billion. Despite having the largest
commercial herd in the world—197.2 million heads—the actual utilization rate (24.48%)
falls short of the ideal (45%), highlighting the need for improvements in production.
Meat quality is influenced by traits such as tenderness, juiciness, and marbling. Taurine
breeds like Angus and Senepol demonstrate superior results. Among them, Senepol
stands out for its adaptation to tropical climates and superior carcass attributes. Genetic
selection assisted by molecular markers, such as the TG (Thyroglobulin) gene, has the
potential to identify animals with higher meat quality, optimizing production. Studies
have associated the TG5 polymorphism with marbling in taurine breeds, while zebu
breeds like Nelore do not exhibit the favorable allele. The use of genomic tools and the
selection of desirable traits can drive advancements in efficiency, quality, and
competitiveness of Brazilian beef, meeting the demands of more discerning domestic
and international markets. The objective of this study was to verify the expression of
polymorphism in the TG gene in 15 Senepol cattle embryos using the PCR-RFLP
technique. Genomic DNA was extracted from embryo samples. The primer pair used in
the PCR reactions was designed according to the GenBank database, and the selected
restriction enzyme was Xmnl endonuclease. Results were visualized through 2% agarose
gel electrophoresis. Out of the 15 embryos evaluated, 10 were positive for Thyroglobulin
expression, suggesting the validity of the association between this gene and Senepol
animals with greater aptitude for marbling.
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Com um grande impacto na economia e um crescimento constante, segundo a
Associagdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne, o agronegdcio da pecudria
de corte no Brasil movimentou em 2023 um marco histérico de 2,29 milhdes de
toneladas de carne bovina, estabelecendo um novo recorde em volume. Refor¢ando a
posicao como lider global, exportando para 157 paises e gerando um faturamento de
USS10,55 bilhdes. O Brasil tem o maior rebanho comercial do mundo com 197,2 milhdes
de cabegas de gado. Cerca de 12% do rebanho bovino do mundo esta no Brasil (ABIEC,
2024).

Nas exportacdes, o Brasil ocupa a primeira coloca¢do, sendo responsavel pela
exportagao de 18,7% de toda a carne comercializada no mundo. A carne bovina in natura
segue como o principal produto exportado pelo pais, respondendo cerca de 90% do
total. A China continuou como o principal comprador de carne bovina brasileira em
2023, respondendo por 54,4% do total, seguida por Estados Unidos e Unido Europeia
(ABIEC, 2024).

Porém, mesmo tendo o maior rebanho mundial comercial de bovinos, a taxa de
desfrute real brasileira foi estimada em 24,48%, quando uma taxa de desfrute
adequada para ciclo completo é acima de 45% detalhe que ressalva aimportancia
de providéncia de melhorias no processo de producdo (SCOT CONSULTORIA, 2024).

Em producdo de carne, o Brasil segue ocupando a segunda posicdao em 2023, com
o total de 10,6 milhdes de toneladas equivalente carcaca (TEC), responsdvel pela
producdo de 13,8% de toda carne bovina do mundo. A frente do Brasil, apenas os
Estados Unidos, que, com um rebanho 55% menor, produziu 15,7% mais carne em 2023,
em funcdo do tipo de producdo, raca do rebanho e uso de tecnologias nao utlizadas e
permitidas no Brasil (ABIEC, 2024).

Promover o aumento do peso da carcaca, a diminuicdo da idade de abate e a
adocdo de indices de selecdo multicaracteristicas tanto para bovinos em terminacao
guanto para novilhas de reposicao, representam praticas gerenciais com significativo
impacto na viabilidade da producdo de carne bovina (TERRY et al., 2021).

Segundo Siqueira et al. (2007) a manutencdo da competitividade da

bovinocultura de corte nacional nos mercados interno e externo implica a producdo de
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carne com maxima eficiéncia e com um padrao de qualidade que atenda aos mercados
mais exigentes. Dentre os fatores que determinam a qualidade da carne estdo os
atributos organolépticos e, dentre esses, a maciez é o principal quesito de avaliacdo ou
apreciagao por parte do consumidor.

O depdsito de gordura em ruminantes ocorre em quatro locais distintos: a
gordura visceral, localizada dentro da cavidade abdominal entre os érgdos; a gordura
subcutanea, situada sob a pele dos animais e responsdvel pela maior proporcao de
gordura na carcaga; a gordura intermuscular, localizada entre os musculos; e a gordura
intramuscular, localizada entre as fibras musculares. O conteddo de gordura
intramuscular, denominado marmoreio, refere-se a presenca de depdsitos de gordura
visiveis entre as fibras musculares (HOCQUETE et al., 2010).

A utilizacdo de testes de DNA e o uso de marcadores moleculares tém se
mostrado como alternativa promissora em programas de 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
populacdo (SIQUEIRA et al., 2007).

Considerando que desde os primeiros esforcos para o melhoramento guiado por
marcadores genéticos, os embrides foram explorados, a selecdo de embrides é possivel
gracas a uma importante ferramenta acesséria a sua produg¢ao, que consiste na bidpsia
embrionaria (ALONSO et al., 2003).

Dessa forma, as biotécnicas da reproducdo sdo importantes ferramentas para
serem associadas as analises gendmicas, em especial no caso da producgdo in vitro no
Brasil. A biépsia de blastocistos é segura e possibilita indices semelhantes aos de
embrides ndo biopsiados na implanta¢do e no nascimento de animais (OLIVEIRA et al.,
2017).

Varios genes foram previamente identificados por pesquisas como possiveis
responsaveis pela qualidade de carcaga e carne em bovinos de corte, a Tireoglobulina
(TG) (BARENDSE, 1999), que segundo este autor trata-se de um polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) no gene da Tireoglobulina (TG5) ao qual estd associado com
marmoreio (MAR) em bovinos, testes de DNA com Marcadores Moleculares (MAS) deste
polimorfismo, poderao ser aplicados na sele¢do embrionaria para produgdo de carne de

gualidade.
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A contribuicdo para os avangos no melhoramento genético bovino, visam o
desenvolvimento de rebanhos cada vez mais aprimorados, com animais que possuam
caracteristicas superiores e desejdveis, diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a possivel expressao do gene da TG, como foco no polimorfismo TG5 em
embrides oriundos de fertilizagdo in vitro de bovinos da raca Senepol, relacionado ao

marmoreiro da carne.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Marilia - UNIMAR, conforme as normas do Conselho Nacional de

Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) sob o protocolo 20/2023.

Foram avaliados 15 embrides bovinos provenientes de Fertiliza¢ao in vitro - FIV
da raca Senepol, produzidos de acordo com os protocolos comerciais ja instituidos pela
Central Senepol Lab FIV, localizada na Fazenda Experimental da Universidade de Marilia

— UNIMAR, Rua Hygino Muzzy Filho 1001, Marilia, SP.

Para a extracdo do DNA gendmico, foi utilizado o kit QuickExtract™ DNA
Extraction Solution — Lucigen, o qual recomenda: (1) Rotular o nimero apropriado de
tubos contendo 0,5 mL de solucdo QuickExtract. (2) Colocar 1 embrido em cada
microtubo de 0,5 - 1cm. (3) Vdrtex por 15 segundos. (4) Transferéncia do tubo para um
bloco térmico a 65°C e incubar por 6 minutos (5) Vortex por 15 segundos. (6)
Transferéncia do tubo para um bloco térmico a 98°C e incubar por 2 minutos. (7)
Armazenar o DNA a —20°C (por até 1 semana). (8) Usar 5 pL ou menos do DNA extraido
para cada amplificacdo por Reacdo em Cadeia pela Polimerase — PCR.

No intuito de verificar a eficacia da metodologia da extracdo de DNA, as amostras
foram misturadas com 3 uL de tampao 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 tamp3o TBE 1X (Tris-HCI 89 mM; EDTA 2,5 mM e Acido Bérico 89 mM e pH 8,3) a 75
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V, por aproximadamente 45 minutos. A visualizagdo foi feita sob luz ultravioleta em
Sistema de Fotodocumentagao L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia) e as imagens dos géis

foram capturadas com o software L-Pix Imagem Ex®.

O par de primers utilizado nas reagdes de PCR (Reagdes em Cadeia pela
Polimerase) foram desenhados de acordo com as informacdes disponiveis no GenBank,
possuindo as seguintes sequéncias de nucleotideos: TG - Forward 5 -—
TCCCAGAGTTAGCCTCCAAG - 3’; TG — Reverse 5" — TGAATGAGAGGTGGTGAGGTC - 3’.

As reac¢Oes de PCR foram realizadas em um volume final de 25uL por amostra,
contendo 2uLde DNA genOmico, 0,5uM de cada primer, tampdo PCR 1X, 0,5uM de
MgCl;, 100uM de dNTPS, 0,75U EasyTag® DNA Polymerase (Trans Gen Biotech®). Os
ciclos de amplificacdo foram realizados em Termociclador Biometra® nas condicdes

descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢des de amplificacdo do gene da Tireoglobulina na Reacdo em Cadeia

pela Polimerase em termociclador.

Etapa 1 (10 ciclos) Etapa 2 (35 ciclos)
T2eC Tempo T2eC Tempo
Denaturagao 96 5 minutos 95 5 minutos
Anelamento 65 1 minuto 55 1 minuto
Extensao 70 1 minuto 70 1 minuto

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

Para verificar o resultado da amplificacdo uma aliquota de 3 pL de cada amostra
foi misturada a 3uL de tampado 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 foi visualizado
sob luz ultravioleta em Sistema de Fotodocumentacdo 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
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a endonuclease Xmnl que possui os seguintes sitios de corte: Xmnl - 5-GAANN*NNTTC
—3 3 CTTNN*NNAAG -5".

A digestdo foi realizada em volume final de 20 puL/amostra, contendo 10 pL 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 digestao
da enzima Xmnl foi feita por 15 minutos a 372C e posteriormente a 652C por 20 minutos
para inativacdo e por Uultimo a 4°2C para conservacdo das amostras até a
fotodocumentacao.

Para a visualizacdo do resultado, 7pL de cada amostra foram misturadas a 3ulL
de tampao de corrida (azul de bromo-fenol, xileno-cyanol e glicerol) para realiza¢do da
eletroforese em gel de agarose a 2% com brometo de etidio (0,05 pug/ml), em tampao
TBE 1X a 70V, por 1 hora e 40 minutos. A visualizacdo do padrdo eletroforético de
migra¢ao das bandas ocorreu sob luz ultravioleta em Sistema de Fotodocumentagao L-
Pix EX® (Loccus Biotecnologia) e as imagens registradas com auxilio do software L-Pix

Imagem Ex®.

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

Software R.

Como apresentado na Figura 1, pode-se afirmar que a técnica de extracao de
DNA genOmico escolhida, mostrou-se eficaz. Considerando que as amostras se
apresentaram positivas no padrdo de migracdo de bandas no gel de eletroforese
confirmou que houve uma quantidade satisfatéria de DNA extraido.

A extracdao de DNA gendmico de alta qualidade é uma etapa primadria e critica na
biologia molecular, pois segundo Wang TY et al. (2011) influencia o sucesso de
experimentos subsequentes como reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados
da extracdo estdo em conformidade com Martins et al. (2020), demonstrando que a

bidpsia de embrido possibilita a obtencdo de material gendOmico embrionario.
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Figura 1. Fotodocumentagdao representativa do gel de agarose demonstrando a
presenca de DNA genémico (seta) dos embrides identificados de acordo com a

sequéncia numérica, onde todos apresentaram o material genético procurado.

Ja nas analises de amplificacdo 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. Fotodocumentagdo 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 realizagdo 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 execucdo desse trabalho.
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Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que os produtos
amplificados de PCR foram digeridos em 10 das 15 amostras analisadas, ou seja,
somente 05 amostras se apresentaram negativas para a expressao éxon 5 do gene da
TG.

Os dados se mostraram estatisticamente diferentes quando comparados entre
eles, em relagdo a presenca ou auséncia desta expressao (Tabela 2), confirmando,
portanto, a contribuicdo significativa do gene estudado para a andlise da caracteristica

de marmoreio em embrides da raga Senepol.

Tabela 2. Demonstrativo da analise estatistica realizada da comparagdo entre os

embrides com expressao génica da TG com os do polimorfismo TG5 nestes embrides

analisados.
Testes x?
Valor gl Valordep
x> 0536 1 0.464
N 15
Ne de | Total de Proporgao Valor de
amostras amostras p
Expressao SIM 10 15 66,67 <0,464
génica
NAO 05 15 33,33 < 0,464

Nota: A proporgao Ha é # 0,05

Barendse (1999), cita que um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) no gene
da TG esta associado com MAR em bovinos, da qual ocorre na regidao 5’ do gene da TG.
Os resultados de Siqueira e colaboradores (2007) avaliaram as frequéncias alélicas e
genotipicas do polimorfismo TG em touros das racas taurinas Senepol, Bonsmara e

Caracu.
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Os pesquisadores identificaram a presenca do polimorfismo em regides distintas
do gene destes animais, evidenciando a potencial associagdo do gene tireoglobulina com
o marmoreio. Barreto et al. (2012) também obtiveram resultados semelhantes,
utilizando da técnica de extragdo e analise para identificar o gene da tireoglobulina em
bovinos da raca Pantaneira.

Considerando que a bidpsia embriondria associada a uso de tecnologias
gendmicas e selecdo assistida por marcadores moleculares permitem a obtencdo de
informagdes gendmicas antes mesmo da transferéncia dos embrides, essa técnica tem
se mostrado uma alternativa promissora que permite identificar embrides portadores
do gene da TG. Dessa forma, podendo contribuir no processo de selecdo genética
objetivando o aumento ou a diminuicdo da frequéncia de determinados alelos em

rebanhos, garantindo producao de carne de qualidade superior.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, que confirmam a presenca do
polimorfismo no gene da Tireoglobulina, no alelo TG5 em embrides de bovinos da raga
Senepol, e sua correlagdo com o marmoreio, a utilizacdo de MAS (Selecdo Assistida por
Marcadores) representa uma ferramenta genética promissora, capaz de identificar
animais com maior predisposicdo a formacdo de marmoreio desde a fase embrionaria,
permitindo selecionar aqueles com maior potencial antes mesmo do nascimento e
reduzir os custos associados ao manejo de animais que ndo apresentam o potencial

genético esperado, promovendo maior lucratividade e sustentabilidade.
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