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Palavras-chave: Abstract: It has been reported significant effects of leptin gene on features of
PCR-RFLP commercial interest, especially the deposition of fat in the meat, meat marbling,
Marcador percentage of milk fat, milk production, sexual precocity, energy expenditure and
genético some immune system functions. Due to its importance, the polymorphism in exon 2 of
Qualidade de la leptin gene (SNP305 - ANY138588) was investigated by PCR-RFLP using the enzyme
carne Kpn2l, in 352 cattle belonging to the breeds Aberdeen Angus, Hereford, Nellore and
Recursos Caracu. The shear force (FC) was analyzed including the fixed effects of genotypes
genéticos (CC, CT, TT), genetic group and, as a covariate, the age at slaughter or batch. The
results showed that TT genotype animals had lower FC values (P <0.05).
Keywords: Heterozygotes had, on average, more meat tenderness in -0.2345 kg and TT
PCR-RFLP homozygotes, -0.469 kg. The TT genotype was not detected in Nelore cattle, and
Genetic marker Caracu, genotype frequencies of CC, CT and TT were 0.2340, 0.5957 and 0.1703,
Meat quality respectively. The results observed in cattle Caracu could indicate the great potential of
Animal genetic these breed and other natives and Criollos to produce quality meat.
resources
Resumen

Efeitos significativos do gene leptina foram observados em algumas caracteristicas de interesse comercial, t
como: deposicao de gordura na carcaca, porcentagem de gordura no leite, producéo de leite, precocidade sex
balanco energético e algumas fungbes do sistema imunoldgico. Devido a sua importancia, o polimorfismo n
exon 2 do gene leptina (SNP305 —ANY138588) foi investigado pela técnica de PCR-RFLP empregando-se
endonuclease Kpn2l, num total de 352 bovinos das racas Aberdeen Angus, Hereford, Nelore e Caracu. A for
de cisalhamento (FC) foi analisada incluindo os efeitos fixos de genotipos (CC, CT, TT), grupos genético:
(Aberdeen Angus, Hereford) e, como covariavel, a idade ao abate ou lote. Os resultados obtidos demonstrz
gue os animais de gendtipo TT apresentaram valores menores de FC (P<0,05) em relacdo aos demais genoti
Os heterozigotos tiveram, em média, carnes mais macias em -0,2345 kg e os homozigotos TT, -0,469 Kg.
genotipo TT nao foi detectado no gado Nelore e, no Caracu, as frequéncias genotipicas de CC, CT e TT fore
0,2340, 0,5957 e 0,1703, respectivamente. Os resultados observados no presente estudo sugerem que O |
Crioulo e outras racas nativas brasileiras devem apresentar um grande potencial para producdo de carne c
gualidade, por apresentarem similaridade com o gado Caracul.

Introducéo
As informacBes de marcadores moleculares associados a genes envolvidos no controle genético
caracteristicas de dificil avaliacdo, como é o caso da maciez de carne, tém sido de grande importancia par
industria de carne. Com o uso de marcadores moleculares, o sacrificio do animal para avaliagdo fenotipice
dispensavel, além de permitir a previsdo precoce do potencial genético do animal para producdo de carne ¢
gualidade.
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A Leptina € um horménio protéico produzido principalmente pelo tecido adiposo e, 0 aumento no nimero d
adipécitos resulta no aumento da concentracdo de leptina periférica (Geary et al., 2003). Esse hormonio e:
envolvido com os mecanismos que regulam a ingestdo, 0 metabolismo energético, a fisiologia reprodutiva e
sistema imunoldgico dos mamiferos (Campfield et al., 1995; Chilliard et al., 2001). Por esse motivo, €
considerado um gene candidato para associagdo com caracteristicas quantitativas de interesse econémico, ¢
por exemplo, deposi¢cdo de gordura na carcaca, maciez de carne, precocidade sexual, porcentagem de gor
no leite, producéo de leite, entre outras.

A leptina é codificada pelo gene obese (ob), localizado no cromossomo bovino 4, que consiste de trés exot
estando as regifes codificadoras nos exons 2 e 3 (Lagonigro et al., 2003). Essa regido corresponde a 18,9 ki
genoma, sendo a sua organizacado exon-intron muito conservada entre camundongos, humanos e bovil
(Taniguchi et al., 2002).

Em bovinos, diversos estudos moleculares do gene que codifica para Leptina revelaram a presenca
polimorfismos de base Unica (SISixgle Nucleotide Polymorphism) (Pomp et al., 1997; Konfortov et al., 1999;
Haegeman et al., 2000), alguns dos quais foram associados a deposi¢cdo de gordura na carcaca de bovino
corte (Buchanan et al.,, 2002) e com caracteristicas de balanco energético, producdo de leite, peso vivc
fertilidade em gado leiteiro (Liefers et al., 2002). Devido & sua importancia, o SNP305 no exon 2 do gen
leptina foi investigado visando verificar a sua variabilidade em algumas racas representativas da Pecué
Brasileira bem como conhecer a sua relagdo com maciez de carne em racas bovinas Européias especializz
para corte.

Material e métodos

O polimorfismo de base unica (SNP305) no exon 2 do gene leptina (Acesso AY138588) foi investigado nun
total de 352 bovinos, pertencentes ao grupo de ragas européias especializadas (Aberdeen Angus (N=100
Hereford (N=110)), nativa brasileira (Caracu N=82) e zebuina (Nelore N=60).

Nas racgas européias, originarias do Estado do Rio Grande do Sul (Aberdeeen Angus e Hereford), amostras
2,5 cm do musculbongissimus dorsi entre a 12e 13 costelas foram coletadas, apds 24 horas de resfriamento
das carcacasm camaras frias do abatedouro Mercosul, Bagé - RS. Essas amostras foram embaladas & vacu
mantidas 4 %, até o momento de suas avaliacdes. As analises fisicas da maciez da carne foram realizadas c
base na forca desalhamento (FC) com a utilizagéo do aparelho do tipo Warner-Bratzler Shear.

As analises do SNP305 foram realizadas pela técnica de PCR-RFLP, segundo Buchanan et al., (2002).
reacoes de PCR foram realizadas num volume de 25uL, contendo 50 ng de DNA, 0,20 mM de cada dNTP, O,
UM de cadgrimer (5-ATGCGCTGTGGACCCCTGTATC-3' e 5- TGGTGTCATCCTGGACCTTCC-3),

1,5 mM de MgCJ, 1 x tampao de PCR (20 mM de Tris-HCL, 50 mM em KCI, pH 8,4) e 1 unidataqd2NA
polimerase. Para a amplificacdo utilizou-se uma desnaturacao inicial de 95°C por 5 minutos, 40 ciclos com
desnaturagéo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 52 °C por 45 segundos e extensédo a 72 °C por 55 segu
seguidos de uma extensao final a 72 °C por 3 minutos. Para as andlises de RFLP, aliquotas de 8 pL do proc
amplificado foram digeridas com 2 unidades da endonuclkgas® (T*"CCGGA) a 55 °C durante 3 horas. A
identificacdo dos fragmentos de restricdo foi realizada por eletroforese em gel 10% em poliacrilamida (49:1
submetido & técnica de coloracdo com nitrato de prata. As frequéncias alélica e genotipica foram estimad
empregando-se o programa Genepop (Raymond y Rousset, 1995).

Para avaliar as implicacbes do SNP305 na maciez de carne, os dados referentes & FC foram analisac
utilizando-se um modelo que incluiu os efeitos fixos de gendtipo SNP305 (CC, CT, TT), grupo genético
(Aberdeeen Angus, Hereford) e, como covariavel, a idade ao abate. Para a avaliagdo do efeito de substituicao
alelo favoravel, os gendtipos foram codificados como -1, 0 e 1, o que correspondia ao animal ter 0, 1 e 2 cOpi
do alelo C, sendo esse efeito testado pela razdo de verossimilhanca do modelo contendo o efeito alélico
relacdo ao modelo reduzido, sem o efeito alélico. Os valores de p (p-value) foram obtidos de uma distribuigé
de qui-quadrado com dois graus de liberdade para os valores de -2 vezes a raz&do do log da verossimilhanca.

Resultado e discussbtes

A técnica de PCR/RFLP permitiu investigar a substituicéo de citosina por timina no nucleotideo 305, que resull
na modificacdo de arginina por cisteina no hormonio protéico Leptina (Buchaman et al., 2002). O produto d
amplificacdo de 94pb, quando submetido & digestdo enzimaticaKma2h revelou duas formas alélicas. O
alelo C foi caracterizado pela presenca de um sitio de restricdo, resultando em dois fragmentos (75pb e 19pb)
alelo T, por ndo apresentar sitio de restricdo Karel, foi caracterizado por um Unico fragmento (94pb). Os
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homozigotos CC apresentaram os fragmentos com 75pb e 19pb, os homozigotos TT, apenas o fragmento
94pb e, os heterozigotos CT, os trés fragmentos correspondentes aos referidos alelos (94, 75 e 19 pb).

Como pode ser visto na tabela I, o alelo favoravel T foi mais frequente nas racas européias (Aberdeen Angus
Hereford), que produzem carnes com maior marmoriza¢do em relacao as racas zebuinas (Gir, Guzera, Nelo
variando de 0,0682 (Nelore) a 0,6136 (Herford). Na raca nativa Caracu, o alelo T ocorreu em frequéncia
intermediarias. As estimativas de freqiéncias alélicas estimadas para as ragas européias foram muito simila
as relatadas por Buchanan et al. (2002). Esses autores, estudando ragas européias verificaram que o ale
estava associado com carcagas mais gordas e com maior expressao de leptina em racas britAnicas (Ang
Hereford) e, o alelo C, associado com carcacas magras e baixa expressao de leptina em racas continer
(Charolés e Simental).

Tabela I. Frequéncias alélicas e genotipicas para SNP305 do gene Leptina estimadas para seis racas bovin:
(Allelic and genotypic frequencies of SNP305 of |eptin gene estimated for six cattle breeds)

Frequéncia alélica Frequéncia genotipica
Racas bovinas N C T CcC CT TT
Aberdeen Angus 122 0,4390 0,5610 0,1220 0,6341 0,2439
Hereford 110 0,3864 0,6136 0,1455 0,4818 0,3727
Caracu 60 0,5319 0,4681 0,2340 0,5957 0,1703
Gir’ 49 0,8674 0,1326 0,7551 0,2245 0,0204
Guzera* 46 0,9022 0,0978 0,8261 0,1522 0,0217
Nelore 67 0,9318 0,0682 0,8636 0,1364 0

*Lara et al., 2008

Segundo Konfortov et al. (1999), o alelo T esta presente em racas taurinas, em frequéncia préximas a 0,41, r
ocorrendo em racas indianas, onde o alelo C parece estar fixado. Em estudos anteriores, Lara et al. (20C
verificaram a ocorréncia do alelo T no gado Gir e Guzera em frequéncias muito baixas (tabela I). Esse resulta
poderia indicar que o alelo T possa ser considerado um bom marcador de ragas européias ja que sua ocorré
€ muito pequena no gado zebu. Assim sendo, as frequéncias genotipicas estimadas no presente estudo est:
acordo com a literatura, uma vez que ndo foram detectados homozigotos TT no gado Nelore. No gado Cara
ao nosso conhecimento, o SNP305 néo havia sido investigado, cujos resultados observados poderiam incenti
a criacdo de algunas racas nativas em perigo de extincdo, agregando valores comerciais a esses recu
genéticos e outros Crioulos da América do Sul, por apresentarem grande similaridade genética com o ga
Caracu.

A andlise de variancia revelou diferencas significativas de gendétipos (P<0,0148) na forca de cisalhamento e
relacdo &s amostras de carne provenientes dos animais de origem européia (Aberdeen Angus e Hereford), ct
valores meédios de FC estimados para cada gendtipo (CC, CT, TT) foram: 3,26 + 0,16, 3,37 £ 0,09 € 2,84 £ 0,1
respectivamente. Esses resultados permitiram investigar o efeito médio de substituicdo, observando-se ui
estimativa para a presenca de um alelo “T” de -0,2345 kg na forgca de cisalhamento (P=0,0114). Neste caso,
individuos heterozigotos apresentaram, em média, carnes mais macias em -0,2345 kg e, os homozigotos TT,
-0,469 Kg, quando comparados aos individuos de genotipo CC.

A leptina controla a deposicao de gordura subcutanea e intramuscular, afeta a terminacdo do animal para p
de abate e a palatabilidade da carne, aumentando a maciez e a suculencia da carne (Geary et al., 20
Portanto, os resultados obtidos sugerem que o SNP305 pode auxiliar a identificacdo de animais com potenc
para producgdo de carcagas com bom acabamento, afetando indiretamente a qualidade da carne bovina.
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