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DETECCAO DE QTL PARA MACIEZ DA CARNE EM BOVINOS DA RACA
NELORE

RESUMO — O mercado consumidor tem sido cada vez mais exigente quanto
a gualidade da carne e, portanto, a pecuaria precisa melhorar sua eficiéncia e
fornecer produtos diferenciados, padronizados e com qualidade. Entre as
caracteristicas de qualidade de carne, a maciez € a que mais influencia na
satisfacdo dos consumidores. Considerando a importancia dada a maciez da carne,
pesquisas tém sido desenvolvidas para melhor compreender 0sS mecanismos
relacionados a expressdo fenotipica desta caracteristica. Os estudos de genes
candidatos tém possibilitado a identificacdo de polimorfismos que modificam as
estruturas das proteinas ou ainda, que estejam em desequilibrio de ligacdo com
alteracdes funcionais no DNA. Com a automatizacdo dos polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) muitas regibes ao longo do genoma foram identificadas
como responsaveis pela variacdo fenotipica da maciez da carne. No entanto, 0s
marcadores SNPs podem ter baixa capacidade de identificar locos que atuam nas
caracteristicas quantitativas (QTL) por serem, na grande maioria, bi-alélicos e,
mesmo que acontecam mutacdes, as mudancas nas frequéncias alélicas dos SNPs
podem permanecer quase inalteradas. Por outro lado, com a utilizacdo de
haploétipos, mutacbes tendem a causar mudancas nas frequéncias dos haploétipos,
aumentando as chances de identificacdo dos QTL. Sendo assim, este estudo teve
como objetivos detectar QTL e mutagdes causais em genes candidatos e identificar
QTL por meio de uma andlise de associacdo gendmica ampla, para a caracteristica
maciez da carne em bovinos da raca Nelore, utilizando hapl6tipos como unidades
fundamentais dos testes de associacdo. Foram utilizadas informacfes fenotipicas,
genotipicas e de pedigree de animais provenientes de fazendas que integram os
programas de melhoramento genético DeltaGen e PAINT. Cinquenta e dois genes
candidatos foram escolhidos para serem analisados utilizando haplétipos
construidos com base no desequilibrio de ligacéo, utilizando 1.616 animais. Do total
de haplotipos, dois foram significativos, sendo que 0s éxons proximos e dentro
destes foram sequenciados visando buscar a mutagéo causal. O sequenciamento foi
realizado com 298 animais e os SNPs identificados foram imputados para os 1.318
animais remanescentes. Foram realizadas andlises de associacao utilizando
haplétipos construidos com base na metodologia de janelas sobrepostas, sendo que
seus efeitos foram estimados pelo método Genomic Best Linear Unbiased Predictor
(GBLUP). Os valores genéticos dos animais foram estimados para cada haplotipo e
SNP e, apés, as variancias genéticas aditivas foram calculadas. Utilizando
haplétipos construidos com base em janelas sobrepostas, verificou-se que o
aumento do niamero de SNPs no hapl6tipo permitiu capturar maior propor¢cdo da
variancia genética aditiva da caracteristica maciez da carne. Seis possiveis QTL
foram identificados explicando as maiores proporcdes de variancia genética aditiva
para maciez da carne, dos quais um esta no gene CAPNL1 e cinco no gene ASAP1.
N&o houve evidéncias de que a mutagdo causal para a maciez da carne tenha sido
identificada nos dois genes. Uma analise de associacdo gendmica ampla foi
realizada utilizando haplétipos construidos com base na metodologia de janelas
sobrepostas de tamanhos variados. Foram utilizados nesta analise 1.405 animais
genotipados com o painel lllumina Bovine HD e 1.756 animais genotipados com



painel de menor densidade (70 K Neogen) e, posteriormente, imputados para o
painel HD, em um total de 3.161 animais analisados. Os efeitos dos haplétipos e
SNPs foram estimados pelo método GBLUP e as variancias genética aditivas de
cada haplétipo e SNP foram calculadas. Os genes NOS1AP, SUCLG1, PHLDB2 e
LOC107132946 foram associados com a caracteristica maciez da carne em bovinos
da raca Nelore, por meio de analises de associacdo genémica ampla utilizando
SNPs individuais e haplétipos. A analise utilizando SNPs identificou QTL diferentes
das analises com haplétipos e, em alguns casos, SNPs apresentaram variancias
genéticas aditivas maiores do que as apresentadas pelos haplétipos. A analise que
utilizou haplotipos construidos com cinco SNPs identificou mais QTL do que as
analises de haplotipos construidos com sete e nove SNPs. Sugere-se que analises
utilizando haploétipos, baseados em janelas sobrepostas, sejam realizadas para
complementar analises de SNPs individuais em estudos de associacdo gendmica
ampla.

Palavras-chave: andlise de associacao, bovino de corte, gene candidato, haplétipo,
marcadores moleculares



DETECTION OF QTL FOR MEAT TENDERNESS IN NELLORE CATTLE

ABSTRACT - The consumer market has been increasingly demanding about
the meat quality and therefore livestock needs to improve its efficiency and provide
differentiated products, standardized and with quality. Considering the importance
given to the meat tenderness, research has been undertaken to better understand
the mechanisms related to the phenotypic expression of this trait. The candidate
gene studies have allowed the identification of polymorphisms that change the
structures of the proteins or that are in linkage disequilibrium with functional
alterations in the DNA. With the advent of single nucleotide polymorphisms (SNPs)
throughout many regions of the genome have been identified as responsible for
phenotypic variation in meat tenderness. However, SNPs markers may have low
ability to identify mutations, because SNPs are commonly bi-allelic and even when
mutations have occurred, allelic frequencies can remain unaltered. On the other
hand, using haplotype, mutations tend to cause major changes in haplotype
frequencies, increasing the chances of identification of QTL. Thus, this study aimed
to detect QTL and causal mutations by the approach of candidate genes and identify
possible QTL through a genome-wide association analysis, for the trait meat
tenderness in Nelore cattle using haplotypes as fundamental units of association
tests. Information of the phenotypic, genotypic and pedigree were used from farms
that belong to the breeding programs DeltaGen and PAINT. Fifty-two candidate
genes were chosen for analysis using haplotypes constructed based on linkage
disequilibrium using 1,616 animals. Two haplotypes were significant, and the exons
near and within these haplotypes were sequenced to search for the causal mutation.
The sequencing was performed using 298 animals and the identified SNPs were
imputed for 1,318 remaining animals. Association analysis using haplotypes
constructed based on the method of overlapping sliding windows were carried out
and the SNPs and haplotypes effects were estimated using Genomic Best Linear
Unbiased Predictor (GBLUP) method. The breeding values were estimated for each
haplotype and SNPs and the additive genetic variances were calculated. Using
haplotypes constructed based on overlapping sliding windows, we found that
increasing the number of SNPs in the haplotype allowed to capture a greater
proportion of additive genetic variance of meat tenderness. Six putative QTL were
identified with the greatest additive genetic variances for meat tenderness, which one
was in CAPN1 gene and five in ASAP1 gene. There was no evidence that the causal
mutation for meat tenderness trait has been identified in these genes. A genome-
wide association analysis was performed using haplotypes constructed based on the
methodology of overlapping sliding windows of varying sizes. In this analysis, 1,405
animals genotyped with the Illumina Bovine HD panel and 1,756 genotyped animals
with lower density panel (Neogen 70 K) were used and then, the genotypes of the
1,756 were imputed to the HD panel, in a total of 3,161 animals analyzed. The
haplotypes and SNPs effects were estimated by the method GBLUP and the additive
genetic variances were calculated for each haplotype and SNP. The NOSI1AP,
SUCLG1, PHLDB2 and LOC107132946 genes were associated with the meat
tenderness trait in Nelore cattle through genome-wide association analysis using
individual SNPs and haplotypes. The analysis using SNPs identified different QTL of
the haplotype analyzes, and in some cases, the SNPs showed additive genetic
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variance greater than those presented by the haplotypes. The analysis used
haplotypes constructed with five SNPs identified more QTL than analysis of
haplotypes constructed with seven and nine SNPs. Analyzes using haplotypes based
on overlapping sliding windows, should be conducted as additional analyzes for
individual SNPs in genome-wide association studies.

Keywords: association analysis, beef cattle, candidate gene, haplotype, molecular
markers



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1.1 Introducéo

A bovinocultura de corte brasileira assume importante posicdo no cenario
mundial pelo tamanho do rebanho e eficiéncia dos sistemas de producdo. Entre as
racas criadas no Brasil, a de maior destaque é a Nelore, por apresentar maior
adaptacdo em ambientes tropicais e resisténcia a parasitas. Porém, animais da raca
Nelore possuem algumas limitacdes em termos de caracteristicas de composicao de
carcaca, especialmente as relacionadas a qualidade de carne produzida (CURI et
al., 2010). O mercado consumidor tem sido cada vez mais exigente quanto a
qualidade da carne e, portanto, a pecuaria precisa melhorar sua eficiéncia e fornecer
produtos diferenciados, padronizados e com qualidade (HADLICH et al., 2013).
Dessa forma, caracteristicas relacionadas a qualidade da carne passam a ter
importancia nos programas de melhoramento genético animal.

Entre as caracteristicas de qualidade de carne a maciez € a que se destaca,
pois influencia diretamente na satisfacdo dos consumidores e, portanto, € decisiva
para aquisicdo da carne bovina (VERBEKE et al.,, 2010; REICKS et al.,, 2011;
ELLIES-OURY et al., 2013). No entanto, a maciez da carne é uma caracteristica de
dificil mensuracdo podendo ser obtida somente apds o abate dos animais. Dessa
forma, para a avaliacdo genética da maciez da carne é necessario o uso de teste de
progénie, visto que os candidatos a selecao ndo podem ser avaliados diretamente
(MILLER, 2010).

Considerando que a maciez da carne é uma caracteristica multifatorial, muitas
pesquisas tém sido desenvolvidas para melhor compreender 0os mecanismos
relacionados a expressao do fenotipo (FAN et al.,, 2009). Estudos de genes
candidatos tém identificado variantes genéticas associadas com a caracteristica
maciez da carne em varias racas de bovinos de corte (PAGE et al., 2002; CASAS et
al., 2006; CURI et al., 2009; ASLAN et al., 2010; ALLAIS et al., 2011; TIZIOTO et al.,
2012; CALVO et al., 2014; LEE et al., 2014; TAIT JR. et al., 2014). Segundo Tabor et
al. (2002) o estudo de genes candidatos permite identificar polimorfismos que

causam alteragfes na composi¢do da proteina ou que estejam em desequilibrio de



ligacdo com modificagbes no DNA que resultam em proteinas funcionais ou néo
funcionais. Apesar da quantidade de estudos utilizando genes candidatos, ha
divergéncias quanto aos resultados apresentados na literatura. O que pode ocorrer
devido a estes estudos utilizarem animais de diferentes racas, criados em ambientes
distintos, populagbes de tamanhos variados, ou pela utlizacdo de diferentes
métodos de estimacgdo dos efeitos dos marcadores.

Com o sequenciamento do genoma bovino, painéis contendo um numero
significativo de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) foram disponibilizados no
mercado, possibilitando a identificacdo desses marcadores préximos as mutacdes
causais (MATUKUMALLI et al.,, 2011). Paralelamente, métodos estatisticos de
analises foram desenvolvidos, tornando possivel a busca de regibes ao longo do
genoma que afetam caracteristicas de importancia econdmica (DEKKERS, 2004;
ANDERSON, 2009). Essas ferramentas podem auxiliar na predicdo mais acurada do
mérito genético dos animais candidatos a selecdo, bem como antecipar a sele¢céo
dos animais, sem a necessidade de mensurar os fenétipos dos mesmos ou de
parentes, levando a diminuicdo do intervalo de geracdes (MEUWISSEN et al., 2001;
HOCQUETTE et al., 2010; PINTO et al., 2010; ALLAIS et al., 2011).

Com esses avancgos, tornou-se possivel a realizacdo de estudos de
associacdo genémica ampla (GWAS — Genome-Wide Association Study), buscando
identificar locos que atuam na expressao de caracteristicas quantitativas (QTL) em
todo genoma em uma Unica andlise. Além disso, os estudos de GWAS podem
elucidar genes e mecanismos bioldgicos que influenciam na variacédo fenotipica das
caracteristicas (TIZIOTO et al.,, 2015). No entanto, muitos estudos de GWAS
utilizando SNPs ndo detectam associacdes entre genes candidatos e fendtipos
relacionados (BARENDSE, 2011). Ainda, segundo o autor, tem se descoberto uma
ampla quantidade de regides genémicas, algumas ndo contendo genes anotados,
gue tem apresentado pequenos efeitos sobre as caracteristicas.

A utilizacdo de haplotipos em andlises de associagcdo, como unidades
fundamentais, vem se tornando uma ferramenta importante para aumentar a
eficiéncia de deteccdo de QTL (CURTIS et al.,, 2001; CUYABANO; SU; LUND,
2014). Haplotipos possuem maior capacidade de identificacdo de mutagbes causais

guando comparados aos SNPs individuais, pois podem capturar maiores



quantidades de informa¢Bes da variabilidade genética, bem como possiveis
interacdes epistaticas entre SNPs de um mesmo loco (CLARK, 2004; BARDEL et al.,
2005; CUYABANO; SU; LUND, 2014). Portanto, o uso de haplétipos nas analises de
associacdo pode ser mais eficiente na identificacdo de regides responsaveis pela

expresséao do fendtipo.

1.2 Revisao de Literatura

1.2.1 Aspectos da bovinocultura de corte

A bovinocultura de corte possui grande importancia econdmica no Brasil,
devido a este ser um dos maiores produtores e exportadores de carne bovina in
natura (IBGE, 2015). Além disso, o Brasil possui o maior rebanho bovino comercial
do mundo, dispondo de aproximadamente 198 milhdes de animais, com abate de 43
milhdes de cabecas no ano de 2014 (ANUALPEC, 2015). Somente a pecuaria foi
responsavel por aproximadamente 30% do PIB (Produto Interno Bruto) do
agronegdcio, valor que representou 6,9% do PIB total do Brasil no ano de 2015
(ABIEC, 2016). Apesar deste destaque da pecuaria de corte nacional no cenério
econdbmico, a mesma se caracteriza por apresentar baixa produtividade e grande
variacdo na qualidade da carne produzida, o que compromete a competitividade
deste setor no mercado.

O crescimento das exportacdes e do consumo de carne bovina no Brasil vem
acompanhado por maior exigéncia do mercado consumidor e, assim, existe a
necessidade ndo s6 do aumento da produtividade do rebanho nacional, mas
também da qualidade dos produtos ofertados (COSTA et al.,, 2007). Portanto,
critérios de qualidade, como a padronizacéo de cortes, cor, maciez, palatabilidade e
suculéncia devem ser alcancados para atender a demanda do mercado consumidor,
pois séo caracteristicas determinantes na decisdo de compra (MISSIO et al., 2010).

O rebanho brasileiro é formado basicamente por animais zebuinos (Bos
indicus) e seus cruzamentos com taurinos (Bos taurus). Aproximadamente 70% do
rebanho nacional € composto pela raca Nelore, pois apresenta boa adaptabilidade

as condi¢des climaticas das regifes tropicais e resisténcia aos endo e ectoparasitas
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(HADLICH et al., 2013). Porém, esses animais possuem algumas limitacdes em
termos de caracteristicas de composi¢do de carcaca, e especialmente na qualidade
da carne produzida (CURI et al, 2010). Apesar disso, 0s programas de
melhoramento genético de racas zebuinas utilizam como critério de selecéo,
principalmente, caracteristicas de crescimento e, S0 recentemente, mais atencéo

tem sido dada aquelas relacionadas a qualidade da carcaca.

1.2.2 Maciez da carne

Entre as caracteristicas que determinam a qualidade da carne bovina, a
maciez é a mais importante, pois influencia diretamente na percepcdo dos
consumidores em relacdo a qualidade, sabor e satisfacdo, apresentando papel
fundamental na decisdo de compra do produto (VERBEKE et al., 2010; REICKS et
al., 2011; ELLIES-OURY et al., 2013). Em muitos paises, os consumidores estdo
dispostos a pagar mais por carne macia (FUEZ et al.,, 2004), sendo essa uma
tendéncia crescente por parte dos consumidores brasileiros. Porém, a capacidade
de predizer a maciez € um dos principais desafios da industria da carne, pois a
maciez € uma caracteristica altamente varidvel uma vez que é afetada por diversos
fatores ante-mortem e post-mortem.

Entre os fatores ante-mortem podem ser destacados: genética, raca,
alimentacdo, idade, sexo, tempo de confinamento, manejo pré-abate, nivel de
estresse, tipo de fibra muscular e teor de colageno e gordura (GEAY et al., 2001;
BELEW et al., 2003; KOOHMARAIE et al., 2003). Segundo Koohmaraie (2003)
aproximadamente 46% da variacdo na maciez da carne é causada pela genética,
sendo o restante determinado pelo efeito de ambiente, quando bovinos de diferentes
racas sao comparados. No entanto, de acordo com os autores, dentro de raca a
genética explica 30% da variagdo na maciez e, portanto, € um dos fatores ante-
mortem mais importante entre os descritos anteriormente. Assim, a identificacédo de
variacdes no DNA, que afetam os mecanismos envolvidos nos processos fisioldgicos
da maciez da carne, podem contribuir para a predicdo da maciez da carne
precocemente (ANDERSON et al., 2012).
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Magalhdes et al. (2016) encontraram herdabilidade para maciez da carne
(WBSF) de 0,12 + 0,07, em animais pertencentes ao presente estudo. Resultado
similar foi apresentado por Castro et al. (2014), os quais encontraram herdabilidade
de 0,11 £ 0,02 em animais da raca Nelore. Porém, com a adicdo dos dados
gendmicos, foi encontrada uma herdabilidade de 0,29 + 0,05 para caracteristica
WBSF, no presente estudo, sugerindo que a selecdo baseada em marcadores
genéticos pode ser efetiva para o0 melhoramento da maciez da carne.

Os tipos de fibras musculares também podem influenciar na maciez da carne.
As fibras musculares podem ser divididas em trés grupos, com caracteristicas
bioguimicas e biofisicas distintas, sendo que a principal diferenca entre elas esta no
metabolismo glicolitico e oxidativo (CHOE et al., 2008). De acordo com Peter et al.
(1972) as fibras do tipo | apresentam contracdo lenta, metabolismo oxidativo e
coloragdo vermelha. Segundo os autores as fibras do tipo I[IA possuem
caracteristicas de contracdo rapida, metabolismo oxidativo-glicolitico e coloracao
intermediaria e as do tipo IIB sdo de contracdo rapida, metabolismo glicolitico e
coloracdo branca. A fonte de energia utilizada pelas fibras de metabolismo oxidativo
sdo os &cidos graxos, enquanto que as de metabolismo glicolitico utilizam o
glicogénio (WARRIS, 2000; PETTE; STARON, 2001; KIM et al., 2008). As fibras do
tipo | possuem niveis mais altos de gordura intramuscular que as fibras do tipo 11B
(CALKINS et al., 1981; NAM et al., 2009). O musculo Longissimus apresenta maior
guantidade de fibras do tipo 1IB (MORALES, 2007; DE OLIVEIRA, 2013), sendo que
estudos tem demonstrado que as fibras do tipo 1IB estédo relacionadas com menor
maciez da carne (OCKERMAN et al., 1984; MALTIN et al., 1998; KIRCHOFER et al.,
2002; CHANG et al., 2003; MORALES, 2007).

Mesmo sendo um fator ante-mortem, a gordura subcutdnea atua como
isolante térmico durante o resfriamento da carcaca no post-mortem, fazendo com
gue esse processo seja mais lento, podendo influenciar na maciez da carne (MAY et
al., 1992; LESSER, 1993). O resfriamento rapido da carcaga provoca o
encurtamento das fibras do musculo e a desativacao de sitios de reconhecimento de
enzimas, reduzindo seu acesso aos substratos. Assim, mesmo se houver
disponibilidade de enzimas proteoliticas, sua acao sera comprometida e a protedlise
ideal ndo ocorrera, o que resultaria em carne dura (KOOHMARAIE, 1996; FELICIO,
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1997). Ainda, a gordura subcutanea influencia na perda de peso da carcaca e na
coloracdo da carne por meio da desidratagdao durante o resfriamento, o que
compromete sua qualidade (PRADO et al., 2009a; 2009b). De acordo com Jones e
Tatum (1994) 5,1% das variacdes nos valores de maciez sdo devido a espessura de
gordura subcutanea presente nos animais.

O conteudo de gordura intramuscular (marmoreio) também €& um fator ante-
mortem que influencia na textura, suculéncia, palatabilidade e maciez da carne
(MULLER, 1987; NISHIMURA et al., 1999). Segundo os autores a gordura
intramuscular contribui de 3 a 10% na variagdo dos atributos citados anteriormente.
A gordura intramuscular afeta a maciez por meio da separacdo do tecido conjuntivo
intramuscular, fazendo com que as ligacdes entre as miofibrilas sejam desfeitas mais
facilmente (NISHIMURA et al., 1999; WARRIS, 2000; HOCQUETTE et al., 2010).
May et al. (1992) e Di Marco (1998) demonstraram que carnes com maior grau de
gordura intramuscular necessitam de menos forca para o rompimento de suas fibras.
Jones e Tatum (1994) observaram que 9% das variacdes nos valores de maciez sao
devido a gordura intramuscular. No entanto, em alguns estudos as caracteristicas
gordura intramuscular e maciez da carne ndo apresentaram correlagbes (BURROW
et al., 2001; RILEY et al., 2005). Além disso, a quantidade de gordura intramuscular
em zebuinos é baixa devido a caracteristica inata e ancestral que lhes permite
melhor termorregulacdo em seu habitat natural tropical (GONDIM, 2013).

Entre os fatores post-mortem pode-se destacar o resfriamento da carcacga,
velocidade de queda de pH, maturacado, tecnologias de amaciamento e protedlise
(FELICIO, 1997; KOOHMARAIE et al., 2003; ZAMORA et al., 2005). Apds o abate do
animal, inicia-se uma série de transformacdes quimicas e fisicas na musculatura
estriada, as quais resultam na rigidez da carcaca pelo encurtamento do sarcémero,
chamado de rigor mortis. Este € um processo importante, pois pode resultar em
variacfes nas propriedades da carne, como a capacidade de retencéo de agua, cor
e firmeza da carne fresca, maciez, sabor, suculéncia, capacidade de emulsificacdo
das matérias primas e cor e rendimento dos produtos processados (JUDGE et al.,
1989).

Apbs o rigor mortis, inicia-se o processo de transformag¢do do musculo em

carne, denominado maturagdao. Durante esse processo, ocorre a agdo de enzimas
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enddgenas proteoliticas que aumentam a maciez, especialmente, em cortes do
musculo Longissimus dorsi (TAYLOR et al., 1995; KOOHMARAIE, 1996). No post-
mortem a maior causa da variabilidade na maciez da carne bovina pode ser
atribuida as variacfes que ocorrem no processo enzimatico (KOOHMARAIE, 1996).
Trés sistemas proteoliticos estdo envolvidos no amaciamento da carne: proteases
calcio dependentes (calpainas), proteases lisossomais (catepsinas) e proteossomas
(CHERETA et al.,, 2007). O sistema proteolitico calcio dependente tem sido
considerado como um dos principais fatores responsaveis pela variagdo da maciez
(GEESINK et al.,, 2006; HUFF-LONERGAN; ZHANG; LONERGAN, 2010). Além
disso, o processo de maturacdo também pode ser influenciado por variaveis tais
como idade, raca, velocidade de glicdlise, quantidade e solubilidade do colageno,
comprimento do sarcobmero das miofibrilas e forca i6nica (CROALL; DEMARTINO,
1991; KOOHMARAIE, 1994; KOOHMARAIE, 1996).

A mensuracdo da maciez pode ser realizada por analise sensorial ou por
medicdo objetiva como a forca de cisalhamento (WBSF). A forca de cisalhamento
reflete uma combinacdo da resisténcia das miofibrilas e do tecido conjuntivo (LINES
et al., 2009). Pesquisas tém relatado que a forga de cisalhamento da carne aumenta
a medida que se eleva a percentagem de Bos indicus nos animais, em cruzamentos
com Bos taurus (PRINGLE et al., 1997; GONZALEZ et al., 2003). Mazzucco et al.
(2010) demonstraram que animais da raca Nelore apresentaram maiores valores
para forca de cisalhamento quando comparados a outros grupos genéticos. Luchiari
Filho (1994) também relatou que a carne de novilhos da raca Nelore apresentou
maior forca de cisalhamento em relacdo a grupos de animais cruzados e de
bubalinos.

Contudo, a importancia de mais pesquisas voltadas ao melhoramento
genético para a caracteristica maciez da carne, estd cada vez mais evidente,
principalmente para animais da raca Nelore. Esforcos estdo sendo feitos para que se
alcance um produto de melhor qualidade, porém com muitos desafios devido aos
varios fatores genéticos e ambientais que podem afetar a maciez da carne. Dessa
forma, ha necessidade de mais estudos para elucidar os mecanismos envolvidos na
variabilidade da caracteristica (ZHOU et al., 2009).
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1.2.3 O melhoramento genético e os marcadores moleculares

O melhoramento genético animal tem sido considerado uma ferramenta
importante para aumentar a produtividade do setor de bovinocultura de corte. Em
meados dos anos 80, a maioria dos programas de melhoramento genético de
animais de corte, passou a avaliar os animais com base na metodologia dos
modelos mistos para a estimacdo dos valores genéticos baseados na Diferenca
Esperada na Progénie (DEP), utlizando registros fenotipicos e de pedigree
(HENDERSON, 1984). Estes programas tém selecionado animais com base em
caracteristicas relacionadas com o crescimento, desenvolvimento, composi¢ao
corporal, reproducéo e resisténcia a doencas (ZHOU et al., 2009).

Apesar dos progressos obtidos, a eficiéncia das técnicas tradicionais de
selecdo é bastante limitada em relacao as caracteristicas de dificil mensuracéo e de
expressao tardia ou post-mortem, principalmente para a caracteristica maciez da
carne (VAN EENENNAAM, 2006; BONILLA et al, 2010). A técnica de
ultrassonografia em tempo real é bastante utilizada em animais vivos para medir
caracteristicas como éarea de olho de lombo, gordura subcutanea e gordura
intramuscular. Porém, para a caracteristica maciez da carne essa técnica ainda nao
pode ser utilizada (LU et al., 2013). Dessa forma, a selecdo baseada em registros
fenotipicos pode ser realizada somente por meio de teste de progénie, o que leva ao
aumento do custo de producéo e do intervalo de geracdes (MILLER, 2010).

A utilizacdo de marcadores moleculares para auxiliar na selegcdo dos animais
pode ser a estratégia mais adequada para o melhoramento da maciez da carne, pois
€ uma forma de avaliar o mérito genético dos animais com predicdes mais acuradas
(CURI et al., 2010; HOCQUETTE et al., 2010; ALLAIS et al., 2011). Além disso,
informagdes genotipicas podem ser obtidas precocemente, sem a necessidade do
abate do animal, o que refletird na diminuig&do do intervalo entre geragdes, economia
na realizacdo de testes de progénie e aceleracdo do progresso genético anual
(BECKMANN; SOLLER, 1987; MACHADO; MARTINEZ, 2001; PINTO et al., 2010).
Caracteristicas de carcaca e de qualidade da carne estdo entre as mais beneficiadas
pelo uso de informagbes dos marcadores genéticos para selecdo dos animais
(CASAS et al., 2003; MACHADO et al., 2010).
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O marcador mais abundante no genoma bovino é o SNP (Single Nucleotide
Polymorphism ou polimorfismo de nucleotideo Unico), o qual pode ser utilizado para
identificar regides do genoma ou genes que influenciam nas caracteristicas de
interesse econdémico (BRUMFIELD et al.,, 2003; EMARA; KIM, 2003; DO et al.,
2008). A identificacdo de SNPs associados a genes que afetam as caracteristicas de
qualidade da carne pode ser um fator que possibilitard a inclusdo dessas
caracteristicas nos programas de melhoramento genético de bovinos de corte no
Brasil, como critério de selecdo (REZENDE et al., 2008).

Painéis de alta densidade de SNPs para bovinos foram desenvolvidos
(MATUKUMALLI et al., 2011), os quais contém uma vasta quantidade de SNPs
distribuidos por todo genoma, o que aumenta a probabilidade de estarem
localizados préximos as mutacfes causais. Além disso, métodos de analise em larga
escala foram elaborados para que a grande quantidade de dados gerados pelos
painéis pudessem ser analisados. Com estes avangos, se tornou possivel a busca
em todo genoma por locos que influenciam as caracteristicas quantitativas (QTL -
Quantitative Trait Loci), onde as mutacdes causais estdo localizadas (DEKKERS,
2004; ANDERSON, 2009).

Devido a proximidade dos marcadores as mutagcdes causais, a taxa de
recombinacdo € consideravelmente pequena e assim os alelos de um marcador e 0s
do QTL sao transmitidos juntos, dado o desequilibrio de ligacéo existente entre eles
(FAY; WU, 2000). O desequilibrio de ligacdo é observado quando combinacdes de
alelos de diferentes locos em um cromossomo ocorrem com maior frequéncia do que
aguelas esperadas em uma situacado ao acaso (GODDARD et al., 2009). Portanto,
para que seja possivel identificar variacbes no genoma que afetam os fenétipos, os
marcadores genéticos devem estar fortemente ligados as mutacfes causais, ou

seja, em alto desequilibrio de ligacdo com as mesmas (KHATKAR et al., 2006).
1.2.4 Genes candidatos
O estudo de genes candidatos € um método de associacdo entre genes e

caracteristicas de interesse econdmico. Genes candidatos sao aqueles que

possuem fungdes biolégicas conhecidas e que estejam direta ou indiretamente



16

envolvidos no desenvolvimento ou nos processos fisiolégicos de determinada
caracteristica (ZHU; ZHAO, 2007). A abordagem de gene candidato pode
proporcionar um melhor entendimento da arquitetura genética de caracteristicas
guantitativas, pois € um método eficaz para a busca de variagbes nos genes
especificos que supostamente influenciam na variagdo do fenotipo dos individuos
(ZHU; ZHAO, 2007; LIU et al., 2008).

Segundo Tabor et al. (2002) o estudo de genes candidatos permite identificar
variantes genéticas que causam alteracdes na funcdo protéica ou que estejam em
desequilibrio de ligacdo com alteracbes funcionais. A abordagem de genes
candidatos tem demonstrado alto poder de identificacdo de genes e mutagbes
causais (TABOR et al., 2002; AMOS et al., 2010). Além disso, estudos de genes
candidatos apresentam custo relativamente baixo e sdo rapidos de serem
executados (WILKENINGET et al., 2009; PATNALA; CLEMENTS; BATRA, 2013).
Ainda, de acordo com os autores, 0 sucesso desta abordagem depende da escolha
correta dos genes a serem estudados, portanto, o conhecimento prévio sobre a
funcao bioldgica dos genes é necessario.

A caracteristica maciez da carne € multifatorial e, portanto, a busca por genes
candidatos e a sua associacdo com maciez tem sido largamente aplicada para a
descoberta de genes que influenciam na variagdo fenotipica apresentada pelos
animais (FAN et al.,, 2009). Existem muitos trabalhos na literatura com genes
candidatos que identificaram variantes associadas a caracteristica maciez da carne
em varias espécies de bovinos de corte (PAGE et al., 2002; CASAS et al., 2005;
WHITE et al., 2005; CASAS et al., 2006; CURI et al., 2009; ASLAN et al., 2010;
ALLAIS et al.,, 2011; TIZIOTO et al., 2012; CALVO et al.,, 2014). Entretanto, ha
divergéncias quanto aos resultados de associa¢do e tamanho do efeito das mesmas
variantes entre estes estudos, inclusive em variantes que compdem alguns testes
genéticos disponiveis no mercado (VAN EENENNAAM et al., 2007). Contudo, antes
de expandir o uso de marcadores para aplicacdes comerciais, € crucial a validacéo

de seus efeitos em diferentes ragas e ambientes (BARENDSE, 2005).

1.2.5 Haplotipos
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Grande parte das variantes genéticas ndo esta presente de forma
independente nos genomas, mas sim ligadas umas as outras (BARNES, 2010). A
combinacédo de alelos de varios SNPs localizados proximamente ao longo de um
anico cromossomo e que tendem a ser herdados juntos € denominada haplotipo
(BANSAL et al., 2008). Segundo Boopathi (2013) haplétipos séo variacdes genéticas
transmitidas em blocos n&o recombinantes, sendo que sua existéncia revela um
estado de desequilibrio de ligacdo entre variantes alélicas de regibes
cromossOmicas fortemente ligadas. O desequilibrio de ligacdo refere-se a
associacdo nao aleatoria de alelos em dois locos resultando em maior frequéncia de
certos haplétipos no loco do que o esperado ao acaso (BOHMANOVA;
SARGOLZAEI; SCHENKEL, 2010).

A utilizacdo de haplotipos em andlises de associacdo como unidades
fundamentais tém demonstrado importantes vantagens. De acordo com Barendse
(2011) utilizar haplétipo pode melhorar substancialmente a capacidade de detectar o
total da variacdo fenotipica explicada por determinada regido do genoma, em
comparacao com SNPs individuais. Isto acontece, pois haplétipos podem capturar
uma maior quantidade de informacdes e, consequentemente, possuem maior
capacidade de identificar QTL (CUYABANO; SU; LUND, 2014). Além disso,
hapl6tipos podem capturar possiveis interacfes epistaticas entre SNPs de um
mesmo loco (CLARK, 2004; BARDEL et al., 2005). Testes de associacao utilizando
blocos de haplétipos reduzem o numero de testes na analise e, portanto, a taxa de
erro do tipo | (ZHAO et al., 2007). Este erro ocorre quando a hip6tese nula é
rejeitada sendo ela verdadeira (BANERJEE et al., 2009; LORENZ et al., 2010), ou
seja, afirma-se que existe efeito do marcador sobre a caracteristica quando isso nao
ocorre (falso-positivo).

Entretanto, o uso de haplotipos em analises de GWAS, é pouco explorado,
pois nao existe um consenso na literatura da quantidade de SNPs que devem formar
um haplétipo, bem como qual a melhor metodologia para a construgédo e anélise dos
haplétipos (MARTIN et al., 2000). Até o momento, a maioria das analises de
associacao utilizando haplétipos tém sido realizadas em regides do genoma com
alto desequilibrio de ligacdo, onde a maior parte da variacdo genética pode ser

capturada por um numero limitado de haplétipos (GABRIEL et al., 2002).
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Para realizar tal analise, blocos de SNPs em desequilibrio de ligacdo
precisam ser definidos e, posteriormente, os testes de associacdo sao realizados
para cada bloco. No entanto, € quase inevitavel que a construcao de haplotipos, com
base nesta metodologia, resulte em SNPs "0rfaos" que estdo fora de todos os
blocos. Assim, a informacdo completa sobre a variabilidade genética dentro da
regido ndo sera analisada (LI; SUNG; LIU, 2007). Portanto, o uso de blocos de SNPs
em desequilibrio de ligacdo para a construgcdo dos haplotipos pode ndo ser a
estratégia mais eficiente nas analises de associacdo (LIN; CHAKRAVARTI,
CUTLER, 2004).

Outro método para a construcdo dos haplétipos vem sendo muito utilizado
para a deteccdo de QTL associados com doencas em humanos (BARNES et al.,
2006; GIZATULLIN et al., 2006; LAWS et al., 2007). Nessa metodologia, haplétipos
sdo construidos com base em janelas sobrepostas, onde varios SNPs vizinhos sédo
incluidos na andlise como haplétipos, capazes de cobrir todos os locos de interesse
(MATHIAS et al., 2006). Testes utilizando tamanhos variados de janelas, sobre uma
regido genbmica, possibilitam a descoberta de marcadores ou regides que Sao
significativamente associados com as caracteristicas de estudo (GUO et al., 2009).
Além disso, segundo os autores, a abordagem de janelas sobrepostas nao requer
conhecimento prévio da estrutura de desequilibrio de ligacdo. Entretanto, a utilizacéo
de haplétipos construidos pelo método de janelas sobrepostas requer alta demanda
computacional (CHENG et al., 2005; LI; SUNG; LIU, 2007).

1.3 Objetivos

Objetivo Geral

Detectar QTL e mutacdes causais em genes candidatos e identificar possiveis
QTL por meio de uma analise de associacdo gendmica ampla utilizando SNP e
haplotipos como unidades fundamentais dos testes de associacdo, para a

caracteristica maciez da carne em bovinos da raca Nelore.

Objetivos Especificos
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- Identificar genes candidatos associados a caracteristica maciez da carne em
bovinos da raca Nelore, utilizando hapl6tipos construidos com base no desequilibrio
de ligacao;

- Buscar mutacdes causais em regides de genes candidatos associados com a
caracteristica maciez da carne;

- Detectar QTL para a caracteristica maciez da carne por meio de estudos de
associacdo gendémica ampla, utilizando haplétipos construidos a partir de janelas
sobrepostas de tamanhos variados.

- Comparar resultados de estudos de associagcdo gendmica ampla utilizando
haplétipos e SNPs individuais.
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CAPITULO 2 - Validacio de genes candidatos para identificar QTL e mutacdes

causais para maciez da carne em bovinos da raga Nelore

RESUMO - Os painéis de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) podem ser
utilizados para identificar regibes no genoma que estdo associadas com a
caracteristica maciez da carne. Contudo, testes de associacdo utilizando haplotipos,
normalmente, sdo mais poderosos na identificacdo de QTL (Quantitative Trait Loci —
locos que afetam nas caracteristicas quantitativas) quando comparados com testes
que usam SNPs individuais, pois hapl6tipos podem capturar uma maior propor¢cao
da variancia genética aditiva. Sendo assim o objetivo desse estudo foi detectar QTL
e buscar mutagbes causais em genes candidatos, previamente descritos na
literatura, para a caracteristica maciez da carne em bovinos da raca Nelore
utilizando haplétipos. Haplétipos de 52 genes candidatos foram considerados no
presente estudo. Dois haploétipos, localizados nos genes ASAP1 e CAPN1, foram
associados com a caracteristica maciez da carne. Essas regides foram
sequenciadas em 298 animais e 21 SNPs, que ndo estdo presentes no painel
BovineHD, foram identificados, sendo que quatro SNPs, localizados no gene
CAPN1, foram descritos pela primeira vez no presente estudo. Posteriormente, estes
SNPs foram analisados, juntamente com os demais marcadores encontrados no
painel HD, por meio de haplotipos construidos com base em janelas sobrepostas de
tamanhos variados. Os efeitos dos hapl6tipos e dos SNPs foram estimados pelo
método GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Predictor) e as variancias genéticas
aditivas de cada hapl6tipo e SNP foram calculadas considerando o valor genético
dos animais. Utilizando haplétipos construidos com base em janelas sobrepostas,
verificou-se que o aumento do numero de SNPs no haplétipo permitiu capturar maior
proporcdo da variancia genética aditiva da caracteristica maciez da carne. Seis
possiveis QTL foram identificados explicando as maiores propor¢cdes de variancia
genética aditiva para maciez da carne, dos quais um esta no gene CAPNL1 e cinco
no gene ASAPL. Nao houve evidéncias de que a mutacdo causal para a maciez da
carne tenha sido identificada nos dois genes, porém estes QTL podem ter efeito na
regulacdo, no processo de traducdo destes genes ou ainda podem estar em
desequilibrio de ligagdo com as mutacdes causais.

Palavras-chave: andlise de associacao, ASAP1, CAPN1, haplétipos, SNP
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CAPITULO 2 — Candidate gene analysis to identify QTL and causal mutations
for meat tenderness in Nelore cattle

ABSTRACT - The panels of SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) can be
used to identify genomic regions that are associated with meat tenderness. However,
using haplotype association tests are usually more powerful in identifying QTL
(Quantitative Trait Loci) when compared to individual SNPs analysis, because
haplotypes can therefore capture a greater proportion of additive genetic variance.
Thus the aim of this study was to detect QTL and search for causal mutations in
candidate genes for meat tenderness in Nelore cattle using haplotypes. Haplotypes
of 52 candidate genes were considered in this study. Two haplotypes, located in
ASAP1 and CAPN1 genes were associated with meat tenderness. These regions
were sequenced in 298 animals and 21 SNPs, that are not present in BovineHD
panel were identified. Subsequently, these SNPs were analyzed, along with other
markers from HD panel, through haplotypes constructed based on overlapping
sliding windows of varying sizes. The haplotype and SNPs effects were estimated by
GBLUP method (Genomic Best Linear Unbiased Predictor) and the additive genetic
variance of each haplotype and SNP were calculated considering the breeding value
of the animals. Using haplotypes constructed based on overlapping sliding windows,
we found that increasing the number of SNPs in the haplotype allowed to capture a
greater proportion of additive genetic variance of meat tenderness. Six putative QTL
were identified with the greatest additive genetic variances for meat tenderness,
which one was in CAPN1 gene and five in ASAP1 gene. The causal mutation was
not identified, but these QTL may be affecting on regulation, the translation process
of these genes or they may be in linkage disequilibrium with the causal mutations.

Keywords: ASAP1, association analysis, CAPN1, haplotype, SNP
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2.1 Introducéao

O Brasil desempenha importante papel na producao e exportacdo mundial de
carne bovina had mais de uma década (ABIEC, 2016). O rebanho brasileiro é
composto, principalmente, por animais Bos indicus, sendo que a Nelore é a mais
relevante entre as racas de bovinos de corte. A raca Nelore é conhecida pela sua
adaptabilidade em climas tropicais e resisténcia a parasitas, porém produz carne de
menor qualidade quando comparada as ragas taurinas (O’'CONNOR et al., 1997
BIANCHINI et al., 2007). A maciez tem sido considerada a caracteristica que mais
influencia na satisfagdo do consumidor, impactando na rentabilidade do setor
pecuario (HUFFMAN et al., 1996; BOLEMAN et al., 1997; GOODSON et al., 2002).

A maciez da carne € uma caracteristica complexa, pois depende do efeito
acumulativo de muitos genes e é altamente influenciada por fatores ndo genéticos
(HOCQUETTE et al., 2012). A maciez é considerada uma caracteristica de dificil
mensuracdo, podendo ser medida somente apdés o abate dos animais. Essa
limitacdo dificulta sua avaliagcdo nos programas de melhoramento genético animal
sendo necessario lancar méo do uso de testes de progénies para avaliacdo de forma
direta. No entanto, os testes de progénie sdo onerosos em tempo e capital investido,
além de impactarem diretamente no intervalo de geracdes. Como consequéncia, 0
progresso genético para a maciez da carne é menor que as demais caracteristicas
consideradas nos programas de melhoramento (GUTIERREZ-GIL et al., 2008;
DUNNER et al., 2013).

O ganho genético para a caracteristica maciez da carne pode aumentar com
a utilizacdo de marcadores moleculares, pois permite a pré-selecdo de animais
jovens, resultando na diminuicdo do intervalo de geracées quando comparado com a
selecéo baseada nos testes de progénie (BECKMANN; SOLLER, 1987; MACHADO;
MARTINEZ, 2001). Além disso, os marcadores fornecem informacdes sobre locos
associados a maciez da carne em todo o genoma, independente se os efeitos sobre
a maciez sdo capturados por diferentes niveis de expressdo de um gene ou por
variantes que codificam proteinas (VASCONCELLOS et al., 2003). Portanto, a busca

por marcadores associados a maciez da carne tem se tornado uma importante
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ferramenta na identificacdo de QTL, genes candidatos e muta¢des causais (PAGE et
al., 2004; VAN DEN BERG et al., 2013).

Na literatura, alguns QTL tém sido relatados para maciez da carne em
bovinos de corte (PAGE et al.,, 2002; CASAS et al., 2006; CURI et al., 2009;
TIZIOTO et al., 2012). Entretanto, estes ndo vém sendo amplamente utilizados em
programas de melhoramento genético animal, dado o reduzido numero de
marcadores associados com a maciez de forma acurada (BOLORMA et al., 2014).
Assim, encontrar as mutacfes causais para a caracteristica maciez da carne
continua sendo um desafio para os pesquisadores (VAN DEN BERG et al., 2013).
Com o sequenciamento do genoma bovino e a disponibilidade de painéis de alta
densidade de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP), a identificacdo de regides
associadas com fenoétipos de interesse tem se tornado possivel (GODDARD et al.,
2009; MATUKUMALLI et al., 2011).

Os painéis de SNPs também sao utilizados em estudos de associagcdo para
identificar regides alvo e genes candidatos de forma acurada (MATUKUMALLI et al.,
2011). Isso é possivel, pois os marcadores SNP podem estar em desequilibrio de
ligacdo com os QTL que afetam a caracteristica de interesse (VAN DEN BERG et
al.,, 2013). No entanto, utilizando SNPs nas analises de associagdo, somente uma
pequena fragdo da variacdo genética das caracteristicas quantitativas tem sido
explicada (WU et al., 2014). Segundo Yang et al. (2010) os efeitos dos SNPs séo
pequenos e, portanto, ndo sao significativamente associados com a caracteristica de
interesse. Além disso, de acordo com os autores, o incompleto desequilibrio de
ligacdo entre SNPs e variantes causais pode ser responsavel pela menor proporgcéo
da variancia genética aditiva explicada.

O método de associacdo utilizando hapl6tipos pode ser mais eficiente na
identificacdo de variacbes causais, pois haplotipos podem capturar mais
informagdes e aumentar a quantidade da variancia fenotipica explicada pela regido
(AKEY et al., 2001; BARENDSE, 2011; WU et al., 2014). De acordo com Barendse
(2011) haplotipos podem explicar em torno de 80% mais da variancia fenotipica da
caracteristica quando comparados com SNPs. Além disso, haplotipos podem
capturar possiveis interacdes epistaticas entre SNPs de um mesmo loco (CLARK,
2004; BARDEL et al., 2005). Dessa forma, o objetivo desse estudo foi detectar QTL
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para a caracteristica maciez da carne em genes candidatos, com posterior
sequenciamento das regides identificadas e buscar a mutacao causal em bovinos da

raca Nelore, utilizando anélises baseadas em haplétipos.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Animais

Animais de diferentes programas de melhoramento animal (DeltaGen e Paint)
pertencentes a mesma populacdo base foram utilizados nesse estudo. As analises
foram realizadas com 1.616 animais da raca Nelore, machos inteiros, nascidos entre
0s anos de 2008 e 2011 e criados a pasto. Esses animais foram terminados em
confinamento por aproximadamente 90 dias e abatidos em abatedouros comerciais
com meédia de 729 + 81 dias de idade. Os 1.616 animais utilizados no presente
estudo sao filhos de 259 touros e 1.591 mées, sendo que 654 animais séao filhos de
reprodutores multiplos considerados como distintos nas analises.

Os animais estavam distribuidos em 165 grupos de contemporaneos (GC)
definidos pela combinacdo de fazenda, ano de nascimento, grupo de manejo ao
sobreano e més e ano de abate. Foi imposta uma restricdo para permanecerem no
minimo dois animais em cada GC. Para a realizacdo dessa pesquisa, nao foi
necessario aprovacéo do Comité de Etica, pois a mesma ndo envolveu manipulacéo
dos animais, apenas o uso de registros dos bancos de dados e de amostras de

carcacas em abatedouros comerciais.

2.2.2 Dados fenotipicos e genotipicos

Para a obtencao do fenétipo maciez da carne, os animais foram abatidos em
abatedouros comerciais e as carcacas foram identificadas e resfriadas por 24 a 48
horas post-mortem. Apés este periodo, as amostras foram colhidas do musculo
Longissimus thoracis com 2,54 cm de espessura entre a 122 e 132 costelas da meia
carcaca esquerda de cada animal. As amostras foram embaladas a vacuo e

mantidas em camara fria por 150 horas em temperatura de 1°C. Apds o periodo de
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resfriamento, com o estabelecimento pleno do rigor mortis, as amostram foram
congeladas a -20°C.

Para a realizacdo do ensaio de forca de cisalhamento Warner-Bratzler
(WBSF), uma medida mecéanica da maciez, as amostras foram descongeladas em
camara fria a 1°C em torno de 24 horas. Ao atingirem a temperatura interna de 5°C,
foram assadas em forno até atingirem a temperatura interna de 71°C, utilizando
termopar posicionado no centro geométrico da amostra, segundo procedimento
padronizado e proposto por Wheeler et al. (1995). A forca de cisalhamento (WBSF)
foi obtida utilizando o equipamento SALTER Warner-Bratzler shear force mecanico.
Para uma melhor precisdo, foram obtidas oito amostras em cilindros de 1,27 cm
retirados da regido central de cada amostra em sentido longitudinal as fibras
musculares e a média das mensuracdes de WBSF foi utilizada nas analises.

O DNA foi extraido a partir do muasculo Longissimus thoracis utilizando o
DNeasy Bloody & Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A genotipagem foi realizada utilizando o chip lllumina
BovineHD Infinium Assay® com o lllumina HiScan System®. O BovineHD BeadChip
contém 777.962 marcadores SNP ao longo do genoma com uma média de 3,43
kilobases (kb) de distancia entre os marcadores. O software Illumina Genome Studio
foi utilizado para analisar as imagens HiScan. Os custos referentes a coleta de
informacdes fenotipicas e genotipicas dos animais foram financiados pelo projeto
tematico “Ferramentas gendémicas no melhoramento genético de caracteristicas de
importancia econdémica direta em bovinos da raga Nelore”, Processo FAPESP
2009/16118-5. O controle de qualidade utilizado para as amostras foi baseado em
call rate maior do que 90%, sendo que 1.616 amostras passaram por este controle.
Marcadores SNP com call rate abaixo de 95%, frequéncia alélica menor que 5%,
nivel de significancia do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg menor que 10° e
agueles que estao localizados em cromossomos nao autossémicos foram excluidos.

Um total de 451.040 SNPs permaneceram para as analises estatisticas.

2.2.3 Analises dos genes candidatos
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Cinquenta e dois genes, previamente associados com caracteristicas de
qualidade da carne em estudos encontrados na literatura, foram escolhidos para
serem analisados (KEELE et al., 1999; CASAS et al., 2000; CASAS et al., 2003;
CASAS et al.,, 2006; ALEXANDER et al., 2007; DAVIS et al., 2007; ZHOU et al.,
2009; REARDON et al., 2010; SEVANE et al., 2013; TIZIOTO et al., 2013; BRAZ et
al., 2015). Os genes utilizados na analise de associacao foram: HGD, FABP3, GDF-
8, PRKAG3, CHNL1, DES, TTN, RORC, PI4KB, PRKAB2, LEPR, LEP, CACNA2D1,
IGF-1, PPARA, MYF-5, MYF-6, CACNA1C, PPARGCI1A, CAST, EPOR, AKS,
CAPN3, MC3R, TNNC2, PTGIS, IDH3B, MTPAP, ASAP1, DGAT1, TG, FABP4,
FABP5, CA3, MYOD1, CALCA, UCP3, SDHD, CAPN2, TGFB2, MYOG, TGFB1,
RYR1, CCAAT, GH1, GHR, GHRL, PPARG, SCD, ANK1l, CAPN1l e IGF2. As
posicdes gendmicas para cada gene foram identificadas na sequéncia de referéncia
Bos taurus UMD 3.1, as quais foram acrescentados 1.500 pares de bases (pb) no
inicio e no fim da posicdo de cada gene, possibilitando a andlise das regides
adjacentes dos genes. A quantidade de SNPs em cada gene € apresentada na
Tabela 1. Nos genes CCAAT, MYF-5 e MYF-6 ndo ha SNPs no painel BoniveHD e
0s SNPs localizados nos genes CALCA, MC3R e TNNC2 foram eliminados do banco
de dados pelo controle de qualidade dos marcadores. Dessa forma, esses seis
genes ndo foram considerados nas analises de associacdo dos marcadores com a
caracteristica maciez da carne.

O software fastPHASE (SCHEET; STEPHENS, 2006) foi utilizado para a
reconstrucdo dos haplétipos e a estimacdo dos genétipos perdidos. A definicdo dos
blocos de haplotipos, descrita por Gabriel et al. (2002), e as analises de desequilibrio
de ligacdo foram realizadas utilizando o software HaploView (BARRETT et al.,
2005). Analises estatisticas incorporando as informacfes dos haplotipos foram
realizadas utilizando o procedimento MIXED do SAS 9.3 (SAS Institute, Cary NC),
implementando o método de estimacdo REML, para cada nucleo de haplotipo
utiizando o modelo touro, incluindo o GC como efeito fixo, o somatério do
coeficiente de regressdo de cada alelo multiplicado pelo nimero de cépias do
respectivo alelo do hapl6tipo e o erro aleatorio. Os SNPs que ndo estdo presentes
em blocos de haplotipos em desequilibrio de ligagdo (“SNPs 06rfaos”) foram

analisados individualmente utilizando o0 mesmo modelo.
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A correcdo de Bonferroni foi aplicada a 10% para ajustar para mdaltiplos

testes, sendo que nesta abordagem, a probabilidade limite para o teste é equivalente
a 0,10 dividido pelo numero de testes realizados (P = 0,10/363 = 0,0003, para 363

testes realizados para os 46 genes).

Tabela 1. Numero de SNPs do painel BovineHD localizados nos genes candidatos
antes (ACQ) e depois (DCQ) da andlise do controle de qualidade dos marcadores.

Genes ACQ DCQ Genes ACQ DCQ
AK3 9 6 IGF-2 4 1
ANK1 67 39 LEP 15 8
ASAP1 187 156 LEPR 12 4
CA3 7 4 MC3R 1 0
CACNA1C 148 52 MTPAP 14 8
CACNA2D1 159 70 MYF-5 0 0
CALCA 2 0 MYF-6 0 0
CAPN1 12 11 MYOD1 3 2
CAPN2 26 20 MYOG 2 1
CAPN3 16 8 P14KB 8 2
CAST 91 77 PPARA 34 15
CCAAT 0 0 PPARG 34 23
CHN1 65 48 PPARGCI1A 224 146
DES 2 2 PRKAB2 10 5
DGAT1 3 1 PRKAG3 11 6
EPOR 2 2 PTGIS 13 12
FABP3 18 13 RORC 9 5
FABP4 2 2 RYR1 56 22
FABP5 4 1 SCD 8 4
GDF-8 2 2 SDHD 4 3
GH1 4 3 TG 3 2
GHR 49 34 TGFB1 5 2
GHRL 2 2 TGFB2 44 24
HGD 21 14 TNNC2 2 0
IDH3B 3 2 TTN 98 35
IGF-1 24 3 UCP3 6 3
Total 1.545 905

2.2.4 Genotipagem e sequenciamento

As regibes dos éxons localizadas proximas ou dentro das regides dos

haplotipos associados com WBSF, apos a corregdo de Bonferroni, foram escolhidas

para sequenciamento e busca da mutacdo causal. Inicialmente, primers foram

desenhados para amplificar estas regides (baseados nas sequéncias Gene ID:
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281661 e 327705 do NCBI), como apresentado na Tabela 2. Os pares de primers
foram desenhados utilizando o software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3), e a

qualidade dos mesmos foi verificada com o OligoAnalyzer 3.1

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer).

O mix de reagédo para a realizagdo da PCR foi composto por 1,0 uL de DNA
(60 ng/uL), 1,5 yL de cada primer (15 pM), 7,5 pL de GoTaqg Colorless Master Mix
Promega e 3,5 pL de agua livre de nucleases, em um volume final de 15 uL. O
termociclador Master Cycler Gradient 5331 Eppendorf foi usado para realizar a
amplificagéo seguindo as condi¢des: desnaturagédo a 95°C por 5 minuto, seguida por
30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento dependendo da
temperatura de cada primer (Tabela 2) por 1 minuto e a extensdo a 72°C por 1
minuto, com uma etapa final de extensao a 72°C por 5 minutos.

Apébs o término das amplificagcdes, uma aliquota de 2 uL de cada amostra foi
misturado com 2 pL de tampao de corrida (com Gelred) e foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose (2%), em tampao TBE 1X (Tris-HCI 89 mM; EDTA
2,5 mM e Acido Bérico 89 mM, pH 8,3) a 100 V, por aproximadamente 40 minutos. A
visualizacéo foi feita sobre luz ultra violeta, o gel foi fotodocumentado em aparelho
Gel-Doc (Bio- Rad) e analisado com o software Image Analyis (Kodak), com a
finalidade de analisar a eficiéncia da PCR e o tamanho do fragmento amplificado. As
amostras foram mantidas a 4°C. Os produtos de PCR foram submetidos a
purificacdo, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante do kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System Promega.

Vinte e cinco animais menos aparentados foram individualmente
sequenciados para identificar variantes nas regides produzidas pelos pares de
primers (forward e reverse). O sequenciamento foi realizado pela reacdo de
terminacdo de cadeia de dideoxinucleotideos em um sequenciador ABI 3730 XL
utilizando o kit ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems) em servigo terceirizado pelo laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — FCAV/Unesp. Os polimorfismos dentro de cada regiao
foram identificados com o] programa CodonCode Aligner

(http://www.codoncode.com/aligher/download.htm). As  regibes identificadas
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contendo polimorfismos foram posteriormente sequenciadas em todos o0s animais
pertencentes aos grupos de contemporaneos dos 25 animais inicialmente
sequenciados. Com isso, 298 animais tiveram essas regides do genoma

sequenciadas.

2.2.5 Analises de associacao

Os SNPs encontrados por meio do sequenciamento foram adicionados aos
demais marcadores do painel BovineHD e seus gendtipos foram imputados para os
1.318 animais ndo sequenciados, usando BEAGLE v3.3.2 (BROWNING;
BROWNING, 2007) sem informacdo de pedigree. Sendo assim, nas analises
estatisticas, foram considerados 1.616 animais. Os haplétipos foram construidos
novamente, pelo método descrito anteriormente, com base no desequilibrio de
ligacdo dos marcadores (GABRIEL et al., 2002). Além disso, foram realizadas duas
analises estatisticas para 0s genes com novos SNPs encontrados pelo
sequenciamento, uma utilizou SNPs individuais e outra haplétipos de tamanhos
variados construidos pelo método de janelas sobrepostas (MATHIAS et al., 2006).
Nesta metodologia, os haplotipos sdo construidos da seguinte forma: dado um
conjunto ordenado de marcadores (SNP1, SNP2, SNP3, SNP4, SNP5, ..., SNPn),
haplétipos sé@o construidos com base em janelas sobrepostas em sequéncia.
Exemplo, haplétipo de 3 SNPs: o primeiro haplétipo sera composto pelos
marcadores SNP1-SNP2-SNP3, o segundo pelos SNP2-SNP3-SNP4, o terceiro
pelos SNP3-SNP4-SNP5 e assim por diante, até o ultimo SNP da regido alvo. Para
as analises do presente estudo, foram utilizados haploétipos com tamanhos de 5, 7 e
9 SNPs.

Os SNPs e haplétipos foram associados separadamente com WBSF
utilizando o software GEMMA (ZHOU; STEPHENS, 2012) ajustando para um modelo

misto linear univariado (similar ao GBLUP) como segue:

y=Wa+Xf+u+e
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em que: y € um vetor do fenétipo WBSF para 1.616 individuos; W é uma matriz de
incidéncia dos efeitos fixos (GC); a € um vetor correspondente aos efeitos fixos
incluindo o intercepto; X é uma matriz de SNPs ou de haplétipos identificados para
cada animal; B é o efeito de cada SNP ou haplétipo; u é um vetor de efeitos
genéticos aditivos residuais aleatérios; e € um vetor de residuos. Assume-se que
u~ MVN(O, GVg), em que G € a matriz de parentesco gendmica e V4 € 0 componente

de variancia genética aditiva poligénica. Para o0 residuo assume-se que
e ~MVN(0,1V,) em que V. é 0 componente de variancia residual e | € a matriz
identidade. Os componentes de variancia para os efeitos genéticos aditivos e
residuais de cada haplétipo foram estimados da seguinte forma: y = Y&, X5 + €,
sendo que B ~ N(O, ¢?/p;), em que o7 é a variancia do i*™ haplétipo e p; é a
categoria do haploétipo i.

A matriz G foi construida utilizando gendétipos padronizados dos 451.040

SNPs usando GEMMA, como segue:

14
1 1 B o
G = —Z — (m; — 1,my)(m; — 1,,m;)
p o vmi
=1
em que: M é a matriz de gendtipos dos 451.040 SNPs, na qual m; é a it" coluna
representando os genotipos em todos as n animais para o i SNP (0, 1 ou 2), m; é a
meédia da amostra do genotipo, v, € a variancia da amostra do i"SNP e 1,,€ um

vetor de 1s para 0os n animais. Para que a matriz G nao fosse superestimada, devido
aos haplétipos serem construidos sobrepostamente, esta foi construida utilizando
apenas os SNPs e a mesma matriz foi utilizada nas analises de SNPs e haplétipos.
Os valores genéticos dos animais foram calculados, para cada SNP e cada
haplotipo, como o somatorio das estimativas dos efeitos de cada alelo multiplicado
pelo numero de coOpias do respectivo alelo do hapldtipo para cada animal.
Posteriormente, foi calculada a variancia destes valores genéticos para cada SNP e
haplotipo  (Var(vg;)). As percentagens da varidncia genética aditiva

(Vo;(%)) explicada por cada SNP e hapldtipo foram estimadas como:
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Var(vg;
V(%) = # x 100

2
a

em que: Var(vg;) é a variancia dos valores genéticos estimados para cada i"" SNP
ou haplétipo, o2 €é a varidncia genética aditiva total devido aos SNPs
(2451040 20y q:a? = 600,79 kg?), em que p e q sdo as frequéncias alélicas do i SNP e

a é o efeito aditivo do i"" SNP.
2.3 Resultados e Discussao

A média para a caracteristica maciez da carne (WBSF) dos 1.616 animais
inteiros da raca Nelore foi 5,21 + 1,38 kg, com um valor minimo de 1,56 kg e maximo
de 11,20 kg. Para animais Bos indicus, carnes com valores de forca de cisalhamento
menores que 5kg podem ser consideradas potencialmente macias ap0s o cozimento
(SHACKELFORD et al., 1991; KOOHMARAIE et al., 2002). Assim, em média, 0s
animais do presente estudo produziram carnes préximas do que se é considerado

macia.
2.3.1 Analises dos genes candidatos

Dois hapldtipos foram significativamente associados (P < 0,10) com a
caracteristica maciez da carne apds a correcdo de Bonferroni, 0os quais estdo
localizados nos genes ASAP1 e CAPN1. No gene ASAP1, um haplétipo formado por
20 SNPs, abrangendo 36.884 pb e localizado no intron 3 foi associado com WBSF
(P = 0,072). O gene ASAP1 (ArfGAP com dominio SH3), também conhecido como
DDEF1, esta localizado no cromossomo 14 em bovinos, possuindo 369.240 pb e 31
exons (Gene ID: 327705). O ASAP1 codifica uma proteina de transducéao de sinal
que eleva o potencial da diferenciacdo de fibroblastos em adipocitos (KING et al.,
1999). Adipécitos sao ceélulas que compdem os tecidos adiposos subcutaneo,
visceral, intramuscular (marmoreio) e intermuscular (HAUSMAN et al., 2014).

Os depoésitos de tecido adiposo de gordura subcutanea e intramuscular sao

econdmica e fisiologicamente importantes na producdo de carne bovina, pois o
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marmoreio melhora a maciez pela reducdo da densidade do tecido e diminuicdo da
forca dos tecidos conectivos (HAUSMAN et al., 2009). A gordura subcutanea isola a
carcaga e leva a um lento resfriamento post-mortem, o que pode melhorar a maciez
pela reducdo do encurtamento das fibras pelo frio (FIEMS et al., 2000). Em muitos
estudos tém-se mostrado correlagdo positiva entre escores de marmoreio e gordura
subcutanea com forca de cisalhamento (MAY et al., 1992; DILGER et al., 2008; TAIT
JR. et al., 2008; OLER et al., 2015). Isto pode explicar a associacdo encontrada no
presente estudo entre o gene ASAP1 e WBSF. Além disso, Tizioto et al. (2012) e
Tizioto et al. (2013) encontraram associacdo de SNPs no ASAP1 com maciez da
carne em bovinos da raga Nelore.

O segundo haplétipo significativo (P = 0,066) foi localizado no gene CAPNL,
formado por 3 SNPs que abrangem 3.129 pb localizados da regido do intron 14 ao
19. O gene CAPNL1 estd mapeado no cromossomo 29 em bovinos, possui 36.854
pb, 24 éxons (Gene ID: 281661), e codifica uma proteina ativada pelo célcio
micromolar (u-calpaina), a qual degrada proteinas miofibrilares durante o periodo
post-mortem, tornando a carne mais macia. A p-calpaina é a enzima mais
importante envolvida no processo de maciez da carne (KOOHMARAIE, 1996). O
gene CAST, mapeado no cromossomo 7, codifica a calpastatina, a qual inibe a
atividade da calpaina e assim promove o balanco entre estas duas enzimas,
responsaveis pela regulacdo da protedlise post-mortem (KOOHMARAIE, 1996;
CALVO et al, 2014). O sistema proteolitico dependente do célcio tem sido
considerado como um dos mais importantes fatores responsaveis pelas variagdes na
extensdo do amaciamento da carne (CROALL; DEMARTINO, 1991; KOOHMARAIE,
1994).

Estudos tém demostrado associagdes significativas entre os genes CAPNL1 e
CAST com forca de cisalhamento, sugerindo que mutagbes que ocorrem nestes
genes podem ser responsaveis por variagdes na maciez (PAGE et al., 2002; PAGE
et al., 2004; CASAS et al., 2005; WHITE et al., 2005; CASAS et al., 2006; CURI et
al., 2009; TIZIOTO et al., 2013; CALVO et al., 2014). Por outro lado, no presente
estudo, o gene CAST nao apresentou associacao significativa com a maciez,
semelhante ao descrito por Café et al. (2010), Tizioto et al. (2013) e Lee et al.

(2014). Adicionalmente, Giusti et al. (2013) ndo encontraram correlagcado entre a
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maciez da carne e niveis de expressdao do CAST em animais da raca Nelore.
Fonseca (2016) relatou que o CAST nao foi diferencialmente expresso em amostras
divergentes para maciez da carne em animais da mesma populacdo base do
presente estudo. Além disso, o musculo Longissimus, o qual foi utilizado para a
realizacdo das analises de WBSF do presente estudo, possui quantidades
predominantes de fibras do tipo IIB (branca) e de acordo com Koohmaraie et al.
(1988); Koohmaraie (1996) e Ouali e Talmant (1990) existe: menor atividade da
calpastatina neste tipo de fibra, quando comparado com musculos de fibras
vermelhas.

Para o gene ASAP1, apenas 0 éxon 4, por ser 0 éxon mais proximo da regiao
do haplétipo significativo, foi sequenciado usando apenas um par de primers (Tabela
2). Nove éxons localizados préximos ou dentro do hapl6tipo significativo no gene
CAPN1 foram sequenciados com a utilizacao de 5 pares de primers (Tabela 2). Este
procedimento identificou 21 SNPs nestas regides, sendo 17 SNPs no CAPN1
cobrindo parte do intron 12 até parte do intron 21 e 4 SNPs no gene ASAP1,
incluindo o éxon 4 e o intron 4 parcialmente (Tabela 3). As sequéncias contendo 0s
polimorfismos de cada gene foram submetidas ao banco de dados do NCBI sob os
nameros de acesso KT023263.1 e KT023264.1. Os SNPs (.22859G>C,
0.24616G>A, (.24664C>T e (.24696C>T ndo possuem anotacdo no Single
Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP), portanto foram submetidos ao mesmo
sob 0s numeros de acesso $s1998444992, ss1998444993, s$51998444994 e
551998444995, respectivamente.

Entre os SNPs encontrados, 0 g.22176C>T esta presente no éxon 14 (Tabela
3) e € uma substituicdo sinbnima, ou seja, ndo ha mudanca de aminoacido na
proteina do gene CAPNL. Entretanto, o g.22180G>A também esta localizado no
éxon 14 do gene CAPN1 e produz uma substituicio do aminoécido valina por
isoleucina (Val530lle). Dessa forma, esta substituicdo pode afetar a funcédo da
proteina e, possivelmente, ser a mutagdo causal para a maciez, sendo que este
SNP tem sido associado com WBSF (PAGE et al., 2002; PAGE et al., 2004; LEE et
al., 2014). Page et al. (2004) relataram que animais homozigotos GG apresentaram
menores valores para forca de cisalhamento do que animais heterozigotos ou

homozigotos AA para este marcador.
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Tabela 2. Pares de primers usados na amplificacdo das regides dos genes CAPN1 e
ASAP1.

Gene  Regido Primer (5*-3') Tam  Temp

(pb) ()
F.GTGACTGAACCGTGACCCAG
*_1 A*
CAPNL 112%-14 R:CTAGAGACCAAGACACAGGACAC 550 60

F:CTGACCTGCTCTCCCCACCTTC
_1G8*
CAPNL  E15-16 R:GTGCCCGCCCTCAAAGACCG 369 59

F.:CTGGTCGGGTTGAGGTGTTGAG
_17*
CAPNL  El7-17 R.CTGCTCTTGGGACAGGTCAC 207 63

F:CTCACTCACCCAGCGTCTG
_10*
CAPNL  117-19 R:GTTACCAGGAGAAAAAGGCAG 631 63

F.:CACTCTGCCCAGCCTTCCGTC
*_ *
CAPNL  119%I121 R:GTGAGAAAAACCCACTGCCCCTG 519 57

F:CACAACAAATGCGGTTATGAATGAG
ASAPL  13%14* b GCTTGGACTGACAGAAGAACTG 381 61

*Parcial; | = intron; E = éxon; F = forward; R = reverse; Tam = tamanho do fragmento
amplificado em pares de base; Temp = temperatura de anelamento em graus
Celsius.

Para o gene ASAP1, ndo ha trabalhos na literatura que analisaram a
associacdo dos quatro SNPs encontrados pelo sequenciamento com maciez da
carne em bovinos de corte. Tizioto et al. (2012) identificaram um SNP
significativamente associado com maciez da carne, no intron 13 do ASAP1, em uma
analise de gene candidato em bovinos da raca Nelore. O SNP ¢.230281C>T esta

situado no éxon 4, mas esta substituicdo ndo causa alteracdo de aminoacido.

2.3.2 Analise de associacao

Foram formados 25 blocos de haplotipos com os 156 SNPs presentes no
gene ASAP1, sendo que os principais blocos estdo apresentados na Figura 1. O
bloco de haplotipo que foi significativamente associado (P < 0,10) com a
caracteristica WBSF esta identificado pela caixa azul. Os quatro SNPs identificados
pelo sequenciamento neste gene (g.230281C>T, g.230306C>G, ¢.230313G>A e
0.230344T>C), juntamente com o rs110918100 do painel BovineHD, formam um
bloco de haplétipo (estédo em alto desequilibrio de ligacéo) e estéao identificados pela
caixa verde. Mesmo os dois blocos de haplétipos, o que foi significativo e o bloco

contendo os novos SNPs, estarem localizados a 26 kb de distancia, é possivel que
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exista desequilibrio de ligacdo entre os mesmos (ESPIGOLAN et al.,, 2015).
Entretanto, pode-se notar que isto ndo ocorreu, pois os quatro SNPs identificados
pelo sequenciamento ndo estdo presentes no bloco de haplétipo significativo do
ASAP1 para a caracteristica WBSF.

Tabela 3. Descricdo dos SNPs encontrados nos genes significativos para bovinos da

raca Nelore.

SNP RefSNP PC Gene Regiao PG Variante
0.21798A>G  rs481432081 44085260 CAPN1 112 21798 AIG
g.22176C>T rs17871050 44085638 CAPN1 E 14 22176 CIT
0.22180G>A  rs17871051 44085642 CAPN1 E 14 22180 G/A
0.22859G>C 551998444992 44086321 CAPN1 115 22859 G/IC
0.22980C>A  rs721496944 44086442 CAPN1 116 22980 C/A
0.23046T>C  rs464736006 44086508 CAPN1 116 23046 T/IC
0.24543G>A  rs17872152 44088005 CAPN1 118 24543 G/A
0.24565A>G rs17872153 44088027 CAPN1 118 24565 AIG
0.24574T>G  rs110896665 44088036 CAPN1 118 24574 TIG
0.24616G>A s51998444993 44088078 CAPN1 118 24616 G/A
0.24625T>C  rs447978510 44088087 CAPN1 118 24625 T/C
0.24664C>T s51998444994 44088126 CAPN1 118 24664 CIT
g.24696C>T ss1998444995 44088158 CAPN1 |18 24696 CIT
g.24870C>T  rs715244311 44088332 CAPN1 119 24870 CIT
0.25779A>G  rs110022482 44089241 CAPN1 120 25779 AIG
0.25801G>A  rs110480144 44089263 CAPN1 120 25801 G/A
0.26021C>T  rs719993085 44089483 CAPN1 121 26021 CIT
0.230281C>T rs109552294 11558261 ASAP1 E4 230281 CIT
0.230306C>G rs109256712 11558286 ASAP1 | 4 230306 C/G
0.230313G>A rs211332127 11558293 ASAP1 | 4 230313 G/A
0.230344T>C  rs714391435 11558324 ASAP1 | 4 230344 T/C

RefSNP = nimero de identificacdo do SNP; PC = posi¢cdo do SNP no cromossomo;
PG = posicdo do SNP no gene; E = éxons; | = intron.

Existem trés blocos de haplétipos no gene CAPN1, sendo o primeiro bloco
rs17871986). O

segundo e o terceiro blocos de haplotipos foram formados com SNPs identificados

composto por dois SNPs do painel BovineHD (rs17872099 e

pelo sequenciamento e SNPs do painel BovineHD (Figura 2). No segundo bloco de
haplétipo, é possivel notar trés SNPs que estdo destacados com caixas azuis
(rs135658374, rs17871058 e rs17872050). Estes SNPs formaram um bloco de
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Figura 1. Saida do software Haploview com a estrutura de blocos de desequilibrio de ligacdo do gene ASAP1. Os blocos
de haplétipos foram determinados utilizando os critérios descritos por Gabriel et al. (2002). A posicéo fisica de
cada SNP esta representada na parte superior do diagrama. Valores de D’ para o desequilibrio de ligagdo sao
indicados na parte inferior do diagrama para cada par de SNP. Forte desequilibrio de ligagao (D' = 0,98, LOD = 2)
esta indicado pela cor vermelha, cores variando de vermelho a branco indicam graus diferentes de desequilibrio
de ligagao de acordo com a cor, sendo que o branco indica desequilibrio de ligagdo muito fraco (D' < 0,98, LOD <
2). Blocos de haplétipos séo indicados pelas linhas pretas.
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Figura 2. Saida do software Haploview com a definicdo da estrutura de blocos de desequilibrio de ligacdo do gene
CAPNL. Os blocos de haplétipos foram determinados utilizando os critérios descritos por Gabriel et al. (2002). A
posicao fisica de cada SNP esta representada na parte superior do diagrama. Valores de D’ para o desequilibrio
de ligagao sao indicados na parte inferior do diagrama para cada par de SNP. Forte desequilibrio de ligagcéo (D' 2
0,98, LOD = 2) esta indicado pela cor vermelha, cores variando de vermelho a branco indicam graus diferentes
de desequilibrio de ligacdo de acordo com a cor, sendo que o branco indica desequilibrio de ligagdo muito fraco
(D'< 0,98, LOD < 2). Blocos de haplétipos sao indicados pelas linhas pretas.
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haplétipo na primeira andlise, o qual foi associado significativamente (P < 0,10) com
WBSF. Com a inclusdo dos novos SNPs, esse haplotipo passou a ter 17 SNPs, sendo
os trés SNPs do painel HD (rs135658374, rs17871058 e rs17872050) e 14 SNPs
identificados pelo sequenciamento (g9.21798A>G, @.22176C>T, (¢.22180G>A,
0.22859G>C, (.22980C>A, ¢.23046T>C, ¢.24543G>A, (.24565A>G, (.24574T>G,
0.24616G>A, 0.24625T>C, 0.24664C>T, @.24696C>T, @.24870C>T). Dois SNPs
identificados pelo sequenciamento (g.25779A>G e ¢.25801G>A) ndo formaram blocos
de haplotipos, portanto ndo estdo em alto desequilibrio de ligagdo com os demais
SNPs localizados no gene CAPN1. O SNP g.26021C>G esta em desequilibrio de
ligagdo com outros trés SNPs do painel BovineHD (rs134827338, rs135736399 e
rs133641190), formando um haplotipo.

Todos os haplétipos foram analisados novamente seguindo 0s mesmos critérios
da primeira analise de associacdo, entretanto, ndo apresentaram associacao
significativa com WBSF ap0s a correcdo de Bonferroni. A inclusdo dos 14 SNPs no
bloco de haplétipo do gene CAPNL1, fez com que a evidéncia de associacdo da regido
com WBSF fosse “perdida”. Isso pode ser explicado pelo aumento do numero de SNPs
no nucleo de haplétipo e, consequentemente, 0 aumento na quantidade de alelos
existentes, diminuindo o poder dos testes estatisticos para detectar associacao
significativa. O haplétipo composto pelos quatro SNPs do gene ASAP1, identificados no
sequenciamento (g.230281C>T, ¢.230306C>G, ¢.230313G>A e (.230344T>0C),
juntamente com o rs110918100 do painel BovineHD, também n&o apresentou
associacado com a caracteristica WBSF.

A metodologia de haplétipos construidos com base em janelas sobrepostas de
tamanhos variados foi realizada a fim de estimar a varidncia genética aditiva das
regioes dos genes ASAP1 e CAPN1. Em relacdo ao gene CAPN1, o SNP rs17871058
do painel BovineHD apresentou a maior quantidade de variancia genética aditiva (0,020
kg?) para WBSF, como apresentado na Figura 3. Dos SNPs encontrados pelo
sequenciamento, o SNP ¢.22859G>C foi o que apresentou a maior variancia genética
aditiva para WBSF (0,017 kg?. Ajustando todos os SNPs do gene CAPN1
simultaneamente no modelo, 0,10% da variancia genética aditiva total foi explicada.

Dois hapldtipos, com 9 SNPs cada, apresentaram a maior variancia genética aditiva no
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Figura 3. Variancia genética aditiva dos efeitos dos marcadores SNP individuais (pontos) e haplétipos (linhas) baseados
em janelas sobrepostas usando cinco (vermelho), sete (verde) e nove (azul) marcadores em todo o gene CAPN1
em bovinos da raga Nelore.
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gene CAPN1 (0,039 kg?) para WBSF. O primeiro haplétipo tem inicio no SNP
0.22859G>C até 0 ¢g.24625T>C e 0 segundo no g.24565A>G ao g.25779A>G, com um
total de 14 SNPs abrangendo uma regido de 2.921 pb. Isto indica que esta regiao pode
ser um QTL que estd influenciando na variacdo da maciez da carne para a populagédo
estudada.

Todos os SNPs presentes neste QTL estdo localizados entre o intron 15
(9.22859G>C) até o intron 20 (g9.25779A>G). No entanto, ndo foram encontradas
variacdes localizadas nos éxons deste QTL. Dessa forma, o QTL pode estar em
desequilibrio de ligacdo com a mutacao causal para maciez da carne nesta populacao.
O SNP rs17872050 (BovineHD) esta situado nesse QTL e alguns autores tém relatado
sua associacdo com a maciez da carne em taurinos, mesmo este SNP estando em
intron (WHITE et al., 2005; CASAS et al., 2006; CURI et al., 2009). Além disso, o SNP
0.22980C>A esta localizado em uma regido de splicing (posicdo 6 do intron 16).
Polimorfismos em regides de splicing podem produzir diferentes transcritos de um
mesmo gene, alterando ou até mesmo causando a perda de funcdo da proteina e,
dessa forma, exercendo funcdo regulatéria da expressdo do gene (COULOMBE-
HUNTINGTON et al., 2009; WOOLFE et al., 2010; DE SOUZA et al., 2011; LU et al.,
2012). Assim, este SNP pode influenciar na producao de isoformas que podem ocorres
neste gene, podendo afetar o fenétipo dos animais (FABER et al., 2011;
KURMANGALIYEV et al., 2013). Entretanto, at¢ o momento, o gene CAPN1l em
bovinos ndo apresenta isoformas descritas.

Neste QTL existe uma regido responsavel pela sintese do microRNA 2407
(Gene ID: 100313430), o qual esta localizado na regido que se inicia na posicao
44088087 e termina na 44088159 pb (73 nucleotideos) do cromossomo 14, referente a
regido do intron 18 do gene CAPN1l. Os SNPs (.24625T>C, (.24664C>T e
0.24696C>T estdo localizados nessa regido. MicroRNAs (miRNAs) atuam como
silenciadores pos-transcricionais levando a diminuicdo ou aumento na expressao do
gene de interesse (BARTEL, 2004; HE; HANNON, 2004; PILLAI et al.,, 2007,
VASUDEVAN et al., 2007; PLACE et al., 2008; LIN et al., 2009; KIM et al., 2010). Este
MIiRNA pode auxiliar na expressao do CAPNL1 pela regulagcéo de genes que influenciam

negativamente na expressdo do mesmo, ou pela influéncia na expressao de genes que
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cooperam com o CAPN1 em processos bioldgicos especificos (LUTTER et al., 2010;
BOSIA et al., 2012).

N&o foram encontrados estudos na literatura sobre a relacdo do microRNA 2407
com o gene CAPN1 ou com a maciez da carne. O miRNA 2407 produz um miRNA
maduro chamado bta-mir-2407 de 22 nucleotideos, o qual é expresso em tecido
adiposo de bovinos e esta envolvido na regulacdo do gene FGF8 (ROMAO et al.,
2013). O FGF8 (fator de crescimento de fibroblasto 8 - Gene ID: 326284) esta
localizado no cromossomo 26 em bovinos e contém SNPs associados com
caracteristicas relacionadas com deposi¢ao de gordura subcutanea (MARQUES et al.,
2009) e marmoreio (MOORE; MARQUES, 2008), além de estar envolvido no
metabolismo de lipideos (ROMAO et al., 2013). Segundo Marques et al. (2009) o FGF8
pode influenciar na via do metabolismo lipidico afetando caracteristicas de qualidade
de carcaca em bovinos de corte. Dessa forma, o miRNA 2407 pode influenciar na
maciez da carne.

O SNP g.22180G>A (Val530lle), tem sido associado com a caracteristica maciez
da carne (PAGE et al., 2002; PAGE et al., 2004; ALLAIS et al., 2011; CALVO et al.,
2014). Entretanto, no presente estudo, o mesmo apresentou apenas 0,007 kg? de
variancia genética aditiva e ndo estd localizado no QTL identificado. Esta pequena
variancia apresentada pelo marcador pode ser devido a baixa frequéncia do alelo A
nesta populagdo (Tabela 4), ndo permitindo assim uma vdlida avaliagdo dos trés
genatipos.

O SNP CAPN1_1 (rs17872000) esta localizado no éxon 9 do gene CAPN1 e
produz uma substituicdo de aminoacido glicina por alanina (Gly316Ala). Esta
substituicdo tem mostrado influéncia na maciez da carne de animais de diferentes
racas (PAGE et al., 2004; QUAAS et al., 2006; MIQUEL et al., 2009; ALLAIS et al.,
2001; BOLORMAA et al., 2011; LU et al., 2013). Este SNP esta disponivel no chip
BovineHD, poréem o mesmo nédo foi analisado neste estudo por apresentar baixa
frequéncia (0,003) do menor alelo (C). Além disso, ndo foram encontrados animais com
0 gendtipo CC nesta populacdo. Alguns autores demonstraram que animais com o
genotipo CC produzem carne mais macia (PAGE et al., 2004; QUAAS et al., 2006;
MIGUEL et al.,, 2009; BONILLA et al., 2010; LU et al., 2013). A auséncia de animais
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com gendtipo CC também foi reportada por Casas et al. (2005), White et al. (2005),
Van Eenennaam et al. (2007) e Café et al. (2010) em diferentes popula¢des de animais
da raca Brahman (Bos indicus). Page et al. (2004), Kuehn et al. (2011), Allais et al.
(2011) e Lu et al. (2013) relataram frequéncias alélicas para o alelo C acima de 0,05
para populacbes de racas taurinas. Ainda, em uma populacdo de Brangus (Angus x
Bos indicus), foram encontrados animais com o genétipo CC (MIQUEL et al., 2009).
Isto demonstra que a baixa frequéncia para o alelo C do CAPN1_1 é uma caracteristica
de populacdes de Bos indicus. Barendse et al. (2007) sugeriu que o CAPN1 1 deve ser
utilizado para animais de racas taurinas. Além disso, os autores afirmam que existem
efeitos especificos deste marcador para algumas racas. Bovinos de racas taurinas e
zebuinas ndo sdo apenas evolutivamente distintos pela domesticacdo em regides
temperadas e subtropicais (MACHUGH et al., 1997), mas também apresentam
diferencas sistematicas na maciez da carne (WHEELER et al., 2001; REVERTER et al.,
2003).

O SNP que apresentou a maior variancia genética aditiva (0,027 kg?), no gene
ASAP1, foi o rs110751858, localizado na posi¢cdo 11330635 pb no cromossomo 14,
referente ao intron 1 do ASAP1 (Figure 4). Os SNPs encontrados pelo sequenciamento
(9.230281C>T, g.230306C>G, g.230313G>A e g.230344T>C) apresentaram baixas ou
nenhuma variancia genética aditiva para a WBSF (0,0006, 0,0000, 0,0005, 0,0026 kg?,
respectivamente). A propor¢cdo de variancia genética aditiva explicada pelos 156 SNPs
presentes no gene ASAP1 foi de 0,90%, ou seja, nove vezes mais que 0s SNPs
presentes no CAPN1 explicaram. Este resultado ndo era esperado, pois associacdes
entre maciez e o gene ASAP1 tem sido somente relatadas por Tizioto et al. (2012) e
Tizioto et al. (2013). Assim, sugere-se que uma possivel estratégia para melhorar a
maciez em bovinos Nelore é aumentar a quantidade de células adipdcitas no musculo,
0 que provavelmente impactaria no sabor e na palatabilidade da carne.

Cruz et al. (2012) relataram que escores para maciez foram associados com o
namero de células adipécitas e propds que o aumento do numero de adipécitos
melhoraria a maciez. Como adipécitos expandem o tecido conectivo perimisial, os
feixes musculares sdo forcados a se separarem e a estrutura do musculo se abre

tornando a carne mais macia (WOOD, 1990). O musculo Longissimus possui como
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caracteristica quantidades predominantes de fibras do tipo 1IB (MORALES, 2007). As
fibras do tipo 1IB possuem menor deposicdo de tecido adiposo e estdo relacionadas
com carne menos macia (OCKERMAN et al., 1984; CALKINS et al., 1981; MALTIN et
al., 1998; KIRCHOFER et al., 2002; CHANG et al., 2003). Além disso, 0 mesmo SNP
no ASAP1 associado com maciez em bovinos da raga Nelore por Tizioto et al. (2012)
também foi associado com gordura subcutanea por Veneroni et al. (2010) em animais
da raca Canchim. Casas et al. (2009) encontraram associagéo significativa de um SNP
no ASAP1 com marmoreio em bovinos de corte.

Existem cinco possiveis QTL no gene ASAP1 para maciez da carne nesta
populacao, os quais podem ser visualizados na Figura 4 pelos haplotipos formados por
9 SNPs (azul). O primeiro QTL apresentou 0,034 kg® de variancia genética aditiva esté
na regido de 11.326.634 pb (rs133304692) a 11.347.848 pb (rs109720216) no
cromossomo 14, a qual se inicia na posi¢cao 1346 pb downstream do ASAP1, abrange a
regido promotora até o intron 1 do ASAP1. O segundo QTL apresentou 0,041 kg? de
variancia genética aditiva e tem inicio na posicao 11436131 pb (rs137205890) até a
posicdo 11.488.405 pb (rs110467245) do cromossomo 14, localizado no intron 3 do
ASAPL.

O terceiro QTL apresentou 0,035 kg? de variancia genética aditiva e cobre da
posicdo 11.533.941 (rs137339423) até a 11.550.527 bp (rs109785511) do cromossomo
14, no intron 3 do gene ASAP1. A maior variancia genética aditiva para WBSF (0,056
kg?) do gene ASAP1 foi apresentada pela regido que contém o quarto QTL localizado
no intron 5, cobrindo da posicdo 11.594.294 (rs108976538) até 11.609.451 pb
(rs109384259). O ultimo QTL encontrado neste gene apresentou 0,038 kg? de variancia
genética aditiva, cobre a regido do intron 16 (11.652.246 pb — rs110680965) até o
intron 25 (11.664.889 bp — rs135662212). O SNP no intron 13 associado com a maciez
da carne relatado por Tizioto et al. (2012) ndo esta localizado nos QTL identificados
no presente trabalho. Este € o primeiro estudo em que possiveis QTL foram detectados
no gene ASAP1 para maciez da carne.

Os quatro SNPs (g.230281C>T, ¢g.230306C>G, g.230313G>A e g.230344T>C)
encontrados neste estudo pelo sequenciamento no gene ASAP1 estdo localizados
perto do terceiro QTL nas posi¢cbes 11.558.261, 11.558.286, 11.558.293 e 11.558.324
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pb, respectivamente. A porcentagem da variancia genética aditiva apresentada pelos
haplétipos com 9 SNPs, que incluem estes 4 SNPs, variou entre 0,003 kg? e 0,030 kg®.
Entretando, estes resultados ndo sao suficientes para evidenciar que estes SNPs
podem estar contribuindo para a maciez da carne na raca Nelore. Para 0 ASAP1 em
bovinos, até o momento, foram descritas 3 isoformas, sendo que o0 éxon 4 esta

presente em todas as isoformas descritas.

Tabela 4. Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs encontrados nos genes
significativos para bovinos da raca Nelore.

Identificagéo do

Frequéncia Alélica Frequéncia Genotipica

SNP
0.21798A>G A=0,70 G=030 AA=0,4493 AG=0,422 GG =0,085
0.22176C>T c=081 T=0,19 CC=0,653 CT=0,320 TT=0,027
0.22180G>A G=09% A=004 GG=0918 GA=0,081 AA=0,001
0.22859G>C G=093 C=0,07 GG=0869 GC=0,128 CC=0,003
0.22980C>A c=081 A=0,19 CC=0,652 CA=0,320 AA=0,028
0.23046T>C T=081 C=0,19 TT =0,651 TC=0,322 CC=0,027
0.24543G>A G=09 A=004 GG=0922 GA=0,077 AA=0,001
0.24565A>G A=0,29 G=0,71 GG=0494 GA=0430 AA=0,076
g.24574T>G T=043 G=057 GG=0,317 GT=0507 TT=0,176
0.24616G>A G=089 A=0,11 GG=0,7949 GA=0,198 AA=0,008
0.24625T>C T=086 C=0,14 TT =0,743 TC=0,235 CC=0,022
0.24664C>T T=007 C=093 CC=0,867 CT=0,129 TT=0,004
0.24696C>T T=011 <C€=0,89 CC=0,795 CT=0,197 TT =0,008
g.24870C>T T=019 <C€=081 CC=0,654 CT=0,319 TT=0,027
0.25779A>G A=096 G=004 AA=0,918 CG=0,080 GG=0,002
0.25801G>A G=09% A=004 GG=0918 GA=0,080 AA=0,002
0.26021C>T c=086 T=014 CC=0,741 CT=0,233 TT=0,026
0.230281C>T C=046 T=0,54 TT =0,285 TC=0,514 CC=0,201
0.230306C>G C=051 G=049 CC=0,249 CG=0,518 GG=0,233
0.230313G>A G=064 A=036 GG=0406 GA=0473 AA=0,121
0.230344T>C T=098 C=0,02 TT =0,956 TC=0,044 CC=0,000

As analises de haploétipos identificaram regides que podem influenciar na maciez
da carne que poderiam ndo ser consideradas se apenas as analises de SNP individuais
fossem realizadas (Figuras 3 e 4). Guo et al. (2009) analisando regibes gendmicas,
usando métodos de SNPs individuais, bloco de hapldtipos e janelas sobrepostas,
reportaram que a abordagem de janelas sobrepostas possibilita detectar maior

associacdo para a caracteristica de interesse. Além disso, o poder estatistico do
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Figura 4. Variancia genética aditiva dos efeitos dos marcadores SNP individuais (pontos) e haplétipos (linhas) baseados
em janelas sobrepostas usando cinco (vermelho), sete (verde) e nove (azul) marcadores em todo o gene
ASAP1 em bovinos da raca Nelore.
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procedimento de janelas sobrepostas foi maior do que o das analises de blocos de
haplétipos e SNPs individuais. Os autores ainda reportaram que as analises de SNPs
individuais e de blocos de haplétipos quase perderam o sinal de associa¢do, como
poderia ter acontecido no presente estudo usando somente as variancias de cada SNP.
Contudo, o uso da estratégia de janelas sobrepostas para as analises de associacao
com haplotipos aumenta o potencial de identificacdo de regides gendmicas associadas
com a variacdo de caracteristicas complexas.

N&o houve evidéncias de que a mutacdo causal para a maciez da carne tenha
sido identificada nos dois genes, porém estes QTL podem ter efeito na regulacéo e no
processo de traducao destes genes ou ainda podem estar em desequilibrio de ligacédo

com as mutacdes causais.

2.4 Conclusoes

Haplétipos construidos com base no desequilibrio de ligacdo entre os
marcadores permitiram identificar duas regides significativas, sendo uma no gene
CAPN1 e outra no gene ASAP1. Utllizando a técnica de sequenciamento, foram
identificados 21 SNPs, que ndo estéo presentes no painel BovineHD, sendo que quatro
SNPs, localizados no gene CAPNL1, foram descritos pela primeira vez no presente
estudo. Utilizando haplétipos construidos com base em janelas sobrepostas, verificou-
se que o aumento do numero de SNPs no haplétipo permitiu capturar maior proporcao
da variancia genética aditiva da caracteristica maciez da carne. Seis possiveis QTL
foram identificados explicando as maiores proporcdes de variancia genética aditiva
para maciez da carne, dos quais um estd no gene CAPN1 e cinco no gene ASAP1.
N&o houve evidéncias de que a mutacdo causal para a maciez da carne tenha sido
identificada nos dois genes, porém estes QTL podem ter efeito na regulacdo e no
processo de traducao destes genes ou ainda podem estar em desequilibrio de ligagcéao

com as mutacdes causais.
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CAPITULO 3 - Identificacdo de QTL para maciez da carne utilizando haplotipos

construidos a partir de janelas sobrepostas naraca Nelore

RESUMO - ApoOs o sequenciamento do genoma bovino, milhares de SNPs
foram identificados ao longo do genoma. Com isso, painéis contendo uma quantidade
significativa de marcadores SNPs foram disponibilizados, tornando possivel conduzir
estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS — Genome Wide Association Study). A
utilizacdo de haplétipos construidos a partir de janelas sobrepostas nos estudos de
associagado pode aumentar a capacidade de identificacdo de QTL, considerando que o
loco causal sempre sera considerado na analise. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi realizar uma andlise de associagdo gendmica ampla, utilizando haplotipos
construidos com base em janelas sobrepostas, para identificar QTL na caracteristica
maciez da carne em bovinos da raga Nelore. Foram utilizados 3.161 machos inteiros da
raca Nelore, dos quais 1.405 foram genotipados utilizando o painel Illumina Bovine HD,
e 1.756 animais foram genotipados com painel 70 K (Neogen), os quais foram
imputados para o painel HD. Os haplétipos foram construidos com base na
metodologia de janelas sobrepostas, cobrindo todo o genoma, com tamanho de cinco,
sete e nove SNPs. Os efeitos dos haplotipos e dos SNPs foram estimados pela
metodologia GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Predictor) e as variancias de cada
haplotipo e SNP foram calculadas. Os genes NOS1AP, SUCLG1, PHLDB2 e
LOC107132946 foram associados com a caracteristica maciez da carne, por meio de
analises de GWAS utilizando SNPs individuais e haplétipos. A andlise utilizando SNPs
identificou QTL diferentes das andlises com haplotipos e, em alguns casos, SNPs
apresentaram variancias genéticas aditivas maiores do que as apresentadas pelos
haplétipos. A andlise que utilizou haplétipos construidos com cinco SNPs identificou
uma maior quantidade de possiveis QTL do que as analises de haplotipos construidos
com sete e nove SNPs. Sugere-se que andlises utilizando haplétipos, baseados em
janelas sobrepostas, sejam realizadas para complementar a analise de SNPs
individuais em estudos de GWAS.

Palavras-chave: associacdo, bovinos de corte, marcador molecular, variancia genética
aditiva
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CHAPTER 3 - Identification QTL for meat tenderness using haplotypes
constructed based on overlapping sliding windows in Nelore

cattle

ABSTRACT - After the bovine genome sequencing, thousands SNPs were
identified across the genome. Thus, panels containing a significant amount of SNP
markers were available, making possible to conduct genome-wide association study
(GWAS). Moreover, the use of haplotypes constructed based on overlapping sliding
windows, in association studies, can enhance the capacity of the identification of QTL,
when the causal locus always is considered in the analysis. Thus, the aim of this study
was to conduct a genome-wide association analysis using haplotypes constructed
based on overlapping sliding windows to identify QTL for meat tenderness in Nelore
cattle. In this analysis, 1,405 animals genotyped with the Illumina Bovine HD panel and
1,756 genotyped animals with 70 K panel (Neogen) were used and then, the genotypes
of the 1,756 were imputed to the HD panel, in a total of 3,161 animals analyzed.
Haplotypes were constructed based on the methodology of overlapping sliding
windows, covering the whole genome, with five, seven and nine SNPs size. The
haplotype effects and SNPs were estimated by the GBLUP method (Best Linear
Unbiased Genomic Predictor) and the additive genetic variances were calculated for
each haplotype and SNP. The NOS1AP, SUCLG1, PHLDB2 and LOC107132946 genes
were associated with meat tenderness through GWAS analysis using individual SNPs
and haplotypes. The analysis using SNPs identified different QTL than haplotype
analyzes, and in some cases, SNPs showed additive genetic variances greater than
those presented by the haplotypes. The analysis used haplotypes constructed with five
SNPs identified more QTL than haplotype analysis constructed with seven and nine
SNPs. Analyzes using haplotypes based on overlapping sliding windows, should be
conducted as additional analyzes for individual SNPs in genome-wide association
studies.

Keywords: association, beef cattle, molecular marker, additive genetic variance
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2.6 Introducéao

Com o sequenciamento do genoma bovino, milhares de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism — Polimorfismos de nucleotideo Unico) foram identificados ao longo do
genoma (MEUWISSEN, 2007), possibilitando avancos cientificos e tecnoldgicos
importantes na area de melhoramento genético animal. Consequentemente, painéis
contendo uma quantidade significativa de marcadores SNPs foram disponibilizados,
tornando possivel conduzir estudos de associacdo genémica ampla (GWAS — Genome
Wide Association Study). Estes estudos exploram o desequilibrio de ligacdo existente
entre os marcadores e as variantes causais do fenotipo de interesse (BOLORMAA et
al.,, 2013), identificando genes ou locos relacionados com a expressao de
caracteristicas quantitativas (QTL — Quantitative Trait Loci).

Uma vantagem dos estudos de GWAS é que estes se baseiam na busca, em
todo o genoma, de possiveis genes que afetam o fendtipo e ndo apenas em regides
candidatas (BOLORMAA et al., 2013). Porém, Barendse (2011) relata que muitos
estudos de GWAS utilizando marcadores SNPs ndo conseguem detectar associacdes
entre genes candidatos e fendtipos relacionados. Além disso, segundo o autor, tém
sido identificadas varias regides gendmicas, algumas das quais ndo contém genes,
com pequeno efeito sobre as caracteristicas. A utilizacdo de hapl6tipos nos estudos de
associacao tem aumentado a capacidade de identificacdo de QTL (LORENZ et al.,
2010; BARENDSE, 2011). Esse aumento se deve a maior quantidade de informacdes,
relacionadas com a arquitetura genética da caracteristica, que podem ser obtidas
utilizando haplétipos nas andlises estatisticas (MORRIS; KAPLAN, 2002; SHAID, 2004;
LI; ZHOU; ELSTON, 2006).

Estudos com haplétipos apresentam ainda uma maior capacidade de identificar
mutacBes quando comparados com SNP individuais devido a caracteristica bi-alélica
da maioria dos marcadores SNPs. Dessa forma, mesmo que mutacdes ocorram, €
possivel que as frequéncias alélicas dos SNPs permanecam quase inalteradas
(CURTIS; NORTH; SHAM, 2001). No entanto, segundo os autores, com a utilizagcéo de
haplotipos, mutacfes em locos diferentes tendem a causar mudancgas nas frequéncias

dos haplotipos. Assim, como relatado por Cuyabano, Su e Lund (2014) um QTL tem
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maior probabilidade de estar em desequilibrio de ligagdo com um haplétipo multi-alélico
aumentando, portanto, as chances de identificar o QTL.

O uso de haplétipos em andlises de GWAS é pouco explorado, pois ndo existe
consenso na literatura da quantidade de SNPs que devem formar um hapl6tipo, bem
como qual a melhor metodologia para a construcdo e analise dos haplotipos (MARTIN
et al., 2000). Até o0 momento, a construcao de haploétipos tem sido realizada com base
no desequilibrio de ligacdo entre marcadores (GABRIEL et al., 2002). Entretanto, essa
metodologia pode resultar em SNPs “6rfaos” os quais ndo sdo incluidos nos haplétipos
e, consequentemente, ndo sao analisados estatisticamente (LI; SUNG; LIU, 2007).
Dessa forma, o uso de haplétipos construidos com base no desequilibrio de ligacéo,
como unidades fundamentais dos testes de associacdo, pode nao ser a melhor
estratégia (LIN; CHAKRAVARTI; CUTLER, 2004).

Para contornar os problemas apresentados anteriormente, tem se proposto na
literatura a utilizacdo de haplotipos construidos a partir de janelas sobrepostas,
cobrindo todo o genoma, independente do grau de ligagdo existente entre marcadores
da regido (CHENG et al., 2005; MATHIAS et al., 2006; LI; SUNG; LIU, 2007; GUO et
al., 2009; SHA et al.,, 2009). Com essa metodologia se aumenta a identificacdo de
possiveis QTL, considerando que o loco causal sempre sera considerado na andlise
(GUO et al., 2009). Porém, uma limitacdo desta metodologia é a alta demanda
computacional para a realizacdo das andlises estatisticas (CHENG et al., 2005; GUO et
al., 2009; SHA et al., 2009). Assim, o presente estudo tem como obijetivo realizar uma
analise de associag¢do gendémica ampla, utilizando SNPs e haplotipos construidos com
base em janelas sobrepostas, de diferentes tamanhos, para identificar QTL na

caracteristica maciez da carne em bovinos da raga Nelore.

2.7 Material e Métodos

3.2.1 Animais

Foram utilizados 3.161 machos inteiros da raca Nelore, provenientes de mesma

populacdo base, que participam dos programas de melhoramento genético animal
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DeltaGen e PAINT e nascidos entre os anos de 2008 e 2013. Os animais foram criados
a pasto, terminados em confinamento, por um periodo aproximado de 90 dias, e
abatidos em abatedouros comerciais com idade média de 691 + 102 dias. Os grupos
de contemporéaneos (GC) foram definidos a partir de fazenda, ano de nascimento,
grupo de manejo ao sobreano e més e ano de abate. Os 3.161 animais estdo
distribuidos em 116 GCs com pelo menos 3 animais. Como os dados séo provenientes
de banco de dados comercial existente, esta pesquisa ndo envolveu aprovagao do
Comité de Etica.

3.2.2 Dados fenotipicos e genotipicos

Os animais foram abatidos em abatedouros comerciais e as carcagas foram
identificadas e resfriadas por 24 a 48 horas post-mortem. Apos, as amostras com 2,54
cm de espessura foram colhidas do musculo Longissimus thoracis entre a 122 e 132
costelas da meia carcaca esquerda de cada animal. Posteriormente, as amostras foram
embaladas a vacuo e mantidas em camara fria por 150 horas a 1°C para o
estabelecimento pleno do rigor mortis e em seguida foram congeladas a -20°C.

O ensaio de forca de cisalhamento Warner-Bratzler (WBSF), uma medida
mecanica da maciez, foi realizado ap6s as amostras serem descongeladas em camara
fria a 1°C por aproximadamente 24 horas. Assim que as amostras atingiram a
temperatura interna de 5°C, as mesmas foram assadas em forno até atingirem a
temperatura interna de 71°C (WHEELER et al., 1995). As temperaturas foram medidas
com a utilizacdo de termopar posicionado no centro geométrico da amostra. A forca de
cisalhamento foi obtida utilizando o equipamento Warner-Bratzler shear force SALTER.
Oito amostras em cilindros de 1,27 cm foram retiradas da regido central de cada
amostra e a média foi usada nas analises, para se obter uma melhor preciséo.

Tecidos do muasculo Longissimus thoracis foram usados para a extracdo de DNA
utilizando o DNeasy Bloody & Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) de acordo
com as instrucdes do fabricante. A genotipagem foi realizada utilizando o chip de alta
densidade lllumina BovineHD Infinium Assay® no Illumina HiScan System®. O software

lllumina Genome Studio foi utilizado para analisar as imagens HiScan e transforma-las
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em genotipos. Dos 3.161 animais genotipados, 1.405 foram genotipados utilizando o
painel Illumina Bovine HD, que contém cerca de 777.000 marcadores SNPs
posicionados ao longo do genoma. Os 1.756 animais remanescentes foram
genotipados com painel de menor densidade (70 K Neogen), os quais foram imputados
para o painel HD, utilizando o software FImpute (SARGOLZAEI; CHESNAIS;
SCHENKEL, 2014) com a inclusdo do pedigree.

Foram mantidas apenas amostras com call rate maior que 90%. O controle de
gualidade dos marcadores SNP considerou call rate acima de 95%, frequéncia alélica
maior do que 5% e nivel de significancia do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg
maior do que 10°. Além disso, os SNPs localizados em cromossomos nao
autossémicos foram excluidos. Apés este controle de qualidade, 413.705 SNPs
permaneceram para as andlises (Tabela 1). Todos os SNPs foram mapeados de
acordo com a sequéncia do genoma de referéncia bovino UMD 3.1. Os custos
referentes a coleta de informacdes fenotipicas e genotipicas dos animais foram
financiados pelo projeto tematico “Ferramentas genémicas no melhoramento genético
de caracteristicas de importancia econ6mica direta em bovinos da raca Nelore”,
Processo FAPESP 2009/16118-5.

3.2.3 Construcéo dos haplotipos

Os haplétipos foram construidos baseados na metodologia de janelas
sobrepostas, cobrindo todo o genoma, com tamanho variados de 5 (HP5), 7 (HP7) e 9
(HP9) SNPs (MATHIAS et al., 2006). Apés a construcao dos haplétipos foram
determinadas as varia¢cfes (alelos) de cada haplétipo, bem como o nimero de copias
gue cada animal possui do alelo i no haplétipo j. Dessa forma, os alelos foram
codificados como: 0 = ndo possui copia do alelo, 1 = possui uma coépia do alelo
(paterno ou materno), e 2 = possui duas copias do alelo (paterno e materno). A
descricao do numero de alelos para cada analise se encontra apresentada na Tabela 1.

3.2.4 Analises de associacdo genémica ampla
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Foram realizadas analises de associacdo para os SNPs e haplétipos
separadamente com WBSF utilizando o software GEMMA (ZHOU; STEPHENS, 2012)
ajustando para um modelo misto linear univariado (similar ao GBLUP) como segue:

y=Wa+Xp+u+e

em que: y € um vetor do fenétipo WBSF; W é uma matriz de incidéncia dos efeitos fixos
(GC e idade ao abate); a € um vetor correspondente aos efeitos fixos incluindo o
intercepto; X € uma matriz de SNPs ou de hapldtipos identificados para cada animal; 8
€ o efeito de cada SNP ou haplétipo; u é um vetor de efeitos genéticos aditivos
residuais aleatorios; e é um vetor de residuos. Assume-se que u ~ MVN(0,GV,), em
que G é a matriz de parentesco gendmica e Vg € 0 componente de variancia genética
aditiva poligénica. Para o residuo assume-se que e ~ MVN(0,1V,), em que Ve é 0O
componente de variancia residual e | € a matriz identidade. Os componentes de
variancia para os efeitos genéticos aditivos e residuais de cada haplétipo foram
estimados da seguinte forma: y = Y, X;5; + €, sendo que Bi ~ N(0, (c?/p;), em que
o? é a variancia do i®™ haplétipo e p; é a categoria do haplétipo i.

A matriz G foi construida utilizando informac¢es de genoétipos padronizados dos
413.355 SNPs usando o software GEMMA, como segue:

p
1

1 _ _
G = —Z— (m; — 1,m;) (m; — 1,m;)"
p — vmi
=1
em que: M é a matriz de genotipos dos 413.355 SNPs, na qual m; é a i*" coluna
representando os gendétipos em todos as n animais para o it" SNP (0, 1 ou 2), m; é a
meédia da amostra do gendtipo, v,,, € a variancia da amostra do i" SNP e 1,, € um vetor
de 1s para os n animais. A mesma matriz G, construida utilizando apenas os SNPs, foi
utilizada nas anélises de SNPs e haplotipos para que ndo houvesse superestimagéo da

mesma, caso fosse construida utilizando informacgdes dos haplotipos sobrepostos.
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Tabela 1. Numero de marcadores e alelos dos haplétipos por cromossomo (BTA) antes
e depois do controle de qualidade (CQ).

Numero total de SNP Namero total de alelos
BTA Antes do Depois do
co co HP5 HP7 HP9

1 46.495 25.624 386.393 764.795 1314.773
2 40.056 22.145 334.475 659.339 1 130.264
3 35.579 20.925 313.719 618.133 1 059.409
4 34.980 18.886 291.474 582.726 1 010.135
5 34.842 18.470 276.244 543.564 931.356
6 35.519 21.349 311.406 603.600 1 020.428
7 33.168 18.893 281.895 556.213 956.533
8 33.529 20.207 301.644 593.307 1016.769
9 31.060 18.395 276.400 547.631 943.531
10 30.449 15.907 249.492 501.127 871.278
11 32.015 17.525 264.454 523.142 900.053
12 26.127 13.771 212.708 424.412 734.294
13 23.594 13.547 209.287 422.515 741.351
14 24.780 15.667 232.610 457.370 782.998
15 24.755 13.532 211.785 425.447 739.615
16 24.178 13.484 207.463 415.573 722.828
17 22.266 13.091 200.803 399.503 684.317
18 19.386 11.010 167.257 332.182 572.575
19 18.908 9.640 155.041 316.655 557.862
20 21.490 11.624 178.618 355.459 613.451
21 21.175 11.909 182.879 365.677 634.862
22 18.034 9.934 155.225 311.611 540.416
23 15.215 8.682 143.529 297.711 530.528
24 18.620 10.522 162.539 323.898 559.345
25 12.931 7.202 112.218 225.239 392.554
26 15.242 8.946 137.970 274.177 472.790
27 13.152 7.383 119.543 244.555 431.592
28 13.038 7.360 120.886 248.299 437.534
29 14.710 7.725 126.360 258.977 456.321

Total 735.293 413.355 6 324.332 12 592.852 21 764.762

HP5, HP7 e HP9 = haplétipos construidos com tamanhos de cinco, sete e nove SNPs,
respectivamente.

3.2.5 Variancia genética aditiva

A variancia genética aditiva explicada pelos SNPs foi calculada de forma
diferente daquela utilizada para os haploétipos, pois SNPs sao bi-alélicos e haplotipos
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multi-alélicos. Dessa forma, a variancia genética aditiva para os SNPs foi calculada da

seguinte forma:
Vo, = 2p:q;0f

em que: V, € a variancia genética aditiva do M SNP; p e g sdo as frequéncias
alélicas do i™ SNP e a é o efeito aditivo do i SNP.

Para calcular a variancia genética aditiva dos haplotipos (ajz) foi utilizado o

meétodo descrito por Lynch e Walsh (1998), como segue:

k
sz = Z(ai — a)?pip;
i=1

:ésimo

em que: ¢f* é a variancia aditiva genética do €M haplétipo, a; é o efeito aditivo do i
alelo no j*™ haplétipo, p; é a frequéncia do i*™ alelo no j*™ haplétipo, k € o nimero
de alelos existentes no j*™ haplétipo, [ varia de i+1 até k.

O limiar a partir do qual as variancias genéticas aditivas explicadas pelos SNP
ou blocos de haplétipos foram consideradas importantes, foi estabelecido assumindo-
se que a distribuicdo das variancias segue uma distribuicho gama. A partir dos
parametros estimados nas proprias amostras (variancias dos SNP ou dos haplétipos),
os limiares foram estabelecidos pelo valor do quantil da distribuicdo gama referente ao
nivel de significancia (a=0,05) corrigido para testes multiplos pelo método de

Bonferrroni.
3.3 Resultados e Discussao
O valor minimo da caracteristica WBSF foi de 1,56 kg e maximo de 11,20 kg,

sendo que a meédia foi 6,21 £+ 1,38 kg. Em média, estes animais ndo apresentam carnes

macias, uma vez que, para animais Bos indicus, carnes com valores de forga de
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cisalhamento menores que 5 kg, ap0s o cozimento, podem ser consideradas
potencialmente macias (SHACKELFORD et al., 1991; KOOHMARAIE et al., 2003).

No presente trabalho foram realizados estudos de associagcdo gendmica ampla
(GWAS) utilizando, como unidade fundamental dos testes, SNPs individuais e
haplétipos construidos pelo método de janelas sobrepostas com tamanho de 5 (HP5), 7
(HP7) e 9 (HP9) SNPs. Foram identificados oito SNPs que explicam uma proporcao
significativa da variancia genética aditiva da caracteristica WBSF (P < 0,05), apds a
correcdo para multiplos testes (Figura 1A). Estes SNPs estdo localizados nos
cromossomos 3, 4, 9, 10 e 11, sendo que trés SNPs estdo no cromossomo 3 (Tabela
1). Na GWAS com HP5, as regides que apresentaram as maiores variancias genéticas
aditivas estéo localizadas nos cromossomos 1, 3, 10, 11 e 25, enquanto que para HP7
e HP9 estdo apenas nos cromossomos 3 e 10, respectivamente.

Nos cromossomos 3 e 10 os SNPs significativos apresentaram variancia
genética aditiva maior (0,072 e 0,063 kg?, respectivamente) do que as variancias dos
haplotipos, na mesma regido. Estes haplétipos apresentaram variancias genéticas
aditivas entre 0,041 a 0,068 kg® pelas analises com HP5 e HP7 no cromossomo 3
(Figura 1B e 1C). No cromossomo 10 apenas um haplétipo na analise com HP5
apresentou variancia genética aditiva acima do limiar, de 0,037 kg?, na mesma regido
do SNP associado com a caracteristica em estudo. Além disso, as regidées dos SNPs
significativos para a caracteristica WBSF encontrados nos cromossomos 4 e 9, ndo
apresentaram variancias genéticas aditivas acima do limiar pelas anélises de
associacao utilizando haplétipos. Ainda, a regido significativa no cromossomo 11 para
as analises de SNPs e HP5, nao foram significativas nas analises utilizando HP7 e HP9
(Figura 1D).

Lorenz et al. (2010) também relataram que haplo6tipos apresentaram variancia
menor do que os SNPs individuais. Além disso, estudos reportaram que um maior
numero de variantes significativas foram detectadas pela analise de SNP individuais,
em relacdo & analise baseada em haplétipos (SERAO et al., 2013; WU et al., 2014).
SNPs que apresentam mais variancia genética aditiva do que seus haplétipos podem
ser mutacgdes causais ou estarem em forte desequilibrio de ligagdo com as mutacgdes

causais. Segundo Lorenz et al. (2010) se o SNP analisado é uma mutacgao causal, 0
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Figura 1. Manhattan plot dos resultados da associacdo gen6mica ampla utilizando
SNPs individuais (A), haploétipos construidos com 5 SNPs (B), haplétipos
construidos com 7 SNPs (C) e haplotipos construidos com 9 SNPs (D) para
a caracteristica maciez da carne em bovinos da raca Nelore.
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poder da analise de SNP individual € superior & de haplotipos. Assim, quando o SNP
causal estd presente no haplétipo, a vantagem da analise de haplotipos, em geral,
pode ser pequena em relacdo a analise de SNPs individuais, apesar do potencial
aumento dos niveis de informacdes que podem ser obtidos pelos haplotipos (BADER,
2001; MORRIS; KAPLAN, 2002; SCHAID, 2004; DE BAKKER et al., 2005; LI; ZHOU;
ELSTON, 2006). Porém, a maioria dos painéis de SNPs em bovinos ndo contém um
grande numero de mutacdes causais (BARENDSE, 2011).

Outra hipotese sobre o resultado do presente estudo esta relacionada com o
tamanho e o efeito do QTL analisado. Lorenz et al. (2010) relataram que a utilizacéo de
haplotipos ndo forneceu vantagens na identificacdo de QTL de tamanhos menores, em
dados simulados. Segundo os autores, a analise de haplotipos apresentou vantagem
apenas na identificacdo de QTL de maiores tamanhos. Além disso, os autores
demonstraram que existe um aumento de poder de deteccéo, utilizando o método de
janelas sobrepostas em relacdo a analise de SNP individuais, apenas quando o QTL
apresenta grande efeito. Porém, os QTL da maioria das caracteristicas guantitativas
em bovinos apresentam pequenos efeitos (HAYES; GODDARD, 2001; HINDORFF et
al., 2009; BICKEL; KOPP; NUZHDIN, 2011).

Com a utlizacdo de HP5 foi possivel identificar regides que apresentam
substanciais variancias genéticas aditivas, para a caracteristica WBSF, nos
cromossomos 1, 3, 11 e 25 que ndo foram detectadas pela analise de SNPs
individuais. Inclusive, existem regides identificadas utilizando HP5 que séo diferentes
daquelas mais proeminentes pela analise de SNPs individuais nos mesmos
cromossomos. Pela analise com HP9, apenas um hapl6tipo apresentou variancia
genética aditiva acima do limiar estabelecido, no cromossomo 10, sendo que essa
regido diverge da regido significativa pelas analises de SNPs e HP5 neste
cromossomo, estando a 650 kb de distancia da mesma. Seréo et al. (2013) e Wu et al.
(2014) também detectaram associagdes utilizando haplétipos em regides diferentes dos
SNPs individuais significativos.

Guo et al. (2009) analisaram regibes gendmicas utilizando métodos de SNPs

individuais e janelas sobrepostas. Os autores reportaram que a abordagem de janelas
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sobrepostas possibilita detectar maior associacdo para a caracteristica de interesse.
Além disso, os autores observaram que o poder estatistico do procedimento de janelas
sobrepostas foi maior do que o poder das analises de SNPs individuais. Goddard
(2009) e Lorenz et al. (2010) relataram que o poder de detectar o QTL € mais elevado
guando o alelo do SNP tem frequéncia semelhante a do alelo do QTL. Segundo os
mesmos autores, se um alelo do QTL possui frequéncia mais baixa do que a dos SNPs
mais préximos, a combinacdo de SNPs pode gerar um haplétipo com alelo que
apresenta frequéncia parecida com a do QTL, aumentando o poder de deteccdo do
mesmo.

A distribuicdo de SNPs ndo é uniforme em todo o genoma, portanto haplétipos
podem capturar associacées que SNPs individuais ndo identificam (LORENZ et al.,
2010; CUYABANO; SU; LUND, 2014). De acordo com os autores, isto acontece, pois
haplétipos podem estar em LD mais forte com o QTL do que qualquer um de seus
SNPs constituintes. Lorenz et al. (2010) relataram que, em dados simulados, o0s
haplotipos estavam em maior DL com QTL do que os SNPs. Além disso, haplétipos
podem capturar possiveis interacdes epistaticas entre SNPs de um mesmo loco
(CLARK, 2004; BARDEL et al., 2005). Guo et al. (2009) reportaram que as andlises de
SNPs individuais quase perderam o sinal de associa¢do, quando comparadas com as
analises de haplétipos baseados em janelas sobrepostas. Segundo McClure et al.
(2012) o fato de haplotipos explicarem consideravelmente mais variancia do que SNPs
individuais, indica que a mutagdo causal ndo esta entre os polimorfismos testados, ou
gue exista mais de uma variante causal na mesma regido. No entanto, na pratica, nao
h& garantia de que a andlise de associacdo de haplotipos € sempre mais poderosa do
gue a andlise usando SNPs individuais para uma determinada regido gendmica
(CHENG et al.,, 2005). Contudo, recomenda-se realizar analises que utilizam
haplétipos, baseados em janelas sobrepostas, para complementar a analise de SNPs
individuais em estudos de GWAS, e dessa forma, a informagdo completa dos dados
genotipicos sera analisada (CHENG, 2005; LORENZ et al., 2010; SERAO 2013).

No presente estudo foi identificado um maior nimero de QTL com a utilizacdo de
HP5, em relagdo as analises que utilizaram HP7 e HP9. Além disso, os haplotipos

significativos nos cromossomos 1, 10, 11 e 25 para HP5, ndo foram significativos nas
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analises utilizando HP7 e HP9. No entanto, um novo haplétipo significativo no
cromossomo 10 foi identificado na analise com HP9, como mencionado anteriormente.
Os haplétipos significativos encontrados no cromossomo 3 pra HP7 estdo na mesma
regido dos haplotipos significativos pela analise de HP5, porém pela anédlise de HP9
essa regido ndo demonstrou estar influenciando estatisticamente na caracteristica
WBSF.

De acordo com os resultados apresentados pelas andlises de haplotipos, a
utilizacdo de haplotipos e a quantidade de SNPs utilizados na construcdo dos mesmos
pode tanto diminuir a variancia genética aditiva explicada pela regido, como aumenta-
la. Um fator que pode contribuir para essas diferencas observadas € o DL existente
entre os marcadores. De acordo com Hayes et al. (2007) os beneficios de estudos de
GWAS baseados em haplétipos dependem do grau de DL entre os SNPs que
compdem o haplotipo. Barendse (2011) relataram que DL insuficiente entre os SNPs do
haplétipo pode acarretar em falta de associagcdo do mesmo com a caracteristica. Além
disso, a inclusdo de SNPs com baixo DL no haplétipo pode resultar no aumento da
guantidade de alelos do mesmo.

Segundo Hayes et al. (2007) o comprimento do haplétipo e a distancia entre as
variantes sao importantes para que o haplétipo possa detectar o QTL. Durrant et al.
(2004), utilizando haplétipos construidos por 4, 6, 8 e 10 marcadores, observaram que
houve uma diminuicdo acentuada do poder dos testes com haplétipos formados por 8 e
10 SNPs, enquanto que haplotipos construidos com 6 SNPs apresentaram maior poder
do teste estatistico. Isto ocorre porque haplotipos constituidos por muitos marcadores
apresentam maior diversidade de alelos, sdo influenciados pelo DL entre os
marcadores, bem como aumentam os graus de liberdade (ZAYKIN et al.,, 2002;
DURRANT et al. 2004; CHENG et al., 2005). Portanto, de acordo com os autores, o
ideal seria utilizar janelas de tamanhos menores para os testes de associa¢do. Qin et
al. (2002) e Niu et al. (2003) sugeriram que os hapldtipos devem ser construidos
utilizando 5 a 8 SNPs.

O tamanho ideal do haplétipo pode variar de acordo com o nivel de DL da regido
estudada (DURRANT et al., 2004; LI et al., 2007; SHA et al., 2009). O uso de

haplétipos de tamanho fixo pode ser um problema quando as analises de haplétipos
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séo realizadas ao longo de todo o genoma, onde os padrdes de DL séo variaveis (LI et
al.,, 2007). Além disso, a densidade dos marcadores SNPs também deve ser
considerada para definir o tamanho 6timo da janela (DURRANT et al., 2004). MATHIAS
et al. (2006) afirmaram que janelas menores devem ser preconizadas, devido a
distancia entre os marcadores. Contudo, de acordo com os resultados apresentados,
haplétipos construidos por 5 SNPs apresentaram maior capacidade de deteccéo de
QTL para a caracteristica WBSF, nesta populacdo, comparando os diferentes
tamanhos de haplétipos analisados.

Os QTL identificados no presente estudo, pelas analises de SNP individuais
(Tabela 2), HP5, HP7 e HP9 (Tabela 3), estdo localizados nas regifes de trés genes
(NOS1AP, SUCLGL1 e PHLDB2) com funcdes biologicas conhecidas e um gene do tipo
LOC (LOC107132946). O gene NOS1AP foi associado com a caracteristica maciez da
carne pelas anélises de SNP, HP5 e HP7, enquanto que o gene SUCLG1 foi associado
pelas andlises de SNP e HP5. Os genes PHLDB2 e o LOC107132946 foram

associados apenas pelas analises com HP5.

Tabela 2. Descricdo dos SNPs significativamente associados (P < 0,05) com a
caracteristica maciez da carne.

Cromossomo Posicao ID de Referéncia do SNP Gene
3 7390035 rs134499129 NOS1AP
3 7384182 rs109294639 NOS1AP
3 7391544 rs41595711 NOS1AP
4 1008553 rs43490295 -
9 1116610 rs137367597 -
10 20486971 rs41623448 -
11 50406682 rs42732955 SUCLG1
11 50332078 rs136174419 -

O gene PHLDB2 (dominio de homologia de plecstrina, familia B, membro 2 -
Gene ID: 509784) esta localizado no cromossomo 1 em bovinos da posi¢cao 56.904.953
até 57.147.279 pb, com um tamanho de 242.327 pb. O PHLDB2 possui 26 éxons, 12
isoformas em bovinos e codifica uma proteina que esta presente no citoesqueleto
celular (NGAN et al., 2009). As proteinas do citoesqueleto sdo degradadas por enzimas

proteoliticas no periodo post-mortem durante o processo de maturacdo da carne
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(GOLL et al., 1983; KOOHMARAIE, 1996; ASLAN, 2010). Segundo Nowak (2011) o
ninel de degradacdo de proteinas do citoesqueleto tem uma grande influéncia na

maciez da carne.

Tabela 3. Descricdo dos haplétipos, construidos por 5 (HP5), 7 (HP7) e 9 (HP9) SNPs,
com variancias acima do limiar para a caracteristica maciez da carne em uma analise
de GWAS com haplétipos baseados em janelas sobrepostas.

BTA Posicao inicial — Posicéo final Distancia Gene
HP5
1 57047414-57058720 11307 PHLDB2
1 57049755-57062126 12372 PHLDB2
1 57052347-57075876 23530 PHLDB2
3 7379865-7390035 10171 NOS1AP
3 7381031-7390674 9644 NOS1AP
3 7384182-7391544 7363 NOS1AP
3 7387174-7392196 5023 NOS1AP
3 7390035-7393088 3054 NOS1AP
3 29577995-29591484 13490 -
3 29581953-29601595 19643 -
10 20464107-20496249 32143 -
11 50401750-50414602 12853 SUCLG1
11 50402735-50417494 14760 SUCLG1
11 50406682-50422295 15614 SUCLG1
11 76526558-76560323 33766 LOC107132946
25 31571976-31587644 15669 -
HP7
3 7379865-7391544 11680 NOS1AP
3 7381031-7392196 11166 NOS1AP
3 7384182-7393088 8907 NOS1AP
3 7387174-7393605 6432 NOS1AP
3 7390035-7394777 4743 NOS1AP
HP9
10 21142993-21163663 20670 -

O principal sistema proteolitico, que desempenha um papel importante no
amaciamento da carne, € realizado por proteases enddgenas chamadas calpainas, em
particular a y-calpaina (SENTANDREU et al, 2006; KOOHMARAIE; GEESINK, 2006;
OUALI et al., 2006; BERNARD et al, 2007; NEATH et al, 2007). A y-calpaina é uma
enzima produzida pelo gene CAPNL1, o qual tem sido associado com a caracteristica
maciez da carne em bovinos (PAGE et al., 2002; CASAS et al., 2005; WHITE et al.,
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2005; CASAS et al., 2006; CURI et al., 2009; TIZIOTO et al., 2013), também relatado
no Capitulo 2 na presente tese. Além disso, a proteina dominio de homologia de
plecstrina familia B membro 2 é da familia de proteinas que compdem o citoesqueleto
como espectrina, alfa-actinina e distrofina (MARCHLER-BAUER et al., 2015), sendo
gue a alfa-actinina e a espectrina sao substratos da calpaina (LEBART; BENYAMIN,
2006) e a distrofina é degradada no processo proteolitico para o0 amaciamento da carne
(KOOHMARAIE, 1996). Dessa forma, a calpaina est4 envolvida na regulagdo do
citoesqueleto (CROALL; ERSFELD, 2007). Supfe-se que o sistema de calpainas em
um mauasculo esquelético, responsavel pelo amaciamento da carne, pode ser afetado
por diferentes enzimas que sdo ainda desconhecidas (NOWAK, 2011). Estudos sobre a
relacdo do PHLDB2 e a maciez da carne nao foram encontrados na literatura. Sugere-
se que a proteina codificada pelo gene PHLDB2 possa ser degradada durante o
amaciamento da carne e, portanto, influenciar na caracteristica WBSF-.

O gene NOSI1AP (proteina adaptadora O6xido nitrico-sintase 1 - Gene ID:
539686) possui 10 éxons distribuidos em 342.138 pb, esta localizado nas posicfes
7.121.479 até 7.463.616 pb no cromossomo 3 em bovinos e ndo apresenta isoformas
descritas até o momento. O NOS1AP codifica uma proteina adaptadora (CAPON)
envolvida na regulacéo da atividade da enzima oxido nitrico-sintase neuronal 1 (nNOS
ou NOS1) (JAFFREY et al., 1998). A NOS1 € uma enzima 6xido nitrico-sintase (NOS)
responsavel pela sintese de éxido nitrico (NO) e pode ser encontrada em neurdnios,
células epiteliais, sistema nervoso central e periférico, rim, medula adrenal, musculo
esquelético, oOrgdo sexual masculino e células b pancreaticas (CERQUEIRA,;
YOSHIDA, 2002). Chang et al. (2008) observaram que o aumento da expressao do
NOS1AP resulta no aumento da sintese de NOS1 o qual leva a um aumento de NO, ou
seja, estdo envolvidos na mesma via metabdlica. Cottrell et al. (2002) e Suster et al.
(2005) ao injetar um inibidor da NOS (L-NAME), em cordeiros no pré-abate,
observaram carne mais macia em amostras colhidas do masculo Longissimus thoracis
et lumborum.

O NO esté envolvido na fisiologia do estresse (ESCH et al., 2002), na regulacdo
homeostética do calcio na célula muscular (HARE, 2003) e na atividade da calpaina

(MICHETTI et al., 1995), sendo que todos estes fatores podem estar relacionados e



86

influenciam na maciez da carne. A liberacdo de NO nos musculos esqueléticos no
periodo pré-abate, devido ao estresse, afeta a atividade proteolitica no periodo post-
mortem, levando a um decréscimo na maciez da carne bovina (WARNER et al., 2005;
WARNER et al., 2007; GRUBER et al., 2010; PIGHIN et al., 2015). Warner et al. (2005)
sugerem que o NO pode influenciar diretamente na maciez da carne no post-mortem
por meio do controle de atividade de calpaina, ou indiretamente por afetar o calcio,
sendo o célcio necessario para a ativacdo de calpaina. O sistema proteolitico
dependente do célcio tem sido considerado como um dos mais importantes fatores
responsaveis pela variagcdo na maciez da carne (KOOHMARAIE, 1994). Além disso, o
gene que codifica a calpaina (CAPN1) tem sido associado com a caracteristica maciez
da carne em bovinos, como mencionado anteriormente.

O gene NOS1AP foi associado com o acido graxo 6mega 3 em animais da raca
Nelore da mesma populacéo base do presente estudo (LEMOS et al., 2016). Perez et
al. (2010) relataram que quantidades do acido graxo 6mega 3 na carne afetam
caracteristicas sensoriais como maciez, sabor, suculéncia e marmoreio. No entanto, o
presente estudo é o primeiro que evidencia associacdo entre o NOS1AP e a maciez da
carne.

O gene SUCLG1 (subunidade alfa da succinato-CoA ligase - Gene ID: 509983)
esta localizado no cromossomo 11 em bovinos, onde se inicia na posi¢cdo 50.400.445 e
termina na posi¢do 50.453.412 pb. Possui 9 exons e ndo apresenta isoformas até o
momento. O SUCLG1 codifica a subunidade alfa da enzima succinato Coenzima A
sintase. Esta enzima catalisa a converséo de succinil CoA e ADP ou GDP em succinato
e ATP ou GTP no ciclo do acido citrico, permitindo que as células utilizem oxigénio e
gerem energia (NOGUEIRA et al., 2015). Segundo os autores, esta enzima € mais
ativa em tecidos que necessitam de uma grande quantidade de energia, como 0s
tecidos dos musculos. MutagBes neste gene podem levar a deficiéncia ou escassez de
succinato-Coa-ligase causando acidose latica, hipotonia (tbnus muscular fraco) e
deplecdo do DNA mitocondrial (OSTERGAARD et al., 2007). Essa deficiéncia pode
prejudicar o ciclo do acido citrico nos tecidos, levando a um acimulo de NADH, que por
sua vez, favorece a conversao do piruvato, oriundo da glicélise, em acido latico levando

a acidose latica (ROCHA, 2009). Contudo, o acido latico é importante para a queda do
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pH no periodo de transformacdo do musculo em carne (JUDGE et al., 1989). Com o pH
alto ha maior propensao para o desenvolvimento de carnes do tipo DFD (escura, firme
e seca), influenciando diretamente a cor, sabor, suculéncia e maciez da carne (SILVA
et al., 2011).

A deplecdo do DNA mitocondrial (mtDNA) caracteriza-se por uma reducéo
acentuada do numero de copias do mtDNA em relacdo as do DNA nuclear. Essa
deplecdo muitas vezes esta associada a um défice multiplo dos complexos enziméticos
da cadeia respiratdria mitocondrial, afetando a producdo de energia em células e
tecidos (NASSEH et al., 2001; NOGUEIRA et al., 2015). Além disso, a nivel histologico,
a deplecdo do mtDNA pode provocar fibrose (NOGUEIRA et al., 2015), sendo que a
fibrose € inversamente relacionada com a maciez da carne, ou seja, menos fibrose,
carne mais macia (DEL COZ et al., 2005). Ainda, segundo Nogueira et al. (2015) a
deplecdo pode causar hipotonia e hipoglicemia. A hipoglicemia € caracterizada pelo
baixo nivel de glicose no sangue o que pode levar a alta producao de acido latico, que
por sua vez, pode influenciar na maciez da carne como descrito anteriormente
(BACILA, 2003; CHIQUITELLI NETO; PARANHOS DA COSTA, 2004; SILVA et al.,
2011). Este é o primeiro estudo que associa o gene SUCLG1 com maciez da carne.

Foi identificado no presente estudo que o gene LOC107132946 est4 associado
com a caracteristica WBSF. O LOC107132946 (Gene ID: 107132946) é um gene do
tipo RNA n&o codificante (ncRNA), localizado no cromossomo 11 em bovinos da
posicdo 76.285.033 até a posicao 76.632.844 (347.812 pb), possui 6 éxons e 3
isoformas. Alguns ncRNAs sdo estruturais e com funcdes bem estabelecidas, como o0s
RNAs transportadores, RNAs ribossomicos, pequenos RNAs e pequenos RNAs
nucleares (MATTICK et al, 2006). Tanto a traducdo como o processo de splicing
requerem RNAs estruturais fundamentais para o reconhecimento da sequéncia de
substratos de RNA, bem como para o proprio processo catalitico (NILSEN, 2003;
STEITZ; MOORE, 2003; BUTCHER; BROW, 2005; NOLLER, 2005). Estudos indicam
gue RNAs podem estar envolvidos nos processos de regulacdo génica. (YANG et al.,
2001; KWEK et al., 2002; O'GORMAN et al., 2005; YIK et al., 2005). Além disso,
NncRNAs desempenham um papel importante na manutencdo e segregacao dos

cromossomos, no controle da arquitetura da cromatina, na memodria epigenética e
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estao envolvidos em processos biolégicos da célula central (BERNSTEIN; ALLIS, 2005;
MORISON et al, 2005). Nao foram encontradas funcdes especificas do
LOC107132946 ou sua associacdo com maciez da carne na literatura. Contudo, mais
estudos devem ser realizados a fim de melhor elucidar as fungbes deste gene, bem
como esclarecer como LOC107132946 influencia na regulagéo de genes que possam
afetar a maciez da carne.

No presente estudo, 50% dos SNPs e 23% dos haplétipos que explicam parte
importante da varidncia genética aditiva da caracteristica maciez da carne, estdo
localizados em regides intergénicas (cromossomos 4, 9, 10 e 11 para SNPs e 3, 10 e
25 para haplotipos). Regides intergénicas tém sido reportadas significativas nos
estudos de GWAS para muitas caracteristicas quantitativas (BOLORMAA et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2014; WU et al.,, 2014; LEMOS et al., 2016). Estas regides séo
sequéncias de DNA localizadas entre os genes e gque nao codificam proteinas. No
passado, as funcdes do DNA néo codificante ndo eram compreendidas, sendo que o
termo "DNA lixo" era utilizado para designar estas regides. Apos 0 sequenciamento e a
anotacdo do genoma humano, houve revelagbes sobre a complexidade do DNA néo
codificante em mamiferos (SHABALINA et al., 2004). Em bactérias, aproximadamente
15% do genoma nao codificam proteinas, sendo que este valor aumenta para 30%,
70% e 95% em leveduras, nematédeos e humanos, respectivamente. Assim, acredita-
se que a importancia funcional do DNA nao codificante aumenta com a complexidade
do organismo (SHABALINA et al.,, 2001). Ainda, segundo os autores, as regides
intergénicas em mamiferos sdo tdo importantes quanto seus genes e podem ser a
chave para a complexidade dos mesmos.

Algumas das sequéncias em regifes intergénicas de mamiferos representam
sitios de ligacdo para fatores de transcricdo conhecidos e proteinas reguladoras.
Entretanto, muitas regibes ainda nao apresentam funcdo biolégica conhecida
(KONDRASHOV; SHABALINA, 2002). Heinen et al. (2009) identificaram um novo gene
gue surgiu de uma regido que era considerada intergénica em camundongos (Mus
musculus), sendo que esta regido esta presente em muitos mamiferos. Os autores
afirmam que os sinais de splicing para os éxons, bem como o sinal de poliadenilacéo,

existiam no DNA intergénico. Ainda, Toll-Riera et al. (2009) demostraram que 15
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candidatos a genes podem ter evoluido de regides intergénicas em primatas, sugerindo
gue genes provenientes de DNA intergénico pode ndo ser um fenbmeno raro. Dessa
forma, estudos em regides intergénicas sao muito importantes para se obter um melhor

entendimento de sua funcionalidade e atuacao na regulacdo dos genes.

3.4 Conclusodes

Os genes NOS1AP, SUCLG1, PHLDB2 e LOC107132946 foram associados
com a caracteristica maciez da carne em bovinos da raca Nelore, por meio de analises
de associacdo gendbmica ampla utilizando SNPs individuais e haplotipos. A analise
utilizando SNPs identificou QTL diferentes das analises com haplétipos e, em alguns
casos, SNPs apresentaram variancias genéticas aditivas maiorores do que as
apresentadas pelos haplétipos. A analise que utilizou haplétipos construidos com cinco
SNPs identificou mais QTL do que as analises de haplotipos construidos com sete e
nove SNPs. Sugere-se que andlises utilizando haplotipos, baseados em janelas
sobrepostas, sejam realizadas para complementar as andlises de SNPs individuais em

estudos de associacao genémica ampla.
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