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ARQUITETURA GENETICA DO CONSUMO ALIMENTAR RESIDUAL EM
BOVINOS NELORE

RESUMO - A alimentacao é o componente mais dispendioso e relevante na produgéo
de bovinos de corte. Com a necessidade de tornar a bovinocultura de corte mais
rentavel e sustentavel, caracteristicas de eficiéncia alimentar ganharam importancia,
entretanto, apresentam dificuldades pela onerosa obtengdo da informag&o. A
caracteristica relacionada a eficiéncia alimentar e com mais estudos na ultima década,
consumo alimentar residual (CAR), possui independéncia fenotipica de caracteristicas
de crescimento e de producdo. O avanco na utilizacdo da tecnologia de marcadores
moleculares, como os SNPs, possibilitou o uso de novas ferramentas gendomicas.
Neste sentindo, € de interesse econdmico e cientifico investigar mecanismos
genéticos e biolégicos que influenciam o CAR. O objetivo do estudo foi identificar
regides gendmicas associadas ao CAR, avaliar diferencas gendbmicas em grupos
contrastantes de animais, além de estimar os efeitos da substituicdo alélica de SNP
que apresentem diferentes frequéncias alélicas em bovinos Nelore (Bos indicus).
Foram utilizadas informacdes fenotipicas de 946 animais participantes do teste de
eficiéncia alimentar nos anos de 2010 a 2017, com informacéo de gendtipos de 956
animais. O modelo abordado para predicdo dos valores genéticos foi o
WssGBLUP/S2, e a cada iteracdo foram reestimados efeitos de SNPs a partir de
valores genético gendémico (GEBVSs). Foram encontradas oito regifes explicando
variancia genética total acima de 1%, totalizando 12,25% da variancia genética total
do CAR, localizadas nos cromossomos 5, 6, 9, 11, 14, 17 e 27, com 71 genes
identificados, indicando existéncia de QTL associados ao CAR nestas regides do
genoma. A classificacdo de genes quanto a funcéo bioldgica foi realizada pelo pacote
topGO e as principais vias metabdlicas associadas ao CAR foram relacionadas com
funcdo mitocondrial e metabolismo energético. O CAR apresentou estimativa de
herdabilidade moderada (0,24) utilizando matriz genémica associada a matriz de
parentesco (H). A partir do fenétipo ajustado, 20% dos animais presentes nos
extremos da caracteristica foram divididos em eficientes e néo eficientes. Foi realizado
teste exato de Fisher (p<0,05) e corrigido para taxa de falso positivo (FDR) (g<0,05),
resultando em 104 SNPs significativos com diferencas alélicas entres os grupos. Foi
calculado, para cada SNP diferenciado entre os grupos divergentes, o efeito da
substituicdo aditiva alélica, resultando a soma para cada efeito o valor de 0,51% da
variancia genética aditiva para o CAR. Para identificar regides do genoma
selecionadas de forma divergente em relagéo aos grupos contrastantes para o CAR
foi utilizado o estimador indice de fixacdo (Fst). O valor maximo de Fst para janelas
de 100kb com 50kb de sobreposicéo foi de 0,025, com média de 0,022. O baixo valor
de Fst demonstra baixa diferenciacéo genética entre os grupos, e sustenta a estrutura
da populacéo visualizada na analise de PCA. As 10 janelas com maiores valores de
Fst estavam presentes nos cromossomos 4, 6, 9, 14, 23 e 25, apresentando 8 genes
associados a estas regides. Estas regides demonstram quais genes possivelmente
sofrem modificacbes para adaptacédo a selecdo do CAR. A continua selecdo para o
CAR provavelmente ir4 alterar as frequéncias alélicas e evidenciar as forcas de
selecdo em diferentes regides do genoma, diferenciando os grupos contrastantes. Os
genes identificados podem fornecer informagdes adicionais sobre regides QTL, devem



iii
ser considerados em estudos de associacdo, gendmica funcional e utilizados em

programas de melhoramento genético, como ferramenta para aumentar a eficiéncia
da selecéo do CAR.

Palavras-chave: estudo de associacéao, frequéncia alélica, Fst, QTL



GENETIC ARCHITECTURE OF RESIDUAL FEED INTAKE IN NELORE
CATTLE

ABSTRACT - Feeding is the most expensive and relevant component in the production
of beef cattle. With the need to make beef cattle production more profitable and
sustainable, feed efficiency traits have gained importance, however, they present
difficulties due to the onerous obtaining of the information. The trait related to feed
efficiency and with more studies in the last decade, residual feed intake (RFI), has
phenotypic independence of growth and production traits. Advances in the use of
molecular marker technology, such as SNPs, provide new genomic tools. In this sense,
it is of economic and scientific interest to investigate genetic and biological
mechanisms that influence RFI. The objective of the study was to identify genomic
regions associated with RFI, and in contrasting groups of animals, to evaluate genomic
differences and to estimate the effects of allelic substitution of SNPs that present
different allelic frequencies in Nelore (Bos indicus) cattle. Phenotypic information from
946 animals participating in the feed efficiency test was used from 2010 to 2017, with
information on 956 animals genotypes. The model addressed for prediction of genetic
values was the WssGBLUP/S2, and at each iteration were re-estimated effects of
SNPs from genomic genetic values (GEBVS). Eight regions were found explaining over
1% of the total genetic variance, and accounting for 12.25% of the total genetic
variance of the RFI, located on chromosomes 5, 6, 9, 11, 14, 17 and 27, with 71 genes
identified, indicating existence of QTLs associated with RFI in these regions of the
genome. The classification of genes for biological function was performed by the
topGO package and the main metabolic pathways associated with CAR were related
to mitochondrial function and energy metabolism. The RFI presented an estimate of
moderate heritability (0.24) using pedigree-genomic relationship matrix (H). From the
adjusted phenotype, 20% of the animals present at the extremes of the trait were
divided into efficient and non-efficient. Fisher's exact test (p <0.05) and corrected for
false positive rate (FDR) (q <0.05) were performed, resulting in 104 significant SNPs
with allelic differences between groups. The effect of the allelic additive substitution
was calculated for each differentiated SNP between the divergent groups, resulting in
the sum of 0.51% of the additive genetic variance for the RFI for each effect. In order
to identify regions of the genome that were differently selected in relation to the groups
contrasting for CAR, the fixation index (Fst) was used. The maximum value of Fst for
100kb windows with 50kb of overlap was 0.025, with an average of 0.022. The low Fst
value demonstrates low genetic differentiation between the groups, and supports the
population structure visualized in the PCA analysis. The 10 windows with higher Fst
values were present in chromosomes 4, 6, 9, 14, 23 and 25, presenting 8 genes
associated to these regions. These regions demonstrate which genes may undergo
modifications to fit RFI selection. The continuous selection for the RFI probably will
alter the allelic frequencies and evidence the selection forces in different regions of the
genome, differentiating the contrasting groups. The identified genes can provide
additional information on QTL regions, should be considered in association studies,
functional genomics and used in breeding programs as a tool to increase the efficiency
of RFI selection.

Keywords: association study, allele frequency, Fst, QTL



1. INTRODUCAO

O componente mais dispendioso e relevante na producédo de bovinos de
corte € a alimentacao, representando até 80% do custo total, dependendo do
sistema de producdo (ARTHUR; ARCHER; HERD, 2004; LOWE et al., 2009).
Considerando o aumento da demanda da producéo, aliada a questdes ambientais
e custos com alimentacéo, o bovino eficiente torna-se cada vez mais desejavel.

A eficiéncia alimentar € importante caracteristica, capaz de identificar
animais com menor consumo alimentar produzindo mesma quantidade de carne.
A selecao de animais eficientes otimiza a producgao de bovinos de corte, aumenta
a rentabilidade e sustentabilidade ao reduzir o impacto ambiental, diminuindo uso
de recursos naturais, gases de efeito estufa e de dejetos sodlidos, sem
comprometer o desempenho animal (ARTHUR; HERD, 2008; HEGARTY et al.,
2007; NKRUMAH et al., 2006).

Vérios indices estimam a eficiéncia alimentar, o CAR foi um indice proposto
por Koch et al. (1963), definido como a diferenca entre o consumo observado e o
consumo predito, baseado no ganho médio diario (GMD) e peso metabdlico
(PV°75) dos animais. O residuo da regresséo da predicdo determina o valor do
CAR e sua forma de calcular atribui independéncia fenotipica de caracteristicas
de crescimento, como taxa de crescimento e tamanho corporal, representadas
respectivamente pelo ganho médio diario (GMD) e peso vivo metabdlico (PV%75)
(HERD; ARTHUR, 2009). Assim, animais negativos para o CAR s&do mais
eficientes, apresentando o consumo observado menor do que o predito para o
ganho observado, e o0s animais menos eficientes tem CAR positivo,
caracterizando consumo observado maior do que o predito.

O potencial econémico da caracteristica nos EUA foi estimado e constatado
que a reducao de 10% do CAR, equivalente a reducéo de 0,91kg de MS/dia do
consumo diario por animal, reduz mais de um bilhdo de délares por ano (WEABER
et al., 2013). A utilizacdo das caracteristicas de eficiéncia alimentar possui
dificuldades de obtenc&o da informacdo para serem utilizadas no processo de
selecdo (ROLF et al., 2011). Em bovinos Nelore (Bos taurus indicus), ha escasso
conhecimento das estimativas de componentes de variancia, parametros

genéticos e correlagbes genéticas com outras caracteristicas de importancia



econdmica e poucos estudos gendmicos relatados na raca (SANTANA et al.,
2014).

O sequenciamento do genoma bovino possibilitou o desenvolvimento de
painéis comerciais com grande niumero de marcadores moleculares do tipo SNP,
permitindo capturar a variacdo genética e deteccdo de loci de caracteristicas
guantitativas (QTL — do inglés Quantative trati locus) de caracteristicas complexas
por meio de estudos de associagcao gendomica ampla (GWAS — do inglés Genome
Wide Associaton Studies) (ELSIK; TELLAM; WORLEY, 2009; HAYES et al.,
2007). Os estudos de GWAS tem como base o desequilibrio de ligacdo (LD) entre
marcador e a Vvariante causal com frequéncia suficiente para deteccao,
pressupondo que pelo menos um SNP esteja em LD com a variante associada ao
fenotipo (CANTOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010)

As diferencas nas frequéncias alélicas e extensdo do desequilibrio de
ligacdo dos marcadores entre taurinos (Bos taurus) e zebuinos refletem,
consequentemente, diferentes efeitos de marcadores identificados entre as racas
(T1ZIOTO et al., 2013). A montagem do genoma e grande maioria dos GWAS
foram realizados em animais taurinos, portanto, identificar regides genémicas e
genes do CAR em zebuinos, principalmente na raca Nelore, contribui com
informagdes genbmicas especificamente da raga de maior representatividade
nacional. A integracdo de informacdo molecular a métodos tradicionais de sele¢éo
diminui o intervalo de geracdes, aumenta acuracia e incrementa a resposta de
selecdo, surgindo como auxilio aos programas de melhoramento genético animal
(DEKKERS, 2007).

A comparacao das frequéncias alélicas entre populacfes selecionadas
para diferentes finalidades fornece indicios de regides no genoma sujeitas a
diferenciacdo genética. A selecao artificial através da domesticagéo resultou em
aumento da diversidade entre recentes populacdes bovinas. Esta diversidade
inclui variagdo na morfologia, fisiologia, producao e fertiidade (CHEN et al.,
2016). Avaliar os diferentes padrfes de diferenciacdo genética tem aplicabilidade
em estudos de domesticacdo, formacdo de racas, estrutura populacional e
consequéncias de selecao (KIJAS et al.,, 2012). Porém, aléem da selecéo, a

divergéncia genética nas frequéncias alélicas pode ter origem devido a deriva



genética e endogamia. Entretanto, a endogamia deve afetar todos loci igualmente,
e a deriva genética deve afetar os loci de forma aleatéria, ndo originando LD entre
loci adjacentes, que é o esperado em selecdo artificial (MACEACHERN et al.,
2009).

Para detectar alteracdes ocasionadas por selecdo em diferentes regides
do genoma, diferentes métodos foram propostos, e um deles € o indice de fixacdo
(Fst), que é medida proposta capaz de identificar diferenciacdo genética (WEIR;
CAROLINA; HILL, 2002; WRIGHT, 1950)

Estudos de GWAS sé&o utilizados para identificagdo de QTL para
caracteristicas de importancia produtiva (HAWKEN et al., 2012; MACEACHERN
et al.,, 2009). Dessa forma, o GWAS informa relevantes descobertas sobre a
arquitetura genética de caracteristicas complexas e oferece oportunidade para
andlises posteriores. Analises como a distribuicdo da frequéncia alélica,
diferenciacdo genética entre grupos divergentes e o efeito da substituicdo dos
SNPs fornecem subsidios adicionais para entender a base bioldgica da
caracteristica e a estrutura populacional (ALLEN et al., 2010).

A motivacéo do trabalho foi identificar genes de acordo com suas fungdes
biologicas que influenciam o consumo alimentar residual, avaliar diferencas
gendmicas que ocorrem entre grupos contrastantes e a contribuicdo para
variancia genética em grupos divergentes do CAR, fornecendo informacdes sobre
a arquitetura genética da caracteristica em animais contrastantes. Diferencas
encontradas na estrutura populacional podem auxiliar estudos de
sequenciamento, mapeamento fino em busca de variantes causais e estimativas

acuradas dos efeitos de cada marcador.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ConsideracOes gerais acerca da eficiéncia alimentar em bovinos de corte

O Brasil, segundo maior produtor e maior exportador de carne bovina,
destaca-se em ambito internacional na cadeia produtiva de carne, com mais de
226 milhdes de cabecas (USDA, 2017). A origem do rebanho de corte nacional
possui 87,5% de composicdo zebuina e destes, 78% possui a raca Nelore na
composi¢cdo genética (ROSA; MENEZES; SULEIMAN, 2016). O componente
mais dispendioso e relevante no processo de producdo de bovinos de corte é a
alimentacédo, representando até 80% do custo total, dependendo do sistema de
producdo (ARTHUR; ARCHER; HERD, 2004; LOWE et al., 2009). Assim, o estudo
da associacéo da ingestdao de alimentos e producédo geraram diversas medidas
de eficiéncia alimentar.

A eficiéncia alimentar é importante caracteristica, capaz de identificar
animais com menor consumo alimentar produzindo mesma quantidade de carne.
Deste modo, esta caracteristica otimiza a producdo na pecudria de corte,
aumentando a rentabilidade e sustentabilidade ao reduzir o impacto ambiental
diminuindo o uso de recursos naturais, de gases de efeito estufa e dos dejetos
sélidos (ARTHUR; HERD, 2008; HEGARTY et al., 2007; NKRUMAH et al., 2006).

O CAR foi um indice proposto por Koch et al. (1963), definido como a
diferenca entre o consumo observado e o consumo predito, baseado no ganho
médio diario (GMD) e peso metabdlico (PV%7) dos animais. O residuo da
regressao da predicdo determina o valor do CAR e sua forma de calcular atribui
independéncia fenotipica de caracteristicas de crescimento, como taxa de
crescimento e tamanho corporal, representadas respectivamente pelo GMD e
PV%75 (HERD; ARTHUR, 2009).

Animais mais eficientes sdo classificados como baixo CAR (negativo) em
gue consomem menos alimento do que o esperado (BASARAB et al., 2003). A
utilizacdo de animais negativos reduz os custos de produgcdo, bem como
diminuem o impacto ambiental, reduzindo de 15 a 30% da producdo de metano
(NKRUMAH et al., 2006) e de 15 a 20% da produc¢ao de estrume (HEGARTY et

al., 2007). Logo, ao selecionar animais com menores valores genéticos ou



fenotipicos de CAR, melhora simultaneamente a eficiéncia alimentar e n&o
aumenta o valor genético de caracteristicas de crescimento, atribuindo outra
vantagem ao critério de selecdo (DEL CLARO; MERCADANTE; SILVA, 2012).

Dentre as caracteristicas que mensuram a eficiéncia alimentar, muitas
expressam razdo de duas caracteristicas, por outro lado, o CAR é combinacao
linear composto de outras caracteristicas. Caracteristicas representadas por uma
razdo possuem pressao de selecdo desigual devido as diferencas da variacao
genética dos componentes, causando resposta a selecao imprevisivel. Segundo
Gunsett (1984), a abordagem do indice linear obteve melhor resposta a selecao
comparada a selecdo direta para uma razdo composta pelos componentes do
indice.

Para determinar o CAR o Beef Improvement Federation Guidelines (BIF,
2010) sugere 21 dias de adaptacdo seguidos por 70 dias de teste, utilizando
cochos automatizados. A mensuracéo dos testes de eficiéncia alimentar para o
CAR divergem em diferentes periodos, com autores sugerindo de 56 dias
(CULBERTSON et al., 2015) 63 dias (WANG et al., 2006) e 70 dias (ARCHER et
al., 1997). Segundo Manafiazar et al. (2017), o CAR requer testes de eficiéncia
alimentar de maior duracdo em relagédo ao consumo alimentar (42 dias) devido a
necessidade de mensurar com acuracia o crescimento dos animais. As diferencas
podem ser explicadas pelo sistema dos testes, pelo tipo de coleta do consumo
alimentar, se é realizado individual ou com equipamentos automatizados e pela
frequéncia das pesagens dos animais, o qual se aplicado, tende a obter maior
acuracia nos resultados dos testes mesmo com menor periodo de duracéo.

Testes individuais sdo onerosos, trabalhosos e com maior periodo de
duracdo, enquanto os realizados com equipamentos automatizados diminui o
tempo do teste, enquanto as instalagdes para mensurar 0 consumo alimentar séo
limitadas, além de suportar pequeno numero de animais por teste (CULBERTSON
etal., 2015; NIELSEN et al., 2013). Logo, reduzir o tempo dos testes permite testar
mais animais, além de diminuir os custos da producgé&o por teste, permitindo maior
intensidade de selecédo. As caracteristicas de eficiéncia alimentar envolvem alto
custo devido a necessidade de infraestrutura especializada para coleta de dados

fenotipicos, dificultando que sejam adotadas em massa pela indUstria da carne e



incluidas nos indices de selecao (MANAFIAZAR et al., 2017).

Em bovinos Nelore (Bos indicus) ha escasso conhecimento das estimativas
de componentes de variancia, parametros genéticos e correlacdes genéticas com
outras caracteristicas (SANTANA et al., 2014). Apesar do desvio-padrao para o
CAR variar entre racas e apresentar valores entre 0,66 kg/dia a 0,74 kg/dia—
(Basarab et al., 2003; Arthur, Renand e Krauss, 2001 ), a variabilidade fenotipica
para o Nelore demonstra valores similares aos do Bos taurus, com valores de
0,28, 0,31 e 0,69 kg/dia (Castilhos et al., 2010; Sobrinho et al., 2011 e Gomes et
al., 2012). Segundo Arthur e Herd (2008), progénies de touros com CAR 26%
menor e consumo de matéria seca de -1.00kg/dia obtiveram ganho de peso 19%
maior sem aumento na ingestao de alimentos, e conversao alimentar 41% menor.

Em revisdo considerando 22 trabalhos cientificos com uso de meta-analise,
Del Claro; Mercadante; Silva, (2012) encontraram valor de herdabilidade para
CAR e caracteristicas componentes, sendo consumo alimentar residual (CMS),
ganho médio diario (GMD) e peso vivo metabdlico (PV°®") de 0,298+0,127,
0,411+0,131, 0,353+0,127 e 0,430%0,114, respectivamente, e descreveram que
cerca de 67% da variagado da estimativa de herdabilidade foi explicada pelos
fatores sexo, pais e raca. Logo, parte das variacbes observadas sdo devido a
acdo de genes aditivos, com possivel manipulacdo da caracteristica. Arthur;
Renand; Krauss. (2001) observaram variabilidade fenotipica do CAR, indicando
sua utilizacdo como critério de selecéo, sendo que as estimativas de herdabilidade
apresentados na literatura para o CAR variaram entre 0,28 e 0,45 (ARTHUR,;
RENAND; KRAUSS, 2001; CROWLEY et al., 2010; KOCH et al., 1963).

A selecdo do CAR em programas de melhoramento se apresenta como um
desafio, por ser de dificil mensuragéo e de custo elevado, necessitando também
de equipamentos especificos para a coleta rotineira dos dados. Mas, ao
considerar o valor econdémico, a melhoraria de 5% na eficiéncia alimentar tem
cerca de quatro vezes o impacto econémico como melhoria de 5% do GMD,
significando que os animais ganham peso mais rapido, consequentemente sao
vendidos mais cedo, aumentando a rotatividade do sistema de producdo e
justificando o investimento da caracteristica (Gibb e McAllister, 1999).

A aplicacdo do CAR nos programas de melhoramento com emprego da



informag&o gendmica auxiliam a melhor compreensao e identificagéo de regides
e 0S mecanismos bioldgicos, principalmente na raca Nelore, de maior
representatividade no Brasil (SANTANA et al., 2014; OLIVIERI et al., 2016).

2.2 Fatores metabdlicos e fisiologicos que afetam o CAR

Os fatores biolégicos que influenciam o CAR sdéo: diferengas na digestéo
dos alimentos, composicao corporal e atividade fisica dos animais, sendo mais da
metade desta diferenca devida a outros processos fisiolégicos (HERD; ODDY;
RICHARDSON, 2004). Os mecanismos fisiolégicos que contribuem para a
variacdo consumo alimentar residual encontradas por Herd e Arthur (2009) foram:
turnover protéico e metabolismo do tecido e estresse (37%); digestibilidade (10%);
incremento de calor e de fermentacao (9%); atividade fisica (9%); composicao
corporal (5%); padrdes de alimentacdo (2%) e outros mecanismos, COmMo
transporte ibnico (27%). Em GWAS para CAR, Barendse et al. (2007)
encontraram 161 SNPs evidenciando associacdo de genes em diferentes
processos metabdlicos, incluindo todos processos descritos acima.

A variacdo nos processos fisioldgicos que contribuem para a sintese e
degradacédo de proteinas e metabolismo de gordura podem resultar em diferentes
gastos de energia (RICHARDSON; HERD, 2004). Os custos energéticos do
turnover protéico contribui em cerca de 20 a 25% do gasto energético de
mantenca (REEDS et al., 1998). Desse modo, 0s principais processos fisiol6gicos
influenciando o CAR estéo relacionados com exigéncia de mantenca e transporte
de ions, além dos diferentes fatores metabdlicos que interferem na variacao
(ARTHUR; HERD, 2008; RICHARDSON et al., 2004). A regulacéo fisiologica é
controlada por diferentes genes, assim a compreensdao dos mecanismos
fisiol6gicos relacionados diretamente ao animal é fundamental para compreender
as causas das variacdes da eficiéncia alimentar (BARENDSE et al., 2007;
MOORE; MUJIBI; SHERMAN, 2009).

Richardson e Herd (2004) constataram que animais menos eficientes
permanecem 5% mais tempo se alimentando e em pé, exigindo maior consumo

dos animais. Em relacdo ao CMS, os mesmos autores encontraram correlacao



negativa entre digestibilidade da matéria seca e CAR, podendo associar com a
menor taxa de passagem dos alimentos, originando maior disponibilidade de
nutrientes, ocasionando reducdo nas exigéncias de mantenca. Com resultado
similar, Nkrumah et al. (2006) encontraram menor tempo de consumo em animais
baixo CAR e também menor nimero de visitas quando comparados com novilhos
de alto CAR.

Richardson et al. (2002) estudaram a associacdo dos parametros
sanguineos com o CAR em animais taurinos, e obtiveram diferencas consistentes
nos individuos menos eficientes, que demandaram maior transporte de oxigénio
e sdo menos adaptados ao confinamento. Os autores também avaliaram o
estresse no transporte e ndo houve diferencas nos parametros das células
vermelhas, mas as células brancas apresentaram valores diferentes antes e
depois do transporte, com relacdo negativa com o CAR, indicando maior
contagem de células brancas em animais mais eficientes.

Nos resultados quanto a estimativa dos metabdlitos sanguineos,
Richardson et al. (2004), encontraram maiores niveis de insulina, cortisol e ureia
em animais menos eficientes, em contrapartida, triglicerideos em menores niveis,
explicado como resposta relacionada a mudanca na composicdo corporal,
reciclagem tecidual e eficiéncia na utilizacdo de nutrientes, além de diferencas
entre 0s animais quanto a resposta ao estresse causado durante o transporte.

A leptina regula o consumo alimentar e a composi¢éo corporal, possuindo
relacdo com o CAR, dado que menores concentracfes plasméaticas da leptina
aumenta a eficiéncia alimentar (FARJALLA, 2009; SUZUKI et al., 2009). A leptina
atua em todo metabolismo, atuando no hipotdlamo e ocasionando reducdo da
ingestao alimentar e aumento do gasto energético (BARTHA; SAYED-AHMED,;
RUDAS, 2005). O efeito da leptina na regulagéo do consumo alimentar se deve a
este hormonio regular o balango energético e estar correlacionado ao apetite, que
interfere no consumo e influencia a formacdo do tecido adiposo (ZIEBA,
AMSTALDEN; WILLIAMS, 2005). Outros hormonios e fatores de crescimento
regulam a utilizagdo de nutrientes no metabolismo, como insulina, glucagon,
horménios do eixo somatotropico e hormoénios da tireoide sdo considerados
decisivos na taxa de metabolismo basal (BELLMANN et al., 2004).



A eficiéncia dos animais possui relacdo com a exigéncia de mantenca, que
varia de 10 a 12% em bovinos de corte e é afetada pela producdo de calor
(HOTOVY et al., 1991; SWANSON; MILLER, 2008). Desta forma, a producéo de
calor tem efeito sobre a eficiéncia alimentar de bovinos. Segundo Nkrumah et al.
(2006), em estudo de calorimetria indireta observou que animais baixo CAR
produziram 21% menos calor, tanto quanto menor producdo de metano
(HEGARTY et al., 2007). Tanto a producao de calor quanto taxas metabdlicas ja
foram associadas a diferencas na sintese protéica (WEBSTER, 1980). Segundo
Herd e Arthur (2009), o tecido adiposo tem maior eficiéncia comparado com o
tecido muscular na deposicéo e uso de nutrientes, esta diferenca ocorre devido o
turnover protéico apresentar maior variabilidade entre os érgéos, o que ndo ocorre
no turnover de lipideos.

A maioria dos tecidos viscerais como trato gastrointestinal e figado passam
por processos de sintese e degradacao protéica energeticamente dispendiosos,
com alta taxa de turnover protéico, alta demanda de aminoécidos, alto fluxo
sanguineo e alto consumo de oxigénio (SEAL; REYNOLDS, 1993). Esta sintese
e degradacao protéica possui alto custo energético no metabolismo dos animais
de producdo e representa até 30% do gasto energético com manutencao
(BALDWIN; SAINZ, 1995). Richardson et al. (2001) evidenciaram correlacées
negativas entre CAR e percentagem de proteina corporal, descrevendo maior
eficiéncia dos animais que conseguem depositar proteina com maior eficacia ou
com menor taxa de degradacao.

Compreender processos metabodlicos como a utilizacdo de energia e
nutrientes, digestibilidade, metabolismo basal e atividade favorece a identificacao
de possiveis biomarcadores preditores de eficiéncia alimentar. Segundo Meale et
al. (2017), a eficiéncia alimentar esta relacionada a componentes metabolicos,
porém identificar um marcador bioldgico continua ndo conclusivo devido sua
complexidade, apesar de encontrar diferencas biolégicas em grupos divergentes
para o CAR.

O CAR é caracterizado por complexas interagdes entre constituicdo celular
e proteinas, sendo influenciada por diversos processos bioldgicos (BARABASI;
OLTVAI, 2004). Desse modo, € necessario abordar os mecanismos biologicos
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que originam diferencas fenotipicas para entender os processos bioldgicos
associados ao CAR (KARISA; MOORE; PLASTOW, 2013). A eficiéncia alimentar
€ afetada por muitas redes moleculares e caracteristicas fisioloégicas. Desse
modo, obter o conhecimento dessas funcdes e interacdes genéticas proporcionam
melhor conhecimento da relagdo dos genes e a anotacédo funcional destes
fornecem melhor compreensdo de mecanismos gendmicos e componentes
regulatorios que afetam caracteristicas de dificil mensuracdo, como o CAR
(SNELLING et al., 2013).

2.3 Abordagem e estudos moleculares na eficiéncia alimentar

Os fatores genéticos, fisiologicos e ambientais interferem na producao de
bovinos. Estudos em genética e biologia molecular possibilitaram a identificacdo
de marcadores moleculares que podem estar relacionados a diferencas
fenotipicas entre os animais. A cada geracao variacbes na molécula de DNA
podem ocorrer, sendo que estas podem ser do tipo mutagdo, como as insergdes
e delecdes (InDels) e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP — do inglés Single
Nucleotide Polymorphism) que s&o o tipo mais abundante de variacdo no genoma,
ou ainda, variacbes em regides repetitivas em tandem (minissatélites e
microssatélites) (BROOKES, 1999). A frequéncia das mutacdes € afetada por
selecdo, recombinacdes homodlogas, deriva génica e fatores exdgenos. Caso
atinjam frequéncia minima de 1% (MAF = 1%) na populacdo sdo denominados
polimorfismos, e caso tenha alterado apenas um nucleotideo, sdo chamados de
SNPs (KWOK; GU, 1999). Os marcadores do tipo SNP s&o alteracbes
elementares e podem ser associados a loci de caracteristicas quantitativas (QTL)
de caracteristicas de producgéo e diferenciam dois ou mais individuos.

Os marcadores sao utilizados devido a dificuldade de demarcar com
precisdo o QTL, permitindo identificar a presenca ou posicdo de um gene de
interesse. Se os efeitos dos marcadores séo estimados com acuracia, o uso de
informacdo gendmica torna-se estratégia para melhorar a selecdo de
caracteristicas como CMS e CAR (SANTANA et al.,, 2014). Ao estabelecer a

relacdo entre polimorfismos e a caracteristica se estima o valor genético
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individual, fundamentado no valor gendmico, independente de avaliagao
fenotipica (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001).

Esse avanco contribuiu para o melhor conhecimento do genoma e das
regides que influenciam determinadas caracteristicas, principalmente de genes
candidatos. A integracao de informacdo molecular por meio de uso de painéis,
em vez de métodos tradicionais de selec¢do, diminui o intervalo de geracgdes,
aumenta acuracia e incrementa a resposta de selecdo, surgindo como alternativa

aos programas de melhoramento genético animal (DEKKERS, 2007).

2.4 Associacao genbmica ampla

O genoma bovino (Bos taurus) UMD 3.1.1 disponivel em “National Center
for Biotechnology Information” (NCBI) abrange 2,67 bilhdes de pares de bases
anotados, distribuidos entre cromossomos autossémicos e cromossomo X (ZIMIN
etal., 2009). O sequenciamento do genoma permitiu identificar milhares de SNPs,
além de desenvolver arranjos de SNPs que caracterizam o genoma e desse
modo, realizar estudos de associacdo em grande escala, pressupondo-se que 0
SNP associado ao fenétipo esteja em LD com o QTL (DAETWYLER et al., 2014).

Os SNPs se tornaram eficazes para estudos de GWAS pela abundancia no
genoma e facilidade de genotipagem que apresentam (GODDARD; HAYES,
2009). Com estudos de associacdo gendmica € possivel localizar genes ou
regides gendmicas que estejam influenciando o fenétipo estudado (ELSIK;
TELLAM; WORLEY, 2009; HAYES et al., 2007). Os estudos de GWAS permitem
a identificacdo de associacdes estatisticas entre milhares de loci genémicos e
caracteristicas poligénicas, aumentando o entendimento de vias moleculares e
bioldgicas da caracteristica.

O desenvolvimento de painéis densos de marcadores SNP permitiu analise
de milhares de SNPs simultaneamente, possibilitando analises genémicas de
estrutura genética, da relacdo entre perda de alelos e aumento de endogamia,
estimacdo do grau de diversidade e divergéncia genética dentro e entre
populacdes e identificacdo de regides sujeitas a selecdo (BARENDSE et al.,
2009; ZENGER et al., 2006). Em geral, estes processos sédo consequéncias da
associacdo ou ligacdo entre dois loci em funcdo da proximidade fisica (ArLDie,
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Kruglyak e Seielstad, 2002; Bolormaa et al., 2011). O LD é medida estatistica da
associacdo nao aleatéria entre alelos de diferentes loci, que ocorre pela
proximidade entre diferentes loci, sendo propriedade de marcadores em
determinada regido adjacente que explica a propor¢cdo em que um alelo de um
SNP é herdado ou correlacionado com um alelo de outro SNP na populacao.
Assim, o LD descreve cenario onde algumas combinacdes de alelos ou
marcadores acontecem com maior ou menor frequéncia, portanto, a origem do LD
reside nas frequéncias alélicas e fatores que o alteram, como selecao,
recombinacdo e mutacdo, endogamia e a distancia entre os loci, em que quanto
mais proximo o SNP estiver do QTL, maior a ligacao.

Pode-se estimar o LD a partir da frequéncia alélica pela medida r2, a qual
representa o quadrado da correlagéo entre dois loci, sendo preferido em estudos
de associagao gendmica, considerando a existéncia de relagéo inversa entre r2 e
o tamanho da amostra necesséria para identificacdo da associacdo entre
marcador e QTL (PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001). Os valores de r2 variam
de zero a um, indicando respectivamente, auséncia ou completo LD, o qual
valores acima de 0,2 s&o considerados eficazes para estudos genémicos (HAYES
et al., 2007).

As predicoes gendmicas dependem do conhecimento do LD entre
marcadores moleculares e variaveis causais desconhecidas na populagéo
estudada, visto que que indicam associagao entre marcadores e QTL (SNELLING
et al.,, 2013). O elevado LD em determinada regido indica que os genes desta
regido sdo herdados em blocos, ou seja, menor chance de recombinacdo e
possuem frequéncias alélicas coincidentes.

O estudo de associacdo gendmica ampla é delineamento experimental
validado para identificar associagfes entre loci, responsaveis pela variagdo
genética de determinado fendtipo em uma populagéo (VISSCHER et al., 2017). O
GWAS explora o LD entre marcador e variante causal a nivel da populagéo e
considera todos marcadores nas analises estatisticas, pressupondo que pelo
menos um SNP esteja em LD com genes ou regides gendmicas associadas com
o fenotipo e que esteja em frequéncia suficiente para identificagdo (CANTOR,;
LANGE; SINSHEIMER, 2010). A eficacia do GWAS depende de quantos loci
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afetam a caracteristica, a distribuicdo, tamanho e frequéncia alélica em
determinado loci, tamanho da populacdo, densidade do painel utilizado para
genotipagem (quanto maior densidade do painel, maior probabilidade do QTL
estar em LD com algum marcador) e o nivel de heterogeneidade da caracteristica
analisada (VISSCHER et al., 2017).

A presenca do LD em estudos de associacdo gendmica permite inferir
sobre associacdo direta e a associacdo indireta. Os SNPs sdo associados
diretamente ao fendtipo quando o SNP é a mutacdo causal que modifica a
regulacdo ou expressdo do gene, ou associados indiretamente, quando o
marcador esta ligado a mutacdo causal por LD, o qual ocorre em estudos de
associacdo gendmica (BUSH; MOORE, 2012). O SNP associado ao QTL pode
significar tanto um efeito direto ao fenétipo quanto uma ligacdo ao SNP causal, o
qual deve-se investigar posteriormente o0s resultados encontrados. Apesar da
associagao direta ndo ser observada, 0 GWAS pode indicar SNPs que estejam
em forte LD com a variante causal por meio do alto r2 entre dois loci, considerando
gue a medida r2 descreve a propor¢ao da variancia do QTL que seria explicada
pelo marcador, se este fosse verdadeiramente um QTL (BALDING, 2006; HILL;
ROBERTSON, 1968).

O uso de painéis contendo nimero significativo de marcadores possibilitou
0 uso de GWAS para identificacdo da base genética de caracteristicas complexas,
ao identificar SNPs em LD com genes ou QTL associados a caracteristica de
interesse. Em caracteristicas complexas, muitas regiées contribuem para a
variacdo genética, de modo que muitos marcadores influenciam o fenétipo e
assim cada variante explica pequena proporcdo de variancia, o que implica
diretamente a necessidade de maiores tamanhos da populagéo para identifica-
las. No estudo de associacao se pressupde as diferencas das frequéncias alélicas
na populagdo, o qual implica associar um marcador ao SNP causal da
caracteristica, de acordo com aumento na frequéncia de um alelo ou genatipo,
evidenciando diferencas genéticas na populacgéo.

Uma das vantagens do GWAS justamente ndo exigir conhecimento prévio
profundo dos processos bioldgicos, fisioldgicos e bioquimicos relacionados ao
fendtipo testado (WANG et al., 2005). Outra vantagem do GWAS é adquirir a
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arquitetura genética da caracteristica, isto significa que avaliando os individuos,
cada um possui numeros de alelos que aumentam e outros que diminuem a
expressdo da caracteristica. Assim, marcadores que explicam 1% da variacao
fenotipica ja se tornam efetivos para elucidacdo das bases biolégicas da
caracteristica (CANTOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010). Neste contexto, a
identificag8o de genes, proteinas e vias metabdlicas relacionado na manifestagao
fenotipica auxilia na compreensdo dos mecanismos genéticos que controlam
caracteristicas de interesse.

Em gado de corte, diversos trabalhos tém identificado variantes genéticas
associadas com caracteristica de eficiéncia alimentar. Barendse et al. (2007)
publicaram o primeiro estudo utilizando associacdo genémica ampla (GWAS) em
bovinos e identificaram 161 SNPs, sendo apenas 20 SNPs associados com
caracteristicas de eficiéncia alimentar em diferentes racas taurinas, explicando
cerca de 76% da variacdo genética do CAR quando consideradas todas racas.
Isto mostra que poucos SNPs foram associados a caracteristica, mas muitos
contribuem para a variancia da mesma. Sherman et al. (2008) identificaram SNPs
que explicaram 6,9% da variacdo do CAR fenotipico e 5,7% da variacdo do CAR
genético nos cromossomos 2, 5, 10, 20 e 29, sendo que apenas um SNP coincidiu
com o estudo anterior citado, mas sem significancia para o CAR neste estudo.
Rolf et al. (2012) identificaram 66 SNPs associados ao CAR em animais da raca
Angus. Nota-se que em uma mesma espécie resultados diferentes sdo obtidos
devido a populacéo a qual pertencem e do painel de SNPs utilizado.

Considerando modelos que inclui ou n&o inclui efeitos poligénicos, Serao
et al. (2011) encontraram respectivamente 69 e 131 SNPs associados ao CAR,
utilizando Angus, Simental e seus cruzamentos. No entanto, estudos de GWAS
identificam regides gendmicas divergentes, demonstrando que efeitos de QTL
podem ser diferentes nas racgas e populacdes, ou ainda, o0 QTL pode ndo segregar
entre as racas (HAYES et al., 2009a). Em animais Nelore, Santana et al. (2014)
utilizando dois painéis de SNPs de densidades diferentes, obtiveram dois SNPs
associados ao CAR, proximos de genes controladores de apetite, localizados nos
cromossomos 8 e 21 proximos a dois QTL associados a caracteristica. Também

em estudo com Nelore, Olivieri et al. (2016) obtiveram 12 janelas de regibes
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gendmicas que juntas explicaram mais de 19% da variancia genética aditiva do
CAR, com grande parte dos genes mapeados nessas regides relacionados com
o transporte de ions. Este sistema em ruminantes € associado por consumir
aproximadamente 10% da energia gasta, portanto, animais que possuem menor
gasto de energia ha mantenca para uso neste sistema, encaminhara energia para
outros processos, influenciando a eficiéncia alimentar (SANTANA et al., 2014).

A compreensdo dos mecanismos bioldgicos, por meio da avaliacdo das
diferencas na expressdo dos genes que afetam o CAR, podem ajudar na
explicacdo das bases genéticas e possibilitar seus resultados na utilizacdo da
selecdo gendmica. Tizioto et al. (2015) e Tizioto et al. (2016) estimaram o mérito
genético aditivo para o CAR em animais Nelore e selecionaram animais com
fendtipo divergente, utilizaram dados RNA-seq de bidpsias para figado e musculo
longissimus dorsi, e descreveram a expressao génica diferencial para os grupos
contrastantes. Estes mesmo autores, encontraram 112 e 73 genes
diferencialmente expressos em figado e longissimus dorsi, respectivamente, e
relataram mecanismos bioldgicos comuns detectados previamente em estudos de
GWAS.

Oliveira et al. (2014) analisaram em bovinos Nelore, 9 caracteristicas de
eficiéncia alimentar e identificaram 36 regides gendmicas associadas, sendo que
apenas alguns destes QTL apresentaram sobreposicdo de regides previamente
relatadas em Bos taurus, indicando que diferentes regides e genes atuam no
controle da eficiéncia alimentar nas duas espécies.

A limitac&@o de poucos dados fendtipos identificados dificulta abordagem de
selecéo para a eficiéncia alimentar, sendo ainda escassos trabalhos relacionando
a caracterizacdo genética e gendmica das medidas de eficiéncia alimentar em
bovinos, especialmente na raca Nelore (SANTANA et al., 2014). A maioria dos
estudos de associacdo com caracteristica de eficiéncia alimentar séo realizadas
em animais Bos taurus, consequentemente identificar regides gendémicas e genes
em Bos indicus é de grande importancia e justificavel, contribuindo para
melhoramento desta raca. Assim, compreender vias moleculares que interfiram
em mudancas metabdlicas e fisioldgicos que regulam a eficiéncia alimentar é

essencial, uma vez que divergéncias nestes fatores podem ser explicados, em
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parte, pelas variagdes encontradas no genoma dos animais, diferenciando-os em

eficientes e ineficientes.

2.5 Metodologia ssGBLUP ponderado (WssGBLUP)

A metodologia proposta por Misztal, Legarra e Aguilar (2009) denominada
single-step genomic BLUP (ssGBLUP) é capaz de predizer os valores genéticos
gendmicos integrando informacdes gendmicas, fenotipicas e de pedigree,
podendo ser usada por qualquer modelo BLUP para obtencdo de GEBVSs,
possibilitando maior abrangéncia de uso. As informac¢des sdo integradas em um
anico procedimento denominado single-step e é uma modificacdo do BLUP (Best
Linear Unbiased Predictor) com substituicdo da matriz de parentesco tradicional
(A) pela matriz que combina informacdes de pedigree e gendmica (H). E um
método com aplicabilidade mais simples comparado a métodos multi-step e
podem ser mais precisas por ponderar adequadamente informac¢des de animais
genotipados, evitando dupla contagem de informacdes fenotipicas devido ao
pedigree e/ou proprios dados (LOURENCO et al., 2015; VANRADEN, 2008). Essa
metodologia utiliza informacdes dos fenétipos observados como variavel resposta
(MISZTAL et al., 2013).

O ssGBLUP possui modelo infinitesimal, assumindo variancia igual para
todos efeitos de SNPs, limitando o uso da metodologia por ndo representar a real
situacdo das caracteristicas complexas. Para superar essa limitacdo, Wang et al.
(2012) propuseram o ssGBLUP ponderado (weighted single-step genomic BLUP
- WssGBLUP), atribuindo ponderacdes para os marcadores genéticos em
processos iterativo, e, a partir disso, obter GEBVs e os efeitos individuais dos
marcadores. Nesse método, o GEBV é convertido em solu¢des de SNPs e usado
para estimar as variancias dos marcadores, e estas usadas para criar matriz G
ponderada (LOURENCO et al., 2014). Ao ponderar pesos e consequentemente,
ponderagcbes diferentes para os marcadores, o processo obtém ganhos na
deteccdo de regides gendmicas ao evidenciar presenca de QTL de maior ou

menor efeito de acordo com sua importancia para caracteristica estudada.
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3. OBJETIVO GERAL

Realizar associacdo gen6mica ampla e avaliar as diferencas gendmicas
entre grupos contrastantes que ocorrem como resultado da sele¢éo para consumo

alimentar residual em animais Nelore.

3.1 Objetivos especificos

e Prospeccdo de regidbes gendmicas e genes associados ao consumo
alimentar residual;

e Identificar genes de acordo com suas fun¢gdes metabolicas e biologicas que
influenciam o consumo alimentar residual;

e Estimar os efeitos da substituicdo alélica de SNPs que apresentarem
frequéncias alélicas diferentes entre grupos contrastantes.

e Aplicar indice de fixacdo (Fst) para identificacdo de regides sujeitas a

diferenciacdo genética entre grupos contrastantes.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Dados fenotipicos e pedigree

Os dados foram disponibilizados pelo programa de melhoramento genético
Nelore Qualitas®, referente a 946 touros Nelore, provenientes de rebanhos
localizados nas regides sudeste, centro-oeste e norte do Brasil criados em
sistema de producdo extensivo. Os dados consistem dos testes de eficiéncia
alimentar efetuados entre os anos de 2010 e 2017, sendo até 2015 executados
no confinamento experimental de bovinos de corte da EVZ/UFG em sistema de
baias individuais, e nos anos de 2016 e 2017 no Centro de inovagdo em genética
e nutricdo animal — CIGNA da Unesp/Botucatu por meio de avalicdo individual
automatizada utilizando o sistema eletronico da empresa Intergado® em cochos

coletivos.
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Os touros ingressaram no teste com idade média de 21,7+1,3 meses,
permanecendo 21 dias em adaptacéo e 56 dias em prova propriamente dita. Os
animais foram pesados ao inicio da adaptacdo e inicio, meio (pesagem
intermediaria) e fim do teste. Os touros participantes do teste foram escolhidos
com base no indice Qualitas dentro de cada safra, integrado por 40% de
caracteristicas para producdo de matrizes, composto pelo peso a desmama e
perimetro escrotal, e 60% de caracteristicas de maior relevancia para producao
de carne a pasto, incluindo musculosidade e ganho pdés-desmama. O pedigree
considerou animais relacionados aos animais com fenoétipo até a sexta geracao,
totalizando 4.682 animais.

Andlise dos dados foi realizada retirando animais que ndo adaptaram,
apresentaram problemas locomotores ou sanitarios. Quanto aos dados de
consumo, foram mantidos dados de parametros produtivos, fisiolégicos e
comportamentais do rebanho processados no sistema. A descricdo dos testes de

eficiéncia alimentar é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Numero de animais por ano de teste seguido pela média e desvio-padrao
(DP) do peso inicial, idade e consumo de matéria seca (CMS)

ANo teste Numero de animais  Peso inicial £ DP Idadg + DP CMS = DP
(n) (kg) (dias) (kg MS/dia)

2010 118 483,22 + 37,17 705,11+ 29,64 9,57 £ 0,87
2011 120 393,46 + 37,87 633,10 + 30,17 10,32+ 1,18
2012 120 398,53 + 47,41 632,40 + 32,57 10,56 +1,14
2013 119 435,38 + 53,11 641,05+ 31,01 10,42+1,22
2014 119 510,42 + 74,26 651,29 + 26,67 12,37 + 1,27
2015 119 483,58 + 67,90 665,21 + 34,18 12,08 +1,22
2016 118 474,25 £ 58,74 641,37 +32,13 11,69 1,15
2017 113 469,13 + 61,48 646,76 + 37,38 11,35+ 1,23
Média Geral 118,25 455,75 + 68,69 651,98 +38,81 11,04+ 1,48
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4.2 Estimacéo do consumo alimentar residual

O consumo alimentar residual (CAR) foi calculado no pacote estatistico
SAS 9.3 por meio da regressao fenotipica do GMD e PM®’®> em CMS, conforme
citado por Crews (2005):
CMS; = By + B1(GPD) + B, (PVM®7%) + ¢;
em que o CMS; é Consumo de matéria seca predita para animal i; 3, € intercepto
da regressao; f; € coeficiente de regressao parcial sobre GPD; B, é coeficiente
de regressao parcial sobre PVM%75; ¢; é erro residual do consumo predito do

animal i, definindo o CAR.

4.3 Dados genotipicos — Controle de qualidade e imputacao de gendtipos

Foi totalizado 956 animais genotipados, que ao comparar com 0s animais
que possuiam somente dados fenotipicos, apresentou 10 animais a mais com
dados gendmicos. Essa diferenca foi ocasionada pelo fato de que animais sem
fendtipo foram genotipados por serem pais de animais com relacdo genealdgica
com os participantes dos testes. Destes animais com dados gendmicos, 604
foram genotipados com o painel de alta densidade de 777.962 SNPs da lllumina®
BovineHD BeadChip (lllumina Inc., San Diego, CA, USA). Com painéis de baixa
densidade, 121 animais foram genotipados com o painel de 74.677 SNPs da
NeoGen®, e 231 animais genotipados com painel Clarifide de 56.169 SNPs da
Zoetis®.

Para enriqguecimento dos dados genotipicos foi realizada andlise de
imputacdo por meio do programa Fimpute v.2.2 (SARGOLZAEI; CHESNAIS;
SCHENKEL, 2014). Este programa possui processamento rapido e metodologia
deterministica, considerando informacdes de familia, trabalhando com genealogia
e 0 parentesco entre individuos. A imputagdo acurada dos gendtipos se inicia
entre individuos aparentados, quando h& informacgéo de pedigree disponivel, e,
em seguida, procura haplotipos longos e curtos no grupo de referéncia, o qual

representa parentesco proximo ou distante, respectivamente (SARGOLZAEI,
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CHESNAIS; SCHENKEL, 2014).

A imputacdo dos painéis de baixa densidade foi realizada
independentemente. Primeiramente foi imputado o painel de SNP de 74k para o
HD seguido da imputagao do painel de 56k para o de alta densidade, combinando
informacgé&o de animais genotipados em painel de baixa e alta densidade. O grupo
de referéncia utilizado foi o dos animais genotipados em HD, determinando
imputacdo mais precisa por ser o maior grupo e com parentesco proximo. A
estatistica foi calculada com base nos dados genotipicos que foram codificados
como 1 para heterozigoto (AB), 0 e 2 para homozigotos dominante (AA) e
recessivo (BB), respectivamente e 5 para nao identificados (NA).

Visando aumentar a precisao das analises gendmicas foi feito controle de
qualidade (CQ) dos gendtipos com 0s seguintes parametros de exclusdo: SNPs
de cromossomos ndo-autossémicos, SNPs na mesma posicéo, alelos de menor
frequéncia (MAF) menor que 0,05, taxa de genotipagem de SNPs (call rate) menor
que 0,90 e, quando a proporcdo observada de marcadores heterozigotos diferiu
da proporcao esperada (equilibrio de Hardy-Weinberg) em valores maiores que
0,15. Para amostras aplicou-se taxa de genotipagem (call rate) menor que 0,90
para excluséo.

Apods imputacdo, os 956 genodtipos continham informacédo de 730.422
SNPs, e apds o CQ dos dados, 466.315 marcadores foram efetivados e utilizados
nas andlises subsequentes.

O LD foi estimado pelo quadrado da correlacao das frequéncias alélicas
(coeficiente de correlacéo - r?) entre todos pares de SNPs, considerando a
seguinte equacao (HILL; ROBERTSON, 1968):

pij —pi X Pf
pi(1—p) x p;(1-p;)

2 _
Tij—

onde p;; € a frequéncia do haplotipo de dois marcadores, e p; ep;sdo as

frequéncias alélicas marginais no i e j SNP, respectivamente. A frequéncia dos
haplotipos é calculada como a diferengca entre a frequéncia observada e a
esperada. Se estas frequéncias sdo maiores ou menores do que o esperado,

entdo esses dois loci tendem a segregar juntos e estdo em LD, em que r2 pode
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variar de 0 a 1, onde zero significa ndo correlagao entre os pares de SNPs, e um
significa completa correlacdo entre os pares de SNP. Devido a quantidade
significativa de comparacdes de todos pares SNPs, foi considerado para o calculo
de r2 SNPs dentro de distancias maximas de 100 kb um do outro, uma vez que o
r2 diminui em funcdo da distancia entre os marcadores e distancias maiores
apresentam baixos valores de LD (PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001). Para
obter o LD foi utilizado o programa Plink v1.90 (CHANG et al., 2015) e resultado
analisado no programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).

O objetivo da andlise de LD foi capturar a variacao genética da populacéo,
verificando o nivel presente na populacédo estudada, visto que os padrdes de LD
séo especificos para cada populacéo e os SNPs selecionados podem diferir entre
populacdes diferentes.

Para analise de componentes principais (PCA — do inglés Principal
component analysis), as amostras e SNPs que permaneceram apods o controle de
qualidade foram submetidos a pruning (poda) dos SNPs, retirando marcadores
que ndo estavam em LD (considerando r%<0,2), obtendo SNPs néo
correlacionados dentro de uma janela de 50 marcadores, retendo 50.410 SNPs
gue foram utilizados para a anélise.

O arquivo prune foi utilizado para a PCA, aplicando os dois primeiros
componentes principais para visualizacdo de possiveis subestruturas na
populacédo e a relagcdo entre os individuos estudados. A analise foi realizada com
base na matriz de parentesco gendmico pelo software Plink v1.90 (CHANG et al.,
2015).

4.4 Estimacdo dos componentes de variancia

Os componentes de variancia foram estimados por maxima
verossimilhanca restrita (REML) utilizando o algoritmo Al (average information),
cujo permite o calculo dos erros-padréo (Tabela 2) (JENSEN et al., 1997). Foi
utilizado o programa AIREMLF90 (MISZTAL et al., 2015) sob modelo animal, o
qgual calcula o desvio-padrdao para variancias conforme descrito por Meyer &

Houle. (2013). Foi incluida informagdes gendmicas por meio da matriz (H) para
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calcular a herdabilidade estimada para o CAR. O modelo matricial pode ser
representado como: Y = X + Z,a + e, em que: Y & o vetor de fenotipos; S é o
vetor dos efeitos fixos e covariavel, X € matriz de incidéncia que relaciona
fendtipos com efeitos fixos; a € o vetor dos valores genéticos aditivos; Z, € a
matriz de incidéncia que relaciona animais com fenétipos e e € o vetor dos efeitos
aleatodrios residuais. O modelo estatistico considerou os efeitos sistematicos de
grupo contemporaneo (ano da prova e baia) como efeito fixo e idade no inicio da
prova como covariavel linear, além dos efeitos aleatérios de animal e residuo.

O teste de parentesco apontou 3,66% de erros no pedigree dos animais
genotipados, os quais foram tratados como pais desconhecidos, mantendo todos
animais na matriz de parentesco, totalizando 3.643 animais, de 424 pais e 2.314

maes.

Tabela 2. Estimativas de componente de variancia e herdabilidade e estatistica
descritiva seguidas do desvio-padrao da caracteristica consumo alimentar
residual em bovinos Nelore

Estatistica Descritiva do CAR Média

Média 9,210E-05
Desvio-padréo 0,796

Minimo -2,967

Maximo 4,067
Parametros genéticos

%, 0,153 £ 0,049 *
0%, 0,478 £ 0,045 *
h? 0,242 £ 0,075

* Médias das variancias seguidas por erro-padrao.

4.5 Estudo de associacdo ampla do genoma

Com o objetivo de detectar regides que explicam a variancia genética do
CAR, foram estimados os efeitos dos SNPs e as variancias explicadas,
considerando janelas gendémicas de 1Mb n&do sobrepostas, pelo método weighted
single-step GBLUP (WssGBLUP) (WANG et al., 2012). A metodologia difere do
ssGBLUP proposto por Misztal, Legarra e Aguilar (2009) por atribuir pesos
diferentes aos marcadores, ponderando o efeito do marcador de acordo com sua

importancia na caracteristica estudada.
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Para o WssGBLUP foi utilizado mesmo modelo estatistico do item 4.4. A
covariancia entre a e e foi assumida igual a zero e as variancias conforme

descricdo de Aguilar et al. (2010):

var () = (sza 1;)2)

em que o%, e o%, Sdo, respectivamente, variancia genética aditiva e variancia
residual; H é a matriz de parentesco baseada tanto em informacdo genbémica
quanto em informacdo de pedigree; I é a matriz de identidade. A matriz (H)

substitui a matriz de parentesco para todos animais (A) e sua inversa é dada por:

0 0
1= A-1
Hi=AT(g Gl A;%)

em que A2z é a matriz dos numeradores do coeficiente de parentesco entre
animais genotipados e G € a matriz de parentesco gendmico, construida de
acordo com VanRaden (2008), que assume frequéncias alélicas da populacdo
estudada, ajustada para compatibilidade com a A22 (CHEN et al., 2011; VITEZICA
et al., 2011).

As solucdes dos efeitos dos SNPs foram obtidos segundo Strandén e
Garrick (2009) proposta por Wang et al. (2014) pela equacéo G = DZ'[ZDZ'] ™4,
onde D é a diagonal da matriz de ponderacdo das variancias dos SNPs, Z € a
matriz que relaciona os genétipos de cada locus, e 4, € o vetor dos valores
genéticos dos animais (EBV). A matriz D e os efeitos dos SNPs e dos animais sédo
calculadas seguidamente por n iteracfes, onde a cada iteracdo se atualiza os
valores com base na saida anterior da variancia de cada marcador, conforme
metodologia sSsGBLUP/S2 descrita por Wang et al. (2012).

O algoritmo para estimacéo dos efeitos de SNPs e animal (Wang et al.
(2012) segue os seguintes passos:

1.t=0,Dp=1,Gup *x=2ZDpZ "' 1;

2. Computar a, por ssGBLUP;

3. Calculo de: G = ADWZ ‘G *—1 ay;

4. Célculo dos pesos para cada SNP: G(t+1) * = Qi(t)2 2pi (1 — pi ) para

todos i como em Zhang et al. (2010);

5. Normalizagc&o dos pesos para variancia genética aditiva permanecer
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constante:

tr(D(0))

D (+1) = tr(D*(t+1))

D*(t + 1).

6. Calculo de G*¢+1) * = ZDw+1)Z' 4,

7.t=t+1;

8. Parar, ou voltar ao passo 2.
em que t representa 0 numero de iteracdes, i o i-th SNP e 1 € uma razéo de
variancias ou uma constante de normalizacdo. Ao retornar para 0 passo 2 sao
reestimados os efeitos de SNPs e animal, a partir do GEBV (ssGBLUP/S2). Desta
maneira, obtém-se o0s valores genéticos genbmicos preditos e os efeitos dos
marcadores com maior acuracia na deteccao das regides gendémicas, diferenciando
QTL com maior ou menor efeito.

A porcentagem da variancia genética explicada pela i-th regido foi

calculada conforme:

2D X 1009% = LEE D X 100%

a

onde Si é o valor da i-th regido, que consiste em janelas de 1Mb com diferentes
nimeros de SNPs, g2 é a variancia genética total, Zj é o vetor de contetdo
genético do j-th SNP para todos individuos e {; € o efeito de marcador da j-th
SNP na regido i-th.

Foram realizadas duas iteragdes, na primeira 0 mesmo peso (iteragéo 1 =
1) foi dado para todos SNPs e serviu de base para obter a proporcéo de variancia
explicada de cada SNP, que foi utilizado na iteracdo seguinte, e utilizado janela
de SNPs com tamanho de 1Mb. Wang et al. (2012), descreveram que com o
processo iterativo obtiveram maior acuracia da estimacédo dos efeitos dos SNPs
apos uma rodada de iteracdo, em relacdo ao algoritmo ssGBLUP/S2, o qual foi
utilizado no presente estudo.

Caracteristicas complexas, como o CAR, possuem muitas variantes
comuns de pequeno efeito influenciando o fenétipo, abrangendo grande nimero
de genes. Desta maneira, a metodologia WssGBLUP, que atribui ponderacdes a
marcadores genéticos via processo iterativo, representa a real situagdo de
caracteristicas poligénicas. A ponderacéo é importante por evidenciar regides de

maior efeito sobre a caracteristica estudada, em que as iteragbes aumentam o
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peso atribuido a SNPs de maior efeito e diminui o peso daqueles de menor efeito
(WANG et al., 2012).

Como as ponderacdes dos SNPs com grandes efeitos sdo aumentadas e
SNPs com efeitos menores séo diminuidos, foi observado aumento da proporcao
da variancia explicada pelos marcadores de acordo com as subsequentes
iteracdes realizadas. As analises foram realizadas pela familia de programas
BLUPF90 (MISZTAL et al., 2015).

4.6 Anotacdo de genes e andlise funcional

Foram computadas 3.197 janelas gendmicas espalhadas pelos
cromossomos autossdmicos, sendo que oito (8) regibes genbmicas de 1Mb
explicaram mais que 1% da variancia genética aditiva, com maior probabilidade
de estarem associadas com regides QTL. Foram identificados genes presentes
nestas janelas utilizando a ferramenta Map Viewer disponivel no NCBI (National
Center for Biotechnology Information), usando a montagem da sequéncia do
genoma bovino UMD 3.1 (ZIMIN et al., 2009) como referéncia. A presenca de QTL
bovinos previamente relatados sobrepondo as janelas identificadas neste estudo,
foi verificado na base de dados CattleQTL (HU; PARK; REECY, 2016). Os
marcadores significativos para o CAR foram enriqguecidos em genes que
constituem determinada via metabdlica, visando melhor entendimento dos
mecanismos biologicos (WENG et al., 2011). A analise de enriguecimento foi
realizada utilizando teste exato de Fisher e algoritmo weight01 implementado pelo
pacote topGO para o R (ALEXA; RAHNENFUHRER, 2016). Foram considerados
0s genes contidos nas oito (8) janelas, considerando significancia estatistica do
valor p < 0,01 e analisado os trés dominios: Processo biol6gico (BP), componente

celular (CC) e funcado molecular (FM).

4.7 Diferenciacdo genética entre grupos divergentes para CAR

Dois grupos contrastantes foram definidos de acordo com o fenétipo

ajustado. Os animais foram separados em eficientes ou ineficientes para o CAR,
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estabelecido como 20% das extremidades da caracteristica. A distingdo pelo
fenotipo ajustado permitiu que animais sem genétipo fossem incluidos nos grupos,
sendo um animal no grupo dos eficientes e trés dos ineficientes, estes animais
foram removidos e as analises realizadas com 187 animais no grupo eficiente
(cluster 1) e 189 animais grupo ineficiente (cluster 2), totalizando 376 animais
identificados como divergentes para o fenotipo.

Foi realizado teste exato de Fisher usando todos SNPs para avaliar a
diferenca nas frequéncias alélicas entre os grupos. Os SNPs com valor
significativo para o teste de Fisher (p < 0,05) foram considerados discordantes
entre os grupos. Estes marcadores foram submetidos a correcéo de taxa de falso
positivo (FDR — False Discovery rate) por gene para corrigir os valores de p do
teste de Fisher, considerado g-valor para FDR menor que 5% (BENJAMINI;
HOCHBERG, 1995). O g-valor mede a propor¢ao de falsos-positivos quando o p-
valor é considerado significativo. Os SNPs que permaneceram apds a corre¢ao,
foram denominados SNPs diferenciados.

Os SNPs com MAF menores que 5% (variantes raras) foram removidos no
controle de qualidade, por serem monomoérficos ou apresentarem frequéncia
muito baixa, com o objetivo de aumentar o poder dos testes estatisticos realizados
na analise de associac¢do, diminuindo erros de associagfes (TURNER et al.,
2011). A MAF representa a proporc¢ao do alelo menos frequente em determinado
locus, variando de 0 a 50%. Segundo VANRADEN et al. (2009), marcadores com
MAF baixa (2 a 5%) tem consequentemente baixa heterozigosidade, portanto, séo
pouco informativos.

A MAF foi dividida em cinco classes de acordo com a frequéncia de
variantes, sendo: 0,05-0,1, 0,1-0,2, 0,2-0,3, 0,3-0,4 e 0,4-0,5 e classificadas em
baixa frequéncia (MAF entre 5 e 10%) e comum (MAF entre 10% e 50%). Dos
466.315 SNPs que permaneceram apos o controle de qualidade, foi aplicado o
teste exato de Fisher (p < 0,05) nas frequéncias alélicas entre os grupos
divergentes de CAR para obtencdo dos SNPs com frequéncias alélicas diferentes

entre oS grupos.
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indice de fixac&o — Fst

O indice de fixacdo (Fst) € amplamente utilizado para identificacdo da
diferenciacéo genética na populacéo. Foi abordada o indice de fixacdo de Wright
(Fst - do inglés Wright’s fixation index) para verificar diferenciacdo genética entre
0S grupos contrastantes. Este método fornece estimativa do quanto da
variabilidade genética € dividida entre populacdes (COCKERHAM, 1969;
WRIGHT, 1950). A selecéo altera a frequéncia alélica entre subpopulacdes (ou
grupos) em relacéo a variancia total da populacao e pode ser mensurada pelo Fst,
determinando como esta selecdo pode afetar o padrao genético dos grupos
avaliados, sendo utilizado para detectar assinaturas de sele¢céo entre populagdes
ao comparar os seus valores entre loci (WEIR; CAROLINA; HILL, 2002; ZHAO et
al., 2015a).

Ao quantificar diferencas nas frequéncias alélicas entre os grupos se obtém
o valor da estatistica Fst, determinando se as diferencas entre racas e/ou grupos
sdo decorrentes de selecdo recente. O Fst esta diretamente relacionado com a
variancia na frequéncia alélica entre populacdes, e € inversamente relacionado
ao grau de semelhanca entre individuos dentro de populagées, com valor variando
de zero a um, significando sem diferenca nas frequéncias alélicas, ou completa
fixacdo de alelos diferentes nos grupos, respectivamente (HOLSINGER; WEIR,
2009).

A diferenciagdo genética entre os grupos foi mensurada utilizando o
estimador de Fst proposto por Weir e Cockerham (1984). Valores de Fst foram
estimados para todos os 466.315 SNPs, considerando animais eficientes vs.
animais ineficientes. Valores negativos de Fst foram ajustados para zero, dado
gue estes ndo possuem interpretacdo bioldgica (AKEY et al., 2002). Médias de
Fst foram calculadas em janelas de 100kb, com 50kb de sobreposicgéo.

O Fst requer a utilizacao de limites de significancia para refutar a hipotese
nula (que néo existe efeito da sele¢édo sobre especifica regido genémica) (HAYES
et al., 2009b). Com base nas janelas significativas de Fst foram selecionadas as

10 janelas com maiores valores e com mais de cinco SNPs, permitindo identificar
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0s SNPs que se destacaram dos demais. Abordagem similar foi utilizada em
outros estudos para identificacdo da diferenciacdo genética (CARDOSO et al.,
2018).

4.8 Estimativa do efeito da substituicdo alélica

Para quantificar os efeitos dos marcadores com diferentes frequéncias
alélicas, foi realizada o céalculo da substituicdo alélica. O efeito do marcador foi
inferido por modelo em que o valor genético do animal € convertido em solucdes
dos SNPs e usado para estimar as variancias individuais dos efeitos destes,
conforme (ZHANG et al., 2010): é,; = @? 2p;(1 — p;), em que @? é o quadrado
do efeito do ith SNP, p; € a frequéncia alélica observada para o segundo alelo do
ith SNP da populacéo (descrito no item 4.4). Os efeitos de substituicdo alélica
podem ser calculados usando modelos de predicdo gendGmica, e representam o
efeito que uma copia de determinado alelo tem no fenétipo (BOUWMAN; HAYES;
CALUS, 2017). A mudanca média no valor genotipico pela substituicdo aleatéria
de um alelo “A” por um alelo “B” em uma populacao é definida como o efeito da
substituicao aditiva (LYNCH; WALSH, 1998).

O conteldo genético (z) de um marcador € o niumero de copias de um alelo
de referéncia especifico, em que z = 0, 1 ou 2 para AA, AB e BB (FALCONER;
MACKAY, 1996). Para os trés gendétipos, o valor de z € observado como
caracteristica quantitativa quando o arranjo genotipico (0, 1 e 2) tem efeito
fenotipico como (0, a e 2 a), e o efeito aditivo a do alelo de referéncia, neste caso,
alelo B, é justamente 1, portanto, sem dominancia e epistasia (FORNERIS et al.,
2015). A média de z na populacdo é 2p, em que p é a frequéncia alélica e a
variancia igual a 2pq, onde g = 1-p, e, consequentemente, a variancia observada
em z é especificamente genética aditiva.

Este a pode ser entendido como efeito de substituicdo alélica, o qual inclui
acao génica nao aditiva. Os valores aditivos (genéticos) abrangem grande parte
dos efeitos de dominancia, além disso, devido a mudancas nas frequéncias
alélicas, os efeitos de substituicdo que capturam dominéancia e efeitos epistaticos

ndo se mantém estaveis nas geracdes (VARONA et al., 2018). A sele¢do atua
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nos efeitos de substituicdo aditiva, pois os alelos e ndo os gendtipos sao
transmitidos as geracdes (VITEZICA; VARONA; LEGARRA, 2013). Além disso, 0
efeito da substituicdo aditiva captura grande parte dos efeitos ndo-aditivos
(dominancia e epistasia) (FALCONER, 1987). Portanto, apenas os efeitos de
substituicdo (efeitos aditivos) interferem nos valores genéticos e sdo passados
nas geracdes, o qual foi utilizado para céalculo da variancia explicada por cada
SNP diferenciado estatisticamente entre os grupos divergentes para o CAR,
explicando sua contribuicdo para a caracteristica.

A variancia genética total foi calculada como a soma da variancia de todos
SNPs. A proporgéo da variancia genética explicada pelos SNPs foi estimada:

2 2
VAR (%) = P;Zﬂ x 100

em que p e g sdo as frequéncias alélicas, % é o quadrado do efeito da substituicdo

alélica e S* é a variancia genética total dos marcadores.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estrutura populacional e desequilibrio de ligacdo

Analisando a estrutura populacional nos dois primeiros componentes
principais (Figura 1), ndo se consta clara a estratificagdo da populagdo, com
poucas diferencas de ancestralidade, além de indicar baixas diferencas nas
frequéncias alélicas entre os animais (PRICE et al., 2006). A PCA permite
visualizar e classificar os individuos em grupos de acordo com a similaridade
genética, segundo suas variancias e auxilia na interpretacdo e elucidacdo da
estrutura de determinada populacdo (PRICE et al., 2006).

A andlise de PCA demonstra que os individuos pertencem a um grupo
principal, indicando que os animais analisados pertencem a mesma populacao
ancestral. Por ser um unico grupo, ndo houve necessidade em ajustar os dados
para a ancestralidade (PRICE et al., 2006).
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Figura 1. Distribuicdo dos animais em relacdo ao primeiro (PC1) e segundo (PC2)
componentes principais estimados com base na matriz de parentesco.

Para analise de LD foi utilizado todos SNPs ap6s CQ. Esses marcadores
estavam distribuidos nos 29 cromossomos autossoémicos, e a analise descritiva
dos SNPs por cromossomo € apresentada na Tabela 3.

O r2 médio para todos os autossomos foi de 0,11 em uma distancia fisica
de 100kb entre os marcadores, com amplitude de 0,087 a 0,127, para 0s
cromossomos 27 e 14, respectivamente. O valor para mesma distancia foi similar
(0,11) ao obtido por Espigolan et al. (2013), em outro conjunto de dados de
animais Nelore, indicando que o valor do LD observado é adequado a populacdes
zebuinas.

As principais causas gque diminuem a extensao do LD sao os cruzamentos,
altas taxas de recombinacao e mutacéo. O valor médio de r2 do presente trabalho
pode ser explicado pela maior distancia utilizada (100kb). De fato, as taxas de
recombinacdo sdo proporcionais a distancia entre os marcadores, sendo menor
em distdncias reduzidas e aumentada em maiores distancias. Marcadores
genéticos préoximos tem genealogia semelhante, induzindo dependéncia entre os
alelos em diferentes marcadores, enquanto marcadores mais distantes
fisicamente tendem a apresentar diferentes genealogias, devido a recombinacéo
(PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001). Deste modo, o decaimento do LD tende a
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ser mais rapido em regides propensas a maior recombinacdo, como no caso de
maiores distancias (WATKINS et al., 1994).

Em estudos de associacdo gendmica, o SNP é associado a mutacéo causal
pelo desequilibrio de ligacdo, ou seja, estdo associados ao fenétipo de forma
indireta (BUSH; MOORE, 2012). Geralmente se adota a medida r2 para explorar
as solucdes de estudos associativos, em virtude de ser indicativa de como 0s
SNPs se correlacionam com o QTL (DU; CLUTTER; LOHUIS, 2007). A
associacdo do SNP com a variante causal por associacao indireta € afetada pela
extensdo do LD, e, quanto maior frequéncia de marcadores esparsos pelo
genoma, maior facilidade de deteccdo do QTL.

As associacbes entre polimorfismos ocorrem principalmente pela
proximidade fisica, mas sao influenciadas também pela recombinacéo, selecéo
artificial e pelos fatores evolutivos da populagdo, como por exemplo deriva
genética, gargalos populacionais, mutacéo, selecao natural e fluxo génico. Desse
modo, o padrdo do LD auxilia na descricdo dos eventos ocorridos na populacéo.

Segundo Arias et al. (2009), a variabilidade nas taxas de recombinac&o nos
autossomos provoca diversidade consideravel no padrdo do LD em diferentes
regides, resultado verificado com o obtido neste estudo na amplitude 0,087 a
0,127 entre oS cromossomos.
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Tabela 3. Descricdo do desequilibrio de ligacéo (r?) para distancia fisica de 100kb
entre os marcadores, seguido por desvio padréo (SD) entre cada cromosSsomo

Cromossomo SNP (n) Média r2 + SD
1 29.770 0,108 0,184
2 25.840 0,114 + 0,190
3 23.042 0,110 + 0,187
4 21.475 0,100 + 0,178
S 20.644 0,120 + 0,198
6 24.686 0,124 + 0,195
7 21.011 0,120 + 0,197
8 21.932 0,119 + 0,191
° 21.078 0,108 + 0,185
10 17.909 0,101 + 0,183
11 19.816 0,126 + 0,207
12 16.036 0,110 + 0,186
13 14.831 0,100 + 0,178
14 17.309 0,127 + 0,202
15 15.421 0,101+ 0,177
16 14.951 0,104 + 0,179
17 15.057 0,113 + 0,189
18 12.323 0,106 + 0,188
19 10.454 0,099 + 0,174
20 13.080 0,107 + 0,185
21 13.292 0,105 + 0,184
22 10.901 0,098 + 0,175
23 10.083 0,096 + 0,167
24 11.761 0,110 + 0,188
25 8.028 0,101 + 0,180
26 10.165 0,088 + 0,165
27 8.317 0,087 + 0,159
28 8.403 0,108 + 0,184
29 8.470 0,102 + 0,178

Existe relacéo inversa entre o tamanho da populacdo e o LD, conforme
descrito por (MCKAY et al., 2007), o qual encontraram valores médio de r2 de 0,37
e 0,56 para animais Bos indicus e Bos taurus, respectivamente. Animais Bos
taurus apresentam maior LD devido a redugéo da populagéo apds a domesticagéo
e processo intenso de selecéo artificial da raca (GODDARD; HAYES, 2009). Os
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valores de LD sdo maiores para taurinos, indicando que sdo animais mais
homozigotos em comparacdo aos zebuinos, 0s quais possuem maior
variabilidade na formacdo das racas, e, portanto, mais heterozigotos e com LD
inferior. Por esta particularidade € recomendavel a utilizacdo de painéis de
maiores densidades nos zebuinos (PEREZ O'BRIEN et al., 2014). Outra
caracteristica que difere as racas € o fato dos zebuinos apresentarem proporcéo
superior de alelos de menor frequéncia (MAF) em relacdo aos taurinos, 0 que
influencia e determina o nivel de LD.

De fato, a extensdo do LD depende da historia demografica de determinada
populacdo por possuirem caracteristicas especificas, o que justifica as diferencas
dos valores da medida para diferentes populacdes e, também, de diferentes

espécies.

5.2 Estudo de associacao gendmica e enriquecimento funcional

Os SNPs de menor efeito apresentaram efeitos reduzidos, enquanto os de
maior efeito tornaram-se maiores com a recomputacdo dos pesos dos SNPs, e
recalculo dos efeitos destes pelo processo iterativo. De acordo com Wang et al.,
(2012), a segunda iteracédo foi que possibilitou maior acuracia de estimacdo dos
efeitos dos SNPs utilizando o WssGBLUP. Melo et al. (2016) apresentaram
resultado similar, detectando com maior precisdo QTL na segunda iteracdo, em
estudo de simulacao.

Das 3.197 janelas genOmicas espalhadas pelos cromossomos
autossOmicos, oito (8) segmentos cromossOmicos de 1Mb de extensdo
explicaram mais que 1% da variancia genética aditiva, e consideradas de maior
efeito, com maior probabilidade de estarem associadas com regifes QTL do CAR.
As janelas que apresentaram maior proporcdo da variancia genética explicada
pelos marcadores para o CAR, obtidas na segunda iteracdo, sdo apresentadas

via Manhattan Plot (Figura 2).
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Figura 2. Manhattan Plot do consumo alimentar residual (CAR) de bovinos Nelore. O
eixo y representa a proporgéo da variancia explicada por janelas de 1Mb e
o0 eixo x indica os cromossomos. A linha vermelha identifica as regides
cromossdmicas com variancia genética aditiva maior que 1%.

As oitos regibes gendbmicas com variancia genética maior que 1%
explicaram 12,25% da variancia genética total para o CAR e estéo localizadas nos
cromossomos 5, 6, 9, 11, 14, 17 e 27. O cromossomo 27 apresentou duas janelas
distintas de maior efeito, explicando 2,96% da variancia total, com maior valor
para o CAR. As variancias genéticas e os genes conhecidos presentes nas

janelas estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Localizacdo cromossbmica de regides de importancia para CAR,
considerando janelas com 1Mb e variancia genética maior que 1% em
bovinos da raca Nelore

Cromossomo  Posi¢éo (pb) C;\Ieu;nﬁ;os Genes Var(lti)r;ma QTL*
15.517.762- RASSF9, MGAT4C, NTS,
5 16.508.110 2% LOC107132461 1,98 6
LOC104972708, LOC517517,
28.332.475- LOC104972709, LOC100301359,
6 29.328534 220 LOC782904, TRNAC-GCA, 1,50 18
LOC104972710
55.124.063-
9 56.120.878 213 MANEA 2,06 7
SUCLG1], LOC104973382,
LOC101907084
11 2%%551%%1_ 243 TMSB10, LOC104973383, KCMF1, 1,52 30
' ' LOC101903367, LOC104973384,
TCF7L1
ST18, LOC100141260,
LOC101906592, LOC104974017,
27 823,936 ALKAL1, RB1CC1, NPBWR1,
14 3 893912 259 OPRK1, ATP6V1H, RGS20, TCEAL, 1,14 19
0. LYPLA1, MRPL15, LOC101906669,
LOC107133113, TRNAG-UCC,
TRNAC-GCA
TMEM132D, GLT1D1,
17 i%%%]é%?;: 320 LOC101907645, TRNAE-UUC, 1,08 19
) ) SLC15A4, TMEM132C,
CASP3, LOC104976051, PRIMPOL,
LOC104976052, CENPU, TRNAC-
GCA, ACSL1, HELT, LOC790015,
]ii%‘;?ésg]é?é_ 202 SLC25A4, CFAP97, SNX25, 1,37
27 ' ' LRP2BP, ANKRD37, UFSP2, 2
C27H4orf47, CCDC110, PDLIM3,
SORBS2
LOC101905700, ZFP42, TRNAG-
16.362.786- ! '
17362110 223 UCC, TRIML2, TRNAF-AAA, 1,59

TRIML1, LOC507011

* nimero de QTL/associacBes em bovinos previamente associados ao CAR consultando o
banco de dados CattleQTL (HU; PARK; REECY, 2016)

Considerando todas as regibes foram encontrados 71 genes anotados,

com alguns ainda néo caracterizados (LOC). Foi constatado o carater quantitativo

do CAR, com influéncia de grande numero de genes de pequeno efeito,

observando as proporc¢des das variancias explicadas pelas janelas descritas. O

CAR é caracteristica poligénica e influenciada por muitos processos biolégicos
(BOLORMAA et al., 2013; KARISA; MOORE; PLASTOW, 2013).
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A primeira janela gendmica, localizada no cromossomo 5, nas posi¢oes
15Mb e 16Mb apresentou 3 genes caracterizados (RASFF9, MGAT4C, NTS)
associados ao CAR. Séo genes citados como candidatos para o ganho de peso
em animais Nelore (OLIVIERI et al., 2016). O gene RASSF9 foi associado com a
espessura de gordura subcutanea na garupa em animais Brangus, localizado
dentro de uma regido QTL e esté envolvido no processo de mitose (WENG et al.,
2016).

Segundo a base de dados CattleQTL, ha trés QTL associados ao CAR
localizados na posigcédo entre 27.034.490-29.073.969Mb que sobrepuseram a
regido do cromossomo 6 identificada neste estudo. Os QTL séo os 21050, 21051
e 21052 identificados em animais Angus (ROLF et al., 2011). Outro QTL
associado ao CAR, o0 11449, foi identificado em animais cruzados e € localizado
proximo a regido associada deste estudo (27,7-27,9Mb) (MARQUEZ et al., 2009).

De maneira geral, o enriqguecimento capturou 18 termos altamente

significativos associados ao CAR (Tabela 5).
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Tabela 5. Identificacéo (GO.ID) e descrigao (termos) de termos GO (gene ontology)
enriquecidos significativamente apos GWAS em bovinos da raca Nelore
GO.ID Genes Termos Anotados! p-value

vacuolar proton-transporting V-

G0:0000221 ATP6V1H pe ATPE.. 3 0,0055

G0:0004569 MANEA glycoprotein endo-alpha-1,2- 1 0,0018
mannosidase ...

G0:0038048 OPRK1 dynorphin receptor activity 1 0,0018

G0:0071567 UFSP2 UFMZ1 hydrolase activity 2 0,0036

G0:0005471 SLC25A4 ATP:ADP antiporter activity 2 0,0036

G0:0004775 SUCLG1 succinate-CoA ligase (ADP- 2 0,0036
forming) activ...

G0:0004776 SUCLG1 succinate-CoA ligase (GDP- 2 0,0036

forming) activ...
G0:0003896 PRIMPOL DNA primase activity 3 0,0054
GABAergic neuron

G0:0021858 HELT : S 1 0,0018
differentiation in basa...

) adenylate cyclase-inhibiting
G0:0031635 OPRK1 opioid rece... 1 0,0018
G0:0046877 OPRK1 regulation of saliva secretion 4 0,0073
G0:0061709 RB1CC1 reticulophagy 2 0,0037
GO0:0061723 RB1CC1 glycophagy 2 0,0037
G0:0045793 RB1CC1 positive regulation of cell size 5 0,0091
G0:0072734 CASP3 cellular response to 2 0,0037

staurosporine

) DNA replication, synthesis of
G0:0006269 PRIMPOL RNA primer 4 0,0073
G0:0019222 NPBWR1 regulation of metabolic process 5016 0,0081
GO:0033211 ACSL1 adiponectin-activated signaling 5 0,0001

pathway

1 Total de genes anotados para o termo descrito.

Os 18 termos GO (gene ontology) identificados apresentaram 13 genes
associados com o consumo alimentar residual. As ontologias génicas descrevem
e categorizam genes de acordo com suas fungdes moleculares, envolvimento em
processos bioldgicos e localizagdo celular, com intuito de verificar a frequéncia
dos termos funcionais associados aos genes. Dos termos GO identificados, 10
deles séo referentes ao dominio de processos bioldgicos, 7 ao dominio de fungéo
molecular e 1 ao dominio de componente celular.

Incorporar informacgéo funcional, a partir da anélise de vias bioldgicas, é
estratégia para potencializar os resultados do GWAS (YANG et al., 2017). As

analises fundamentadas em vias consideram fatores que contribuem
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simultaneamente para caracteristicas poligénicas, ndo se limitando a SNP e gene
mais significativo. O CAR possui muitas alteracdes genéticas de pequeno efeito
que contribuem para diferencas na caracteristica (SERAO et al., 2011). Desse
modo, o excesso de variedade de termos de ontologia genética e genes
associados dificulta o enriguecimento funcional, o que representa baixa proporc¢ao
em relacdo ao que é observado em caracteristicas governadas por genes de
efeito maior (PEREIRA et al., 2018).

As principais vias metabolicas associadas ao CAR possuem relacdo com
a funcdo mitocondrial e metabolismo energético. Destacam-se os genes OPRK1,
SUCLG1 e RB1CC1 que foram enriguecidos e estdo envolvidos em diferentes
termos. Outros genes que ndo fazem parte de processos biolégicos enriquecidos,
mas que foram identificados no estudo de associacdo gendémica, merecem
atencdo devido as suas funcdes conhecidas sobre processos que sao
relacionados ao CAR e foram descritos.

As anotacdes de GO relacionadas ao gene OPRK1 incluem atividade de
receptores opidides do tipo kappa acoplado a proteina G, que funciona como
receptor para opiéides enddégenos (como as dinorfinas), sinalizacdo do receptor
opidide inibidor da atividade da adenilato ciclase e desempenha papel na
regulacdo da salivacdo. Este neuropeptideo se liga preferencialmente ao receptor
opiodide kappa, estando distribuido no sistema nervoso central e relacionado com
diferentes funcdes fisiolégicas em ratos, incluindo regulacdo neuroenddcrina,
atividade motora, fungcéo cardiovascular, respiracéo, regulacdo da temperatura,
resposta ao estresse e comportamento alimentar (FALLON; LESLIE, 1986;
WATSON et al., 1982). Além disso, a manipulacdo da transmissdo de opibide
altera o consumo alimentar, que altera o nivel de opidides no cérebro (GLASS;
BILLINGTON; LEVINE, 2000).

O gene SUCLGL esté relacionado as reagfes de glicolise e ciclo de Krebs,
com formacao de ADP ou GPD. A respiracao celular &€ processo que ocorre no
interior das células por meio do qual se obtém energia, e constitui reacdes
quimicas distribuidas em trés etapas, glicélise, ciclo de Krebs e fosforilacdo
oxidativa, com as duas Uultimas ocorrendo na mitocdndria (HILL;, WYSE;

ANDERSON, 2012). A via metabdlica de glicélise/glicogénese esta relacionada
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ao fornecimento de energia no organismo animal, sendo ativada apés a
alimentacéo para gerar ATP (RUI, 2014).

O gene SUCLGL1 (succinil-CoA sintetase) esta localizado no cromossomo
11. A enzima succinil-coA é constituida por duas subunidades, onde a subunidade
a € codificada pelo gene SUCGL1, e expressa no coracao, figado, rim e cérebro
(RIVERA et al., 2010; ROUZIER et al., 2010). Esta enzima atua catalisando a
sintese reversivel do succinato e ATP no ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA),
ou ciclo de Krebs (as vias que oxidam lipidios, carboidratos e aminoacidos
convergem para o TCA), e esta envolvida na replicacdo do DNA mitocondrial. As
mitocondrias produzem maior parte da energia utilizada pela célula, por meio da
fosforilagéo oxidativa (LOWENSTEIN, 1969). A relag&o entre fungdo mitocondrial
e consumo alimentar foi observada em gado de corte, utilizando mitocéndrias
musculares de animais Angus, apesar dos autores ndo encontrarem diferencas
da funcdo mitocondrial entre grupos divergentes para o CAR, a taxa de respiracao
mitocondrial foi maior em animais baixo CAR, indicando maior eficiéncia
(KOLATH; KERLEY, 2006).

Em trabalho avaliando o perfil do transcriptoma epitelial ruminal em bovinos
divergentes para o CAR, o gene candidato SUCLG1 estava presente no grupo de
genes que foram supra-regulados, e como consequéncia, 0 aumento da
expressdo, sugerindo maior taxa de transcricdo nas mitocondrias epiteliais,
indicando maior atividade mitocondrial e/ou maior nimero de cépias do genoma
mitocondrial no epitélio ruminal de animais eficientes (KONG et al., 2016).

Neste mesmo trabalho, o gene TMSB10, com funcdo na organizacao do
citoesqueleto, foi um dos 122 genes diferencialmente expressos no epitélio
ruminal entre animais baixo e alto CAR, sendo supra-regulado em animais
eficientes. Mensurando diretamente a atividade mitocondrial, outros estudos
(KOLATH; KERLEY, 2006; LANCASTER et al., 2014) relataram taxa mais rapida
de fosforilac&o oxidativa nas mitocondrias do musculo esquelético e no figado em
bovinos baixo CAR. Apoiando este resultado Igbal et al. (2005), sugeriram que o
estresse oxidativo € aumentado em animais menos eficientes devido a diferengas
na funcéo mitocondrial.

O gene RB1CC1 (Cromossomo 14/22.83-23.83Mb) esta relacionado com
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trés vias, a glicofagia, a reticulogafia e a de regulacao positiva do tamanho das
células. Este gene possui somente SNPs ndo sindbnimos identificados, ou seja,
que resultam em trocas de aminodcidos, e é relacionado diretamente ao
desenvolvimento muscular por ser associado com autofagia, apoptose,
proliferacdo de células e crescimento (GODOY et al., 2015; NISHIMURA et al.,
2011). Além disso, o gene foi diferencialmente expresso em trés tecidos (cérebro,
figado e musculo esquelético) de frangos sob estresse térmico. A diferenca na
expressao deste gene em resposta ao estresse térmico pode ser relacionada a
eficiéncia dos animais, uma vez que a exigéncia de mantenga em bovinos de corte
varia de 10 a 12% e é afetada pela producédo de calor (HOTOVY et al., 1991;
SWANSON; MILLER, 2008).

Processos metabdlicos afetam a producdo de calor, causando diferencas
na eficiéncia do uso de energia para mantenca dos animais, sendo que a energia
de mantencga por unidade de peso metabdlico foi associada com a variagdo
genética do CAR (ARCHER et al., 1999; HERD; BISHOP, 2000). Segundo
Nkrumah et al. (2006), em estudo de calorimetria indireta observou que animais
baixo CAR produziram 21% menos calor, bem como menor producdo de metano
(HEGARTY et al., 2007). Assim, diferentes variantes do gene podem atuar na
eficiéncia alimentar, resultando em animais mais ou menos eficientes.

Na mesma janela foram identificados mais dois genes caracterizados,
sendo que o KCMF1 esté relacionado a atividade nos canais de potassio, que
estdo envolvidos na regulacdo da homeostase celular, com funcéo em diversas
rotas metabdlicas basais (OLIVEIRA et al., 2014). O bombeamento ibnico € o
processo metabdlico no qual ions sdo movidos por meio das membranas celulares
contra o gradiente de concentracdo, processo altamente exigente de energia
(MONTANHOLLI, 2009). No metabolismo energético, o bombeamento de ions com
destaque € a bomba de sdédio-potassio (Nat+/K+), com diferentes funcdes
fisiol6gicas e responsavel por 20 a 30% da taxa metabdlica basal (BALDWIN et
al., 1980).

O gene MANEA, presente na regiao identificada do cromossomo 9, codifica
a endo-a-1,2-manosidase, que atua no metabolismo de vias protéicas

(KUKUSHKIN et al., 2012). Esta enzima é produzida no complexo de Golgi e esta
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envolvida na sintese de glicoproteinas. Esta regido apresentou apenas este gene
associado e com maior variancia explicada (2,06%) para o CAR. Nesta regiao
existem quatro QTL (22786, 22830, 22831, 22832) associados ao ganho médio
diario, caracteristica componente do CAR, o que sugere efeito pleiotropico do
gene MANEA devido sua atuacdo no metabolismo de vias protéicas (PETERS et
al., 2012).

O CAR esta relacionado as necessidades energéticas basais e nas
diferencas da eficiéncia do crescimento, consequentemente, servindo como
indicador da eficiéncia metabdlica (RICHARDSON; HERD, 2004). Além disso,
diferenca na eficiéncia alimentar indica variacdo nos processos bioldgicos
basicos, com evidéncias de que os requisitos de energia basal, principalmente na
funcdo de manutencéo das células, sdo os principais causadores desta variacao
(BALDWIN et al., 1980; RICHARDSON; HERD, 2004).

Na regido identificada no cromossomo 14, o gene NPBWRL1 foi associado
ao termo de regulacdo de processos metabdlicos, o qual possui muitos genes
anotados devido sua generalizacdo. Este gene é relacionado com regulacao
homeostatica da alimentacdo, comportamento alimentar e do metabolismo
energético (TAKENOYA et al., 2010). Este gene, juntamente com o OPRK1, foram
também correlacionados com idade ao primeiro parto, em animais Nelore, por
participarem do feedback negativo da secrecdo do hormdnio luteinizante (MOTA
et al., 2017). O gene LYPLAL que atua como um inibidor da grelina, horménio
envolvido na regulacéo do apetite, foi associado com consumo alimentar residual
com dois SNPs significativos associados (LINDHOLM-PERRY et al., 2012;
SHANADO et al., 2004). Ainda, segundo Lindholm-Perry et al. (2012), variac6es
neste gene interferem na regulacdo da grelina e pode resultar em diferencas no
apetite, e consequentemente, no ganho de peso em bovinos.

Na regido do cromossomo 17, o gene TMEM132D foi identificado a partir
de varredura seletiva como gene candidato durante a domesticacdo e formacao
da raca Fleckvieh, sendo que foi relacionado com fendtipos
neurocomportamentais associados a ansiedade, diferindo 0s animais
domesticados de seus ancestrais selvagens (ERHARDT et al., 2012; QANBARI
et al., 2014).
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Avaliando caracteristicas de eficiéncia alimentar, Pasandideh; Rahimi-
Mianji e Gholizadeh (2018), encontraram trés SNPs significativos associados ao
ganho médio diario em ovinos, e quando comparado a genes conhecidos em
bovinos, o SLC15A4 foi um dos genes mais proximo da regido associada a
caracteristica.

No cromossomo 27 foram identificadas duas regides gendmicas
associadas ao CAR. A primeira regido nas posi¢coes 14 e 15 Mb foi que apresentou
maior nimero de genes associados ao CAR, com 19 genes candidatos. Um dos
genes associados, o0 CASP3, é envolvido na resposta imune inata (JOHNSON et
al., 2013). A variacdo do CAR pode ser causada por diferencas individuais na
funcao do sistema imune, dado que € um sistema energeticamente caro (RAUW,
2012). Existe correlacao negativa entre selecéo para peso corporal e desempenho
imunoldgico, sendo que ha muitos exemplos em que animais selecionados para
alta eficiéncia de produgao correm maior risco de problemas comportamentais,
fisiolégicos e imunoldgicos (RAUW et al., 1998). Segundo estes mesmo autores,
uma possivel explicacdo € que a selecdo genética causa desequilibrio
homeostatico dos animais, podendo causar patologias e consequéncias
comportamentais, fisiolégicas e imunolégicas.

O gene SLC25A4 codifica o translocador ADP/ATP (translocador de
nucleotideo de adenina - ANT), uma proteina mitocondrial que determina a taxa
de fluxo de ADP/ATP entre mitocéndria e citosol (LI et al., 1989). O gene LRP2BP
foi detectado por varredura de selecdo em linhas divergentes de frangos
selecionados para gordura abdominal, sendo importante para a deposi¢cao de
gordura e presente em regifes de QTL associadas com a caracteristica (ZHANG
et al., 2012). Este gene participa de muitos processos biolégicos, como a
regulacdo do metabolismo lipidico, neurodesenvolvimento e transporte de
nutrientes e vitaminas (MAY et al., 2007).

O gene PDLIM3 possui envolvimento na organizagdo do citoesqueleto,
tornando-o candidato envolvido na textura da carne, além de ser
significativamente correlacionado com o0 musculo esquelético em bovinos
(PIORKOWSKA et al., 2017; REVERTER et al., 2012). Outro gene encontrado na

mesma regido genémica foi o SORBS2, também conhecido como ArgBP2, o qual
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interage como proteina adaptadora sendo componente das fibras de estresse
contendo a-actinina, que realiza a unido dos filamentos de actina a linha Z das
células musculares esqueléticas, sendo importante componente da linha Z dos
muasculos (ANEKAL; YONG; MANSER, 2015). O metabolismo muscular
esquelético é positivamente correlacionado ao gasto energético basal,
representando um dos principais componentes da variacdo do gasto energético
individual (ZURLO et al., 1990).

A segunda regido gendmica do cromossomo 27 (16,3-17,3Mb) identificou
0 gene ZPF42, que codifica uma forma de proteina “zinc finger”, caracterizada
pela coordenacao e estabilizacdo de ions de zinco em processos de trocas ibnicas
(KLUG; RHODES, 1987). E elemento essencial para sintese de DNA, transcri¢éo
do RNA, diviséo e ativacao celular, além de ser elemento indispensavel para uma
resposta imune normal (JOHN et al., 2010). Os genes da mesma familia, TRIML1
e TRIML2, estéo associados a embriogénese precoce (XU et al., 2009).

Segundo a base de dados CattleQTL, trés QTL localizados na posi¢cao
entre 27034490-29073969Mb sobrepuseram a regido do cromossomo 6
identificada neste estudo, sendo os QTL 21050, 21051 e 21052 identificados em
animais Angus (ROLF et al., 2011). Segundo Nkrumah et al. (2007), o QTL mais
significativo para CAR dentre 17 cromossomos associados a caracteristica foi
identificado no cromossomo 5, 0 QTL 4413 (17,6-17,8Mb) e estéa localizado a 1Mb
da regido identificada neste estudo. Das regifes gendmicas associadas ao CAR
neste estudo, apenas o0 cromossomo 6 apresentou sobreposicdo de QTL
previamente relatado na caracteristica.

O presente estudo identificou varios genes candidatos envolvidos em
diferentes mecanismos fisiol0gicos que podem ser importantes nha compreensao
da variacdo da eficiéncia alimentar, incluindo respiracéo celular (sintese celular
de ATP), funcdo mitocondrial, metabolismo energético, taxa metabolica basal,
desenvolvimento e regulacdo do crescimento e controle homeostatico da massa
corporal. Segundo Barendse et al. (2007), diferentes variantes de genes podem
afetar estes processos, que demandam energia constantemente, além de ajudar
a elucidar quais variagbes sao responsaveis por identificar QTL associados ao

CAR. Estes resultados corroboram com Zulkifli (2016), indicando que variagcbes
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em genes envolvidos na fungdo mitocondrial e metabolismo energético podem
influenciar o CAR.

No entanto, diferentes regides e genes encontrados no presente estudo
diferiram dos relatados em outros estudos na mesma caracteristica, indicando
existéncia de diferencas genéticas entre as populacfes dentro da mesma raca
(OLIVEIRA et al.,, 2014; OLIVIERI et al., 2016; SANTANA et al.,, 2014). As
diferencas podem ser explicadas por variagbes nas frequéncias alélicas, LD,
densidade do chip de SNPs utilizado, metodologia e nimero de animais de cada
estudo. De acordo com, Lobo et al. (2003) apesar do reduzido numero de
genearcas responsaveis pela formacdo do Nelore no pais, ha evidéncias de
diferentes perfis genéticos entre as linhagens, variando de acordo com o critério
de selecdo adotado durante a formacdo da raca. Programas de melhoramento
genético levam em consideracdo a linhagem do animal para realizacdo do
acasalamento, formando linhagens ou familias diferentes dentro da raca, gerando
diferencas genéticas.

Selecionar animais eficientes tem implicacdo na melhor rentabilidade do
rebanho, no entanto, a obtencdo dos dados de eficiéncia alimentar em larga
escala envolve logistica e dispéndio. Animais da mesma raca e manejo
semelhante apresentam diferentes gastos totais de energia, 0s quais sugerem
diferengas nos processos fisioldgicos como bombeamento de ions, vazamento de
prétons mitocondrial, atividades de desacoplamento de proteinas, hormdnios
tireoidianos, leptina, IGF-1 e metabolismo lipidico, em que animais eficientes
apresentam maior eficiéncia energética (JOHNSON; FERRELL; JENKINS, 2003).

A identificacdo de genes em GWAS é o primeiro passo na busca por
variantes causais que exercem influéncia sobre caracteristicas de interesse
econdmico e podem colaborar no futuro para subsequentes analises genéticas.
Regides genbmicas associadas ao CAR foram identificadas no presente estudo,
proporcionando melhor entendimento biologico da caracteristica em animais da

raca Nelore.
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5.3 Distribuicdo da frequéncia alélica, efeito da substituicdo alélica e indice de
fixacdo de Wright (Fst).

Distribuicéo da frequéncia alélica

A maioria dos marcadores que causam variagao no fenétipo séo variantes
comuns (MAF>5%), ou que possuem maior efeito na variancia da caracteristica,
como por exemplo, caracteristicas poligénicas (origem mendeliana), como o CAR
(MANOLIO et al., 2009). Segundo estes autores, se torna improvavel a deteccéo
de associacdes com valores de MAF abaixo de 5%, exceto em caracteristicas
monogénicas onde este efeito pode ser considerado grande. Os SNPs
apresentam ampla distribuicdo de MAF, de quase monomorfico (MAF<0.5%) a
muito comum (MAF=50%) (TABANGIN; WOO; MARTIN, 2009).

A MAF dos 466.315 SNPs foi calculada e a distribuicdo é apresentada na
Figura 3.
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Figura 3. Histograma do alelo de frequéncia menor (MAF) de todos SNPs.

A média de todos marcadores revelou MAF médio de 0,25, resultado similar
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foi descrito por Espigolan et al. (2013), em animais da mesma raga. No entanto,
foi maior que o valor de 0,19 para animais Nelore, e comparavel a valor obtido em
animais taurinos, Charolés (0,26), Holstein (0,26) e Angus (0,25) (MATUKUMALLI
et al., 2009). Este resultado de MAF proxima ao de animais taurinos, contraria ao
descrito pelos autores citados, que relatam maior propor¢cao de marcadores com
alta MAF dos taurinos com relacéo aos zebuinos. Resultado semelhante também
foi relatado por Khatkar et al. (2008), que encontraram valor médio de MAF de
0,28 em animais Holstein. O maior valor de MAF encontrado neste trabalho pode
ser devido a utilizagdo de chip HD (770Kk), que possui maior quantidade de SNPs
significativos para zebu, comparado ao chip de 50k utilizado nos dois trabalhos
citados.

No presente estudo, 36% dos SNPs apresentaram MAF superior a 0,3,
porcentagem acima do valor de 19% descrito em zebuinos pelo THE BOVINE
HAPMAP CONSORTIUM (2009). Esta diferenca pode ser devido ao fato da MAF
média do Consorcio considerar trés racas distintas (Brahman, Nelore e Gir), e 0s
dados somente avaliou animais Nelore. De acordo com Khatkar et al. (2008),
conforme a medida do limiar da MAF aumenta, h4 aumento do nimero de pares
de SNPs com frequéncias alélicas semelhantes, e consequentemente, ocorre
aumento do LD.

Dos 466.315 SNPs que permaneceram apés o controle de qualidade, foi
aplicado o teste exato de Fisher (p < 0,05) nas frequéncias alélicas entre os
grupos divergentes de CAR e obtido 104 SNPs com diferenca significativa. Como
regides génicas longas sdo mais propensas a conter mais SNPs em comparacao
com regides mais curtas, os valores de significancia do teste de Fisher foram
corrigidos para o numero de SNPs por gene, com base na taxa de descoberta
falsa (FDR) e todos os 104 SNPs obtiveram valor g para FDR significativo (p <
0,05). Desta forma, foram definidos os SNPs (104) diferenciados entre 0s grupos
contrastantes.

As frequéncias do menor alelo destes SNPs estdo apresentadas na Figura
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Figura 4. Distribuicdo da MAF dos SNPs estatisticamente diferenciados entre os
grupos do CAR.

Apesar dos grupos divergentes apresentarem diferencas nas distribui¢cdes
para classes de MAF, ndo houve diferenca na média da MAF entre os grupos, que
apresentaram valor igual a 0,23.

Identificar variantes menos frequentes (MAF < 0,1) em estudos de GWAS,
auxiliam na caracterizacdo das diferencas na arquitetura genética (CIRULLI;
GOLDSTEIN, 2010). A MAF das variantes causais possui menor valor quando
comparado com alelos comuns (Tabela 6). Os animais eficientes apresentaram
maior frequéncia de MAF < 10%, enquanto animais ineficientes apresentaram
menor proporcao da MAF na mesma classe. Frequéncias alélicas tendem a diferir
em loci aleatérios quando amostras de grupos contrastantes sao utilizadas
(ARDLIE; LUNETTA; SEIELSTAD, 2002).

47
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Tabela 6. Porcentagem dos SNPs diferenciados divididos em 5 classes da
frequéncia do menor alelo (MAF) entre grupos do CAR

Grupo MAF (%)
<0,1 0,1-0,2 0,2-0,3 0,3-0,4 0,4-0,5 Média
Eficientes (187) 0,30 0,17 0,17 0,11 0,17 0,23
Ineficientes (189) 0,04 0,45 0,11 0,12 0,15 0,23
Todos (956) 0,17 0,26 0,21 0,19 0,18 0,25

Os animais dos grupos contrastantes apresentaram diferentes perfis de
marcadores comuns e de baixa frequéncia. As diferencas nas frequéncias alélicas
devido a ancestralidade sdo mais evidentes em variantes de baixa frequéncias
(ALTSHULER et al., 2012). Variantes de baixa frequéncia tendem a ser de origem
recente, portanto, exibem maiores niveis de diferenciagcdo na populacdo e
mostram estratificacdo diferente de variantes comuns, que sao tipicamente mais
antigas (MATHIESON; MCVEAN, 2012).

Dos 104 SNPs que apresentaram diferencas significativas nas frequéncias
alélicas entre os grupos contrastantes, 76 marcadores estdo localizados em
regibes sobrepostas de maior variancia genética (maior que 1%) associadas ao
CAR. Grupos de animais que apresentam diferencas genéticas exibem padrao
consistentes nas frequéncias alélicas em muitos locais do genoma, por outro lado,
se os grupos forem semelhantes geneticamente, as diferencas estéo localizadas
perto de regides de suscetibilidade do fenétipo (PRITCHARD; ROSENBERG,
1999).

Apesar de 73% dos SNPs com frequéncias alélicas diferenciadas estarem
em regifes associadas ao CAR, os outros SNPs estdo localizados adjacentes a
estas regides. A relacdo dos SNPs esta no Apéndice (Tabela Al). Apesar dos
grupos divergentes apresentarem heterogeneidade alélica, os SNPs localizados
adjacentes as regibes associadas ao CAR indicam que o0s animais sao
semelhantes geneticamente e pertencem a mesma estrutura populacional. Fato
que ajuda nesta semelhanca possivelmente se deve ao programa de
melhoramento aplicar indice de selecao para escolha dos melhores reprodutores,
0S quais participam do teste de eficiéncia para obtencédo do fenétipo do CAR, e

finalizado o teste, os melhores animais para CAR tem o sémen coletado e
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disseminado nas fazendas participantes em programa de teste de progénie.

O numero alto de alelos com menor MAF indica expansao populacional
(crescimento do tamanho efetivo em relagdo a um ancestral comum), aumento do
numero de mutacdes (MARTH et al., 2004), e fornece informacgdes sobre as taxas
de mutacéo e fluxo génico (potencial de diferenciacéo genética) (SLATKIN, 1985),
e, ainda, demonstra existéncia de subdivisdo da populacdo (BARTON;
SLATKINT, 1986). Deste modo, a distribuicdo das frequéncias alélicas reflete a
combinacéo dos fatores citados, que alteram (diminuem ou aumentam) os alelos
menos frequentes na populagéo.

A distribuicdo da frequéncia da MAF dos polimorfismos foi diferente,
evidenciando divergéncias entre 0S grupos contrastantes, e por serem mais
associados a determinado grupo do que outro, ha possibilidade de serem

utilizados como marcadores informativos do CAR.

Efeito da substituicdo alélica

Considerando somente os 104 SNPs diferenciados (p<0,05), a soma dos
valores da substituicéo alélica representou 0,51% da variancia genética aditiva do
consumo alimentar residual. Segundo Visscher et al. (2017), SNPs identificados
em GWAS explicam pequena fragdo da variancia genética de caracteristicas
complexas, por ser analise que possui pequena capacidade de deteccdo dos
efeitos, associando marcadores frequentes e excluindo aqueles com efeitos
menores. SNPs com pequenos efeitos ndo sdo estatisticamente significativos e
ndo sao associados ao fendtipo, além disto, muitos SNPs néo sédo detectados por
possuirem baixo nivel de LD entre variantes causais, dado que apresentam menor
MAF (YANG et al., 2010).

Os SNPs com frequéncias diferentes entre 0s grupos estao presentes nos
cromossomos 5, 11, 14, 17 e 27, estando associados a estes SNPs, 15 genes
(Tabela 7).



Tabela 7. Descricdo dos SNPs diferenciados entre grupos divergentes para o CAR
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Cromossomo Genes associados Nugﬁrac;de %gVAR?
5 RASSF9 1 0,2942
11 SUCLG1 12 0.0087
RB1CC1, MRPL15, ATP6V1H, RGS20, TCEAL, 00643

14 LYPLAL, ST18 57 '
17 GLT1D1 o5 0,0721
27 TRIML2, TRIML1, SNX25, SORBS2, UFSP2 9 0,0744

TOTAL - 104 0,51

1 %gVAR, proporcao da variancia genética aditiva explicada pelo SNP

As diferentes proporcbes de variancia explicada por cromossomo

apresentaram variabilidade, sugerindo diferente distribuicdo dos marcadores que

influenciam a caracteristica. O SNP no cromossomo 5 esta associado ao gene

RASSF9 e explica grande propor¢ao da variancia total, demonstrando que o valor

do efeito do SNP é independente do niumero de SNPs dentro do segmento

auxiliando a caracterizar a arquitetura genética do CAR. Este resultado tem

implicacdes no que diz respeito a detecgdo de variantes adicionais e é informativo

em relacdo a natureza das variantes que influenciam o CAR.

Os resultados indicam que ha muitas regiées gendmicas que influenciam o

CAR, mas explicam pequena propor¢do da varidncia genética total. Identificar o

particionamento da variancia genética de SNPs que apresentaram diferentes

frequéncias alélicas entre grupos divergentes auxilia compreender a relacao entre

a frequéncia dos alelos de loci associados ao CAR e caracterizaram melhor a

arquitetura genética da caracteristica. Os SNPs identificados em regides de maior

proporcdo da variancia genética para o CAR sdo marcadores significativos e

indicam presenca de QTL e genes proximos envolvidos na caracteristica em

bovinos Nelore.
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indice de fixacao (Fst)

A média de Fst na comparacdo dos grupos contrastes foi baixa, valor de
0,0004. Segundo Hartl e Clark (2006), valores de Fst variando de 0 a 0,05 indicam
pequena diferenciacdo genética. Este baixo valor se deve possivelmente por
serem animais originados da mesma populacdo ancestral e possuir selecdo
recente direcional para CAR, caracteristica utilizada na diferenciacdo dos grupos
divergentes. As mudancas das frequéncias alélicas ocorrem ao longo das
geracdes na direcdo da caracteristica desejada, sendo que a populacédo analisada
iniciou o processo de selecdo para eficiéncia alimentar em 2010, o que explica a
proximidade genética e baixo valor do Fst entre os grupos. Este resultado
demonstra que provavelmente muitos alelos foram fixados em comum nos dois
grupos, sendo consistente com a estrutura da populacéao.

Foram computadas 46.911 janelas para todos 0SS cromossomos
autossémicos, apresentando média de 20 SNPs por janela, variando de 6 a 76
marcadores. O valor maximo de Fst observado para janelas de 100kb foi de 0,025.
As 10 janelas com maiores valores de Fst foi utilizada como limite de significancia,
apresentando valores acima de 0,019. Estas janelas estavam presentes nos
cromossomos 4, 6, 9, 14, 23 e 25, detectando 186 SNPs como relevantes para a
selecéao divergente. Embora os animais comparados sejam da mesma raga, foi
possivel identificar alteracbes nas frequéncias alélicas, mesmo que baixas. A
média das 10 janelas foi igual a 0,022. As mudancas observadas nas frequéncias
alélicas podem ser utilizadas para avaliar a selecao (LINNEN; HOEKSTRA, 2009).
Desse modo, as alteracfes nas frequéncias alélicas observadas eventualmente
podem ser originadas por eventos ndo relatados no passado e pela recente
selecéo, o qual reflete a estrutura da populacéo estudada.

Na Figura 5, as 10 janelas com maiores valores de Fst sdo representadas

na cor verde.



52

0.05

0.04 -

0.03 -

Fst

0.02

. -
0014 « 4

: _'-n ;

Fi.of " u:“' 1y i

§ m
3

|
1 2

lu'l‘

bbb

9 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22 24 26 28

Cromossomo

Figura 5. Grafico de Manhattan dos valores de Fst por janelas de 100kb em 29
cromossomos autossdmicos. As 10 janelas com maiores valores de Fst

sao representadas por pontos verdes.

Foram identificados 8 genes sobrepostos as regifes de maior Fst, e
presentes em 4 cromossomos (Tabela 8). Dentre as regibes analisadas, o
cromossomo 14 foi o Unico que apresentou SNPs com diferentes frequéncias
alélicas (g<0.05) e janela de maior valor para Fst.

Tabela 8 — Descricdo das 10 janelas com maiores valores para Fst e genes
sobrepostos as regibes gendmicas

Cromossomo Posicao no cromossomo (bp)  Numero de SNPs Fst? Genes
4 41.452.823-41.535.687 7 0,0204 -
6 18.106.489-18.192.536 o5 0,0221 -
30.254.212-30.347.735 20 0,0251 -
9 63.552.323-63.644.862 29 0,0216 ZNF292
25.154.132-25.246.448 PENK,
14 21 0,0211 SDR16C6
5.404.541-5.499.102 13 0,0225 FAM83B
23 49.959.092-50.049.075 26 0,0224 PRPF4B
50.450.850-50.541.830 9 0,0215 NQO2
50.503.994-50.569.741 6 0,0225 -
IQCK,
25 17.558.975-17.649.730 37 0,0198 GPRC5B

1 Valor de Fst para janelas de 100kb.
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O gene ZNF292 codifica um fator de transcricdo dependente do hormonio
do crescimento, sendo expresso também em 6rgaos ndo endocrinos, onde sua
funcdo é desconhecida (FLYNN; HURLEY, 2006; TAKEDA et al., 2015). Este
gene foi supra-regulado em foliculos atrésicos de bovinos taurinos, o qual
influéncia a regulacdo do numero de odcitos ovulados (HATZIRODOS et al.,
2014).

O gene PENK foi localizado na regido do cromossomo 14 e faz parte do
sistema opidide, que influencia os eixos compostos do hipolatamo, glandula
pituitaria e gdbnada adrenal (HAWKEN et al., 2012; PETRAGLIA; IMPERATORE;
CHALLIS, 2010; VUONG et al., 2010). Este gene foi associado a caracteristicas
de fertilidade em animais Brangus e Brahman e foi regulado positivamente em
cinco tecidos (utero, endométrio, hipotadlamo, hipéfise e figado) de novilhas p6s-
puberes (CANOVAS et al., 2014; FORTES et al., 2013; PETERS et al., 2013).

No cromossomo 25 o gene IQCK foi associado a ovario cistico, que € um
tipo de disturbio reprodutivo e afeta a rentabilidade no sistema de producédo
(GUARINI, 2017). O ovario cistico foi associado com disfun¢des no ciclo de Krebs,
em gue foi relacionado com a perda precoce de prenhez em ovelhas (ZHAO et
al., 2015b).

Os genes identificados nas janelas com maiores valores de Fst estdo
relacionados a fertilidade e/ou desempenho reprodutivo. O célculo do CAR é
definido como a diferenca entre o consumo observado e o consumo predito, sendo
gue o consumo predito para vacas é calculado em funcdo do peso corporal,
alteracdes no peso, gasto de energia na producao de leite e na ordem de pari¢do
(POTTS et al., 2015). Isto significa que crescimento, producao de leite e mantenca
sao incluidos para obtencdo do CAR, portanto, ndo devem ser indiretamente
afetadas pela selecdo do CAR. No entanto, apesar do CAR revelar variagdo nos
processos metabdlicos basicos entre os animais, a reprodugdo € outra area que
requer energia das vacas e nao € capturada pelo modelo do CAR.

A reproducao requer pouca energia em relacéo a outros gastos energéticos
das vacas, podendo ser mais afetada pela condigdo corporal do que pelo

consumo alimentar e, consequentemente, pela eficiéncia alimentar (BUTLER,
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2003). A associacado de genes relacionadas ao desempenho reprodutivo em
regides de maior valores de Fst pode ser relacionado a alteragdes no metabolismo
intermediario associado a diferentes condi¢des corporais (deposicédo de gordura)
e influenciar a secrecéo de LH e a puberdade (SCHILLO; HALL; HILEMAN, 1992).
Como o CAR ¢ relacionado a medidas de gordura, animais menos eficientes
podem amadurecer sexualmente mais cedo, ou possuir sistema metabdlico que
inicie a funcdo reprodutiva em uma idade mais precoce, uma vez que animais
baixo CAR podem metabolizar hormoénios reprodutivos em taxas diferentes e
atrasar a capacidade de induzir a puberdade (SHAFFER et al., 2011).

Analisando a relagéo entre eficiéncia alimentar e desempenho reprodutivo,
Arthur et al. (2005) e Blair et al. (2013), ndo relataram diferencas entre animais
baixo e alto CAR para taxa de prenhez. Em contrapartida, Randel e Welsh (2013),
em revisdo, relataram que a selecdo de novilhas baixo CAR pode prejudicar a
eficiéncia reprodutiva, resultado apoiado por Damiran et al. (2018), que
associaram desempenho reprodutivo reduzido com novilhas de maior eficiéncia
alimentar. Apesar dos divergentes resultados citados entre a relacdo do CAR e
caracteristicas reprodutivas, a compreenséo a longo prazo da sele¢éo para CAR
deve avaliar efeitos de selecao indireta, possivelmente negativas sobre outras
caracteristicas economicamente importantes, como as reprodutivas.

A estrutura da populacédo visualizada por PCA sustenta a similaridade
genética e demonstra que os individuos pertencem a mesma populagdo. Os
resultados ndo mostraram estratificagdo populacional, e o baixo valor de Fst
informou sobre a baixa diferenciacao entre os grupos contrastantes. O baixo valor
de Fst indica que a frequéncia dos alelos dentro de cada grupo € semelhante.

Os genes localizados estéo dentro das janelas com maiores valores e estao
associados ao maior nivel de diferenciacdo entre 0s grupos contrastantes.
Considerando as janelas de Fst e resultados do GWAS para CAR, nenhum gene
em comum foi identificado. No entanto, enquanto a média do Fst apresentou baixa
diferenciac@o entre os grupos, as frequéncias alélicas exibiram diferencas entre
0s grupos. Esta diferenca é a principal ressalva de que os 104 SNPs identificados
estdo associados mais em grupo que outro. A analise da diferenciacdo da

frequéncia alélica demonstra tanto os efeitos de selecdo em loci relevantes no
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genoma e a relacdo com o historico da populagdo, como também resulta em
diferenciacdo substancial na regido, mesmo quando esta apresenta valores
baixos de Fst (ALTSHULER et al., 2012).

O Fst € um dos principais estimadores para detectar assinaturas de selecéo
em animais. No entanto, € mais adequado para detec¢éo de evidéncia de selecao
gue ocorreram em um passado distante (CADZOW et al., 2014). A escala de
tempo a qual ocorre a selecdo possui grande impacto sobre a capacidade do
método em identificar a sua presenca. O menor tempo de selecdo para CAR da
populacdo A baixa diferenciacdo entre os grupos pode ser uma das razoes para
0 baixo valor encontrado do Fst neste estudo.

Embora o uso de animais ndo relacionados permita alta diferenciacao
genética, os animais de programas de melhoramento genético sdo escolhidos
para serem genotipados de acordo com sua importancia no rebanho. Desse
modo, estes animais podem estar relacionados e apresentarem perfil genético
semelhante dentro da populacdo. Adicionalmente, os padrées capturados da
variacdo genotipica ndo sdo necessariamente resultado da sele¢édo. A variacao
presente pode ser consequéncia de outros eventos ancestrais, que podem
modificar as variantes e frequéncias haplotipicas de maneira semelhante a
selecdo, como a deriva genética, gargalos e expansao populacional (CADZOW et
al., 2014).

O diferente padrdo das frequéncias alélicas encontrado entre 0s grupos
divergentes para o CAR indica que ha evidéncias de eventos genéticos em
direcdo ao fendtipo selecionado. Para detectar padrdes de selecao deve-se levar
em consideracao o histérico da populacao, assim como o tempo da aplicacao da
selecdo, uma vez que € necessario tempo para que a variante selecionada atinja
frequéncia detectavel na populacéo. As regides identificadas nas janelas de Fst
foram diferentes das encontradas em GWAS, demonstrando diferengas de genes
associados a caracteristica e dos genes identificados pela diferenciacdo genética
entre 0S grupos contrastantes. Estas regides, associadas ao desempenho
reprodutivo, demonstram quais genes possivelmente sofrem modificacbes para

adaptacao a selecéo.
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Consideracdes finais

Os resultados deste estudo fornecem informacdes preliminares sobre a
arquitetura genética do CAR. Os genes candidatos encontrados em GWAS e em
janelas de Fst contribuem para compreenséo de como podem afetar o fenétipo e
como a populacdo se adapta a presséo seletiva. Além disto, esta populacdo
possui recente selecdo para o CAR, sendo que as frequéncias alélicas
provavelmente serdo alteradas ao longo do tempo na direcdo da selecdo para a
caracteristica desejada, diferenciando os grupos para futuramente produzir
assinaturas de selecéo na populacao e investigacdes na raca.
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6. CONCLUSAO

O estudo permitiu a identificacdo de SNPs, regides cromossdémicas e genes
candidatos associados ao consumo alimentar residual (CAR) em bovinos Nelore.
Os genes identificados possuem funcéo biolégica que influenciam a eficiéncia
alimentar e devem contribuir para a formacéo de uma base genética em bovinos
Nelore. O padrao da diferenciacdo genética entre 0s grupos contrastantes para
CAR foi consistente com a estrutura da populagéo, indicando regides e genes que
possivelmente sofrem modificagcbes para adaptacdo a selecdo. Os genes
identificados podem fornecer informacg@es adicionais sobre regides QTL, e devem
ser considerados em estudos de associacao, gendmica funcional e utilizados em
programas de melhoramento genético, como ferramenta para aumentar a

eficiéncia da selecdo do CAR.
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Tabela Al. Descricdo dos 104 SNPs com frequéncias alélicas diferentes entre grupos

divergentes para o CAR em bovinos Nelore

SNPs Posicéo (BP) Gene Cromossomo %gVAR! FDR?
associado

BovineHD0500004575 15.574.173 RASSF9 5 2,94E-01 0,034
BovineHD1100014513%, 49.442.847 1,22E+09 0,032
BovineHD1100014518*, 49.462.576 4,18E+09 0,012
BovineHD1100014519*%, 49.463.811 4,18E+09 0,012
BovineHD1100014522*, 49.470.755 9,12E+06 0,032
BovineHD1100014523%, 49.471.450 1,33E+07 0,032
BovineHD1100014533*, 49.483.312 SUCLG1 11 1,42E+07 0,016
BovineHD1100014543%, 49.508.933 1,00E-03 0,049
BovineHD1100014545%, 49.516.931 1,47E+09 0,018
BovineHD1100014875, 50.449.041 3,81E-03 0,049
BovineHD1100014877, 50.450.481 3,81E-03 0,049
BovineHD1100031620%, 49.497.598 6,15E+08 0,035
UA-IFASA-8854* 49.473.033 1,33E+07 0,032
ARS-BFGL-NGS-104268*, 24.057.354 2,70E+08 0,043
ARS-BFGL-NGS-34390, 22.823.936 1,03E-04 0,005
BovineHD1400006532*, 22.670.121 2,06E-04 0,011
BovineHD1400006533*, 22.671.890 6,97E+09 0,004
BovineHD1400006534*, 22.673.753 1,44E-04 0,004
BovineHD1400006535*%, 22.680.469 3,13E-04 0,004
BovineHD1400006540%, 22.697.330 1,50E-04 0,004
BovineHD1400006541%, 22.700.051 4,88E+09 0,006
BovineHD1400006544*, 22.710.693 8,03E+09 0,004
BovineHD1400006546%, 22.713.285 9,99E+09 0,004
BovineHD1400006547%, 22.714.764 1,92E-04 0,004
BovineHD1400006583, 22.826.411 RB1CC1 1,84E-04 0,010
BovineHD1400006584, 22.828.573 MRPL15’ 2,60E-04 0,046
BovineHD1400006588, 22.842.406 ATP6V1I—i 5,03E+09 0,005
BovineHD1400006589, 22.845.413 RGS20 ' 5,03E+09 0,005
BovineHD1400006590, 22.846.824 TCEAll 5,03E+09 0,005
BovineHD1400006591, 22.848.436 LYPLAi 5,79E+09 0,005
BovineHD1400006593, 22.853.710 ST18 ' 14 5,79E+09 0,005
BovineHD1400006594, 22.856.194 5,79E+09 0,005
BovineHD1400006595, 22.859.987 1,31E-04 0,005
BovineHD1400006597, 22.866.120 5,79E+09 0,005
BovineHD1400006598, 22.868.017 5,79E+09 0,005
BovineHD1400006599, 22.869.024 5,79E+09 0,005
BovineHD1400006600, 22.869.966 4,87E-04 0,030
BovineHD1400006601, 22.870.488 4,87E-04 0,030
BovineHD1400006669, 23.067.943 2,72E-04 0,038
BovineHD1400006706, 23.153.952 5,05E-04 0,049
BovineHD1400006707, 23.155.836 5,05E-04 0,049
BovineHD1400006708, 23.158.403 5,05E-04 0,049
BovineHD1400006715, 23.171.958 4,61E-04 0,049
BovineHD1400006716, 23.174.074 6,28E-04 0,049
BovineHD1400006826, 23.516.712 6,62E-03 0,046
BovineHD1400006833, 23.541.960 8,68E-03 0,046
BovineHD1400006841, 23.566.600 1,08E-04 0,008
BovineHD1400006842, 23.569.113 1,88E-04 0,008
BovineHD1400006843, 23.574.109 7,98E-03 0,049
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BovineHD1400006849, 23.596.595 1,90E-04 0,008
BovineHD1400006857, 23.623.076 1,90E-04 0,006
BovineHD1400006858, 23.625.695 1,29E-04 0,006
BovineHD1400006859, 23.628.265 1,29E-04 0,006
BovineHD1400006860, 23.629.963 2,21E-02 0,019
BovineHD1400006861, 23.636.639 1,04E-04 0,006
BovineHD1400006864, 23.653.415 1,79E-04 0,009
BovineHD1400006868, 23.661.927 1,90E-04 0,009
BovineHD1400006869, 23.664.267 3,53E-03 0,046
BovineHD1400006872, 23.678.510 1,79E-04 0,006
BovineHD1400006885, 23.725.226 1,37E-03 0,048
BovineHD1400006972%, 24.049.812 6,52E+09 0,012
BovineHD1400006975%, 24.053.137 2,70E+08 0,043
BovineHD1400006980%, 24.072.137 4,36E+09 0,012
BovineHD1400006981*, 24.074.220 4,36E+09 0,012
BovineHD1400006984*, 24.082.748 1,28E-04 0,012
BovineHD1400024431, 22.837.770 3,02E-03 0,011
BovineHD1400024432, 23.532.041 2,47E-04 0,046
BovineHD4100011284, 22.833.434 7,61E+09 0,006
BovineHD4100011291*%, 23.996.288 2,43E-03 0,003
BovineHD4100011293%, 24.064.743 4,90E+09 0,012
BovineHD1700013907, 49.077.618 6,28E+08 0,018
BovineHD1700013909, 49.085.516 8,83E+08 0,018
BovineHD1700013958, 49.203.340 1,30E-04 0,010
BovineHD1700013959, 49.204.007 3,89E-03 0,010
BovineHD1700013962, 49.211.218 8,03E-03 0,015
BovineHD1700013963, 49.214.707 1,56E-03 0,012
BovineHD1700013966, 49.222.376 2,18E-02 0,010
BovineHD1700013970, 49.235.164 7,80E-03 0,015
BovineHD1700013986, 49.277.304 9,07E-04 0,019
BovineHD1700013988, 49.279.041 9,07E-04 0,019
BovineHD1700013989, 49.280.631 9,41E-04 0,019
BovineHD1700014028, 49.445.471 GLT1D1 3,28E-04 0,037
BovineHD1700014029, 49.449.632 17 3,34E-03 0,030
BovineHD1700014030, 49.454.158 2,83E-04 0,030
BovineHD1700014031, 49.459.648 2,82E-03 0,030
BovineHD1700014032, 49.465.580 2,83E-03 0,030
BovineHD1700014033, 49.467.264 7,56E-04 0,023
BovineHD1700014036, 49.473.035 7,56E-04 0,023
BovineHD1700014044, 49.503.308 1,20E-03 0,030
BovineHD1700014059, 49.547.925 1,87E+09 0,042
BovineHD1700014080, 49.591.613 8,56E-04 0,042
BovineHD1700014088, 49.629.443 5,57E-03 0,042
BovineHD1700014090, 49.634.201 5,57E-03 0,042
BovineHD1700014100, 49.648.148 1,73E-03 0,049
BovineHD1700014101 49.652.622 3,03E+08 0,042
ARS-BFGL-NGS-102850, 14.931.898 TRIML2 5,55E-03 0,003
BovineHD2700004265, 14.660.311 TRIMLl, 7,27E+04 0,027
BovineHD2700004277, 14.729.479 SNX25 ' 1,10E+09 0,042
BovineHD2700004327, 14.944.280 SORBSé 6,56E-03 0,046
BovineHD2700004453*, 15.346.086 UESP2 ' 27 1,19E+09 0,010
BovineHD2700004868, 16.708.041 1,66E-02 0,005
BovineHD2700004869, 16.708.959 1,59E-02 0,005
BovineHD2700013386, 16.737.116 1,54E-02 0,005
BovineHD4100018224, 16.710.960 1,44E-02 0,005

*SNPs que néo estéo localizados sobrepostos nas regides identificadas em GWAS para

CAR no presente estudo, ao contrario do que estdo em negrito.



