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RESUMO

REZENDE, R. G. Associacao entre polimorfismos de base Unica com pe rfil de
acidos graxos da carne em bovinos da raca Nelore, u tilizando painéis de alta
densidade. [Association study of single nucleotide polymorphisms with fatty acid
profile of the Nellore meat using high-density panels]. 2015 63 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2015.

Ha grande preocupacédo por parte da populagdo com o consumo de gorduras
saturadas, e a carne bovina é geralmente tida como importante fonte da mesma. A
gordura intramuscular ndo pode ser separada da carne para 0 consumo, por isso a
manipulacdo do perfil de acidos graxos da carne (AG’s) se torna de suma
importancia para se obter uma carne bovina com riscos reduzidos a satude humana.
Este estudo teve como objetivo identificar regides que influenciam na composicéo de
AG’s da carne de bovinos Nelore.para isso foi realizado andlise de perfil de acidos
graxos para quantificacdo de acido estearico (C18:0), acido palmitico (C16:0), acido
linoleico (C:18:2; 9,12 — w6), acido linoleico conjugado (CLA) (C18:2; c9, t11), acido
linolénico (C18:3; 9,12,15 — w3), acido oleico (C18:1; 9 w9), do musculo
Longissimus dorsi de 929 animais, que foram genotipados com o chip de alta
densidade (lllumina SNP800 BeadChip).para a realizacdo do estudo de associacéo
ampla de genoma (GWAS), para a identificacdo de regides associadas as
caracteristicas de interesse , e posterior identificacdo de genes candidatos
posicionais. Para isto foram utilizados 929 bovinos da raca Nelore para a
genotipagem com chip de 770K, amostras do musculo Longissimus dorsi foram
coletadas para andlise do perfil de AG’s. Foram encontradas 148 regibes que
explicam mais do que 0,04% da composicdo dos seis AG’s avaliados. As regides
explicam em porcentagem da variacdo fenotipica: 1,24% para C18:0, 1,01% para
C16:0, 2,31% para:18:2;, 1,34% para CLA C18:2;, 1,74% para C18:3, 1,83% para
C18:1. Foram encontrados no presente estudo, 85 QTL's descritos na literatura
relacionados a outras racas. Um total de 107 genes candidatos posicionais foram
encontrados no presente estudo relacionados ao metabolismo de AG’'s. Os
resultados deste estudo ajudam a elucidar as regides que influenciam o perfil de AG
da carne possibilitando sua utilizagdo em programas de selecdo assistida, com
impacto a saude humana.

Palavras chave: GWAS. Perfil de acidos graxos. Saude humana. Selecdo genética.
Bos indicus



ABSTRACT

REZENDE, R. G. Association study of single nucleotide polymorphism s with
fatty acid profile of the Nellore meat using high-d ensity panels . [Associagéo
entre polimorfismos de base Unica com perfil de acidos graxos da carne em bovinos
da raca Nelore, utilizando painéis de alta densidade]. 2015. 63 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2015.

There is great concern among the population with the consumption of saturated fats,
and beef is generally viewed as an important source of it. Intramuscular fat can not
be separated from meat for consumption, so the handling of the meat fatty acid
profile (AG's) becomes extremely important to obtain a beef with reduced risks to
human health. This study aimed to identify regions that influence the AG's
composition of Nelore meat there for was accomplished profile analysis of fatty acids
for quantification of stearic acid (C18: 0), palmitic acid (C16: 0), linoleic acid (C: 18: 2;
9.12 - w6), conjugated linoleic acid (CLA) (C18: 2; c9, t11), linolenic acid (C18: 3;
9,12,15 - w3), oleic acid (C18 1; 9 w9), of Longissimus dorsi of 929 animals
genotyped with high density chip (lllumina BeadChip SNP800) for the realization of
wide genome association study (GWAS), for identify regions associated with
characteristics of interest, and subsequent identification of positional candidate
genes. 929 Nelore bulls were genotyped with 770K chip, muscle Longissimus dorsi
samples were collected for analysis of the AG's profile. 148 regions able to explaining
more than 0.04% of the composition of the six AG's evaluated. The regions account
for a percentage of the phenotypic variation: 1.24% for C18:0, 1.01% for C16:0,
2.31% for 18:2 ;, 1.34% CLA C18:2; 1 74% of C18: 3, 1.83% for C18:1. Were found
in this study, 85 QTL described in the literature related to other breeds. A total of 107
positional candidate genes were foundin this study associated with fatty acids
metabolism. The results of this study help to elucidate the regions that influence the
AG profile of the meat allowing their use in assisted selection programs, impacting
human health.

Key words: GWAS. Fatty acids profile. Human health. Genetic selection. Bos indicus
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1 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro é de, aproximadamente, 193 milhGes de
cabecas 0 que caracteriza como maior rebanho comercial do mundo. A pecuéria de
corte brasileira atualmente possui como maioria da sua populacdo animais Nelore
(Bos indicus) e seus cruzamentos, gerando em média 40 milhdes de cabecgas
abatidas por ano (USDA, 2013). De acordo com USDA, 2013 9,6 milhdes de
toneladas de equivalente-carcaca sao produzidas, sendo que mais 1,696 milhdes de
toneladas séo destinadas ao mercado externo. O Brasil situa-se em segundo lugar
no ranking de producdo de carne, perdendo apenas para os Estados Unidos da
América, que conta com uma producgdo de 11,4 milhdes de toneladas (USDA, 2013).

O Brasil vem se firmando nos ultimos anos como grande exportador de carne,
uma fatia de 21% do total exportado tem como destino a Unido Européia. Apenas a
Italia registrou aumento de 45% nas exportacdes de carne bovina proveniente do

Brasil gerando receita de quase 5 milhdes de ddélares (FNP, 2013).

Os animais Bos indicus sdo mais adaptados ao clima tropical, além de serem
mais resistentes a parasitas, dentre as desvantagens se destacam a idade avancada
de abate, e a baixa porcentagem de gordura intramuscular, quando comparada a
animais Bos taurus. (LUCHIARI FILHO; MOURAO 2006) Por questdes culturais a
gordura intramuscular pode ser considerada indesejavel em alguns mercados, como
a Europa continental, j4 em paises da Asia e Reino Unido esse tipo de carne tem
valor reduzido de mercado (USDA, 2013).

A carne bovina tem em média 48% de acidos graxos saturados (AGS) e 52%
de acidos graxos insaturados (AGI), além de ser pobre em acidos graxos essenciais
(MOREIRA et al., 2003). Nas ultimas décadas o consumo de AGS tornou-se
preocupacdo dos consumidores em relacdo a saude, por estar relacionado com a
formacdo de placas de aterosclerose e consequentes doencas cardiovasculares.
Esta realidade faz com que aumente a busca por alimentos com maior proporcéo de
acido graxos poliinsaturados (AGPI), com grande atencdo para o contelddo de
Omega 3 e Omega 6, que séo relacionados a prevencao e tratamento de doencas
(SIMOPOULOS, 1999; ENSER et al., 2000; MACLEAN et al., 2006; DE CATERINA
et al., 2007).
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Em busca de atender a demanda do mercado e aumentar a producao a partir
do fim da década de 80 e inicio dos anos 90, ocorreu o desenvolvimento de Vvarios
programas de avaliacdo genética, despertando cada vez mais o interesse de utilizar
animais geneticamente avaliados na populagcdo de animais Bos indicus e suas
cruzas (YOKOO et al., 2007). Zembayashi M et al. (1995) observaram que o perfil de
AG da gordura intramuscular difere entre racas, o que sugere que parte do
metabolismo da gordura é controlado geneticamente, portanto o mesmo pode ser

manipulado por meio de selecdo genética.

Com o advento da genética molecular, novas possibilidades para deteccéo de
genes com efeito significativo em caracteristicas de interesse econémico vieram a
tona. Genes com grande ou meédio efeito foram localizados em animais de producéo,
abrindo novos caminhos para os programas de sele¢cao (BLASCO; TORO 2014). O
seguenciamento do genoma bovino trouxe a descoberta de milhares de marcadores
genéticos do tipo polimorfismos de base unica (SNP), além do desenvolvimento de
subconjuntos SNP que podem caracterizar 0 genoma bovino com uma maior
abrangéncia e menor custo (MATUKUMALLI et al., 2009).

O uso de marcadores moleculares para caracterizacdo de animais com perfil
de acidos graxos favoraveis a saude humana vem se tornando cada vez mais
frequentes em estudos (GRISART et al., 2002; LEE et al., 2007; BLASCO; TORO
2014).

O valor genético dos animais pode ser obtido a partir de dados gendmicos,
dispondo da selecdo assistida por marcadores que considera todo o genoma
(MEUWISSEN et al.,, 2001; BENNEWITZ et al.,, 2009; CALUS et al., 2009). O
mapeamento de locos de caracteristicas quantitativas (QTL) foi a abordagem
escolhida para detectar variacdes genéticas de caracteristicas economicamente
importantes. No entanto, a maioria dos QTL relatados foram detectados fazendo uso
de marcadores microssatélites com baixa resolugdo do mapeamento genético e um
intervalo de confianca cobrindo mais do que 20.000 kb (SOLLER et al., 2006), ou um
cromossomo inteiro (SCHREIWEIS et al., 2005).

Os painéis de genotipagem trouxeram o beneficio da utilizacdo da selecéo
gendmica em rebanhos bovinos, introduzindo ao mercado grande quantidade de
marcadores SNP’s com custo reduzido, aumentando o0 acesso a essa tecnologia
(MEUWISSEN et al.,, 2001; BLASCO; TORO., 2014). A selecdo assistida por
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marcadores permite avaliagdo dos animais ao nascimento, precisas o suficiente para
ser usado reduzindo pela metade o intervalo entre geracdes (BLASCO; TORO.,
2014)

Trabalhos de associacdo ampla de genoma (GWAS) com a composicao dos
acidos graxos em bovinos foram realizados em sua maioria com racas Bos taurus
(britdnicas e continentais), trabalhos relacionados a essa tecnologia utilizando
animais Bos indicus, sao escassos na literatura (CESAR et al., 2014) . A associagéo
ampla de genoma (GWAS) é uma técnica relativamente nova onde as variacdes
existentes em todo genoma (polimorfismo de base Unica SNP’s) séo utilizados, em
conjunto com informagfes fenotipicas e de pedigree, para entdo, a realizacdo do
estudo de associacao visando identificar genes que influenciam nas caracteristicas
de interesse (ZHANG et al., 2012b).

Devido & mensuracdo da composicdo de acidos graxos em um numero
expressivo de animais para a predicdo dos valores genéticos ter custo elevado, a
identificacdo de marcadores genéticos, ou polimorfismos de genes que influenciam a
composicdo de acidos graxos, pode facilitar o melhoramento genético do perfil de
acidos graxos da carne por meio da selecdo assistida por marcadores (GARRICK,
2011).
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2 OBJETIVO

Objetivou-se estudar, a partir de associacdo de genoma amplo (GWAS),
regides candidatas e genes associados que influenciam na composicdo dos acidos
graxos: acido esteérico (C18:0),acido palmitico (C16:0), acido linoleico (C:18:2; 9,12
— w6), acido linoleico conjugado (CLA) (C18:2; c9, t11), acido linolénico (C18:3;
9,12,15 — w3), acido oleico (C18:1; 9 w9) da carne de bovinos Nelore (Bos indicus),

para a sua utilizacdo em programas de selecao assistida por marcadores.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 COMPOSICAO LIPIDICA DA CARNE

No Brasil a grande maioria da populacdo bovina de corte é proveniente de
animais Nelore e suas cruzas. Esses animais sdo mais adaptados ao clima tropical,
além de serem mais resistentes a parasitas. Dentre as desvantagens de animais
Bos indicus se destacam a idade avancada de abate, e a baixa porcentagem de
gordura intramuscular, quando comparada a animais Bos Taurus. (LUCHIARI
FILHO; MOURAO, 2006).

A carne bovina € um alimento com alto valor nutritivo, rica em amino&cidos
essenciais e micronutrientes como vitaminas do complexo B, zinco, ferro e selénio
(BIESALSKI, 2005). Cada vez mais os consumidores relacionam o consumo de
alguns alimentos a doencas como cancer, arteriosclerose e diabetes tipo 2. Essa
relacdo aumenta a preocupacdo dos consumidores em relagcdo a qualidade do
alimento consumido (SCOLLAN et al., 2006). Tal preocupacao dos consumidores se

estende ao consumo excessivo de gorduras, principalmente as de origem animal,
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bem como do tipo de gordura ou perfil de acidos graxos na carne, € seu impacto
sobre a saude do consumidor.

Apesar do risco a saude humana, os AG sao de suma importancia para o bom
funcionamento do organismo e manutencdo da homeostase. Visto que 0S mesmos
fazem parte da composicdo das membranas biolégicas, alguns horménios,
vitaminas, reservas energéticas, além de atuarem como cofatores enzimaticos
(LABORDE et al., 2001).

O perfil de acidos graxos da gordura intramuscular tem grande impacto a
salude humana, uma vez que a gordura intramuscular ndo pode ser extraida ou
removida antes do consumo de carne (RAES et al., 2004). De acordo com a FAO
(1994) o consumo de acidos graxos saturados ndo deve ultrapassar a 10% da
energia da dieta. A composicdo dos acidos graxos da gordura intramuscular vem
sendo amplamente estudada, pois também esta relacionada com a suculéncia,
aroma e maciez da carne. (FERRAZ; FELICIO, 2010).

Apesar de a carne bovina ser considerada um alimento com alto valor nutritivo
a alta porcentagem de acidos graxos saturados (AGS) 46,10 g/100g do total de AG &
preocupantes para alguns consumidores (PAVAN; DUCKETT, 2012). Um alto
consumo de AGS esta associado ao aumento nos niveis séricos de colesterol e de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que séo fatores de risco a ocorréncia de
doencas cardiovasculares (KATAN et al., 1994). Os AGS predominantes na gordura
de bovinos sdo os acidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0) e eestearico (C18:0)
(LAWRIE, 2005). Cabe ressaltar que C14:0 tem um potencial para aumentar as
concentragbes de colesterol sérico 4 a 6 vezes maiores em relacdo a C16:0
(MENSINK; KATAN, 1992).

Os acidos graxos AGPI presentes na gordura de bovinos, como os acidos
linoleico (C18:2n-6) e linolénico (C18:3n-3) e monoinsaturados (AGMI), como o
acido oleico (C18:1 n-9), que oferecem protecado ao sistema cardiovascular, uma vez
que o consumo balanceado dos mesmos esta associados a reducdo nos niveis
séricos de colesterol e aumento nas lipoproteinas de alta densidade (HDL)
(PENSEL, 1998; TAPIERO et al., 2002).

Véarios estudos tém apontado os beneficios para a saude humana do

consumo de produtos carneos e lacteos produzidos pelos ruminantes em condi¢cdes
de pastejo (WOOD et al., 2003; MACRAC et al.,, 2005; NUERNBERG et al., 2005;
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PONNAMPALAM et al., 2014). O Brasil é caracterizado por sistemas de producéo de
recria e engorda de bovinos sob pastejo, devido ao seu alto potencial forrageiro
tropical. A carne derivada deste sistema de producdo quando consumidas em
guantidades moderadas, ndo deveria ser maléfica a saude humana (PRADO et al.,
2003), por possuir caracteristicas desejaveis como baixos niveis de gordura
intramuscular variando entre 2-4% de perfil favoravel, com altos niveis de &cidos
graxos da série n-3 e uma melhor qualidade dietética (relacdo n-3/n-6 e AGPI/AGS)
(FRENCH et al., 2000; MONTOSSI; SANUDO, 2007; DEPETRIS, SANTINI, 2009;
PINHO et al., 2011).

Porém, quando se pensa em alteracbes da dieta para manipulacdo da
composicado de acidos graxos (AG) da carne em ruminantes em confinamento, o
grande desafio é a biohigrogenacéo ruminal,que consiste ma saturacdo dos de AG’s
com ligacdes duplas, o que torna dificil a alteragdo da composi¢cdo de AG muscular
por meio da dieta (HAUSMAN et al., 2009).

Varios estudos realizados em sistemas de producdo de carne semi-intensivos
a intensivos (MENEZES et al., 2009; SILVA et al., 2009; PONNAMPALAM et al.,
2014), caracterizados por recria a pasto até, terminacdo em condicbes de
confinamento com periodos variando entre 70 e 131 dias, e com dietas contendo
entre 40 a 50% de volumoso (base seca), encontram maiores percentagens de
gordura na carne (intramuscular) e um perfil de acidos graxos que pode resultar
prejudicial para a saude humana (HMSO, 1994), com uma relacdo AGPI/AGS menor
a 0,45 e relacdo n6/n3 maior a 4.

Por muitos anos, a composi¢cdo de acidos graxos em animais destinados a
producdo de carne tem recebido consideravel interesse, devido a suas implicagbes
para a saude humana e para as caracteristicas associadas a de qualidade da carne
(XIE et al., 1996; WOOD et al., 1999; GANDEMER et al., 1999). Como a maioria das
caracteristicas de interesse econémico na producéo animal, a composi¢ao de acidos
graxos é influenciada por fatores ambientais e genéticos. Alguns trabalhos tém-se
comprovado grandes mudancas na composi¢cdo de acidos graxos por alteracdes
provocadas nas estratégias de alimentacdo, principalmente em animais
monogastricos (RAES et al., 2004; WOOD et al., 2004) e em ruminantes (WOOD et
al., 2003).
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No entanto, os fatores genéticos que afetam a composi¢do dos acidos graxos
em bovinos tem sido menos investigados em diversos estudos, dando énfase nas
diferencas entre racas para a composicao de acidos graxos (GILLIS et al., 1973;
MILLS et al. 1992; HUERTA-LEIDENZ et al., 1993; 1996; SIEBERT et al., 1996;
MALAU-ADULI et al., 1997, 1998; PITCHFORD et al.,, 2002; RULE et al., 1997,
DUNNER et al., 2013). Apesar das diferencas existentes entre racas para a
composicdo de acidos graxos, as mesmas sdo muitas vezes confundidas por
diferencas na deposicdo de gordura ou diferencas em precocidade entre as racas
(RAES et al., 2004).

Um ponto relevante é que a maioria dos trabalhos que tem estudado a
composicdo de acidos graxos da carne em bovinos tem avaliado racas européias
(britanicas e continentais), sendo que poucos trabalhos tém sido implementados
com animais Bos indicus. Estudos realizados em diversos paises indicaram que o
tecido adiposo de bovinos Bos indicus € menos saturado em relacdo aos animais
Bos taurus (HUERTA-LEIDENZ et al., 1993; 1996; PERRY et al., 1998).

No Brasil, Prado et al. (2003) ndo observaram diferencas na proporcédo de
AGS, AGMI e AGPI da gordura intramuscular do musculo Longissimus de bovinos
Bos indicus e bovinos mesticos Bos indicus vs. Bos taurus terminados sobre
pastagens. J4, Rossato et al. (2010), destacaram que a carne de animais da raca
Nelore € nutricionalmente mais saudavel em comparacdo com a carne de animais
da raca Angus, pois apresenta menores percentuais de colesterol e maiores
guantidades de acidos graxos n-3, precursor do CLA (C18:1 trans).

Bressan et al. (2011) mostraram que o sistema de produgcdo tem uma
influéncia importante quando se comparam animais de racas Bos taurus e Bos
indicus. Ponnampalam et al. (2014) relataram que a quantidade de Omega-3 na
carne de ruminantes terminados em pastagens pode variar, de acordo com a época
do ano e regido onde estes animais permanecem alojados.

Resultados semelhantes foram obtidos em estudos anteriores por Perry et al.
(1998); Menezes et al. (2009) e Rossato et al. (2010), quando compararam racas de
origem Bos taurus e racas de origem Bos indicus terminados em confinamento.
Segundo Menezes et al. (2009); Rossato et al. (2010) e Bressan et al. (2011), a
carne de animais Bos indicus tem um perfil de acidos graxos mais prejudicial para a

saude humana quando os animais sdo terminados em confinamento.
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Quando levado em conta o sistema de producéo, e origem do animal utilizado
Bressan et al. (2011), em condi¢des de terminagdo em confinamento, bovinos das
racas Bos taurus tém uma maior aptiddo para dessaturar os AGS, que estao
presentes em maior quantidade em grédos, o que comprova a as diferencas

fisiologicas entre animais de diferentes origens.

3.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS VERSUS MELHORAMENTO GENETICO

Devido ao limitado numero de estudos e da implicancia do perfil de acidos
graxos sobre a palatabilidade da carne e saude humana, € de suma importancia o
desenvolvimento de trabalhos de selecdo gendmica para a composicdo de acidos
graxos em bovinos da raca Nelore. Além disto, € importante implementar as
metodologias de sele¢édo gendmica para a aplicagdo dos resultados nas condi¢gbes
de producdo de carne do Brasil, particularmente, devido as diferencas genéticas
como ambientais (clima e manejo) dos rebanhos em relacéo aos de outros paises de
clima temperado, em que essas informacbes genOmicas vém sendo obtidas e

utilizadas nas avaliacdes genéticas.

Atualmente grande parte dos consumidores deseja consumir alimentos mais
saudaveis. O consumo de carne bovina € comumente relacionado a doencas
cardiovasculares e obesidade. O perfil do consumidor moderno faz com que o
namero de pesquisas em relacdo a manipulacdo da composicdo quimica dos
alimentos seja cada vez maior. Afim de atender as expectativas dos consumidores
em busca de carne mais saudavel a incorporacdo da composi¢do de acidos graxos
em programas de melhoramento pode ser uma alternativa para redug¢ao dos riscos
a saude relacionados ao consumo de carne bovina, por outro lado a incorporacao do
perfil de AG em programas de melhoramento classico pode ser questionado por
varios motivos (RAES et al., 2004).

De acordo como mesmo autor, a composi¢cao de acidos graxos ndo € uma
caracteristica Unica e ainda ndo esta claro qual ou quais acidos graxos ou

parametros derivados devem ser incluidos como critérios em um programa de
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melhoramento. Além disso, a mensuracado da composi¢cao de acidos graxos em um
namero expressivo de animais para a predi¢cdo dos valores genéticos ndo € evidente
no presente, a custo razoavel. Portanto, a identificacdo de marcadores genéticos ou
polimorfismos de genes que influenciam a composicdo de &acidos graxos pode
facilitar o melhoramento genético do perfil de acidos graxos da carne por meio da
selecao assistida por marcadores (GARRICK, 2011).

Ekine-Dzivenua et al. (2013) estimaram valores de herdabilidade para
diferentes acidos graxos, utilizando 223 novilhos Angus x Charolés, encontraram
valores de herdabilidade variando de baixos a moderados para acidos graxos
saturados com valores variando entre 0,05 (C16:0) a 0,31 (C15:0). MUFA
individualmente obtiveram herdabilidade variando de baixa a alta com valores entre,
0,04(C17:1 cis-9 e C18:1 tras-11) a 0,51 (C14:1 cis-9). PUFA C18:2 n-6 teve
herdabilidade igual a 0,17 e a relacao de AG n-6 / n-3 obteve herdabilidade igual a
0,16, o que mostra que o perfil de AG pode ser manipulado geneticamente.

A selecéao assistida por marcadores (SAM) é recomendada com o objetivo de
aumentar o ganho genético anual para as caracteristicas de importancia econémica
em varias espécies animais (DEKKERS, 2004). Neste tipo de selecao utiliza-se a
informag&o molecular obtida a partir dos marcadores, em conjunto com os dados de
producao fenotipicos e de pedigree para a selecédo dos animais.

Hayes e Goddard (2003) mostraram, a partir de dados simulados, que a SAM
€ especialmente Util para aquelas caracteristicas de baixa herdabilidade, com alto
custo de mensuracdo, medidas tardiamente na vida do animal ou apds a selecéo.
Portanto, a SAM fornece possibilidade de melhorar caracteristicas de mensuragéo
dificil e/ou de alto custo, como a composicao de acidos graxos na carne.

Nos ultimos anos, varios genes que afetam ou influenciam a expressao de
caracteristicas de importancia econémica tém-se identificados, e estes tém sido
chamados de QTL (quantitative trait loci ou locos de caracteristicas quantitativas),
uma vez que os mesmos explicam determinada fracdo da variacdo fenotipica das
caracteristicas quantitativas (ANDERSON, 2001). Apesar das interessantes
descobertas cientificas, poucos QTL tém sido Uteis para serem implementados em
programas de melhoramento genético de gado de corte (DEKKERS, 2004).

Aldai et al. (2007) em experimento realizado com novilhos consumindo a

mesma dieta, comprovaram que o perfil de AG tem alta influéncia genética, devido a
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grande variacao do perfil AG entre os individuos estudados, apontando assim, um
potencial significativo de uso da selecdo genética para manipulacdo do perfil de AG
da carne.

Estudos realizados em diversos paises como racgas taurinas, tém utilizado
principalmente marcadores genéticos do tipo microssatélites (ALEXANDER et al.,
2007; ABE et al., 2008; GUTIERREZ-GIL et al., 2010; TSHIPULISO et al., 2008;
MORRIS et al., 2010; ALDAI et al., 2014). Apesar dos marcadores microssateélites
possuirem natureza multi-alélica, a genotipagem com microssatélites possui um alto
custo, e consequentemente, muitos experimentos ndo tém poder suficiente para
caracterizar todo o genoma, devido a pequena propor¢cdo do genoma abrangida, e
portanto, apenas sédo detectados os efeitos maiores (WELLER et al., 1990). Além
disto, em consequéncia da baixa abrangéncia dos marcadores genéticos
(microssatélites), somente uma propor¢cdo pequena da variancia genética total é
capturada pelos marcadores moleculares, limitando o progresso ou ganho genético
(SOLBERG et al., 2008).

O sequenciamento do genoma bovino trouxe a descoberta de milhares de
marcadores genéticos do tipo polimorfismos de base Unica (SNP), além do
desenvolvimento de subconjuntos SNP que podem caracterizar o genoma bovino
com uma maior abrangéncia e menor custo (MATUKUMALLI et al., 2009). Com o
maior numero de marcadores genéticos (SNPs), maiores niveis de desequilibrio de
ligacdo entre os marcadores sdo estimados, e consequentemente, as chances de
encontrar QTL associados as caracteristicas produtivas. Neste sentido, estudos
baseados na predicdo dos valores genéticos dos animais a partir das informagdes
gendmicas e na identificacdo de genes que afetam as caracteristicas de importancia
econdmica, utilizando os chamados painéis de SNPs de alta densidade, tém sido
implementados em vérias espécies (GODDARD; HAYES, 2009).

Saatchi et al. (2013) genotiparam animais da ragca Angus com o painel
lllumina 54k e verificaram que 57% da variabilidade genética do perfil de AG do
musculo esquelético pode ser explicada pelos SNP’s avaliados. Estes mesmos
autores identificaram 57 regibes de 1Mb associadas com pelo menos um AG
presente na carne, com possibilidade de obter herdabilidade de até 0,90.

Ahlberg et al. (2014) genotiparam 239 animais cruzados, das racas Angus,

Simental e Piemontés, utilizando BovineSNP50. Foram retiradas durante a desossa
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amostras do musculo e da gordura do Longissimus dorsi . Os autores analisaram
colesterol, acidos graxos poliinsaturados (AGPI) e acidos graxos monoinsaturados
acidos (MUFA) e encontraram altos valores de herdabilidade cujas estimativas foram
de: 0,46 (0,11), 0,52 (0,06), 0,67 (0,06), 0,71 (0,08), 0,61 (0,07, e 0,43 (0,10) para
amostras da gordura de cobertura (GC) e intramuscular (IM) , IM PUFA , GC PUFA ,
IM MUFA , e GC MUFA , respectivamente.

Dunner et al. (2013) encontraram 16 genes com efeitos significativos sobre
diferentes lipidios e caracteristicas organolépticas da carne. Dentre estes, 0s
genes:CFL1 e MYOZ1, que tém grandes efeitos sobre a propor¢cdo de C18:02 /
C18:03 ; CRI1 sobre a quantidade de &cido adrénico neutro ( 22:4 n- 6 ) ; MMP1 em
acido docosahexaenoico ( 22:6 n - 3 ) e de acido linoleico conjugado ; PLTP na
proporcdo de n- 6 : n- 3 e IGF2R e no sabor da carne . Varios genes como: ALDH2
, CHRNE , CRHR2 , DGAT1 , IGFBP3, NEB, SOCS2, SUSP1, TCF12 e FOXO1,
também foram encontrados para ser associados tanto ao perfil lipidico como
caracteristicas organolépticas, embora estes tenham menor efeito nas

caracteristicas organolépticas.

3.3 ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA

A associacao gendmica foi utilizada pela primeira vez em analise de doencas
humanas e tornou-se viavel em animais domésticos como resultado do
desenvolvimento de grandes cole¢cdes de SNPs e viabilizagcdo de métodos de
analise de marcadores SNPs a custos moderados (ZHANG et al 2011).

Daetwyler et al. (2008) relataram que o numero limitado de marcadores e o
alto custo da genotipagem era um entrave para a realizacdo de estudos de
associagcdo com marcadores genéticos. Neste estudo, apenas uma proporcao
pequena da variacdo genética total era identificada pelos marcadores, que
prejudicava o ganho genético para caracteristicas de interesse econémico.

Quando comparada as estratégias tradicionais de mapeamento de QTL, a

associacdo genOmica traz vantagens tanto para detectar variantes causais com
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efeitos modestos quanto para definicdo de quais regibes gendémicas que abrigam
tais variacbes (HIRSCHHORN; DALY, 2005).

Com o advento dos marcadores genéticos incluindo marcadores
microsatélites, SNP, SNP chips, GWAS, dentre outras tecnologias, varios paises
vém empregando essas tecnologias em programas de melhoramento genético de
diferentes espécies de animais de producgdo, visando o aumento da producdo de
alimentos e saude dos animais (ROTHSCHILD; PLASTOWB, 2014).

Atualmente existem diferentes tipos de painéis comerciais, com marcadores
SNP, disponiveis para bovinos (50.000 SNPs; lllumina BovineSNP50 BeadChip),
cdes (22.362 SNPs; lllumina CanineSNP20 BeadChip), ovinos (56.000 SNPs),
suinos (60.000 SNPs; lllumina PorcineSNP60 BeadChip), equinos (54.602 SNPs;
lllumina EquineSNP50 BeadChip) e aves (60.000 SNPs; lllumina ChickenSNP60
BeadChip) (ZHANG et al.,, 2012a).No ano de 2010, a empresa lllumina langou o
High-Density Bovine BeadChip, que conta com um painel de 777.962 marcadores do
tipo SNP, dos quais cerca de 453.361 (58%) estédo validados para animais da raca
Nelore (Em: < http://www.illumina.com/products/bovinehd_whole-
genome_genotyping_kits.ilmn >) e com isso trouxe a possibilidade de estudos mais
abrangentes de GWAS.

Em bovinos, varios estudos de associacdo do genoma amplo e de selecéo
gendmica tém sido realizados utilizando painéis de SNPs de alta densidade, com
milhares de marcadores genéticos, para caracteristicas tais como producédo de leite
e seus componentes, crescimento e eficiéncia de conversdo alimentar (GODDARD;
HAYES 2009; SHERMAN et al. 2010; SNELLING et al. 2010; MUJIBI et al., 2011).
Entretanto, ha poucos estudos sobre a aplicacdo de informacdes gendmicas para
caracteristicas de carne, tais como a composi¢cao de acidos graxos (REECY et al.,
2010; UEMOTO et al., 2010). Neste sentido, Reecy et al. (2010) trabalharam com
aproximadamente 2.000 bovinos da raga Angus genotipados com um painel de
54.000 marcadores do tipo SNP, e concluiram que uma grande propor¢cdo da
variacdo na composicdo de acidos graxos da carne, sobretudo para os acidos
graxos de cadeia curta, esta associado a um namero relativamente baixo de SNPs.
Os autores concluiram que progresso genético pode ser obtido para melhorar o perfil
de acidos graxos da carne pela aplicacdo da selecdo genémica. J& Uemoto et al.

(2010) realizaram estudos de associacao usando um painel de 54.000 marcadores
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do tipo SNP e identificaram 32 SNPs no cromossomo 19, que tiveram efeitos
significativos no loci relacionado ao Acido oléico (C18:1) na gordura intramuscular de

160 bovinos da raca Preta Japonesa (Wagyu).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1  ANIMAIS E INFORMACOES DE MANEJO

Foram utilizados 935 animais machos inteiros da raca Nelore com idade em
torno de dois anos de idade terminados em confinamento, oriundos de fazendas que
integram trés programas de melhoramento genético (DeltaGen, CRV PAINT e Nelore
Qualitas). A avaliacdo dos animais nestas fazendas € realizada para varias
caracteristicas de importancia econbmica como: pesos em varias idades, escores
visuais para caracteristicas morfoldégicas como a conformacdo da carcaca, sua
musculosidade e precocidade. O banco de dados fenotipicos e de genealogia
completos com as informacdes constantes dos arquivos zootécnicos destes
programas foi disponibilizado. O critério utilizado nas fazendas para o abate dos
animais foi o peso vivo final médio (500 a 550 kg.).

Os animais foram pesados ao nascimento, desmama (205 dias de idade) e ao
sobreano (550 dias de idade), tanto a desmama como ao sobreano, os animais séo
avaliados visualmente recebendo notas que variam de um a cinco para conformacéo
(C), precocidade de terminacdo (P), musculatura (M) e umbigo (U). Além disso, ao
sobreano é realizada a mensuracéo do perimetro escrotal.

Geralmente, as épocas de nascimento dos bezerros se concentram de agosto
a outubro e novembro a janeiro, e os mesmos foram mantidos com suas maes até
0s sete meses de idade. Os animais foram criados em sistema de pastagem, com
lotacdo variando de 1,2 a 1,6 UA/ha, utilizando forrageiras do género Brachiaria sp e
Panicum sp, com sal mineral a vontade. Apés o sobreano, 0s animais que ndo sao

selecionados para reprodutores, foram destinados para o abate e permaneceram no



24

confinamento por um periodo de no minimo 90 dias. No confinamento, a relacdo
volumoso:concentrado variou entre 50:50 para 70:30, dependendo da fazenda.
Foram utilizados volumosos de alta qualidade como silagem de planta inteira de
milho ou sorgo. Como concentrado energético é utilizado grdos de milho e/ou sorgo,
e graos de soja, farelo de soja, ou girassol como concentrado proteico. A
composicdo da dieta foi obtida em cada confinamento em virtude das possiveis
alteracdes que a dieta podia causar sobre a composicdo dos acidos graxos.
Contudo, o efeito da dieta ou manejo no confinamento foi ajustado no modelo, uma

vez que este efeito foi considerado na formag&o dos grupos contemporaneos.

4.2 FORMACAO DOS LOTES E PROCEDIMENTO NO ABATE

Para a formacao dos lotes de abate foram utilizados dados dos animais em
relacdo a fazenda de nascimento, ano e época de nascimento, e manejo alimentar
desde o0 nascimento até o abate. Estas informacdes normalmente sdo obtidas a
partir do programa de melhoramento no qual as fazendas participam.

As carcacas foram resfriadas em camaras frias por pelo menos 48hs post-
mortem, quando serdo retiradas amostras de 2,5cm de espessura do musculo
Longissimus dorsi (contra-file) na regido da 122 - 132 costelas das meias-carcacas
esquerdas para a determinacdo do perfil de acidos graxos. As amostras de carnes
nao foram maturadas, sendo as mesmas apenas resfriadas por periodo de 98hs
ap0s o abate a fim de se evitar as possiveis variacdes individuais de

estabelecimento do rigor mortis nas carcacas.

4.3 DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS EM CARNE

Os AG’s escolhidos para a realizacdo do presente estudo foram escolhidos
com base na composicdo de AG da carne bovina e sua importancia na saude

humana, sendo estes: acido estearico (C18:0),acido palmitico (C16:0), acido
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linoleico (C:18:2; 9,12 — w6), acido linoleico conjugado (CLA) (C18:2; c9, t11), acido
linolénico (C18:3; 9,12,15 — w3), acido oleico (C18:1; 9 w9)

A quantificacdo do perfil de acidos graxos da carne foi realizada no
Laboratério de Ciéncia da Carne pertencente ao Departamento de Nutricdo e
Producdo Animal da FMVZ/USP. O perfil de &cidos graxos da carne foi determinado
pelo método de extracdo de Folch, Lee e Sloane-Stanley (1957). Foi utilizada uma
amostra de aproximadamente 2,5 g do centro do musculo Longissimus dorsi,
acondicionada em um tubo Falcon de 50 mL. Os lipideos foram extraidos por
homogeneizagdo da amostra com uma solugédo de cloroformio e metanol 2:1. Em
seguida os lipideos foram isolados apos a adicdo de solucdo de NaCl a 1,5% e
centrifugacédo por 20 min a 2400 rpm. Os lipideos isolados foram transferidos para
um tubo de ensaio com tampa e secos com nitrogénio (N2) em bloco digestor a 50
°C.

A gordura separada foi metilada e os ésteres metilicos foram formados de
acordo com Kramer, Fellner e Dugan (1997). No tubo de ensaio com os lipideos
isolados e secos com N2 (extracdo), foi adicionado metoxido de sédio e levado ao
banho-maria por 10 minutos a 50 °C. ApGs o banho-maria foi resfriado em gelo por 5
minutos. Adicionou-se acido cloridrico metandico e levado ao banho-maria por 10
minutos a 80 °C. Foi retirado do banho-maria e resfriado em temperatura ambiente
por 15 minutos. Adicionou-se hexano, carbonato de potassio e ficou em espera no
escuro por 30 minutos. Retirou-se o sobrenadante e foi acondicionado em outro tubo
de ensaio com sulfato de sodio. Os tubos foram resfriados em gelo por 30 minutos.
Posteriormente foi retirado o sobrenadante e colocado em vial com padrdo interno
que foram secos com N2 e depois diluidos em hexano para apos fazer a leitura em
cromatografo gasoso. Foi utilizado padrdo interno C23:0 (tricosanoico) a fim de
corrigir as perdas durante o processo de metilagdo dos acidos graxos. Os acidos
graxos foram quantificados por cromatografia gasosa (GC-2010 Plus - Shimadzu,
auto-injetor AOC 20i), com auxilio do programa GC Solution Version 2.42, usando
coluna capilar SP-2560 (100 m x 0,25 mm de diametro com 0,02 mm de espessura,
Supelco, Bellefonte, PA) A temperatura inicial foi de 70°C, com aquecimento
progressivo (13 °C/min) até chegar a 175 °C, mantendo por 27 minutos. Em seguida,
um novo aumento de 4°C/minuto foi iniciado até 215°C, mantendo durante 31

minutos. Hidrogénio (H2) foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 40 cm3/s.
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Durante o processo de identificacdo foram utilizados os padrdes: C4-C24 (F.A.M.E.
mix Sigma®), , acido vacénico C18:1 trans-11 (V038-1G, Sigma®), C18:2 CLA trans-
10, cis-12 (UC-61M 100mg), e C18:2 cis-9, trans-11 (UC-60M 100mg), (NU-CHEK-
PREP EUA ®) para identificacdo dos acidos graxos.

Os dados dos seis AG’s estudados foram submetido a teste de estatistica
descritiva utilizando o programa computacional Satatistical Analysis System ( Versao
9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

4.4  ASSOCIACAO AMPLA DE GENOMA

Para os estudos de associacdo gendomica foi utilizado um total de 935
machos da raca Nelore, filhos de 131 touros e 899 vacas com progénie
apresentando dados fenotipicos para pelo menos uma caracteristica. Foram
utilizados os critérios de consisténcia descritos anteriormente, mantiveram o0s
animais em grupos de contemporaneos com no minimo trés animais. Estes grupos
de contemporaneos (GC) foram definidos por: ano de nascimento, fazenda e grupo
de manejo ao sobreano e a idade ao abate como covariavel (efeito linear e
quadratico), GC com menos de 3 observac¢des foram excluidos, observacdes com
mais ou menos 3 desvios em relacdo a media do GC foram excluidas formando um
total de 92 GC para acido palmitico, 83 GC para acido estearico, 79 GC para acido
linoleico conjugado, 92 GC para acido linoleico, 91 GC para acido linolénico e 86 GC
para acido oleico.

No controle de qualidade dos dados foram excluidos SNP’s com Call Rate
menores que 0.9, SNP’s com menor frequéncia de alelos (MAF) menor que 0,05
foram removidos, SNP’s monomorficos foram removidos e foram checados com
conflitos mendelianos.

As analises de associagdo foram realizadas pelo método single step GBLUP
(ssGBLUP) de acordo com a metodologia descrita por WANG et al. (2012), cujo

modelo consiste em:

y=1u+Z,a+e
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E

Onde y é o vetor dos fenotipos (acidos graxos) 1 € o vetor de todas os
animais, py € a médias geral dos fenétipos, Z, € uma matriz de incidéncia que
relaciona individuos a fenétipos, @ é um vetor dos efeitos individuais dos animais, e

e é um vetor dos residuos

2
var[g] - [fe 2,

As variancias de a e e sédo onde afl e ag séo a variancia genética aditiva

total e residual, respectivamente, e H é uma matriz que combina as relagées de
pedigree e gendmicas, de acordo com a metodologia de Aguilar et al. (2010).

Os gréficos “quantil-quantil” conhecidos como g-q plot, sdo usados para
diagnoéstico e permitem comparar a distribuicdo dos testes estatisticos observados
com aquela esperada sob a hipdtese nula, ou seja, de que ndo ha associacdo ou
desequilibrio de ligacdo entre os SNPs e a caracteristica relacionada (MCCARTHY
et al., 2008). Os graficos do tipo Manhattan e Quantil — Quantil (Q-Q plot) foram
construidos utilizando o pacote de instrucdes GAP do software R (R Development
Core Team, 2012). Os niveis de significancia considerados para os marcadores
foram 5, 1 e 0,1%.

As regifes candidatas foram investigadas nas janelas de 10 SNP’s usando
o banco de dados online (Cattle Genome UMD3.1), que permitiu pesquisa no banco
de dados de QTL’s das caracteristicas ja publicadas. (HU et al., 2013) todas as
regides com variancia maior que 0,04% foram recuperados pelo Ensembl Genes 71
Database usando o software online Biomart onde também foi realizada a
classificacdo funcional dos genes envolvidos no metabolismo de acidos graxos e
assim selecionando o0s genes candidatos posicionais (HUANG; SHERMAN;
LEMPICKI, 2009; FLICEK et al.,2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sado apresentados os resultados da composi¢cao média dos AG'’s, as
regides com grande influéncia na variagdo do fenotipo, as regides candidatas
descritas anteriormente na literatura, alem dos genes candidatos posicionais

relacionados ao metabolismo de lipideos.

Os valores de médios da composicdo de cada AG na carne seguido do desvio
padrdo respectivamente, encontrados foram: 13,63 e 3,32 para acido estedrico
(C18:0), 21,03 e 2,49 para acido palmitico (C16:0), 8,33 e 3,62 para acido linoleico
(C:18:2; 9,12 — w6), 1,34% 0,26 e 0,1 para acido linoleico conjugado (CLA) (C18:2;
c9, t11), 0.59 e 0,25 para acido linolénico (C18:3; 9,12,15 — w3), 17,60 e 14,77para
acido oleico (C18:1; 9 w9)

Foram encontradas 148 regides que explicam mais do que 0,04% da da
variacéo fenotipica dos seis AG’s avaliados (Anexos: A, B, C, D, E e F ), que foram
utilizadas para pesquisa das regides descritas na literatura. As regibes encontradas
por GWAS selecionadas estavam presentes em todos 0S Cromossomos.

Todas as regides candidatas obtidas por GWAS, que apresentaram variancia
maior que 0,04% das caracteristicas somadas explicam em porcentagem da
variacao fenotipica: 1,24% para acido estearico (C18:0), 1,01% para acido palmitico
(C16:0), 2,31% para acido linoleico (C:18:2; 9,12 — w6), 1,34% para acido linoleico
conjugado (CLA) (C18:2; c9, t11), 1,74% para &cido linolénico (C18:3; 9,12,15 — w3),
1,83% para acido oleico (C18:1; 9 w9). Estes resultados sugerem que os seis AG’s
investigados no presente estudo, sdo passiveis de implantacdo em programas de

melhoramento genético.

Na tabela 1sdo apresentadas as regifes candidatas descritas na literatura,
relacionadas ao contetudo de AG’s da carne. Foram encontrados no presente estudo
85 QTL'’s descritos na literatura diretamente relacionados ao perfil de AG da carne, o
que aponta que.racas de diferentes origens podem compartilhar regides que
influenciam na mesma caracteristica. Porem o presente estudo revelou que 0s
QTL’s descritos na literatura em sua maioria ndo foram descritos para 0sS mesmos

AG’s que na raca Nelore.
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Os gréaficos Manhattan plot contendo as regiées de 10 SNP,s adjacentes e a
variancia genética explicada pelos mesmos sdo apresentados nas figuras: 1, 2, 3, 4,
5 e 6. Na figura 1 sdo observados picos nos cromossomos: 2, 3, 4, 6, 7, 8, 12, 16, 20
e 22, onde sao caracterizadas diversas regibes com grande influéncia na
composicdo do acido palmitico (C16:0) em estudo realizado com novilhas Nelore
(n=386) Cesar et al., (2014) encontraram diversas regides com influéncia neste AG
presentes nos cromossomos 1, 2, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22,
23, 24, 25, 26, 27, 28 3 29, porém estes autores trabalharam com outro metodologia
de GWAS. Na figura 2 sdo observado picos nos cromossomos: 1, 2, 3, 6, 7, 10, 13,
14, 17, 18 e 28, onde sao caracterizadas diversas regides com grande influéncia na
composicao do acido estearico (C18:0), Cesar et al. (2014) encontraram regiées que
influenciam nesta caracteristica no cromossomo 6, 7, 9 e 11. Na figura 3 sao
observados picos nos cromossomos: 1, 2, 3,4, 5, 6, 8,9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18,
19, 20, 26 e 29, onde séo caracterizadas diversas regides de com grande influéncia
na composicdo do acido linoleico (C18:2; 9,12 — w6), ndo existem na literatura
estudos de GWAS que avaliaram a composi¢cao desta caracteristica em populacdes
de animais Nelore. Na figura 4 sdo observados picos nos cromossomos: 1, 4, 6, 8, 9,
10, 11, 13, 14, 15, 18, 21, 22 e 27, onde sao caracterizadas diversas regides de com
grande influéncia na composicdo do acido linoleico conjugado:(C18:2; c9, tl11
(CLA)), t4ambém néo existem relatos na literatura de estudos em que este AG foi
estudado, em populacdes de bovinos da raca Nelore. Na figura 5 sdo observados
picos nos cromossomos 1,2,3, 4, 6, 8,11, 13, 14, 15, 16, 21, 23, 27 e 28, onde séo
caracterizadas diversas regides de com grande influéncia na composicado do &cido
linolénico (C18::2; 9,12,15 — w3), também né&o existem relatos na literatura de
estudos em que este AG foi estudado, em populacdes de bovinos da raca Nelore.
Na figura 6 sado observados picos nos cromossomos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 11, 12,
13, 14, 18, 20 e 25, onde sao caracterizadas diversas regibes de com grande
influéncia na composicao do acido oleico (C18:1; 9 w9) também nao existem relatos
na literatura de estudos em que este AG foi estudado, em populac¢des de bovinos da
raca Nelore.

Os resultados de Gene Onthology (GO) estdo descritos no anexo H, foram
identificados 110 genes associados ao metabolismo ou transporte de lipideos,

localizados em 112 diferentes regides do DNA. As regides descritas no anexo H
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estdo relacionadas a 45 diferentes processos bioldgicos ligados ao metabolismo de

lipideos.
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Figura 1 - Manhattan plot do estudo de GWAS para C16:0 (a4cido palmitico)
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Legenda: O eixo X representa 0S cromossomos, € 0 eixo Y representa a variancia fenotipica
explicada pelos SPS’s

Figura 2 - Manhattan plot do estudo de GWAS para C18:0 (acido estearico)
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Legenda: O eixo X representa 0S Cromossomos, € 0 eixo Y representa a varidncia fenotipica
explicada pelos SPS’s
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Figura 3: Manhattan plot do estudo de GWAS para C18:2; 9,12 — w6 (&cido linoleico)
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Legenda: O eixo X representa 0S cromossomos, € 0 eixo Y representa a variancia fenotipica
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Figura 4: Manhattan plot do estudo de GWAS para C18:2; c9, t11 (acido linoleico conjugado (CLA) )
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Legenda: O eixo X representa 0S Cromossomos, € 0 eixo Y representa a variancia fenotipica
explicada pelos SPS’s
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Figura 5 - Manhattan plot do estudo de GWAS para C18:2; 9,12,15 — w3 (acido linolenico)
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Legenda: O eixo X representa 0S Cromossomos, € 0 eixo Y representa a variancia fenotipica
explicada pelos SPS’s

Figura 6 - Manhattan plot do estudo de GWAS para C18:1; 9 w9 (acido oleico)
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Foram encontrados 53 diferentes QTL’s que influenciam no perfil de AG’s da
carne, sendo que estes foram associados a 85 diferentes caracteristicas
previamente descritas na literatura que sdo apresentadas na tabela 1. Das regifes
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descritas na tabelal sete foram associadas ao acido palmitico, entretanto foram
descritas por outros autores associadas a conteudo de diferentes AG (ALEXANDER
et al., 2007; ABE et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2010); para Acido esteéarico foram
encontrados 8 (oito) QTL’s relacionados com perfil de AG, dos quais 3 (trés)
relacionados com o mesmo AG (ALEXANDER et al., 2007; ABE et al., 2008;
GUTIERREZ et al., 2010; MORRIS et al., 2010); para CLA oito QTL'’s relacionados
ao perfil de AG foram encontrados, relacionados a outros AG (GUTIERREZ et al.,
2010; MORRIS et al., 2010); para acido linoleico 45 QTL'’s relacionados ao perfil de
AG, onde apenas 1 (um) estava diretamente relacionado ao mesmo AG
(GUTIERREZ et al., 2010; MORRIS et al., 2010; ISHII et al., 2013); para &cido
linolénico 5 (cinco) QTL’s relacionados ao perfil de AG, onde apena um foi
relacionado diretamente ao mesmo (ALEXANDER et al., 2007; ABE et al., 2008;
GUTIERREZ et al., 2010; MORRIS et al., 2010); para &cido oleico 12 (doze) QTL's
relacionados ao perfil de AG, onde 2 (dois) foram diretamente relacionados ao
mesmo (ABE et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2010; MORRIS et al., 2010).

As regides identificadas no presente estudo, em sua maioria ndo foram
relatadas previamente na literatura, ou identificadas com relacdo a AG’s diferentes
dos encontrados no presente estudo. Esta questdo pode ser explicada pela
escassez de estudos feitos com populacdes de animais Bos indicus (CESAR et al.,
2014).

Séo representados no anexo G os dados de Gene Onthology (GO) para cada
AG, onde as regibes sao relacionadas com o metabolismo de lipideos. Foram
encontrados 110 diferentes genes candidatos associados ao metabolismo de AG’s
nas 112 diferentes regides relacionadas aos fenétipos estudados que sao

detalhados na anexo H.

Os genes candidatos encontrados (anexo H) sao relacionados a 45 diferentes
processos bioldégicos que tém influéncia no metabolismo de lipideos, portanto
influenciam diretamente ou indiretamente a composicdo de AG’s dos tecidos. Um
total de 138 genes influenciaram a ligacéo de proteinas a outras moléculas incluindo
lipideos para transporte dos mesmos. Um grupo de 93 genes candidatos estdo
relacionados a ligacéo de proteinas as outras moléculas.

O gene LPL foi relacionado ao acido palmitico, e tem influéncia em processos

biolégicos como: ligagdo de proteina a outras moléculas; formacao de quilomicrons
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para absorcdo e transporte de AG, processo de biosintese de AG’s; vias do
processo de quebra dos lipideos, vias do processo metabdlico de lipideos e reagbes
quimicas para o transporte de lipideos; atividade da lipase; atividade da fosfolipase;
metabolismo de fosfolipideos; regulacdo positiva de estoques de colesterol;
regulacdo positiva do sequestro de triglicerideos; regulacdo da quebra do
triglicerideo; manutencdo do estado de equilibrio de triglicerideos no organismo ou
célula; atividade da reacdo de quebra do triacilglicerol; quaisquer processos
quimicos envolvendo triglicerideos. Dervishi et al. (2012) encontraram relacéo direta
deste gene com a relacdo de 6mega 3 e 6 em contrapartida Corazzin et al. (2012) e
Oliveira et al. (2014) relacionaram a expressdo desse gene a diferencas no tamanho

de bocado durante alimentacao.

O gene NTRK2 foi relacionado ao acido palmitico se esta relacionado a
processos de ligagdo a proteinas, também esta relacionado a transferase que atua
na transferéncia do grupo metil de acidos graxos. Canovas et al. (2012)
relacionaram o gene NTKR2 a MAP quinase que € uma proteina que regula

expressao de outros genes.

O gene RORA esta relacionado a processos bioldgicos como: reacdo com a
forma oxidada do colesterol; homeostase do colesterol; reacbes quimicas e vias
ligadas a esteroides; homeostase de triglicerideos nas células e organismo. Casey
et al. (2012) relacionara o gene RORA a regulacao do cicli circadiano influenciando
na expressao de outros genes, ja Muroya et al. (2013) relacionaram 0 mesmo gene

com a regulacéo do tipo da musculatura de bovinos.

O gene PLA2G7 esta relacionado com processos como: quebra de lipideos;
oxidacdo de lipideos; formacdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL);
modificacdo da LDL. Liu et al. (2014) em estudo com humanos, relacionaram o gene
PLA2G7 a formacgdo de placas ateroscleroticas e a cadeia do &cido araquiddnico
(VANIO et al., 2010).

LRP1B esta relacionado com o transporte da LDL para o interior da célula e
também a uma proteina de ligacdo. Em estudo realizado com suinos Melo et al.
(2013) identificaram influéncia deste gene na concentracao de AGS intramuscular.

O gene MYLIP esta relacionado a: homeostase do colesterol; regulacéo
negativa da LDL. O gene PLA2G4A esta relacionado a interacdo seletiva a

fosfolipideos na presenca de célcio; reacbes quimicas e vias que resultam em
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quebra de lipideos; atividade da fosfolipase A2; catalise e hidrélise de
glicerofosfolipideos; reac6es quimicas e vias de quebra de fosfolipideo (WOLFORD
et al., 2003).
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5 CONCLUSAO

Com este estudo conclui-se que através do estudo de GWAS foi possivel
identificar regibes candidatas e genes associados que influenciam na composicao
dos AG, acido estearico (C18:0),acido palmitico (C16:0), acido linoleico (C:18:2; 9,12
— w6), acido linoleico conjugado (CLA) (C18:2; c9, t11), acido linolénico (C18:3;
9,12,15 — w3), acido oleico (C18:1; 9 w9), da carne de bovinos Nelore. Tornando
possivel a implantacdo destas caracteristicas em programas de selecdo assistida
por marcadores, com maior sucesso para o acido linoleico, acido oleico, acido

linolénico, que pode ter impacto positivo sobre a saide humana.
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ANEXOS

ANEXO A:Regibes candidatas para C16:0

Cromossomo Inicio Fim Varl_anma
explicada
1 44515010 44547305 0,0426
40681374 40693684 0,07532
5 37133089 37176489 0,05656
36912698 36948566 0,04394
44816008 44863079 0,0431
37793048 37823244 0,04837
3 33079010 33114492 0,04691
115405449 115416208 0,04393
119084263 119111996 0,05001
6 22687360 22723216 0,04587
118105361 118124800 0,0452
112424701 112443693 0,04269
7 96741240 96754816 0,04314
10 22890003 22913370 0,04456
13 61679348 61716240 0,06513
56797059 56809496 0,04773
44108156 44134488 0,04965
14 11764294 11774463 0,04673
12567929 12593208 0,04555
62101354 62138491 0,04151
15 75320457 75344319 0,04055
17 40244443 40276908 0,05796
18 34963096 34990350 0,06053
34799534 34856069 0,04629
23 40338785 40376972 0,04351
28 43645564 43653267 0,04666
ANEXO B:Regibes candidatas para C18:0
Cromossomo Inicio Fim Va_lriancia
explicada (%)
79470502 79490369 0,05352
2 101830751 101842747 0,04081
52975117 52995056 0,04008
3 56489390 56512698 0,04715
4 100562856 100577216 0,04981
98462055 98474969 0,04098
5 96618178 96625241 0,04899




6 23894797 23912529 0,07968
7 101685589 101702035 0,04444
67540635 67564479 0,06478
78991718 79043380 0,06247
8 67460654 67480621 0,05953
46277533 46296509 0,05443
27550489 27558593 0,04915
67500213 67509789 0,04883
11 11380878 11388458 0,04013
12 76932779 76955158 0,05849
16 62390444 62406131 0,04651
20 39248250 39271011 0,04194
22 10038519 10072962 0,04214

ANEXO C:Regibes candidatas para C:18:2; 9,12 — w6

Cromossomo Inicio Fim Va_lriancia
explicada (%)

71431023 71499402 0,05144

1 71399202 71415920 0,04878
122454216 122473194 0,04368
27072549 27096775 0,04004
40125817 40151358 0,07117
41341391 41352010 0,06862

2 39915964 39968786 0,05871
66324613 66367331 0,05368
14639064 14660312 0,0504

3 109304969 109319595 0,04912
60561790 60573514 0,04821

4 21069041 21089189 0,04911
97490658 97499418 0,04981

5350712 5378290 0,04259

9911047 9931628 0,05069

5 3856973 3885921 0,04779
9883724 9908040 0,04544

88808116 88827315 0,04381

7 61261169 61302001 0,04018
88219918 88234648 0,06237

8 4017767 4040618 0,04375
30979302 31010727 0,04124
40569624 40580358 0,04019
42706961 42724995 0,04749

9 75606470 75613783 0,04568
2335751 2387900 0,04221

52



1928515 2003008 0,04032

11 29278434 29297342 0,06805
106627576 106645995 0,04031

12 2600209 2614696 0,05126
67464466 67475607 0,06314

13 31868567 31887529 0,05285
62179181 62224699 0,0453

14 19618877 19649604 0,04271
21362285 21392110 0,04024

15 13631935 13649232 0,04927
16 9783433 9806542 0,0439
18 34557719 34583447 0,08865
34652566 34691733 0,07188

19 58971891 58984459 0,04341
20 22151938 22161303 0,0576
21 17396561 17420719 0,04161
24 12519367 12533548 0,04118
25 21939134 21968486 0,04053
26 47957153 47973915 0,06521
29 5045630 5067913 0,04484

ANEXO D:Regifes candidatas para C18:2; c9, t11

Cromossomo Inicio Fim Va_lriancia
explicada (%)

1 63993809 64011389 0,05744

15988857 16003858 0,04713
27359967 27372250 0,0548

4 105360155 105369390 0,04626

61402285 61414499 0,04101

55392797 55416864 0,05254

6 114136869 114154038 0,04642

55439846 55468187 0,04145

62061681 62105255 0,04415

9 50092649 50125434 0,04142
11987945 12002663 0,04

10 12773351 12780152 0,0501

11 24689344 24713679 0,05647

96991479 97014789 0,04503

13 31868567 31887529 0,07126

14 30018733 30043388 0,05146

15 5518657 5542442 0,04665

18 34557719 34583447 0,07128

34652566 34691733 0,04016
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48043378 48059609 0,11063
21 48032038 48040301 0,10018
24974122 25010862 0,04205
48168391 48217667 0,04192
22 11549492 11585748 0,04405
27 6936727 6947828 0,05376

ANEXO E:Regides candidatas para C18:3; 9,12,15 — w3

Cromossomo Inicio Fim Va}riancia
explicada (%)

1 122454216 122473194 0,05119
27072549 27096775 0,0445
14639064 14660312 0,08465
56364307 56375294 0,05544

5 28833850 28844530 0,04967
56441325 56464700 0,04827
119946550 119957381 0,04103
41341391 41352010 0,04077
109304969 109319595 0,06404

3 6975411 6998033 0,0564
8246389 8263865 0,04966

7454234 7462185 0,0416

4 59899298 59908142 0,04224
98451866 98471507 0,04171

6 28659846 28704352 0,0767
104892088 104901948 0,04083

8 88219918 88234648 0,08694
67236518 67249075 0,04296
29278434 29297342 0,06329
70262106 70277846 0,05554

11 13372478 13389276 0,05372
18636704 18647540 0,04925
18547444 18574216 0,04492
18427641 18457521 0,04192

13 26611009 26637903 0,04232
14 19618877 19649604 0,04169
15 35146210 35156388 0,06579
16 69686453 69740370 0,04235
21 59305282 59318856 0,04908
59320456 59331568 0,04611

23 21258737 21274543 0,04522
27 20881760 20918214 0,04204
o8 40786368 40796223 0,05048
39022037 39061596 0,0488
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ANEXO F:Regibes candidatas para C18:1; 9 w9

Cromossomo Inicio Fim Va_lriancia
explicada (%)

100654897 100662381 0,06455
27127086 27146915 0,05489

1 27077314 27103499 0,04909
18523066 18561448 0,04251
100820337 100833710 0,04184
105193025 105208486 0,05741

2 101830751 101842747 0,05399
105036532 105050352 0,04791

3 84321897 84334657 0,05457
86412945 86429051 0,0524

4 102691530 102744210 0,04276
5 3894763 3933790 0,05416
77013570 77058054 0,04958

6 28659846 28704352 0,07448
7 96741240 96754816 0,05698
62379463 62423172 0,04877

8 88260237 88294276 0,05243
66379943 66388555 0,08107

9 2301562 2355048 0,04542
38179855 38199983 0,04165

2359767 2406517 0,04015
54281618 54295066 0,06168
54874606 54886059 0,06069

11 96166874 96209698 0,0523
53863500 53907993 0,04187
92683169 92698306 0,04094
54242693 54277282 0,04093

12 42103899 42117992 0,04083
13 65620257 65688059 0,05345
21919867 21948742 0,04374

14 12352419 12384180 0,04112
84390973 84407332 0,04085

18 65642785 65662092 0,05981
20 29283007 29307064 0,04608
22223584 22234812 0,04501

25 22062767 22077279 0,05672
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