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DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO E ASSOCIAGAO ENTRE POLIMORFISMOS DE
BASE UNICA COM MACIEZ DA CARNE E ESPESSURA DE GORDURA EM
BOVINOS NELORE UTILIZANDO PAINEIS DE ALTA DENSIDADE

RESUMO - A carne produzida no Brasil a partir de ragas zebuinas possui
caracteristicas organolépticas que ndao sao bem aceitas nos mercados mais
exigentes. As caracteristicas de carcaca e da carne, como a maciez e a espessura
de gordura subcutdnea podem garantir qualidade e uniformidade na producao de
carne bovina, porém o melhoramento genético para essas caracteristicas nao tem
sido praticado. Os objetivos deste estudo foram analisar o desequilibrio de ligacao
entre os polimorfismos de base unica (SNPs), e estudar a associagéo destes com a
maciez da carne e espessura de gordura subcutanea no genoma de bovinos da raga
Nelore utilizando um painel de SNPs de alta densidade. Foram utilizados 795
machos da raca Nelore nascidos em 2008 e 2009 e pertencentes a trés programas
de melhoramento genético. Um total de 117 grupos de contemporaneos foi formado,
constituidos por ano de nascimento, fazenda, grupos de manejo ao nascimento,
grupos de manejo a desmama e ao sobreano. Os animais foram genotipados
utilizando o lllumina High-Density Bovine BeadChip com 777.962 marcadores SNPs.
O DNA genbmico foi extraido utilizando amostras de cinco gramas de tecido
muscular retirados do Longissimus dorsi de cada animal. Foram excluidos SNPs que
apresentaram MAF (alelo de menor frequéncia) inferior a 0,05 e Call Rate menor que
0,93, totalizando 446.986 SNPs. Os fenétipos para maciez da carne foram obtidos
utilizando um equipamento de analise de textura equipado com uma sonda Warner
Bratzler em amostras de 2,54 cm retiradas entre a 122 e 132 costelas da meia-
carcaca esquerda. Na mesma amostra foi mensurada a espessura de gordura
subcutanea com paquimetro, medindo a camada de gordura localizada a um angulo
de 45° a partir do centro geométrico. As andlises de associagdo foram realizadas
considerando apenas um marcador por vez. Os efeitos fixos considerados no
modelo foram marcador SNP, grupo de contemporéaneos, data de abate e idade de
abate como covariavel. Para a estimacdo do efeito de cada SNP sobre as
caracteristicas, o marcador SNP foi incluido como covariavel no modelo (efeito
linear). A média de desequilibrio de ligacdo (r?) para todos os autossomos foi de
0,17, a uma distancia média de 4,90 + 2,89 kb, e a média da MAF foi de 0,25 + 0,13.
O r? diminuiu com o aumento da distancia entre os marcadores. Niveis moderados
de r2 (entre 0,20 e 0,34) foram encontrados a distancias menores que 30 kb e
menores niveis (entre 0,20 e 0,11) foram observados de 30 a 100 kb. Os
cromossomos 13, 12 e 11 apresentaram, respectivamente, 105, 48 e 48 marcadores
SNPs significativos (p<0,001) para maciez da carne. Para espessura de gordura
foram encontrados 68, 38 e 35 SNPs significativos (p<0,001), localizados,
respectivamente, nos cromossomos 7, 8 e 10. Nao foram encontrados na literatura
trabalhos em que tenham sido observados QTL associados a maciez da carne e
espessura de gordura subcutanea nos cromossomos 13 e 10, respectivamente.

Palavras-chave: associacdo gendmica, bovinos de corte, caracteristicas de
carcaga, manhattan plot, SNP



LINKAGE DISEQUILIBRIUM AND ASSOCIATION BETWEEN SINGLE
NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS WITH MEAT TENDERNESS AND FAT
THICKNESS IN NELLORE CATTLE USING HIGH DENSITY PANELS

ABSTRACT - The meat produced in Brazil from Zebu breeds has organoleptic
characteristics that are not well accepted in the most demanding markets. Carcass
and meat traits, like tenderness and fat thickness, can ensure quality and uniformity
in beef production, but genetic improvement for these traits has not been practiced.
The objective of this study was analyze the linkage disequilibrium between single
nucleotide polymorphisms (SNPs), and to study their association with the tenderness
of meat and fat thickness in the genome of Nellore cattle using a panel of high-
density SNPs. Data from 795 Nellore cattle born in 2008 and 2009 and belonging to
three breeding programs were used. A total of 117 contemporary groups were
formed, constituted of year of birth, farm, management groups at birth, management
groups at weaning and yearling. The animals were genotyped using lllumina High-
Density Bovine BeadChip with 777,962 SNP markers. Genomic DNA was extracted
with samples from five grams of tissue taken from the Longissimus dorsi muscle of
each animal. SNPs that had MAF less than 0.05 and Call Rate less than 0.93 were
excluded, totaling 446,986 SNPs. The phenotypes for meat tenderness were
obtained using a texture analysis equipment equipped with a Warner Bratzler probe
in samples of 2.54 cm taken between the 12" and 13" ribs of the left half carcass.
On the same sample, it was measured the thickness of subcutaneous fat with caliper
rule, measuring the fat located at an angle of 45° from the geometric center. The
association analysis was performed considering only one marker at a time. The fixed
effects in the model were SNP marker, contemporary group, date of slaughter and
slaughter age as covariate. To estimate the effect of each SNP over the traits, the
SNP marker was included as a covariate (linear effect). The average linkage
disequilibrium (r?) for all autosomes was 0.17, the average distance of 4.90 * 2.89 kb,
and the average MAF was 0.25 + 0.13. The r? decreased with increasing distance
between the markers. Moderate r? levels (between 0.20 and 0.34) were found at
distances smaller than 30 kb and lower levels (between 0.20 and 0.11) were
observed 30-100 kb. Chromosomes 13, 12 and 11 was, respectively, 105, 48 and 48
significant SNPs markers (p<0.001) for meat tenderness. For fat thickness, 68, 38
and 35 significant SNPs (p<0.001) were found, located respectively on chromosomes
7, 8 and 10. It was not found any studies that have observed QTL associated with
meat tenderness and fat thickness on chromosomes 13 and 10, respectively.

Keywords: genomic association, beef cattle, carcass traits, manhattan plot, SNP
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1. INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro é de, aproximadamente, 180 milhdes de cabecas
(ANUALPEC, 2012). Dados de 2011 relatam que foram abatidos pouco mais de 38
milhées de animais, produzindo 7,5 milhdes de toneladas de equivalente-carcaga,
sendo que mais de 1 milhdo de toneladas foram exportadas (ABIEC, 2012).

A partir do fim da década de 80 e inicio dos anos 90, ocorreu o
desenvolvimento de uma série de programas destinados a avaliacdo genética,
despertando um crescente interesse em utilizar animais geneticamente avaliados na
populacdo Zebu. Existem varios programas de avaliacdo genética para racgas
zebuinas, principalmente Nelore, os quais utilizam, como critério de selecao,
prioritariamente caracteristicas de crescimento e conformacao (YOKOO et al, 2007).

Atualmente, o valor genético dos animais pode ser obtido a partir de dados
genbmicos, por meio da sele¢cdo assistida por marcadores considerando todo o
genoma (MEUWISSEN et al. 2001, BENNEWITZ et al., 2009; CALUS et al., 2009).
Porém, os conceitos tedricos e os meios para identificar genes relacionados a
caracteristicas complexas datam da década de 90 (ZHANG et al. 2012a). O
mapeamento de locos de caracteristicas quantitativas (QTL) foi a abordagem
preferida para detectar variagbes genéticas em caracteristicas economicamente
importantes. No entanto, a maioria dos QTL relatados foram detectados utilizando
marcadores microssatélites com baixa resolugdo do mapeamento genético e um
intervalo de confianga cobrindo mais do que 20.000 kb (SOLLER et al., 2006) ou
mesmo um cromossomo inteiro (SCHREIWEIS et al., 2005). Portanto, é dificil
identificar os genes importantes para caracteristicas de interesse baseados nessa
informacao.

Uma estratégia para a identificacdo e mapeamento de QTL é a utilizagao do
desequilibrio de ligacao (DL) na populagéo, a partir da associacao (ligagao) existente
entre o marcador genético e o QTL (GODDARD, 1991). Esta associacdo €
consequéncia da proximidade fisica que existe entre ambos (ARDLIE, KRUGLYAK e
SEIELSTAD, 2002). Quantificar o nivel do desequilibrio de ligacdo € um importante
passo para o mapeamento fino de QTL e selecdo gendbmica (MEUWISSEN e
GODDARD, 2000) e proporcionar melhor entendimento da arquitetura genémica e



da estrutura histérica da populacdao (HAYES et al., 2009). Assim, o sucesso do
mapeamento das regides em DL depende de um balango apropriado entre a
extensao deste desequilibrio e a densidade de marcadores (SARGOLZAEI et al.,
2008).

A associagao genémica ampla (GWAS) é uma nova técnica empregada na
identificacdo de genes causais para caracteristicas de importancia na pecuaria. No
GWAS utilizam-se variacdes existentes (principalmente polimorfismos de base Unica,
SNPs) em todo o genoma, em conjunto com o fenétipo e informagdes de pedigree,
para realizar uma andlise de associacao e, desse modo, identificar genes que sao
importantes para caracteristicas de interesse (ZHANG et al. 2012a). Em comparacao
com as tradicionais estratégias de mapeamento de QTL, a GWAS confere
vantagens importantes, tanto no poder para detectar variantes causais com efeitos
modestos quanto na definicdo de regides gendmicas que abrigam estas variacoes
(HIRSCHHORN e DALY, 2005).

Poucos programas de melhoramento genético disponibilizam avaliacoes
genéticas para as caracteristicas de carcacga e indicadoras da qualidade da carne.
Caracteristicas como maciez da carne e espessura de gordura subcutédnea sdo de
expressdo tardia e, para sua obtencdo, exigem o abate dos animais, além de
possuirem alto custo de mensuragdo. A informacdo molecular, obtida a partir da
analise do desequilibrio de ligacdo e de estudos da associacao dos polimorfismos de
base Unica com as caracteristicas de interesse, permitird a avaliacao genética de
animais jovens para as mesmas.

Neste estudo, os objetivos foram analisar o desequilibrio de ligacdo entre
marcadores do tipo SNP e estudar a associacdo destes com a maciez da carne e
espessura de gordura subcutanea no genoma de bovinos da raca Nelore, visando
trazer informagdes importantes para a avaliagdo genética de animais para estas

caracteristicas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas de Carcaca e Qualidade da Carne

Segundo Cundiff et al. (1993) uma carcaga de qualidade deve apresentar
quantidade de gordura suficiente para garantir sua preservacado e caracteristicas
desejaveis para o consumo. Para a maioria dos consumidores de carne, a maciez €
o atributo sensorial com a maior influéncia na satisfacdo (HUFFMAN et al., 1996,
DEVITT et al., 2002). A partir de uma pesquisa de mercado demonstrou-se que ao
melhorar a maciez da carne ocorre aumento tanto da probabilidade dos
consumidores comprarem carne quanto do preco que esses estao dispostos a pagar
(BOLEMAN et al., 1997; PLATTER et al.,, 2003). Nos mercados com maiores
exigéncias em termos de qualidade de produto, mas que também valorizam o preco
dos cortes carneos, a falta de maciez tem sido identificada como a maior causa da
insatisfacdo do consumidor (KOOHMARAIE et al., 2002).

A espessura de gordura subcutanea vem sendo enfatizada como importante
indicador da qualidade final da carne, uma vez que afeta a velocidade de
resfriamento da carcaga, funcionando como um isolante térmico e interferindo,
positivamente, na conversdo de muasculo em carne para o0 consumo humano
(FELICIO, 1997). Tatum et al. (1999) identificaram a acdo do post-mortem como
ponto critico para problemas na maciez da carne. No entanto, os autores sugerem
que o amaciamento post-mortem pode ser influenciado por fatores genéticos,
ligados ao sexo e a cobertura de gordura da carcaga (espessura de gordura
subcutanea).

Apesar das ragas zebuinas demonstrarem maior adaptagdo ao meio e
resisténcia a parasitas, produzem carcacas com menor propor¢cdo de gordura,
menor maciez da carne e menor percentagem de gordura intramuscular que os Bos
taurus (CUNDIFF, 2004). Segundo Koohmaraie et al. (2002), quatro marcadores
genéticos para a maciez da carne estdo localizados no complexo enzimatico da
calpaina-calpastatina. Este complexo regula a taxa de degradacédo da proteina no
animal vivo. A atividade de calpainas acelera a degradacéao de proteinas enquanto

que a atividade de calpastatina, que € muito mais intensa em Bos indicus, atua como



um inibidor dessa degradacdo. Buainain e Batalha (2007) ressaltam que esforcos
devem ser dirigidos para incentivar o crescimento da cadeia produtiva de carne
bovina brasileira, ndo apenas quantitativamente, mas também da qualidade do
produto ofertado.

A maciez da carne e a espessura de gordura subcutanea sao dificeis de
mensurar, uma vez que a primeira exige o abate dos animais e a segunda é de
expressao tardia. Portanto, existe dificuldade em encontrar animais jovens avaliados
para essas caracteristicas.

2.2 Desequilibrio de Ligacao (DL)

Os primeiros trabalhos para desenvolver e caracterizar marcadores
moleculares para espécies de interesse zootécnico datam do inicio dos anos 80
(CAETANO, 2009). Trabalhos com suinos (CHARDON et al., 1985) e bovinos
(BECKMAMM et al., 1986) relatam resultados com marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Porém, esses apresentam algumas desvantagens
como a grande quantidade de DNA puro e de alto peso molecular (BECKMAMM et
al., 1986). De acordo com Vignal et al. (2002) os marcadores genéticos de DNA
podem ser classificados, em fungédo do tipo de informagdo que fornecem em um
unico loécus, em trés categorias principais, com graus crescente de interesse: os bi
alélicos dominantes, tais como os RAPDs (polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso) e AFLPs (polimorfismo no comprimento de fragmentos amplificados); bi
alélicos codominantes, como RFLPs (fragmentos de DNA de comprimento
polimérfico) e SSCPs (polimorfismos de conformagdo de fita simples) e os
multialélicos codominantes, como os microssatélites.

O sequenciamento de fragmentos especificos de DNA possibilitou a deteccéo
de polimorfismos do tipo SNP (ORITA et al., 1989). A principal vantagem da
utiizacdo de marcadores SNPs é o potencial para rendimento automatizado
elevado, tornando o custo das analises moderado (CHEN e SULLIVAN, 2003).
Outras vantagens do uso de marcadores do tipo SNP é a baixa taxa de mutacao e a
abundéancia dos polimorfismos no genoma de espécies ndao endogamicas
(SCHLOTTERER, 2004).



Nas ultimas décadas, tém sido identificados varios loci chamados de QTL
(quantitative trait loci ou locos de caracteristicas quantitativas) que afetam ou
influenciam caracteristicas de importancia econémica. Estes QTL explicam uma
determinada fracdo da variacdo fenotipica das caracteristicas quantitativas
(ANDERSON, 2001; BARTOM e KEIGHTLEY, 2002).

A utilizagdo do desequilibrio de ligacdo (DL) existente na populagdo € uma
das estratégias para a identificacdo e mapeamento dos QTL. Isso ocorre porque
existe uma associacao (ligacdo) entre o marcador genético e o QTL (GODDARD,
1991). Esta associagdo ou ligacao € consequéncia da proximidade fisica existente
entre ambos (ARDLIE; KRUGLYAK; SEIELSTAD, 2002; BOLORMAA et al., 2011a).

Em populagdes de bovinos com tamanho efetivo pequeno, um nivel de DL
substancial devera abranger grandes distancias genéticas (FARNIR et al., 2000;
McRAE et al., 2002; ODANI et al., 2006). Portanto, a densidade dos marcadores
deve ser suficientemente alta para garantir que todos os QTL estejam em DL com
um marcador ou haplétipo de marcadores.

Os mapas de DL sao uma ferramenta fundamental para explorar a base
genética de caracteristicas economicamente importantes. Mapas comparativos de
DL permitem explorar o grau de diversidade entre racas de bovinos que apresentam
diferentes atributos biologicos e detectar regides genémicas que foram sujeitas a
diferentes pressoes seletivas (MCKAY et al., 2007).

As duas medidas mais comumente usadas para avaliar o DL para marcadores
bi-alélicos sdo r? e |D'| (HILL e ROBERTSON, 1968; HILL, 1981; VALDAR et al.
2006, BOHMANOVA et al., 2010). Estes parametros podem variar entre 0 e 1. Um
|D'| <1 indica que ocorreu recombinagéo entre dois loci e um |D'| = 1 indica falta de
recombinacdo entre os dois loci, desde a ocorréncia do polimorfismo. Uma
desvantagem do |D'| é que este tende a ser fortemente inflacionado em pequenas
amostras e na presenca de um alelo raro ou em baixa frequéncia. O r? representa a
correlacéo entre dois loci, e é preferido para estudos de associacao, porque existe
uma relagdo inversa entre o r* e o tamanho da amostra que é necessario para
detectar a associagao entre um QTL e um marcador (PRITCHARD, 2001).

O desequilibrio de ligacdo entre os marcadores tem sido amplamente
estudado no genoma de ragas taurinas. Marques et al. (2008), analisando 505 SNPs



no cromossomo 14 na raca Holandesa, relataram niveis moderados de LD (r*= 0,20)
para distancias entre marcadores espacados até 100 kb. Resultados semelhantes
foram obtidos por McKay et al. (2007) que estimaram o LD (r?) entre 2.670
marcadores para oito racas bovinas. Sargolzaei et al. (2008) genotiparam 497 touros
da raca Holandesa, utilizando para isso um chip de 10K, e analisaram 5.564 SNPs
encontrando niveis de LD com r? maior que 0,30 em distancias menores que 100 kb.
Villa-Angulo et al. (2009) estudaram o genoma de 19 ragas (taurinas e zebuinas)
utilizando um conjunto de 32.826 marcadores SNPs. Os autores relataram que as
racas zebuinas tem uma proporcéo superior de alelos de menor frequéncia (MAF) e
um nivel de LD menor em relacéo as ragas taurinas. Silva et al. (2010) genotiparam
25 touros da raga Gir com um painel de 54.000 marcadores (SNPs) e obtiveram uma
média de LD (r?) entre os marcadores adjacentes de cerca de 0,21.

2.3 Associacao Genomica Ampla (GWAS)

Segundo Daetwyler et al. (2008) o numero limitado de marcadores e o alto
custo da genotipagem dificultavam o0s estudos de associacdo com marcadores
genéticos. Assim, apenas uma proporcao pequena da variacao genética total era
identificada pelos marcadores, prejudicando o ganho genético para caracteristicas
de interesse econdmico (SOLBERG et al., 2008).

Zhang et al. (2012a) relatam que a associacdo genbémica foi usada pela
primeira vez na analise de doencas humanas e tornou-se vidvel em animais
domeésticos como resultado do desenvolvimento de grandes colegdes de SNPs e
viabilizagdo de métodos de analise de SNPs com custos moderados. Comparada as
estratégias tradicionais de mapeamento de QTL, a associagdo gendmica confere
vantagens tanto para detectar variantes causais com efeitos modestos quanto para
definicdo de regides gendmicas que abrigam essas variagbes (HIRSCHHORN e
DALY, 2005).

Uma suposicéao feita nas analises de GWAS € que associacoes significativas
podem ser detectadas porque os SNPs estdo em desequilibrio de ligacdo com as
mutacOes causais que afetam as caracteristicas de interesse. A alta densidade de
marcadores do tipo SNP presentes nos chips utilizados para a associacao gendémica



é suficiente para identificar o DL entre os marcadores e as mutagdes causais
(GODDARD, 1991).

Existem varios tipos comerciais de chips, com marcadores SNP, disponiveis
para bovinos (50.000 SNPs; lllumina BovineSNP50 BeadChip), caes (22.362 SNPs;
lllumina CanineSNP20 BeadChip), ovinos (56.000 SNPs), suinos (60.000 SNPs;
lllumina PorcineSNP60 BeadChip), equinos (54.602 SNPs; Illumina EquineSNP50
BeadChip) e galinhas (60.000 SNPs; lllumina ChickenSNP60 BeadChip) (ILLUMINA,
2013).

Em janeiro de 2010, a empresa lllumina® langou o High-Density Bovine
BeadChip, um painel com 777.962 marcadores do tipo SNP, dos quais cerca de
453.361 (58%) estdo validados para animais da raga Nelore (ILLUMINA, 2013).
Durante os ultimos anos, foram relatados varios exemplos que descrevem a
utilizacdo da associacdo genbmica para diversas caracteristicas economicamente
importantes em bovinos, incluindo caracteristicas de carcaga e qualidade da carne
(ZHANG et al., 2012a).

Em diversos trabalhos foram descritas associacbes pontuais de alguns
poucos genes com as caracteristicas de carcaga e da qualidade da carne. No
trabalho realizado por Schenkel et al. (2006) foram encontradas associagbes entre
quatro SNPs localizados no gene da leptina com o depdsito de gordura subcutanea
e rendimento de gordura. Gill et al. (2009) avaliaram o efeito de 8 SNPs sobre a
maciez da carne, gordura de cobertura, composicdo de carcaca e
produgédo/qualidade de leite na raga Aberdeen Angus. Estes autores observaram
associagdes significativas entre o SNP CAPN31, localizado no gene da Calpaina,
com a maciez medida de formas objetiva (shear force) e subjetiva (avaliacdo
sensorial) da carne.

Trabalhando com a associagdo de um marcador SNP na regido do gene
IGF1, Islam et al. (2009) utilizaram dados fenotipicos de dez caracteristicas de
carcaca e de deposicao de gordura, em 204 bovinos da raga Angus, 186 da raca
Charolés e 455 hibridos. Os autores encontraram associacdes estatisticamente
significativas para as caracteristicas de espessura de gordura determinada por
ultrassom (p=0,030), gordura média da carcacga (p=0,015) e rendimento de carne na
carcaca (p=0,023). Cafe et al. (2010) avaliaram a magnitude e os efeitos de 4



marcadores para maciez da carne (CAST, CAPN3, CAPN1 e CAPN1-316), utilizando
82 novilhas e 82 machos castrados da raca Brahman e concluiram que a selecéao
baseada nos marcadores para CAST e CAPN3 pode melhorar a maciez da carne
em bovinos dessa raca. Zhang et al. (2012b) trabalharam com 182 genes
associados a seis caracteristicas de carcaca (espessura de gordura, marmorizacao,
peso da carcaga quente, area de olho de lombo, quality grade e yield grade
ajustado) e 24 4cidos graxos em 791 bovinos 2 Wagyu 2 Angus. Do total de
marcadores SNPs avaliados, 113 apresentaram associagdo significativa (p<0,05)
com as caracteristicas relatadas.

No Brasil, ainda sdo poucos os trabalhos de associacdo de SNP com
caracteristicas de carcaca e carne. Ferraz et al. (2009) associaram dois marcadores
genéticos do tipo SNP (T945M e UCP1SNP1), considerando ou n&o os efeitos dos
poligenes, com medidas fenotipicas de espessura de gordura, area de olho de
lombo e peso da carcagca quente de 638 bovinos da ragca Nelore. Os autores
reportaram que quando o efeito dos poligenes néo foi considerado no modelo, os
dois SNPs apresentaram associacdes significativas com todas as caracteristicas
avaliadas. Entretanto, quando o efeito dos poligenes foi incluido no modelo, apenas
o SNP T945M esteve associado significativamente (p<0,05) com a area de olho
lombo.

Mais recentemente, com a automatizacdo da identificacdo de SNP, um
namero maior de marcadores pode ser identificado para um grande numero de
animais, a um custo acessivel. Assim Nalaila et al. (2011), trabalhando com dados
de 418 hibridos (Angus x Charolés) e utilizando 1207 marcadores do tipo SNP
cobrindo todo 0 genoma, identificaram 105 QTL (p<0,05) para 16 caracteristicas de
carcaca medidas por ultrassom, entre elas, espessura de gordura, marmorizagao e
area de olho de lombo.

Trabalhos de associagdo genbmica ampla, com varias caracteristicas,
utilizando o painel da lllumina Bovine SNP50 Beadchip (56,947 SNPs) tém sido
publicados. Snelling et al. (2010), genotiparam 1896 novilhos e 707 fémeas que
representavam 7 ragas (Angus, Charolés, Gelbvieh, Hereford, Limousin, Red Angus
e Simental). Os autores analisaram caracteristicas de crescimento e descobriram

12.425 SNPs estatisticamente significativos (p<0,01). Em trabalho de Bolormaa et al.



(2011a), foram estudadas associa¢des genémicas para consumo alimentar residual,
peso corporal e altura da garupa em trés grupos genéticos (Bos indicus, Bos taurus,
e B. indicus x B. taurus), além da estatura em vacas leiteiras, usando os dados de
gendtipos dos SNP obtidos com chips de 10K e 50K. Foram encontrados 75
marcadores do tipo SNP significativos (p<0,001) para consumo alimentar residual,
176 marcadores para peso corporal e 198 SNPs para altura da garupa, em todas as
racas. Alam et al. (2011) genotiparam 497 novilhos da raca Hanwoo empregando o
painel de SNPs com 50.000 marcadores. Os dados fenotipicos eram de
caracteristicas de conformacdo corporal. Um conjunto de 35.987 SNPs foi
selecionado, e destes, 72 estavam associados (p<0,001) as caracteristicas de
conformacéo, explicando até 26% da variacao fenotipica total.

Ainda sdo poucos os trabalhos de associacdo genbmica ampla com
caracteristicas de carne ou carcaca. Miller et al. (2010), trabalhando com 702
animais das ragas Angus, Charolés, Simental e Piemontés, estudaram a associacao
entre 56.947 marcadores SNPs com a maciez da carne. Os autores encontraram
1.964 e 466 marcadores SNPs associados com a maciez da carne a um nivel de
significancia de p<0,05 e p<0,01, respectivamente. Bolormaa et al. (2011b), com o
objetivo de identificar SNPs associados com a maciez da carne e a espessura de
gordura na regido da garupa (picanha), utilizaram DNA de 940 bovinos de diferentes
racas (Angus, Hereford, Murray Grey, Shorthorn, Brahman) que foram genotipados
com chip de 53.798 SNP. Destes SNPs, os autores encontraram 64 associados com

a maciez da carne e 63 com a espessura de gordura na garupa.
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3. MATERIAL E METODOS

Para o estudo do desequilibrio de ligacao foi utilizado um total de 795 machos
da raca Nelore, nascidos em 2008 e 2009, filhos de 117 touros e pertencentes a trés
programas de melhoramento genético. O DNA foi extraido de cerca de cinco gramas
de tecido muscular correspondente ao musculo Logissimus dorsi e acondicionado
em tubo eppendorf de 2 ml identificado com o numero do animal e armazenado em
freezer a -20°C. Foram pesados pedagos de tecidos muscular variando de 25 a 30
mg sob folha de aluminio em balanga analitica, os quais, posteriormente, foram
colocados em tubos eppendorf (1,5 — 2 ml). A extracdo do DNA foi realizada com o
kit DNeasy Blood & Tissue Kit da Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) segundo
instrucbes do fabricante. A genotipagem foi realizada no Departamento de
Tecnologia (UNESP, Campus de Jaboticabal) utilizando-se o painel BovineHD
BeadChip de alta densidade, segundo protocolo da lllumina, com o aparelho
HiScan™SQ System. O Bovine HD BeadChip contém 777.962 marcadores do tipo
SNP espalhados pelo genoma com uma distancia média entre marcadores de 3,43
kb. O software GenomeStudio (lllumina®) foi utilizado para analisar as imagens do
HiScan e obtencao dos gendtipos.

O controle de qualidade dos dados e a preparagdo dos gendtipos foram
realizados no prompt de comando do UNIX, presente no sistema operacional
Fedora. Os gendtipos foram definidos como 0 (AA), 1 (AB) e 2 (BB), e 0os nao
identificados como 5. Os critérios de exclusao utilizados para o controle de qualidade

dos dados da genotipagem sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Numero de marcadores SNPs excluidos (N) para cada critério de

exclusio.
Critérios de exclusao N
MAF < 0,05 279.991
Heterozigose > 0,30 851
Call Freq < 0,93 7.335
Intensidade média do cluster > 0,30 12.630
Remocao dos cromossomos sexuais 23.766

Remocéo de marcadores com baixa frequéncia A/B 6.403
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A MAF (Minor Allele Frequency) representa a frequéncia em que o alelo
menos abundante esta presente em determinada populagéo. O critério Call Freq ou
Call Rate é definido como a taxa de atribuicdo de gendtipos, e representa a
eficiéncia da genotipagem para cada marcador SNP. Com a finalidade de evitar
possiveis erros de genotipagem, SNPs com excesso de heterozigose e de
homozigose foram excluidos. Os intervalos de confiangca gerados com base na
populacdo analisada sdo chamados de clusters. SNPs distantes desses intervalos
nao foram considerados. Desse modo, restaram 446.986 marcadores disponiveis
para a determinacéo do DL e da associagdo gendémica.

O desequilibrio de ligagéo entre dois SNPs foi avaliado utilizando o r? e o valor

absoluto de D'. O r? pode ser calculado da seguinte forma:

) ( freqAB* freqab— freqAb* freq.aB)2 B (D)2
(freq.A* freqa* freq.B* freqb) (freqA* freqa* freq.B* freqb)

Enquanto D é definido como:
D = freq .AB — freq .A* freq .B

e
; b if D>0
D'— min( freq.A* freqb, freq.a* freq.B)
b if D<O

min( freq.A* freq.B, freq.a* freq.b)

em que freq.A, freq.a, freq.B, freq.b sao as frequéncia dos alelos A, a, B e b,
respectivamente, e freq.AB, freq.ab, freq.Ab e freq.Ab, sdo as frequéncias dos
haplétipos AB, ab, aB e Ab, na populacao, respectivamente. Se os dois loci sao
independentes, entdo a frequéncia esperada do haplétipo AB (freq.AB) é calculada
como o produto entre freq.A e freq.B. Se freq.AB € maior ou menor do que o
esperado, entdo esses dois loci em particular, tendem a segregar conjuntamente e
estdo em DL. As medidas de desequilibrio de ligacdo (r? e |D'|) foram calculadas
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para todos os pares de marcadores em cada cromossomo, utilizando o software
SnppldHD.

Para os estudos de associacao genémica foi utilizado um total de 740 machos
da raca Nelore, filhos de 108 touros. Neste caso, além dos critérios de consisténcia
descritos anteriormente, foram mantidos animais em grupos de contemporaneos
com no minimo trés animais. Os grupos de contemporéaneos (GC) foram definidos
como: ano, fazenda e grupo de manejo ao nascimento, além de grupo de manejo a
desmama e ao sobreano. Um total de 117 GC foi formado.

O abate dos animais ocorreu em plantas frigorificas comerciais e as carcagas
eram resfriadas por no minimo 24 horas. Apos o resfriamento, foram colhidas
amostras do musculo Longissimus dorsi com 0SSO e espessura aproximada de 2,54
cm (uma polegada) entre a 122 e 132 costelas da meia-carcaca esquerda de cada
animal. As amostras foram embaladas a vacuo e mantidas em camara de
resfriamento até completarem 150 horas pds-abate, sob temperatura de 1°C. Apo6s o
periodo de resfriamento, com estabelecimento pleno do rigor mortis, as amostras
foram entdo congeladas a temperatura de -20°C. As andlises fisicas da carne foram
realizadas no Laboratério de Qualidade e Certificacdo da Carne - LQCC, sediado na
Central Bela Vista - Genética Bovina, Ltda. no municipio de Pardinho, estado de Sao
Paulo.

Para a realizacdo do ensaio de forca de cisalhamento, as amostras foram
descongeladas em camara de resfriamento a 1°C, por cerca de 24 horas.
Posteriormente, ao atingirem a temperatura interna de 5°C, foram assadas em forno
preaquecido a 170°C até a temperatura de 71°C (medida com auxilio de termopar
posicionado no centro geométrico da peca), segundo procedimento padronizado e
proposto por Wheeler et al. (1995).

Na determinacdo da maciez objetiva da carne foi utilizado um equipamento
SALTER mecéanico equipado com uma sonda Warner-Bratzler com capacidade de
25 kg e velocidade de seccionamento de 20 cm/minuto. O shearing foi realizado em
cilindros de '2 polegada, retirados da regidao central da amostra em sentido
longitudinal as fibras musculares. Foram feitas seis medidas por amostra a fim de se
obter maior precisdo nos resultados, que foram expressos em quilogramas forca
(kgf). Na mesma amostra utilizada para a determinagdo da maciez da carne, foi
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mensurada a espessura de gordura subcutdnea utilizando paquimetro, medindo a
camada de gordura localizada a um angulo de 45° a partir do centro geométrico da
amostra, e os valores dados em milimetros. As estatisticas descritivas das
caracteristicas analisadas estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Estatisticas descritivas para as caracteristicas de maciez da carne e
espessura de gordura subcutanea.

i Numero de 5 L . 1 5
Caracteristica observaces Média Maximo Minimo D.P." C.V.
Maciez da carne 740 478 1120 2,00 124 25094

(kgf)
Espessura de

gordura 740 5,39 23,00 1,00 3,28 60,85
subcutanea

(mm)

"Desvio padrao. ° Coeficiente de variagdo (%)

As anadlises de associacdo foram realizadas considerando apenas um
marcador por vez utilizando o comando MACRO e o procedimento MIXED do
programa SAS (versdo 9.2, SAS Institute Inc., NC, USA). Os efeitos fixos
considerados no modelo foram: marcador SNP, grupo de contemporaneos, data de
abate (15 niveis) e idade de abate como covariavel (efeito linear). Para a estimacao
do efeito de cada SNP sobre as caracteristicas, o marcador SNP foi incluido como
covariavel no modelo (efeito linear). A taxa de falsos positivos (FPR) foi calculada da
seguinte forma (BENJAMINI e HOCHBERG, 1995):

FPR = (m*p) / n

em que m é o numero de marcadores testados (marcadores que passaram no
controle de qualidade), p é o nivel de significancia e n consiste no numero de
marcadores significativos (nivel de significancia < p) para cada caracteristica.

Nos estudos de associacdo gendmica, os graficos “quantil-quantil” conhecidos
como g-q plot, sdo usados para diagnéstico e permitem comparar a distribuicdo dos
testes estatisticos observados com aquela esperada sob a hipétese nula, ou seja, de
que nao ha associacdo ou desequilibrio de ligacao entre os SNPs e a caracteristica
relacionada (MCCARTHY et al., 2008). Assim, os graficos do tipo Manhattan e
Quantil — Quantil (Q-Q plot) foram construidos utilizando o pacote de instrucoes GAP



14

do software R (R Development Core Team, 2012). Os niveis de significancia
considerados para os marcadores foram 5, 1 e 0,1%. O teste de Bonferroni ao nivel

de 5% também foi aplicado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desequilibrio de Ligacao

Um total de 446.986 (57,5%) marcadores atendeu aos critérios de
consisténcia e foi incluido na analise final. Este subconjunto de marcadores cobriu
2508,4 Mb do genoma com 4,90 + 2,89 kb de espagcamento médio entre marcadores
(Tabela 3). Os SNPs foram uniformemente distribuidos entre os autossomos, uma
vez que a densidade de marcadores foi semelhante para todos os cromossomos,
variando de 4,9 a 5,2 kb (Tabela 3). Os autossomos diferiram em tamanho tal que o
BTA25 (BTA: autossomo Bos taurus) foi o mais curto (42,8 Mb) e BTA1 foi o mais
longo (158,5 Mb).

Uma proporcao consideravel de marcadores SNPs tinha MAF abaixo de 0,20
(Figura 1). Resultados semelhantes foram relatados por McKay et al. (2007) e Silva
et al. (2010) para ragas zebuinas. Entretanto, a média de MAF obtida no presente
estudo (0,25), foi ligeiramente superior as relatadas para Nelore por Matukumalli et
al. (2009) de 0,19 e no lllumina BovineSNP50K BeadChip (Bovine Hapmap
Consortium) de 0,20 (GIBBS, et al, 2009). Os cromossomos BTA2, BTA4, BTA?7,
BTA15, BTA17, BTA25 e BTA26 mostraram uma maior proporcao de alelos de baixa
frequéncia (MAF<0,10). Enquanto os cromossomos BTA6, BTA8, BTA16, BTA22 e
BTA23 apresentaram uma menor propor¢ao de MAF< 0,10.
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Tabela 3. Resumo dos marcadores SNP analisados e desequilibrio de ligacao (r2 e
|D'|) entre marcadores para cada autossomo bovino (BTA).

Distancia
BTA Tamanho SNP Médi? Média1r2 Mediana  Média |1D'| Mediana Média ;
(Mb) (n) +SD +SD r2 +SD |D| MAF = SD
(Kb)
1 158,5 28569 5,0+29 0,12+0,22 0,015 0,38 +0,34 0,26 0,25+0,13
2 136,8 23.866 5,1+29 0,19%0,25 0,077 0,57 £0,32 0,60 0,25+0,13
3 121,4 22592 5,1+29 0,19+0,25 0,081 0,57 +£0,32 0,60 0,25+0,13
4 120,6 20.907 5,1+29 0,18+0,24 0,071 0,56 +0,32 0,59 0,25+0,13
5 121,1 20.092 5,1+29 0,20%0,25 0,086 0,58 + 0,32 0,62 0,26 £ 0,13
6 119,4 23,500 5,1+29 0,19%0,25 0086 0,57 £ 0,32 0,62 0,27 £ 0,13
7 112,6 20.181 5,1+29 0,20+0,25 0,082 0,56 + 0,32 0,60 0,25+0,13
8 113,3 21667 52+28 0,20%0,25 0,097 0,59 +0,32 0,64 0,26 £ 0,13
9 105,6 20593 5,1+29 0,19%0,25 0,078 0,56 + 0,32 0,59 0,26 £ 0,13
10 104,2 17213 5,0+29 0,18+0,25 0,064 0,57 £ 0,32 0,55 0,25+0,13
11 107,2 18.477 5,0+29 0,19+0,25 0,070 0,56 + 0,32 0,59 0,24 +0,13
12 91,1 156,556 5,1+29 0,18+0,24 0,070 0,55 +0,32 0,57 0,24 £0,13
13 84,2 14145 51+29 0,21+0,26 0,094 0,59 +0,32 0,65 0,25+0,13
14 83,9 16.909 52+28 0,18+0,24 0,079 0,56 + 0,32 0,59 0,26 + 0,13
15 85,2 14669 5,029 0,18+0,24 0,067 0,54 + 0,32 0,56 0,24 +0,13
16 81,7 14.715 5,0£29 0,18+0,24 0,072 0,56 + 0,32 0,59 0,25+0,13
17 75,1 14108 5,1+29 0,19+0,26 0,068 0,55 +0,32 0,58 0,24 £0,13
18 65,9 11461 5,0+29 0,15+0,22 0,051 0,52 + 0,31 0,52 0,24 +0,13
19 63,9 9.889 5029 0,20+0,26 0,088 0,59 + 0,32 0,63 0,24 +0,13
20 71,9 12.734 5,029 0,18+0,24 0,067 0,54 + 0,32 0,55 0,25+0,13
21 71,6 12.882 51+29 0,17+0,24 0,064 0,55 + 0,32 0,57 0,24 +0,13
22 61,3 10.442 5,0+29 0,16+0,23 0,061 0,54 £ 0,32 0,55 0,25+0,13
23 52,5 9369 5129 0,17+0,24 0,063 0,55 +0,32 0,58 0,25+0,13
24 62,3 11.300 5,1+29 0,17+0,23 0,063 0,54 +0,32 0,56 0,25+0,13
25 42,8 7537 51+29 0,16+0,22 0,058 0,55 + 0,32 0,56 0,23+0,13
26 51,6 9.503 5,0+29 0,17+0,23 0,062 0,54 + 0,31 0,56 0,24 £0,13
27 45,4 7.963 5029 0,09+0,18 0,020 0,42 + 0,31 0,36 0,25+0,13
28 46,2 7858 49+29 0,02+0,07 0,003 0,25+ 0,25 0,16 0,25+0,13
29 51,1 8289 49+29 0,0030,01 0,001 0,12+0,14 0,07 0,24 +0,13

BTA: autossomo Bos taurus; SNP: polimorfismos de base tnica; MAF: alelo de menor frequéncia. 'Desvio padrao.
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Todos os possiveis pares de SNP com distancia igual ou inferior a 100 kb no
mesmo cromossomo produziram 9.254.142 combinagbes de pares de SNPs para
estimar o DL nos 29 autossomos. A média geral de DL entre pares de marcadores
foi 0,17 e 0,52, para r* e |D'|, respectivamente. Silva et al. (2010) genotiparam 25
touros da raga Gir com um painel de 54.000 marcadores (SNPs) e obtiveram
médias de DL entre os marcadores adjacentes superiores as do presente trabalho,
de 0,21 e 0,68 para r°e |D'|, respectivamente. Para todos os autossomos a média de
|D'| foi sempre superior & de r? confirmando que a medida |D'| superestima o DL,
especialmente no caso de MAF baixo (PRITCHARD, 2001). O DL médio para os
autossomos variou de 0,003 a 0,21 para r%, e de 0,12 a 0,59 para |D'| (Tabela 3).
Silva et al. (2010) trabalhando com bovinos da raca Gir obtiveram valores de DL
levemente superiores aos obtidos no presente estudo, 0os quais variaram de 0,17 a
0,24 e de 0,60 a 0,72, para r’ e |D'|, respectivamente.

Menores niveis de DL (r* < 0,17) foram estimados nos cromossomos BTAT1,
BTA27, BTA28, e BTA29. O nivel relativamente baixo de DL nestes cromossomos
contrasta com os resultados publicados anteriormente para zebuinos (MCKAY et al.,
2007; SILVA et al., 2010). De acordo com Arias et al. (2009), existe uma grande
variabilidade nas taxas de recombinagdo nos autossomos que, além de outros
fatores, leva a uma consideravel diversidade no padrao de DL em diferentes regides
gendmicas. Entretanto, no presente estudo, provavelmente, os resultados obtidos no
BTA1, BTA27, BTA28 e BTA29 sejam consequéncia da estrutura dos dados, uma
vez que o numero de marcadores, a densidade de marcadores, bem como a MAF
meédia e proporcdo de MAF n&o variaram em comparagdo com 0Ss outros
autossomos estudados.

A fim de analisar o decréscimo no DL com a distancia fisica entre os
marcadores, pares de SNP foram classificados em intervalos (bins) com base na
distancia entre marcadores. Os valores médios de r’ e |D'| foram estimados para
cada bin por autossomo (Figuras 2 e 3) e para o genoma total (Tabela 4). O DL
diminuiu na medida em que a distancia fisica entre os marcadores aumentou
(Tabela 4) e as mudancas de |D'| seguiram um padrdo menos acentuado de declinio
do DL (Figura 2).
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Tabela 4. Desequilibrio de ligagao (r? e |D'|) entre pares (N) de SNPs para varias
distancias considerando todos os autossomos.

Distancia N Média r? Mediana Média LD'| Mediana % r21> % rz? % |D'J >

(kb) +SD r2 +SD |D'| 0,3 0,15 0,8
0-1 54404  0,34%0,33 0,21 0,72+0,32 0,90 42 57 44
1-2 99488  0,32+0,33 0,19 0,70+0,33 0,88 40 55 42
2-3 104465 0,31+0,32 0,18 0,69+0,33 0,86 38 54 41
3-4 112729 0,30%0,32 0,17 0,68+0,33 0,84 38 53 40
4-5 108799 0,29+0,31 0,16 0,67+0,33 0,82 36 51 39
5-10 514160 0,27+0,30 0,14 0,64+033 0,77 33 48 37
10-20 977946  0,2310,28 0,10 0,60+0,33 0,68 28 43 34
20 - 30 946535 0,2010,26 0,08 0,57+0,33 0,61 24 38 30
30-40 927788 0,1810,24 0,07 0,54+0,33 0,57 21 35 28
40 - 50 918536 0,16+0,23 0,06 0,52+0,33 0,53 19 32 26
50 - 60 908630 0,15+0,22 0,05 0,51+0,32 0,50 17 29 24
60 - 70 901928  0,14+0,21 0,05 0,50+0,32 0,48 15 28 23
70- 80 895944  0,13+0,20 0,04 0,48+0,32 0,47 14 26 21
80 - 90 893132 0,1240,19 0,04 0,47+0,31 0,45 13 24 20

90-100 889644 0,11+0,18 0,04 0,47+0,31 0,44 12 23 19

SNP: polimorfismos de base Unica. 'Porcentagem de pares de SNPs com r° > 0.3.* > 0.15 e |D'| > 0.8.

Niveis moderados de r? (entre 0,20 e 0,34) foram observados a distancias

entre marcadores inferiores a 30 kb. Quando a distancia aumentou de 30 até 100 kb,

o r* médio diminuiu de 0,20 para 0,11. Uma alta variabilidade nas estimativas de r

2

foi observada para distancias entre marcadores maiores a 10 kb. Marcadores com

DL (r®) maiores que 0,30 e 0,15 estavam a uma distancia média de 38,9 e 41,8 kb,

respectivamente. Contudo, nem todos os marcadores com distancias entre 40 a 50

kb apresentaram um r? superior a 0,3.
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Para distancias entre marcadores inferiores a 40 kb, a proporcao de
marcadores com r? superior a 0,15 e 0,30, variou de 35 a 57%, e de 21 a 42%,
respectivamente. Estas proporcées foram inferiores a relatada por Sargolzaei et al.
(2008) (68,34%), que genotiparam 821 touros da raca Holandesa com 5.564 SNPs,
utilizando limiar de 0,30 para DL (r®). Recentemente, Qanbari et al. (2010),
trabalhando com 810 bovinos da raca Holstein genotipados com o painel lllumina
Bovine SNP50K, relataram que, para SNPs espacados a distdncias menores a 100
kb, a proporgdo de SNPs com r? superior a 0,25 foi de 29%.

Com excecdo dos autossomos BTA1, BTA27, BTA28 e BTA29, para
distancias entre marcadores menores a 20 kb o nivel de DL () foi superior a 0,20.
Para distancias menores que 3 kb o nivel de DL foi superior a 0,30 (Tabela 4).
Quando as distancias entre marcadores foram superiores a 100kb (resultados nao
apresentados), o nivel médio de DL (r?) variou de 0,11 (100 kb) a 0,05 (1.000 kb).
McKay et al. (2007) estimaram o DL entre todos os pares de marcadores em oito
racas bovinas (Bos taurus e Bos indicus) e relataram que a uma distancia fisica de
100 kb entre marcadores adjacentes o DL (r?) médio variou de 0,15 a 0,20.

No presente trabalho, determinados autossomos apresentaram maior DL que
outros. Quando foram excluidos os autossomos com baixos niveis de DL (r?<0,17),
como BTA1, BTA26, BTA28 e BTA29, houve uma relacdo estavel entre o
comprimento do cromossomo e a medida do DL (r%), ou seja, na medida em que o
tamanho do cromossomo aumentou, o nivel de DL variou pouco. De acordo com
Arias et al. (2009), as taxas de recombinagcdo diminuem com o0 aumento do
comprimento do cromossomo. Recentemente, Bohmanova et al (2010) né&o
encontraram relagdo entre o tamanho dos cromossomos € o nivel de DL, entretanto,
estes autores utilizaram uma populagdo de bovinos Bos taurus e uma densidade de
marcadores bem menor.

Os pares de SNPs com baixa frequéncia de alelos tendem a superestimar o
DL, portanto, polimorfismos com alta frequéncia sao preferiveis para uma estimativa
menos tendenciosa do DL (REICH et al., 2001). Assim, o efeito da MAF sobre as

estimativas de |D'| e r? foi analisado no presente estudo (Figura 4 e Figura 5).
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O DL () entre marcadores foi maior quando o limiar de MAF foi superior a
0,15, sobretudo para distancias curtas entre marcadores (Figura 4). Yan et al.
(2009), genotiparam 632 linhas de milho com 1.229 marcadores SNPs e mostraram
que o DL (r) entre marcadores foi maior na medida que o limiar de MAF aumentou,
especialmente para pares de SNPs muito préximos (0-10 kb). O |D'| foi menos
influenciado pelo limiar aplicado para MAF (Figura 5). Para marcadores mais
distantes, o |D'| foi menor a medida que o limiar de MAF aumentou. De acordo com
Bohmanova et al (2010), o DL (|D'|) € subestimado na medida que o limiar de MAF
aumenta (acima de 0,25).

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, existe uma
consideravel variacdo na magnitude e no padrao do DL no genoma de zebuinos da
raca Nelore. Como resultado, dois marcadores que estdo muito préximos podem
apresentar baixo nivel de DL, enquanto que marcadores que estdo mais distantes
podem mostrar nivel mais elevado do que o esperado de DL. Esta variacao,
provavelmente, é consequéncia de diferentes taxas de recombinacgéo entre e dentro
dos cromossomos, heterozigosidade, deriva genética e efeitos de selecédo
(BOHMANOVA et al., 2010).

O nivel de DL obtido no presente estudo para marcadores adjacentes, a
distancias menores a 30-40 kb, foi inferior em relacdo ao obtido em outros estudos
com bovinos Bos taurus e semelhante ou préximo ao relatado em estudos utilizando
bovinos Bos indicus. Para distancias entre marcadores superiores a 80 - 100 kb, as
diferencas no nivel de DL entre ragas taurinas e zebuinas diminuem. Contudo, em
geral, é dificil comparar niveis de DL obtidos em diferentes estudos por causa de
diferentes tamanhos de amostra, forma de mensuragédo de DL, tipos de marcadores
e densidade de marcadores, bem como a histéria recente da populacao
(PRITCHARD & PRZEWORSKI, 2001). Apesar disto, diferengas entre zebuinos e
taurinos no processo histérico de domesticacao e selecdo, e em consequéncia do
tamanho efetivo das populagdes podem explicar as discrepancias no DL a distancias
curtas entre marcadores (TENESA et al., 2007). Outra razao seria o fato que as
populagcbes de bovinos Bos indicus apresentam maior propor¢cao de MAF em
comparacado com as populacdes de Bos taurus, o que influencia as estimativas de
DL (WEISS et al.,, 2002; McKAY et al.,, 2007). O impacto da MAF sobre as
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estimativas de DL também foi explorada neste estudo. Os resultados demonstram
que a dependéncia do DL (r%) do limiar de MAF foi mais forte para SNPs separados

por distancias curtas.
4.2 Associacao Genémica Ampla

Dentre os 777.962 marcadores do tipo SNP existentes no BovineHD
BeadChip, 446.986 marcadores foram utilizados na andlise de associacdo com as
caracteristicas de maciez da carne e espessura de gordura subcutdnea. Um grande
namero de SNPs esta associado as caracteristicas de carcaca estudadas (p<0,01),
como pode ser observado nas Figuras 6 e 7. Aplicando a correcdo de testes
multiplos de Bonferroni (p<1,12 x 107), para as duas caracteristicas analisadas, ndo
foram constatados SNPs significativos, provavelmente, porque aplica-se um nivel de
restricdo alto e segundo Kim et al. (2011) este € um teste conservador. Foram
encontrados 5.328 e 4.614 marcadores SNP associados significativamente (p<0,01)
com a maciez da carne e espessura de gordura, respectivamente. A nivel de 5%,
estes numeros aumentaram para 24.333 e 21.940 SNPs (Figuras 6 e 7),

respectivamente.
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No qg-q plot, para ambas as caracteristicas (Figuras 8 e 9), estdo
representados os —logqo (p-value) observados e esperados para os 446.986 SNPs.
Nos niveis mais baixos de significancia (p>0,001), os valores observados foram
praticamente iguais aos esperados, portanto, seguiram a distribuicdo da hipétese
nula, de que nao ha associagcédo entre estes SNPs e as caracteristicas estudadas. A
partir de —logo (p-value)= 3, que corresponde a p=0,001, os valores observados
foram se distanciando dos esperados com o aumento do nivel de significancia. Isto
é, distanciaram-se da distribuicdo esperada sob a hipétese nula, representando os
SNPs significativos para a caracteristica, indicando a existéncia de associagao.
Apenas para a maciez da carne, nos niveis mais altos de significancia (p>3,17), os
valores observados foram préximos aos esperados (Figura 8), indicando possivel
ocorréncia de falsos positivos. Desta forma, optou-se por utilizar o nivel de
significancia de p<0,001.

Foram encontrados 644 e 653 SNPs afetando significativamente (p<0,001) a
maciez e a espessura de gordura, respectivamente. As taxas de FPR, considerando
os SNPs significativos (p<0,001), foram muito proximas: 69 e 68% para a maciez da
carne e espessura de gordura subcutanea, respectivamente. Essas taxas séo
inferiores as encontradas por Bolormaa et al (2011b) que genotiparam 940 bovinos
de diferentes ragas para maciez da carne e espessura de gordura na regido da
garupa (picanha) e observaram FPR de 84% para ambas as caracteristicas. Porém,
os autores utilizaram painel de SNPs com aproximadamente 54.000 marcadores e

valor de p<0,001.
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Figura 8. Grafico quantil-quantil da distribuicdo dos valores observados para o
estudo de associacdo gen6mica da maciez da carne comparado com a
distribuicao normal.

Figura 9. Grafico quantil-quantil da distribuicdo dos valores observados para o
estudo de associacdo genémica da espessura de gordura subcutanea
comparado com a distribuicado normal.
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Quanto a maciez da carne, os principais picos de SNPs significativos
(p<0,001) foram observados nos cromossomos 13, 12 e 11 (Figura 6). O
cromossomo 13 foi 0 que apresentou maior concentracdo de marcadores SNPs
significativos (Tabela 5), enquanto que os de menor nimero foram 0os cromossomos
19 e 26.

Tabela 5. Numero de marcadores SNPs significativos (p<0,001) por cromossomo
para a maciez da carne e a espessura de gordura subcutanea.
SNPs significativos (p<0,001)
Maciez da carne Espessura de gordura

Cromossomo

1 32 59
2 29 44
3 20 28
4 17 22
5 22 24
6 23 16
7 10 68
8 29 38
9 18 38
10 22 35
11 48 11
12 48 10
13 105 7
14 14 19
15 11 19
16 16 16
17 14 16
18 11 7
19 8 9
20 14 40
21 16 21
22 19 25
23 26 3
24 10 16
25 12 16
26 7 9
27 16 8
28 9 17
29 18 12
TOTAL 644 653

No cromossomo 12 foram encontrados 48 SNPs significativos (P<0,001) para

a maciez da carne, sendo que 15 destes estavam fisicamente muito préximos
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(33.340 kb a 33.776 kb). Resultados semelhantes foram relatados por Bolormaa et al
(2011b), que encontraram 9 SNPs significativos (p<0,001) no cromossomo 12 para a
maciez da carne, utilizando para isso 940 bovinos de diferentes racas (Angus,
Hereford, Murray Grey, Shorthorn, Brahman, Santa Gertrudis) genotipados com o
lllumina BovineSNP50, com aproximadamente 54.000 marcadores do tipo SNP. O
cromossomo 11 apresentou 48 marcadores SNPs significativos para a maciez da
carne (p<0,001) sendo que 15 destes estavam fisicamente proximos (40.984 kb a
41.233 kb). Resultados semelhantes foram encontrados por Gutierrez et al. (2008),
que utilizaram 165 marcadores microssatélites em 235 animais da raga Charolés x
Holandés e identificaram 2 QTL para maciez da carne. O cromossomo 13
apresentou 105 marcadores SNPs significativos (p<0,001), entretanto, ndo foram
encontrados trabalhos na literatura que reportem QTL para a maciez da carne nesse
cromossomo. Porém, foram observados 53 SNPs significativos (P<0,001)
localizados muito proximos entre si (68.071 kb a 68.986 kb). Estes resultados séo
sugestivos de ocorréncia de possiveis QTL.

Em consulta realizada no Cattle QTL Database (CATTLE QTL DATABASE,
2013), nao foram encontrados QTL associados a maciez de carne no cromossomo
13. Mais estudos e pesquisas precisam ser direcionados a esse cromossomo. Os
resultados do presente estudo diferem dos reportados por Davis et al. (2007) que
encontraram QTL associados a maciez da carne no cromossomo 8 em uma
populacdo de 598 animais da raca Charolés, Brahman e Belmont Red, utilizando
para isso 183 marcadores cobrindo todo o genoma bovino. Os autores reportaram,
ainda, QTL no cromossomo 7 e 10 para maciez da carne que ainda nao haviam sido
localizados.

A distribuicao dos SNPs, no manhattan plot, mostra maiores picos de
marcadores associados (p<0,001) a espessura de gordura subcutdnea nos
cromossomos 7, 8 e 10 (Figura 8) com, respectivamente, 68, 38 e 35 SNPs
significativos (p<0,001) (Tabela 5). O cromossomo 7 apresentou maior quantidade
de SNPs significativos (p<0,001), fato que nao ocorreu com os cromossomos 8 e 10
(Tabela 5). Porém, esses ultimos obtiveram regides de concentracdo de SNPs
significativos (p<0,001) menos dispersas (Figura 8).
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Um total de 27 marcadores estavam fisicamente muito préximos (79.040 a
79.808 kb) na regido do cromossomo 7. Casas et al. (2003), utilizando 312
marcadores em uma populacdo de 547 bovinos cruzados (Brahman x Hereford)
reportaram marcadores para espessura de gordura nos cromossomos 2, 3, 7 e 14.
No cromossomo 8, cerca de 7 marcadores estavam em uma regido delimitada entre
75.294 e 75.916 kb, muitos préximos fisicamente. Resultados semelhantes foram
descritos por Casas et al. (2001), que estudaram 89 marcadores em 455 animais
das ragas Belgian Blue, Piemontés e Angus, e encontraram marcadores
significativos para espessura de gordura (p<0,0003) no cromossomo 8 e para
gordura intramuscular (p<0,0007) no cromossomo 10. Os resultados do presente
trabalho diferem dos reportados por Nalaila et al. (2011), que identificaram
associagao de espessura de gordura com SNPs localizados nos cromossomos 1, 5,
6, 19 e 21 em bovinos cruzados (Angus x Charolés). Ainda, estes resultados
contrastam com os relatados por Peters et al. (2012) que encontraram 7 e 24 SNPs
significativos (p<0,001) para espessura de gordura, nos cromossomos 4 e 14,
respectivamente. Segundo informagdes do Cattle QTL Database (CATTLE QTL
DATABASE, 2013), ndo foram observados no cromossomo 10 registros de QTL
associado & espessura de gordura. E importante ressaltar que os SNPs significativos
(p<0,001) podem compor um conjunto de marcadores para bovinos Nelore visando a
predicdo de valores genéticos (genémicos) para maciez da carne e espessura de
gordura subcutanea.

A estimacdo dos efeitos dos SNPs sobre as duas caracteristicas estudadas
foi realizada para cada marcador (Figuras 10 e 11). A maioria dos efeitos foi muito
préxima de zero, ou com valor muito pequeno, resultado esperado ja que, como
apresentado nas Figuras 6 e 7, grande parte dos SNPs nao estédo significativamente
(p<0,001) associados as caracteristicas. Os marcadores mais significativos
(p<0,001), localizados no cromossomo 13, 12, 11 (maciez da carne) e 7, 8, 10
(espessura de gordura subcutdnea), nao foram, essencialmente, os que
apresentaram maiores efeitos (Tabela 6). O efeito de substituicao alélica — a troca de
um alelo A por um alelo B — provavelmente tenha sido superestimado. Como os
modelos incluiram apenas um SNP, o efeito estimado para aquele SNP pode estar

incluindo os efeitos de varios marcadores que estejam fisicamente préximos, na
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mesma regido do cromossomo. Além disto, o efeito poligénico nao foi considerado

no modelo.
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Consultando informag¢des no Map Viewer - Build 6.1 (NCBI, 2013) para
bovinos, foram encontrados varios genes proximos aos SNPs significativos
(p<0,001) para maciez da carne e espessura de gordura subcutanea (Tabela 7). A
distancia esta determinada em pares de bases do SNP até o inicio ou do SNP até o
final do gene, de acordo com a posi¢cado do polimorfismo no cromossomo. Distancia
igual a zero indica que o SNP esta localizado dentro da regido compreendida pelo
gene.

Tabela 7. Distancias entre genes e marcadores SNPs mais significativos (p<0,001)
para maciez da carne e espessura de gordura subcutanea.

. Posica Distancia
Caracteristica SNP Cromossomo ?:bg?o Gene? ?;%1)
BovineHD 1300019351 13 68110892 ADIG 0
BovineHD 1300019341 13 68075857 ADIG 43660
BovineHD 1300019339 13 68070561 ADIG 48956
_ BovineHD 1200009786 12 33339536 CDK8 0
Mi‘zfnzeda BovineHD4100009512 12 33376720  CDK8 6469
BovineHD 1200009792 12 33379888 CDK8 9637
BovineHD 1100031600 11 41043947  FANCL 299528
BovineHD1100012018 11 40983758  FANCL 239339
BovineHD 1100012028 11 41035823  FANCL 291404
BovineHD 1000010002 10 30586870  ZNF770 59533
BovineHD 1000030592 10 30491119  ZNF770 33649
BovineHD 1000010009 10 30603307  ZNF770 75970
Espessurade BOvVineHD0800022556 8 75334899  ADRA1A 28536
gordura BovineHD0800022544 8 75294171  ADRA1A 69264
subcutanea BTB-00358369 8 75347512  ADRA1A 15923
BovineHD0700023135 7 79040181 LOC785099 243213
BovineHD0700023156 7 79114820 LOC785099 168574
BovineHD0700033150 7 79270244 LOC785099 13150

"Unidade em pares de bases

2ADIG.-adipogenin; CDK8-cyclin-dependent kinase 8; FANCL-Fanconi anemia, complementation group L;
ZNF770-zinc finger protein 770; ADRA1A-adrenergic, alpha-1A-, receptor; LOC785099-calcium-binding
mitochondrial carrier protein SCaMC-3-like.
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5. CONCLUSOES

O nivel de desequilibrio de ligacdo estimado para marcadores espacados até
30 kb assegura um r? acima de 0,20, o que sugere que as estratégias de
mapeamento explorando DL podem ser eficazes em zebuinos.

Foram identificados marcadores SNPs afetando significativamente a maciez
da carne nos cromossomos 13, 12 e 11; e a espessura de gordura subcutanea, nos
cromossomos 7, 8 e 10.
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