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ANALISE DO POLIMORFISMO DO GENE DA LEPTINA COMO INDICADOR
DE MARMOREIO EM BOVINOS DA RACA SENEPOL

RESUMO

Estudos realizados na area da biotecnologia animal em referéncia ao rebanho
bovino proporcionou o mapeamento do genoma dos Bos Taurus. Os avancos
possibilitaram a observancia de mutagcdes génicas sobre herdabilidade com a
oferta de dados que permitram a associacdo no uso de marcadores
moleculares com finalidades importantes para identificar a segregacdo de
caracteres nas progénies. A pecuaria moderna visando a implementacédo de
selecdo génica em seus plantéis, visa se beneficiar na utilizagdo destes
marcadores impactando de forma positiva na produtividade, lucratividade e
associacao de atributos qualitativos a carcaca animal, viabilizando a producéo
de carne gourmet diante da necessidade de um mercado consumidor mais
exigente. Dentre os genes e seus polimorfismos de nucleotideos Unicos a
leptina se destaca pois, encontra-se intrinsicamente ligada a deposicéo de
gordura presente nos tecidos de revestimento e marmoreio, estes possiveis de
serem associados a qualidade da carne no que rege as caracteristicas
organolépticas. Diante disto, o presente estudo teve como objetivo identificar a
expressdo génica dos polimorfismos do gene da Leptina e sua relacdo com
marmoreio em animais selecionados da raca Senepol, utilizando 62 garrotes
PO (puros por origem), com a extracdo do DNA obtidos dos pélos da vassoura
da cauda, utilizando a técnica da PCR- RFLP e utilizacdo dos primers de
acordo com o GenBank. Os resultados obtidos demonstraram que os produtos
amplificados foram digeridos, e nas amostras analisadas; pode-se verificar a
existéncia da variante alélica da Timina (T) foi expressa na maior parte dos
testes presente em 58 amostras, onde destas; 45 eram homozigotos TT e 13
heterozigotos TC e somente 4 amostras ndo expressavam esta forma alélica
sendo homozigotos CC, afirmando a presenca expressiva do polimorfismo da
leptina nos animais raca Senepol, pressupondo a sua maior aptidao para o
marmoreio.

Palavras-chave: Expressao génica, Leptina, polimorfismos, Marmoreio.



ANALYSIS OF THE POLYMORPHISM OF THE LEPTIN GENE AS AN
INDICATOR OF MARBLE IN BOVINE OF THE SENEPOL BREED

ABSTRACT

Studies carried out in the area of animal biotechnology in reference to the
bovine herd provided the mapping of the Bos Taurus genome, advances made
it possible to observe genetic mutations on heritability with the provision of data
that allowed the association in the use of molecular markers with important
purposes to identify the segregation of characters in the progenies. Modern
livestock, aiming at the implementation of genetic selection in their herds, aims
to benefit from the use of these markers, positively impacting productivity,
profitability and association of qualitative attributes with the animal carcass,
enabling the production of gourmet meat in the face of the need of a consumer
market more demanding. Among the genes and their single nucleotide
polymorphisms, leptin stands out because it is intrinsically linked to the
deposition of fat present in the coating tissue and marbling aspects, which are
likely to be associated with the quality of the meat in terms of organoleptic
characteristics. In view of this, the present study aimed to identify the
polymorphisms of the Leptin gene and its relationship with marbling in selected
animals of the Senepol breed, using 62 PO tourniquets, with the extraction of
the DNA obtained from the hairs of the tail broom, using the technique of PCR-
RFLP and use of primers according to GenBank. The obtained results
demonstrated that the amplified products were digested, and in the analyzed
samples; it can be verified the existence of the allelic variant of Thymine (T) was
expressed in most of the tests present in 58 samples, where of these; 45 were
TT homozygotes and 13 TC heterozygotes and only 4 samples did not express
this allelic form being CC homozygotes, confirming the expressive presence of
the leptin polymorphism in the Senepol animals, assuming their greater aptitude
for marbling.

Keywords: Gene expression, Leptin, polymorphisms, Marbling.
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1. INTRODUCAO

Estudos realizados na area da biotecnologia animal, em referéncia ao
rebanho bovino, passou por expansdo a partir do século XXI com o advento do
mapeamento genético de bovinos (Bos taurus), que em 2005 teve sua primeira
publicacdo, apresentando cerca de 2.670,15 milhbes de pares de bases
génicas (OLIVEIRA JUNIOR; PERES; FERRAZ, 2017). Estes estudos
possibilitaram obter informacbes que, aliadas a evolucdo tecnoldgica,
estabeleceram a observancia de mutacbes génicas que puderam ser
consideradas em cada nova geracdo, possibilitando determina-las como
marcadores moleculares estes caracterizados como elementos Uteis para
identificacdo na segregacdo de caracteres hereditdrios e em ensaios
posteriores, onde puderam ser sequenciados e depositados em bancos de
dados publicos; painéis constituidos de mais de 50 mil marcadores foram
apresentados e empregados na producdo de um mapa da diversidade dos
bovinos (DJARI et al., 2013; KADARMIDEEN; ROHR; JANSS, 2006).

No que se refere as mutacdes, as modificacbes mais presentes na
cadeia dos &cidos desoxido nucleotideos (DNA) foram determinadas como
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNP), que se baseiam na troca de
apenas uma das bases nitrogenadas Adenina, Guanina sendo estas bases
puricas Citosina e Timina bases pirimidicas presentes na cadeia da molécula
de DNA, possibilitando assim; pesquisas entre Estudos de Associagéao
Genbmica Ampla (GWAS) e a Selegcdo Genomica (GS). Tais evidéncias
demonstraram a estabilidade da presenca de algumas variagbes génicas
pressupondo que a determinacdo de SNP poderiam ser relevantes para
algumas racas Bos taurus ou populagbes considerando o ponto de vista
fenotipico (OLIVEIRA JUNIOR; PERES; FERRAZ, 2017; HAWKEN et al., 2013;
REGITANO; VERONI, 2009).

A pecuaria moderna visando a implementacdo de programas de
melhoramento genético do rebanho de corte, se beneficia da inclusdo do
conhecimento desenvolvido através da avaliacdo de alguns genes e seus MAS,
originando ferramentas tecnoldgicas a fim de otimizar as sele¢cdes genéticas

em plantéis; impactando de maneira positiva no viés da produtividade,



lucratividade e atributos da carne bovina além de; caracterizar progéneses
mais homogéneas (BRIDI; CONSTANTINO, 2011; MENEZES et al., 2005).

O conceito de qualidade da carne é muito amplo com variancias
diversas, pois esta associado isoladamente ou em conjunto a fatores
intrinsecos e extrinsecos que regem ndo apenas as propriedades
organolépticas, mas também aos quesitos sanitarios. Possibilitando
relacionarmos a selecdo da raca, manejo nutricional eficiente, precocidade,
composicdo da carcaca animal; presenca de rea¢cfes bioquimicas pertinentes
ao periodo post mortem onde ha influéncias de acdes enzimaticas e pH séo
relevantes, bem como a adequacao sobre as técnicas de conservacao da
carne relativas a acdo da temperatura e armazenamento (NOGUEIRA, 2007;
SIQUEIRA et al., 2007).

Porém, um consenso é efetivo e esta ligado a presenca do depdsito de
tecido adiposo nos bovinos, visto que é necessario como atrativo a definicdo
qualitativa, podendo este ser observado nos aspectos de cobertura da carcaca
mensurados de forma global ou em cortes especificos e a variancia no grau
marmoreio (MAR) em cortes comercializados. Podendo segundo as referéncias
desempenhar maiores experiéncias sensoriais aos consumidores, sendo este
um desafio no mercado da bovinocultura extensiva (BRIDI; CONSTANTINO,
2011; THOMPSON, 2004).

O Brasil se destaca comercialmente por ser competitivo no mercado de
exportacdo de carne commodity, mas nas Uultimas duas décadas sofreu a
pressdo em aderir a exigéncia dos mercados consumidores de carne bovina
premium no territorio internacional e nacional. Tal tendéncia se expande diante
da alta velocidade de informacdo presente por meio das redes sociais e
comerciais disponiveis. O consumidor busca produtos de alta qualidade sendo
esse valor baseado ndo apenas por componentes nutricionais e salubre, mas
incluindo os caracteres de maciez e palatabilidade capazes de proporcionar
maior prazer de consumo, exercendo impactos diretos na pecuaria de corte e
na forma de comercializacdo desta matéria prima (SEBRAE, 2023)

A producéo de carnes gourmet € atrativo para o segmento da criagdo de
gado de corte que buscam desenvolver produtos que agregam melhor valor de
mercado, mas que estdo dispostos a investir em pacotes tecnoldgicos. A

adesdo dos frigorificos e estabelecimentos comerciais, também sao uma



crescente, sem descumprir os padrdes relacionados a seguranca alimentar, a
pratica pode ser vista pela adocdo de empresas que buscam comercializar
cortes especificos néo tradicionais a cultura local, como pode ser visto atraves
do Cube roll retirado do Bife ancho e Strip Loin proveniente do Contra filé;
agregando a linhas de producédo selos internacionais de certificacdo que
regulamenta e reconhece cortes carneos com elevado indice gastrondmico,
gerenciando assim a padronizacdo da producdo (BEEFPOINT, 2018;
NOGUEIRA, 2007).

Com isso, a seletividade do grupo genético escolhido na utilizacdo da
pratica da criacdo extensiva de gado se torna de suma necessidade, porém
além do genotipo € necessario considerar a interagdo nas expressdes de seus
caracteres sofrem e os meios de producdo bem como a interagdo com 0O
ambiente. Diante disso, o suporte a nutricdo eficiente e adequacéo no abate se
tornam de extrema necessidade, para a expressao fenotipica e a producéo de
carnes nobres uma vez que ha diferencas marcantes nas carcacas de
diferentes gendtipos em uma mesma raca, podendo determinar fenétipos mais
ou menos apreciados (MENEZES et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2007).

Véarios genes foram previamente identificados em pesquisas com
bovinos como possiveis responsaveis pelos atributos da carne de corte, dentre
estes, 0 hormdnio leptina (LEP) esta diretamente associado com metabolismo
de lipidios, podendo assim, se relacionar com o MAR (marmoreio) e a
deposicdo de gordura subcutanea; possibilitando desenvolver estudados
pertinentes as mutacdes do gene LEP validando como um marcador a ser
considerado (NKRUMAH et al., 2007; KOOHMARAIE et al., 2003; KOWALSKI
et al., 2014). Diante do exposto, no presente trabalho, o objetivo foi analisar a
possivel expressdo do marcador LEP associando ao MAR em animais bovinos

da raca Senepol.



2. REVISAO DE LITERATURA

Caracteristicas de “gourmetizacdo” vém sendo associadas a carne do
gado Senepol (Bos taurus taurus), raca taurina de clima tropical com grande
adaptabilidade a clima quente, rusticidade e alta taxa de conversao alimentar,
fomentada por bovinocultores em territorio brasileiro; capaz de proporcionar
aos comensais um produto superior com caracteristicas de extremamente
maciez, tenracidade e palatabilidade (BRIDI; CONSTANTINO, 2011; FADEL,
2022).

Tais atributos conferem a aceitacdo no mercado consumidor gourmet,
agradando a paladares exigentes que buscam prazeres gastrondmicos,
portanto, a utilizacdo da raca em programas de melhoramento genético atinge
os padrées necessarios para o seguimento de selecdo e consequentemente na
agregacado de valores, seja para o gado puro ou em cruzamento industrial,
proporcionando elevado padrdao de carcaca vigente segundo especialistas,
apresentado nos requisitos: perimetro do musculo Longissimus dorsi ou Area
de olho de lombo (AOL), espessura de gordura de subcutaneo (EGS),
marmoreio (MAR), maciez e valores influenciados pelo pH superior a 5,8
(SILVA; BORDIN; BUENO, 2019; SIQUEIRA et al., 2007; SURITA et al., 2018).

A incorporacdo de tecnologias que podem ser utilizadas no ambito da
busca para reduzir a variagdo da qualidade da carne é uma necessidade
vigente, para isso, proporcionar a evolugdo em programas de selecédo animal,
dentre estes o uso da rastreabilidade dos MAS associados com caracteres na
producdo animal; permitindo entdo a antecipacdo de avaliacbes e a
incorporacdo em programas de selecdo em indices de desempenho superiores
para rebanhos de corte (MARTINEZ et al., 2002; REGITANO et al., 2009).

Segundo Vignal e colaboradores (2002), os avancos nos sistemas de
sequenciamento automatizado de acidos nucleicos permitiram que diferentes
animais de uma mesma espécie fossem comparados, utilizando a presenca de
marcadores genéticos estando relacionados as variagfes individuais, onde
estes podem ser transmitidos de geracdes para geracdes; colaborando para a
evolucdo no desempenho da progénie. Estas seriam resultantes de mutacdes
que podem ser decorrentes de substituicdes, delecdes e adicbes de

nucleotideos, que, uma vez caracterizadas constituem polimorfismos de



nucleotideos (single nucleotide polymorphisms — SNPs), pois mesmo existindo
diferentes padrdes de deposicao de gordura em EGS e MAR; que contribuem
para a maciez da carne dentre as racgas, a variacdo mais expressiva é aquela
que ocorre em bovinos de uma mesma raga.

A adocédo de técnicas de extracdo e analise do DNA, incorporados ao
uso de teste de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), e 0 método que nos
permite a amplificacdo de determinadas regides da cadeia dos acidos desoxido
nucleicos de um espécime e determinam as posicdes gendmicas que
correspondem a caracteristica desejada, visto o caso do MAR (REGITANO et
al., 2009).

A metodologia aplicada a avaliacdo de marcadores é realizada com a
identificacdo dos polimorfismos de tamanho do fragmento de restricdo
(restriction fragment length polymorphism - RFLP), marcadores do tipo
microssatélite (simple sequence repeats — SSR) e  polimorfismos de
nucleotideo unico (single nucleotide polymorphism - SNP) (MARTINEZ et al.
2000; SIQUEIRA et al. 2007).

A premissa na Selecdo Assistida por Marcadores (SAM) e ou MAS,
validadas por meio da analise de polimorfismos localizados em genes
candidatos; que desempenham alguma funcdo biologica de interesse e
posteriormente a inclusdo destes, em painéis de SNPs; sao instrumentos a
serem considerados na priorizacdo do melhoramento de racas Bos Taurus
incluindo o Senepol, reduzindo as diferencas na padronizacdo da carne
produzida nacionalmente (BARENDSE, 1999; FADEL, 2022; FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; KIM; MISRA, 2007).

Varios genes puderam ser previamente identificados como possiveis
responsaveis por virtudes da carne de corte, sendo considerado o gene leptina
que criptografa a LEP; uma proteina-hormona de 16 quilodaltons (kDa)
sintetizada pelos adipocitos em mamiferos, que de forma direta em estudos se
relaciona a reserva energeética corporal. Revisbes comprovam que sua
secrecdo plasmatica esta intrinsecamente equiparada a quantidade de reserva
organica deste tecido. Nos bovinos, a secrecdo da LEP foi validada como
promotora de fatores qualitativos a carcaga pois ocasiona um maior
depositacdo de gordura, apresentadas no aspecto de revestimento e MAR
(AHANI, et al., 2012; KONONOFF, et al., 2005).



Andlises sobre este gene e seu papel bioldgico afirmaram sua afluéncia
sobre a ingestao alimentar e consequentemente o balanco energético além de
abranger aspectos positivos sobre o sistema imunologico e fertilidade dos
animais. Pesquisas neste vértice realizadas com algumas racas bovinas
apontam que as secrecdes deste horménio estdo relacionadas com a carga
genética paterna, o que confere diferencas significativas a composi¢cao corporal
da progénie (BERG et al., 2003; NKRUMAH et al., 2005; RICHARDSON et al.,
2004).

Mutacfes presentes no gene LEP ou seu promotor ja foram descritos
anteriormente, associados as distincbes existentes no soro dos bovinos
ruminantes de diferentes racas, sexo e idade, transcorrendo a variantes
alélicas no DNA, sendo passiveis de proporcionar modificacdes no eixo
fisiologico desta proteina (KONFORTV et al.,1999). Dentre as expressdes
alélicas observadas, os polimorfismos foram identificados nos éxon 2 e 3 do
gene LEP, sendo significante a ocorréncia na transicdo da citosina (C) para
uma timina (T); que codificou uma mudanca no perfil de amino&cidos da LEP,
originando a substituicdo de uma molécula de arginina (Arg) para uma cisteina
(Cys) - (Arg25Cys), este identificado no éxon 2 . Tal variante pode ser
relacionada a maior retencdo adiposa as carcacas de bovinos. Abordando
concerne a Cys adicional existente no alelo T e seu mecanismo fisioldgico na
molécula de LEP decorrente da alteracdo da ligacdo dissulfeto, promoveu
repercussdes otimizadas entre a ingesta alimentar e deposi¢cdo de gordura;
permitindo pressupor que o alelo T estivesse associado a carcacas
fenotipicamente mais gordas e o0 alelo C a carcagas mais magras
(BARENDSE, 2003, BUCHANAN et al., 2002).

A aplicacdo do MAS no cenario global é relevante para a selecdo de
caracteristicas economicamente importantes associados a rebanho nacional, a
fim de alcangar um produto mais rentavel e eficiente consistindo em uma
ferramenta de identificacdo dos melhores animais e permitindo a evolugcédo dos
ganhos genéticos das geracdes, impulsionando a eficiéncia produtiva da
pecuaria (SOUSA et al., 2017).



3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a expressdo do polimorfismo do gene da Leptina em bovinos da

raca Senepol, evidenciando sua presenca e correlagdo com o marmoreiro.

3.2 Objetivos especificos

Apresentar dados genéticos que possam ser correlacionados a
qualidade da carne em decorréncia do marmoreio, proporcionando
informagdes capazes de auxiliar no processo de melhoramento e produtividade
animal, realizados diante a extracdo do DNA gendmico de bovinos da raca
Senepol, confirmando a existéncia dos polimorfismos do gene da leptina,

possibilitando sua utilizacdo para a selecéo de plantéis da raca.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacao do Comité de Etica de Uso Animal — CEUA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Marilia, conforme as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA); de acordo com o0s
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 13/2022 (Anexo 1).

4.2 Animais avaliados

Foram avaliados e utilizados 62 novilhos da raca Senepol, Puros por
Origem (PO), sendo estes animais pertencentes a prova de ganho de peso do
Centro de Aperfeicoamento e Performance da Universidade de Marilia (CAP-
UNIMAR), realizado durante os meses de outubro a novembro de 2022 na
Fazenda Experimental da Universidade de Marilia. Os animais experimentados
sdo oriundos de técnicas reprodutivas diversas como Monta Natural (MN),
Inseminagdo Artificial (IA) e Inseminagao Artificial em Tempo Fixo (IATF),
Transferéncia de Embrides (TE) e Fertilizag&o in vitro (FIV).

Os animais estiveram sendo conduzidos sob regime alimentar em
manejo intensivo de criacao e selecdo, tendo como principal fonte de alimento
a silagem de milho. Os suplementos minerais eram balanceados para cada
categoria especifica e fornecidos a partir de cochos distribuidos pelos piquetes.

4.3 Coleta de material para extracdo de DNA

ApOs 0s animais serem predispostos em tronco de contenc¢éo, houve a
coleta manual de amostras de pélos da vassoura da cauda dos mesmos,
foram retiradas fracdes de aproximadamente 25 pélos por vez, e coletados
aproximadamente cerca de 50 pélos de cada animal. Apds a coleta o excesso
dos pelds foi aparado com tesoura, restando fios de aproximadamente 5 cm
com a presenca dos foliculos pilosos. As amostras estavam acondicionadas em
envelopes proprios individualizados, vedados e devidamente identificados de
acordo com a numeragdo do animal (ID), acondicionados na sequéncia para

transporte em recipientes térmicos sem necessidade de criopreservacédo e em



seguida encaminhadas ao Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade
de Marilia — UNIMAR.; onde as extracdes do DNA foram realizadas. Apos
devida recepcao, confirmacdes de identificacbes, as amostras foram
transferidas para tubos de microcentrifuga (1,5mL), também devidamente
identificados e mantidos a -20°C até o momento da extracdo do DNA.

Para a extracdo do DNA gendmico, foi utilizada a técnica PCI (fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico) adaptada de Lima (2003). Em cada microtubo
contendo os foliculos pilosos foram adicionados 500 uL de solugdo TE-TWEEN
(Tris 50 mM, EDTA 1 mM, 0,5% Tween 20), seguido de incubacdo em banho-
maria a 65°C por 1,5 horas com agitacdo manual periddica. Apds esta etapa,
houve a adicdo 15 pL de proteinase K (20 ug/uL); as amostras foram
incubadas novamente a 55°C por 6 horas, sendo necesséria aplicar agitacdo
por inversao a cada 30 minutos.

Apos o periodo de incubacéo foi realizada uma reacdo overnight a 37°C.
Nesta primeira etapa da extracdo, adicionou se 1 volume de PCI (fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico — 25:24:1) para 1 volume de amostra e os tubos
passaram por agitacdo vigorosa em agitador automatico tipo vortex, por
durante 10 segundos. Posteriormente foi realizada a centrifugacédo a 12.000
rpm a 23°C,por 10 minutos; onde o sobrenadante existente foi transferido para
um novo tubo; este também devidamente identificado, gerando um volume final
de aproximadamente 300 pL.

A precipitacdo do DNA ocorreu com 1/10 do volume da amostra de
acetato de sodio 0,3 M (cerca de 30 uL) e etanol absoluto gelado (1000 pL),
sendo realizada a mistura através de imersado, seguida de repouso durante 1,5
horas a 20°C; e novamente realizou a centrifugacdo 12.000 rpm a 4 °C pelo
tempo de 60 minutos. Onde o DNA remanescente apds a precipitacao, foi
seco em temperatura ambiente e ressuspendido com 100 pL de &gua ultrapura
e armazenado a 4°C até o momento das analises subsequentes.

No intuito de verificar a eficacia da metodologia da extracdo, as
amostras ficaram misturadas a 3uL de tampéao de corrida (azul de bromo-fenol,
xileno-cyanol e glicerol) e submetidas a eletroforese em gel de agarose (0,5%)
com brometo de etidio, em tampao 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

visualizagdo realizada transcorreu sob luz ultravioleta em Sistema de Foto



documentacédo L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia), sendo as imagens dos geéis

capturadas com o software L-Pix Imagem Ex®.

4.4 Amplificacdo do material genético

O par de primers utilizado nas reacbes de PCR foram desenhados de
acordo com as informacdes disponiveis no GenBank, possuindo as seguintes
sequéncias de nucleotideos:

LP - Forward 5 — CCGAACACCAGAAAGTGCAG - 3
LP — Reverse 5 — GGGACGGGGACTTACCATTG -3

As reacoes de PCR realizadas em volume final de 25uL por amostra,
continham 2uLde DNA gendmico, 0,5uM de cada primer, tampdo PCR 1X,
0,5uM de MgCl2, 100uM de dNTPS, 0,75U EasyTaq® DNA Polymerase (Trans
Gen Biotech®). Onde os ciclos de amplificagdo do material genémico deram se
por meio de Termociclador Biometra®.

Para verificar o resultado da amplificacdo da amostra, uma aliquota de 3
ML de cada amostra foi adicionada a 3uL de tampéao de corrida (azul de bromo-
fenol, xileno-cyanol e glicerol) e por fim, submetida a eletroforese em gel de
agarose a 2,0% com brometo de etidio (0,05 ug/ml), utilizando tampao TBE 1X
a 70V por cerca de 70 minutos. O gel foi visualizado através aplicacdo de luz
ultravioleta em Sistema de Foto documentacdo L-Pix EX® (Loccus
Biotecnologia) e as imagens capturadas por meio do software L-Pix Imagem
Ex®.

Apos o isolamento e amplificacdo da regido de interesse do gene da
Leptina pela PCR, as amostras foram submetidas a técnica de PCR-RFLP.
Onde a enzima de restricdo endonuclease Xmnl foi a escolhida, apresentando

0S seguintes sitios de corte:

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

A digestédo transcorreu em volume final de 20 pL/amostra, contendo 10

ML do produto da PCR, 1/10 de tampé&o para enzima de restricdo e 10 unidades



das enzimas BamHI e Xmnl. O procedimento realizado através de
termociclador Biometra®. A digestdo da enzima Xmnl transcorreu por 15
minutos a 37°C e posteriormente a 65°C por 20 minutos para sua inativagao,
sendo por fim; as amostras levadas a conservacao sob a temperatura de 4°C
até momento da foto documentacao.

Para a visualizacdo do resultado, houve necessidade da adicdo de 7uL
de cada amostra e 3pL de tampé&o de corrida (azul de bromo-fenol, xileno-
cyanol e glicerol), decorrendo novamente a realizagdo do sistema de
eletroforese em gel de agarose (2,5%) com brometo de etidio (0,05 pg/ml), em
tampéo TBE 1X a corrente de 70V, por cerca de 1 hora e 40 minutos.

A visualizagéo do padréo eletroforético de migragéo das bandas ocorreu
sob luz ultravioleta em Sistema de Foto documentacdo L-Pix EX® (Loccus
Biotecnologia) e as imagens registradas com auxilio do software L-Pix Imagem
Ex®.

4.5 Anédlise estatistica
As analises estatisticas para os resultados do possivel polimorfismos do
gene da Leptina identificado, transcorreu através da utilizacdo do teste Qui-

quadrado pelo Software R.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como apresentado na Figura 1, pode-se afirmar que a técnica de
extragdo de DNA gendmico escolhida para desenvolvimento desse estudo,
mostrou-se eficaz. As amostras que se apresentaram positivas no padrao de
migracdo das bandas no gel de eletroforese confirmaram 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 extracéo de pélos da cauda
de bovinos novilhos.

Na figura 1 pode se constatar a presenca de DNA gendmico nas
amostras dos animais identificados de acordo com a sequéncia numeérica, onde
de 1 a 5 e 7 a 8 apresentaram o0 material genético procurado. Apenas a
amostra 6 se apresentou negativa, podendo ser associado por possivel
deficiéncia na técnica de extracdo de DNA, sendo excluida e novamente

experimentada.

Figura 1. Gel de agorase com DNA gendmico

J4 nas andlises de amplificacdo do materail genético com o
anelamento dos primers do polimorfismo da leptina, os fragmentos
apresentaram bandas positivas em 709pb, indicando o funcionamento dos
primers desenhados para a regido estudada, conforme demostrado na Figura
2.



Figura 2. Gel de agarose e os primers do gene leptina

A partir dos resultados obtidos através da técnica de PCR foi possivel
a realizacdo da PCR-RFLP, onde as amostras continham apenas a regiao de
interesse do gene da Leptina e esta foi digerida atracdo da acdo da enzima
Xmnl, conforme descrito anteriormente na metodologia de execucao desse
trabalho.

Os resultados obtidos demonstraram que os produtos amplificados de
PCR foram digeridos, nas amostras analisadas; pode se verificar a existéncia
do alelo T em 58 amostras, onde destas; 45 eram homozigotos TT e 13
heterozigotos TC e somente 4 amostras ndo expressavam esta forma alélica
sendo homozigotos CC. Os dados se mostraram estatisticamente diferentes
guando comparados entre eles, em relagcdo a presenca ou auséncia desta
expressdo do alelo T (Tabela 1), confirmando, portanto, a contribuicdo
significativa polimorfismo do gene leptina estudado para a andlise da

caracteristica de marmoreio em novilhos da raga Senepol.

Teste binomial

Alelos N’ Total Proporcéo Valor de p
amostras | amostras
Polimorfismo TT 45 62 0,726 < 0,001
TC 13 62 0,210 < 0,001
CcC 4 62 0,065 < 0,001

Nota: A proporcdo Ha é # 0,5

Tabela 1. Demonstrativo da analise estatistica realizada da comparagao entre
0s grupos de animais que expressam o alelo T, como caracteristica do

polimorfismo do gene Leptina.



Acrescentando conhecimento ao estudos do genoma bovino, Nkrumah
e colaboradores (2007) relacionaram seu trabalho as caracteristicas
genotipicas e fenotipicas de novilhos reprodutores Bos Taurus Taurus de
diferentes ragas cujo o objetivo estava embasado na avaliagdo sérica da LEP,
o desempenho e mérito das carcacas, corroborando em seus achados com a
composicao corporal e concentracdes plasmaticas da LEP, onde nos animais
estudados; a raca Angus apresentaram valores 20 % maiores quando
comparados aos animais Charolés, tal resultado pode ser apresentado levando
em consideracdo a variancia significativa entre as racas, o que difunde o
interesse em estudos inter-racial para o hormdnio e seus SNPs, como pode
ser visto nos trabalhos de Azari e pesquisadores (2012), Fortes e
colaboradores (2009), que diante das variaveis alélicas raciais puderam
concluir a segregacado destes caracteres, a qual demonstra a necessidade da
escolha de racas, que sejam capazes de expressar genotipicamente o0s
indicadores mais favoraveis a LEP, na busca de fatores associados a qualidade
da carne.

Diversificados polimorfismos estiveram associados ao gene LEP e sua
expressdo fisioldgica, no estudo realizado por Buchanan e colaboradores
(2002) com a selecédo de touros de corte das racas Angus, Hereford, Charolés
e animais mesticos do rebanho bovino canadense, onde foi possivel a
observancia de caracteres fenotipicos distintos em relacdo a depositacao de
gordura, sendo possivel discernir a existéncia da transcricdo alélica T e
adicdo do aminoéacido Cys ao gene LEP, afirmando a existéncia do SNP entre
as diferentes racas, porém Sesma et al (2010) além de correlacionar a
existéncia alélica, propde que uma mesma raca poderia apresentar expressoes
do mesmo polimorfismos em porcentagens divergentes no plantel, concluindo a
necessidade de selecdo génicas de animais que manifestam caracteres
produtivos a qualidade da carne, sendo de extrema relevancia os achados
apresentados em nosso estudo com bovinos selecionados da ragca Senepol.

A despeito de pesquisas que relacionam a presenca dos
polimorfismos da LEP e produtividade e rentabilidade os autores Kulig e Kmie¢
(2009) declaram aspectos positivos relacionados a presenca de alelo T que
evidenciam melhores indices de peso corporal e ganho médio diario em

heterozigoses CT/CT, quando comparados com os individuos CC/CT e CC/CC,



considerando a metodologia realizada em animais ainda jovens, enquanto que
Liefers et al 2002 observa a relacdo da fertilidade e sua associacdo aos
indicadores presentes; enquanto Knonoff e colaborares (2005) discutem sobre
a uniformidade de carcacas com maior retencédo adiposa, estabelecido com a
amostragem de quatro variantes alélicas e expressao de positividade para a
transcricdo de T. Desta maneira os resultados contribuem para solidez de

discussOes na associagao da selecdo MAS na bovinocultura moderna.



6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados neste estudo, através de
confirmagéo da presenca do polimorfismo do gene Leptina e sua correlagao
com adiposidade em MAR em bovinos da raca Senepol, a aplicabilidade no uso
de MAS na formacdo de plantéis mais selecionados pode ser uma realidade
associada aos pacotes tecnoldgicas de interesse econdmico; contribuindo para
evolucdo da raca Senepol e a pecuéaria de corte, proporcionando decisfes
assertivas no processo de selecdo genética dos rebanhos, trazendo

lucratividade e sustentabilidade aos projetos de pecuaria moderna.
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8. ANEXOS

Anexo 1 — Certificado de Aprovacdo do Comité de Etica de Uso Animal —CEUA

m.“mar CEUA - Comité de Etica em Uso Animal

UNIVERSIDADE DE MARILIA

CERTIFICADO
CIAEP-01.0218.2014

Certificamos que o projeto intitulado “Analise do polimorfismo da leptina como
indicador de marmoreio em bovinos da raca Senepol” (Protocolo 13/2022),
sob a responsabilidade da Profa. Dra. Isabela Bazzo da Costa., que envolve
producdo, manutengdo 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 Experimentacido Animal (CONCEA), foi aprovado pelo
COMITE DE ETICA EM USO ANIMAL (CEUA) DA UNIVERSIDADE DE

MARILIA.
Vigéncia do projeto 20/09/2022 a 20/03/2023
Espécie/linhagem Bovino
Numero de animais 60
Peso / Idade 100kg/ 6 meses
Sexo Machos

Marilia, 15 de Setembro de 2022,

;;q‘h( P'T.TJ\.
Profa. Dra. Claudia Sampaio Fonseca Repetti

Coordenadora do CEUA






