UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ASSOCIACAO E SELECAO GENOMICA PARA PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS UTILIZANDO HAPLOTIPOS COMO
MARCADORES EM BOVINOS NELORE

Fabieli Loise Braga Feitosa

Zootecnista

2018



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

ASSOCIACAO E SELEGCAO GENOMICA PARA PERFIL DE
ACIDOS GRAXOS UTILIZANDO HAPLOTIPOS COMO
MARCADORES EM BOVINOS NELORE

Fabieli Loise Braga Feitosa
Orientador: Prof. Dr. Fernando Sebastian Baldi Rey
Coorientadores: Prof. Dr. Gregério Miguel Ferreira de Camargo

Dr. Rafael Medeiros de Oliveira Silva

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para
a obtencao do titulo de Doutora em
Genética e Melhoramento Animal

2018



F311a

Feitosa, Fabieli Loise Braga

Associagdo e selegdo gendmica para perfil de acidos graxos
utilizando haplétipos como marcadores em bovinos Nelore / Fabieli
Loise Braga Feitosa. — — Jaboticabal, 2018

iv, 76 p. :il. ; 29 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2018

Orientador: Fernando Sebastian Baldi Rey

Coorientador: Gregério Miguel Ferreira de Camargo, Rafael
Medeiros de Oliveira Silva

Banca examinadora: Danisio Prado Munari, Angélica Simone
Cravo Pereira, Nedenia Bonvino Stafuzza, Claudia Cristina Paro de
Paz

Bibliografia

1. Bos indicus. 2. Marcadores genéticos. 3. Qualidade da carne.
4. ssGBLUP. I. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias.

CDU 636.082:636.2

Ficha Catalografica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Jaboticabal/SP - Karina Gimenes Fernandes - CRB 8/7418




s}#n UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA =

u nesp Campus de Jaboticabal v,

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: ASSOCIAGAO E SELEGAO GENOMICA PARA PERFIL DE ACIDOS GRAXOS
UTILIZANDO HAPLOTIPOS COMO MARCADORES EM BOVINOS NELORE

AUTORA: FABIELI LOISE BRAGA FEITOSA

ORIENTADOR: FERNANDO SEBASTIAN BALD| REY
COORIENTADOR: GREGORIO MIGUEL FERREIRA DE CAMARGO
COORIENTADOR: RAFAEL MEDEIROS DE OLIVEIRA SILVA

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutora em GENETICA E
MELHORAMENTO ANIMAL, pela Comissao Examinadora:

Prof~Dr. FERNANDO SEBASTIAN BALDI REY

Departamento de Zootecnia / FCAV / UNESP - Jaboticabal

; )
OV O N (£
Pesquisadora Dra UDIA CRISTINA PARO DE P

Centro APTA de Bovinog de Corte / 1Z - Sertaozinho/SP

Yudi oD Do K/K,«
Pés-doutoranda NEDENIA BONVINO STAFU

Departamento de Ciéncias Exatas / FCAV / U(\IESP Jaboticabal

/" @”J L U ) fip 2 . S
Profa. Dra. A GELIC%SIMONE CRAVO PEREIRA

~

Nutng:aoePr ucga@o Animal / FMVZ/USP - Pirassununga/SP

N

Prof;‘DrTDA\ ISIO PRADO MUNARI
Departamento de Ciéncias Exatas / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Jaboticabal, 30 de julho de 2018

Faculdade de Ciéncias Agrarias o Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
VIA DE ACESSO PROF. PAULO DONATQ CASTELLANE, KM 5, 14884900, Jaboticabal - S3o Paulo
http/iwww fcav.unesp.br/#!/pos: prog 9/g WCNPJ: 48.031.918/0012-87,




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Fabieli Loise Braga Feitosa, nascida em Sao José do Rio Preto — SP em
17 de outubro de 1986, filha de Mailton Alves Feitosa e Maria Angélica de Morais
Braga Feitosa. Iniciou o curso de Zootecnia na Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, Unesp — Jaboticabal, em fevereiro de 2006, obtendo o grau de
Zootecnista em fevereiro de 2011. A autora realizou estagio curricular no
segundo semestre de 2010 na empresa Exito Rural Consultoria em Pecuaria
Ltda., em Aracatuba — SP. No periodo de maio de 2011 a julho de 2012 a autora
tornou-se bolsista CNPq na modalidade AT — APOIO TECNICO A PESQUISA
sob orientagédo da Prof.2 Dr.2 Lucia Galvao de Albuquerque. Em agosto de 2012
ingressou no Programa de Pds-Graduagao em Genética e Melhoramento Animal
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp — Jaboticabal, sob a
orientacdo do Prof. Dr. Fernando Sebastian Baldi Rey, inicialmente como
bolsista CAPES e posteriormente como bolsista FAPESP, obtendo o titulo de
Mestre em julho de 2014. Em agosto de 2014 ingressou no curso de Doutorado
do Programa de PoOs-Graduagdo em Genética e Melhoramento Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp — Jaboticabal, sob a
orientacdo do Prof. Dr. Fernando Sebastian Baldi Rey, inicialmente como
bolsista CAPES e posteriormente como bolsista FAPESP. Realizou o doutorado
sanduiche no periodo de 01/04/2017 a 30/03/2018 na University of Guelph,
Canada, sob a supervisao do Prof. Dr. Flavio Schramm Schenkel.



"Ha um momento especial que acontece na vida de toda pessoa, 0 momento para
o qual ela nasceu. Quando aproveitada, essa oportunidade extraordinaria faz com
gue a pessoa cumpra sua missao - uma missao para a qual somente ela tem as
qualificagbes necessarias. Nesse momento, a pessoa encontra a grandeza. Esse é

seu mais maravilhoso instante."

Winston Churchill



Dedico

Aos meus avos paternos, Antonio Alves Feitosa (in Memorian) e Doracy Aparecida
de Moura Feitosa (in Memorian), e aos meus avos maternos, José Ivanir Braga (in
Memorian) e Maria Aparecida de Morais Braga, pelo exemplo de vida, pelo apoio

incondicional e pela confianga que depositam em mim.

Ofereco

Aos meus pais, Mailton Alves Feitosa e Maria Angélica de
Morais Braga Feitosa, pela educacdo, amor, incentivo,

compreensao e por sempre apoiarem minhas decisdes.

As minhas irmas, Francieli Cristina Braga Feitosa e
Flavia Beatriz Braga Feitosa, pela ajuda e paciéncia.



AGRADECIMENTOS

Principalmente a DEUS, Nosso Senhor Jesus Cristo e a Nossa Senhora
Aparecida, por estarem comigo em todos os momentos, me abengoando com saude,

forca, perseveranca e fé.

Ao meu orientador Prof. Dr. Fernando Sebastian Baldi Rey, pela confianga,
oportunidade, paciéncia, apoio, amizade, dedicagdo e ensinamentos, sem 0s quais
nao teria sido possivel a realizagdo desse trabalho e o meu amadurecimento

intelectual.

Ao meu supervisor no doutorado sanduiche Prof. Dr. Flavio Schramm
Schenkel, pela oportunidade de experiéncia no exterior, apoio, paciéncia,
ensinamentos, dedicacdo, amizade e por ter deixado com que sua familia fosse a
minha nessa etapa dificil longe da familia. Pelas oportunidades de conviver com
grandes nomes do Melhoramento Animal e por me mostrar uma nova visdo sobre

nossa area.

Aos meus coorientadores Prof. Dr. Gregério Miguel Ferreira de Camargo e Dr.
Rafael Medeiros de Oliveira Silva, pelo apoio, amizade, paciéncia, dedicagao e
disposicdo em me ajudar e auxiliar no desenvolvimento desse trabalho,

academicamente e pessoalmente.

Aos membros das bancas examinadoras de qualificacdo e defesa, Prof. Dr.
Henrique Nunes de Oliveira, Prof. Dr. Humberto Tonhati, Dra. Camila Urbano Braz,
Dra. Ana Fabricia Braga Magalhaes, Prof. Dr. Danisio Prado Munari, Profa. Dra.
Angélica Simone Cravo Pereira, Dra. Nedenia Bonvino Stafuzza, Dra. Claudia Cristina
Paro de Paz, pelas sugestdes valiosas que contribuiram para a melhor qualidade da
tese final.

A todos os docentes do Programa de Genética e Melhoramento Animal pelos

ensinamentos.

As minhas irmas de coragdo Carolina (Pantufa), Ana Paula (K-bicera), Mariana
(Espoletinha), Marina (Emilia) e Annelise (Bixa) pelo apoio, companheirismo,

paciéncia, desabafos e incentivos mesmo a quildmetros de distancia.



A Republica Mete Marcha, que apesar de ndo morar mais nela, o
companheirismo, a amizade e os momentos de descontragdo continuaram os

mesmos.

Aos meus hermanitos, Marcos, Mariana, Bianca, Tonussi, Hermenegildo e Elisa
que sempre estiveram a disposi¢ao para ajudar, me auxiliando quando precisei e me

incentivando sempre.

A equipe da carne, que sempre estiveram dispostos a ajudar com muita

animacéo e dedicacgao.

As meninas do LCC de Pirassununga, Adrielle, Lenise e Joyce, pela ajuda nas

analises, incentivo e momentos de descontragdo nessa jornada intensa.

Ao pessoal do Department of Animal Bioscience, Hinayah, Aline, Ana Lucia,
Pablo, Ivan, Giovana, Luiz Brito, Victor, Samir, Sarahnya, Shady, Gabriele, Hakimeh,
Kristen, Stephanie e Aroa.

A Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Campus de Jaboticabal por oferecer os melhores professores,
funcionarios e conhecimentos necessarios para minha evolugdo profissional e

também pessoal.

A University of Guelph, Canada, em especial ao Department of Animal
Bioscience por oferecer oportunidades unicas e experiéncias incriveis tanto

profissional como pessoal.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de
Financiamento 001, no periodo de 04 de agosto de 2014 a outubro de 2016.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pela
concessao da bolsa de doutorado (Processo n. 2015/25304-8) no periodo de 01 de
novembro de 2016 a 31 de julho de 2018, e bolsa de estagio em pesquisa no exterior
(Processo n. 2016/24085-3) no periodo de 01 de abril de 2017 a 31 de margo de 2018

e apoio financeiro.



Enfim, agradeco a todas as pessoas que passaram pela minha vida, pois,

diretamente ou indiretamente, me ajudaram a ser quem eu sou hoje.



SUMARIO

Pagina

RESUMO ...ttt ettt e e e et e e e e ee e e m e e e e neeeeeanneneeeamnnneaeeanneeenn i
=S Y O USSR iv
CAPITULO 1. CONSIDERAGOES GERAIS.......coouieeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
1 INTRODUGAO. ...t ee ettt e e ae et eae e s eaean e 1
2. REVISAO DE LITERATURA. ..ottt ee et ee e eaean e e enes 3
2.1. Perfil de acidos graxos da carne DOVING. .............ueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiaee e 3
2.2. Variabilidade genética para o perfil de acidos graxos da carne................cccceevvveneeen. 6
2.3. Marcadores genéticos associados com o perfil de acidos graxos da carne........... 10

2.4. Aplicacéo de dados genémicos para o melhoramento do perfil de acidos graxos da

(071 1 1= PPN 12
2.5. Predicao dos valores genémicos para o perfil de acidos graxos.............ccceeeeeennes 16
P2 S TR o = o] (o ] Yo 1= PRSP 17
3. OBUETIVOS. ...ttt e e e e e e e e e e et e e e e e s s asaaaa e e e e e e nranaeaeaennes 19
3.1, ODJEUIVO GEIAL.....ccoiiiiiiiiie e 19
3.2. ODbjetivos ESPECITICOS.......coiiiiiiiiiie e 20
4. REFERENCIAS. ... ..ot ettt an s 20

CAPITULO 2. COMPARISON BETWEEN HAPLOTYPE-BASED AND INDIVIDUAL SNP-
BASED GENOMIC PREDICTION FOR BEEF FATTY ACID PROFILE IN NELORE

CATTLE . ..ottt e e e e e ae e e e e e e e eaaeeeeeeeeansasaaeaeeeeanneees 30
ABSTRACT ..ot e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e ———eaeeeaaaanraeaaeeeaanaanraaaean 30
1. INTRODUCTION. ...ttt e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e snsnsaaeaeeeeennneees 31
2. MATERIALS AND METHODS...... .t a e e 33
2.1. Local, Animals and Management................cooiereereiiiiiiieeeeeee e e e e 33
2.2. Fatty @Cid Profile.........oe e 34
2.3. Genotyping of the animals. ..o 35
2.4. Construction Of NaplotyPes. ......cooeeeiiiiiiee e 35
2.5. Quantitative genetics and genomic prediction analyses...........ccccceeeeieeeeiiiiiiieeennes 35

3. RESULTS AND DISCUSSION......oeiiiiiiiiiieeeee e 38



3.1. Fatty acid profile and heritability estimates.............ccccooo i 38
3.2. Haplotype blocks and genomic predictions...........cccoooeiii i 40
4. CONCLUSIONS . ...ttt e e e e st e e e e e nee e e e e neee e e anneeeeanneeeeannneeeeannees 45
5. REFERENGCES..... ..ottt e e e e e e e e e e e e e aannaaaeeas 46
CAPITULO 3. ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA PARA PERFIL DE ACIDOS GRAXOS
UTILIZANDO HAPLOTIPOS COMO MARCADORES EM BOVINOS NELORE............. 51
RESUMO ...ttt e et e e e e e e e e e ea e e e e e ee s as s aeaeeeeessaseeeeeeannssnnraneeas 51
ABSTRACT ..ttt e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e ———eaaeeaaaaararaaeeeaanaanraaaean 52
(I IR0 100710 TR 53
2. MATERIAL E METODOS.........o oot n e 54
2.1. Animais e informagies de MaNEJO............uuuuiiiiiiiiiiiiieiie e 55
2.2. Formacao dos lotes e procedimentos no abate...............ccocceiiiiiiiiiiii i 56
2.3. Perfil de Acidos graxos da Carne...........ccuuuuuiiiiiiiiiiiieeie e 56
2.4. Genotipagem dOS @NIMAIS.........coiiiiiiiiiiiiiie e 58
RS 0701 01511 ¥ [o7=To Jo [N  F=T ] (0] 1] o Yo 1= RSP 58
2.6. Analise de associagado gendmica com haplOtipos........oeeevviieiiiniiiiiieee e 59
2.7. ANAIISE TUNCIONAL. ... e 60
3. RESULTADOS EDISCUSSAO........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 60
4. CONCLUSAO. ...t en et e e eeae e 69

5. REFERENCIAS........cooeeietceeeeeeeeeeee ettt s et enss s s e sesnaeas 70



ASSOCIAGAOE SELJEC.AO GENOMICA PARA PERFIL DE ACIDOS GRAXOS
UTILIZANDO HAPLOTIPOS COMO MARCADORES EM BOVINOS NELORE

RESUMO - O objetivo deste estudo foram realizar associagdo genémica ampla
(GWAS) e predicdo gendmica utilizando haplotipos como marcadores genéticos para o
perfil de acidos graxos da gordura intramuscular do musculo Longissimus dorsi em
bovinos Nelore. Foram utilizados dados de 963 machos da raca Nelore terminados em
confinamento, provenientes de fazendas que integram trés programas de melhoramento
genético. O grupo de contemporéneo foi formado por animais nascidos na mesma
fazenda e safra, e do mesmo grupo de manejo ao sobreano. Para a determinagédo do
perfil de acidos graxos foi utilizado para a extragao dos lipideos o método Folch e para a
metilagdo o método Kramer. Para a genotipagem foi utilizado um painel com mais de
777.000 SNPs do BovineHD BeadChip (High-Density Bovine BeadChip) da Illumina. O
controle de qualidade foi feito considerando MAF < 0,05 e Call rate < 90%. Apods o CQ,
469.981 SNPs permaneceram nas analises. A imputagédo dos “missing” e o “phasing” do
genodtipo foram realizados utilizando o software Flmpute. A definicdo dos blocos de
haplétipos foi realizada baseada no desequilibrio de ligagdo utilizando o software
HaploView. No capitulo 2 as analises estatisticas incorporando as informagdes dos
haplétipos foram realizadas utilizando o software ASREML implementando o método
REML. O modelo incluiu efeitos fixos do grupo contemporéneo (62 niveis), haplétipo
(regressao linear no numero de cépias) e idade ao abate como covariavel linear. Os
valores de p foram ajustados pelo método de FDR. Os haplétipos associados
significativamente foram selecionados ao nivel de 10% de significancia. Para a
prospeccédo dos genes foi utilizado o banco de dados do NCBI na versdao UMD3.1 do
genoma bovino, Ensembl Genome Browser, DAVID. Foram associados
significativamente (p <0,05), 4, 3, 5, 1, 6, 2 e 7 hapldtipos com AGS, AGMI, AGPI,
AGPI/AGS, n3, n6 e n6/n3, respectivamente. Estes haplodtipos significativos abrigam
genes envolvidos no metabolismo lipidico, fatores de alongamento e sintese de acidos
graxos de cadeia longa, receptores de horménios reprodutivos, transporte e uso de
acidos graxos e colesterol, biossintese e hidrélise de fosfolipidios e constituintes de
membrana, constituintes de membranas celulares, metabolismo energético e sintese de
proteina quinase. Assim, a identificacdo desses haplétipos associados pode contribuir
para estudos adicionais para validar essas regides e prospectar genes candidatos que
seriam uteis para programas de melhoramento genético para melhorar a qualidade da
carne de bovino Nelore. No capitulo 3, o modelo utilizado para estimar componentes de
variancia, pardmetros genéticos e predizer os valores genémicos incluiu efeitos fixos de
grupo contemporéneo e idade ao abate como uma covariavel linear, e o efeito genético
aleatorio aditivo. A acuracia utilizando haplétipos variou de 0,07 a 0,31 e a utilizando
SNPs variou de 0,06 a 0,33. O coeficiente de regressdo usando os haplétipos variou de
0,07 a 0,74 e utilizando SNPs variou de 0,08 a 1,45. Apesar da precisao de predigdo nao
ter sido alta para ambas as abordagens, podemos considerar a utilizagdo da abordagem
SNP na selegdo gendmica, pois € um método computacional mais eficiente.
Palavras-chave: Bos indicus, marcadores genéticos, qualidade da carne, ssGBLUP



GENOME WIDE ASSOCIATION AND GENOMIC SELECTION FOR BEEF FATTY
ACIDS PROFILE USING HAPLOTYPES AS MARKERS IN NELORE BOVINE

ABSTRACT - The aim of this study were genome-wide association (GWAS) and
genomic prediction using haplotypes approach for fatty acid profile of intramuscular fat of
longissimus dorsi muscle in Nellore cattle. The investigated dataset contained records
from 963 Nellore bulls, finished in feedlot (90 days) and slaughter with about two years
old. Meat samples of Longissimus dorsi muscle, between the 12th and 13th ribs of the left
half-carcasses, were taken to measure the fatty acids (FAs). FAs were quantified by gas
chromatography (GC-2010 Plus - Shimadzu AOC 20i autoinjector) using SP-2560
capillary column (100 m x 0.25 mm diameter with 0.02 mm thickness, Supelco, Bellefonte,
PA). The animals were genotyped using the high-density SNP panel (BovineHD BeadChip
assay 777k, lllumina Inc., San Diego, CA). Those SNP markers with minor allele
frequency less than 0.05, call rate less than 90%, monomorphic, located on sex
chromosomes, and those with unknown position were removed from the analysis. After
genomic quality control, 469,981 SNPs and 892 animals were available for the analyses.
Missing genotypes were imputed and genotypes were phased to haplotypes using
FImpute software. Haplotype blocks were defined based on linkage disequilibrium using
HaploView software. In chapter 2, statistical analyzes incorporating the haplotype
information were performed using ASREML software implementing the REML method.
The model included fixed effects of the contemporary group (62 levels), haplotype (linear
regression in number of copies) and age at slaughter as a linear covariate. The p values
were adjusted by FDR method. Haplotypes significantly associated were selected at 10%
significance level. For the prospection of the genes, the NCBI database was used in the
UMD3.1 version of the bovine genome, the Ensembl Genome Browser and DAVID. There
were significantly (p <0.05), 4, 3, 5, 1, 6, 2 and 7 haplotypes associated with SFA, MUFA,
PUFA, PUFA/SFA ratio, n3, n6 and n6/n3 ratio, respectively. These significant haplotypes
harboring genes involved in lipid metabolism elongation factors and long-chain fatty acid
synthesis, reproductive hormone receptors, transport and use of fatty acids and
cholesterol biosynthesis and hydrolysis of phospholipids and constituents membrane, cell
membrane constituent , energetic metabolism and protein kinase synthesis. Thus, the
identification of these associated haplotypes may contribute to further studies to validate
these regions and prospect candidate genes that would be useful for breeding programs
to improve the quality of Nellore beef. In chapter 3, the model used to estimate variance
components, genetic parameters and predict the genomic values included fixed effects of
contemporary group and age at slaughter as a linear covariate, and the additive random
genetic effect. The accuracy using haplotype approach ranged from 0.07 to 0.31 and using
SNP approach ranged from 0.06 to 0.33. The regression coefficient using haplotype
approach ranged from 0.07 to 0.74 and using SNP approach ranged from 0.08 to 1.45.
Despite prediction accuracy was not high for both approach we can consider use SNP
approach in genomic selection because is more efficient computational.

Keywords: Bos indicus, genetic markers, meat quality, ssGBLUP



CAPIiTULO 1. CONSIDERAGOES GERAIS

1. INTRODUGCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial bovino do mundo com, 219,1
milhdes de cabecgas e com abate de 36,9 milhdes, aproximadamente, no ano de 2016
(ABIEC, 2018). Na produgao mundial de carne bovina, o Brasil esta na 2° posicdo com
9,1 milhdes de toneladas equivalente carcaga (tec), sendo antecedido apenas pelos
Estados Unidos com 11,5 milhdes de tec (ABIEC, 2018). Mesmo ocupando essa
importante posi¢gao econdmica, a pecuaria de corte brasileira vem sendo pressionada
a mostrar aumentos em sua eficiéncia produtiva, tais como a quantidade de carne
produzida com a qualidade exigida pelo mercado interno e externo.

A qualidade da carne, atualmente, tem sido exigida pelos consumidores tanto
do Brasil quanto do resto do mundo, em relagdo a maciez e a quantidade de gordura.
Esta gordura ou perfil de acidos graxos também vem sendo muito questionada em
relagdo a sua qualidade, devido a influéncia em relagdo a saude humana (Luchiari
Filho, 2006). Os acidos graxos sdo divididos em saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados.

Os acidos graxos saturados (AGS) n&o sao desejaveis em grande quantidade
na carne, pois aumentam os niveis séricos de colesterol e das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), ocasionando assim doencgas cardiovasculares (Katan et al., 1994).
Ja os acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e os acidos graxos poliinsaturados
(AGPI) sao considerados benéficos a saude, pois protegem o sistema cardiovascular
com baixos niveis de colesterol sérico e altos niveis de HDL (lipoproteinas de alta
densidade) (Pensel, 1998; Tapiero et al., 2002). O HDL é responsavel pelo transporte
reverso do colesterol, removendo o excesso deste nos tecidos periféricos depositados
pelo LDL e transportando-o para o figado, onde ele € metabolizado e eliminado do
organismo em forma de acidos e sais biliares (Hirata e Hirata, 2002).

Em bovinos de corte, existe variabilidade entre ragas para o perfil de acidos
graxos (De Smet et al., 2004; Aboujaoude et al., 2016), porém a mensuragdo da
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composi¢éo de acidos graxos, em um numero expressivo de animais para a predigéo
dos valores genéticos, ndo € viavel atualmente, devido ao custo relativamente alto
para a sua determinacgdo. A identificagdo de marcadores genéticos ou polimorfismos
em genes pode facilitar o melhoramento genético por meio da selegao assistida por
marcadores (Garrick, 2011).

O sequenciamento do genoma bovino trouxe a descoberta de milhares de
marcadores geneéticos do tipo polimorfismos de base unica (SNP). Com um maior
numero de marcadores genéticos (SNPs), aumenta-se a possibilidade de encontrar
marcadores em maiores niveis de desequilibrio de ligagéo (LD) e, consequentemente,
as chances de encontrar QTL devido ao mesmo estar em LD com estes marcadores
para caracteristicas produtivas. Neste sentido, estudos baseados na predigdo dos
valores genéticos dos animais a partir Das informag¢des gendmicas e na identificagéo
de genes que afetam as caracteristicas de importancia econémica, utilizando os
painéis de SNPs de alta densidade, tém sido implementados em varias espécies
(Goddard e Hayes, 2009). Porém, a utilizagdo dos SNPs, como marcadores em
estudos de associacao e selegdo genémica, pode trazer algumas limitagdées a longo
prazo, como a frequente necessidade da reestimacao dos efeitos dos SNPs como
consequéncia da recombinagao entre os marcadores individuais e os possiveis QTL
(Abdel-Shafy et al., 2014).

Neste sentido, a analise baseada em blocos de haplétipos (“haploblocks”) pode
identificar loci que n&do sdo captados por um unico marcador ou revelar o efeito
combinatdrio entre varios loci (Curtis et al., 2001; Cuyabano et al., 2014). Haplotipos
sdo a combinacdo de alelos em loci adjacentes, que fazem parte do mesmo
cromossomo e sdo transmitidos de forma conjunta, ele pode ser formado por um ou
varios alelos, ou até mesmo pelo cromossomo inteiro (Bansal et al., 2008). Um
haplétipo pode estar em forte (ou alto) desequilibrio de ligagédo (LD) com uma mutagéo
causal ou QTL do que um SNP e isso pode levar a identificacdo de um efeito aditivo
maior, se eles combinarem varias mutagées numa regido cromossOmica, 0 que
aumenta o poder de identificar o loco associado, mesmo se apresentar pequeno efeito
(Fallin e Schork, 2000; Bardel et al., 2005; Bickel et al., 2011; Cuyabano et al., 2014).
Assim, o tamanho e, portanto, o numero de blocos de haplétipos e sua diversidade

em termos de numero de alelos s&o fatores fundamentais que influenciam na
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demanda computacional, os resultados dos estudos de associagdo (GWAS) e a
acuracia de predicdo genébmica(Cuyabano et al., 2015).

Em func&o do limitado numero de estudos, e da influéncia do perfil de acidos
graxos sobre a palatabilidade da carne e na saude humana, é primordial desenvolver
trabalhos que utilizem informagdes gendmicas visando melhorar a composigao dos
acidos graxos presentes na carne de bovinos da raga Nelore. Além disto, é importante
implementar metodologias de selegdo que incluam informagdes genémicas para a
aplicagdo dos resultados nas condigdes de producdo de carne do Brasil,
particularmente, devido as diferengas tanto genéticas como ambientais (clima e
manejo) dos rebanhos em relagdo aos de outros paises de clima temperado, em que
essas informagdes gendmicas vém sendo obtidas e utilizadas nas avaliagdes
genéticas. Com o uso de informagdes de haplotipos nos estudos de associagéo
genbmica e selegdo gendbmica, as acuracias de predigcdo podem ser maiores do que
com o uso de marcadores individuais (SNPs) (Abdel-Shafy et al., 2014; Cuyabano et
al., 2014; Croiseau et al., 2014; Harris et al., 2014), e o potencial dos haplétipos para
identificar variagbes em caracteristicas economicamente importantes, torna-se um

fator importante para a predi¢gao dos valores genéticos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Perfil de acidos graxos da carne bovina

Os acidos graxos sao formados por cadeias de atomos de carbono que se ligam
a atomos de hidrogénio com um radical acido em uma de suas extremidades.
Dependendo do tipo das ligagdes entre os carbonos, os acidos graxos sao
classificados em: saturados (onde os carbonos apresentam ligagbes simples) ou
insaturados (com uma ou mais ligagdes duplas). No caso dos insaturados os numeros
de liga¢des duplas determinam se sdo monoinsaturados (apenas uma ligagao dupla)
ou poliinsaturados (com duas ou mais ligagdes duplas). O numero de carbonos e de
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insaturagcbes, a localizagdo das duplas ligagbes na cadeia carbbnica e sua
configuragdo geométrica determinam o papel e destino metabdlico dos acidos graxos.

Os o6leos e gorduras dos alimentos diferem fundamentalmente na proporgéao dos
diversos acidos graxos que os compdem. Atualmente, ha uma continua e crescente
preocupagao por parte da populagdo e dos 6rgaos de saude publica quanto ao
consumo excessivo de gorduras, especialmente as gorduras de origem animal, bem
como do tipo de gordura ou perfil de acidos graxos na carne, e seu impacto sobre a
saude do consumidor. Apesar de a carne bovina ser considerada um alimento
altamente nutritivo, sendo uma fonte importante de proteinas, micronutrientes e
vitaminas do complexo B, a mesma apresenta um alto teor de gordura com
composicao indesejavel, como alta porcentagem de acidos graxos saturados (AGS).
Os AGS predominantes na gordura de bovinos sdo os acidos Miristico (C14:0),
Palmitico (C16:0) e Estearico (C18:0) (Lawrie, 2005).

Os acidos graxos saturados (AGS) n&o sao desejaveis em grande quantidade
na carne, pois aumentam os niveis séricos de colesterol e das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), ocasionando assim doencgas cardiovasculares (Katan et al., 1994).
Dentre os trés AGS predominantes na gordura de bovinos, o Miristico € o acido graxo
que exige mais atencdo, uma vez que aumenta de 4 a 6 vezes a concentragao de
colesterol sérico em relagdo ao Palmitico (Mensink e Katan, 1992).

No entanto, os acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e os acidos graxos
poliinsaturados (AGPI) sdo considerados benéficos a saude, pois protegem o sistema
cardiovascular levando a baixos niveis de colesterol sérico e altos niveis de HDL
(lipoproteinas de alta densidade) (Pensel, 1998; Tapiero et al., 2002). O HDL é
responsavel pelo transporte reverso do colesterol, removendo o excesso deste nos
tecidos periféricos depositados pelo LDL e transportando-o para o figado, onde ele é
metabolizado e eliminado do organismo em forma de acidos e sais biliares (Hirata e
Hirata, 2002).

O tecido gorduroso de ruminantes € uma fonte natural de acidos graxos
poliinsaturados como os isémeros de acido linoléico conjugado (CLA) cis 9, trans 11
(French et al., 2000), os quais s&o sintetizados no rumen como consequéncia do
processo de biohidrogenagdo de acidos graxos realizado pelos microrganismos
(Tamminga e Doreau, 1991). O CLA possui efeitos favoraveis a saude humana,
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aumentando a atividade imunoestimuladora, antimutagénica e antioxidante (lp, 1997).
Além disto, os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) presentes na gordura de bovinos,
como os acidos linoleico (C18:2 n-6) e linolénico (C18:3 n-3), e monoinsaturados
(AGMI), como o acido oleico (C18:1 n-9), oferecem protecdo ao sistema
cardiovascular, uma vez que o consumo balanceado dos mesmos esta associados a
reducdo nos niveis séricos de colesterol e aumento nas lipoproteinas de alta
densidade (HDL) (Pensel, 1998; Tapiero et al., 2002).

Por muitos anos, a composigado de acidos graxos em animais destinados a
producao de carne tem recebido consideravel interesse devido as suas implicagdes
na saude humana e nas caracteristicas associadas a de qualidade da carne (Xie et
al., 1996; Wood et al., 1999; Gandemer, 1999). Como a maioria das caracteristicas de
interesse econbmico na produgcdo animal, a composicdo de acidos graxos €
influenciada por fatores ambientais e genéticos. Varios estudos tém comprovado
grandes mudangas na composi¢ao de acidos graxos por alteragdes provocadas nas
estratégias de alimentacéo, principalmente em animais monogastricos (Nurnberg et
al., 1998; Jakobsen, 1999; Demeyer e Doreau, 1999) mas também em ruminantes
(Wood et al., 2003). No entanto, os fatores genéticos que afetam a composi¢cao dos
acidos graxos em bovinos tem sido menos investigados, apesar de varios estudos
relatarem diferencas entre ragcas para a composi¢céo de acidos graxos (Gillis et al.,
1973; Mills et al. 1992; Huerta-Leidenz et al., 1993, 1996; Siebert et al., 1996; Rule et
al., 1997; Malau-Aduli et al., 1997, 1998; Pitchford et al., 2002; Metz et al., 2009).
Apesar das diferengas existentes entre ragas para a composi¢ao de acidos graxos, as
mesmas sao muitas vezes confundidas por diferengas na deposi¢cdo de gordura ou
diferengas em precocidade entre as ragas (De Smet et al., 2004).

A maioria dos estudos realizados sobre a composigéo do perfil de acidos graxos
€ com ragas europeias (Bos taurus), sendo poucos os realizados com ragas zebuinas
(Bos indicus) e em clima tropical. Huerta-Leidenz et al. (1993 e 1996) e Perry et al.
(1998) comparando a composi¢éo do tecido adiposo de Bos taurus e Bos indicus nos
EUA e Australia, relataram que os zebuinos possuem menos acidos graxos saturados
do que os taurinos. No Brasil, Prado et al. (2003) n&do observaram diferengas na
propor¢ao de acidos graxos saturados, acidos graxos monoinsaturados e acidos

graxos poliinsaturados da gordura intramuscular do musculo Longissimus de bovinos
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Bos indicus e bovinos mesticos Bos indicus vs. Bos taurus terminados a pasto. Ja
Rossato et al. (2010), destacaram que a carne de animais da ragca Nelore é
nutricionalmente mais saudavel em comparacdo com a carne de animais da raga
Angus, pois apresenta menores percentuais de colesterol. Recentemente, Feitosa et
al. (2016), encontrou em maiores proporgdes os acidos graxos oleico, palmitico e
estearico (30.64%, 20,9% e 13,6%, respectivamente) em animais da raca Nelore,
ressaltando que o acido graxo oleico € benéfico a saude humana, uma vez que ele

aumenta os niveis de HDL no sangue.

2.2. Variabilidade genética para o perfil de acidos graxos da carne

A fim de produzir produtos de carneos que satisfacam a demanda dos
consumidores, os pecuaristas devem utilizar os recursos disponiveis no sistema de
producdo para a producdo de carne. Portanto, informagcdes sobre as diferencas
genéticas entre ragas e parametros genéticos para desenvolver programas de
melhoramento genético s&o essenciais. Assim, as estimativas de herdabilidade e
correlagdes genéticas e fenotipicas s&o atributos fundamentais. Diferengcas entre
ragas puras e cruzas influenciam a composigéo de acidos graxos da carne bovina tem
sido extensamente avaliadas sobre diferentes sistemas de produgdo. Em contraste,
estudos informando parametros genéticos (herdabilidade e correlagbes genéticas)
para o perfil de acidos graxos sdo abundantes para animais monogastricos,
particularmente em suinos, entretanto, em bovinos ainda sdo escassos ou 0 numero
de dados empregados é limitado.

O componente genético tem um papel importante, no que diz respeito a
deposicao de gordura. Neste sentido, as racas Preta Japonesa (Wagyu) e Belgian
Blue s&o dois exemplos opostos sobre o desenvolvimento de gordura intramuscular.
O tipo racial esta entre os principais fatores que afetam a composicdo dos acidos
graxos, considerando as diferengcas na deposicdo de gordura entre ragcas e sua
relagdo com a proporgédo de TAG com os fosfolipideos (Raes et al., 2001; Aldai et al.,

2006). Varios estudos demonstraram que os tecidos adiposos de Bos indicus s&o
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menos saturados, quando comparados ao Bos taurus (Huerta-Leidenz et al., 1996;
Perry et al., 1998; Rossato et al., 2010). Nesse sentido, Rossato et al. (2010)
descreveram que a carne de bovinos Nelore € nutricionalmente mais saudavel,
comparado com a carne de bovinos Angus, uma vez que tem percentuais mais baixos
de colesterol e maiores quantidades de acidos graxos 6mega 3. Bressan et al. (2011)
mostraram que o sistema de produg¢ao tem uma influéncia importante no perfil de acido
graxos da carne bovino quando compararam bovinos Bos taurus e Bos indicus. Os
animais de Bos taurus apresentaram menor percentagem SFA e maior de MUFA, em
relagdo a Bos indicus, quando foram terminados em confinamento. De acordo com
esses autores, bovinos Bos taurus tiveram maior capacidade de dessaturacdo dos
SFA, quando os animais foram terminados em sistemas de confinamento.

As diferencas raciais refletem em diferengas no metabolismo de acidos graxos,
na expressado génica ou na atividade enzimatica (Scollan et al., 2006; Barton et al.,
2007). De fato, as enzimas A% A® e A® dessaturases, elongases, SREBP-1c e leptina
foram consideradas como os fatores genéticos mais importantes associados a
deposigao de acidos graxos na gordura da carcacga.

Os niveis de expressado da enzima A° dessaturase estdo associados com o
conteudo de MUFA, no musculo dos ruminantes, bem como com os niveis de CLA,
pois convertem C18:1t11 em c9, t11, o maior isbmero de CLA em gorduras de
ruminantes (Lourenco, 2007). Novilhos da raga Holstein alimentados com silagem de
capim formaram mais acido docosahexaenoico (DHA) em fosfolipideos, a partir do
abastecimento de precursores (18:3 n-3) em comparagdo com novilhos da raga
Angus, uma vez que a atividade ou express&o das enzimas AS e A® dessaturase foi
mais alta na raga Holstein (Warren et al., 2008). A atividade de ambas as enzimas,
bem como o fornecimento de precursores, determinara a extensao desses processos
e as proporgdes de PUFA de cadeia longa na gordura intramuscular (De Smet et al.,
2004; Scollan et al. , 2006).

Em bovinos de corte existe um numero consideravel de informacéo no que se
diz respeito a variabilidade existente entre ragas para o perfil de acidos graxos,
contudo, estimativas de parédmetros genéticos ou da magnitude da variabilidade
genética dentro de ragas para a composi¢cdo de acidos graxos sao escassas na
literatura. A disponibilidade de parametros genéticos € essencial para identificar a
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possibilidade de melhoramento genético da composigao dos acidos graxos na carne
em bovinos. Neste sentido, Pitchford et al. (2002) quantificaram o perfil de acidos
graxos de 1.215 novilhas e novilhos cruza (Hereford x Jersey, Wagyu, Angus,
Hereford, South Devon, Limousin, e Belgian Blue). As estimativas de herdabilidade
para a concentragdo de acidos graxos individuais foram obtidas utilizando o método
de maxima verossimilhanga restrita (REML) e variaram de 0,14 a 0,21. Para a
percentagem de SFA, MUFA, indices de dessaturagao (100[(18:1n-9)/(18:0 + 18:1n-
9)]) e alongamento (100[(18:0+18:1n-9)/(16:0+16:1+18:0 + 18:1n-9)]) as estimativas
de herdabilidade foram 0,27, 0,17, 0,18 e 0,16, respectivamente. Apesar do erro
padrao das estimativas de correlagdes genéticas entre os acidos graxos ter sido alto
(0,20), as estimativas de correlagdes genéticas entre os SFA e MUFA, e entre acidos
graxos individuais e os indices de dessaturagéo variaram de 0,39 a - 0,75, de 0,55 a
- 0,94, e de 0,18 a - 0,79, respectivamente.

Posteriormente, Tait et al. (2007) estimaram parédmetros genéticos, aplicando
um modelo touro, para o perfil de acidos graxos no musculo Longissimus e
expressaram a concentragcdo de acidos graxos da carne como a concentragdo de
acidos graxos no tecido lipidico ou na carne, em 915 bovinos da raga Angus. As
estimativas de herdabilidade para os acidos graxos individuais expressando a
concentragédo de acidos graxos, tanto na carne como no tecido lipidico, variaram de
0,06 a 0,27, e de 0,20 a 0,49, respectivamente. As estimativas de herdabilidade para
os indices de dessaturagdo (16:1/16:0; 18:1/18:0 e 16:1+18:1/16:0 +18:0) e
alongamento (16/14 e 18/16) foram invariantes a forma de expressar a concentragéo
dos acidos graxos e variaram de 0,24 a 0,40, e de 0,29 a 0,34, respectivamente. De
acordo com os autores, a variabilidade genética do perfil de acidos graxos foi maior
guando a concentracao foi avaliada em relacéo ao tecido adiposo.

Malau-Aduli et al. (2000) estimaram parametros genéticos para o perfil de
acidos graxos na carne de bovinos de duas idades, ao desmama (324 animais), e pré-
abate (310 animais). Os animais eram progénies, resultado do cruzamento de fémeas
da raga Hereford com machos das ragas Angus, Belgian Blue, Hereford, Jersey,
Limousin, Devon do Sul e Wagyu. Na desmama, as estimativas de herdabilidade para
os acidos graxos individuais, SFA, MUFA e PUFA, bem como os indices de
dessaturagédo e alongamento foram baixas a moderadas, variando de 0,03 a 0,31.
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Contudo, ao abate, as estimativas de herdabilidade para o mesmo grupo de
caracteristicas foram levemente maiores, variando de 0,02 a 0,44. As estimativas de
correlagdes genéticas entre o conteudo de acidos graxos individuais, MUFA e PUFA,
bem como para os indices de dessaturagcdo e alongamento foram altas e positivas,
variando de 0,67 a 0,88. As estimativas de correlagcdes fenotipicas foram menores em
relagdo as correlagdes genéticas. De acordo com os autores, MUFA, que sé&o
altamente desejaveis na dieta humana, em vista da sua capacidade para reduzir o
colesterol sérico, apresentam variabilidade genética suficiente para responder a
selecao.

Também, Nogi et al. (2011) utilizaram um numero expressivo de novilhos e
novilhas (2.275) de raca Preta Japonesa e estimaram paréametros genéticos para o
perfil de acidos graxos no musculo Longissimus. As estimativas de herdabilidade para
os acidos acidos graxos individuais variaram amplamente, de 0,00 a 0,78. Para os
acidos graxos C18:3 e C20:0, os autores obtiveram estimativas de herdabilidade
préximas de zero. Ja, as estimativas de herdabilidade para MUFA, SFA e PUFA foram
0,68, 0,66, e 0,47, respectivamente. Ja Inoue et al. (2011), trabalharam com 863
novilhos também da raca Preta Japonesa e estimaram parametros genéticos para o
perfil FA no musculo Trapezius. As estimativas de herdabilidade, obtidas em analises
uni e bi-caracteristica sobre modelo animal, para os acidos graxos individuais (0,34 a
0,82), MUFA (0,66), relagao SFA:MUFA (0,75) e o indice de elongagao (0,67) foram
altas. O C18:2 apresentou a menor estimativa de herdabilidade (0,34). Os autores
sugeriram que para aprimorar a qualidade da carne uma estratégia apropriada seria
utilizar as relagdes de SFA:MUFA como critério de selegao.

As estimativas de herdabilidade para o perfil de acidos graxos da carne nestes
estudos tem sido diferentes em magnitude, como consequéncia, provavelmente, de
diferengas nas populagdes e estrutura de dados utilizados, métodos de estimacao
aplicados, musculo e etc. Além disto, quando se comparam estimativas obtidas em
varias ragas, diferencas na atividade das enzimas relacionadas com a dessaturagao
dos FA podem influenciar a variabilidade genética estimada (Inoue et al., 2011). Neste
sentido, Abe et al. (2009) detectaram diferenga na frequéncia do gene FASN, que
afeta a composicéo de acidos graxos da carne. Contudo, € claro que a selegdo para
melhorar a qualidade da carne na diferentes ragas consideradas é plausivel. Além
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disto, existe uma certa coeréncia nos resultados obtidos nos diferentes estudos (Tait
et al., 2007; Inoue et al., 2011; Nogi et al., 2011), uma vez que as estimativas de
herdabilidade mais altas de quatro acidos graxos foram para oleico, palmitoleico,
miristico e palmitico.

Recentemente, Cesar et al. (2014) estimaram parametros genéticos para o
perfil de acidos graxos da gordura intramuscular do musculo Longissimus dorsi em
386 bovinos da raga Nelore. Os autores descreveram que as estimativas de
herdabilidade foram baixas (<0,10) para laurico, palmitico, cis-vaccenico,
octadecenoico, CLA (C18:2 c9 t11), eicosandico , eicosatriendico, araquiddnico, e
eicosapentaenoico, estimativas moderadas (até 0,29) para miristico, miristoleico,
palmitoleic, margarico, heptadecenoico, estearico, oleico, octadecenoico, linoleico,
octadecenoico, a-linolénico, y-linolénico, docosapentaenoico, docosa-hexaenoico,
SFA, MUFA, PUFA, dmega 3, 6mega 6 e relagdo 6mega 6: dmega 3. Portanto, esses
resultados sugerem que é possivel alterar a composigdo lipidica da gordura
intramuscular em bovinos, por meio de estratégias como seleg¢do. Esta informacgéo é
importante para os programas de melhoramento que visam melhorar a composi¢cao

de acidos graxos na carne de bovinos.

2.3. Marcadores genéticos associados com o perfil de acidos graxos da carne

Um dos primeiros estudos de associacéo de QTL para o perfil de acidos graxos
da carne na gordura subcutanea foi desenvolvido por Morris et al. (2007), em bovinos
cruzados Jersey x Limousin. Ao utilizar uma analise de equilibrio de ligagdo baseado
em marcadores microssatélites, um QTL com efeitos significativos para a
concentragéo de acido miristico foi identificado no BA19. O gene FASN esta localizado
no BTA 19 e os autores concluiram que o QTL identificado constitui uma regido
candidata. Posteriormente, Zhang et al. (2008) avaliaram varios SNPs localizados no
gene FASN e identificaram associagdes significativas com o acido palmitico e miristico
no musculo Longissimus dorsi. Os resultados observados pelos autores foram

atribuidos a uma possivel mutagdo, com efeito sobre a sintese de novo de acidos
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graxos de diferente comprimento, aumentando a sintese de acido miristico, ao invés
do acido palmitico, que é o produto final da reac&o catalisada pelo gene FASN (Zhang
et al., 2008). Além disso, Abe et al. (2009) identificaram mutagdes (FASN:
g9.16024A>G e FASN:g.16039T>C) no exon 34 do gene FASN associadas com o perfil
de acidos graxos. Estas mutagdes estdo associadas com mudangas nos aminoacidos.
Foram também descritas associagdes significativas entre haplétipos presentes no
gene FASN com o perfil de acidos graxos na gordura subcutanea e no musculo
Longissimus dorsi (Zhang et al., 2008). Zembayashi et al. (1995) também relataram
associagodes significativas entre SNPs presentes no gene FASN com o acido oleico,
na gordura intramuscular no musculo Longissimus dorsi, em bovinos da raga Preta
Japonesa. De acordo com estes autores, os marcadores FASN:g.17924A>G,
FASN:g.16024A>G e FASN:g.16039A>G podem ser utilizados para aumentar a
concentracdo de acido oleico na carne. Em uma comparagao das frequéncias dos
haplétipos no gene FASN entre as ragas Preta Japonesa, Holstein, Angus e Hereford
verificou-se a presenga dos mesmos haplétipos (AT e GC) em todas as ragas citadas
(Abe et al., 2009). O cruzamento entre ragas que contém predominantemente o
haplétipo GC do gene FASN com bovinos da raga Preta Japonesa produz um aumento
do haplétipo AT em animais cruzados, aumentando a concentragao de acidos graxos
oleico e MUFA. Desta forma, os polimorfismos do FASN podem ser uma estratégia
usada no controle das concentragdes de acidos graxos miristico, palmitico, oleico e
MUFA na carne de bovinos.

Ao trabalhar com bovinos da raga Preta Japonesa (n=2.390) de 38 fazendas,
Matsuhashi et al. (2011) avaliaram os efeitos independentes e epistaticos de 5
polimorfismos (4 SNP e 1 insergéo / delegéo (ins / del)) em 4 genes relacionados ao
metabolismo lipidico (3 genes de sintese de acidos graxos (FASN, SCD, SREBP1) e
GH) na composicdo de acidos graxos do musculo Longissimus thoracis. O
polimorfismo A293V do gene SCD teve o maior efeito sobre o acido miristico, acido
miristoleico, acido estearico, acido oleico e MUFA. Os polimorfismos nos genes FASN,
SCD e SREBP1 nao apresentaram efeito sobre nenhum dos acidos graxos da carne.
N&o houve efeitos epistaticos significativos na composigédo de acidos graxos entre os
trés genes (FASN, SCD e SREBP1) envolvidos na sintese de acidos graxos.
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Dunner et al. (2013) avaliaram 389 polimorfismos de SNPs localizados em 206
genes candidatos envolvidos na adipogénese, metabolismo lipidico e homeostase
energética para os efeitos sobre a composigéo lipidica muscular em 15 ragas bovinas
européias. Os autores identificaram um total de 16 genes com efeitos significativos
sobre os acidos graxos, entre estes, os CFL1 e MYOZ1 apresentaram grandes efeitos
sobre a relagdo C18:2/18:3, CRI1 sobre o C22: 4 n-6, MMP1 sobre o acido docosa-
hexaenoico (22:6 n-3) e CLA, PLTP na relagdo de acidos graxos 6mega 6: 6mega 3.
Além disso, os efeitos dos genes DGAT1, IGF2R e IGFBP3 no conteudo de acidos
graxos da gordura intramuscular muscular e, consequentemente, na palatabilidade da
carne, confirmam as associagbes descritas anteriormente para esses genes. De
acordo com os autores, os resultados fornecem informacdes valiosas para elucidar as
complexas redes de genes subjacentes a composi¢cado dos acidos graxos em bovinos
e compreender os fatores que influenciam os aspectos sensoriais da carne. Ainda,
Yeon et al. (2013) realizaram estudos para identificar variantes genéticas FASN e
associagdo com a composi¢cdo de acidos graxos, em bovinos Hanwoo. Os autores
observaram seis variantes genéticas localizadas nos éxons 20, 24, 32, 34 e 39 e
concluiram que os SNPs localizados em regides codificadoras (exons 20, 32 e 39) de

FASN apresentam associagao significativa com a composi¢céo dos acidos graxos.

2.4. Aplicacao de dados genémicos para o melhoramento do perfil de acidos

graxos da carne

Com o desenvolvimento de milhares de marcadores do tipo SNP que cobrem
com maior abrangéncia o genoma bovino, maiores niveis de desequilibrio de ligacéo
entre os marcadores e entre os marcadores com os QTL sao obtidos e,
consequentemente, as chances de encontrar marcadores associados as
caracteristicas produtivas nos animais. Como consequéncia, a utilizacdo de
informacgdes gendmicas para a predicdo dos valores genéticos das caracteristicas de
importancia econdmica pode contribuir na melhoria da qualidade de carne.

Com a aplicagdo de selegdo genbmica, os custos de produgédo poderao ser
reduzidos consideravelmente, sobretudo para caracteristicas que dependem de testes
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de progénie para sua avaliagdo genética, uma vez que diminuira o intervalo de
geragéao e incrementara a acuracia de selegdo, sobretudo a idades jovens (Schaeffer,
2006). Normalmente, na estimacao dos valores genémicos é utilizada uma populagéo
de referéncia, na qual os animais possuem registros fenotipicos de caracteristicas e
informacgdes genotipicas (Calus e Veerkamp, 2007). Posteriormente, as estimativas
dos efeitos dos marcadores s&o utilizadas para predizer os valores genémicos de
animais de outra populagdo (por exemplo, candidatos a selecdo) com informagéo
genotipica, mas que n&o possuem dados fenotipicos (Meuwissen et al., 2001;
Goddard e Hayes, 2009).

A acuracia de predigao dos valores gendmicos é condicionada a quantidade de
informacéao fenotipica na populagdo de referéncia, densidade e tipo de marcadores
utilizados (SNPs ou haplétipos), herdabilidade da caracteristica e metodologia
utilizada para a estimacgéao dos efeitos dos marcadores (Meuwissen et al., 2001; Muir,
2007; Solberg et al., 2008; Hassen et al., 2009; Bolormaa et al., 2013). Varias
metodologias tém sido propostas para a estimacao dos efeitos dos marcadores, como
“ridge regression” (Whittaker et al., 2000), Best Linear Unbiased Predictor (BLUP)
(Meuwissen et al., 2001) e inferéncia Bayesiana, utilizando varios tipos de
distribuicbes a priori para os efeitos e variancias dos QTL (Meuwissen et al., 2001; Xu,
2003; Yi e Xu, 2008).

A partir de resultados de simulagdo, os modelos hierarquicos ou bayesianos
resultaram em maiores acuracias na estimacéo dos efeitos dos QTL (Zhang et al.,
2011). Hayes et al. (2010) demonstrou que a metodologia e distribuicdo mais
adequada para a estimacgao dos efeitos dos QTL € condicionada a caracteristica que
esta sendo considerada, uma vez que o numero de QTL assim como a propor¢ao da
variancia genética que é explicada pelos marcadores varia em fungdo da
caracteristica.

Varios pesquisadores descreveram que o acidos graxos na carne de bovinos
apresenta variagao genética para responder a selegéo (Inoue et al., 2011; Nogi et al.,
2011, Wu et al., 2012; Yeon et al., 2013). Entretanto, devido a dificuldade e alto custo
para obtencédo de medidas fenotipicas do perfil de acidos graxos, provavelmente, tem
sido limitada a sua implementagdo em programas de melhoramento genético. A

identificacdo de regides do genoma responsaveis por variagado genética do perfil de
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acidos graxos da carne devera contribuir para a compreenséo da sintese de acidos
graxos da carne, bem como aumentar as oportunidades para melhorar a composi¢céo
da gordura na carne, por meio de selecdo gendmica (Bouwman et al., 2011).

Neste sentido, Uemoto et al. (2010) identificaram 32 SNPs localizados no
cromossomo 19, associados a quantidade de acido oleico na gordura intramuscular
do musculo Trapezius em bovinos da raca Preta Japonesa. O conteudo de acido
oleico esta positivamente correlacionado com a qualidade sensorial da carne (Melton
et al., 1982). No estudo de Uemoto et al. (2010), os autores usaram o painel lllumina
BovineSNP50 BeadChip e genotiparam apenas 160 bovinos (80 animais com valores
mais elevados e 80 animais com valores mais baixos de acido oleico) selecionados
de 3.356 animais com base no feno6tipo corrigido.

Reecy et al. (2010) genotiparam 2.285 touros da raga Angus com o painel
lllumina BovineSNP50 BeadChip para identificar regides gendmicas associadas com
a concentracdo de acidos graxos da carne. Os efeitos de SNPs sobre cada acido
foram estimados usando o modelo BayesC, considerando a probabilidade de um SNP
nao influenciar a caracteristica (1) = 0,90. Desta, dependendo do &acido graxo
considerado na analise, 2,3% a 48,5% da varidncia observada pode ser explicada
pelos marcadores genéticos. Segundo os autores, os acidos graxos de cadeia longa
sdo caracteristicas de baixa herdabilidade, com uma baixa proporgdo de variancia
explicada pelos marcadores, em relagdo aqueles de cadeia curta. Os autores
concluiram que uma grande propor¢ao de variagdo na composi¢ao de acidos graxos
esta associada a um numero relativamente baixo de SNPs.

O primeiro estudo de associagdo ampla do genoma para o perfil de acidos
graxos da gordura intramuscular em bovinos da raga Nelore (Bos indicus) foi realizado
por Cesar et al. (2014). Os autores genotiparam 386 touros Nelore usando o painel
BovineHD BeadChip (770 k) e usaram o modelo Bayes B para identificar regides
gendmicas e genes candidatos associados com a composi¢cédo de acidos graxos em
Nelore. Os autores encontraram oito regides genémicas (janelas de 1 Mb) para os
acidos saturados que explicaram mais de 1% da variagao genotipica para os acidos
laurico, miristico, palmitico e estearico. Dez regides genémicas para MUFA, como
palmitoleico, miristoleico, oleico e vacénico. Para os PUFA, nove regiées gendmicas

qgue relacionam linoleico, a-linolénico, linolénico, eicosatriendico, eicosapentaendico e
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docosapentaenoico. Os autores concluiram que a composigdo da gordura
intramuscular € afetada por muitos loci, com pequenos efeitos e a identificagcdo de
regides gendmicas associadas a composigao de acidos graxos da carne pode levar a
selecédo para melhorar a nutricdo e a saude humana. Além disso, a identificacdo de
tais regidbes e os respectivos genes candidatos contribuem para melhorar o
conhecimento genético do perfil de acidos graxos de bovinos Nelore e melhorar a
selecao de tais caracteristicas para favorecer a saude humana.

Ainda s&o limitados os trabalhos de selegdo gendmica para o perfil de acidos
graxos em bovinos (Saatchi et al., 2013; Chen et al., 2015; Onogi et al., 2015). Neste
sentido, trabalhando com uma populagéo de bovinos Angus, Saatchi et al. (2013)
realizaram estudos de associagdo e selecdo gendmica ampla para determinar a
extensao em que os marcadores moleculares poderiam ser responsaveis por variagao
em composi¢cdo de acidos graxos no musculo esquelético e identificar as regides
gendmicas associadas a essa variagdo. Os autores trabalharam com um painel de
54K, tendo verificado que até 54% da variagdo na composi¢cédo dos acidos graxos da
carne era explicada pelos marcadores do tipo SNP e a acuracia na predi¢ao do valor
gendmico genético direto variou de -0.06 a 0.57.

Por conseguinte, Chen et al. (2015) realizaram estudos de associagdo e
predigdo gendmica, visando avaliar a acuracia de predicdo gendémica na composi¢cao
de acidos graxos da carne, usando os métodos GBLUP e bayesianos. Os autores
trabalharam com bovinos de racas taurinas e seus cruzamentos e concluiram que a
composicado de acidos graxos na carne bovina é influenciada por alguns genes de
efeito maior e muitos genes de efeito menor, existindo potencial de predizer o valor
gendmico da composigao de acidos graxos em bovinos de corte, com moderada a alta
acuracia para acidos graxos que apresentam estimativa de herdabilidade moderada a
alta. Ademais, Onogi et al. (2015) avaliaram a habilidade preditiva do método passo
unico genémico BLUP (ssGBLUP) na composi¢cao de acidos graxos da carne de
bovinos da racga preta Japonesa, com fenétipo de 3088 animais, dos quais 952 machos
foram genotipados. Na referida avaliagdo, a acuracia de predi¢cdo foi maior para o
meétodo ssGBLUP, em relacdo ao BLUP, para todas as caracteristicas, sendo que, em

uma avaliagdo empirica, os ganhos em acuracia do método ssGBLUP em relagao ao
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BLUP aumentaram a medida que o desvio dos valores fenotipicos dos animais
aumentou.

Contudo, ainda s&o limitados os trabalhos de selecdo genémica para o perfil
de acidos graxos em bovinos (Saatchi et al., 2013; Chen et al., 2015; Onogi et al.,
2015). Além disso, a divergéncia entre estudos, sugere-se que a diferenga dentro os
meétodos se deve a arquitetura genética da caracteristica, ou seja, a acuracia tende a
aumentar na medida que o modelo se ajusta a arquitetura genética da caracteristica
(Lund et al., 2009). Para as caracteristicas que s&do afetadas por poucos genes de
moderado a grande efeito, melhores resultados podem ser alcangados com os
métodos bayesianos (Neves et al., 2014). Para caracteristicas que sdo controladas
por muitos pares genes com pequenos efeitos, o método SNP-BLUP apresenta a
melhor habilidade de predig&o (Clark et al., 2011).

2.5. Predicao dos valores genémicos para perfil de acidos graxos

A obtencdo das predicbes de valores genéticos é geralmente baseada na
metodologia dos modelos mistos, que permite a inclusdo de dados genealdgicos e
fenotipicos do animal e seus parentes para obter predi¢cdes lineares ndo viesadas
(BLUP) do valor genético dos individuos (Henderson, 1975). A inclus&do de dados
fornecidos pelos marcadores moleculares, cobrindo todo genoma no processo de
predicdo do mérito genético, além dos dados fenotipicos e genealdgicos, na selegéo
gendmica (Meuwissen et al., 2001), permite um aumento na acuracia dos valores
genéticos estimados (Goddard e Hayes, 2009).

A predicdo do valor gendbmico pode envolver multiplos passos (multi-step)
(Vanraden, 2008; Hayes et al., 2009) ou passo unico genémico BLUP (ssGBLUP)
(Aguilar et al., 2010; Chen et al., 2011). Para predizer os valores genémicos por multi-
step, os valores genéticos que serao utilizados como pseudo-fendtipos sao estimados
pelo melhor preditor linear ndo viesado (BLUP), o qual considera a matriz de
parentesco baseada apenas no pedigree. Em seguida, estes pseudo-fenétipos séo

utilizados em modelo de predicdo gendmica para estimar os efeitos dos marcadores



17

na populagao de referéncia, nesse caso, todos os animais devem estar genotipados
e, por ultimo, predizer os valores gendmicos por um indice de selegao (Hayes et al.,
2009) que é formado por uma média da habilidade de transmissao genética gerada a
partir das informacdes dos passos anteriores. As ponderagdes do indice sao
realizadas com base na herdabilidade e acuracia das caracteristicas analisadas
(Misztal et al., 2009).

Os efeitos dos marcadores podem ser estimados com diferentes
pressuposi¢cdes, quanto a sua distribuicdo, com distribuicdo normal e variancia
homogénea para todos os SNPs no método SNP-BLUP, variancia heterogénea para
os efeitos dos SNPs no método BayesA, parte dos SNPs, sem efeito com
probabilidade 1T e uma fraccao de efeito com probabilidade 1-1 com variancia
heterogénea no método BayesB (Meuwissen et al., 2001); parte dos SNPs sem efeito
com probabilidade 1T e uma fraccdo de efeito com probabilidade 1-11 com variancia
homogénea no método BayesC; com 1 fixo no caso do BayesCrr (Habier et al., 2011)
e exponencial dupla no método Bayesian Lasso (Park e Casella, 2008). As etapas do
metodo multi-step dependem de muitos parametros e suposi¢des, os quais sao
extremamente dificeis de verificar, sobretudo na sele¢gdo de animais. Os principais
problemas estéo relacionados a ma qualidade e definicdo dos pseudo-fendtipos, por
exemplo, para animais com pequeno numero de progénies, como acontece em alguns
casos de bovinos de corte.

Assim, quando apenas uma parcela da populagéo for genotipada, pode-se
utilizar o método ssGBLUP(Aguilar et al., 2010), o qual apresenta vantagens por ser
de facil aplicagdo, pois permite considerar simultaneamente as informagdes
fenotipicas dos animais genotipados e n&do genotipados. Esse método também é
adequado para analises multicaracteristica e permite a predicdo indireta de valores
genéticos em animais jovens através dos efeitos dos SNPs com acuracia de uma

avaliacdo completa (Chen et al., 2011; Lourencgo et al., 2014).

2.6. Haplétipos
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Haplotipos sdo variagdes genéticas transmitidas em blocos ndo recombinantes,
sendo que sua existéncia revela um estado de desequilibrio de ligagao entre variantes
alélicas de regibes cromossdmicas fortemente ligadas (Boopathi, 2013). O
desequilibrio de ligagao refere-se a associagao nao aleatoria de alelos em dois locos
resultando em maior frequéncia de certos haplétipos no loco do que o esperado ao
acaso (Bohmanova et al., 2010).

Um haplétipo pode estar em desequilibrio de ligagao (LD) mais elevado com a
mutacdo causal do que o SNP e isso pode levar a identificagdo de um efeito aditivo
maior, se eles combinarem varias mutagées numa regido cromossOmica, o que
aumenta o poder de identificar o loci, mesmo se tiverem pequenos efeitos (Fallin e
Schork, 2000; Bickel et al., 2011). Do mesmo modo que o hapldtipo pode estar em LD
com o QTL e o SNP nao, devido as frequéncias serem diferentes do SNP e QTL,
sendo que os hapldétipos tem uma maior possibilidade de detectar QTLs com baixa
frequéncia (Lorenz et al., 2010; Boleckova et al., 2012; Cuyabano et al., 2014) e os
SNPs capturam uma informagé&o genética limitada (Tang et al., 2009; Guo et al., 2009;
Wu et al.,, 2014). Além disso, haplotipos podem capturar possiveis interagdes
epistaticas entre SNPs de um mesmo loco (Clark, 2004; Bardel et al., 2005).

O tamanho, o numero de blocos de haplétipos e sua diversidade em termos de
quantidade de alelos e suas frequéncias sao fatores fundamentais que influenciam a
demanda computacional, os resultados dos estudos de associagdo (GWAS) e a
acuracia de predigao gendmica (Hayes et al., 2007; Cuyabano et al., 2014; Cuyabano
et al., 2015; Hess et al., 2017).

Existem evidéncias que o uso de dados de painéis de SNP de alta densidade
para formar blocos de haplotipos para uma analise genémica, pode melhorar a
acuracia de predicdo (Croiseau et al., 2014; Sun et al. 2014). Se a densidade do painel
de marcador SNP é suficiente para produzir blocos de hapldétipos que estdo em LD
com os alelos de QTL, uma maior propor¢ao da variancia genética vai ser explicada
pelos blocos de hapldtipos (Croiseau et al., 2014). Uma série de fatores pode,
potencialmente, resultar em acuracias inferiores: pequena populacéo de treinamento;
baixos niveis de LD entre marcadores SNP e QTL, fazendo a suposi¢cédo implicita de

homogeneidade do tamanho do QTL e do marcador SNP e; efeito do marcador.
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Modelos de predicdo gendmica que utilizam blocos de haplétipos baseada em
painéis de SNP de alta densidade e a inclusdo de um grande numero de animais nas
populacdes de treinamento podem melhorar as acuracias de predigao (Harris et al.,
2014; Cuyabano et al., 2015). Cuyabano et al. (2014), comparando a capacidade
preditiva dos modelos usando SNPs individuais e blocos de haplétipos concluiram que
os haplétipos podem melhorar a acuracia de predi¢cao, sendo potenciais preditores de
caracteristicas complexas. Do mesmo modo, Abdel-Shafy et al., (2014) ao realizar
uma associagado gendmica (GWAS) tanto pelo método de marcador individual (SNP)
quanto pelo método utilizando informagdes de haplétipos, chegaram a concluséo que
o GWAS utilizando haplétipos adicionam informacdes que nao foram obtidas pela
analise dos SNPs.

Até o momento a maioria dos estudos de associagdo genOmica e predigao
gendmica utilizando haplétipos tem sido realizados basicamente com dois métodos
de construgdo dos blocos de haplotipos: baseado no LD (Cuyabano et al., 2014;
Abdel-Shafy et al., 2014; Cuyabano et al., 2015) e baseado em um numero fixo de
SNPs ou tamanho do bloco de haplétipos (Sun et al., 2014; Hess et al., 2017) n&o

existindo assim um consenso na literatura sobre qual metodologia utilizar.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Os objetivos deste estudo foram realizar associagdo gendmica ampla (GWAS)
e predicdo gendmica utilizando haplétipos como marcadores genéticos para o perfil
de acidos graxos da gordura intramuscular do musculo longissimus dorsi em bovinos

Nelore.
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3.2. Objetivos Especificos

- Construir blocos de haplotipos baseados no desequilibrio de ligagao utilizando
informagdes genbmicas do painel BovineHD BeadChip (High-Density Bovine
BeadChip - lllumina) com 777.962 marcadores SNPs;

- ldentificar regides gendmicas associados ao perfil de acidos graxos da carne de
bovinos da raga Nelore por meio de estudos de associagdo gendémica ampla,
utilizando haplétipos;

- Identificar vias metabdlicas associadas a caracteristica de perfil de acidos graxos da
carne por meio de estudos de associagao genémica ampla, utilizando haplétipos;

- Avaliar a viabilidade da selegdo genémica para o perfil de acidos graxos da carne
bovina por meio da acuracia e viés da predicdo gendmica utilizando o método

ssGBLUP baseado em haplétipos ou marcadores SNP em bovinos Nelore.
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CAPiTULO 2. COMPARISON BETWEEN HAPLOTYPE-BASED AND INDIVIDUAL SNP-
BASED GENOMIC PREDICTION FOR BEEF FATTY ACID COMPOSITION IN
NELORE CATTLE

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate genomic prediction using
ssGBLUP method based on haplotype markers and SNP markers associated with groups
of beef fatty acids in Nelore cattle. The investigated dataset contained records from 963
Nelore bulls, finished in feedlot (90 days) and slaughtered with approximately two years
old. Meat samples of Longissimus dorsi muscle, were taken to measure fatty acids
composition (FAs). FAs were quantified by gas chromatography using SP-2560 capillary
column. The animals were genotyped using a high-density SNP panel (BovineHD
BeadChip assay 777k, lllumina Inc., San Diego, CA). Those SNP markers with minor
allele frequency less than 0.05, call rate less than 90%, monomorphic, located on sex
chromosomes, and those with unknown position were removed from the analysis. After
genomic quality control, 469,981 SNPs and 892 animals were available for the analyses.
Missing genotypes were imputed and genotypes were phased to haplotypes using
FImpute software.Haplotype blocks were defined based on linkage disequilibrium using
HaploView software. The model used to estimate variance components, genetic
parameters and predict the genomic values included fixed effects of contemporary group
and age at slaughter were defined as linear covariate, and additive random genetic effect.
The accuracy using haplotype approach ranged from 0.07 to 0.31, SNPapproach
accuracy ranged from 0.06 to 0.33. The regression coefficient using haplotype approach
ranged from 0.07 to 0.74,when used SNP approach ranged from 0.08 to 1.45. Genomic
information can assist in improving the beef fatty acid profile in Nelore cattle, since the
use of genomic information yielded values for beef fatty acid profile, with accuracies
ranging from low to moderate. None of the genetic marker approaches evaluated (SNPs
or haplotypes) excelled in terms of accuracy, however, the SNP approach allows obtaining
less biased genomic evaluations, thereby, this method is more feasible when taking
account the computational and operational cost to infer the haplotypes.

Keywords:Bos indicus, genetic markers, heritability, meat quality, ssGBLUP



31

1. INTRODUCTION

Beef is a high nutritional food,it isa rich source of protein, iron, zinc, complex B
vitamins and essential polyunsaturated fatty acids (PUFA), such as linoleic, linolenic and
arachidonic acid (Mcneill et al., 2012). However, beef is also a harmful source of saturated
fats (SFA), that has been associated with coronary heart diseases, diabetes, obesity and
cancer (Jakobsen et al., 2008; Enser et al., 2001). In the last years, the consumers
demandhas changed, and there is a higher concern with the beef nutritional quality, mainly
related to beef fat composition. Thus, researches in the area of genomic selection in
livestock species may be a strategy for beef differentiation through nutritional quality, in

order to improve competitiveness with other sources of animal protein.

In beef cattle, the additive genetic component plays an important role inbeef fat
profile in taurine and indicine cattle (Pitchford et al., 2002; Tait et al., 2007; Nogi et al.,
2011; Cesar et al., 2014; Feitosa et al., 2016). Several studies (Cesar et al., 2014; Lemos
et al., 2016;Berton et al., 2016) identified genomic regions and candidate genes involved
in metabolic pathways associated with beef fatty acid composition in indicine cattle,
providing a better support to elucidate the genetic basis for the improvement of beef fatty
acid profile, with emphasis in human health. Nevertheless, there are limited genomic
selection studies for beef fatty acid profile in indicine and taurine cattle (Saatchi et al.,
2013; Chen et al., 2015; Onogi et al., 2015; Chiaia et al., 2017). In addition, there is some
divergence between studies suggesting that differences in the evaluated genomic
methods was due to the genetic architecture of the trait, i.e., accuracy tends to increase
as the model fits the genetic architecture of the trait (Lund et al., 2009). Moreover, the
mechanisms underlying the associations remain largely unaddressed, because the
mapping resolution of genome-wide association studies is limited by the complicated
linkage disequilibrium structure of the genome and by the sampling variation in statistical
tests due to finite sample sizes (Wu et al., 2018).
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The analysis based on haplotype blocks can potentially identify loci that are not
captured by one single marker or identify join effect of two or more loci. Haplotypes are a
combination of alleles at adjacent loci, which are part of the same chromosome and are
transmitted jointly. The haplotype markers have higher linkage disequilibrium (LD) levels
with mutation (QTL) than SNP markers (Fallin and Schork, 2000; Bickel et al., 2011).
According to these authors, this can lead to the identification of a larger aggregate effect,
if they combine several mutations in a chromosomal region, which increases the power to
identify loci, even if they have minor effects. In this sense, Cuyabano et al. (2015)
compared the predictive ability of models using individual SNPs and haploblocks and
concluded that the haplotypes improved the prediction accuracy, being potential
predictors of complex traits.

The single-step genomic BLUP procedure (ssGBLUP) proposed by Legarra et al.
(2009) and Aguilar et al. (2010), combines pedigree-based relationship matrix with
genomic relationship matrix into a single matrix (H) to predict the genomic estimated
breeding value (GEBV). Although the usual multi-step genomic evaluations mostly rely on
highly reliable sires as reference population, single-step approach includes genomic data
into the traditional EBV analysis, that has all the phenotyped animals (Su et al., 2012).
The single-step method does not explicitly divide the population into training group
(reference population) and prediction group (validation population), but instead, genomic
data is included along the phenotypic data and pedigree relationship information (Aguilar
et al., 2010; Christensen and Lund, 2010). Silva et al. (2016) stated that ssGBLUP
provided most accurate predictions, and should be considered as an option to simplify
genomic evaluations, especially for low heritability traits and traits with unreliable EBVs in
training populations.The genomic selection provides a potential to increase the genetic
response for hard measure traits, like the beef fatty acid profile, however, the most suitable
genetic marker, haplotypes or SNPs, to evaluate the beef fatty acid profile is still being
studied. The objective of this study was to evaluate the feasibility of genomic selection for
beef fatty acid profile, through accuracy and bias of genomic prediction using the
ssGBLUP method based on haplotype or SNP markers in Nelore cattle.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Local, Animals and Management

This study was approved by Ethics Committee of the Faculty of Agrarian Sciences
and Veterinary, Sao Paulo State University (UNESP). Data from 963 Nelore bulls
slaughtered with approximately two years of age and finished in feedlot (90 days) from
eight farms located in the Southeast, Northeast and Midwest of Brazil, which participate
in three beef cattle breeding programs (NeloreQualitas, Paint and DeltaGen) were

collected.,with animals based on growth, finishing and sexual precocity traits.

Breeding seasons are adopted at different periods on these farms. Therefore,
calving seasons concentrate from August to October in some farms, and from November
to January in others.The weaning was performed at seven months of age. The animals
were raised on grazing conditions using Brachiaria sp. and Panicum sp. forages, and free
access to mineral salt, at density varying from 1.2 to 1.6 animal unit/hectare (AU/ha). After
yearling, the breeding animals were selected and the rest remained in feedlot. During
feedlot the forage: concentrate ratio ranged from 50:50 to 70:30, depending on the farm.
In general, whole-plant corn or sorghum silage was used as high quality forage. Grains of
corn and/or sorghum, and soybeans, soybean meal, or sunflower seeds were used as
protein concentrate. The criteria used by farmers for slaughtering was weight (500-550
kg). The slaughter occurred in commercial slaughterhouses under Brazilian Federal
Inspection Service (SIF), in accordance with the commercial standard procedure. After
stored for 48 hours at 0-2°C, beef samples from Longissimus dorsi muscle, between the
12th and 13th ribs of the left half-carcasses were removed, placed in plastic bags and

stored at -80°C, to measure the fatty acids profile (FAs).
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2.2. Fatty acid profile

The fatty acid profile was determined at the Meat Science Laboratory (LCC) in the
Department of Animal Nutrition and Production at FMVZ/USP. Meat fatty acids (FAs) were
extracted from intramuscular fat (IMF) of the LT muscle as described by Folch et al. (1957)
while methyl esters were formed according to Kramer et al. (1997). The FAs were
quantified by gas chromatography (GC-2010 Plus AOC 20i auto-injector, Shimadzu,
Kyoto, Japan) with a SP-2560 capillary column (100 m x 0.25 mm |.D. x 0.02 mm, Supelco,
Bellefonte, PA). The initial temperature of 70 °C was gradually increased to 175 °C (13
°C/min) and maintained for 27 min, with a further increased to 215 °C (4 °C/min) and
maintained for 31 min, using hydrogen (H2). as carrier gas flowing at 40cm®s. The
temperature used by flame ionization detector (FID) was 250°C, Hoflow of 40 ml/min, air
flow of 400 mL/min, Make-up of 30 mL/min kPa (N2), and Sampling Rate of 40 msec. The
total running time of each sample (Stop time) was 86 minutes.FAs were identified by
comparing the retention time of sample methyl esters with the FAs standard C4-C24
(F.A.M.E mix Sigma®) and GLC 463 Reference Mixture Nu Check, vaccenic acid C18:1
trans-11 (V038-1G, Sigma®) C18:2 trans-10 cis-12 (UC-61M 100mg), CLA and C18:2 cis-
9, trans-11 (UC- 60M 100mg), (Sigma®), tricosanoic acid (Sigma®), and nonadecanoic
acid (Sigma®). FAs were quantified by normalizing the area under the curve of methyl
esters using the GS 2.42 software. FA contents were expressed as percentage of total
FA methyl ester quantified. The sum of saturated fatty acid (SFA) (C10:0 + C11:0 + C12:0
+ C13:0 + C14:0 + C15:0 + C16:0 + C17:0 + C18:0 + C21:0 + C24:0), monounsaturated
(MUFA) (C16:1 + C17:1 ¢10 + C18:1 t11 + C15:1 c10 + C20:1 c11 + C24:1 + C22:1 n9 +
C18:1n9c + C14:1 + C18:1 n9t), polyunsaturated (PUFA) (C18:2 n6 + C18:3 n3 + C18:3
n6 + C20:3 n3 cis-11, 14, 17 + C20:3 n6 cis-8, 11, 14 + C20:4 n6 + C20:5 n3 + C22:6 n3),
omega 6 (n6) (C18:3 n6 + C20:3 n6 c8, c11, c14 + C18:2 n6 + C20:4 n6) and omega 3
(n3) (C18:3 n3 + C20:3 n3 c11, c14, c17 + C22:6 n3 + C20:5 n3) were calculated. The
polyunsaturated/saturated fatty acids and n-6/n-3 ratios were also calculated.
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2.3. Genotyping of the animals

A total of 963 animals were genotyped using 777,962 SNPs of the Bovine SNP
BeadChip (High-Density Bovine BeadChip). The quality control of the SNPs markers
consisted of excluding those with unknown genomic position, located on sex
chromosomes; SNP that were out of Hardy-Weinberg equilibrium with very low probability
(P-value < 10%); monomorphic and markers with minor allele frequency (MAF) less than
0.05; call rate less than 90%, and markers with excess heterozygosity. Samples with a
call rate less than 90% were also excluded. After genomic quality control, 469,981 SNPs
and 893 animals were available for the analyses.PREGSF90 software was used for SNP
quality control (Misztal et al., 2002).

2.4. Construction of haplotypes

Missing genotypes were imputed and genotypes were phased to haplotypes using
FImpute software (Sargolzaei et al., 2014). Haplotype blocks were defined using Gabriel
et al. (2002) method based on linkage disequilibrium, where 95% confidence bounds on
D’ are generated and each comparison is called "strong LD” (D’between 0,7 and 0.98),
using HaploView software (Barrett et al., 2005). Only haplotypes alleles with more than
1% of frequency were considered for analyses.

2.5. Quantitative genetics and genomic prediction analyses

Contemporary groups (CG) included animals born in the same year and farm, and
same management group at yearling. The CGs with less than 3 observations and
observations that deviated + 3 standard deviations from the GC mean were excluded.
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After data editing, a total of 801, 803, 798, 799, 797, 795 and 802 animals with records
for SFA, MUFA, PUFA, n3, n6, PUFA:SFA ratio and n6:n3 ratio, respectively, remained
in the dataset (Table 2).

The variances and genetic parameters were estimated using the restricted
maximum likelihood method, using AIREMLF90 software (Misztal et al. 2002), and
considering an animal linear model. The genomic prediction was performed by single step
genomic BLUP model (Aguilar et al., 2010). The model used to estimate variance
components, genetic parameters and predict the genomic values for beef fatty acid groups
included the fixed effects of contemporary group, age at slaughter as a linear covariable,
and the additive random genetic effect. For all the traits, the model can be represented by

the following matrix form:
y=Xb+Zu+e

where y is the vector of phenotype, b is the vector of fixed effects, u is the vector of
additive genetic effects, X e Z are incidence matrices and e is the vector of random
residuals. Considering an infinitesimal model, var(u) = Ho2%, where, H is the numerator
relationship matrix obtained from pedigree and genomic information and o2 is the variance
of additive genetic effect. In single-step genomic BLUP (Misztal et al., 2009), the inverse
of the numerator relationship matrix (A-') was replaced by H-! that combines pedigree and
genomic information. The H' was constructed according to Aguilar et al. (2010) as
showed below:
) 1, [0 0
WY =at g (G'1-A'212)]
where H is the inverse of the realized relationship matrix that incorporates the inverse of
the genomic relationship matrix (G) and the inverse of pedigree relationship matrix
among genotyped animals (4;1). The G matrix was created according to VanRaden
(2008):
(M-P)(M-P)
T2 (- By
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where M is a matrix of marker alleles with m columns (m is the total number of haplotype
or SNPs alleles) and n rows (n is total number of genotyped individuals), and P is a matrix
containing the frequency of the second allele (pj), expressed as 2p;. When used haplotype
approach, M; was 0 if the haplotype of individual i for haplotype j was homozygous for
one allele,1 if heterozygous, or 2 if the haplotype was homozygous for both alleles. When
used SNP approach, M; was 0 if the genotype of individual i for SNP j was homozygous
for the first allele, 1 if heterozygous, or 2 if the genotype was homozygous for the second
allele.

Training and validation population were divided in forward validation, where the
youngest animals according to month and year of birth were validation population (Table
1). The prediction ability was computed as the correlation between the estimate breeding
value (EBV) and genomic EBV (GEBV). Regression of EBV on GEBV was used as a
measure of the inflation of the prediction method, where a regression coefficient equal to

one denotes no inflation.

Table 1. Structure of training and validation datasets for single-step genomic BLUP
(ssGBLUP) methods

Trait Validation population’ Training population?
Sum of SFA 160 641
Sum of MUFA 160 643
Sum of PUFA 160 638
Sum of Omega 3 160 639
Sum of Omega 6 160 637
PUFA:SFA ratio 160 635
omega6:omega3 ratio 160 642

' Young animals of the total animals according to month and year of birth.
2 Number of animals
SFA: saturated fatty acid; MUFA: monounsaturated fatty acid; PUFA: polyunsaturated fatty acid.
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The pedigree file contained the identifications of the animal, sire and dam, totalizing
2,989 animals (after pruning) in the relationship matrix. The data file contained 606 sires
and 1,200 dams with progeny with phenotypic records for beef fatty acid profile.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Fatty acid profile and heritability estimates

The descriptive statistics for SFA, MUFA and PUFA, omega-3, omega-6, omega-
6: omega-3 ratio, and PUFA:SFA ratio are presented in Table 2. The state of saturation
was predominated by SFA, followed by MUFA and PUFA. Moreover, Prado et al. (2003)
also reported results in Nelore cattle, 43.93%, 42.33% and 12.08% for SFAs, MUFAs and
PUFAs, respectively. The sum of SFA obtained in current study was similar to that
reported by Sasago et al. (2017) (39.74%) in Japanese Black cattle (Wagyu). However,
higher SFA concentrations were reported by Cesar et al. (2014) (47.23) in Nelore cattle,
Wielgosz-Groth et al. (2016) (51.28%) working with Polish Holstein-Friesian x Hereford
crossbred cattle and Gunn et al. (2017) (46.88%) in Angus-Simmental crossbred heifers.
The sum of MUFA obtained was lower than those observed by Cesar et al. (2014)
(48.34%), Wielgosz-Groth et al. (2016) (44.98%), Sasago et al. (2017) (57.77) and Gunn
et al. (2017) (45.82%).For the sum of PUFA, the mean value obtained in this study was
the highest, in comparison with Cesar et al. (2014) (13.19%), Wielgosz-Groth et al. (2016)
(2.87%), Sasago et al. (2017) (3.75%) and Gunn et al. (2017) (2.47%).The values
obtained for PUFA:SFA ratio (0.33) was higher than that reported by Wielgosz-Groth et
al. (2016) (0.07) and higher than reported by Cesar et al. (2014) (6.08).The Department
of Health recommends values above 0.45 for the PUFA:SFA ratio. However, Cesar et al.
(2014) observed that the mean values of omega-3 (0.44%) and omega-6 (2.13%) were
lower than those obtained in our study, but the omega-6: omega-3 ratio was higher (4.84).
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Also, Wielgosz-Groth et al. (2016) showed lower values for omega-3 (0.88%) and omega
6 (2.26%), but the value for the omega-6:omega-3 (2.68) was very close to that observed
in our this study. Likewise, Gunn et al. (2017) obtained lower values for n3 (0.22%) and
for n6 (3.95%). Excessive amounts of omega-6 and a high omega-6: omega-3 ratio can
lead to several health problems, including cardiovascular, inflammatory, cancer and
autoimmune diseases while increased levels of omega-3 fatty acids help to suppress such
effects (Lorgeril et al., 1994).

Table 2. Descriptive statistics and heritability estimates (h?) for beef fatty acid profile of
Nelore cattle

Trait h? N2 Mean' SD3 Minimum Maximum
Sum of SFA 0.09 801 41.00 5.47 22.32 52.05
Sum of MUFA 0.35 803 38.00 7.7 17.43 61.78
Sum of PUFA 011 798 13.19 5.29 2.07 30.12
Sum of Omega-3 0.06 799 3.77 1.46 0.24 8.38
Sum of Omega-6 012 797 9.10 413 0.74 22.22
PUFA:SFA ratio 0.07 795 0.33 0.15 0.04 0.94
Omega-6: omega-3 ratio 0.02 802 2.46 0.81 0.12 5.12
The concentration of fatty acids is expressed as a percentage of total fatty acid methyl esters (FAME)

quantified.

2 Number of animals with records.

3 Standard deviation.

SFA: saturated fatty acid; MUFA: monounsaturated fatty acid; PUFA: polyunsaturated fatty acid;

The heritability estimates for SFA, MUFA, PUFA, omega-3, omega-6, PUFA:SFA
ratio and omega-6: omega-3 ratio varied from low to moderate magnitude. Recently,
Lemos et al. (2016) working with the same dataset, but applying ssGBLUP method with
SNP marker approach, reported similar heritability estimates for SFA (0.12), MUFA (0.20)
and PUFA (0.08), omega-3 (0.11), omega-6 (0.23), PUFA:SFA ratio (0.11) and omega-
6: omega-3 ratio (0.07). Thus, non-differences in heritability estimates for beef fatty acid
profile were identified using ssGBLUP method based on haplotype or SNP markers. In
previous study, Cesar et al. (2014) using GBLUP model with SNP markers obtained low
heritability estimate for SFA (0.11), and moderate for MUFA (0.14), PUFA (0.15) omega-
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3 (0.17) and omega-6 (0.15) also in Nelore cattle. Nevertheless, other studies with taurine
breeds reported higher heritability estimates for these groups of fatty acids, 0.47 for PUFA,
0.35 to 0.66 for SFA and 0.35 to 0.68 for MUFA in Japanese Black cattle (Enser et al.,
1996; Inoue et al., 2011). Recently, Kelly et al. (2013) estimated higher heritability
estimates for SFA (0.54) and MUFA (0.54), therefore, concluded that there is sufficient
genetic variation for the fatty acid profile of subcutaneous fat to respond to selection in
cattle. The results of this study pointed out that selection to improve the beef fatty acid
profile in Nelore cattle is feasible. However, the high cost to obtain the phenotypic records
and the fact that this trait can be only obtained after slaughter limits the genetic

improvement trough traditional selection.

3.2. Haplotype blocks and genomic predictions

A total of 84,395 haplotypes blocks were constructed, and the chromosome with
the highest number of haplotypes blocks was the BTA1, where 5,239 haplotypes blocks
were constructed, and BTA25 had the lowest number of haplotypes blocks (1,508) (Table
3). Cuyabano et al. (2014) working with different parameters for construction of haplotype
blocks in the cattle genome based on LD (D'ranging from 0.25 to 0.75), displayed a
number of haplotype blocks with a D' = 0.75 similar to the present study (84,395) a
D'ranging from 0.70 to 0.98. Another similar result was the number of haplotypes alleles
(366,167) showed by Cuyabano et al. (2014) with the present study (325,269). Hess et al.
(2017) evaluated fixed-length haplotype alleles (from 125 kb to 2 Mb) with varying allele
frequency thresholds (from 1 to 10%) in an admixed dairy cattle population from New
Zealand genotyped with the lllumina BovineSNP50 Beadchip, and reported lower number
of haplotype blocks (17,452) with a haploblock length of 125 kb. Using simulated data
from dairy cattle, Villumsen et al., (2009) reported higher reliabilities for genomic estimated
breeding values (GEBV) when the haploblock length was 1 cM (10 SNP haplotypes)for
simulated traits with heritabilities ranging from 0.02 to 0.30.According to Hess et al. (2017),

the optimal haplotype length for an analysis needs to be evaluated independently for each
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dataset and by taking the purpose of the analysis (i.e. shorter length haplotype for QTL
mapping or longer for genomic prediction into account).

Table 3. Descriptive statistics for haplotypes, number of haplotypes blocks per
chromosome and number of haplotypes alleles

Haplotype  Haplotypes Mean Minimum  Maximum Coverage

o
|
>

s blocks Alleles (kb) (kb) (kb) (%)
1 5,239 20,259 17.000  0.350 603.047 56.25
2 4,499 17,413 17.058  0.454 299.121 55.99
3 4,167 16,397 17.011  0.044 257.827 58.37
4 4,012 15,259 16.157  0.470 613.343 53.65
5 3,626 14,058 19.354  0.151 547.956 57.91
6 4,075 16,414 18.157  0.458 277.842 61.94
7 3,650 14,343 17.762  0.004 662.438 57.56
8 3,993 16,020 17.006  0.420 543.382 59.89
9 3,713 14,705 17176 0.467 487.080 60.33
10 3,249 12,274 16.297  0.464 418.942 50.76
11 3,457 13,065 16.556  0.376 352.740 53.34
12 2,894 11,157 16.740  0.443 392.517 53.14
13 2,808 10,744 16.786  0.035 405.403 55.95
14 3,103 12,511 16.538  0.092 335.174 60.63
15 2,877 10,973 15.612  0.098 282.611 52.66
16 2,743 10,563 15.856  0.229 233.669 53.22
17 2,721 10,425 15161  0.452 665.442 54.89
18 2,108 8,142 16.593  0.225 363.815 52.99
19 2,069 7,606 14.268  0.140 314.829  46.08

20 2,417 9,143 15.305  0.442 250.540 51.35

21 2,448 9,368 16.285  0.272 999.176 55.68

22 2,003 7,503 15125  0.474 258.122 49.31

23 1,902 7,188 13.097  0.167 739.807  47.42

24 2,148 8,258 15.402  0.316 481.986 52.75

25 1,508 5,620 15.292  0.658 253.137 53.75

26 1,892 7,171 14.284  0.466 432.115 52.29

27 1,653 6,202 13.714  0.130 504.407  49.92

28 1,653 6,088 12.901  0.486 181.162 46.05

29 1,768 6,400 13.508  0.126 289.930 46.37

TOTAL 84,395 325,269 15.931 0.307 429.226 53.81
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BTA: Bos taurus autosomal.

The predictive ability of ssGBLUP using haplotype approach were low to moderate,
ranging from 7 to 31 percentage points (Table 4), where the lowest predictive ability was
for SFA and the highest for omega-6: omega-3 ratio. For MUFA, PUFA, PUFA:SFA ratio,
omega-3 and omega-6, the prediction ability was 12, 18, 20, 19 and 26 percentage points,
respectively. Using the SNP marker approach, the results were similar, ranging from 6 to
33 percentage points. We identified that the use of haplotype approach with ssGBLUP
method did not improve the prediction ability for beef fatty acid profile. However,
Cuyabano et al. (2014) compared the genomic predictions based on haplotype approach
(constructed based on LD and from HD data) or SNP approach for economically important
traits in dairy cattle (milk protein, fertility and mastitis) and reported higher prediction ability
using the haplotype approach. Moreover, Hess et al. (2017) performed genomic
predictions fitting covariates for either SNPs or haplotypes using BayesA, BayesB and
BayesN concluded that fitting covariates for haplotype alleles rather than SNPs can
increase prediction accuracy up to 5.5%, although it decreased drastically for long (>500

kb) haplotypes.

Table 4. Prediction ability (r) and bias (b) of genomic prediction between estimate
breeding value (EBV) on genomic estimate breeding value (GEBV) for beef fatty
acid profile using haplotypes or SNP approach on ssGBLUP

Trait? r(HAPLO)' bHaPLO) r(SNP)? bsnp)
Sum of SFA 0.072 0.126 0.062 0.107
Sum of MUFA 0.119 0.077 0.100 0.080
Sum of PUFA 0.186 0.467 0.181 0.549
Sum of Omega 3 0.207 0.645 0.213 0.596
Sum of Omega 6 0.197 0.254 0.189 0.311
PUFA:SFA ratio 0.263 0.745 0.272 1.453
Omega-6: omega-3 ratio 0.311 0.255 0.333 0.538

'Correlation (rarLo) between EBV and GEBYV using haplotypes(riarLo) or using SNP (rsnp);
2Regression coefficient of the linear regression of EBV on GEBYV using haplotypes (brapLo) or using SNPs
(bsnpy).
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3SFA: saturated fatty acid; MUFA: monounsaturated fatty acid; PUFA: polyunsaturated fatty acid; n3: sum
of omega 3; n6: sum of omega 3.

Recently, Karimi (2018) carried out a study to assess the possible advantages of
using haplotype-based GBLUP compared to using individual SNP-based GBLUP, in terms
of reliability and bias of genomic predictions in Holstein cattle. For most of the 57 traits
analyzed, the predictive reliability of GBLUP based on haplotypes was found to be equal
to or only slightly better than GBLUP based on SNPs. According to this author, the results
revealed that the effect of the alternate relationship matrices had a significant interaction
with the level of trait heritability, since higher reliability gains by using the GBLUP based
on haplotypes were obtained for high-heritability traits compared to low-heritability traits.

Moreover, previous studies suggested the predictive ability of genomic selection
for beef fatty acid composition using the SNP approach in American Angus cattle (Saatchi
et al., 2013) (ranging from -0.06 to 0.57), in Canadian beef cattle (Chen et al., 2015)
(ranging from -0.05 to 0.73), Japanese Black cattle (Onogi et al., 2015) (ranging from 0.44
to 0.72) and Chinese Simmental cattle (Zhu et al., 2017) (ranging from 0.03 to 0.51). In
most of these studies, except for Japanese Black cattle, the accuracies of genomic
prediction were low to moderate as those obtained in the present study. Also, Chiaia et
al. (2017) working with the same dataset from this study evaluated the prediction ability of
four methods using SNP markers (SNP-BLUP, Bayesian Lasso and BayesC BayesCr)
reported genomic prediction accuracies ranging from 7 to 50 percentage points. Some
results obtained by Chiaia et al. (2017) were similar to those displayed in this study, such
as MUFA (0.07), PUFA (0.24), PUFA:SFA ratio (0.32) and omega-6 (0.22).

The regression coefficient involving observed and predicted values is a practical
measure of the ability of the methods to perform unbiased predictions. Regression
coefficients less than 1 indicate that the genetic values are overestimated and exhibit
higher variability than expected; coefficients higher than 1 indicate that the estimated
genetic values exhibit less than expected variability (Wiggans et al., 2011).The estimated
regression coefficients ranged from 0.07 to 0.74 for haplotype approach (Table 4),

indicating an inflation of the genomic prediction variance. For SNP approach, the
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regression coefficients ranged from 0.10 to 1.45 (Table 4), indicating an inflation of the
variance of genomic prediction for all fatty acids, except for PUFA:SFA ratio, indicating a
deflation of the genomic prediction variance. Comparing the regression coefficients
obtained with the ssGBLUP, using haplotype or SNP approach, the results were very
close, except for PUFA:SFA ratio. For haplotype and SNP approach, the less biased
results were for PUFA:SFA ratio, omega-3 and PUFA, and the more biased results were
for MUFA, SFA and omega-6. Hess et al. (2017), using haploblocks longer than 500 kb
tended to decrease accuracy and increase bias of the haplotype model compared to SNP
model, especially when using a higher haplotype allele frequency threshold (>5%). Chiaia
et al. (2017), working with the same dataset but evaluating different models using SNP
markers (SNP-BLUP, Bayesian Lasso, BayesC and BayesCm)also showed biased results
for MUFA (0.37), PUFA (2.28) and PUFA:SFA ratio (2.35).

The low to moderate genomic prediction ability and biased regression coefficient
obtained for the beef fatty acid profile are justified mainly by the low heritability estimates
obtained for the most of the beef fatty acids, as well as the small training population and
pedigree with missing information (multiple-sires) of this study. Cuyabano et al. (2014),
using haplotype blocks approach for traits of low heritability reported similar prediction
ability for haplotype and SNP marker approach. Hess et al. (2017) reported that longer
haploblocks (1 Mb or longer with on average at least 15 SNPs per haploblock) showed
lower accuracies than the SNP model for milk dairy traits, in New Zealand admixture dairy

cattle population.

Overall, the beef fatty acid profile of intramuscular fat is a high cost trait and it is
difficult to evaluate, since it requires a progeny test and complex laboratory analyzes.
Therefore, the use of genomic information to obtain direct genomic value predictions for
each fatty acid can be a viable alternative from a technical and economic point of view. In
general, the models evaluated in our study to perform the genomic predictions presented
close results in terms of prediction ability for beef fatty acid profile. Studies with simulated
and real data have shown that evaluations with haplotype blocks are more reliable than
individual markers, especially when the marker density is low (Calus et al., 2008; de Roos
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etal., 2011), since the ancestral haplotype segments capture higher linkage disequilibrium
with QTL than individual markers. Probably, the marker density utilized in the present
study was enough to capture sufficient linkage disequilibrium between the SNP or
haplotype markers with the QTL region. Moreover, genomic selection studies that
reported higher prediction ability with the haplotype approach (Cuyabano et al., 2014;
Hess et al., 2017) adjusted directly the SNPs or haplotype effects in the model. In this
study, the SNPs or haplotype markers were used to infer the actual genomic relationships.
With the ssGBLUP method, the relationships reflect the actual proportion of marker alleles
shared by identity-by-state, as a deviation from the expected proportion of alleles shared
in the population. Probably, differences in the approach used to model the marker effects,
marker density, population background, heritability and trait architecture are explaining
the differences obtained among the different studies.

Considering the operational cost to infer the haplotypes and the similar results
obtained with the SNP and haplotype approach, ssGBLUP with SNP approach, would be
a viable tool in genomic evaluations for beef fatty acid profile in indicine cattle. Although
accuracies estimated have not been high, the use of genomic information to predict the
genomic values for the beef fatty acid profile is a reasonable technical strategy to
contribute to the improvement of beef quality. Furthermore, the increase in the prediction
ability of genetic markers and the improvement of the reliability of the predictions is
fundamental to increase the size of the reference population, with a higher number of
phenotyped and genotyped animals. However, this will require greater investment in time,
financial resources and logistics from breeding programs and research groups.

4. CONCLUSIONS

Genomic information can assist in improving the beef fatty acid profile in Nelore
cattle, since the use of genomic information yielded genomic values for the beef fatty acid

profile with accuracies ranging from low to moderate. None of the genetic marker
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approaches evaluated (SNPs or haplotypes) excelled in terms of accuracy, however, we
identified that the SNP approach allows obtaining less biased genomic evaluations,
thereby, this method is more feasible when taking account the computational and
operational cost to infer the haplotypes.
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CAPITULO 3. ASSOCIAGAO GENOMICA AMPLA PARA PERFIL DE ACIDOS
GRAXOS UTILIZANDO HAPLOTIPOS COMO MARCADORES EM
BOVINOS NELORE

RESUMO - O objetivo deste estudo foi identificar regides gendémicas
associadas a quantidade total de acidos graxos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI), poli-insaturados (AGPI), dmega 3 (n3), 6mega 6 (n6) e
as relagdes AGPI:AGS e n6:n3 em bovinos da raga Nelore. Foram utilizados dados
de 963 machos da raca Nelore terminados em confinamento, provenientes de
fazendas que integram trés programas de melhoramento genético. O grupo de
contemporaneo foi formado por animais nascidos na mesma fazenda e safra, e do
mesmo grupo de manejo ao sobreano. Para a determinac&o do perfil de acidos
graxos foi utilizado para a extragédo dos lipideos o método Folch e para a metilagéo
o método Kramer. Para a genotipagem foi utilizado um painel com mais de
777.000 SNPs do BovineHD BeadChip (High-Density Bovine BeadChip) da
lllumina. O controle de qualidade foi feito considerando MAF < 0,05 e Call Freq <
90%. Apos o CQ, 469.981 SNPs permaneceram nas analises. A imputagao dos
“‘missing” e o “phasing” do genotipo foram realizados utilizando o software
FImpute. A definicdo dos blocos de haplotipos foi realizada baseada no
desequilibrio de ligagao utilizando o software HaploView. Analises estatisticas
incorporando as informagdes dos haplotipos foram realizadas utilizando o software
ASREML implementando o método REML. O modelo incluiu efeitos fixos do grupo
contemporaneo (62 niveis), haplotipo (regresséo linear no numero de copias) e
idade ao abate como covariavel linear. Os valores de p foram ajustados pelo
meétodo de FDR. Os haplotipos associados significativamente foram selecionados
ao nivel de 10% de significancia. Para a prospecg¢ao dos genes foi utilizado o
banco de dados do NCBI na versdo UMD3.1 do genoma bovino e DAVID. Foram
associados significativamente (p <0,05), 4, 3, 5, 1, 6, 2 e 7 hapldtipos com AGS,
AGMI, AGPI, AGPI:AGS, n3, n6 e n6:n3, respectivamente. Estes haplotipos
significativos abrigam genes envolvidos no metabolismo lipidico, fatores de
alongamento e sintese de acidos graxos de cadeia longa, receptores de
hormdnios reprodutivos, transporte e uso de acidos graxos e colesterol,
biossintese e hidrolise de fosfolipidios e constituintes de membrana, constituintes
de membranas celulares, metabolismo energético e sintese de proteina quinase.
Assim, a identificacdo desses haplotipos associados pode contribuir para estudos
adicionais para validar essas regides e prospectar genes candidatos que seriam
uteis para programas de melhoramento genético para melhorar a qualidade da
carne de bovino Nelore.

Palavras-chave: Bos indicus, marcadores genéticos, qualidade da carne
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CHAPTER 3. GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY FOR FATTY ACID
PROFILE USING HAPLOTYPES IN NELLORE CATTLE

ABSTRACT - The aim of this study was to identify the genomic regions in
relation to the total amount of saturated fatty acids (SFA), monounsaturated fatty
acids (MUFA), polyunsaturated fatty acids (PUFA), omega 3 (n3), omega 6,
PUFA/SFA ratio and n6:n3 ratio in Nellore cattle. Data from 963 Nellore bulls
finished in feedlot from farms that are part of three breeding programs were used.
The contemporary group consisted of animals born in the same farm and year, and
the same management group yearling. To determine the fatty acid profile was used
for extraction of lipids the Folch method and methylation Kramer method. A panel
with more than 777,000 SNPs from BovineHD BeadChip (High-Density Bovine
BeadChip) from lllumina was used for genotyping. Quality control was performed
considering MAF < 0.05 and Call rate < 90%. After QC, 469,981 SNPs remained
in the analyzes. Imputation of missing and phasing of the genotype were performed
using the Fimpute software. The definition of haplotype blocks was performed
based on linkage disequilibrium using HaploView software. Statistical analyzes
incorporating the haplotype information were performed using ASREML software
implementing the REML method. The model included fixed effects of the
contemporary group (62 levels), haplotype (linear regression in number of copies)
and age at slaughter as a linear covariate. The p values were adjusted by FDR
method. Haplotypes significantly associated were selected at 10% significance
level. For the prospection of the genes, the NCBI database was used in the
UMD3.1 version of the bovine genome and DAVID. There were significantly (p
<0.05), 4, 3, 5, 1, 6, 2 and 7 haplotypes associated with SFA, MUFA, PUFA,
PUFA/SFA ratio, n3, n6 and n6:n3 ratio, respectively. These significant haplotypes
harboring genes involved in lipid metabolism elongation factors and long-chain
fatty acid synthesis, reproductive hormone receptors, transport and use of fatty
acids and cholesterol biosynthesis and hydrolysis of phospholipids and
constituents membrane, cell membrane constituent , energetic metabolism and
protein kinase synthesis. Thus, the identification of these associated haplotypes
may contribute to further studies to validate these regions and prospect candidate
genes that would be useful for breeding programs to improve the quality of Nellore
beef.

Keywords: Bos indicus, genetic markers, meat quality
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1. INTRODUGCAO

A pecuaria brasileira vem se destacando nos ultimos anos no cenario
mundial por sua capacidade produtiva e de exportagcao de carnes. O Brasil é o
segundo maior produtor de carne bovina e o maior exportador de carne in natura
(USDA, 2017). No entanto, a cadeia produtiva de carne bovina vem sendo
pressionada a produzir uma maior quantidade e, principalmente, carnes com uma
melhor qualidade. A produc&o de carne com uma melhor qualidade vem ganhando
destaque nos ultimos anos devido a maior demanda de cortes especiais e carnes
oriundas de determinadas ragas.

No Brasil aproximadamente 70% do rebanho é composto pela raca Nelore,
uma raga zebuina (Bos indicus) que apresenta maior adaptabilidade ao clima
tropical e resisténcia aos ecto e endoparasitas em comparagdo com as ragas
taurinas (Hadlich et al., 2013). A carne de racas zebuinas possui escassa
marmorizagdo e baixa maciez (Curi et al., 2010), caracteristicas altamente
demandadas e exigidas por parte do mercado consumidor brasileiro de alto poder
aquisitivo. Contudo, a carne de animais zebuinos possuem caracteristicas mais
saudaveis a saude humana, como uma maior concentragdo de acidos graxos
mono e poli-insaturados em relagdo a ragas taurinas (Bos taurus), que possuem
uma maior concentragao de acidos graxos saturados (Metz et al., 2009; Rossato
et al., 2010).

Os acidos graxos saturados (AGS) em grandes quantidades ndo sé&o
desejaveis, pois s&o correlacionados com doengas cardiovasculares devido ao
aumento de niveis séricos de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), ou seja,
favorece o acumulo de colesterol nas paredes internas das artérias diminuindo o
fluxo de sangue. Ja os acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e acidos graxos
poli-insaturados (AGPI), sdo desejaveis em grandes quantidades por sua
capacidade de aumentar os niveis seéricos de lipoproteinas de alta densidade
(HDL), que possui a capacidade de absorver os sedimentos de colesterol
depositados nas artérias, reduzindo o risco de doengas cardiovasculares (Hirata
e Hirata, 2002).

O perfil de acidos graxos da carne ¢ influenciado tanto por fatores genéticos

como fatores ambientais. Ha estudos que demonstram que o manejo alimentar
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influencia a composigdo dos acidos graxos da carne (Nurnberg et al., 1998;
Jakobsen, 1999; Demeyer e Doreau, 1999; Wood et al., 2003), assim como a as
diferengas genéticas entre e dentro de ragas (Gillis et al., 1973; Mills et al. 1992;
Huerta-Leidenz et al., 1993, 1996; Rule, 1997; Rule et al., 1997; Malau-Aduli et al.,
1997, 1998; Pitchford et al., 2002; Metz et al., 2009).

Uma base genética para a melhoria da qualidade da carne, principalmente
a caracteristica de perfil de acidos graxos com énfase na saude humana, vem
sendo formada para auxiliar a selecdo de animais que produzem carne com
melhor qualidade nutricional. Estudos de associagdo gendmica para a
identificacdo de genes candidatos em Nelore (Cesar et al., 2014; Lemos et al.,
2016) e de identificagdo de genes diferencialmente expressos (Berton et al.,
2016), identificaram genes associados ao perfil de acidos graxos que podem
auxiliar na melhora da composigao da gordura de animais zebuinos.

Os haplétipos sdo blocos constituidos de varios SNPs localizados
proximamente, ao longo de um cromossomo, que tendem a ser herdados
conjuntamente, em alto desequilibrio de ligacdo e sem recombinacéo (Bansal et
al., 2008; Boopathi, 2013). Estudos vém demonstrando que analises de
associagao gendmica ampla (GWAS) com haplotipos apresentam maior acuracia
de predicdo comparando com analises que usam marcadores individuais (SNPs),
assim os haplétipos podem ser potenciais preditores de caracteristicas complexas
e dos valores genéticos (Abdel-Shafy et al., 2014; Cuyabano et al., 2014; Croiseau
et al., 2014; Harris et al., 2014). Existe poucos estudos que investigam a influéncia
dos fatores genéticos na composi¢gado dos acidos graxos. O interesse por essa
caracteristica vem aumentando ao longo dos anos devido a crescente
preocupacgao em relacao aos seus efeitos na saude humana. A determinagao do
perfil de acidos graxos da carne é onerosa e de dificil mensuragéo, devido a
demanda de mao de obra especializada e alto custo da analise. Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi detectar genes associados ao perfil de acidos graxos da
carne e suas vias metabdlicas em bovinos da raga Nelore, utilizando analises

baseadas em haplotipos.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Animais e informagdes de manejo

Foram utilizados dados de 963 machos n&o castrados da ragca Nelore
terminados em confinamento, com idade aproximada de dois anos de idade,
provenientes de 8 fazendas que integram trés programas de melhoramento
genético (DeltaGen, CRV PAINT e Nelore Qualitas). A avaliagdo dos animais,
nestas fazendas, € realizada para varias caracteristicas de importancia econémica
como, peso a desmama, peso ao sobreano, escores visuais para caracteristicas
morfolégicas como a conformagéo da carcaga, sua musculosidade e precocidade
de terminacgdo, perimetro escrotal, ou seja, os animais sdo selecionados para
caracteristicas de crescimento, reproducao e funcionalidade. O banco de dados
fenotipicos e de genealogia completos com as informagdes constantes dos
arquivos zootécnicos destes programas foi disponibilizado.

As épocas de nascimento dos bezerros concentraram-se de agosto a
outubro em algumas fazendas, de novembro a janeiro em outras, e 0s mesmos
foram mantidos com suas maes até os sete meses de idade. Os animais foram
criados em sistema de pastagem, com lotacdo variando de 1,2 a 1,6 UA/ha,
utilizando forrageiras do género Brachiaria sp e Panicum sp, com sal mineral a
vontade. Apds o sobreano, os animais que n&o foram selecionados para a
reproducao foram terminados em confinamento, por um periodo de no minimo 90
dias, utilizando como critério de abate dos animais o peso (500 a 550 kg) e grau
de acabamento. No confinamento, a relagdo volumoso:concentrado variou entre
50:50 para 70:30, dependendo da fazenda, sendo que foram utilizados volumosos
de alta qualidade como silagem de planta inteira de milho ou sorgo. Como
concentrado energético foram utilizados grédos de milho e/ou sorgo, e graos de
soja, farelo de soja, ou girassol como concentrado proteico. A composi¢ao da dieta
foi obtida em cada confinamento em virtude das possiveis alteragdes que a dieta
possa causar sobre a composi¢cdo dos acidos graxos. Contudo, o efeito da dieta
ou manejo no confinamento foi ajustado no modelo, uma vez que este efeito foi

considerado na formacgao dos grupos de contemporéaneos.
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2.2. Formacgao dos lotes e procedimento no abate

Para a formacao dos lotes de abate foram utilizados dados dos animais em
relacdo a fazenda de nascimento, ano e época de nascimento, e manejo alimentar
desde o nascimento até o abate.

Os animais foram abatidos em funcdo do peso e acabamento pré-
estabelecido nas fazendas. Os abates ocorreram em frigorificos comerciais sob
inspecdo Federal, de acordo com o procedimento padrdo comercial. O
resfriamento das carcagas dos animais selecionados foi de 24 a 48 horas post-
mortem, com temperaturas entre 0 e 2°C. Foram retiradas amostras de 2,54 cm
de espessura do musculo longissimus dorsi na regidao entre 122 - 132 costelas, da
meia-carcaga esquerda de cada animal. As amostras foram embaladas a vacuo e

armazenadas em freezer a -80°C.

2.3. Perfil de acidos graxos da carne

A quantificacdo do perfil de acidos graxos da carne foi realizada no
Laboratério de Ciéncia da Carne pertencente ao Departamento de Nutricdo e
Producdo Animal da FMVZ/USP. O perfil de acidos graxos da carne foi
determinado pelo método de extragcdo de Folch et al. (1957). Foi utilizada uma
amostra de 2,5 g do centro do musculo longissimus, acondicionada em um tubo
Falcon de 50 mL. Os lipideos foram extraidos por homogeneizagdo da amostra
com uma solucdo de cloroférmio e metanol 2:1. Em seguida os lipideos foram
isolados apds a adigao de solugao de NaCl a 1,5% e centrifugacdo por 20 min a
2400 rpm. Os lipideos isolados foram transferidos para um tubo de ensaio com
tampa e secos com nitrogénio (N2) em bloco digestor a 50°C.

A gordura separada foi metilada e os ésteres metilicos foram formados de
acordo com Kramer et al. (1997). No tubo de ensaio com os lipideos isolados e
secos com N2 (extracdo), foi adicionado metdxido de sdédio e levado ao banho-
maria por 10 minutos a 50°C. Apds o banho-maria, o tubo foi resfriado em gelo

por 5 minutos. Adicionou-se acido cloridrico metanoico e levado ao banho-maria
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por 10 minutos a 80°C. Foi retirado do banho-maria e resfriado em temperatura
ambiente por 15 minutos. Adicionou-se hexano, carbonato de potassio e ficou em
espera no escuro por 30 minutos. Retirou-se o sobrenadante e foi acondicionado
em outro tubo de ensaio com sulfato de sédio. Os tubos foram resfriados em gelo
por 30 minutos. Posteriormente foi retirado o sobrenadante e colocado em vial
com padrao interno que foram secos com N2 e depois diluidos em hexano para
apos fazer a leitura em cromatografo gasoso. Foi utilizado padrédo interno C23:0
(tricosanoico) a fim de corrigir as perdas durante o processo de metilagcdo dos
acidos graxos. Os acidos graxos foram quantificados por cromatografia gasosa
(GC-2010 Plus - Shimadzu, auto-injetor AOC 20i), usando coluna capilar SP-2560
(100 m x 0,25 mm de didmetro com 0,02 mm de espessura, Supelco, Bellefonte,
PA). A temperatura inicial foi de 70°C, com aquecimento progressivo (13°C/min)
até chegar a 175°C, mantendo por 27 minutos. Em seguida, um novo aumento de
4°C/minuto foi iniciado até 215°C, mantendo durante 31 minutos. Hidrogénio (H2)
foi utilizado como géas de arraste com fluxo de 40 cm?/s. Durante o processo de
identificagdo foram utilizados os seguintes padrdes: standard C4-C24 de acidos
graxos (F.A.M.E. mix Sigma®), C8-C28 (F.A.M.E. mix Sigma®), acido vacénico
C18:1 trans-11 (V038-1G, Sigma®), C18 CLA:2 trans-10, cis-12 (UC-61M 100mg),
CLA e C18:2 cis-9, trans-11 (UC-60M 100mg), (NU-CHEK-PREP EUA ®) e acido
tricosanoico (Sigma®) para identificacdo dos acidos graxos que foram formados
durante a biohidrogenagao de acidos graxos insaturados.

Os AGs foram escolhidos devido a sua maior importancia em relacao a
saude humana. A propor¢ao de acidos graxos saturados (C4:0 + C6:0 + C8:0 +
C10:0+C11:0+C12:0+ C13:0 + C14:0 + C15:0 + C16:0 + C17:0 + C18:0 + C21:0
+ C24:0), acidos graxos monoinsaturados (C16:1 + C17:1 c10+ C18:1t11 + C15:1
c10 + C20:1 c11 + C24:1 + C22:1 n9 + C18:1 c9 + C14:1 + 18:1 n7 + C18:1 n9t),
acidos graxos poli-insaturados (C18:2 n6 + C18:3 n3 + C18:3 n6 + C20:3 n3 +
C20:3 n6 + C20:4 n6 + C20:5 n3 + C22:6 n3), acidos graxos n-6 (C18:3 n6 + C20:3
n6 + C18:2 n6 + C20:4 n6) e acidos graxos n-3 (C18:3 n3 + C20:3 n3 + C22:6 n3
+ C20:5 n3) foram calculados utilizando a concentracdo de &acidos graxos
individuais. A relagao entre os acidos graxos poli-insaturados/saturados e acidos

graxos n6:n3 também foram calculados.
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2.4. Genotipagem dos animais

Para a genotipagem dos 963 animais foi utilizado um painel com 777.962
SNPs do BovineHD BeadChip (High-Density Bovine BeadChip) da Illumina. Foi
realizado o controle de qualidade dos marcadores SNPs, excluindo-se aqueles
com posi¢cdo gendbmica desconhecida, marcadores monomorficos, SNPs que nao
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg com probabilidade muito baixa (p-valor
< 10%), além dos que apresentaram MAF (frequéncia de alelos menores) menor
que 0,05. Também foram excluidos das analises marcadores SNPs que
apresentarem taxa de atribuigdo dos gendtipos (Call rate) menor a 90%, e os com
excesso de genotipos heterozigotos (Het Excess). Apds o controle de qualidade,
469.981 SNPs de 893 animais permaneceram nas analises. O software
PREGSF90 foi utilizado para realizar o controle de qualidade dos SNPs (Misztal
et al., 2002).

2.5. Construcao de haplétipos

Os gendtipos perdidos (“missing”) foram imputados e o faseamento do
gendtipo (“phasing”) para haplétipos foram realizados utilizando o software
Flmpute (Sargolzaei et al., 2014). Os blocos de haplotipos foram definidos
baseados no desequilibrio de ligagéo (LD) segundo a metodologia proposta por
Gabriel et al. (2002) utilizando o software HaploView (Barrett et al. 2005). Gabriel
et al. (2002) define que pares de SNPs estdo em “LD forte” se o intervalo de
confianga for igual ou superior a 95% e o D’ for de 0,98 (isto €, consistente com
nenhuma recombinacgdo histérica) e o limite inferior estiver acima de 0,7.
Inversamente, os mesmos autores, definem “forte evidéncia para recombinagao
historica”, pares para os quais o intervalo de confianca para o D’ for menor que
0,9. Nas analises foram considerados apenas alelos de haplotipos com frequéncia

maior que 1%.
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2.6. Analise de associagao gendmica com haplétipos

Os grupos contemporéneos (GC) incluiram animais nascidos no mesmo
ano e fazenda, e 0o mesmo grupo de manejo ao sobreano. Os GCs com menos de
3 observagdes e observagdes que desviaram + 3 desvios padrdo da média foram
excluidos. Apds a edi¢ao dos dados, um total de 801, 803, 798, 799, 797, 795 e
802 animais com dados de AGS, AGMI, AGPI, n3, n6, relacdo AGPI:AGS e
relagdo n6:n3, respectivamente, permaneceram no conjunto de dados. O arquivo
de pedigree continha as identificagées do animal, pai e mae, com um total de 2.989
animais (ap6s a poda) na matriz de parentesco. O arquivo de dados continha 606
touros e 1.200 vacas com progénies apresentando dados fenotipicos para o perfil
FA.

O modelo utilizado para estimar os efeitos dos haplétipos para os grupos
de acidos graxos da carne incluiu os efeitos fixo do grupo contemporaneo, efeito
fixo do haplétipo (regresséo linear no numero de copias do haplétipo: 0, 1 ou 2) e
idade ao abate como covariavel linear, e o efeito genético aditivo como aleatério.
As anadlises de associagdo genbmica foram realizadas usando um modelo de
maxima verossimilhanca restrita (REML) usando o software ASReml| v4.3. A
corregao para “False Discovery Rate (FDR)” foi aplicada a 10% de significancia
para ajustar para multiplos testes. Para todas as caracteristicas, o modelo utilizado
para estimar os efeitos dos haplotipos pode ser representado pela seguinte forma

matricial:
y=Xb+Zu+e

onde y é o vetor do fenotipo, b € o vetor de efeitos fixos, u é o vetor de efeitos
genéticos aditivos, X e Z sdo matrizes de incidéncia e e € o vetor de residuos
aleatorios. Considerando um modelo infinitesimal, var(u) = Ag3, onde A é o
numerador da matriz de parentesco obtida a partir da informag&o do pedigree e

o2 é a variancia do efeito genético.
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2.7. Analise funcional

As analises funcionais iniciaram-se utilizando a ferramenta BioMart
(www.ensembl.org/biomart) para identificar os genes candidatos presentes na
regido significativa.

O enriquecimento das vias metabdlicas e ontologia dos genes foram
realizadas utilizando "The Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID) v. 6.7" (DAVID - http://david.abcc.ncifcrf.gov/). A identificacéo
de QTLs anotados nas regides candidatas foi realizada utilizando a ferramenta de
busca “Data Analysis by Query — Query QTL by genome locations” do banco de
dados CattleQTLdb (https://www.animalgenome.org/cqi-bin/QTLdb/BT/index).

A versdao do genoma bovino utilizado como referéncia nas analises

funcionais do presente estudo foia UMD3.1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram significativamente associados (p < 0,10) 16 haplotipos para os
acidos graxos monoinsaturados (Figura 1), sendo que nestes foram encontrados
5 genes (Tabela 1). Porém nenhum dos genes foram relacionados aos acidos
graxos da carne.

Ao submeter as regides candidatas dos haplétipos no Cattle QTLdb
identificamos QTLs previamente relatados associados com acido graxo
tridecanoico em bovinos Angus (Saatchi et al., 2013), peso ao desmame em
bovinos de corte dos Estados Unidos (Saatchi et al., 2014a) e consumo alimentar
residual em racgas de bovino de corte (Saatchi et al., 2014b).

Nos acidos graxos poli-insaturados foram encontrados 15 haploétipos
significativamente associados (p < 0,10) (Figura 2) e nestes foram encontrados 6
genes (Tabela 1). O gene CLULT1 (clusterin like 1) possui um importante paralogo,
o gene CLU. Este gene codifica uma proteina chaperona responsavel pela
modulacdo da atividade transcricional de NF-kappa-B que esta envolvida na

resposta celular a estimulos como o estresse, citocinas, radicais livres, radiacao
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ultravioleta, oxidacdo de LDL e antigenos virais e bacterianos (Gilmore, 1999;
Glezer et al., 2000).

AGMI

~logso(p)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 23 25 27 29

Chromosome

Figura 1. Manhattan plot dos resultados da associagao genémica ampla utilizando
haplétipos para o somatério dos acidos graxos monoinsaturados
(AGMI) da carne de bovinos da raga Nelore.

Os genes paralogos sdo genes relacionados por homologia, ou seja,
compartilham uma origem comum. Os genes homologos sdo classificados em
genes ortdlogos e genes paralogos. Genes paralogos estao relacionados entre si
pela duplicacdo, ocupando duas posi¢coes diferentes no mesmo genoma e
geralmente possuem fungdes idénticas ou similares (Souza, 2010).

A proteina codificada pelo gene CHST9 (carbohydrate sulfotransferase 9)
pertence a familia das sulfotransferases e tem anotagdes GO (G0:0044262) para
processo biossintético de carboidratos. Os grupos sulfato em carboidratos
conferem fungdes altamente especificas as glicoproteinas, glicolipidios e
proteoglicanos e séo criticos para a interagao célula-célula, transdugéo de sinal e
desenvolvimento embrionario (Hooper et al., 1996).

O gene ENOSF1 (enolase superfamily member 1) esta relacionado ao
metabolismo energético uma vez que possui anotagées GO (G0O:0016052) para o
processo catabdlico de carboidratos celulares e pertence a via metabdlica do

metabolismo de frutose e manose.
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Tabela 1. Haplotipos significativamente associados aos acidos graxos
monoinsaturados (AGMI), acidos graxos poli-insaturados (AGPI),
acidos graxos saturados (AGS), relacao AGPI:AGS, acidos graxos
Omega 3 (n3), acidos graxos 6mega 6 (n6) e relagdo n6:n3 no
musculo Longissimus dorsi de Nelore.

Posi¢cdo no mapa

AG BTA (UMD 3.1) p-valor Gene Candidato
AGMI 10 55909280-55910192 0,0726 UNC13C
AGMI 10 91955798-91969035 0,0752  ENSBTAG00000025324
AGMI 10 91971322-91975274 0,0623 ENSBTAG00000025324
AGMI 10 55778761-55884656 0,1019 UNC13C
AGMI 10 55894571-55907437 0,0874 UNC13C
AGMI 10 52733953-52768453 0,0984 MYZAP
AGMI 22 937728-958720 0,1368 EGFR
AGMI 22 919612-922608 0,0892 EGFR
AGMI 24 56443426-56461897 0,0777 TXNL1
AGPI 10 62267100-62285604 0,0888 DuT
AGPI 22 54422439-54477489 0,0254 LARS2

ENOSF1
AGPI 24 35909641-35950109 0,0415 CLUL1
TYMS
AGPI 24 30137891-30183845 0,0405 CHST9
AGPI 24 30094437-30132702 0,0569 CHST9
AGPI 24 25441104-25481368 0,0924 RNF125
AGS 9 98807010-98810624 0,0224 PRKN
RITA1
AGS 17 63446868-63468435 0,0057 CFAP73
DDX54
AGS 18 4465590-4493835 0,0285 SYCE1L
AGS 18 65579737-65590031 0,0478 ZNF814
AGPI:AGS 5 RAP1B
AGPI:AGS > 45235256-45390164 0,0147 RF00428
AGPI:AGS 5 NUP107
AGPI:AGS 5 SLC35E3
AGPI:AGS 23 6058585-6066189 0,0649 TINAG
OMEGA 3 20 23029920-23037151 0,0365 ANKRD55
OMEGA 6 10 101051178-101055089 0,0950 KCNK10
N6:N3 5 78734230-78969010 0,0005 DENND5B
RNF41
RPS26
N6:N3 5 57444406-57606624 0,0070
ERBB3

PA2G4
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ZC3H10
ESYT1
MYL6B
MYL6
SMARCC2
N6:N3 23 28794410-28805588 0,0159 GABBR1
N6:N3 28  29001640-29029144 0,0542 McCU

N6:N3 29 19170744-19189471 0,0156 LOC524642
AG: acidos graxos
BTA: Bos Taurus autosome

AGPI

= logsolp)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 23 25 27 29

Chromosome

Figura 2. Manhattan plot dos resultados da associagao genémica ampla utilizando
haplétipos para o somatorio dos acidos graxos poli-insaturados
(AGPI) da carne de bovinos da raca Nelore.

Para os acidos graxos saturados foram significativamente (p < 0,10)
associados 4 hapldtipos (Figura 3), sendo que nestes foram encontrados 6 genes
(Tabela 1). A proteina codificada pelo gene PRKN (Parkin RBR E3 Protein Ligase
Ubiquitina) € um componente de um complexo multiproteina E3 ubiquitina ligase
que medeia o direcionamento de proteinas de substrato para degradagéo
proteasomal (Cui et al., 2018). Dentre suas anotagbes GO (gene ontology) estédo
as ligacdes receptor acoplado a proteina G, ligagédo fosfolipase, ligagéo a proteina
quinase e regulacédo positiva da sinalizagao de quinase I-kappaB/NF-kappaB. Cui
et al., 2018 investigando a expressao génica de PINK1 e Parkin em pré-adplocitos
3T3-L1, com estresse metabdlico (dieta rica em gordura — acido palmitico) em
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camundongos, concluiram que a expressao génica desses genes foi aumentada
no tecido adiposo de camundongos obesos, e a via PINK1-Parkin desempenhou
um papel protetor no estresse metabdlico.

AGS

= logsolp)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 23 25 27 29

Chromosome

Figura 3. Manhattan plot dos resultados da associagao genémica ampla utilizando
haplétipos para o somatorio dos acidos graxos saturados (AGS) da
carne de bovinos da raga Nelore.

O gene DDX54 (DEAD box helicase 54) codifica proteinas que s&o
supostas helicases de RNA dependentes de ATPase (Milek et al., 2017). Suas
anotagdes GO sdo compostas por ligacdo ATP e receptor de estrogénio. Da
mesma familia desse gene, Lemos et al. (2016) encontraram o gene DDX1
associado ao acido graxo poli-insaturado, C18:2 cis-9 cis-12 n-6.

Para a relagdo dos acidos graxos poli-insaturados com os acidos graxos
saturados (AGPI:AGS) foram significativamente associados (p <0,10) 3 haplotipos
(Figura 4), sendo que nestes foram encontrados 5 genes (Tabela 1). O gene
SLC35ES3 (solute carrier family 35 member E3) é um transportador de agucar de
nucleosideo localizado no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi (Ishida
e Kawakita, 2004; song, 2013). Os agucares nucleotidicos sado substratos para a
glicosilagdo de proteinas, lipidos e proteoglicanos (Ishida e Kawakita, 2004).
Lemos et al. (2016) ao realizarem o estudo de associagdo gendmica ampla para
AGs utilizando a mesma base de dados que o presente estudo, encontraram os
genes da mesma familia: SLC57A (associados aos acidos graxos saturados e aos
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acidos graxos poli-insaturados) e SLC4A4 (associado aos acidos graxos

monoinsaturados).

AGPI:AGS

=logyolpl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 23 25 27 29

Chromosome

Figura 4. Manhattan plot dos resultados da associagao gendmica ampla utilizando
haplétipos para a relagdo entre o somatério dos acidos graxos poli-
insaturados e o somatoério dos acidos graxos saturados (AGPI:AGS)
da carne de bovinos da raca Nelore.

A proteina nucleoporina (NUP107) esta localizada na borda nuclear e € um
componente essencial do complexo de poros nucleares (NPC), responsaveis pelo
transporte intermembrana (Krull et al., 2004). Elas fazem parte de um complexo
que auxilia o transporte de esterdis que regulam o metabolismo lipidico (Zhou et
al., 2011). Cesar et al. (2014) ao realizar o estudo de GWAS com SNPs para
identificar regides gendmicas associadas com a deposicdo de gordura e a
composicdo dos acidos graxos em bovinos Nelore, encontraram um gene da
mesma familia (NUP214) para acido graxo saturado C18:0.

O gene RAP1B codifica uma proteina de ligacdo GTP que possui uma
atividade GTPase intrinseca. Essas proteinas estdo envolvidas na cascata de
sinalizacdo de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), que culmina com a
translocacédo de MAPK para o nucleo, onde ativa fatores de transcricdo que
resultam na expressao génica (McCain, 2013). As anotagdes GO (GO:0071320 e
GO0:0051591) relacionadas a esse gene incluem resposta celular a AMP ciclico e
resposta a cAMP. A cAMP é um mensageiro secundario na transducdo de
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regulagdo de genes, sinalizagao celular e biossintese de horménios esteroides
(Gonzalez, Ceroni da Silva, 2017).

Foram significativamente associados (p < 0,10) 7 hapldtipos para os acidos
graxos 6mega 3 (Figura 5), sendo que nestes foram encontrados apenas 1 gene
(Tabela 1). O gene ANKRDS5 (Ankyrin Repeat Domain 55) possui um importante
paralogo, o gene KIDINS220 (Kinase D Interacting Substrate 220). Em suas
anotagdes GO incluem-se atividade reguladora da proteina quinase (uma enzima
que catalisa a transferéncia de um grupo fosfato de uma molécula doadora para
uma receptora) (McCain, 2013) e ligagdo do dominio PDZ (mecanismos
reguladores tais como fosforilagéo) (Lee e Zheng, 2010).

Ao analisar as regides candidatas no Cattle QTLdb observou-se 7 QTLs
associados a acidos graxos no leite de vacas da raga Holandesa (Bouwman et al.,
2012) e um associado a maciez da carne em ragas taurinas (McClure et al., 2012).

Nos acidos graxos 6mega 6 (n6) foram encontrados 5 haplotipos
significativamente (p < 0,10) associados (Figura 6) e 1 gene na regido associada
(Tabela 1). O gene KCNK10 (Potassium Two Pore Domain Channel Subfamily K
Member 10) codificada uma proteina pertence a familia de proteinas do canal de
potassio. Este canal € um retificador aberto que passa principalmente a corrente
para fora sob concentragdes fisiologicas de K* e é fortemente estimulado pelo
acido graxo araquidénico e outros acidos graxos livres insaturados de ocorréncia
natural e, em menor grau, pelo alongamento da membrana, acidificacdo
intracelular e anestésicos gerais.

Foram observados QTLs previamente identificados relacionados a gordura
da carne em animais da raga Holandesa (Doran et al., 2014); ao peso ao sobreano
em bovinos cruzados (Snelling, 2010); ao teor de acido gama-linolénico, teor de
acidos graxos poli-insaturados e teor de acidos graxos poli-insaturados 6mega 6
em bovinos da raga Nelore (Lemos et al., 2016) e; a maciez da carne em ragas
taurinas (McClure et al., 2012).

Na tabela 1 estdo expostos os 10 haplotipos significativamente (p < 0,10)
associados (Figura 7) a relagao dos acidos graxos 6mega 6 com os acidos graxos
O6mega 3 (n6:n3), em que foram encontrados 13 genes. Dos genes encontrados,
foram relacionados ao metabolismo de lipidios, transporte e uso de acidos graxos
e colesterol, biossintese e hidrolise de fosfolipidios e constituintes de membrana,
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sintese de proteina quinase 4 genes (RNF41, GABBR1, LOCb524642, ERBBS3,
ESYT1, SMARCC?2).

OMEGA 3

= logsolp)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 23 25 27 29

Chromosome

Figura 5. Manhattan plot dos resultados da associagao gendmica ampla utilizando

haplétipos para o somatério dos acidos graxos 6mega 3 (n3) da carne
de bovinos da raga Nelore.

OMEGA 6

= logsolp)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 23 25 27 29
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Figura 6. Manhattan plot dos resultados da associagao genémica ampla utilizando

haplétipos para o somatoério dos acidos graxos 6mega 6 (n6) da carne
de bovinos da raga Nelore.
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Na tabela 1 estdo expostos os 10 haplotipos significativamente (p < 0,10)
associados (Figura 7) a relagao dos acidos graxos 6mega 6 com os acidos graxos
O6mega 3 (n6:n3), em que foram encontrados 13 genes. Dos genes encontrados,
foram relacionados ao metabolismo de lipidios, transporte e uso de acidos graxos
e colesterol, biossintese e hidrolise de fosfolipidios e constituintes de membrana,
sintese de proteina quinase 4 genes (RNF41, GABBR1, LOC524642, ERBBS3,
ESYT1, SMARCC2).

N6:N3

= logsolp)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 23 25 27 29

Chromosome

Figura 7. Manhattan plot dos resultados da associagao genémica ampla utilizando
haplétipos para a relagao entre o somatorio dos acidos graxos 6mega
6 e o somatdrio dos acidos graxos 6mega 3 (n6:n3) da carne de
bovinos da raca Nelore.

A E3 ubiquitina-proteina ligase é a proteina codificada pelo gene RNF41
(ring finger protein 41) e regula a degradacao de proteinas-alvo, tais como a
Clec16a (C-type lectin domain family 16, member A) que possui um papel
fundamental na regulagéo da mitofagia (Ashrafi e Schwarz, 2013) e na secreg¢ao
de insulina estimulada pela glicose (Soleimanpour et al., 2014).

O gene GABBR1 (gamma-aminobutyric acid type B receptor subunit 1)
medeia o acoplamento a proteinas G que participam do processo de sinalizagao
que estimula a fosfolipase A2 e modula a hidrolise dos fosfolipidios inositol (Ng et
al., 1999). As fosfolipases A2 (PLA2s) pertencem a uma superfamilia de enzimas

que realizam a clivagem de fosfolipidios da membrana celular em acidos graxos
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(acido araquidonico) e lisofosfolipidios, numa reagdo dependente de calcio
(Defilippo, 2009).

As anotagdes de GO (GO:0006629 e GO:0008889) relacionadas com o
gene LOCb524642 (glycerophosphodiester phosphodiesterase domain-containing
protein 4) incluem atividade de fosfodiesterase de glicerofosfodiéster e processo
metabdlico lipidico. O gene ERBB3 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 3) um membro
da familia do receptor do fator de crescimento das tirosinas quinase. Codifica uma
tirosina quinase associada a membrana que tem sido implicada no controle do
crescimento celular. A proteina liga-se a neuregulina-1 (NRG1) e é ativada, essa
ligacdo aumenta a fosforilagdo nos residuos de tirosina e promove a sua
associagdo com a subunidade p85 da fosfatidilinositol 3-quinase (leguchi et al.,
2010). Anotagdes GO relativas a este gene incluem sinalizagao fosfatidilinositol 3-
quinase (G0:0014065) e atividade da proteina tirosina quinase (GO:0004713). As
anotacdes GO relacionadas com o gene ESYT1 (extended synaptotagmin 1)
incluem ligacao lipidica (G0O:0008289) e transporte lipidico (GO:0006869).

O gene SMARCC2 (SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin subfamily ¢ member 2) codificada uma proteina que faz
parte do complexo SWI/SNF, que realizam atividades enzimaticas chave, de
remodelamento da cromatina, alterando os contatos DNA-histona dentro de um
nucleossomo, dependente de ATP (Kadam et al., 2000).

O enriquecimento das vias metabodlicas e dos termos de GO (gene
ontology) nao foram significativos a 5% (p < 0,05).

4. CONCLUSAO

O presente trabalho é o primeiro estudo de associagdo genémica ampla
para o perfil de acidos graxos da carne em animais zebuinos que utiliza a
metodologia de haplotipos como unidades fundamentais dos testes de associagéo
no genoma bovino. Os genes identificados pelos haplétipos significativamente
associados com o perfil de acidos graxos da carne, podem estar relacionados com
o metabolismo energético, componentes de membrana celular e regulagéo génica.

Estes resultados poderéo contribuir para o melhoramento da qualidade da carne
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em animais zebuinos por meio da selegdo de animais baseada nos genes
associados com acidos graxos identificados no presente estudo e, dessa forma,
possibilitara a producdo de uma alimento com maiores beneficios para a saude

humana.
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