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Resumo

A presente tese encontra-se dividida em trés capitulos com o intuito de facilitar o entendimento
dos experimentos apresentados. O primeiro capitulo refere-se a uma concisa revisao
bibliografica, a qual aborda os principais embasamentos tedricos e as justificativas dos
experimentos desenvolvidos que serdo apresentados nos demais capitulos. O segundo capitulo
apresenta dois estudos de associagao gendmica ampla na raga Nelore, sendo o primeiro para
caracteristicas de qualidade de carne e o segundo para o contetido de minerais no musculo
Longissimus dorsi. Considerando a importancia da maciez da carne para a pecuaria de corte
nacional, o terceiro capitulo aborda a estratégia de genes candidatos utilizada para identificar
genes que explicam a variagdo dessa caracteristica em bovinos da raga Nelore. Os resultados dos
experimentos realizados indicaram que as caracteristicas de qualidade de carne e conteudo de
minerais no musculo esquelético sdo pelo menos parcialmente determinadas geneticamente. A
maioria dos loci para caracteristicas quantitativas (QTLs) identificados sdo de efeitos pequenos,
revelando a natureza poligénica das caracteristicas avaliadas e a importancia da aplicagdo de
avaliacdes que considerem a variagdo de polimorfismos em nivel gendmico. No entanto, alguns
QTLs de efeitos maiores foram identificados, como por exemplo, para pH muscular, conteudo de
ferro, selénio, calcio e zinco no musculo, os quais explicaram 4,01, 6,53, 3,53, 2,59 ¢ 2,55 % da
variancia genética aditiva, respectivamente. Por meio destes estudos, produzimos uma ampla
lista de genes candidatos relacionados com caracteristicas de interesse economico para pecuaria
de corte, os quais devem contribuir para o entendimento dos mecanismos genéticos subjacentes
as essas caracteristicas. A estratégia de associacdo genomica ampla ainda ndo € economicamente
vidvel para os produtores de gado de corte, sendo assim a estratégia de genes candidatos ainda ¢
interessante devido sua maior acessibilidade e menor custo. Os genes candidatos KCNJI1,
MyoD1 e ASAPI foram identificados como explicando parte da variagdo da maciez de carne de
animais ra¢a Nelore. A validag@o das regides genomicas e genes candidatos identificados neste
estudo e o futuro mapeamento de mutagdes causais devem contribuir para implementagdo da
selegdo assistida por marcadores e ainda para a selecdo gendmica de caracteristicas de interesse

econdmico na raca Nelore.

Palavras-chaves: Zebu. Maciez. Carne. QTL.



Abstract

This thesis is divided into three chapters in order to facilitate the understanding of the
experiments that will be presented. The first chapter refers to a concise literature review, which
covers the main theoretical themes and justifications regarding the developed experiments
presented in the following chapters. The second chapter presents two genome-wide association
studies in Nellore cattle, being the first for meat quality traits and the second for the mineral
content of the Longissimus dorsi muscle. Considering the importance of beef tenderness for
producer, the third chapter deals with the strategy used to identify candidate genes that explain
the variation in this trait in Nellore breed. The experimental results suggested that meat quality
traits and mineral content of skeletal muscle is at least partially genetically determined. Most
quantitative trait loci (QTLs) identified is of small effects, revealing the polygenic background of
those traits and the importance of applications that consider variation at the genomic level.
However, some major effect QTLs were found for muscle pH , iron, selenium , zinc and calcium
content in muscle, which accounted for 4.01 , 6.53 , 3.53 , 2.59 and 2.55% of the additive genetic
variance , respectively. Through these studies, we produced an extensive list of candidates genes
and metabolic pathways related to economic interest traits in beef cattle, which should contribute
to the understanding of the their underlying genetic mechanisms. A genome-wide association
approach still not economically feasible for beef producers, therefore candidate genes strategy is
interesting because of its major accessibility. KCNJ11, MyoD1 and ASAPI candidate genes were
identified as explaining part of the variation in meat tenderness of Nellore breed. The validation
of genomic regions and candidate genes identified in this study and future mapping of causal
mutations should contribute to the implementation of marker-assisted selection and for the

genomic selection of traits of economic interest in Nellore cattle.

Key-Words: Zebu. Tenderness. Beef. QTL.
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1. Enunciado do problema e revisao bibliografica

1.1.Consideracoes Iniciais

No cendrio mundial, o Brasil figura com o principal rebanho comercial de bovinos do
mundo, com cerca de 211.279 milhdes de cabecas em 2012, segundo os dados da pesquisa de
producdo pecuaria municipal (PPM), do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).
Nos ultimos anos os paises da Unido Européia (UE) passaram a ser os maiores importadores da
carne bovina brasileira, atingindo um total de 21% das exportagdes (ANUARIO DA PECUARIA
BRASILEIRA, 2010). Os gados zebuinos (Bos indicus), originarios da Asia, sdo predominantes
no rebanho nacional devido a sua maior adaptabilidade e resiliéncia em ambientes tropicais, pois
quando comparados com os de origem européia, apresentam maior tolerancia ao calor,
resisténcia a parasitas e fertilidade.

Considerando toda extensao do territdrio brasileiro, a raga Nelore destaca-se em numero
de animais ¢ em seu desempenho reprodutivo e produtivo, devido a sua adaptagdo tanto ao
ambiente quanto ao sistema de producao brasileiro, além de ser importante em cruzamentos com
as racas de origem européia, visando usufruir do ganho de heterose (RESTLE et al., 2000).

A importancia da pecuaria de corte para o agronegocio brasileiro aumenta a medida que
cresce o consumo de carne, o que € acompanhado por aumento no nivel de exigéncia do mercado
consumidor (COSTA et al, 2007). Sendo o Brasil o maior exportador de carne bovina do
mundo, € necessario preocupar-se com as caracteristicas que influenciam a qualidade da carcaca
e da carne bovina, visando assim atender as exigéncias tanto dos frigorificos que compram
carcacas bovinas como do mercado externo.

Por décadas, os programas de melhoramento de gado de corte tém se concentrado em
melhorar caracteristicas de crescimento (ARTHUR et al., 2001; DECKER ef al., 2012 ), apesar
da importancia da qualidade da carne e do rendimento de carcaga, que impactam sobre a
satisfacdo dos consumidores e o preco do produto. Menos atencdo tem sido dada para o
melhoramento genético de caracteristicas como espessura de gordura subcutanea (EGS), maciez
de carne e area de olho de lombo (AOL), uma vez que essas possuem mensuragdo mais cara,
laboriosa e tardia.

A maciez da carne tem sido identificada como um grande problema da industria de

carne bovina, especialmente em animais de origem Zebuina (JOHNSON et al., 1990). A selecao
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para maciez e outros atributos de qualidade da carne ndo tem sido efetiva em programas de
melhoramento de gado de corte no Brasil. A quantificacdo da variagdo genética existente e a
prospeccdo de genes ou segmentos gendmicos que influenciam caracteristicas de qualidade de
carne na populacdo de interesse sdo fundamentais para o estabelecimento de critérios
quantitativos e moleculares para a selecao (PAGE et al., 2002).

Em 2009, o genoma de uma fémea da raca Hereford, conhecida como Dominette, foi
sequenciado pelo consorcio de andlise e sequenciamento do genoma bovino, em inglés: “Bovine
Genome Sequencing and Analysis Consortium ou Bovine HapMap Consortium”. Os resultados
publicados (The Bovine HapMap Consortium, 2009) apresentaram um grande impacto e
revolucionaram as pesquisas na area de pecudria. As analises do genoma bovino, incluindo
mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci), SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) e,
mais recentemente, a genotipagem em larga escala e o sequenciamento de nova geracdo, poderdo
contribuir para a selecdo precoce de bovinos e para o melhor entendimento de mecanismos que
controlam caracteristicas complexas. Com o uso dos marcadores moleculares pretende-se
aumentar a eficiéncia da selecdo, antecipando e aumentando a acurécia da sele¢do (DAVIS;
DENISE, 1998). A selecdo assistida por marcadores pode auxiliar a selecdo tradicional, sendo
que o maximo beneficio podera ser obtido quando as duas estratégias forem utilizadas
simultaneamente.

Pesquisas principalmente em bovinos Bos taurus identificaram QTLs nos cromossomos
1, 2, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 15, 18, 20, 25 e 29 para caracteristicas de qualidade de carne
(ALEXANDER et al., 2007; CASAS et al., 1998, 2000, 2001, 2003; DAVIS et al., 2009; GILL
et al., 2009, 2010; GUTIERREZ et al., 2008; IMUMORIN et al., 2011; KEELE et al., 1999;
REARDON et al., 2010; REXROAD et al., 2001; STONE et al., 2005; ZHOU et al., 2009).
Entretanto, ndo esta claro se essas regides também contribuem para variagdo das mesmas
caracteristicas em bovinos Bos indicus.

O desenvolvimento das novas tecnologias de genotipagem permitiu a analise de
milhares de marcadores simultaneamente. Estudos de associagdo genomica ampla (genome-wide
association studies - GWAS) tém sido utilizados para estimar valores genéticos gendmicos para
selegdo gendmica e também na identificacdo de QTL associado com caracteristicas complexas.
Esta abordagem requer que milhares de marcadores moleculares, abrangendo todo o genoma,

sejam genotipados em uma populacdo de individuos fenotipados, em que o numero de
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marcadores ¢ calibrado em relagdo a medida de desequilibrio de ligacdo (DL) dentro da
populagdo para assegurar que QTL de grandes efeitos ndo sejam perdidos, simplesmente porque
eles estdo além do alcance do DL dos marcadores mais proximos (TIZIOTO et al., 2013).

A mineracdo de regides associadas com caracteristicas complexas em estudos de
associagdo genOmica ampla ¢ o mapeamento de genes candidatos devem ser uteis para
identificagdao de genes e mutagdes causais. Antes mesmo do advento do GWAS, estudos vinham
sendo realizados a fim de identificar marcadores moleculares e desenvolver testes comerciais de
genotipagem constituidos de polimorfismos em genes especificos, localizados em regides de
QTL ou que apresentam funcionalidade relacionada as caracteristicas de interesse comercial em
bovinos. A frequéncia desses marcadores muda consideravelmente entre ragas e populagdes, de
tal forma que estudos com diferentes populagdes s3o necessarios para caracterizar
adequadamente o efeito e a significancia estatistica das associagdes entre esses polimorfismos e
caracteristicas economicamente importantes, antes que essas informagdes possam ser utilizadas
eficientemente pelos produtores (SCHENKEL et al., 2005).

Genes candidatos posicionais e funcionais para maciez da carne tém sido identificados.
Pesquisas demonstram que proteases neutras dependentes de ions de calcio denominadas
Calpainas, que existem em pelo menos duas formas, p-Calpainas e m-Calpainas, estdo associadas
com o amaciamento post-mortem do musculo esquelético (GEESINK; KOOHMARAIE, 1999).
A Calpastatina, enzima que inibe a acdo das Calpainas, ¢ a principal responsavel pela regulacao
da atividade proteolitica post-mortem (KOOHMARAIE, 1988). Estudos tém investigado a
associagdo entre polimorfismos localizados nos genes da Calpaina (pu-Calpainas e m-Calpainas) e
da Calpastatina e maciez da carne em diferentes populagdes de bovinos (PAGE et al., 2002;
SCHENKEL et al., 2006). Marcadores moleculares nestes genes ja tém sido utilizados
comercialmente em bovinos, porém nao explicam completamente a variagdo genética da maciez
da carne (SNELLING et al, 2009). A identificacdo de novos segmentos gendmicos, genes
candidatos e seus polimorfismos pode contribuir para a explicagdo da variagdo genética e para o
estabelecimento de critérios de selecdo para essa caracteristica.

Grande parte dos estudos que envolvem a avaliagio das associagdes entre
polimorfismos e caracteristicas de interesse comercial para bovinos de corte ¢ realizada com
bovinos de racas taurinas, provavelmente por sua extensa producdo em paises europeus € na

América do Norte, que lideram as pesquisas na area, havendo escassez de informagdes
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especificas para animais Bos indicus. Os resultados apresentados nesta tese, de identificacdo de
QTL, genes e polimorfismos especificamente para a raga Nelore devera contribuir para a

aplicacdo da genética molecular ao melhoramento dessa raga no Brasil.

1.2. Revisao de literatura

1.2.1. Bovinocultura no Brasil

O Brasil € o principal exportador de carne bovina mundial. Segundo dados da Associacao
Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne (ABIEC), o Brasil atingiu um novo recorde de
exportagdes do agronegocio em 2011, alcangando US$ 79,8 bilhdes, o que representa um
crescimento de 19,7%, entre abril de 2010 e margo de 2011. A vantagem competitiva do Brasil
no cenario mundial deve-se principalmente ao custo de producdo do bovino brasileiro, que ¢ um
dos mais baixos do mundo.

Por outro lado, para manter e ampliar a posi¢do do Brasil como um dos paises que mais
produz e exporta carne bovina, ¢ necessario adequar a producao brasileira de carne aos padroes e
exigéncias estabelecidos pelos importadores (PEROTTO et al., 1999). Transformar a carne
brasileira em produto destacado, com valor agregado, ¢ um desafio do agronegocio brasileiro.
Para isso, ha alternativas disponiveis ao produtor rural, como por exemplo, o uso do
confinamento e consequente aumento do ganho de peso, melhor aproveitamento da terra e
melhoria da qualidade de carcaga e da carne dos animais (ARBOITTE ef al., 2004).

A pecudria de corte no Brasil, segundo Cezar et al., 2005, apresenta desde uma pecuaria
extensiva, suportada por pastagens nativas e cultivadas de produtividade reduzida e pouco uso de
insumos, até uma pecudria considerada intensiva, com pastagens de alta produtividade,
suplementacdo alimentar em pasto e sistemas de confinamento. Entretanto, a atividade
agropecuaria, independente do sistema de producdo, ¢ caracterizada pelo predominante uso de
pastagens.

Independente do grau de intensidade dos sistemas, os rebanhos apresentam uma
predominancia do gado zebuino, em especial da raga Nelore. As racas zebuinas (Bos indicus),
originarias da Asia, representam cerca de 80% do rebanho nacional, isto se deve ao fato de que,

no contexto ambiental brasileiro, quando comparados com as racas de origem européia (Bos
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taurus), apresentam maior tolerancia ao calor, resisténcia a parasitas e fertilidade, o que reflete

em maior produtividade.

1.2.2. Raca Nelore

No territério brasileiro, a raga Nelore se destaca em numero de animais ¢ em seu
desempenho reprodutivo e produtivo, além de ser importante em cruzamentos com as ragas de
origem européia, visando usufruir do ganho através da heterose (RESTLE et al., 2000).

O germoplasma do Nelore brasileiro consiste principalmente de animais importados para
o Brasil entre 1920 ¢ 1963 da India, onde eles eram conhecidos como Ongole (VOZZI et al.,
2006). A raca Nelore (Figura 1) constitui um grande patrimonio genético para a bovinocultura
brasileira como produtora de carne em func¢do dos indices de desempenho econdmicos notéveis
(COSTA et al., 2007).

De acordo com Magnabosco et al, (1997), seis touros importados (Goliasimp,
Godhavariimp, Karvadiimp, Kurupathyimp, Mahalimp, Tajimp e Rastdimp) contribuiram
significativamente para a formacao do rebanho Nelore brasileiro, representando quase 20% dos
genes presentes no rebanho atual, sendo entdo considerados a base genética da ragca Nelore no
Brasil. Estima-se que o numero de touros importados nao foi superior a 7.000. As linhagens
dentro da raga Nelore podem ser divididas em importada e nacional. A linhagem importada ¢é
constituida por animais trazidos para o Brasil, que se destacaram pelas caracteristicas fenotipicas
que possuiam. As linhagens predominantes da raca Nelore sdo: Karvardi, Taj Mahal, Golias,
Godhavari e Rastan (MAGNABOSCO et al.,, 1997).

A maior parte da producdo de bovinos mundial ¢ centrada na utilizagdo de ragas de de
origem taurina. No entanto, ragas Zebuinas, como por exemplo a raga Nelore, tém sido utilizadas
em cruzamentos. Por exemplo, a raca Brahman ¢ predominantemente usada nos EUA para
formar animais cruzados com ragas taurinas. A maioria das ferramentas genomicas disponiveis
foram desenvolvidas em bovinos Bos taurus, o que leva a um atraso na transferéncia de
tecnologia para rebanhos Zebuinos. O desenvolvimento de estratégias genéticas na raca Nelore,
além de contribuir para programas de melhoramento da raca no Brasil, podera contribuir para
transferéncia de tecnologia para paises que se beneficiam da heterose utilizando racas Zebuinas

€m cruzamentos.
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Figura 1. Animais da raca Nelore, componentes deste projeto, confinados na Embrapa CPPSE.
Fonte: autoria propria

1.2.3. Caracteristicas que afetam a qualidade da carne

A qualidade da carne bovina deve corresponder as expectativas dos consumidores no
que diz respeito a qualidade sanitaria, nutritiva e organoléptica. A cor, a quantidade e a
distribuicao de gordura subcutanea e intramuscular, a maciez, a suculéncia e o sabor da carne sao
alguns dos atributos requeridos pelos consumidores (FELICIO, 1999).

A cor da carne, relacionada ao frescor do produto, ¢ influenciada por fatores como a
raca ¢ a idade do animal, a capacidade de retencdo de adgua, o grau de deterioracdo da carne e a
quantidade de gordura. A suculéncia, que aumenta o sabor e contribui para a maciez da carne, ¢
influenciada pela quantidade de agua retida no produto acabado e quantidade de gordura. A
gordura subcutanea, além de ser um componente notavel no sabor da carne bovina, atua como
isolante térmico, sendo assim, um fator importante na conservagao da carne. A maciez da carne
esta relacionada a diferentes fatores, como a genética, a idade do animal, a raga, o sexo ¢ a
maturidade (FELICIO, 1999). Segundo Restle ef al., (1999) a maciez da carne diminui com o
aumento da propor¢do de Zebu nos animais. A maciez da carne ¢ a maior caracteristica de

patabilidade que influencia a aceitabilidade do consumidor (WHIPPLE ez al., 1990).
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A mensuracdo da maciez de carne, realizada por meio da medicdo da forga de
cisalhamento exige coleta de amostras apos o abate, sendo de dificil operacionalizagdo, além de
comprometerem a comercializagdo do corte amostrado. Além disso, essa medida s6 pode ser
realizada no final do ciclo produtivo, o que dificulta o processo de sele¢do, tornando a selegao
assistida por marcadores moleculares (SAM) atraente, como um recurso adicional em programas

de selecdao e melhoramento de bovinos de corte.

1.2.4. Fatores que afetam o amaciamento da carne bovina

O processo de amaciamento da carne apés o abate é complexo, envolvendo varias
alteragdes enzimaticas. Das diferentes alteragdes bioquimicas e ultra-estruturais que ocorrem na
carne, um papel-chave de ruptura fibrilar tem sido atribuido a acdo de enzimas, especialmente
catepsinas lisossomais B e L. No entanto, todas as mudancas até agora identificadas s6 podem
ser explicadas por uma ag¢do sinérgica de proteinases lisossomais e calcio-dependentes, que agem
além ou em conjunto com enzimas proteoliticas. O enfraquecimento das miofibrilas pode
também ser mediado pela elevada forga idnica alcancada nos musculos pos - morte (QUALI,
2007).

Estudos demonstram que had evidéncias de que o comprimento do sarcoOmero ¢
determinante da resisténcia em musculo Longissimus dorsi, € que a protedlise pds-morte,
resultante da atividade da p-calpaina regulada pela calpastatina, € o principal determinante de
amaciamento do musculo durante o envelhecimento (VEISETH ef al., 2004). No entanto, dados
experimentais sugerem que a protedlise de proteinas miofibrilares € a principal razdo para a
melhoria na maciez da carne durante o armazenamento pos-morte (KOOHMARALIE, 2003).
Assim, o amaciamento do musculo Longissimus dorsi apds o armazenamento refrigerado apds o
abate ¢ influenciado pela protedlise pds-morte e sua interacdo com comprimento de sarcomero
(VEISETH et al., 2004).

Especulativamente, o enfraquecimento e / ou degradagdo dos discos Z e da desmina (e
provavelmente a degradacdo de titina) sdo responsaveis pelo aumento da fragilidade das
miofibrilas durante o amaciamento pds- morte. A Calpaina € o sistema proteolitico que tem todas
as caracteristicas que sdao necessdrias para provocar alteragdes pos- morte que resultam no
amaciamento da carne. Sem duvida, outros fatores como pH, taxa de declinio da temperatura

durante o desenvolvimento do rigor e forga idnica também influenciam o processo. No entanto,
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acredita-se que a taxa e a extensdo da protedlise pds-morte explicam melhor a variagdo

observada na maciez a uma idade constante (KOOHMARAIE, 2003).

1.2.5. Marcadores moleculares e selegcdo assistida por marcadores

Marcadores moleculares sdo variantes na sequéncia de DNA e podem ser utilizados para
acompanhar a dindmica dos genes em populagdes. Estes podem estar ligados a locos que
determinam caracteristicas de interesse, situagdo adequada para realizar a selecdo assistida por
marcadores (ALZATE-MARIN et al., 2005). Sua principal aplicagdo em programas de
melhoramento genético animal tem sido em analises de paternidade, que fornecem informagdes
exatas de pedigree e auxiliam na correta estimativa do valor genético, e para o diagndstico de
doengas monogénicas. Um exemplo dessa abordagem ¢ a utilizagdo de polimorfismos de unica
base (SNPs) como marcadores moleculares. Estes polimorfismos sdo variagdes abundantes no
genoma, presentes em individuos de uma mesma espécie ou de espécies proximas (JORDAN et
al., 2002), e se diferenciam de mutagdes raras pelo fato do alelo menos abundante estar presente
em uma frequéncia de pelo menos 1% na populacao.

Assim, a genética molecular pode ser integrada aos métodos tradicionais de sele¢dao
artificial de fenotipos, através da aplicagdo da selegdo assistida por marcadores (SAM), o que
pode propiciar um aumento na eficiéncia da selecdo artificial. Para isso, € necessario obter os
genotipos dos locos marcadores moleculares, bem como os valores fenotipicos, em algumas
centenas a milhares de individuos. Quanto maior o nimero de marcadores associados, maior
proporg¢ao da variancia genética podera ser explicada (LANDE; THOMPSON, 1989).

Poucas mutagdes causais subjacentes a variacdo de caracteristicas quantitativas foram
identificadas, como por exemplo, a do gene “halotano” (ryanodine receptor gene -RYRI), que
afeta qualidade de carne suina por causar a sindrome estresse, conhecida como PSE, palida, dura
e exudativa (FUJII et al., 1991). Consequentemente, a maioria dos testes utilizados para predicao
de valores genéticos moleculares, por ndo serem constiuidos de mutagdes causais, dependem de
estabelecer a relagdo de fase entre SNP e/ou alelos do QTL (ou hapldtipos que podem conter
varios QTL), que em grande parte, faz com que o teste seja raga-especifico (ROLF et al., 2014).
Sendo assim, ¢ importante realizar estudos em cada raga ou até mesmo populagdes especificas

antes de aplicar tecnologias moleculares em programas de melhoramento animal.
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1.2.6. Estudo de associa¢do genomica ampla

Enquanto os programas de melhoramento genético animal tém utilizado registros de
desempenho e dados de pedigree na industria de carne bovina por mais de quatro décadas, a
incorporagdo de informagdo gendmica em avaliagdes genética, e a possibilidade de
implementacao de ferramentas gendmicas na industria ¢é relativamente nova (ROLF et al,, 2014).

As caracteristicas de importancia econdmica sdo caracteristicas quantitativas,
influenciadas por varios genes em diferentes loci dentro do genoma, que geralmente tém efeito
pequeno. Atualmente através da genotipagem em larga escala ha a possibilidade de analisar
milhares de marcadores simultaneamente. Esta analise em larga escala pode ser aplicada, por
exemplo, na selecdo gendmica. A selegdo gendmica, segundo Resende et al.. (2008), pode ser
definida como a sele¢ao simultanea para centenas ou milhares de marcadores, os quais cobrem o
genoma densamente, de forma que todos os genes que controlam um determinado carater
quantitativo estejam em desequilibrio de ligagdo com pelo menos parte dos marcadores, sendo
que esses marcadores podem explicar quase a totalidade da variacdo genética de um carater
quantitativo.

O principal interesse em estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) ¢ encontrar
marcadores para melhorar a acuracia dos valores genéticos e o entendimento do controle
genético de caracteristicas economicamente importantes. Identificar os genes que afetam essas
caracteristicas também ird fornecer embasamento sobre o provavel efeito da selegdo sobre estas
mutagdes (PRYCE et al., 2010).

A aplicagdao da gendmica na pecudria ja tem sido efetiva, por exemplo, para doencas
monogénicas ou testes de paternidades. No entanto, o custo de genotipagem de ensaios de alta
densidade tem limitado a transferéncia dessa tecnologia ao produtor. Usuarios dessa tecnologia
dentro da industria de carne t€ém cobicado solugdes gendmicas simples, como € o caso de tracos
monogénicos ou de verificagdo de parentesco. Para caracteristicas quantitativas, as solugdes sao
geralmente complexas e sofrem de limitagdes, incluindo o custo e especificidade da populagado

(ROLF et al., 2014).

1.2.7. Sequenciamento de DNA
Sequenciamento de DNA ¢ o processo de determinacdo da ordem de nucleotideos dentro

de uma molécula de DNA. Esta técnica tem sido utilizada para determinar a sequéncia de genes,
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grandes regides genOmicas, cromossomos inteiros ou até mesmo genomas completos. A
metodologia de Sanger de sequenciamento de DNA, que utiliza nucleotideos terminadores
(didesoxinucleotideos terminadores - ddNTPs), langcada em 1977 (SANGER et al., 1977)
proporcionou primeiramente uma ferramenta para decifrar genes e posteriormente genomas
completos. Essa metodologia tornou-se o método de sequenciamento de DNA utilizado nas
ultimas décadas (SCHUSTER, 2005). No entanto, o sequenciamento de Sanger ¢ caro e
trabalhoso, ndo sendo adequado para aplicacdes a niveis gendmicos € para o sequenciamento de
genomas ainda ndo anotados.

Impulsionado pelos avangos tecnoldgicos, os Ultimos anos tém testemunhado o
surgimento de novos métodos para analise do genoma em larga escala. Cada método oferece uma
maneira unica, entretanto complementar, de visualizacdo da organizacdo do genoma e fungao
celular (HAWKINS et al., 2010).

Muitas tecnologias de alta capacidade foram desenvolvidas para interrogar varios
aspectos dos processos celulares, incluindo a sequéncia e variagdo estrutural em nivel gendmico,
transcriptdmico, epigenomico, protedomico e interatdmico (HAWKINS et al, 2010). As
plataformas de sequenciamento massivo de DNA tém se tornado amplamente disponiveis,
reduzindo o custo e possibilitando o sequenciamento de um grande genoma em um curto tempo,
sem a necessidade de conhecimento prévio do genoma alvo. Além de possibilitar a reunido de
informacgdes de sequéncia do genoma mais rapidamente, fornece mais informagdes do genoma

em nivel funcional (MARDIS, 2008).

1.2.8. Genes candidatos

A abordagem de genes candidatos tem sido aplicada a estudos de uma série de
caracteristicas-alvo em varias espécies, na tentativa de elucidar a sua base genética (BROWN et
al., 2013). Genes podem ser candidatos posicionais, quando estdo localizados em uma regido
cromossdmica associada com a caracteristica de interesse e/ou candidatos funcionais, quando
estdo envolvidos na via metabdlica de interesse e codificam uma proteina que esta relacionada
com a caracteristica fenotipica em estudo.

Apesar do conhecimento sobre a fun¢do bioldgica de um gene ser um indicativo do
possivel envolvimento do mesmo nas caracteristicas fenotipicas que envolvem esses processos

biologicos, isso ndo implica necessariamente no envolvimento de variantes genéticas desse gene
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na variacao fenotipica. A varia¢do fenotipica pode ser causada, por exemplo, por variantes em
genes que regulam o gene que foi considerado inicialmente como potencial candidato para
associacdo em fun¢do de seu papel bioldgico, ou até mesmo por variantes em elementos

regulatorios, tais como enhancers e promotores.

1.2.8.1. Gene candidato KCNJ11

O Gene KCNJI1 (do inglés potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member
11), estéd localizado no cromossomo 15 de bovinos, proximo a um QTL para maciez de carne
(REXROAD et al, 2001). Por inferéncia computacional, segundo dados do Reactome
(http://www.reactome.org/ReactomeGWT/entrypoint.html) o gene KCNJI1 esta envolvido na via
metabolica de diabetes, integracdo do metabolismo energético e regulacdo da secrecdo de
insulina em bovinos.

Estudo conduzido por Alekseev et al, 2010 em camundongos, demonstrou que a
inativacdo do gene KCNJII causou a reducdo de depositos de glicogénio e gordura corporal,
produzindo um fenotipo magro, porém a restricdo a obesidade foi alcangada ao custo de

comprometer a resisténcia fisica através da fraqueza muscular.

1.2.8.2. Gene candidato MYOD1

O gene MyoD1 (Myogenic Differentiation 1) também esta localizado no cromossomo 15
aonde ha relatos de QTL para maciez de carne (REXROAD et al., 2001), proximo ao gene
KCNJI11. O MyoD1 ¢ um membro da familia de proteinas MYOD, que apresentam uma Helix-
loop-helix (HLH) que sdao fatores determinantes de linhagens miogénicas e agem como
reguladores transcricionais para todos os genes especificos do musculo esquelético (RUDNICKI
et al., 1993). O gene MyoD1 esta envolvido no desenvolvimento muscular, na regulagao positiva
do musculo esquelético, na regeneracao do tecido, na diferenciagdo de mioblastos, na regulagdo
positiva de diferenciacdo da célula muscular, no desenvolvimento de tecido do musculo
esquelético, na adaptagdo da fibra muscular esquelética e desenvolvimento, entre outros
processos e, portanto ¢ um candidato a influenciar caracteristicas de produ¢do (BHUIYAN et al.,
2009).

O gene MyoDI tem sido identificado como um regulador chave da diferenciagdao

muscular esquelética através da regulacdo da expressdo génica. Recentemente foi elucidado o
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papel desse gene como potenciadores (“enhancers”) que aumentam a transcrigdo de genes
essenciais para o desenvolvimento muscular e especificacdo das linhagens celulares (BLUM;
DYNLACHT, 2013).

Este gene apresenta uma regido altamente conservada que desempenha um importante
papel na iniciagdo, manutencdo e regulacdo de caracteristicas fenotipicas (UJAN et al., 2011),
apesar disso, poucos estudos como o de Curi et al. (2012), tém avaliado o papel desse gene em

caracteristicas de produ¢do em bovinos.

1.2.8.3. Gene Candidato CALCA

O gene calcitonin-related polypeptide alpha (CALCA) também esta localizado no
cromossomo 15, na mesma regido que estdo localizados os genes KCNJ11 e MyoD1.

Este gene codifica um horménio que tem funcdo relacionada com a regulagdo do calcio e
atua para regular o metabolismo de fosforo. Esse hormonio provoca uma queda rapida, mas de
curta duragao no nivel de calcio e fosfato no sangue, promovendo a incorporagao desses ions nos
0SS0S.

O gene CALCA, por sua funcdo na regulacdo de niveis de Calcio, fator-chave no
amaciamento post-mortem, foi apontado por Rexroad et al.. (2001) como um gene candidato
mapeado dentro do intervalo do QTL descrito para maciez no cromossomo 15.

Apesar do funcdo intuitiva do gene CALCA no amaciamento post-mortem, devido a
importancia dos niveis de Calcio para o sistema proteolitico da Calpaina e Calpastatina que ¢ o
principal componente do mecanismo de protedlise da carne (PAGE et al., 2002; CASAS et al,,
2006; SCHENKEL et al., 2006), nenhuma pesquisa tem testado o real papel desse gene na

maciez da carne até o momento.

1.2.8.4. Gene candidato ASAPI

O gene ASAPI (ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 1) codifica
uma proteina ligante de SH3 Src (Src homology 3) e estd localizado no cromossomo 14 de
bovinos, no qual ha inumeros relatos de QTL para deposi¢ao de gordura e caracteristicas de
crescimento. Proteinas que interagem com dominios SH3 tipicamente t€ém uma sequéncia

consenso PXXP (P: prolina e X: qualquer outro amino acido). Residuos adjacentes de prolina
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formam contatos com a estrutura SH3 e essa interagdo determina a especificidade entre a
proteina ¢ um dominio SH3 encontrado em numerosas proteinas de transdugdo de sinal,
envolvidas no crecimento e diferenciacdo celular. A proteina codificada pelo gene ASAPI ¢
ativadora do fator de GTPases ou Guanosina trifosfatases (dominio Arf-GAP) que ribosila ADP.
Viérias proteinas de transducdo de sinal envolvidas na diferenciagdo de fibroblastos em
adipocitos tém sido avaliadas utilizando culturas de tecidos de diversas linhagens celulares como
sistema modelo. Estudo conduzido por KING et al., (1999) indica que ASAPI, ¢ uma importante
proteina de transducdo de sinal envolvida na diferenciagdo de fibroblastos em adipdcitos e
possivelmente de outros tipos celulares, sendo assim esse gene esta envolvido no processo de
adipogénese.

A expressao ectopica do ASAPI em fibroblastos resultou na diferenciagdo de uma fragao
significante da cultura em adipocitos. Este fendtipo parece estar relacionado a inducao do fator
de transcricdo PPARYy (peroxisome proliferator-activated receptor y), uma vez que células
“DDEF-1 NIH 3T3” que apresentaram expressao ectopica (uma linhagem celular continua de
alta inibicao de contato estabelecida a partir de culturas de embrides de camundongo NIH Swiss)
demonstraram nivel aumentado de RNAm PPARY quando tratadas com ativadores de ligantes
PPARY e induziram a diferenciagao celular (KING ez al., 1999).

Veneroni et al. (2010) identificaram um polimorfismo localizado no intron 13 do gene
ASAPI associado com espessura de gordura na raca Canchim. Posteriormente, Tizioto et al..
(2012) demonstraram que esse mesmo SNP esta associado com forca de cisalhamento em uma
amostra da populagdo Nelore utilizada nesse estudo. Mais recentemente, um estudo de
associagdo gendmica ampla também identificou o gene ASAPI, localizado em uma regido de
QTL identificada, como um potencial candidato a influenciar a maciez de carne nessa populagdo

Nelore (TIZIOTO et al., 2013)

1.3. Objetivos

O presente estudo objetivou identificar regides e genes candidatos associados com
caracteristicas de qualidade de carne e teor de minerais no musculo Longissiumus dorsi
utilizando tanto a estratégia de associagdo genOmica ampla, quanto a de resequenciamento e

perfil de expressao de genes-alvo.
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2. Associacdo genomica ampla para caracteristicas de qualidade de carne e contetido de

minerais no musculo

2.1. Associacdo gendmica para caracteristicas de qualidade de carne em bovinos de corte da

raca Nelore'

2.1.1. Resumo

Caracteristicas de qualidade de carne sdo economicamente importantes porque elas impactam a
aceitacdo dos consumidores, que, por sua vez, influenciam a demanda por carne bovina. No
entanto, a selecdo para melhorar a qualidade da carne ¢ limitada pelo pequeno numero de
animais em que a maciez pode ser avaliada em funcdo do custo de realizacdo das medidas de
forca de cisalhamento e o dano resultante para o corte de carne comercial. Estudos de associacao
gendmica ampla (GWAS) para forca de cisalhamento (FC) medida em diferentes tempos de
maturacao da carne (24 horas, 7 dias e 14 dias), espessura de gordura subcutanea (EGS), area de
olho de lombo (AOL), pardmetros de determinag¢do de cor da carne e da gordura: luminosidade
(L*), intensidade da cor vermelha (a*) e intensidade da cor amarela (b*)), capacidade de
retengdo de agua (CRA), perda por cocgdo (PC) e pH muscular, foram realizados utilizando os
dados dos genotipos provindos da plataforma //lumina BovineHD BeadChip para identificar loci
de caracteristicas quantitativas (QTL) em animais da raga Nelore. A avaliagdo fenotipica foi
realizada entre 430 e 536 animais, dependendo da caracteristica. As caracteristicas de qualidade
de carne em animais da raga Nelore sdo controladas por numerosos QTLs de pequenos efeitos,
com exce¢do de um pequeno numero de QTLs de maior efeito identificado para o parametro a*
de intensidade de cor da gordura e pH muscular. Regides genomicas que abrigam os QTLs e as
vias metabolicas nas quais os genes destas regides atuam parecem diferir das relatadas em
bovinos taurinos para caracteristicas de qualidade de carne. Estes resultados permitem orientar
futuros estudos de mapeamento de QTLs e o desenvolvimento de modelos para a predi¢ao do
mérito genético para implementacdo da selegdo genomica para a qualidade da carne em bovinos

da raca Nelore.

! Tizioto, P.C. et al. A genome scan for meat quality traits in Nelore beef cattle. Physiological Genomics, v. 45, n.
21, p. 1012-20, 2013.
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2.1.2. Introducao

Por décadas, os programas de melhoramento de gado de corte tém se concentrado em
melhorar caracteristicas de crescimento (ARTHUR et al., 2001; DECKER et al.,2012). Apesar
da importancia das caracteristicas de qualidade de carne devido ao seu impacto sobre a satisfagao
dos consumidores ¢ o preco do produto, menos atencdo tem sido dada para o melhoramento
genético dessas caracteristicas, porque elas sdo caras e dificeis de mensurar, além de serem
observadas somente apos o abate do animal. A maciez da carne tem sido identificada como um
grande problema da industria de carne bovina, especialmente em animais com ascendéncia de
Bos indicus, pois sabe-se que animais cruzados com graus mais elevados de contribui¢do de
bovinos Bos indicus tém menor maciez da carne (JOHNSON et al., 1999).

Os programas de melhoramento animal tradicionais selecionam animais com base nos
valores genéticos preditos, obtidos a partir de registros fenotipicos e pedigrees. No entanto, este
método ndo objetiva a identificacdo dos genes e das vias metabdlicas envolvidas nos tragos
fenotipicos alvos. O processo de selecdo tradicional € lento se a caracteristica somente pode ser
medida no final da vida ou apds a morte do animal, como € o caso da maciez da carne (HAYES;
GODDARD, 2009). Pesquisas realizadas principalmente em bovinos Bos taurus identificaram
QTLs nos cromossomos 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 15, 18, 20, 25 e 29 para caracteristicas de
qualidade de carne (ALEXANDER et al., 2007; CASAS et al., 1998, 2000, 2001, 2003; DAVIS
et al.,, 2009; GILL et al., 2008 e 2010; GUTIERREZ et al., 2008; IMUMORIN et al., 2011,
KEELE et al., 1999; REARDON et al.,, 2010; REXROAD et al., 2001; STONE et al., 2005;
ZHOU et al., 2009). No entanto, ndo esta claro se estes loci contribuem para a variagdo das
mesmas caracteristicas em bovinos Bos indicus. Além disso, estudos de associagdo gendmica
ampla (GWAS) estdo sendo cada vez mais utilizados para identificar QTLs associados com
caracteristicas complexas (FAN et al., 2011; FERNANDO; GARRICK, 2009; MEUWISSEN et
al., 2001; MCCLURE et al., 2012; PETERS et al., 2012; VANRADEN, 2008). Esta abordagem
requer que milhares de marcadores moleculares, abrangendo todo o genoma sejam genotipados
em uma populacdo de individuos fenotipados e que o numero de marcadores seja calibrado em
relacdo a medida de desequilibrio de ligacdo (DL) da populagdo para assegurar que QTLs de
grande efeito ndao sejam perdidos simplesmente por estarem além do alcance do DL dos

marcadores mais proximos.
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O sucesso da selegdo genomica depende da exploragdo do DL entre os marcadores e os
QTLs que afetam tracos fenotipicos alvos (RINCON et al, 2011). Antes que a informagao
genética possa ser eficientemente utilizada por programas de melhoramento, estudos envolvendo
diferentes ragas e populagdes-alvo sdo essenciais para descrever com precisao as associagdes do
marcador / QTL e sua fase de ligagdo com caracteristicas de producdo importantes em cada
populacdo. Ragas bovinas diferem quanto a fase de ligacdo entre o marcador e os alelos do QTL
e também quanto as frequéncias alélicas e, consequentemente, a importancia dos efeitos dos
QTLs pode ser diferente entre as ragas. Este estudo identifica regides gendmicas relacionadas
com a variag@o na for¢a de cisalhamento (FC) medida apds diferentes tempos de maturagdo da
carne, espessura de gordura subcutanea (EGS), area de olho de lombo (AOL), parametros de
determinacgdo de caracteristicas de cor da carne e da gordura (luminosidade (L*), intensidade da
cor vermelha (a*) e intensidade da cor amarela (b*)), capacidade de retencdo de agua (CRA),
perda por coc¢do (PC) e pH muscular em bovinos de corte da raca Nelore, utilizando gendtipos
obtidos a partir da genotipagem no //lumina BovineHD BeadChip (Illumina Inc., San Diego,
CA).

2.1.3. Materiais e Métodos

2.1.3.1. Animais e coleta de fenotipo.

Novilhos da raga Nelore provenientes de 34 touros representativos das principais
linhagens comercializadas no Brasil foram genotipados. Familias de meio-irmdos foram
produzidas através de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF). Esses animais foram
produzidos em trés estagdes de monta e nascidos na base fisica da Embrapa Pecudria Sudeste,
localizada na cidade de Sao Carlos, na Embrapa Gado de Corte, situada no municipio de Campo
Grande e em propriedades particulares dos estados de Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul.
Posteriormente, foram confinados nas duas unidades da Embrapa e avaliados para caracteristicas
de eficiéncia alimentar, ganho de peso e deposicdo de gordura. Quando atingiram 5 mm de
espessura de gordura subcutanea (medida obtida por ultrassonografia) peso e idade média de
383,2 Kg e 734 dias, respectivamente, os animais foram abatidos e foram feitas medidas de
composi¢do e qualidade da carcaga e da carne. A produgdo e avaliacdo fenotipica dos animais

foram realizadas no ambito do projeto em rede (Rede Bife de Qualidade) — Projeto Componente:
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“Genética quantitativa ¢ molecular de caracteristicas de qualidade da carne e de eficiéncia
alimentar na raca Nelore”, financiado pela Embrapa e liderado pela Dra. Luciana Correia de
Almeida Regitano.

A selecdo dos touros foi realizada a partir de consultas aos catdlogos das principais
centrais de inseminacao artificial do pais. A partir de um nimero total de 616 touros Nelore das
variedades mocha e aspada, foram eleitos para a composi¢ao desta amostra 32 touros ativos na
populacdo, ou seja, para os quais havia s€émen disponivel no mercado, cujo valor ndo excedesse
R$ 50,00 a dose, a fim de representar touros acessiveis ao produtor tipico da raga. Outro
importante critério de selecdo dos touros foi que os mesmos pertencessem as genealogias
representativas das principais linhagens que compdem a raga Nelore, de uso comercial mais
frequente dentro da raga. A escolha foi feita de maneira a minimizar o grau de parentesco entre
eles. A avaliagdo do fendtipo para qualidade de carne para esses animais variou entre 430 e 536
individuos entre as caracteristicas medidas. A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética da
Embrapa Pecuaria Sudeste (Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil).

Os fenétipos para FC (kg), EGS (mm), AOL (cm?), CRA (%), pardmetros L*, a*, b* de
cor da carne e da gordura, e PC (%) foram medidos a partir de bifes de 2,5 cm de espessura
coletados no momento do abate na se¢ao transversal do musculo Longissimus dorsi dorsi entre a
11* e 13? costela. Estes bifes foram identificados, embalados a vacuo e, se necessario, congelados
para posterior analise. Os fendtipos EGS, AOL, CRA, parametros L*, a*, b* de cor, ¢ PC foram
medidos 24 horas post-mortem. Medidas de FC foram conduzidas em trés bifes coletados entre a
11* e 13? costela, apds 24 h (FCO0), sete dias (FC7) e 14 dias (FC14) de maturacdo a 2 °C em uma
camara fria fabricada por Macquay Heatcraft do Brasil Ltda. (Sdo José¢ dos Campos, Sao Paulo,
Brasil). Os parametros L* a* e b* de cor foram determinadas apo6s expor os bifes ao oxigénio
atmosférico durante trinta minutos antes da analise, e cada caracteristica foi medida em trés
locais em toda a superficie do bife utilizando um colorimetro Hunter Lab. modelo MiniScan XE
com Software Universal v 4.10 (Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston, VA, EUA),
iluminante D65 e observador normal 10°. O pH muscular também foi medido em trés locais em
todo o bife utilizando um instrumento pH Testo de medi¢ao, modelo 230 (Testo AG, Lenzkirch,
Alemanha). A capacidade de retengdo de agua foi determinada usando uma técnica de
compressao, na qual uma amostra de carne de 0,2 kg foi comprimida a uma forca de 10 kg

durante 5 minutos ¢ a CRA foi estimada como a diferenga entre o peso da amostra antes e depois

34



da compressao (HAMM, 1996). Apos estas analises, para medir PC e FC, os bifes foram pesados
e cozidos em forno combinado Tedesco, modelo TC 06 (Tedesco, Caxias do Sul, RS, Brasil), a
170 °C até que a temperatura no centro de cada amostra controlada por termopares ligados ao
software FE- MUX (Flyever, Sao Carlos, SP, Brasil) atingisse 70 °C. As medidas FC foram
obtidas utilizando o analisador de textura TA - XT2i acoplado a uma lamina de Warner - Bratzler
com espessura de 1,016 milimetros. A PC foi medida como a diferenca de pesos antes e apds o

cozimento, expresso em percentagem.

2.1.3.2. Extra¢do de DNA e genotipagem

Palhetas de s€émen congelado obtidas a partir de centrais de inseminagdo artificial no
Brasil foram utilizadas para extrair DNA dos touros pelo método de fenol-cloroférmio padrao
(SAMBROOK et al., 1990). Para a progénie, 5 mL de amostras de sangue foram coletados, por
pun¢do da veia jugular, em tubos para coleta a vacuo contendo EDTA potéssico (K3) e as
extragdes de DNA foram realizadas utilizando o método salting out como descrito por Tizito et
al. (2012). A concentragdo de DNA foi medida por espectrofotometria utilizando um
NanoDrop®, e foi verificada a qualidade da relagao da densidade optica 260/280, seguido de
inspegao da integridade por meio de eletroforese em gel de agarose.

Todos os animais foram genotipados utilizando o Illumina BovineHD BeadChip
(Illumina Inc., San Diego, CA), quer no laboratério de gendmica funcional bovina do USDA
ARS em Beltsville, MD, EUA ou no Centro de Genomica da ESALQ, em Piracicaba, Sdo Paulo,
Brasil. Os geno6tipos foram decodificados no software Illumina Genome Studio. Os animais
foram filtrados de acordo com call rate (<90%) e heterozigosidade (>40%). Loci foram excluidos
se ndo puderam ser localizado exclusivamente a um autossomo ou ao cromossomo X, segundo a
versao do genoma bovino UMD?3.1, se ndo atingissem call rate de (<85%), se tivessem

frequéncias de um alelo menor que 1% (minor allele frequency (MAF) < 1%), e desvios
significativos do equilibrio de Hardy Weinberg (1117 > 100.0). Apenas os efeitos de SNP

localizados nos cromossomos autossomicos foram considerados para analise de associagao.

2.1.3.3. Associagdo genomica ampla e busca por genes candidatos
Genotipos perdidos foram imputados utilizando o programa Beagle (BROWNING;
BROWNING, 2007) sem o uso de informagdes de pedigree. As caracteristicas de qualidade de
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carne foram analisadas sob um modelo bayesiano usando o programa Gensel (FERNANDO;
GARRICK, 2009).

A abordagem BayesC, que ¢ menos sensivel aos valores iniciais de variancias aditiva e
residual, foi utilizada inicialmente para estimar essas variancias, assumindo o parametro T como
zero (isto ¢, partindo do principio de que todos os SNPs contribuiam para explicar a variacao
genética em cada caracteristica). As variancias aditivas e residuais estimadas a partir das analises
de BayesCO (n=0) para cada caracteristica foram entdo utilizadas como valores iniciais nas
analises de BayesCm, realizadas para estimar o parametro m para cada caracteristica. Os valores
estimados para as variancias e o parametro m foram finalmente utilizados para executar as
analises de BayesB realizadas para estimar os efeitos dos marcadores.

A andlise BayesB considera variagdes independentes para cada SNP no modelo,
permitindo SNPs de grandes efeitos serem estimados sem regredir excessivamente seus efeitos
para zero. O modelo estatistico incluiu os efeitos fixos de locais de nascimento e de
confinamento, estagdo de monta e grupo de abate, ja a idade do animal no abate foi incluida
como uma covariavel.

A estimacao do efeito dos SNPs foi realizada de acordo com o modelo a seguir:
k
y=1x+ ) sfisi+e
=L

onde y ¢ o vetor dos valores fenotipicos, # ¢ uma média geral, k£ ¢ o numero de marcadores no
painel, X; € o vetor de coluna que representa a varidvel gendtipo no locus j, Bj € o efeito aleatdrio
de substituicdo do alelo para o locus j, o qual esta condicionado a 62[?, ¢ assume-se normalmente
distribuidos N(0, 6%3); quando &; =1 mas B; =0 quando ; =0, 5; é uma variével aleatoria entre 0 e
1, que indica a auséncia (com proababilidade ) ou presenca (com probabilidade 1 - ) do locus j
no modelo, e é o vetor de efeitos residuais aleatdrios assumindo distribuigao normal N(0, cze).
Com base na magnitude do parametro m estimado nas andlises de BayesCn, foram
identificados todos os genes presentes a = 10 kb dos SNPs de maior efeito, escolhidos a partir do
numero de SNPs que passaram no controle de qualidade multipilicados por (1 - ) para
pesquisar por genes candidatos localizados proximos aos QTLs detectados. As regides
genOmicas associadas com cada caracteristica foram examinadas para genes candidatos

utilizando o programa disponivel online Map Viewer (NCBI). A anotacdo e vias metabolicas em

36



que os genes nessas regides estdo envolvidos foram avaliadas utilizando o programa DAVID

“Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery” (HUANG et al., 2009).

2.1.4. Resultados e Discussao

2.1.4.1.Estatisticas sumarias

Médias, desvios-padrao, componentes de variancia, herdabilidades e estimativas do
parametro m para cada caracteristica estdo apresentados na Tabela 1. As estimativas de
herdabilidade e m sdo baseada em amostras pequenas e, consequentemente, possuem
consideravel variacao decorrente da amostragem. As estimativas de herdabilidade variaram de

0,05 para o parametro L * de cor na gordura e 0,28 para o parametro b * de cor muscular.

Tabela 1. Média, desvio padrao, herdabilidade e parimetro 7 estimado para cada caracteristica.

Caracteristica N Média = DP ¢’a o’e h? T
FCO (kg) 442 8,70+2.20 0,37228 1,84566 0,1678 0,992995
FC7 (kg) 425 5,93+2,16 0,523924  2,21659  0,1911 0,957823
FC14 (kg) 437 4.56+1,89 0,290425 1,56359  0,1566 0,996825

EGS (mm) 536 6,42+2.33 0,779323  2,87337  0,2133 0,990398
AOL (cm?) 534 59,98+7,55 10,848 29,2516  ,2705 0,891685
L*musculo 453 38,55+2,55 0,694113 291523 (,1923 0,994683
a*musculo 453 16,88+3,96 0,533459  2,06924 02049 0,999995
b*musculo 453 13,51+2,00 0,823522  0,322681 02815 0,999946
L*gordura 451 75,69+4,71 1,10219 20,1762 0,0517 0,952439
a*gordura 452 8,22+4,04 0,830185 2,30143  0,1686 0,999899
b*gordura 452 17,24+2.82 0,984939  2,7525  0,2635 0,954324
CRA (%) 452 80,44+3.19 1,0267  7,77859 00,1166 0,954324
PC (%) 453 27,56+5,51 1,1079 15,6947  0,0419 0,97999
pH 452 5,59+0,20 0,011649 0,032997 00,2480 0,99979

N: tamanho amostral, DP: desvio-padrao, o’a: varidncia aditiva, o’e: varidncia residual,
abreviagdo das caracteristicas: for¢a de cisalhamento (FC) medida em diferentes tempos de
maturag¢ao da carne, 24 horas apo6s o abate (FCO0), apos sete dias de maturagdo da carne (FC7) e
apos 14 dias de maturacdo da carne (FC14), espessura de gordura subcutanea (EGS), area de
olho de lombo (AOL), parametros de determinacdo de caracteristicas de cor da carne e da
gordura (luminosidade (L*), intensidade da cor vermelha (a*) e intensidade da cor amarela (b*)),

capacidade de retencao de 4gua (CRA), perda por coc¢ao (PC) e pH muscular (pH).
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As médias apresentadas para as medidas de for¢a de cisalhamento (Tabela 1) sdo mais
elevadas do que aquelas normalmente relatadas para as racas Bos taurus (MCCLURE et al.,
2012), mas isso era esperado ¢ esta de acordo com a observagao de que a FC aumenta a medida
que a propor¢do de Bos indicus aumenta em animais cruzados (JOHNSON et al., 1990). A
herdabilidade de cada caracteristica foi estimada utilizando as andlises de BayesCO porque
BayesC ¢ menos sensivel ao tamanho da amostra do que BayesB (FERNANDO; GARRICK,
2009). A maioria das estimativas de herdabilidade foi de tamanho moderado, indicando que

existe variagdo aditiva para todas essas caracteristicas em bovinos da raca Nelore.

2.1.4.2.Estudo de associagdo genomica ampla

Depois de selecionar SNPs com base no call rate, na frequéncia de alelos e no equilibrio
de Hardy-Weinberg, conforme descrito na metodologia, e apds a imputacdo de 0,80% dos
genoétipos perdidos, os gendtipos ficaram disponiveis para 651,259 SNP loci para novilhos e
touros. O programa Gensel utilizado no GWAS, reporta dois resultados referentes as associagoes
entre as caracteristicas fenotipicas e os marcadores. Um resultado contém os efeitos de SNPs
unicos € o outro considera efeitos de janelas cromossomicas de 1-Mb, as quais estamos
considerando como regides de QTL. As caracteristicas de qualidade de carne avaliadas foram
influenciadas principalmente por QTLs de efeitos pequenos e nenhum gene de grande efeito,
como previamente descrito em bovinos taurinos ( CAPNI do inglés: calpain 1, (mu/I) large
subunit e o CAST do inglés calpastatin) foi encontrado como principal candidato nessa analise.

Muitas caracteristicas de producdao importantes sdo poligénicas e sdo controladas por um
grande niumero de QTLs (ROLF et al, 2012, SAATCHI et al., 2012). A identificagdo dos genes
subjacentes a variacdo de caracteristicas complexas pode melhorar a nossa compreensdao da
biologia da variagdo fenotipica e facilitar atingir maior acuracia de selecdo. A melhoria das
caracteristicas de qualidade de carne, incluindo a maciez, poderia estimular as compras de carne
bovina pelos consumidores que esperam experiéncias alimentares desejaveis e tendem a desviar
suas compras para outras fontes de proteina animal quando experimentam carne dura.

Nesse estudo, GWAS para 14 caracteristicas de qualidade de carne foram realizados
utilizando uma populacdo de familias de meio-irmdos da raga Nelore, o que nos permitiu
identificar diversos QTLs relacionados com essas caracteristicas. Com exce¢ao do parametro a*

de cor da gordura e pH muscular para os quais foram identificados QTLs de maior efeito; os
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QTLs detectados foram de efeito muito pequeno, evidenciando a natureza poligénica das
caracteristicas avaliadas. Para maciez da carne, em particular, esta descoberta contraria os
resultados encontrados em bovinos taurinos onde ha QTLs explicando entre 4,1 até¢ 7,4 % da
variancia genética aditiva (MCCLURE et al, 2012). Um fator que poderia ter influenciado o
tamanho pequeno dos efeitos dos QTLs identificados seria as estimativas do parametro 7 (Tabela
1), que por sua magnitude, incluiu muito mais marcadores do que animais no modelo.

O programa DAVID v6.7 foi utilizado para pesquisar vias metabolicas funcionais com
base nas listas de genes candidatos. Para FCO, identificamos 858 loci candidatos (incluindo
genes, loci ainda ndo caracterizados, pseudogenes e proteinas preditas) na vizinhanga dos 4.563
SNPs individuais selecionados com base no pardmetro m estimado para essa caracteristica
(Tabela 1). Alguns genes previamente relatados como candidatos para maciez de carne também
foram encontrados nessas analises. Por exemplo, um SNP associado com FCO foi localizado nas
imediacoes do gene CAPN2 (calpain 2, (m/Il) large subunit) e quatro nas do gene CAPNS
(calpain 5); SNPs associados com FCO também foram encontrados na familia génica de
colagenos (genes COLI5A1 e COL23A1). No entanto, nenhum SNP associado foi encontrado
proximo ao gene CAST, que esta associado com medidas de FC em ragas taurinas. Apesar do
BTA7 conter SNPs selecionados para FCO, como pode ser observado na Figura 2, esses SNPs
ndo foram localizados perto de quaisquer genes anotados, sugerindo assim que as mutagdes
causais podem ser de natureza regulatoria. Como estamos plotando varidncias ao invés de P-
valores (Figura2), quando um SNP explica relativamente maior proporcao da variancia que os
demais, podemos observar um efeito de encolhimento, conhecido como shrinkage em analises
bayesianas. As escalas dos graficos poderiam ser modificadas para melhor visualizagdo das
regides gendmicas de efeitos menores, entretanto, ndo seria possivel observar os marcadores de
maiores efeitos.O maior QTL identificado (janela cromossomica de 1-Mb) para FCO esta
localizado no BTA23 a 24 Mb (Tabela 2), o qual explica apenas 0,11 % da variancia genética
aditiva para FCO. Existem varios genes localizados nas imedia¢des deste QTL incluindo a
familia génica glutationa alfa S- transferase (GSTA2, GSTA3, GSTAS5, GSTA4). Também
identificamos genes candidatos em outras regides de QTL como SERPIN2 que codifica uma
proteina serina protease e esta localizado perto de SNPs associados no BTA2. Genes serpina sao
conhecidos por controlar a protedlise em vias moleculares associadas com a sobrevivéncia de

células e desenvolvimento (SILVERMAN et al, 2010). A analise funcional utilizando o
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programa DAVID revelou grupos de genes envolvidos na atividade do canal de célcio e de
potassio e as vias metabodlicas interacdo ligante-receptor neuroativa, sinalizacdo TGF-beta,

contracdo do musculo liso vascular, adesdo focal, sinalizacdo de calcio e ribossomo.
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Figura 2. Manhattan plot da variincia genética aditiva explicada por cada marcador para FC0.
Fonte: autoria propria

Tabela 2. QTL de maior efeito para cada caracteristica.

. . Numero Variancia
Caracteristica BTA® Posicao (pb)b P((l)\fllg;lco de aditiva
SNPs explicada (%)

FCO 23 24.002.374...24.999.318 24 453 0,11
FC7 13 71.001.773...71.998.254 71 364 0,10
FC14 2 73.002.970...73.996.212 73 271 0,19
EGS 11 82.000.961...82.998.027 82 298 0,36
AOL 23 24.002.374...24.999.318 24 453 0,08
L*musculo 23 24.002.374...24.999.318 24 453 0,14
L*gordura 23 24.002.374...24.999.318 24 453 0,10
a*gordura 12 36.010.895...36.994.095 23 333 1,21
b*gordura 26 43.006.538...43.997.236 43 323 0,11
CRA 17 58.001.206...58.998.805 58 326 0,10
PC 23 24.002.374...24.999.318 24 453 0,10

pH 8 87.002.083... 87.998.405 87 304 4,01

“BTA: Cromossomo bovino; "Posi¢do (pb): Posi¢do onde o QTL comega e termina no
cromossomo em pares de bases; “Posigdo (Mb): Posigdo do QTL no cromossomo em mega
bases.

Foram identificados 4.161 genes dentro das regides associadas com FC7 (Figura 3). Dois

SNPs associados foram encontrados na vizinhanga do gene CAPNI, quatro na do CAPN2, trés na
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do CAPNS e dois na do CAST, em adi¢do, também foram encontrados SNPs proximos aos genes
membros da familia de colageno (COLIAI, COL24A41, COL284, COL2A1, COL4A3 e COL6A3).
O gene candidato ASAP1 (ArfGAP com o dominio SH3, de repiti¢do ankyrin e dominio PH 1),
previamente relatado como associado com medidas de for¢a de cisalhamento em um estudo de
genes candidatos utilizando parte dessa populacdo Nelore (TIZIOTO et al., 2012), também foi
encontrado como candidato nesta analise entre os loci mais fortemente associados com FC7.

A regidao de QTL que explicou a maior proporcdo de variancia genética aditiva (0,10%)
foi localizada no cromossomo bovino 13 a 71 Mb, onde os genes PTPRT (tyrosine phosphatase,
receptor type, T) e LOC614378 (histone H2B type 1-like) estdo localizados. Considerando a
abordagem de SNPs unicos, ao invés de QTLs, um SNP proximo a genes anotados, localizado no
cromossomo 11, explicou a maior quantidade da variagdo da FC7, nesta regido foram
encontrados dois genes candidatos: RABIIFIP5 (RABI1I family interacting protein 5), que esta
envolvido no trafego de proteinas de endossoma apical para a membrana plasmatica apical e
SFXNS5 (sideroflexin 5) que transporta o citrato. Os grupos funcionais encontrados foram
glicoproteina, ligante bissulfito e ligacdo de metais. Vias metabolicas interessantes, incluindo a
interagdo receptor-ligante neuroativa, biossintese o-glicano e adesdo focal também foram

encontrados para essa medida de FC.
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Figura 3. Manhattan plot da variincia genética aditiva explicada por cada marcador para FC7.
Fonte: autoria propria
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O QTL que explicou a maior quantidade da varidncia genética aditiva para FC14 esta
localizado no cromossomo 2 a 73 Mb e foi responsavel por 0,19% da variancia genética aditiva.
Poucos genes estao localizados nesta regido de QTL mas incluem a familia GLI2 (zinc finger 2) e
os genes CLASPI (cytoplasmic linker associated protein 1), MKI67IP (interacting nucleolar
phosphoprotein), MKI167 (FHA domain), e LOC100294993 (ubiquitin-conjugating enzyme E2 N-
like). O SNP que explicou individualmente a maior por¢do da varidncia genética aditiva estd
localizado no cromossomo bovino 4 (Figura 4) proximo ao gene POTI (protection of telomeres 1
homolog), o qual ¢ essenvial para replicacao do telomero.

Entre os grupos funcionais encontrados estavam ligacao lipidica, adesdo focal e atividade

de exopeptidase. A principal via metabdlica encontrada foi fagocitose Fc gamma R-mediada.
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Figura 4. Manhattan plot da variidncia genética aditiva explicada por cada marcador para FC14.
Fonte: autoria propria

Um total de 56 genes foram detectados como candidatos para maciez de carne a partir da
analise de todas as medidas de FC, e a andlise funcional destes genes concordantes revelou trés
grupos funcionais relacionados com a regulacao da transcricdo, membrana e ligacdo de metais.

As alteragdes na textura e propriedades sensoriais podem ocorrer devido aos processos de
degradacdo post-mortem que influenciam a qualidade da carne. Por isso, muita atengdo tem sido
dada aos genes CAPN e CAST, que estao envolvidos em um importante sistema proteolitico. As
variantes desses genes foram encontradas como influenciando a maciez da carne em diferentes
populagdes de gado de corte (CASAS et al., 2006; CORVA et al., 2007; PAGE et al., 2002,
SCHENKEL et al., 2006). Apesar de termos encontrado SNPs nos genes CAPNI, CAPN2,

42



CAPNS5 e CAST, que foram associados com as medidas de FC nesta populagdo, esses tiveram
efeitos menores do que outras regides candidatas de QTL. Este resultado pode ser decorrente do
pequeno tamanho da amostra utilizada neste estudo. Também ¢ possivel que as diferengas entre
animais Bos taurus e Bos indicus para as frequéncias alélicas nas mutagdes nos genes CAPNI e
CAST e a extensdo de DL entre SNPs e as variantes causais resultam em diferentes efeitos dos
marcadores detectados em diferentes ragas. Concordando com essa inferéncia, um estudo
conduzido por WHITE et al. (2005), demonstrou que dois SNPs localizados no gene CAPNI,
que tém sido descritos como associados com maciez de carne em populagdes Bos taurus
(designados marcadores 316 e 530), ndo segregam em alta frequéncia em bovinos da raga
Brahman, entretanto, o marcador 4751, também localizado neste gene, encontrou-se associado
com maciez de carne desta raga. A presenga de epistasia também pode influenciar a magnitude
dos efeitos de SNP em diferentes populagdes, pois se sabe que os efeitos epistaticos podem
explicar uma grande quantidade da variacdo de caracteristicas quantitativas (HUANG et al.,
2012).

As diferengas entre os genes e as vias metabolicas identificadas neste estudo e aqueles ja
relatados para racas taurinas poderiam refletir diferencas no metabolismo ou na historia de
selecdo de zebuinos. Grupos funcionais relacionados com o transporte de calcio e de potassio,
bem como a ligagdo de metais foram encontrados em nossas analises para as medidas de FC. O
potassio € necessario para a contracdo muscular, impulsos nervosos e também contribui para o
equilibrio de fluidos celulares (KNOCHEL et al., 1972). Estudos realizados com a mesma
populacdo Nelore mostraram que o conteudo de potassio na carne pode afetar a maciez da
mesma (TIZIOTO et al, 2013). Além disso, o sistema proteolitico da calpaina ¢ altamente
sensivel as flutuacdes dos niveis de ions de calcio, pH e temperatura, e estes trés parametros
podem mudar rapidamente imediatamente post-mortem (SUZUKI et al., 1995), indicando que a
atividade do canal de calcio pode influenciar o amaciamento da carne post-mortem.

Vias metabolicas importantes, incluindo a interagdo receptor-ligante neuroativa e de
sinalizacdo de TGF-beta foram identificadas a partir dos genes das regides do genoma onde
SNPs foram associados com FCO. Na via de interacdo receptor-ligante neuroativa, varios genes
relacionados com o acoplamento de proteina G foram identificados. Estudos tém demonstrado
que a ativagdo de receptores acoplados a proteina G esta envolvida na manutengdo dos musculos

esqueléticos e também pode estar envolvida na mediagdo da maturagao e crescimento de células
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musculares, que opera através de muitas vias de sinalizacdo para estimular seletivamente a
sintese de proteinas ou inibir a rotatividade de proteinas dependentes de citocina (GUTTRIDGE,
2001).

A via metabolica TGF-beta esta envolvida em muitos processos celulares, incluindo a
apoptose. A superfamilia de genes Fator-beta (7GF-f) foi identificada como importante
reguladora do desenvolvimento muscular (MCPHERRON et al., 1997). Genes de nossa lista
incluem NOG (Noggin), que ¢ crucial para a morfogénese de cartilagem e também inibe a
proteina de sinalizacdo morfogenética Ossea, a qual € essencial para o crescimento do tubo neural
e padronizagdo de somitos e da proteina morfogénica 6ssea 7, que induz a formagdo de
cartilagem e osso (LA ROSA et al., 2011).

O gene PTPRT que foi identificado como um candidato para o QTL encontrado associado
com FC7 (Tabela 2) pode estar envolvido tanto na transdugdo de sinal quanto na adesdo celular
do sistema nervoso central, ambas as vias foram também encontradas como desempenhando um
papel importante na variacdo de FCO. Vias de interacdo de receptor de citocinas e sinalizacdo de
quimiocinas, que foram encontradas para os genes encontrados nas analises de FC7, sugerem que
mecanismos alternativos € nao Obvios podem estar agindo na maciez da carne, além da
protedlise. Alguns estudos tém proposto que as proteinas de choque térmico podem desempenhar
um papel na maciez da carne (HOCQUETTE et al., 2012; PULFORD et al., 2008; CARVALHO
et al., 2014) e outro estudo sugeriu que genes relacionados a resposta imune, também podem
estar envolvidos, devido sua relacdo com estresse (ZHAO et al., 2012).

A via de biossintese de O-Glicano também foi encontrada entre os genes associados com
FC7 e esta envolvida em modificagdes de proteinas serina ou treonina (VARKI et al., 1999). A
glicosilag@o ndo enzimatica de proteina nos tecidos ajuda a formagao de liga¢des cruzadas, como
O-Linked oligossacarideos, que pode conduzir a deterioragdo estrutural e funcional de colagenos
(MONNIER et al., 1984). A formagao e acumulagdo destas ligagcdes cruzadas podem contribuir
para a dureza da carne proveniente de animais idosos. Biossintese de O-Glicano esta envolvida
na glicosilagdo, que pode afetar a sintese de colageno e de outras proteinas e esta pode ser a
forma mais comum e complexa de modificacdo pos-traducional (WOPEREIS et al., 2006).
Finalmente, grupos de genes envolvidos na adesdo celular foram encontrados para FC14.
Proteinas de adesdo celular parecem desempenhar um papel importante na maciez da carne dessa

populagdo.
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A partir da analise dos genes dentro das regides comuns associadas com todas as
medidas de FC, inferimos que os processos bioldgicos de regulagdo da transcri¢do, glicosilacao e
de ligacdo de metais sdo importantes para a maciez da carne em bovinos da raga Nelore.

Do GWAS para EGS (Figura 5), um QTL localizado no cromossomo 11 explicou maior
quantidade da variacdo (0,36 %). Poucos genes e loci ndo caracterizados estdo mapeados nesta
regido (Tabela 2), porém nenhum deles t€ém uma func¢do clara ou intuitiva no anabolismo ou
catabolismo lipidico. TTFI (transcription termination factor, RNA polymerase I), localizado
cromossomo 9 foi o gene localizado na regido de um SNP unico que explicou a maior variagdao
genética aditiva para EGS. As andlises funcionais identificaram grupos relacionados com o
processo de biossintese de aminoacidos, morte celular, entre outras. Genes candidatos
previamente identificados, incluindo LEP (leptin) e DGATI (diacylglycerol O-acyltransferase 1)
(TANIGUCHI et al., 2002, THALLER et al., 2003) ndo foram identificadas nesta analise. Vias
metabolicas encontradas incluiram a de biossintese de CoA e de interagdo receptor-ligante

neuroativa.
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Figura 5. Manhattan plot da variincia genética aditiva explicada por cada marcador para EGS.
Fonte: autoria propria

As analises para AOL identificaram seis QTLs que explicaram individualmente 0,8 % da
variancia genética aditiva como sendo os loci mais importantes (Figura 6). O mesmo QTL
descrito para FCO localizado no cromossomo 23, também parece influenciar as medidas de AOL
(Tabela 2). Genes relacionados com atividade de proteina-quinase, ligacdo de ATP, morte celular

e filamentos de queratina foram encontrados como candidatos nessa analise. As vias metabolicas
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encontradas foram juncdo aderente, metabolismo e biossintese de Esfingolipideos e biossintese

de O-Glicano.
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Figura 6. Manhattan plot da variincia genética aditiva explicada por cada marcador para AOL.
Fonte: autoria propria

A via metabolica de interacdo receptor-ligante neuroativa foi encontrada entre os genes
associados com EGS, indicando que genes relacionados com esta via desempenham um papel na
deposi¢do da gordura no Nelore, assim como na maciez. As vias de metabolismo esfingolipido,
biossintese O-glicano e de biossintese glicoesfingolipideos parecem ter fungdes em crescimento
muscular, uma vez que também foram encontradas na anélise para AOL.

Uma janela de QTL com um possivel efeito pleiotropico foi encontrada no cromossomo
23 e os maiores efeitos desse QTL foram atribuidos para os pardmetros L* de cor tanto para
carne quanto para gordura, FCO, AOL e PC. Mais estudos de mineragdo dessa regido poderiam
ajudar a identificar se este ¢ um efeito de uma ou mais variantes que seriam uteis para melhorar
simultaneamente quatro caracteristicas de qualidade de carne na raca Nelore.

Os valores estimados de m para os parametros a* e b* de cores muscular foram maiores
do que para as outras caracteristicas (Tabela 1), indicando que relativamente poucos SNPs
representados no chip devem estar associados com essas caracteristicas. Nao houve genes
candidatos anotados identificados dentro da regido de + 10 kb dos SNPs associados. Para o
parametro L* de cor, o SNP mais fortemente associado estd localizado no cromossomo 21,
regido que abriga o gene FSD2 (fibronectin type III and SPRY domain containing 2).

Os parametros a* e b* de cor para gordura e L* para o musculo parecem ser

influenciados pelas mesmas regides. A regido de QTL principal encontrada para o parametro a*
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de cor na gordura (Tabela 2) abriga poucos genes, no entanto, inferir sobre a implicacao dessas
regides e genes nesta caracteristica ¢ dificil, pois ha pouco conhecimento disponivel sobre os
mecanismos bioldgicos que regulam essas caracteristicas de cor da gordura e at¢ mesmo da
carne, apesar de influenciarem a atitude dos consumidores no ato da compra. Vias relacionadas
com a degradacao da lisina, degradagao de glicanos e moléculas de adesao celular, entre outras,
parecem ser importantes para a manuten¢do da cor do musculo e gordura post-mortem em
bovinos. Interacdes celulares sdo mediadas por diferentes familias de receptores, incluindo o
direcionamento de adesdo celular as proteinas da matriz extracelular e os ligantes nas células
adjacentes, e pode influenciar muitos processos, tais como o crescimento celular, diferenciagao,
formagao da jungdo, e a polaridade (ALBELDA et al., 1990).

Nos identificamos um QTL localizado a 58 Mb do cromossomo 17, que tem o maior
efeito (0,10 % da variancia genética aditiva) para CRA (Tabela 2). Na regido desse QTL estao
localizados os genes PRKABI (protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit) e
HSPS (heat shock 22 kDa protein 8). As andlises no programa DAVID revelaram grupos
funcionais envolvidos em processos bioldgicos e catabolicos e na ativacdo da resposta imune,
localizados nas regides associadas com CRA. As vias de sinalizacdo de célcio e interagdo
ligante-receptor neuroativa também foram identificadas nessa analise. Como para CRA o QTL de
maior efeito identificado para PC estd localizado no cromossomo 23 e explica 0,10 % da
variancia genética aditiva, genes relacionados ao processamento de antigenos e via de
apresentagao, incluindo proteinas de choque térmico, foram encontrados nesta analise.

Capacidade de reten¢do de agua da carne fresca ¢ importante, pois afeta ambos o
rendimento e a qualidade da carne comercializada. Parece que o mecanismo de protedlise, além
de influenciar a maciez, também afeta a CRA. Os grupos funcionais: processo catabdlico de
acido organico e protedlise foram identificados entre os genes localizados nas regides associadas
com CRA e proteases, incluindo as calpainas CAPN2, CAPNI12, CAPNI13 ¢ CAPNI4, foram
identificadas como genes candidatos mapeados nessas regides. A via de sinalizacao de calcio foi
identificada, o que indica que a CRA pode ser afetada por proteases tais como as calpainas que
sdao dependentes de calcio.

As alteragdes no tecido conjuntivo, durante o processo de cozimento podem ter um efeito
de amaciamento. J& foi proposto que as proteinas de choque térmico podem desempenhar um

papel no amaciamento da carne. Em nossa analise, proteinas de choque térmico também
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apresentaram implicacdo na variagdo da PC, a qual é importante para a suculéncia da carne
cozida.

Um QTL de efeito maior para pH muscular (24h) foi identificado no cromossomo 8 a 87
Mb, o qual explica 4,01% da varidncia genética aditiva. Refrigeracdo post-mortem, pH,
ambientes utilizados para a embalagem, intervengdes antimicrobianas e cozimento podem
influenciar os parametros de cor da carne. Regides de QTLs ja foram identificadas para todas
essas caracteristicas, o que sugere que ha loci de grande efeito subjacentes as mesmas
(MANCINI et al., 2005). O QTL de maior efeito identificado para pH sugere que essa regiao

gendmica deve influenciar a manutengdo de um ambiente interno fisiologicamente equilibrado.

2.1.5. Conclusao

Variantes genéticas tém sido largamente exploradas para explicar a variagdo de
caracteristicas de qualidade de carne, mas os mecanismos subjacentes que afetam essas
caracteristicas permanecem pouco conhecidos. Como as caracteristicas de qualidade de carne
avaliadas neste estudo em bovinos da raga Nelore parecem ser controladas principalmente por
muitos QTLs de efeitos pequenos, a identificagdo dos genes relevantes deve ser dificil, porque
cada gene causal tem uma pequena contribuicdo para a variacdo total. Assim, a selecdo
genomica, que explora a variabilidade em varios genes ao mesmo tempo, deve ser a estratégia
mais adequada para melhorar estas caracteristicas.

Este estudo fornece o primeiro passo para a aplicagdo da selecdo gendmica para
caracteristicas de qualidade de carne em bovinos da raca Nelore. Vias metabdlicas importantes
relacionadas com caracteristicas de qualidade de carne foram identificadas, as quais ndo haviam
sido relatadas para bovinos Bos taurus. Estes resultados devem ser interpretados com cautela, ja
que a magnitude dos efeitos estimados ¢ influenciada pelo tamanho da amostra. Estudos com
outras populacdes da raca Nelore serdo necessarios para validar os resultados deste estudo e
também serdo uteis para o desenvolvimento de modelos para a previsao do mérito genético para

implementar a selecdo gendmica para a qualidade da carne em bovinos da raga Nelore.
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2.2. Efeitos de loci de caracteristicas quantitativas no conteido mineral do musculo

Longissimus dorsi em bovinos.

2.2.1. Resumo

Minerais sdo requeridos em dietas bovinas para garantir a satide do animal e niveis de produgdo
e reprodugdo satisfatorios. As concentragdes de minerais nos tecidos sdo, pelo menos,
parcialmente determinadas geneticamente. Mapear regides genoOmicas relacionadas com o
conteido mineral no musculo bovino pode ajudar na identificagdo de genes que estdo
relacionados com a variagdo do equilibrio, transporte, absor¢do e excre¢do de minerais e
consequentemente, também podem estar relacionadas com doengas metabolicas. Adotando uma
estratégia de associacdo gendmica ampla, 373 novilhos da raga Nelore foram genotipados
utilizando a plataforma ///lumina BovineHD BeadChip. A andlise de associacdo gendmica foi
realizada para as concentragdes de minerais no musculo Longissimus dorsi utilizando uma
abordagem bayesiana implementada no programa Gensel. O conteudo de minerais no musculo
de bovinos Bos indicus ¢ moderadamente herdavel com a propor¢do da varidncia aditiva
explicada pelos genoétipos variando de 0,29 até 0,36. A variagdo da concentracdo de minerais
parece ser influenciada por inumeros QTL de pequeno efeito, no entanto, um QTL de grande
efeito que explicou 6,53% da variancia aditiva foi encontrado para contetudo de ferro. As listas de
genes candidatos geradas para todos os QTLs detectados para concentracdo de minerais sugerem
que a maioria dos genes subjacentes a esses QTLs estdo relacionados com a transdugdo de sinal,
via de sinalizacdo, parte integrante de membrana, intrinseco de membrana, regulagdo de
transcricdo e ligacdo de ions metdlicos. Este estudo identifica QTLs e genes candidatos
relacionados com a variacdo da concentragdo de minerais no musculo. Nossos resultados
fornecem a primeira etapa para a implementagdo de selecdo gendmica para essas caracteristicas
em bovinos de corte da ragca Nelore, no entanto, validagdes em outras populagdes Bos indicus
serdo necessarias para avaliar a acuracia das estimativas moleculares dos valores genéticos e

validar as proporg¢des da variagcdo do teor de minerais que pode ser explicada pelos marcadores.
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2.2.2. Introducao

Estudos de associacdo gendomica ampla (GWAS) tém sido utilizados para identificar loci
para caracteristicas quantitativas (QTL) associados com caracteristicas complexas e para
compreender melhor quais sdo os genes e os mecanismos bioldgicos subjacentes a variagdo
fenotipica.

Uma varredura que identifica regides gendomicas que estdo relacionadas com o conteudo
de minerais em tecidos bovinos, tais como o musculo Longissimus dorsi, deve fornecer
informacdes valiosas sobre os mecanismos subjacentes as doengas metabolicas em ruminantes
(MORRIS et al., 2012), auxiliar na formulacao da dieta de animais e permitir o desenvolvimento
de produtos de carne destinados a melhorar a nutricio humana. Bovinos exigem muitos minerais
na dieta para manter a sua satde, producdo e reproducdo. Se ndo estiverem presentes em
quantidades adequadas, macrominerais, que sdao necessarios em quantidades maiores, ou
minerais-trago, podem causar problemas para o bem-estar animal e resultar em perdas de
rentabilidade para os produtores. No entanto, porque os minerais-trago sdo necessarios apenas
em pequenas quantidades, a suplementacdo adicional pode induzir a toxicidade, e apenas doses
modestas podem ser suplementadas para garantir a sauide animal.

Estudos com a mesma populagdo Nelore utilizada neste estudo foram relatados
anteriormente e mostram que o teor mineral esta relacionado com a maciez da carne (TIZIOTO
et al., 2013; TIZIOTO et al., 2014). Isto pode ser devido aos efeitos de genes cujos mecanismos
de acdo sdo dependentes da presenca de um mineral especifico. Por exemplo, a disponibilidade
de calcio pode afetar o sistema proteolitico calpaina/calpastatina que sdo os principais
componentes da proteodlise da carne post-mortem (PAGE et al., 2002; CASAS et al., 2006,
SCHENKEL et al., 2006), além de ser essencial para a contragdo muscular.

A variagdo da concentracdo de minerais ¢ dependente da sua ingestdo e excrecao
(MORRIS et al., 2013), mas também podem ser afetada por efeitos ambientais, tais como local
de nascimento, idade e raga (TIZIOTO et al., 2014). Além disso, foi demonstrado que as

concentracdes de minerais em tecidos sdo influenciadas geneticamente e sdo hereditarias
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(MORRIS; PHUA, 2010; MATEESCU et al., 2013). Os genes devem afetar o equilibrio mineral
através das agdes de receptores, transportadores e proteinas chaperona (MORRIS et al., 2013).
Consequentemente, um estudo de associacdo genomica ampla para o teor de minerais na
carne provavelmente aumentaria o conhecimento dos genes que influenciam a variacdo do
equilibrio de minerais, transporte, absor¢ao e excre¢dao, bem como proporcionaria a base para a
implementa¢do da selecdo gendmica para essas caracteristicas. Este estudo identifica QTLs que
devem conter genes que estdo relacionados com a variagao de arsénio (As), calcio (Ca), cromo
(Cr), cobalto (Co), cobre (Cu), ferro (Fe), magnésio (Mg), manganés (Mn), fosforo (P), potédssio
(K), selenio (Se), sodio (Na), enxofre (S) e zinco (Zn), no musculo Longissimus dorsi de bovinos
Nelore utilizando gendtipos produzidos pelo Illumina BovineHD BeadChip (Ilumina Inc., San

Diego, CA).

2.2.3. Material e Métodos

2.2.3.1. Animais e coleta de fenotipos

Novilhos da raca Nelore, totalizando 373 animais, produzidos por 34 touros que
representam as principais linhagens da raca no Brasil, foram genotipados e fenotipados. As
familias de meio-irmaos foram produzidas, confinadas e abatidas conforme descrito no item
2.1.3.1. Os fenotipos de minerais foram coletados como descrito por Gromboni (2013).
Resumidamente, os reagentes de grau analitico e d4gua Milli- Q (Millipore, Billerica, MA, EUA)
foram empregados e as solucdes-padrao utilizadas para preparar a solugdo de referéncia multi-
elemento foram certificadas com plasma e materiais de alta pureza de SpecSol (Jacarei, SP,
Brasil). Um sistema de digestdo por microondas em recipiente fechado (Ethos -1600, a Milestone
-MLS, Sorisole, Italia), equipado com sensores de temperatura de fibra optica e pressdo foi
utilizado para a digestdo da amostra. Massas de amostra de 100 mg de musculo Longissimus
dorsi foram digeridas com a ajuda de microondas utilizando 2 mL de HNOs concentrado e sub -
fervido, 2 mL de H,O, (30 % w/w) e 6 mL de 4gua ultrapura em recipientes fechados feitos de
resina de copolimero de perfluoroalcoxi. O programa de aquecimento foi feito em trés etapas :
(1) rampa de aquecimento de 10 min com a temperatura maxima de 120 °C (1300 W), (2)
segunda rampa de aquecimento de 15 min com a temperatura maxima de 170 ° C (1500 W), (3)

temperatura a 170 © C durante 35 min.
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Apods a digestdo, as amostras e as solugdes controle foram transferidas para baldes
volumétricos, e o volume foi completado para 10 mL de 4gua deionizada. As concentragdes de
minerais foram determinadas pelo espectrometro Vista Pro-CCD ICP-OES (Varian, Mulgrave,
Australia). Comprimentos de onda de excitagdo foram escolhidos para minimizar a interferéncia
espectral e produzir a intensidade mais elevada de emissdo para cada elemento. Uma calibracao
linear foi calculada com até cinco pontos das preparagdes utilizando solugdes analiticas padroes.

A exatidao e precisdo do método utilizado foi avaliada medindo-se a recuperagdo e
desvios-padrao relativos aos trés materiais de referéncia certificados de figado bovino (1557b) e
musculo bovino (8414) do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST Gaithersburg, MD,
EUA).

2.2.3.2. Extracdao de DNA e genotipagem.
A extragdo do DNA e a genotipagem dos animais foram realizadas conforme descrito no item

2.1.3.2.

2.2.3.3. Associagdo genomica ampla e busca por genes candidatos

O contetdo de minerais no musculo Longissimus dorsi foi analisado sob um modelo
bayesiano utilizando o programa Gensel (FERNANDO; GARRICK, 2009) adotando uma
abordagem semelhante a descrita por Tizioto et al. (2013). As andlises de BayesC, foram
utilizadas primeiramente para calcular as variancias genéticas aditivas e residuais, assumindo o
parametro ©1 como 0. As varidncias genéticas aditivas e residuais estimadas a partir das analises
de BayesC foram entdo utilizadas para executar as analises de BayesB para estimar os efeitos dos
marcadores. Os valores © foram estimados para o conteido de cada mineral utilizando BayesCn
e como sugerido por Mateescu et al. (2013), o pardmetro © foi escolhido com base no valor
estimado que ndo excedesse o numero de animais da analise. Nestas analises, o parametro 7 foi
ajustado para 0,9995, sendo assim, o nimero de efeitos de SNPs a ser estimado era menor do que
o numero de animais utilizados (449.364 x (1 - m) = 224 SNP). O modelo estatistico incluiu os
efeitos fixos de grupo contemporaneo que foi formado utilizando os dados de locais de
nascimento e de confinamento, estacdo de monta e grupo de abate, e a idade do animal no

momento do abate foi incluida como covariavel.
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O limite para a declaracdo de uma regido significativa foi baseado na magnitude
assumida do parametro m = 0,9995. Os 224 SNPs com as maiores probabilidades posteriores de
incorporagdo no modelo e que melhor explicaram a variancia genética aditiva foram utilizados
para pesquisar todos os genes dentro de = 100 kb dos SNPs com os maiores efeitos. Além de
calcular os efeitos individuais de cada SNP, o programa Gensel nos forneceu a propor¢do da
variancia que cada janela de 1-Mb representou. As regides gendmicas associadas com cada

caracteristica foram examinados conforme descrito no item 2.1.3.3.

2.2.3.4. Correlagoes genéticas e fenotipicas

A matriz de correlacdo fenotipica foi estimada utilizando o procedimento PROC CORR
do programa SAS (Statistical analysis software). As correlagdes genéticas foram estimadas como
as correlacdes entre os valores genéticos gendmicos fornecidos pelo programa Gensel nas

analises de associagdo gendmica.

2.2.4. Resultados e discussao

2.2.4.1. Estatisticas descritivas e pardmetros genéticos

Materiais de referéncia certificados foram avaliados para garantir a precisao do
procedimento de preparacdo da amostra. Observou-se a concordancia entre os valores obtidos
para as amostras experimentais ¢ os valores dos materiais certificados, o que indica a efetiva
recuperacao dos analitos apos a digestao e sua precisa detecgao.

As médias, estimativas dos componentes de variancia e herdabilidades geradas pelas
andlises BayesC estdo mostrados na Tabela 3. As estimativas de herdabilidade obtidas para todos

os teores de minerais foram moderadas (0,29-0,36).
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Tabela 3. Média, estimativas de componentes de varidncia e herdabilidade para o teor de cada mineral no
musculo Longissimus dorsi de 373 novilhos Nelore.

Caracteristica Meédia (ppm) Gze Gza h?

Arsénio 0,0365 0,176 0,092 0,34
Célcio 164,3293 0,055 0,025 0,31
Cromo 0,3783 0,237 0,132 0,36
Cobalto 0,0099 0,115 0,057 0,33
Cobre 1,7866 0,042 0,018 0,30
Ferro 44,6639 0,308 0,148 0,32
Magnésio 759,5118 0,037 0,015 0,29
Manganés 0,1954 0,315 0,158 0,33
Fosforo 7356,4144 0,037 0,015 0,29
Potassio 1077,5330 0,038 0,016 0,30
Selenio 0,2281 0,053 0,024 0,32
Sodio 1746,2670 0,038 0,016 0,29
Enxofre 6287,7256 0,040 0,017 0,30
Zinco 79,8071 0,042 0,018 0,31

Y A - - 3 A - .
o”a: variancia aditiva, c”e: variancia residual.

Correlagdes fenotipicas (Tabela 4) e genéticas (Tabela 5), estimadas como a correlagdo

entre os valores genéticos gendmicos dos animais para cada caracteristica, estdo apresentadas nas

Tabelas 4 e 5 e mostram que as concentragcdes de varios minerais sdo significativamente

correlacionadas.
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Tabela 4. Correlacdes fenotipicas entre os minerais no misculo Longissimus dorsi da raca Nelore.

As

Ca

Zn

As Ca Cr Co Cu Fe Mg Mn P K Se Na S Zn
1 0,2184 10,3668 0,5014 0,402 0,0838 0,0939 0,4237 0,1007 0,1082 0,4006 0,0975 0,1679 0,1994
0,0002 <,0001 <,0001 <,0001 0,1607 0,1131 <,0001 0,0891 0,0677 <,0001 0,0998 0,0044 0,0007
1 0,1344 0,1965 0,2 0,2856 10,4184 0,2728 0,4527 0432 0,1949 10,5141 0,4126 0,4684
0,0336 0,0011 1E-04 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,0001 <,0001 <,0001 <,0001
1 0,564 0,545 0,1347 -0,142 0,5461 -0,096 -0,144 0,5308 -0,048 -3E-04 0,0801
<0001 <,0001 0,0351 0,0253 <,0001 0,1321 0,023 <,0001 04468 0,9959 0,207
1 0,631 0,0888 -0,228 0,89 -0,196 -0,215 10,7734 -0,163 -0,141 -0,011
<,0001 0,1473 0,0002 <,0001 0,0012 0,0003 <,0001 0,007 0,0196 0,8514
1 0,1342 10,0378 0,6178 0,0559 0,0452 0,5527 0,0982 0,0692 0,1595
0,01 0,4657 <,0001 0,2806 0,3839 <,0001 0,0577 0,1816 0,002
1 0,3216 0,3252 0,3156 0,3165 0,0016 0,3631 0,2845 0,3362
<0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,975 <,0001 <,0001 <,0001
1 -0,119  0,9811 0,9865 -0,246 0,9389 0,85 0,809
0,0402 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
1 -0,089 -0,105 0,7129 -0,019 -0,038 0,1009
0,1258 0,0693 <,0001 0,7494 0,5175 0,0821
1 0,9801 -0,24 0,9418 0,8537 10,8109
<0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
1 -0,25 0,9374 0,8565 0,8109
<,0001 <,0001 <,0001 <,0001
1 -0,184 -0,18 -0,061
0,0004 0,0005 0,2361
1 0,8188 0,8153
<,0001 <,0001
1 0,6956
<,0001

1

Abreviacao das caracteristicas: arsénio (As), calcio (Ca), cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu), Ferro (Fe), magnésio (Mg),

manganés (Mn), fésforo (P), potéssio (K), selenio (Se), sodio (Na), enxofre (S) e zinco (Zn). P valores significantes (P < 0.05) estdo

destacados em negrito. Para cada mineral, primeira linha mostra as estimativas de correlagdes e a segunda linha mostra os P valores.
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Tabela 5. Correlacdes entre os valores genéticos gendomicos estimados pelo programa Gensel para o teor de cada mineral no musculo Longissimus dorsi
da raca Nelore.

As Ca Cr Co Cu Fe Mg Mn P K Se Na S Zn

As | 1,0000 0,0005 0,0017 0,1008 0,1501 -0,0278 0,0310 0,1644 0,0101 0,0422 0,1226  -0,0747 -0,0585 0,0527
0,9931 09738  0,0519 0,0037 05926 0,5506 0,0014 08453 04160 0,0178 0,1501  0,2595  0,3097
Ca 1,0000  0,0445 0,2213  0,0030 0,1643  0,4062 0,1772 04361  0,4063  -0,0651 0,4300 0,4188  0,3878
0,3911  <,0001 09544 0,0015 <,0001 0,0006 <,0001 <,0001 0,2100 <,0001 <,0001 <,0001

Cr 1,0000 02339 0,1764 0,0191 -0,0522 0,2722  -0,0660 -0,0865 0,2295 -0,0787 -0,0942 -0,1017
<0001 0,0006 0,7134 03148 <,0001 02037 0,0952 <,0001 0,1291  0,0693  0,0498
Co 1,0000 0,2398  0,0865 -0,0043 03559 0,0162 0,0008 02140 -0,0572 -0,0162 0,0289
<0001 10,0952 09344 <,0001 0,7552 09872 <,0001 0,2702  0,7554  0,5780
Cu 1,0000 0,0016 0,1750 0,2779  0,1684  0,1730  0,1929  0,0951  0,1321  0,1721
09757  0,0007 <,0001 0,0011 0,0008 0,0002 0,0665 0,0106 0,0008
Fe 1,0000 0,1623  0,0955 0,1819 0,1491 0,0026  0,1174  0,2337  0,0964
0,0017 0,0655 0,0004 0,0039 09608 0,0233 <,0001 0,0629
Mg 1,0000 -0,0305 0,9586 09661 -0,2055 0,8792  0,7027  0,6995
0,5574  <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001

Mn 1,0000  -0,0137 -0,0216 -0,0323 -0,0697 0,0257 -0,0016
0,7920  0,6774  0,5337 0,1794  0,6203  0,9758
P 1,0000 09524  -0,2669 0,8738  0,7212  0,6971
<0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
K 1,0000 -0,2752 0,8578  0,7061  0,6866
<0001 <,0001 <,0001 <,0001

Se 1,0000  -0,2509 -0,2006 -0,1390
<,0001 <,0001 0,0072
Na 1,0000 0,6751  0,6614
<0001 <,0001
Su 1,0000  0,4875
<,0001
Zn 1,0000

Abreviacao das caracteristicas: arsénio (As), calcio (Ca), cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu), Ferro (Fe), magnésio (Mg),
manganés (Mn), fésforo (P), potéssio (K), selenio (Se), sodio (Na), enxofre (S) e zinco (Zn). P valores significantes (P < 0.05) estdo

destacados em negrito. Para cada mineral, primeira linha mostra as estimativas de correlacdes e a segunda linha mostra os P valores.

56



As estimativas de variancia e a as estimativas de herdabilidades indicam (Tabela
3) que o contetdo mineral muscular deve responder a selecdo, € que a selegdo gendmica
¢ viavel dentro da raga Nelore, no entanto o pequeno tamanho da amostra e o
delineamento experimental de familias de meio-irmaos podem ter influenciado estas
estimativas. Um estudo semelhante dentro da raga Angus, com mais de 1.900
observagoes fenotipicas, encontrou estimativas de herdabilidade de 0,48, 0,15 ¢ 0,06
para as concentracdes de Fe, Na e Zn, respectivamente, e herdabilidade 0 para o Mg,
Mn, P e K, quando um modelo animal, que incorpora a matriz de parentesco numérica
foi utilizado para estimar os componentes de variancia. No entanto, quando o médulo
BayesC (que leva em consideragdo as relagdes gendmicas entre os animais) do
programa Gensel foi utilizado, a propor¢do da variancia explicada pelos os marcadores
genomicos foi de 0,37, 0,18, 0,20, 0,12, 0,03, 0,09 ¢ 0,17 para o Fe, Mg, Mn, P, K, Na e
Zn, respectivamente (MATEESCU et al., 2013).

2.2.4.2. Estudo de associa¢do genomica ampla e busca por genes candidatos.

Depois de selecionar SNPs com base no call rate, na frequéncia de alelos
(MAF<0.5) , no equilibrio de Hardy-Weinberg e imputar 0,80% dos genotipos perdidos,
449.364 loci estavam disponiveis para o GWAS.

Alguns minerais podem ser deficientes em forragens e pastagens. Assim, a
selecdo de animais com combinagdes genéticas vantajosas para o equilibrio de minerais
através de padrdes de absor¢do e excre¢cdo favordveis pode fornecer uma estratégia
adaptativa interessante. Além disso, o potencial genético para desempenho e
produtividade de gado de corte tem aumentado devido a selecdo de animais com
potenciais genéticos superiores, os quais geralmente requerem maior suplementacdo
mineral. Neste sentido, a selecdo para o equilibrio mineral deve ser favoravel também
para beneficiar os custos de produgdo.

A maioria das correlagdes entre os efeitos de substituicdo de alelos para a
concentragdes de minerais foram positivas, sugerindo que a selecdo gendOmica para
aumentar a concentracdo de um mineral levaria ao aumento da concentracdo de outros
minerais. O elevado numero de correlagdes genéticas significativas indica que
mecanismos biologicos similares podem afetar as concentragdes de minerais em geral, e
isso ¢ confirmado pelo achado de grupos funcionais semelhantes para todas as medidas

de minerais. Foram observados alguns genes e regides de QTLs coincidentes como
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aqueles apresentados, principalmente, na regido centromérica do BTAS para Fe, Zn ¢ P

(Figura 7).
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Figura 7. Graficos representando a variincia genética aditiva explicdaa por SNPs localizados no
cromossomo 8 para ferro (A), zinco (B) e fosforo (C).

Fonte: autoria propria
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Genes candidatos localizados dentro de 100 kb das regides dos SNPs mais
fortemente associados foram utilizados para procurar por grupos funcionais. A maioria
dos genes dentro dessas regides tem fun¢do na transdugdo de sinal, via de sinalizacdo,
parte integrante da membrana, membrana intrinseca, regulacdo de transcri¢do e ligacdo
de ions metalicos. Genes da familia transportadora de solutos foram identificados como
candidatos para as concentracdes de todos os minerais no musculo.

Sistemas de influxo celular de ions metélicos sdo fortemente regulados por
ambos 0s mecanismos de controle transcricional e pos-transcricional (EIDE, 1998). A
maioria dos genes que estdo subjacentes aos QTLs identificados para influenciar as
concentragdes de minerais indica que a arquitetura genética da concentragdo de minerais
no musculo provavelmente envolve genes que controlam o transporte ¢ a homeostase de
ions. Os genes com fungdes integrais de membrana, membrana intrinseca e proteinas
transmembranares foram identificados como estando associadas com todas as
concentragdes de minerais pois provavelmente transportam substancias especificas
através de membranas biologicas de uma forma ion-dependente.

A maior parte dos QTLs identificados foram de efeito pequeno (isto é&,
responsavel por menos de 1 % da variancia genética aditiva (Tabela 6). Alguns QTLs de
grande efeito também foram encontrados. Um QTL que explicou 6,53 % (Figura 8) da
variancia genética aditiva da concentragdo de Fe foi detectado localizado a 72 Mb do
BTA12 (Tabela 6). A regido do genoma que abriga este QTL de efeito importante inclui
os genes da familia ABC de transportadores (“A7TP-binding cassette family”). Proteinas
ABC transportam certo numero de substratos, incluindo ions metélicos através da
membrana plasmatica, bem como através das membranas intracelulares (VASILIOU et
al., 2009). O QTL de maior efeito detectado na raca Nelore associado com teor de Fe foi
mapeado em um cromossomo diferente do QTL de maior efeito descrito em Angus, o
qual estd localizado no BTAI1S5 e explica 4,76 % da variagdo genética aditiva da
caracteristica (MATEESCU et al., 2013). Na verdade, nenhum dos QTLs de grande
efeito para concentragdo de Fe no musculo Longissimus dorsi identificados em Angus
(MATEESCU et al., 2013) foi localizado na mesma regido dos encontrados neste estudo
(Tabela 6). Enquanto um QTL mapeado a 62 Mb do BTA1 explicou 1,52 % da variancia
genética aditiva da concentracdo de Fe em Angus, em Nelore essa regido gendmica
explicou apenas 0,05%. Morris et al, (2012) realizaram um estudo em bezerros
cruzados Jersey e Limousin para procurar QTLs que influenciavam as concentragdes de

minerais no figado, rim e musculo utilizando microssatélites e as regides do genoma
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identificadas para o teor de Fe também foram discordantes com as reportadas no

presente estudo.
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Figura 8. Grifico da varidncia genética aditiva explicada por janelas de 1-Mb de marcadores para
teor de ferro no musculo Longissimus dorsi da raca Nelore.

Fonte: autoria propria

Outros QTLs de efeitos maiores foram encontrados relacionados com o
conteudo de Se, Ca e Zn e foram localizadas no BTA11 a 22 Mb, BTA8 a 56 Mb ¢
BTAS8 a 10 Mb e explicaram 3,53, 2,59 e 2,55 % da variancia genética aditiva nesses
tracos, respectivamente (Tabela 6; Figuras 9, 10 e 11). O QTL de grande efeito
identificado no BTA8 a 10 Mb que explicou 2,55% da variancia genética aditiva do teor
de Zn também explicou 0,47 % da variancia genética aditiva na concentracdo de Fe.
Efeitos de substituicdo de alelo de varios SNPs localizados nesta regidao estavam na
mesma direcdo para ambas as concentragdes de Zn e Fe. A selecdo para o gendtipo neste
QTL poderia ser utilizada para melhorar as concentragdes de Fe e Zn simultaneamente
no musculo. Além disso, identificamos outros QTLs para contetdo de Zn no BTAS
situados a 11, 12, 76 ¢ 78 Mb. BTAS8 possui importantes QTLs influenciando as
concentragdes de Ca, Fe, Zn e P (Figura 7). O QTL neste cromossomo associado com
Fe localizado a 10 Mb estd em uma regido que abriga o gene SCARAS5 (“scavenger
receptor class A, member 5”) que estd relacionado com a homeostase celular e
transporte de ferro (LI ef al, 2009), ¢ ¢ um bom gene candidato para uma melhor
exploragao futura.

Algumas regides encontradas no estudo de associacdo gendmica ampla para as
medidas de forca de cisalhamento foram também identificadas para conteido de Ca.
Algumas destas regides coincidentes incluem as do BTA3 a 11 Mb, BTA17 a 39 Mb,
BTA 22 a 44 Mb e BTA 29 a 29 Mb, nas quais estdao localizados genes como TRPMS§
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(transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 8), ULBP3 (UL16
binding protein 3), C22H30ORF63 (chromosome 3 open reading frame 63 ortholog) e
SRPR (signal recognition particle receptor (docking protein)), respectivamente. A
influéncia dessas regides observadas na maciez da carne pode ser devido aos efeitos
dnas mesmas na regulacdo do conteudo de célcio, o qual é necessario para importantes

sistemas proteoliticos post-mortem.
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Figura 9. Grafico da variancia genética aditiva explicada por janelas de 1-Mb de marcadores para
teor de selenio no musculo Longissimus dorsi da raca Nelore.

Fonte: autoria propria
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Figura 10. Grafico da variancia genética aditiva explicada por janelas de 1-Mb de marcadores para
teor de calcio no musculo Longissimus dorsi da raca Nelore.

Fonte: autoria propria
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Figura 11. Grafico da variincia genética aditiva explicada por janelas de 1-Mb de marcadores para

teor de zinco no musculo Longissimus dorsi da raca Nelore.
Fonte: autoria propria

Tabela 6. Cromossomo, localizacio, niimero de SNPs e variacdo genética explicada pelos QTLs
mais importantes associadas com concentrag¢io de minerais do musculo Longissimus dorsi na raga

Nelore.

Caracteristica BTA®  Posicdo (Mb)" Nﬁ:l;;:c de Varidncia explicada (%)°
Arsénio 25 17 227 1,07
Calcio 8 56 126 2,59
Cromo 20 65 267 1,06
Cromo 9 50 160 1,01
Cobalto 6 70 300 0,48
Cobre 18 29 229 1,06
Ferro 12 72 94 6,53
Ferro 7 32 257 4,97
Magnésio 10 50 144 1,29
Manganés 6 66 219 0,71
Fosforo 3 115 236 1,12
Potassio 10 50 144 1,20
Selenio 11 22 243 3,53
Selenio 12 54 186 1,8
Sédio 6 35 184 0,41
Enxofre 1 28 193 0,71
Zinco 8 10 218 2,55

*BTA: Cromossomo bovino;
®Posi¢io (Mb): Posi¢do do QTL no cromossomo em mega bases.
‘Numero de SNPs dentro de uma janela del Mb

Porcentagem da varifincia genética aditiva explicada pela janela de 1 Mb.

62



O ferro ¢ necessario para varias vias metabolicas diferentes, que estdo
continuamente operando no nivel molecular e sdo essenciais para a vida humana
(WOOD; RONNENBER, 2006). Como foi encontrado em Angus (MATEESCU et al.,
2013), o melhor mineral candidato a selecdo genomica foi o Fe, devido a presenca do
QTL de maior efeito.

Numerosos genes relacionados ao transporte de ions foram encontrados como
candidatos para os QTLs detectados como influenciando as concentragdes de todos os
minerais. Curiosamente, genes relacionados ao transporte de sodio, incluindo os genes
SCN3B (“voltage-gated, type III, beta subunit), SCN4B (sodium channel, voltage-gated,
type IV, beta subunit) e SLC1342 (“Renal Sodium/Dicarboxylate Cotransporter”) foram
especificamente encontrados como candidatos para a concentracdo de Na, bem como os
genes relacionados com a atividade do canal de ions, tais como SCN3B, SCN4B, CLIC5
(“chloride intracellular channel 5) e KCNJI1 (“potassium inwardly-rectifying channel,
subfamily J, member 117).

Considerando-se o meio celular, o0 Mg ¢ um dos elementos mais abundantes e
estd envolvido em essencialmente todas as vias metabdlicas. Nossa andlise de
associacdo ampla do genoma revelou grupos funcionais de genes localizados nessas
regides de QTLs para o teor de Mg relacionados com a regulagdo da transcri¢do e
ligacdo de nucleotideos. Estudos t€m mostrado previamente que o Magnésio i0nico esta
relacionado com a estabilidade do RNA (MISRA; DRAPER, 1998) e DNA (HARTWIG,
2001).

Um estudo recente demonstrou que diferentes regides genOmicas devem
influenciar caracteristicas de qualidade de carne em bovinos zebuinos e taurinos
(TIZIOTO et al., 2013). Isto pode ser devido a diferencas entre as subespécies nas
frequéncias alélicas em mutagdes causais, ou a extensao de DL disponiveis para detectar
o QTL (BOLORMAA et al., 2013), o que deve refletir o fato que polimorfismos em
genes diferentes influenciam a variagdo dessas caracteristicas nessas subespécies. Outra
razdo para estas inconsisténcias pode ser devido a resolucdo das plataformas de
genotipagem utilizadas. A plataforma [//lumina BovineHD Bead Chip utilizada neste
estudo tem resolucdo consideravelmente maior do que a da BovineSNP50 ou de
microssatélites anteriormente empregados, que pode permitir a identificagdo de regides
genomicas nao identificadas através de exames de resolucdo mais baixa.

Um grande numero de registros fenotipicos e validagdo em outras populacdes

serdo necessarios para estimar com precisao os efeitos dos QTLs detectados, antes que
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esta informacdo possa ser utilizada de forma eficiente pelos programas de
melhoramento genético animal. Apesar das inconsisténcias entre os QTLs de maior
efeito nas racas Angus e Nelore, os grupos funcionais e vias metabodlicas identificadas a
partir das listas de genes candidatos sugeriram que os QTLs operaram dentro das
mesmas vias. Algumas redes de genes comuns como os da familia ABC de
transportadores que desempenham um papel importante na concentragdo de Fe também
foram encontrados em comparagdo com o que foi relatado por Mateescu et al. (2013).

Estudos que identificam QTLs associados ao teor de minerais teciduais foram
apenas recentemente realizados (MORRIS et al., 2012; MATEESCU et al., 2013), e os
mecanismos que controlam a homeostase mineral permanecem pouco compreendidos.
O aumento do interesse em GWAS ¢ decorrente da perspectiva de uso de marcadores
moleculares para melhorar a precisdo da estimativa de valor genético e aumentar a
nossa compreensdo do controle genético de caracteristicas importantes. Além disso, a
identificagdo de genes responsdveis pela variagdo de caracteristicas também pode
fornecer “insights” sobre os mecanismos biologicos que fundamentam a variagdao e os
efeitos provaveis da selecao sobre esses polimorfismos (PRYCE et al., 2010).

Além da eficiéncia de produ¢do, programas de melhoramento de gado de corte
devem comecar a considerar caracteristicas que influenciam a satde dos animais e que
também poderiam fornecer beneficios a satde humana (MATEESCU et al., 2013),
como a concentracdo de minerais no musculo/carne. A genotipagem em larga escala tem
sido utilizada por mais de 5 anos para explicar a variagdo em caracteristicas
quantitativas em bovinos, no entanto, os mecanismos bioldgicos que afetam a variagao

genética ainda sao pouco conhecidos.

2.2.5. Conclusao

Regides genomicas significativamente relacionadas com a composi¢cdo mineral
do musculo Longissimus dorsi foram identificadas em todos os cromossomos,
revelando a natureza poligénica dessas caracteristicas. Identificamos uma lista
abrangente de genes candidatos para os QTLs de maiores efeitos detectados que estdo
relacionados com o transporte de minerais e homeostase para posterior validagdo e
investigacdo de mutagdes causais. O melhoramento genético de caracteristicas de
composi¢ao mineral do tecido muscular pode permitir a identificagdo de animais com a

capacidade de utilizar eficientemente a oferta mineral e evitar a producdo de carne
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nutricionalmente deficiente. Este estudo fornece o primeiro passo para a sele¢do
gendmica para a concentragao mineral no tecido muscular em bovinos da raca Nelore, a
qual envolve a variabilidade em muitos genes. Identificacdo de variantes causais
subjacentes a QTLs de grandes efeitos permitiria a sele¢do a custo vidvel para a
melhoria das fungdes de transporte ¢ de metabolismo mineral em bovinos de origem

zebuinas.
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3. Capitulo 3. Identificacio de genes Candidatos para maciez de carne na raca

Nelore.’

3.1. Resumo
Os genes KCNJ11, MyoD1, CALCA e ASAPI foram investigados como candidatos para

maciez de carne com base nos efeitos previamente descritos e em suas localizagdes
proximas a QTLs descritos para maciez de carne em bovinos. Variagdes nas sequéncias
de DNA destes genes foram descritas através do sequenciamento dos mesmos em
animais extremos para forca de cisalhamento (FC). Polimorfismos de nucleotideo tinico
(SNP) foram identificados e validados por meio de diferentes abordagens, aproveitando-
se de projetos simultdneos que estdo sendo desenvolvidos com a mesma populagdo
Nelore. Para o gene ASAPI, no entanto, adotamos outra estratégia, uma vez que o0s
animais utilizados neste estudo possuem genotipos disponiveis na plataforma ///umina
BovineHD Bead Chip, a qual apresenta 169 SNPs localizados no gene ASAPI. Esses
SNPs foram utilizados para reconstru¢do de fase de ligagdo e formagdo de haplotipos
para posteriormente investigar a associagdo entre o gene ASAP1 e as medidas de FC. Ao
sequenciar o gene KCNJII foi possivel identificar 22 SNPs. Dois SNPs foram
genotipados em toda a populagdo. A andlise de associacdo entre os gendtipos € 0s
valores de FC revelou um efeito aditivo de um SNP em diferentes tempos de maturagdo
da carne (P < 0,05). O sequenciamento do gene MyoDI permitiu a identificacdo de 10
SNPs, no entanto ndo foi realizada a avaliagao de nenhum polimorfismo na populacao
completa. O sequenciamento do gene CALCA revelou 15 polimorfismos, sendo que um
deles apresentou associacdo sugestiva nos animais extremos (P < 0,1). No entanto, essa
associa¢do ndo foi confirmada quando utilizamos a populacao completa. Trés haplotipos
do gene ASAPI apresentaram associacdo significativa com maciez de carne (P < 0,05)
em diferentes tempos de maturacdo. Niveis de expressdo mais baixos dos genes
KCNJI1 e MyoD1 foram relacionados com redug¢do das medidas de FC e, portanto,
carne mais macia. Estudos com outras ragas e populagdes podem estimar a real
magnitude dos efeitos descritos neste estudo e podera ajudar a obter insights sobre a

hipotese de esses polimorfismos constituirem mutagdes causais.

*Tizioto, P.C. et al.Identification of KCNJ11 as a functional candidate gene for bovine meat tenderness.
Physiological Genomics, v, n..1215-21, 2013.

71



3.2. Introducao

A maciez da car, p.ne ¢ um dos principais desafios para o mercado de gado de
corte (VEISETH et al, 2004). Assim, ¢ importante desenvolver procedimentos para
prever com precisdo essa caracteristica. No entanto, apesar da sua importincia e o
conhecimento de sua moderada a alta herdabilidade (O'CONNOR et al, 1997),
praticamente ndo se faz selecdo sobre essa caracteristica em programas de
melhoramento de gado de corte, provavelmente devido ao custo envolvido na sua
avaliacdo, uma vez que a maciez ¢ medida apenas apos o abate do animal, e na
dificuldade técnica de mensuragdo confiavel. Uma alternativa para contornar estas
limitagdes ¢ a identificacdo de marcadores moleculares, que podem ser uteis para
selecionar precocemente de forma mais precisa animais com genotipos superiores.

As estratégias tradicionais dos programas de melhoramento ndo identificam os
genes e as vias metabdlicas que controlam as caracteristicas-alvo, e por isso, ndo
fornecem insight” sobre os mecanismos bioldgicos que controlam caracteristicas
complexas (GODDARD et al.. 2009). A estratégia de gene candidato tem sido adotada
na identificacdo de marcadores moleculares associados com caracteristicas de
importancia econdmica em bovinos, pois apresenta uma maneira mais acessivel, do
ponto de vista econdmico, para transferéncia ao produtor. Além disso, a identifica¢do de
genes subjacentes a variagdo de caracteristicas de producdo poderia aumentar a
compreensdo da biologia dos perfis fenotipicos observados. Geralmente, os genes
candidatos s@o eleitos com base na sua conhecida funcdo fisioldgica ou bioquimica e
posicdo gendmica estratégica.

Apesar do sistema proteolitico calpaina e calpastatina ja ter sido descrito como
influenciando a maciez de carne bovina (BARENDSE, 2002; CASAS et al, 2006;
CORVA et al., 2007; PAGE et al., 2002; SCHENKEL et al., 2006), essa caracteristica
estd sob controle poligénico, e os genes identificados até agora apenas explicam
pequena parte da sua variacdo genética. Identificar mais marcadores moleculares
relacionados as caracteristicas de qualidade de carne melhoraria a previsao precoce
dessas caracteristicas. A inclusdo de marcadores moleculares validados, associados as
caracteristicas de interesse, em painéis densos de SNPs também beneficiaria a sele¢do
genomica (GODDARD et al.,2009).

O gene KCNJII (potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member
11; Gene Bank ID: 532060), estd envolvido na via de secre¢do de insulina (ALEKSEEV
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et al., 2010) e as mutacdes estao relacionados com a fraqueza muscular (GLOYN et al.,
2004). Ele esta localizado no BTA15, perto de um loco para caracteristica quantitativa
(QTL) descrito para maciez de carne (REXROAD et al, 2001). Camundongos
transgénicos que possuiam o gene KCNJII nocauteado reduziram o armazenamento de
glicogénio, apresentaram fenotipo magro, menor gordura corporal e fraqueza muscular
(ALEKSEEYV et al., 2010).

A consideracdo deste gene como candidato para controlar a maciez da carne foi
baseada primeiramente em seu envolvimento na for¢a muscular (ALEKSEEV et al,
2010; GLOYN et al., 2004). Outras investigagdes da funcdo do gene KCNJ1I revelaram
um papel importante no armazenamento de glicogénio, uma componente chave do
processo bioquimico post-mortem que ocorre durante a transformagdo do musculo em
carne.

Na mesma regido desse QTL no BTAIS5 encontram-se mais dois genes
potencialmente candidatos a influenciar a maciez da carne conhecidos como CALCA
(Calcitonin gene-related peptide 1 precursor) e MyoD1 (Myogenic Differentiation 1)
(REXROAD et al., 2001). O gene CALCA codifica o hormodnio calcitonina, o qual esta
envolvido na regulacdo de calcio e no metabolismo de foésforo. J4 o gene MyoDI
codifica uma proteina que regula a diferenciacdo de células musculares, induzindo a
parada do ciclo celular, um pré-requisito para iniciacdo miogénica. Essa proteina ativa
promotores musculo-especificos, além de estar envolvida na regeneracdo muscular
(CALVO et al, 1999; HAWKE et al, 2001; LAGIRAND-CANTALOUBE et al.,
2009).

Optou-se por minerar essa regido do cromossomo 15, pois ha relatos prévios de
um QTL importante para maciez (REXROAD et al.,, 2001). Apesar desta ndo ter sido
identificada no estudo de associacdo genOmica ampla previamente apresentado, ndo
havia muitos SNPs representativos na raca Nelore na plataforma ///lumina BovineHD
Bead Chip para esses genes candidatos especificos, € portanto associagdes importantes
podem nio ter sido identificadas.

Além disso, andlises prévias utilizando uma amostra da populacdo Nelore
utilizada neste estudo, mostraram uma associagao entre o gene ASAPI (TIZIOTO et al.,
2012) e maciez de carne. O gene ASAPI, localizado no BTA14 codifica uma proteina de
transducdo de sinal envolvida na diferenciacio de fibroblastos em adipocitos e
possivelmente de outros tipos celulares (KING et al., 1999). Na plataforma /l/lumina

BovineHD Bead Chip, em que todos os animais do presente estudo foram genotipados,
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ha 169 SNPs localizados nesse gene, sendo assim, optou-se também por validar os
resultados previamente obtidos, realizando um estudo da associacdo das combinagdes
haplotipicas construidas com os SNPs representados no chip localizados no gene ASAP!
e as medidas de forca de cisalhamento.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os genes KCNJ11, MYODI, CALCA e
ASAPI como candidatos a influenciarem a maciez da carne bovina. Para alcanca-lo,
polimorfismos foram identificados e estudos de associacdo foram realizados numa
populacdo Nelore, utilizando tanto a variagdo nucleotidica quanto a variacdo de

abundancia de mRNA.

3.3. Material e Métodos

3.3.1. Animais e Coleta de dados fenotipicos

Um total de 460 novilhos Nelore produzidos, criados, confinados e fenotipados
quanto a variagdo da forca de cisalhamento medida apds 24 h post-mortem (FCO), apos
sete dias de maturacdo da carne (FC7) e apos 14 de maturagdo da carne (FC14) foram

utilizados neste estudo, conforme descrito no item 2./.3.1. do Capitulo 2.

3.3.2. Extracdo de DNA
A extracdo de DNA e avaliacdo da integridade do mesmo foi realizada conforme

descrito no item 2./.3.2 do Capitulo 2.

3.3.3. Selecdo de animais extremos fenotipicos

Para identificar polimorfismos nos genes candidatos, amostras de 14 animais
caracterizados como extremos da distribui¢do da FC medida a 24 post-mortem (FCO)
foram selecionados para o sequenciamento. Estes animais foram escolhidos com base
nos valores residuais obtidos a partir de um modelo estatistico utilizado para corrigir os
valores de FCO para variagdes ambientais, considerando os efeitos fixos de grupos de
contemporaneos (GC), nos quais foram incluidos os efeitos de local de nascimento,
local de confinamento, estacdo de monta e lote de abate. A idade do animal no abate ¢ o
pH da amostra de carne foram incluidos como covariaveis. Apdés a ordenacdao dos
valores residuais, animais classificados entre os 5% maiores e menores valores foram
selecionados, considerando-se ainda que fossem representadas familias de meio-irmaos

diferentes.
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3.3.4. Sequenciamento dos genes KCNJIl, CALCA e MyoDI pela metodologia de
Sanger

Os iniciadores (primers) de sequenciamento (Tabela 7, 8 e 9) foram desenhados
com auxilio do  software primer 3  plus, disponivel on line

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) para cobrir quase completamente os genes KCNJ1I ¢

CALCA. O gene MyoD1 foi sequenciado completamente. A qualidade dos primers foi
verificada pelo software OligoAnalyzer do site
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. Foram escolhidos os
melhores pares de primers desenhados, ou seja, os pares que apresentam AG maior que
0 (ideal para que ndo ocorram reagdes espontaneas), que nao formaram hairpin (primers
que ndo foram auto complementares) e que o produto de amplificacdo tivesse

aproximadamente 600 pb.

Tabela 7. Descricao dos primers utilizados para amplificacio e sequenciamento do gene KCNJ11
localizado no cromossomo 15 de 35650715 a 35653365 pares de base (GenBank ID: 532060).

Tamanho do  Inico do primer

Primer Sequéncias 5°-3 amplicon (pb) (pb)*

IF TGTGTGAGGTCTGGTCAGCC 35650754
582

IR ACACGTCCTGTAGGAAGCGG 35651316

2F TATGTGCTCACGCGACTAGC 35651191
707

2R ACCCACACCATTCTCCATGG 35651878

3F AGTGCCACCATCCACATGCA 35651791
644

3R AGCCTCACACAAGGTCCTGG 35652415

4F GCCCAAGTTCAGCATCTCTC 556 35652288

4R CTCATCACCTGCCCTTCCTA 35652824

S5F GAAGAACAGGCCCCACATT 35652697
686

5R GCAAGAACAGCCCAGAGTTT 35653363

6F AGGCCATTGATTGTGACCGG 533 35653248

6R GATGAGGCAACTGAAGCACA 35653761

F: forward; R: reverse; pb: pares de base, *Inicio de cada primer no BTA 15 de acordo

com a versao UMD3.1 disponivel no banco de dados NCBI.
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Tabela 8. Descricao dos primers utilizados para amplificacio e sequenciamento do gene MyoD1
localizado no cromossomo 15 de 35331399 a 35334046 pares de base (GenBank ID: 281938).

Tamanho do

Inico do primer

Primer Sequéncias 5°-3 amplicon (pb) (pb)*
IF GGGAGCCTGGTGTGAAAGTA 560 35331372
IR TAGTCGTCTTGCGTTTGCAC 35331912
2F CGGGCCGCTGTTTACTGT 508 35331881
2R TTCTAACAGTGCCCCCAGTC 35332459
3F GGATGCACAGGAAGGATACG 35332431

577
3R CAGCCAGAATTCGTGAGGAT 35332988
4F CTAAGCATGTAGTTCCCTCC 566 35332944
4R CAACAGTTCCTCGCCTCTC 35333491
SF TCCTCCCAACAGCGCTTTAA 35333450
640
SR TAAAATCCAGTCCCAACC 35334072

F: forward; R: reverse; pb= pares de base; *Inicio de cada primer no BTA 15 de acordo

com a versao UMD3.1 disponivel no banco de dados NCBI.

Tabela 9. Descricdo dos primers utilizados para amplificacio e sequenciamento do gene CALCA
localizado no cromossomo 15 de 38160931 a 38166439 pares de base pelo método de Sanger
(GenBank ID: 614663).

Primer

Sequéncias 5°-3’

Tamanho do

Inico do primer

amplicon (pb) (pb)*

IF ATCCTTCCCATCATTGGTTG 593 38160841
IR CGCAAATTCTGAACCCATTT 38161414
2F GGAATAACTTTGTGCGGACC 38161353

643
2R AGGACCAGGAAGGGCAGAA 38161977
3F CAGGTCTCTGGGTTCACTAA 38161891

622
3R GATAATGGCAGTTTGAGTCTG 38162490
4F TAATCTCCTAACTGCTTGGC 536 38162382
4R TTCTGTCTCCGGCTTCAGT 38162899
SF GTTAGTTGGTCAGCCATGTC 38164201

626
5R CCTAACTCCAGCTACCCAGG 38164807
6F TGAACATGCCTGTCACTGG 646 38164682
6R CACAGAACTATAGCAGCCAAT 38165307
7F GCTCCTCCAGGGAATTTTTC 615 38165183
7R TGTTAGAGTGTGGGCTGTAC 38165778
8F ACTCCAGGAAGAAAGGTGAG 470 38165711
8R AAGGTGGGTACGATTGTTGC 38166161
9F GAGCCTCAGTTTCCCCATAT 440 38166132
9R ACCTCATGTGCTCCTGAAGT 38166552
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F: forward; R: reverse; pb: pares de base; *Inicio de cada primer no BTA 15 de acordo

com a versao UMD3.1 disponivel no banco de dados NCBI.

Apoés testes para estabelecer as concentragdes dos reagentes e a
temperatura de amplifica¢do especifica dos primers, foram estabelecidas as seguintes
concentragdes: tampao de reacao 1X, 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 0,2 mM
de cada ANTP, 0,165 uM de cada primer, 0,65 unidades da enzima Taq DNA polimerase
e 200 ng de DNA. Agua deionizada autoclavada foi adicionada para completar o

volume final de 15 pL.

A amplificacdo constou das seguintes etapas: 5 minutos a 95°C para a

desnaturacdo inicial das fitas do DNA, seguidos de 35 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45

segundos a 59° : temperatura de anelamento dos primers, 45 segundos a 72 °C. Apds os

35 ciclos, o produto da amplificacdo foi submetido a etapa de extensdo final por 10
minutos a 72 °C.

As reagdes de PCR foram purificadas com o kit ExoSAP. Para purificacdo

foram adicionados 2 uL de ExoSAP a 5 pL de produto da PCR, a mistura foi colocada

no termociclador durante 15 minutos a 37 °C e 15 minutos a 80 °C.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o Kit ABI
PRISM® Big Dye terminator v. 3.1 cycle sequencing da Applied Biosystem. Para a
rea¢do de sequenciamento adicionaram-se 6 pL de dgua, 1 pL de Big dye (que contem
DNA polimerase, ddNTPs marcados e dNTPs), 1 pL de tampio (Mg™ e Tris-HCI), 4
pmol de primer e 1 pL de produto de PCR. As condigdes para reagdo de
sequenciamento constaram de: pré-incubagdo a 94 °C por 2 minutos e 25 ciclos a 96 °C
por 20 segundos, 59°C por 10 (temperatura de anelamento dos primers) e 60 °C por 4

segundos.

Os produtos de sequenciamento foram purificados para evitar que os
reagentes nao incorporados interferissem na leitura do seqiienciamento. Para isso foram
adicionados 40 pL de isopropanol 65% a temperatura ambiente (TA), homogeneizados e
incubados no escuro a TA por 15 minutos. Passado este tempo, centrifugou-se por 25
minutos a 16.000 g em TA e o sobrenadante foi descartado por inversdo. Foram
adicionados 200 pL de etanol 60%, a TA, centrifugou-se por 5 minutos a 16.000 g a TA
e o sobrenadante foi descartado (a lavagem com etanol 60% foi repetida duas vezes). As

reacdes ficaram no escuro para secar durante 1 hora e depois foram armazenadas em
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freezer (-20°C). A andlise dos produtos de sequenciamento foi feita no sequenciador
ABI Prism 3100 Avant (Applied Biosystems).
3.3.5. Andlise do sequenciamento de Sanger e descri¢do de SNPs

Os eletroferogramas gerados pelo sequenciador foram submetidos a
analise de qualidade através do programa Phred (EWING et al., 1998), que atribui um
valor de qualidade a cada nucleotideo identificado. Quanto maior o valor atribuido pelo
programa Phred, menor a probabilidade de ter ocorrido erro na designagdo do
nucleotideo. Em seguida, as sequéncias foram submetidas ao programa de montagem
Phrap (disponivel em: http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html), que agrupa as
sequéncias organizando-as em contigs. A visualizacdo das sequéncias geradas foi
realizada pelo programa Consed (GORDON et al., 1998) que permite a visualizagdo dos
SNPs (PROSDOCIMI et al.., 2002). Os SNPs presentes em ¢xons foram identificados
através de pesquisas em bancos de dados publicos, com base nos frames de leitura dos
genes. Estes foram analisados quanto a alteragdo de aminoécidos utilizando o programa

Gene Runner (disponivel em: http://www.generunner.net/).

O programa Haploview (BARRETT et al., 2005) foi utilizado para determinar o
desequilibrio de ligagdo e para identificar Tag SNPs. O teste exato de Fisher foi
aplicado para determinar se as frequéncias alélicas diferiam entre extremos para FCO,

comparando os genotipos em cada extremo.

3.3.6. Sequenciamento de proxima geragdo de fragmentos do gene CALCA
Aproveitando experimentos paralelos do nosso grupo de pesquisa,

desenvolvidos no Laboratorio de Biotecnologia Animal da Embrapa Pecudria Sudeste, e
da aquisicao recente de um novo equipamento de sequenciamento de proxima geragdo
(MiSeq, Ilumina Inc., San Diego, CA), regides do gene CALCA , para as quais o
sequenciamento pela metodologia de Sanger havia sido mal sucedido, foram
sequenciados conforme a metodologia a seguir.

As bibliotecas foram sintetizadas e quantificadas conforme o protocolo
Nextera da [Mlumina adaptado.
(http://supportres.illumina.com/documents/myillumina/2a3297c5-8a34-4fc5-a148-
3e16666fd65e/nextera dna sample prep guide 15027987 b.pdf).

Brevemente, primers contendo caudas com as sequéncias de adaptadores
[Nlumina (Tabela 10) foram desenhados e sua qualidade foi avaliada conforme descrito

no item 3.3.4. Apds testes para estabelecer as concentragdes dos reagentes e a
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temperatura de amplificacdo especifica dos primers, foram estabelecidas as seguintes
concentragdes: tampao de reacao 1X, 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 0,2 mM
de cada ANTP, 0,165 uM de cada primer, 1 unidade da enzima Taq DNA polimerase e
50 ng de DNA. Agua miliQ autoclavada foi adicionada para completar o volume final
de 25 pL.

A amplificacdo constou das seguintes etapas: 5 minutos a 95°C para a
desnaturacdo inicial das fitas do DNA, seguidos de 35 ciclos de 45 segundos a 94 °C,
45 segundos a 60° C (temperatura de anelamento dos primers), 45 segundos a 72 °C.
Apo6s os 35 ciclos, o produto da amplificacdo foi submetido a etapa de extensdo final
por 10 minutos a 72 °C.

Ap6s fazer um pool dos produtos das amplificacdes (SuL de cada produto)
para cada animal, realizou-se a purifica¢do utilizando o sistema de beads magnéticas
(AMPure XP beads), seguindo 0 protocolo recomendado.
(http://supportres.illumina.com/documents/myillumina/2a3297c¢5-8a34-4fc5-a148-
3e16666fd65e/nextera dna sample prep guide 15027987 b.pdf).

Os produtos das PCRs purificados foram entdo enriquecidos através de
uma PCR de 8 ciclos com o Kit de 96 indexes especificos para os adaptadores —
[Mlumina, os quais possibilitam a demultiplexacdo das amostras que serdo
posteriormente agrupadas. O material foi novamente purificado através do sistema de
beads magnéticas. Uma vez que ndo utilizariamos a capacidade real do sequenciador
MiSeq, ou seja terilamos uma cobertura grande de cada fragmento (<100x), a
representacdo equimolar de todas as bibliotecas ndo era necessaria. Por isso, todas as
bibliotecas (cada biblioteca representando um animal) foram agrupadas (SuL de cada
biblioteca) e a quantidade do pool de bibliotecas foi determinada utilizando PCR
quantitativo. Os 96 animais (delimitado pelo nimero méximo de combinagdes de
indexes possiveis) foram escolhidos aleatoriamente, considerando-se amostrar
diferentes familias (maior variabilidade).

O sequenciamento foi realizado no equipamento MiSeq da Illumina,
seguindo as recomendacdes do fabricante para o protocolo de pair-end reads de 500

ciclos utilizando o Kit v2.
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Tabela 10. Descri¢do dos primers utilizados para amplificacio e sequenciamento no equipamento
Miseq do gene CALCA (Gene ID: 614663).

Tamanho
A . >y do
PR Sequéncias 5°-3 .
amplicon
(pb)
IF TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGTGAA
GGGACTATGGTTGCC 406
IR GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCCAC
ATTTCTATATCCCCTGAA
IF TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCAGTA
TTGGAGGAGTTTAGCC 393
IR GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCATTC
CACATGCTGCTCAGTC
3F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCACCC
TGAGTTTTGAGTTCACA 390
3R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAAATC
TTGTTGAGGTCCTGTGTGT

PR: Primers; F: forward; R: reverse; pb: pares de base

Os SNPs presentes em éxons foram identificados através de pesquisas em
bancos de dados publicos, com base nos frames de leitura dos genes. Estes foram
analisados quanto a alteragdo de aminoacidos utilizando o programa Gene Runner

(disponivel em: http://www.generunner.net/).

3.3.7. Andlise do sequenciamento de proxima geragdo e descri¢do de SNPs

Os dados obtidos pelo Miseq (Illumina, Inc., San Diego, CA) foram
analisados seguindo trés etapas principais. O equipamento possui uma plataforma
integrada que fornece as andlises dos dados, no entanto optou-se por fazer o
alinhamento e a mineracdo dos SNPs manualmente para ter maior controle das
metodologias e filtros de qualidade utilizados. O MiSeq Reporter software gera métricas
de controle de qualidade que nos permitem analisar a qualidade das bibliotecas e o
desempenho do sequenciamento. A demultiplexacdo das bibliotecas e a remocdo das
sequéncias dos adaptadores foram realizadas utilizando o software Miseq Reporter
integrado na plataforma Miseq.

O programa Bowtie v.0.12.8 (LANGMEAD et al., 2009) foi utilizado para
o mapeamento das reads em relacdo ao genoma de referéncia de Bos taurus (versao
UMD3.1) disponivel no banco de dados do National Center for Biotechnology

Information (NCBI). Para cada amostra, um arquivo de extensdo “.bam” (arquivo
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binario do mapeamento da sequéncia) foi gerado, o qual foi utilizado para mapeamento
de polimorfismos utilizando a ferramenta mpileup do programa samtools
(http://samtools.sourceforge.net/samtools.shtml). Para filtragem dos dados obtidos,
utilizamos SNPs e dele¢des com cobertura de reads superior a 30, com MAF > 5% e
qualidade de genotipagem gerada pelo Samtools > 50.

Os SNPs identificados nessa regido estavam disponiveis para 96 animais.
Para verificar uma associagdo desses SNPs com a populagdo foi utilizado o método da
maxima verossimilhanga restrita (REML) implementado no programa SAS como sera

descrito no item 3.3.70 posteriormente.

3.3.8 Avaliagao dos efeitos dos SNPs selecionados nos genes candidatos.

Um SNP prospectado no gene KCNJII foi escolhido para avaliagdo na
populacdo com base no teste exato de Fisher realizado para identificar uma associacao
prévia entre os animais extremos € a maciez da carne. Para a escolha do outro SNP
buscou-se um TagSNP, ou seja, um SNP que apresentasse uma regido de alto
desequilibrio de ligagdo com outros SNPs contidos no gene. Um SNP no gene CALCA
também foi escolhido com base no teste de Fisher, além de ser considerada a frequéncia
alélica satisfatoria encontrada na populagio.

A determinagdo dos gen6tipos dos SNPs nos genes KCNJII e CALCA foi
realizada por meio da PCR em Tempo Real. Foi utilizado o sistema de detec¢do por
sondas de hidrolise TagMan™ (Applied Biosystems) em que sondas alelo-especificas
pareiam na regido alvo do SNP e permitem a identificagdo dos diferentes alelos. Para
genotipagem por TagMan™ foram utilizados 2,5 pL de master mix, 0,125 uL de ensaio,
7ng de DNA. Agua foi adicionada para completar o volume final da reagdo de SuL. Os
primers fornecidos pela Applied, utilizados na reacdo estdo descritos na Tabela 11.

Uma vez que ndo encontramos associagdo prévia realizando o teste de Fisher,
um SNP do gene MyoD1 foi escolhido para avaliagdo na populagdo devido ao padrdo
apresentado pela arvore de haplotipos desse gene. Arvores de haplétipos sio utilizadas
para estimar a histéria evolutiva da variagdo genética. Este tipo de estudo pode também
ser utilizado para testar hipoteses sobre o significado evolutivo da variacdo genética e
para identificar mutacdes que estdo associados a fendtipos. A arvore de haplotipos das
variagdes genéticas encontradas para o gene MyoD1 foi construida utilizando o software

TCS v1.21 (CLEMENT et al., 2000).
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Tabela 11. Descricio dos primers Forward (F); Reverse (R); sonda alelo especifica marcada com
VIC e alelo especifica marcada com FAM, disponibilizados pela Applied Biosystems, utilizados para
genotipagem dos SNPs por Tagman.

Gene Primer (Fe R) 5°- 3’ Sondas
KCNJ11 GCTGCACCTGCCTGTTC VIC-CTGTCCCCCACCCTGG (C)
1526C>T AGTCTCTCTCAGCCTCTTTCAGT FAM-TCTGTCCCCTACCCTGG (T)
KCNJ11 CCCAGCCTGCTGGATGT VIC-CCTGACCCTTGTCCGC (T)
230T>C CCACGGTGCGCTTGC FAM-CTGACCCTCGTCCGC (C)
CALCA CCGTGGGTTCAGAACTTGGT VIC-CGTTGTACCTATTTGCCACCCGCTT (A)
GCTCCCAGAACCTGCAACT FAM-CGTTGTACCTATTTGCCACCCACTT(G)

F: forward; R: reverse.

3.3.8. Reconstrugdo da fase de liga¢do e blocos haplotipicos dos SNPs localizados no
gene ASAPI

A genotipagem dos animais no Illumina BovineHD BeadChip (Illumina Inc.,
San Diego, CA) e o controle de qualidade foram realizados conforme descritos do item
2.1.3.2. do Capitulo 2.

Uma vez que o gene candidato ASAP1 apresentava varios SNPs representados
no chip, esse nao foi sequenciado, optando-se por trabalhar com a associagdo dos
haplotipos construidos com os SNPs ja genotipados pelo chip. Os haplotipos foram
construidos utilizando o software FastPhase (SCHEET; STEPHENS, 2006), que utiliza
um algoritmo baseado em Cadeia de Markov oculta. Esse método, baseado em um
modelo de cluster de haplotipos descrito por Scheet; Stephens (2006), assume que, ao
longo das regides curtas de um cromossomo, os haplotipos tendem a se aglomerar em
grupos. Devido a recombinagdo, os grupos de haplotipos, que sdo semelhantes em uma
regido de um cromossomo, serdao diferentes em outra regido, de acordo com a taxa de
decaimento no desequilibrio de ligacao.

Os blocos haplotipicos foram construidos utilizando o programa Haploview
(BARRETT et al., 2005) . Para andlise de associagdo foram considerados somente

combinagdes haplotipicas encontradas em pelo menos a quatro animais.
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3.3.9. Extragdo de RNA e dados de expressdo génica

Amostras do musculo Longissimus dorsi de 136 animais, colhidas no momento
do abate dos animais foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidas
em freezer -80 ° C até a extracdo de RNA. O RNA total foi extraido de 50-100 mg de
tecido muscular, ¢ 1pg de RNA total de cada amostra de musculo foi utilizado para
realizar a transcrigdo reversa, utilizando ImProm-II ™ Reverse Transcription System kit
(Promega). A extracdo de RNA foi realizada utilizando o reagente Trizol (Invitrogen ®),
seguindo as instru¢des do fabricante. Apos a extragdo o RNA foi quantificado e
submetido a eletroforese em gel de agarose para avaliar a integridade do mesmo.

A expressdo do gene CALCA nao foi investigada, uma vez que esse gene nao
estd expresso em tecido muscular. A analise da expressdo dos genes KCNJ11, MyoD1 e
ASAPI foram realizadas utilizando o sistema de deteccao LightCycler ® 480 (Roche)
no laboratorio de Biotecnologia Animal, localizado na ESALQ - USP. Reacdes foram
preparadas para um volume final de 10 pl contendo 1 mL de cDNA diluido 10x, 5 mL
de SYBR Green I Master (Roche) 2x e 0.4 mM de cada primer. O desenho dos primers
mostrados na Tabela 12 foi realizado baseado na sequéncia génica depositada no
GenBank, como descrito para o sequenciamento génico. Para assegurar a qualidade do
ensaio de PCR em tempo real, os tamanhos dos amplicons ficaram entre 80 e 150 pares
de bases, os primers tiveram pelo menos 50% conteudo de GC, primer forward e primer
reverse foram desenhados em diferentes éxons ou em jung¢dao éxon-éxon, tendo no
maximo 2°C de diferenga na temperatura de melting entre os primers do mesmo gene.

Os genes constitutivos RPL-19 (ribosomal protein L19), GAPDH
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) e EEFIA (Eukaryotic elongation factor
1A) foram utilizados como genes de referéncia na quantificagdo relativa. Para cada
gene, a eficiéncia individual de todas as amostras foi calculada através do software
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003), utilizando pelo menos quatro pontos da curva

de amplificagdo durante a fase exponencial das reagdes.
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Tabela 12. Primers utilizados nas analises de expressdo génica.

Gene (GenBank ID) Sequéncia dos primers (5'-3")

KCNJI1 (532060) F: AGTGCCACCATCCACATGCA
R: ACCCACACCATTCTCCATGG

F: GTTCCGACGGCATGATGG
R: ATGCTGGACAGGCAGTCG

MyoD1 (281938)

F: GAGACCACCGAGGACTACAACT
R : CTGTAAGGCTGTTCTATCTTGGTC

ASAPI(327705)

F: GCAGCCATTGTGGAGATG

EEFI1A (AJ238405.1
( ) R: ACTTGCCCGCCTTCTGTG

F:GCGTGAACCACGAGAAGTATAA

'APDH (281181
¢ (281181) R: CCCTCCACGATGCCAAAGT

F: GAAATCGCCAATGCCAAC

RPL-19 (51061
9 (510615) R: GAGCCTTGTCTGCCTTCA

Os dados de fluorescéncia obtidos no LightCycler ® 480 (Roche) foram
exportados para o LinRegPCR, que usa uma analise de regressdo linear dos dados de
florescéncia da fase exponencial da PCR para determinar a quantidade de mRNA na
amostra (RO0) e a eficiéncia de amplificacdo (E) usando as equacdes 1, 2 e 3. O software

determina também os valores de Ct (cycle threshold) para cada amostra.

logR =log (E+1) x n + log Ry; intercepto = log Ry, inclinacdo = log [E + 1] (D)
RO — lolntercepto (2)
E — loinclinaqio _1 (3)

A eficiéncia individual de todas as amostras foi calculada com o programa
LinRegPCR utilizando pelo menos quatro pontos da curva de amplificagdo durante a
fase exponencial da PCR. Um procedimento foi adotado para corrigir as eficiéncias
individuais para a eficiéncia ideal, definida em 2.0 (Equagdo 4).

Ct;j = log, (E_gene;{ ) 4)
Na qual:

Ct;; € o Ct da amostra #j corrigido para a eficiéncia 2.0

E gene; "W ¢ a atual eficiéncia calculado pelo LinRegPCR elevado pelos Ct das

amostras para o ij.
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3.3.10. Analises estatisticas
Nas analises para avaliar a influéncia dos marcadores sobre a maciez de

carne na populacdo Nelore estudada foi utilizado um modelo misto com os efeitos fixos
de grupo de contemporaneos e genotipos do marcador, a idade do animal na data do
abate ¢ o pH foram incluidos como covariaveis, além do efeito aleatério do touro
(progenitor). Para formacao dos grupos de contemporaneos foram considerados, os
efeitos de local, local de confinamento, estacdo de monta e lote de abate. As analises
foram realizadas pelo método da maxima verossimilhanca restrita (REML) utilizando o
programa SAS (SAS INSTITUTE INC., 2000).

O modelo matematico utilizado para investigar a associagao entre o marcador e
os diferentes tempos de forga de cisalhamento foi:

Yiju=p+ GCi+ M + Ty + bi(Ajju-a)+ ba(Piju-P)+eij (5)

em que:
Y ijuim = Observagdo no m-ésimo individuo, de idade A, filho do k-ésimo touro,

do j-ésimo genotipo para o marcador, pertencente ao i-€simo grupo de
contemporaneos.

u = Média Geral

GC; = Efeito fixo do i-ésimo grupo de contemporaneos;

M; = Efeito fixo do j-ésimo genotipo para o marcador;

Tk = Efeito aleatorio associado ao pai do animal, N~(0, cstz);

b; = Coeficiente de regressdo associado a idade do animal

Ajjiq = 1dade do animal na data da medida, a ¢ a idade média da medida.

b, = Coeficiente de regressao associado ao pH de cada amostra

Pj;q= valor pra cada observagdo de pH, p é o pH médio das amostras.

ejjk1 =erro aleatorio, suposto normalmente e independentemente distribuido com media
Zero e variancia cez

O procedimento mixed procedure of SAS (proc mixed) foi utilizado para testar
um modelo aditivo-dominante.

RT-gPCR (PCR quantitativo em tempo real) € um processo que envolve muitos
passos (como por exemplo, quantificacdo de RNA, eficiéncia da transcriptase reversa)
em que a variacdo ndo controlada pode levar a resultados imprecisos. Isto pode ser
evitado através da normalizacdo dos dados contra um gene de referéncia apresentando

diferenga minima entre as amostras e tratamentos. Encontrar genes que ndo sofrem
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variagdo entre amostras e tratamentos € que possam ser usados como referéncia nio €
uma tarefa trivial. Varios genes potenciais devem ser testados antes que os adequados
possam ser identificados.

Me¢étodos diferentes tém sido propostos para a selecdo de genes de referéncia
adequados, incluindo métodos que levam em consideragdo que a variagdo resultante
entre as amostras pode ser devida a efeitos fixos (tratamento, idade do animal, género,
raca, manejo e base genética), efeitos aleatdrios (amostra animal), suas interagdes e
variancias heterogéneas dos genes de referéncia (REVERTER et al., 2004; REVERTER
et al., 2005). Foi utilizado um modelo linear geral misto, que considera os efeitos fixos
e aleatdrios originados a partir do desenho experimental e outras variaveis, de acordo

com a seguinte equagio:
Yij=p+Gi+Sj+eij (6)

na qual:
Y;; ¢ o Ct para cada gene i na amostra j;
u ¢ a media geral do Ct;
G;j ¢ o efeito fixo para o gene ith (i=1, ..., 5);
S; ¢ o efeito aleatorio associado com a amostra considerando s; ~ NID (0, 6,°);
ejj ¢ efeito aleatorio residual, com e;; ~ NID (0, 062).

Com base no modelo, melhores preditores lineares ndo viesados (BLUPs)
foram obtidos para efeito de amostra aleatdria, e estes foram utilizados para obter e
ajustar o Ct valor (CtA).

Apds o ajuste dos valores de Cq, um modelo linear geral misto que inclui
efeitos de abate, de parentesco, idade e do pH foi aplicado para cada tempo de
maturagdo da carne para verificar a associagdo entre o nivel de expressdo dos genes

KCNJI11, MyoD1 e ASAPI e a maciez da carne.
3.4. Resultados e discussao
3.4.1.Estatistica descritiva das caracteristicas de produ¢do de carne

A Tabela 13 apresenta os dados de estatistica descritiva para forca de

cisalhamento em diferentes fases de maturagdo da carne.
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Tabela 13. Estrutura dos dados (estatisticas descritivas) das caracteristicas estudadas.

Caracteristica N Média = DP CV (%) Minimo Maximo

FCO 461 8,82+2,02 20,68 2,91 12,12
FC7 423 5,09+1,62 29,71 1,91 10,31
FC14 434 4,05 +1,40 35,08 1,49 9,61

N: Numero de animais avaliados; DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variagao; FCO:
forga de cisalhamento medida apds 24 horas do abate dos animais; FC7: forca de
cisalhamento medida apos 7 dias de maturacdo da carne; FC14: for¢a de cisalhamento
medida apos 14 dias de maturagdo da carne.

A diferenca no nimero de animais utilizados para as diferentes medidas de forca
de cisalhamento deve-se ao fato de ter havido perdas durante o processo de maturacao,
por exemplo, devido a embalagens danificadas.

E possivel observar um aumento gradativo da maciez da carne nas diferentes
fases de maturagdo, o que era esperado do ponto de vista bioquimico. Durante o
processo de maturagdo da carne, a agdo de enzimas enddgenas responsaveis pela
maciez, como por exemplo, as Calpainas, sdo potencializadas. Essas enzimas sao
capazes de degradar as proteinas miofibrilares, causando assim um aumento da maciez
da carne. Apds cerca de quatro dias de maturagdo, grandes mudangas sao observadas na
maciez da carne, por agdo das Calpainas (MORAIS; AZEVEDO, 2003). As
Calpastatinas, responsaveis por inibir a acdo das Calpainas, causando diminui¢do da
degradagdo das proteinas miofibrilares, também influenciam as medidas de maciez da

carne decorrentes do processo de maturagao.

3.4.2. Analises de variancia para for¢a de cisalhamento nos diferentes tempos de

matura¢do da carne

As Tabelas 14, 15 e 16 apresentam um resumo da andlise de varidncia da
caracteristica forca de cisalhamento medida em diferentes fases de maturagdo da carne.
Estas demonstram os efeitos de grupo de contemporaneos, pai, idade do animal na data
do abate e pH incluidos no modelo estatistico e fornecem o quanto o modelo esta

explicando da caracteristica, através da medida do coeficiente de determinagao.
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Tabela 14. Resumo das anilises de variincia da forca de cisalhamento medida 24 horas post -
mortem.

Graus de FCo

Fonte de variacio liberdade  Quadrados médios Valor de P
Grupo de Contemporaneos 11 10,75 <0,0001***

Pai 30 1,70 0,6177

Idade 1 4,04 0,1461

pH 1 2,25 0,2774

Residuo 154 1,89 -
R’ 0,47

R* coeficiente de determinagdo; Idade: idade do animal na mensuragao; *** P < 0,01.

Tabela 15. Resumo das anadlises de variincia da forca de cisalhamento medida apos 7 dias de
maturacio da carne.

Graus de FC7

Fonte de variacio liberdade =~ Quadrados Médios Valor de P
Grupo de Contemporaneos 11 6,09 <0,0092%***

Pai 30 2,81 0,3340

Idade 1 0,11 0,8342

pH 1 5,57 0,1407

Residuo 148 2,54 -
R’ 0,32

R”: coeficiente de determinacéo; Idade: idade do animal na mensuragdo. *** P< 0,001

Tabela 16. Resumo das analises de varidncia da for¢a de cisalhamento medida apo6s 14 dias de
maturacio da carne.

Graus de FC14
Fonte de variacio liberdade Quadrados médios Valor de P
Grupo de Contemporaneos 11 5,93 < 0,0005%***
Pai 30 1,48 0,7363
Idade 1 8,52 0,0320%**
pH 1 2,15 0,2787
Residuo 151 1,81
R® 0,34

R*: coeficiente de determinacdo; Idade: idade do animal na mensuracdo; *** P < 0,01;
**Pp < (,05.
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3.4.3. Identificagdo de SNPs nos genes candidatos sequenciados e escolha de SNPs

para avaliagdo na populagdo

O gene MyoDI foi sequenciado completamente, no entanto, para os genes
KCNJI11 e MyoD1, as regidoes cromossomicas de 35650316 até 35650754 e 38162918
até 38163092 pares de base (pb), respectivamente, ndo foram sequenciadas devido a
problemas de amplifica¢do de alguns fragmentos.

O sequenciamento do gene KCNJII revelou 22 SNPs (Tabela 17). As
frequéncias alélicas dos alelos menos comuns (MAF: Minor allele frequency) para os
SNPs identificados nos animais extremos variaram entre 0,07 ¢ 0,46.

Apenas um SNP encontrado na regido codificadora foi uma muta¢do nao-
sindnima. O SNP 1186G>A ¢ constituido por uma troca de uma Guanina por uma
Adenina, causando a substituicdo do aminodcido Asparagina (aminodcido polar, grupo
R carregado negativamente) por um aminoacido Serina (aminoacido polar, grupo R nao
carregado). Os demais 6 SNPs encontrados na regido codificadora sdo mutagdes
sindnimas, ou seja, ndo modificam o aminoacido. Além destes, foram encontrados 2

SNPs na regido 5"UTR, 12 SNPs na regido 3'UTR e 2 SNPs na regido intergénica.
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Tabela 17. Descricido dos SNPs identificados no gene KCNJII em novilhos Nelore extremos
fenotipicos (n=14) para forc¢a de cisalhamento medida apos 24 h post-mortem, P valores para o teste
de Fisher e frequéncias alélicas dos alelos menos comuns (MAF)

*Regiio

P

SNP  NCBI ss# 'Localizagio o Sequéncias SMAF
- génica flanqueadoras valores

189G>A 537718959 189pb 5'UTR GGTGGC(G/A)AACAGG 0,269 0,11
241T>C 537718961 241pb S'UTR CTGAGG(T/C)GTGAGG 0,049* 0,46
1059C>A 537718963 1059pb CDs GACCTC(C/A)GGAAGA 0,403 0,07
1186G>A 537718965 1186pb CDs GCAATA(G/A)CATCTT 0,272 0,4
1220C>T 537718967 1220pb CDs CTACCA(C/T)GTCATT 0,545 0,41
1241G>A 537718969 1241pb CDS CAGCCC(G/A)CTCTAT 0,227 0,22
1424T>C 537718971 1424pb CDs CTACTC(C/T)GTGGAC 0,254 0,13
1526C>T 537718973 1526pb CDs GACCCT(T/C)GTCCGC 0,254 0,13
1629C>T 537718975 1629pb 3’'UTR TGGGCT(C/T)CCTTCT 0,195 0,34
1693C>T 537718977 1693pb 3'UTR GCCCCT(C/T)GGCCAG 0,195 0,15
1869C>T 537718979 1869pb 3'UTR TCGTCC(C/T)GCTCCC 0,176 0,46
1893A>G 537718981 1893pb 3'UTR TGACAG(A/G)GCTGTG 0,021* 0,42
1933C>T 537718983 1933pb 3'UTR TCCATC(T/C)GATCTTG 0,269 0,11
1934G>A 537718985 1934pb 3'UTR CCATCT(G/A)ATCTTG 0,265 0,12
1938C>T 537718987 1938pb 3'UTR CTGATC(T/C)TGGGCC 0,269 0,11
2009C>T 537718989 2009pb 3'UTR GAGGCC(C/T)GCTGCC 0,326 0,3
2291A>G 537718991 2291pb 3'UTR TTAATG(A/G)GGGCTC 0,333 0,4
2307A>G 537718993 2307pb 3'UTR GGCCCA(G/A)GGCTGC 0,833 0,1
2342T>C 537718995 2342pb 3'UTR GTCCCC(C/T)ACCCTG  0,018* 0,39
2621G>A 537718997 2621pb 3'UTR TTTGTC(G/A)TCAATA  0,004** 0,42
2952C>T 537718999 2952pb Regla(j . ATCACA(C/T)GTCCAG 0,049* 0,46

intergénica

Regido
3037G>A 537719001 3037pb : A TCTAAC(G/A)TAACCT 0,06 0,36

intergénica

"Baseado no banco de dados NCBI; *baseado na sequéncia depositada no banco publico

NCBI; *MAF: Minor allele frequency dos SNPs nos animais extremos fenotipicos; *
indica P<0.05; ** indica P<0.01.

O padrao de desequilibrio entre os 22 SNPs identificados no gene KCNJII

mostrou que o SNP 1526C>T ¢ um dos principais TagSNP representante em uma regiao

com alto desequilibrio de ligacdo. Através do TagSNP 1526C>T ¢ possivel inferir a
variacao genética dos SNPs 189G>A, 1424T >C, 1933C>T, 1934G>A e 1938C>T.

De modo a avaliar a influéncia do gene KCNJII na maciez da carne, como uma

primeira abordagem as frequéncias genotipicas dos SNPs identificados foram

comparadas entre os grupos de animais com fenotipos extremos para FCO. Como
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mostrado na Tabela 17, o SNP 2342T>C apresentou uma associag@o significativa (P <
0,05) com FCO. Nessa comparagao, observou-se uma prevaléncia do alelo T nos animais
agrupados no grupo de menores residuos para FC0O. Com base nos critérios acima, os
SNPs 1526C>T e 2342T>C foram escolhidos para a avaliagdo em toda a populacao.

O SNP e 2342T>C, escolhido por apresentar uma associa¢do prévia nos animais
sequenciados extremos para FCO, também apresentou frequéncia alélica e genotipica
desejavel para estudos de associacdo, pois estd segregando para os dois alelos,
apresentando MAF de 0,39 (Tabela 17).

Para o gene MYODI, foram prospectados 10 SNPs (Tabela 18). O
SNP481Ins>Del, localizado no éxon 1, ¢ constituido de uma insercao/delecao de uma
base adenina e modifica a matriz de leitura. Mutacdes do tipo insercdo/delecdo tém
potencial de ter grandes efeitos no fendtipo, pois modificam a matriz de leitura dos
aminodcidos, no entanto a frequéncia da mutagdo observada foi muito baixa
(MAF=0,077), motivo pelo qual descartamos a possibilidade de realizar um estudo de
associacao com esse SNP em toda populacdo. Os SNPs 754C>T, 1079T>G e 1177G>A,
também estdo localizados no éxon 1 e as substituicoes nucleotidicas causam
modificacdo dos aminodcidos codificados; de Arginina para Cisteina, de Isoleucina
para Serina e de Glicina para Serina, respectivamente, no entanto as frequéncias
observadas também nao foram desejaveis para estudos de associagcdoes. Os SNPs
1327T>C e 1527C>A estao localizados no intron 1 € os SNPs 2365G>C, 2391G>A,
2339A>C e 2665C>G estdo localizados no éxon 3. Nenhuma associag@o significativa
foi encontrada entre os SNPs prospectados no gene MyoDI e FC avaliando os animais
extremos para maciez de carne FC (P< 0,05) considerando os resultados do teste exato
de Fisher (Tabela 18).

Em geral os valores de MAF observados foram baixos, sendo o maximo valor
encontrado de 0,19. A baixa frequéncia observada para os polimorfismos pode ser
devida ao papel funcional essencial exercido pelo gene MyoDI como ativador de
transcricdo de genes relacionados ao desenvolvimento muscular e, portanto, esse deve
ser um gene bastante conservado devido as pressdes seletivas. A validacdo em
populacdes de bovinos de corte deve contribuir para estimar as reais frequéncias alélicas

e o efeito desses marcadores na maciez da carne.
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Tabela 18. Descricio dos SNPs identificados no gene MyoDI em novilhos Nelore extremos
fenotipicos (n=14) para forc¢a de cisalhamento medida apos 24 h post-mortem, P valores para o teste
de Fisher e frequéncias alélicas dos alelos menos comuns (MAF)

Gene MyoD1
*Regiio P
SNP "Localizacgio  génica  Sequéncias flanqueadoras valores ‘MAFs
481Ins>Del  481bp Exonl CTGGTT(/D)ATACAT 0,5000 0,077
754C>T 754bp Exonl GATCCG(C/T)GCCTCG 0,2692 0,077
1079T>G 1079bp Exonl GCTATA(T/G)CGAAGG 0,2692 0,038
1177G>A 1177bp Exonl CGCAGC(G/A)GCGAAC 04615 0,038
1327T>C 1327bp intronl GCCCTC(T/CO)GGTTGG 0,4406 0,115
1527C>A 1527bp f,ntronl TGTTGC(C/A)GAAATG  0,3182 0,083
Exon3
2365G>C 2365bp 5’UTR ATCGGG(G/C)GGCGCC  0,2692 0,115
Exon3
2391G>A 2391bp 5’UTR CCGAGG(G/A)ATGGCG  0,1958 0,154
Exon3
2339A>C 2539bp 5’UTR AAGGAC(A/C)TGGTCC  0,4079 0,192
Exon3
2665C>G 2665bp 5S’UTR CCCCTC(C/G)CCCATG 0,4167 0,042

"Baseado no banco de dados NCBI; *baseado na sequéncia depositada no banco publico

NCBI; *MAF: Minor allele frequency dos SNPs nos animais extremos fenotipicos.

Para escolher um SNP candidato para avaliacdo na populacdo consideramos a
estratégia de arvores de haplotipos. Arvores de haplotipos sio utilizadas para estimar a
histéria evolutiva da variagao genética. Este tipo de estudo pode também ser utilizado
para testar hipoteses sobre o significado evolutivo da variacdo genética e para identificar
mutagdes que estdo associadas a fendtipos. Iniciamos um estudo de arvore de haplétipos
para o gene MyoD]1 (Figura 12).

Esta andlise detectou dez haplodtipos diferentes e inferiu trés adicionais. Os
haplotipos  detectados  foram:  1)-CTGTCGGAC; ii)-TTGTCGGAC;  iii)
ACTGTCGGAC; 1iv)-CTGTCGAAC; v)-CTGTCGGCC; vi)-CTGTCCGCC; vii)-
CGATCCGAC; viii)-CTGCAGGCC; ix)-TTGCAGGCC e x )-CTGGCCGGCG. Os trés
haplétipos inferidos foram: xi)-CTATCGGAC, que deveria ter surgido a partir do
haploétipo 1; xi1)-CGATCGGAC, que provavelmente seria originado do hapldtipo xi e
xii1)-CTGTAGAAC, que seria derivado do haplotipo v. Os haplétipos inferidos podem
nao ter sido detectados devido ao tamanho reduzido da amostra analisada. Ou podem ter

sido eliminados da populagao.
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O haplétipo identificado como ancestral foi o CTGTCGGAC (i); esta sequéncia
mostrou os nucleotideos consensos de todas as variagdes identificadas. O haplotipo
ancestral foi obervado em um animal classificado no extremo de menor residuo para
FCO0. Embora o haplotipo ancestral devesse ser o gendtipo mais frequente, isso nao foi
observado, provavelmente por causa do viés da amostragem de animais extremos
utilizada, ou até mesmo devido aos impactos da selecao. O haplotipo iv foi encontrado
em quatro animais, trés dos quais eram da classe do mesmo fendtipo extremo.

Considerando a prevaléncia do haplétipo iv nos animais com maiores residuos
para a for¢a de cisalhamento e que esse surgiu a partir do haplotipo i, encontrado em um
animal do outro extremo fenotipico, consideramos que a variacdo que diferenciasse o
haploétipo 1 do iv deveria ser importante para a determinagdo do fenotipo de interesse. O
haplotipo iv apresenta somente um SNP (2391G>A) contendo o nucleotideo mutante,
sendo assim, este foi o SNP escolhido para a avaliagdo na populagao.

No entanto ndo conseguimos estimar os efeitos deste SNP na populagio
completa, devido a problemas que encontramos com ensaios Tagman. A futura avaliagao
deste SNP na populagdo completa deve esclarecer o real efeito desse SNP na maciez da

raca Nelore.
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Haplotipo inferido i Haplétipo detectado

Haplotipo encontrado (D) viii
em trés animais com

fendtipo duro e e um
animal com fenotipo
macio

Figura 12. Arvore de haplétipo das variaces detectadas pelo sequenciamento do gene MYODI.
Fonte: autoria propria

Apenas um SNP foi encontrado na sequéncia codificadora do gene CALCA (SNP
1905C>Q@), o qual a alteracdo de uma Citosina por uma Guanina causa a modifica¢ao do
aminoacido Valina para Leucina (Tabela 19). O SNP872C>G, apesar de estar localizado
no éxon 1, ndo constitui uma sequéncia codificadora, pois estd localizado na regido
5’UTR.

A maioria dos polimorfismos sdo substituicdo de bases (transversdes ou
transicdes), no entanto, o polimorfismo 3285Del>CTAC ¢ constituido de uma
delecao\insercado de quatro bases, uma vez que esse polimorfismo foi identificado
posteriormente aos demais, aproveitando-se de projetos paralelos com sequenciamento
de proxima geracdo, temos o gendtipo desse SNP disponiveis para 96 animais
(escolhidos aleatoriamente da populagdo), assim como para os SNPs 3071T>C e
3757A>G, e por isso ao invés de realizarmos um teste exato de Fisher para visualizar a
possivel associacdo dos mesmos, fizemos um estudo de associagdo utilizando o método
da maxima verossimilhanca restrita (REML) implementado no programa SAS, que sera
apresentado posteriormente na se¢do em que discutiremos os resultados de associagdo

dos SNPs escolhidos para a avaliagdao na populagao.
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Assim como descrito para o SNP2342T>C do gene KCNJ11, o SNP1360C>T

localizado no intron 1 do gene CALCA foi escolhido para avaliagdo na populagao

completa, uma vez que suas frequéncias genotipicas foram comparadas entre os grupos

de animais com fendtipos extremos para FC0 e uma associacao sugestiva (P <0,010) foi

observada para FCO. Nessa comparacdo, observou-se prevaléncia do alelo T nos

animais agrupados no grupo de maiores residuos para FCO.

Tabela 19. Descricio dos SNPs identificados no gene CALCA em novilhos Nelore extremos
fenotipicos (n=14) para forca de cisalhamento medida apds 24 h post-mortem, P valores para o teste
de Fisher e frequéncias alélicas dos alelos menos comum (MAF)

Gene

CALCA

*Regido
SNP "Localizacio génica Sequéncias flanqueadoras P valores SMAFs
872C>G 872pb Exonl 5’UTR  CAATCG(C/G)CTACCG 0,1958 0,385
978A>G 978pb fntron 1 CCCTCC(C/T)CcCTCCC 0,1748 0,346
1090T>G 1090pb Intron 1 CCAAGG(C/A)TTCCTC 0,1958 0,154
1334C>G 1334pb Intron 1 CGCCGT(G/C)GGTTCA 0,1748 0,308
1360C>T 1360pb Intron 1 CCAAAG(C/T)GGGTGG 0,0699 0,154
1523T>C 1523pb Intron 1 GCTGAC(C/T)GGTAGA 0,2040 0,308
1905C>G 1905pb Exon2 (CDs) CTGGCC(G/C)TGTACC 0,4406 0,115
2120T>G 2120pb fntron 2 TGTAGC(A/C)CACAGT 0,5385 0,038
2575G>A 2575pb intron 2 ACAGTT(G/A)GAGCAG 0,5385 0,077
3071T>C 3071pb fntron 3 CTGGAAA(T/CO)TGTCTG 0,02500 -
3285Del>
CTAC 3285pb fntron 3 CCTAC(Del/CTAC)TGAGGA 0,2344 -
3757A>G 3757pb intron 3 AAACCT(A/G)GTTCTC 0,28645 -
4140T>C 4140pb intron 3 ATGGAC(T/C)ATAGCC 0,4406 0,115
5095T>A 5095pb fntron 3 GGAATT(T/A)TTCCAA 0,3263 0,192
5732G>A 5732pb intron 4 TTGCTG(A/G)CCCCAG 0,2165 0,269
5763T>C 5763pb intron 4 AGAGTC(T/C)GAATAT 0,4406 0,115
6590C>T 6590pb Intron 4 GTTTGC(T/C)TTACTA 0,3263 0,192
6035G>A 6035pb intron 4 AGCCTC(A/G)GTTTCC 0,5455 0,167

"Baseado no banco de dados NCBI; *baseado na sequéncia depositada no banco publico

NCBI ¢ frequéncias alélicas dos alelos menos comum (MAF) dos SNPs nos animais

extremos fenotipicos.
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3.4.4. Descricio dos SNPs presentes na plataforma Illumina BovineHD
BeadChip localizados no gene ASAPI e construgdo de haplotipos

Nao houve a necessidade de sequenciar o gene ASAPI, pois ha 169 SNPs nesse

gene representados na plataforma /llumina BovineHD BeadChip (Tabela 20).

Tabela 20. Descricio dos SNPs localizados no gene ASAPI presentes no lllumina BovineHD
BeadChip.

Gene ASAPI

Nome do SNP Localizacdo em pb no cromossomo 14 Regifio do gene Variacao
Hapmap23192-BTC-059018 11328725 Intron 1 G/T
BovineHD 1400003189 11330635 Intron 1 C/T
BovineHD1400003190 11333062 Intron 1 G/A
BovineHD1400003191 11336233 intron 1 AG
BovineHD1400003192 11337518 intron 1 T/G
BovineHD 1400003195 11343701 Intron 1 A/G
BovineHD 1400003196 11344156 fntron 1 T/C
BovineHD1400003197 11346513 Intron 1 T/G
BovineHD1400003198 11347848 Intron 1 T/C
BovineHD 1400003199 11348315 Intron 1 C/T
BovineHD1400003200 11348966 Intron 1 A/G
BovineHD 1400003201 11350860 intron 1 C/T
BovineHD 1400003202 11351935 Intron 1 T/C
BovineHD 1400003208 11373591 Intron 2 T/C
BovineHD 1400003209 11377415 intron 2 T/C
BovineHD1400003210 11382929 Intron 2 C/T
BovineHD1400003211 11386690 Intron 2 T/C
BovineHD1400003213 11390881 Intron 2 T/C
BovineHD1400003214 11393266 Intron 2 A/G
BovineHD 1400003215 11394613 intron 2 A/G
BovineHD1400003216 11396305 intron 2 A/G
BovineHD1400003217 11399483 Intron 2 C/A
BovineHD 1400003227 11436131 fntron 3 T/C
BovineHD1400003228 11438240 Intron 3 A/G
UA-IFASA-8705 11440482 Intron 3 G/A
BovineHD4100011103 11442537 Intron 3 C/T
BovineHD1400003229 11445567 fntron 3 G/T
BovineHD1400003230 11449356 Intron 3 T/C
BovineHD1400003231 11450719 Intron 3 T/C
BovineHD 1400003232 11451934 fntron 3 C/T
BovineHD 1400003233 11462776 Intron 3 A/G
ARS-BFGL-NGS-31174 11466299 Intron 3 G/A
BovineHD1400003234 11467046 Intron 3 A/C
BovineHD1400003235 11470115 fntron 3 A/G
BovineHD 1400003236 11471897 Intron 3 T/C
BovineHD1400003237 11474322 intron 3 G/A
BovineHD1400003238 11478992 intron 3 G/T
BovineHD 1400003239 11481748 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003240 11484407 fntron 3 T/C
BovineHD1400003242 11488405 Intron 3 A/C
Hapmap30100-BTC-009671 11490338 Intron 3 T/C
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BovineHD 1400003243 11491687 Intron 3 C/T
BovineHD 1400003244 11492302 Intron 3 C/T
BovineHD 1400003245 11493180 Intron 3 C/T
BovineHD 1400003246 11494742 Intron 3 T/G
BovineHD 1400003247 11495941 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003248 11496412 Intron 3 T/G
BovineHD 1400003249 11497353 Intron 3 C/T
BovineHD 1400003250 11497917 Intron 3 G/T
BovineHD 1400003251 11499151 Intron 3 T/C
BovineHD 1400003252 11500084 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003254 11501300 Intron 3 G/T
BovineHD 1400003255 11502833 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003256 11504668 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003258 11509096 fntron 3 C/T
BovineHD 1400003259 11511818 Intron 3 T/C
BovineHD 1400003261 11513249 Intron 3 T/C
BovineHD 1400003262 11513900 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003263 11514842 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003264 11516663 Intron 3 G/A
BovineHD 1400003265 11517309 Intron 3 G/A
Hapmap26533-BTC-009833 11519315 fntron 3 C/T
BovineHD 1400003268 11522041 Intron 3 G/A
BovineHD 1400003270 11524915 Intron 3 G/A
BovineHD 1400003272 11528469 Intron 3 C/T
BovineHD 1400003273 11531625 Intron 3 C/A
BovineHD 1400003274 11533941 Intron 3 G/T
BovineHD 1400003276 11539298 Intron 3 C/T
BovineHD 1400003277 11541742 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003278 11543390 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003279 11544329 Intron 3 G/T
BovineHD 1400003280 11545009 Intron 3 A/G
BovineHD4100011109 11546869 Intron 3 C/T
BovineHD 1400003281 11550527 Intron 3 A/G
BovineHD 1400003283 11551915 Intron 3 T/C
BovineHD 1400003284 11552371 Intron 3 A/G
BovineHD4100011111 11553037 Intron 3 C/T
BovineHD 1400003286 11557193 Intron 3 G/A
BovineHD 1400003287 11559606 intron 4 T/G
BovineHD 1400003288 11561304 Intron 4 A/G
BovineHD 1400003289 11562483 Intron 4 A/G
BovineHD 1400003290 11564502 Intron 4 A/G
BovineHD 1400003291 11566397 Intron 4 C/T
BovineHD 1400003292 11570227 Intron 4 A/C
BovineHD 1400003293 11571946 Intron 4 T/C
BovineHD4100011112 11577340 intron 4 G/A
BovineHD 1400003294 11578060 Intron 4 A/C
BovineHD 1400003295 11582178 Intron 4 G/A
BovineHD 1400003296 11582743 Intron 4 G/A
BovineHD 1400003297 11585266 Intron 4 G/A
BovineHD 1400003298 11586103 Intron 4 A/C
BovineHD 1400003299 11586726 Intron 4 T/C
BovineHD 1400003302 11589888 Intron 5 C/T
BovineHD 1400003303 11590565 Intron 5 G/A
BovineHD 1400003304 11591475 intron 5 A/G

97



BovineHD4100011113 11594294 Intron 5 G/A
BovineHD 1400003305 11595209 Intron 5 C/T
BovineHD 1400003306 11595996 Intron 5 T/G
BovineHD 1400003307 11596677 Intron 5 T/C
BovineHD4100011114 11597343 Intron 5 G/T
BovineHD1400003308 11597855 fntron 5 C/T
BovineHD 1400003309 11598852 Intron 5 A/G
BovineHD 1400003310 11599700 Intron 5 A/G
Hapmap31248-BTC-010204 11600913 Intron 5 C/T
BovineHD 1400003311 11601767 Intron 5 G/A
BovineHD 1400003312 11605798 Intron 5 A/G
BovineHD4100011115 11609451 Intron 5 A/G
BovineHD1400003313 11610828 Intron 5 G/A
BovineHD 1400003314 11611567 Intron 5 T/G
BovineHD 1400003316 11613371 Intron 5 G/T
BovineHD 1400003317 11614018 Intron 6 A/G
BovineHD1400003318 11614713 intron 7 G/T
BovineHD1400003319 11616599 Intron 7 C/T
BovineHD 1400003320 11617348 Intron 7 C/A
BovineHD 1400003321 11618187 Intron 7 A/G
BovineHD1400003322 11619209 Intron 7 G/A
BovineHD 1400003323 11620061 Intron 8 G/T
BovineHD 1400003324 11620626 Intron 8 T/G
ARS-BFGL-NGS-117252 11621252 Intron 9 G/A
BovineHD 1400003325 11622547 Intron 9 G/A
BovineHD 1400003326 11625028 Intron 9 G/A
BovineHD 1400003327 11626123 Intron 9 G/A
BovineHD 1400003328 11627090 Intron 9 C/T
BovineHD 1400003329 11627930 Intron 9 T/G
BovineHD 1400003330 11628798 intron 10 G/A
BovineHD 1400003331 11630224 Exon 11 A/G
BovineHD 1400003332 11631027 Intron 11 A/G
BovineHD 1400003334 11632386 Intron 11 G/A
BovineHD 1400003338 11635184 Intron 11 G/A
BovineHD 1400003339 11636223 [ntron 12 G/A
BovineHD 1400003340 11636972 Intron 13 C/T
BovineHD 1400003341 11637696 Intron 13 T/C
BovineHD 1400003342 11638540 [ntron 14 G/T
BovineHD 1400003343 11639430 Intron 14 C/T
BovineHD 1400003344 11641253 Intron 14 A/G
BovineHD 1400003346 11645874 Intron 14 C/T
BovineHD 1400003347 11646415 [ntron 14 A/G
BovineHD 1400003348 11647058 Exon 15 C/T
BovineHD 1400003349 11647690 Intron 15 G/A
BovineHD 1400003350 11648573 intron 15 A/G
BovineHD 1400003351 11649212 intron 16 G/A
BovineHD 1400003352 11649914 Intron 16 C/T
BovineHD 1400003353 11650987 Intron 16 A/G
BovineHD 1400003354 11652246 Intron 16 G/A
BovineHD4100011116 11654080 Exon 18 T/C
BovineHD 1400003355 11655787 Intron 18 A/C
BovineHD 1400003356 11656320 Intron 19 C/T
BovineHD 1400003357 11657641 intron 19 C/A
BovineHD 1400003358 11658271 intron 19 C/A
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BovineHD 1400003360 11663324 [ntron 24 G/A
BovineHD 1400003361 11663996 [ntron 24 C/A
BovineHD 1400003362 11664889 [ntron 25 T/C
BovineHD 1400003363 11665441 [ntron 25 T/C
BovineHD 1400003364 11666184 [ntron 25 A/G
BovineHD 1400003365 11667122 Intron 25 T/C
BovineHD 1400003367 11670540 Intron 25 T/C
BovineHD 1400003368 11671555 Intron 25 A/C
BovineHD 1400003369 11675208 [ntron 26 G/A
BovineHD 1400003370 11677249 Intron 26 C/T
BovineHD 1400003371 11677911 [ntron 26 C/T
BovineHD 1400003373 11679810 [ntron 26 A/G
BovineHD 1400003374 11680611 [ntron 26 G/A
ARS-BFGL-NGS-79338 11683342 [ntron 27 C/A
BovineHD 1400003376 11685074 Intron 28 A/G
BovineHD 1400003377 11689386 Intron 28 T/C
BovineHD 1400003378 11690552 Intron 29 C/T
BovineHD 1400003379 11691037 Intron 29 A/G
BovineHD 1400003381 11693377 [ntron 30 T/G
BovineHD4100011117 11694193 Intron 30 G/A

Pb: pares de bases

Nenhum dos trés SNPs localizados em éxons modifica aminoacidos, portanto
sao mutagdes sindnimas. Desses 169 SNPs, 48 ndo formaram blocos de desequilibrio de
ligagdo com nenhum dos outros SNPs do chip e portanto ndo foram incluidos nas
analises de associagdo. Com a inferéncia de fase de ligacdo e construgdo de blocos,
foram construidos 21 haplétipos, utilizados posteriormente para realizar o estudo de

associacao com maciez da carne (Tabela 21).
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Tabela 21. SNPs incluidos em cada um dos haplétipos formados com os SNPs no gene ASAPI
representados na plataforma Illumina BovineHD BeadChip.

Gene ASAPI1

Haploétipos

Marcadores

N N L AW

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

BovineHD1400003192; BovineHD 1400003195 and BovineHD1400003196
BovineHD 1400003198 and BovineHD 1400003199
BovineHD1400003200; BovineHD1400003201 and BovineHD1400003202
BovineHD 1400003211 and BovineHD 1400003213
BovineHD1400003227; BovineHD1400003228 and UA-IFASA-8705
BovineHD1400003229; BovineHD 1400003230 and BovineHD 1400003232
BovineHD 1400003236 and BovineHD 1400003238

BovineHD1400003245; BovineHD1400003246; BovineHD1400003247; BovineHD1400003248;
BovineHD1400003249; BovineHD1400003250; BovineHD1400003251; BovineHD1400003252;
BovineHD1400003254; BovineHD1400003255; BovineHD1400003256; BovineHD1400003258;
BovineHD1400003259; BovineHD1400003261; BovineHD1400003262; BovineHD1400003263;
BovineHD1400003264; BovineHD 1400003265 and Hapmap26533-BTC-009833

BovineHD 1400003270 and BovineHD 1400003273
BovineHD1400003276; BovineHD1400003277; BovineHD 1400003278 and BovineHD 1400003279

BovineHD1400003280; BovineHD4100011109; BovineHD1400003281; BovineHD1400003283;
BovineHD1400003284; BovineHD4100011111; BovineHD 1400003286 and BovineHD 1400003287

BovineHD1400003289; BovineHD1400003290; BovineHD1400003291; BovineHD1400003292;
BovineHD1400003293; BovineHD4100011112; BovineHD1400003294; BovineHD1400003295;
BovineHD1400003296; BovineHD1400003297;BovineHD1400003298; BovineHD1400003299;
BovineHD1400003302; BovineHD1400003303; BovineHD1400003304; BovineHD4100011113 and
BovineHD 1400003305

BovineHD1400003307; BovineHD4100011114; BovineHD1400003308; BovineHD1400003309;
BovineHD1400003310 and Hapmap31248-BTC-010204
BovineHD4100011115; BovineHD1400003313 and BovineHD1400003314

BovineHD1400003318; BovineHD1400003319; BovineHD1400003320; BovineHD1400003321;
BovineHD1400003322; BovineHD1400003323; BovineHD1400003324 and ARS-BFGL-NGS-117252

BovineHD1400003327; BovineHD1400003328; BovineHD1400003329; BovineHD1400003330;
BovineHD1400003331; BovineHD1400003334; BovineHD1400003338; BovineHD1400003341 and
BovineHD1400003342

BovineHD1400003344; BovineHD 1400003346 and BovineHD1400003347

BovineHD1400003350; BovineHD1400003351; BovineHD1400003352; BovineHD1400003353;
BovineHD 1400003354 and BovineHD4100011116

BovineHD1400003357; BovineHD1400003358; BovineHD1400003360; BovineHD1400003361;
BovineHD1400003362; BovineHD1400003363 and BovineHD 1400003364

BovineHD1400003368; BovineHD1400003369; BovineHD1400003370; BovineHD 1400003371 and
BovineHD 1400003373

ARS-BFGL-NGS-79338; BovineHD1400003376; BovineHD1400003377; BovineHD1400003378;
BovineHD1400003379 and BovineHD1400003381
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3.4.5. Estudo dos efeitos das associagoes entre os marcadores e as medidas de
forg¢a de cisalhamento em nivel populacional.

A maioria dos genes que afetam caracteristicas poligénicas, como a maciez da
carne sdo desconhecidos. Pesquisas genéticas em bovinos t€ém procurado uma melhor
compreensdo da fung¢do da variagdo genética de caracteristicas-alvo (GODDARD;
HAYES, 2009). Genes candidatos posicionais e funcionais relacionadas com
caracteristicas economicamente importantes tém sido identificados, mas os genes
reportados até agora explicam uma pequena por¢do da variacdo genética da
caracteristica. Além disso, a maioria das descrigdes de genes candidatos e de
marcadores moleculares tém sido realizadas em bovinos Bos taurus. Diferencas entre
gados taurinos e zebuinos para frequéncias alélicas em mutagdes causais ou na extensao
do desequilibrio de ligagdo (DL) podem resultar em efeitos diferentes sendo detectados
nas diferentes ragas. Diante disso, a identificagdo de genes candidatos e marcadores
moleculares em uma amostra de uma populacdo de referéncia da raga Nelore
beneficiaria programas de melhoramento genético da raga.

A frequéncia do alelo menos comum observada para os dois SNPs escolhidos do
gene KCNJI1 na populagdao (Tabela 22) foi maior do que nas amostras de animais

extremos (Tabela 17).

Tabela 22. Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs 1526C>T e 2342T>C do gene KCNJ1I em
animais Nelore, incluindo animais que niao possuem fenétipos.

Frequéncia (% )

SNP KCNJ11 N Genotipica Alélica
CcC CT TT C T
1526C>T 614 71,17 26,38 2,45 84,36 15,64
2342T>C 660 39,52 34,24 26,67 56,21 43,79

N: Numero de observagdes

O SNP 2342T>C esta em equilibrio de Hardy- Weinberg e apresentou um efeito
aditivo sobre FCO e FC7 (P< 0,05 ; Tabela 23) . Os efeitos de substitui¢ao de alelo
estimados para o SNP 2342T>C foram de 0,39 e 0,38 Kg para FCO e FC7,
respectivamente. Este polimorfismo representou 7,46 e 7,06% da varidncia genética
aditiva e 8,87 ¢ 7,94% da variancia genética total de FCO e FC7, respectivamente, ¢ 0s

desvios de dominancia nao foram significativos (Tabela 23).
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Tabela 23. Resumo dos resultados da analise de associacio entre as medidas de forca de
cisalhamento e dois polimorfismos no gene KCNJ11 em animais da raca Nelore.

SNP1526 C>T | SNP2342T>C
FC N Gen, il;iq;(zig;) Add, Dom, Gen, :I:I;Z/II?(:EZ) Ad, Dom,
0 461 ns ns 0,3885 ns
CcC 8,86+0,15 CC 9,14+0,14
CT 8,72+0,14 CT 8,70+0,14
TT  9,40+0,51 TT  8,75+0,16
7 423 ns ns 0,3778 ns
CC 5,38+0,13 CC 5,50+0,13
CT 5,46+0,13 CT 5,51+0,13
TT  5,69+0,50 TT  5,12+0,15
14 434 ns ns ns ns
CC 4,33+0,11 CC  4,35+0,11
CT 4,49+0,11 CT  4,5440,11
TT 4,57+0,43 TT  4,26+0,13

FC: forga de cisalhamento (medida em 24 horas apos o abate = 0; medida ap6s 7 dias de
maturacdo = 7; medida apos 14 dias de maturacdo da carne = 14) n: numero de
observacdes; Gen.: Gendtipo; Médias + EP : quadrados minimos ajustados pelo modelo
+ erro padrao; Ad.: Efeito aditivo (Kg ); Dom.: Efeito de desvios de dominancia; ns: nao

significativo (P <0,05).

A partir desses resultados, pode-se sugerir que a selecdo em favor do alelo T do
presente SNP levaria a uma diminui¢ao do valor médio da FCO e FC7 desta populacao
Nelore, melhorando assim a maciez. No entanto, ndo ¢ possivel indicar se o SNP
2342T>C ¢ uma mutagdo causal a partir dos dados apresentados nesse estudo. No caso
do SNP 2342T>C estar em desequilibrio de ligagdo com a mutagdo causal, a
recombinagdo pode romper a associagao entre o alelo funcional e os marcadores do
gene KCNJI1. Outra implicacdo disso, seria a necessidade da avaliacdo da fase de
ligagdo deste marcador antes deste poder ser utilizado em outras ragas bovinas.

O efeito dos haplotipos compostos pelos dois SNPs 1526C>T e 2342T>C nao
foi significativo (P < 0,05) para qualquer medida de FC. Estudos anteriores (resultados
ndo publicados) realizados por nosso grupo de pesquisa com uma amostra dessa
populacdo Nelore (n = 184) ndo encontraram efeitos significativos de polimorfismos
nos genes pCalpain ( SNP ¢.3379G > A : 1517872099 ) e calpastatina (SNP ¢.2959A>G:
AF159246 ) sobre as medidas de FC. Os efeitos do gene KCNJ1I SNP 2342T>C, nas

102



medidas de FCO e FC7 permaneceram significativos (P < 0,05), mesmo quando os SNPs
nos genes pCalpain e calpastatina foram incluidos como efeitos fixos no modelo (dados
ndo apresentados).

O gene KCNJII codifica uma proteina de membrana que controla o fluxo de
potassio para dentro da célula. O potassio € necessario para a contracdo muscular e
impulsos nervosos e, junto com o sddio, ajuda a manter o equilibrio de fluidos celulares
(KNOCHEL et al.,, 1972). Um estudo mostrou que a inativacdo do gene KCNJII em
ratos provoca menor peso corporal, maior gasto energético e fraqueza muscular
(ALEKSEEYV et al., 2010). Fraqueza muscular associada a mutacdes do gene KCNJI11
foi observada em seres humanos, em que as mutagdes no gene KCNJII estao também
associadas ao atraso do desenvolvimento e epilepsia, além de diabetes neonatal
(GLOYN et al., 2004). Estudos em musculo esquelético demonstraram o papel dos
canais KATP nas performances fisiologicas de diferentes tipos de fibras musculares.
Composi¢cdo molecular e propriedades das subunidades de canais KATP musculo-
especificas podem determinar as diferengas entre os tipos musculares na regulacao da
concentragdo de potassio extracelular através da vasodilatacdo, modulacio da captagdo
de glicose e respostas as drogas (TRICARICO et al., 2006). O efeito do gene KCNJ11
observado na maciez da carne no presente estudo ¢ potencialmente devido a mudancas
na atividade dos canais KATP. Embora o papel deste gene na contracdo muscular deve
ser a base do efeito sobre a maciez da carne, este estudo ¢ o primeiro a investigar essa
relacdo e mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar esse mecanismo.

Uma vez que o gene KCNJII estd mapeado no BTA15, perto de um QTL para a
maciez de carne (REXROAD et al, 2001), e com base em suas vias metabolicas e
funcdo no musculo previamente relatada (ALEKSEEV et al,, 2010; BERNARD et al.,
2009; GLOYN et al, 2004), nos sugerimos o gene KCNJII como um possivel
candidato para influenciar as caracteristicas de carcaca de bovinos, o que o presente
estudo confirmou (Tabela 23). Outros genes candidatos para maciez da carne estao
presentes nesta regido. Alguns exemplos sdo os genes CALCA e MYODI, que serdo
abordados posteriormente.

As frequéncias genotipicas do SNP1360C>T localizado no gene CALCA foram
3,46, 29,29 e 67,64 % para os genotipos AA, GA e GG, respectivamente. Apesar do
gene CALCA ter sido indicado como um candidato localizado no QTL do BTA15
descrito para maciez de carne (REXROD et al, 2001), ndo foi encontrada nenhuma

associagdo significativa desse SNP com maciez de carne (P<0.05). A frequéncia baixa
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do gendtipo AA e o tamanho da amostra utilizada, pode ter influenciado os resultados.
Apesar do tamanho amostral reduzido utilizado para sequenciamento/genotipagem (n =
96), testamos a associacdo entre os polimorfismos 3071T>C, 3285Del>CTAC e
3757A>G e as medidas de FC, no entanto, novamente nenhum efeito significativo pode
ser observado.

O gene CALCA codifica um hormoénio que tem funcao relacionada com a
regulacdo do calcio e atua para regular o metabolismo de fosforo. Esse hormonio
provoca uma queda rapida, mas de curta duragcdo no nivel de calcio e fosfato no sangue,
promovendo a incorporagdao destes ions nos ossos. Por sua funcdo na regulagdo de
niveis de calcio, fator-chave no amaciamento post-mortem, esse gene ja havia sido
apontado por Rexroad et al.. (2001) como um gene candidato mapeado dentro de um
intervalo de um QTL descrito para maciez no cromossomo 15. Porém apesar da fungdo
intuitiva do gene CALCA no amaciamento da carne, ndo conseguimos demonstrar
nenhuma associagdo significativa entre o gene CALCA e as medidas de maciez dessa
populagdo da raga Nelore.

Os SNPs localizados no gene ASAPI foram primeiramente codificados como
homozigotos 11 (alelo de referéncia) e 22 (alelo mutante) e heterozigotos 12 para
podermos executar esses dados nos programas FastPhase e Haploview e construir os
haplétipos. As frequéncias genotipicas dos hapldtipos 8, 9 e 10 estdo apresentadas na
tabela 24. Os genoétipos dos haplotipos que apresentaram frequéncia < 4 foram
excluidos das andlises. Somente os haplotipos 8, 9 e 10 apresentaram efeito
significativo na for¢a de cisalhamento medida 24 horas apés o abate dos animais
(Tabelas 25, 26, 27 e 28). O haplétipo 8 também apresentou efeito significativo sobre a

forca de cisalhamento medida apos 7 dias de maturacdo da carne.
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Tabela 24. Frequéncia genotipica para os haplétipos do gene ASAPI.

Genotipos/ Haplétipo8 N° do Frequéncia Porcentagem
haplétipo

1221112212222222111|1221112212222222111 1 1 0.13
1221112212222222111|2221121121111111222 2 1 0.13
1222112212222222111]1221112212222222111 3 7 0.89
1222112212222222111|1221121121111121122 4 8 1.01

1222112212222222111]1222112212222222111 5 11 1.39
1222112212222222111(1222112212222222112 6 4 0.51
1222112212222222111|2111221121111111222 7 40 5.07
1222112212222222111)2221121121111111222 8 38 4.82
1222112212222222111]2221121121111121122 9 1 0.13
1222112212222222111|2221221121111121122 10 9 1.14
1222112212222222112|1221112212222222111 11 2 0.25
1222112212222222112|1221121121111121122 12 1 0.13
1222112212222222112(1222112212222222111 13 5 0.63
1222112212222222112|2111221121111111222 14 17 2.15
12221122122222221122221121121111111222 15 11 1.39
1222112212222222112|2221221121111121122 16 2 0.25
2111221121111111222|1221112212222222111 17 10 1.27
2111221121111111222]1222112212222222111 18 50 6.34
2111221121111111222|1222112212222222112 19 13 1.65
2111221121111111222)2111221121111111222 20 154 19.52
2111221121111111222]2221121121111111222 21 132 16.73
2111221121111111222)2221121121111121122 22 39 4.94
2111221121111111222|2221221121111121122 23 30 3.8

2111221121111111222)222122112111112122 24 0.13
2221121121111111222(1221112212222222111 25 6 0.76
2221121121111111222]1222112212222222111 26 13 1.65
2221121121111111222]1222112212222222112 27 2 0.25
2221121121111111222|2111221121111111222 28 51 6.46
2221121121111111222)2221121121111111222 29 45 5.7

2221121121111111222|2221121121111121122 30 17 2.15
2221121121111111222|2221221121111121122 31 7 0.89
2221121121111121122|2111221121111111222 32 6 0.76
2221121121111121122J2221121121111111222 33 8 1.01
2221121121111121122|2221121121111121122 34 3 0.38
2221121121111121122(2221221121111121122 35 1 0.13
2221221121111121122(1222112212222222111 36 8 1.01
2221221121111121122]1222112212222222112 37 1 0.13
2221221121111121122)2111221121111111222 38 21 2.66
2221221121111121122|2221121121111111222 39 8 1.01
2221221121111121122]2221121121111121122 40 0.51
2221221121111121122|2221221121111121122 41 0.13
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Genotipos/ Hapléotipo9 N’ do Frequéncia Porcentagem

haplétipo
12]12 1 159 20.15
1221 2 103 13.05
12]22 3 17 2.15
21]12 4 250 31.69
21)21 5 184 23.32
21)22 6 33 4.18
22|12 7 20 2.53
22|21 8 22 2.79
22|22 9 1 0.13
Genotipos/ Hapléotipo10 N’ do Frequéncia Porcentagem
haplotipo
1221]1221 1 5 0.63
12212111 2 9 1.14
1221)2112 3 29 3.68
12212121 4 1 0.13
1221]2221 5 23 2.92
21111221 6 0.13
2111J2111 7 9 1.14
2111)2112 8 17 2.15
2111J2221 9 17 2.15
2112|1221 10 40 5.07
21122111 11 78 9.89
2112)2112 12 240 30.42
21122121 13 1 0.13
2112|2221 14 151 19.14
2121]1221 15 2 0.25
21212111 16 4 0.51
2121J2112 17 14 1.77
21212221 18 7 0.89
2221]1221 19 1.14
22212111 20 27 342
2221|2112 21 60 7.6
2221|2221 22 45 5.7

N°: Numero de observagdes
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Tabela 25. Estimativa dos efeitos aditivo e de dominincia do haplétipo 8 do gene ASAPI que
apresentou efeito significativo sobre as diferentes medidas de forca de cisalhamento medida 24

horas apos o abate.

Caracteristica N° Média Efeito do Efeito Desvio de
Gen. +DP Genétipo Ad. Dom.
FC 0.0130% 0.069 0.246

3 10.66£1.12
4 8.52+0.60
5 8.39+0.56
7 8.85+0.29
8 8.84+0.34
10 9.00+0.64
13 9.65+0.12
14 8.97+0.53

15 8.6+0.61

17 9.02+0.53

18 9.11+0.27
19 8.53+0.53

20 9.39+0.16
21 8.77+0.17
22 9.15+030

23 9.64+0.36
25 10.48+0.93
26 9.38+0.48
28 8.13+0.25
29 9.19+0.28
30 9.05+0.46
31 10.45+0.64
32 8.86+0.72
33 8.42+0.60
36 8.09+0.71
38 9.41+0.42
39 8.21+0.65

N: Numero de observagoes ; *P< (0.05.
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Tabela 26. Estimacio dos efeitos aditivo e de dominincia do haplétipo 8 do gene ASAPI que
apresentou efeito significativo sobre as diferentes medidas de for¢a de cisalhamento medida 7 dias
apds o abate.

N° Média Efeito do Efeito Desvio de

Caracteristica Gen. +DP Genétipo Ad. Dom.

FC7 0.0220* 0913 0.8253

5.19+1.10
5.44+0.59
5.32+0.55
5.97+0.29
4.95+0.34
10 6.13+0.69
13 5.17+1.10
14 4.98+0.52
15 3.91+0.70
17 4.94+0.52
18 5.84+0.26
19 5.03+0.51
20 5.94+0.16
21 5.76+0.17
22 5.65+0.30
23 5.78+0.37
25 6.36+0.91
26 5.83+0.52
28 5.25+0.25
29 5.85+0.28
30 5.90+0.45
31 7.88+0.63
32 6.46+0.71
33 5.354+0.59
36 4.82+0.69
38 5.35+0.42
39 5.02+0.63

o0 N WDn kW

N: Numero de observagoes ; *P< 0.05.
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Tabela 27. Estimacio dos efeitos aditivo e de dominincia do haplétipo 9 do gene ASAPI que
apresentou efeito significativo sobre as diferentes medidas de forca de cisalhamento medida 24
horas apos o abate.

Caracteristica  Gen. Média Efeito do Efeito Desvio de Dom
+DP Genotipo Ad.
FCO
0.0073* 0.317 0.0094*
1 9.05+0.16
2 8.52+0.18
3 9.51+0.44
4 8.92+0.12
5 9.2940.15
6 9.59+0.33
7 8.44+0.42
8 9.424+0.43

N: Numero de observagoes ; *P<0.01.

Tabela 28. Estimacio dos efeitos aditivo e de dominincia do haplétipo 9 do gene ASAPI que
apresentou efeito significativo sobre as diferentes medidas de forca de cisalhamento medida 24
horas apos o abate.

Média Efeito do Efeito Desvio de

Caracteristica  Gen. +DP Genétipo Ad. Dom.

FCO 0.0285* 0.503 0.919
8.06+0.94
8.48+0.60
8.73+0.35
9.02+0.39
9.35+0.60

8.78+0.44
8.31+0.45

8.95+0.30
9.24+0.21
9.37+0.13
8.73+0.15
9.39+0.46
10.31£1.11
9.76+0.60
9.18+0.36
8.45+0.23

*P<0.05.

O Efeito de substituicdo alélica para os hapldtipos do gene ASAPI, ndo puderam
ser estimados porque ndo encontramos efeito aditivo significativo (P< 0.05), apesar de
um efeito aditivo de um SNP localizado nesse gene ja ter sido descrito na raca Nelore

(TIZIOTO et al., 2012). Os resultados da andlise de haplotipos reforcam as indicagdes
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obtidas anteriormente (TIZIOTO et al., 2012; TIZIOTO et al., 2013) de que o gene
ASAPI afeta a maciez da carne, entretanto, dos 21 haploétipos investigados, somente os
haplotipos 7, 8 e 9 apresentaram efeito significativo. Esses resultados podem indicar
que a mutagdo causal se encontra nessa regido, ou ainda, que esses haplotipos podem
estar em desequilibrio de ligagdo com variagdes causais, nesse gene (por exemplo, com
SNPs nao representados no chip), ou em outros genes.

Os efeitos dos haplotipos podem estar subestimados ou superestimados devido
ao nimero pequeno de amostras em cada grupo genotipico.

Para o efeito do haplétipo 8 sobre FC7, ndo foi possivel dividir o efeito
genotipico em efeito aditivo ou de dominancia, 0 mesmo aconteceu para o efeito do
haplotipo 10 sobre FCO e isso pode indicar que a associagdo desses haplotipos sobre as
caracteristicas estudadas pode ser devido a um efeito epistatico, ou a amostra ndo foi
suficiente para detectar tais efeitos.

O gene ASAPI esté localizado no cromossomo 14 bovino onde existem relatos
de QTLs para espessura de gordura e marmoreio (CASAS et al., 2003) e maciez de
carne (TIZIOTO et al., 2013). Um recente estudo de associagdo gendmica ampla com a
mesma populagdo utilizada aqui indicou que o BTA14 apresenta um QTL para maciez
de carne e que o gene ASAPI ¢ um candidato localizado na regido desse QTL
(TIZIOTO et al., 2013). Outro estudo realizado por KING ef al., (1999) indicou que o
gene ASAPI tem um papel importante no processo de transducdo de sinal, em que um
sinal ¢ passado através de uma célula para provocar uma mudanga na atividade ou
estado de outra célula. A proteina codificada pelo gene ASAP1 atua na diferenciacdo de
fibroblastos em adipdcitos e eventualmente de outros tipos celulares

Embora apenas o papel do gene ASAPI em diferenciacdo de adipocitos esteja
comprovado, o envolvimento no processo de diferenciagdo de outros tipos celulares ¢
sugerido na literatura (KING et al., 1999). A partir dos nossos resultados, ¢ possivel
especular que este gene deve estar envolvido também na diferenciagdo de fibras
musculares. Outra hipdtese € que este poderia estar DL com polimorfismos nos genes
funcionais envolvidos no amaciamento da carne. A associagdo de ASAPI com a maciez
da carne ¢ suportado por resultados obtidos por Casas (CASAS, 2010, comunicagdo
pessoal), que encontraram uma associagdo deste gene com marmoreio, forca de

cisalhamento e peso da carcaca quente em bovinos de corte Bos taurus.
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3.4.6. Estudo dos efeitos das associagoes entre os niveis de expressdo dos genes
KCNJ11, MyoDI e ASAPI e as medidas de for¢a de cisalhamento

A expressdo génica de perfis no musculo também foi utilizada para avaliar se os
genes KCNJ11, MyoD1 e ASAPI poderiam ser candidatos funcionais afetando a maciez
da carne. Nao foi possivel verificar os efeitos da expressao do gene CALCA na maciez,
uma vez que os resultados de PCR em tempo real ¢ RNA-Seq obtidos por nosso grupo
de pesquisa (dados ndo publicados) sugerem que esse ndo se encontra expresso no
musculo.

Para melhor caracterizar o envolvimento desses genes na regulagdo da maciez da
carne, os niveis de expressao dos mesmos foram associados com os fendtipos
individuais em 136 animais. Quando encontrada associagdo significativa de ambos
marcadores e expressdo génica, a influéncia dos polimorfismos na abundéincia de
mRNA também foi investigada para testar a hipotese de eQTL (expression quantitative
trait loci).

Os niveis de expressao do gene KCNJ11 encontram-se associados com FC7 (P <
0,05) (Tabela 29). Quando o nivel de expressdo diminui pela metade, a FC7 decresce
0,1627 (£ 0,06786) kg (Figura 13). Em outras palavras, niveis mais baixos de expressao
do gene KCNJII foram relacionados com a carne mais macia apoés sete dias de
maturacao. Genotipos dos SNPs 1526C>T e 2342T>C, no entanto, ndo influenciaram os
niveis de expressao deste gene (P < 0,54 e P < 0,97, respectivamente).

Uma vez que o SNP 2342T>C ndo parece ter influéncia sobre a abundéancia dos
transcritos do gene KCNJI1, os efeitos observados do polimorfismo e do nivel de
expressao do gene KCNJII na FC7 parecem ser independentes. O efeito do nivel de
expressao do gene KCNJII na FC7 poderia ser explicado por mutagdes em regides
regulatorias ou por outros mecanismos, tais como a regulacdo génica por microRNA,
viés de codon ou mesmo interagdo com outros genes que codificam para fatores de

transcrigao.
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Tabela 29. Efeito do nivel de expressio muscular (Ct) do gene KCNJ11 nas medidas de forca de
cisalhamento em 136 novilhos da raga Nelore.

FC Efeito estimado (Kg)=EP P valor

0 -0,0786 = 0,066 0,2403
7 -0,1627 + 0,068 0,0187*
14 -0,03891+ 0,056 0,4877

* P<0.05; FC: forca de cisalhamento (medida 24 horas ap6s o abate = 0; medida ap6s 7
dias de maturacdo = 7; medida apos 14 dias de maturag¢do da carne = 14).

O m
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20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Cta

Figura 13. Regressio linear entre os niveis de expressao ajustados (Cta) do gene KCNJ11 e as
medidas de for¢a de cisalhamento apés 7 dias de maturacio da carne.

Fonte: autoria propria

O nivel de expressdao do gene MyoDI também foi associado com a maciez da
carne apos 7 e 14 dias de maturacdo (Tabela 30) (P < 0,01). Quando o nivel de
expressdo diminui pela metade, a FC7 decresce em 0,1766 (+ 0,0575) kg e a FC14
diminuiu em 0,1274 (£ 0,0459). Em outras palavras, niveis de expressdao mais baixos do
gene MyoD I aumentam a maciez da carne apos 7 e 14 dias de maturagao.

O gene MyoD] esta localizado na mesma regido em que o gene KCNJII se

encontra, a qual apresenta um QTL descrito para maciez de carne (REXROAD et al..,
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2001). Esse gene esta envolvido no desenvolvimento muscular, na regulagdo positiva
do musculo esquelético, na regeneracdo do tecido muscular, na diferenciacdo de
mioblastos, na regulagdo positiva de diferenciacdo da célula muscular e na adaptacdo da
fibra muscular esquelética, e portanto ¢ um candidato a influenciar caracteristicas de
producao (BHUIYAN et al.., 2009). O processo de miogénese ¢ complexo e esta
envolvido na formagdo da fibra muscular ao longo do desenvolvimento embrionario,
diferenciacdo e maturacdo (TE PAS ef al.,, 1994) e a familia de genes MyoD tem papel
importante nesse preceito.

Muita atengdo tem sido dada aos mecanismos moleculares de ativagdo e
manuten¢do da transcricdo génica musculo-especifica. A familia génica MyoD codifica
fatores de transcricdo que controlam mudangas coordenadas na expressdo de genes
associados a miogenese (OLSON , 1993) .

A partir dos resultados apresentados (Tabela 30), ¢ possivel especular que o gene
MyoD1 pode estar associado com o processo bioquimico de rigor mortis: 0 processo que
converte o musculo em carne. No entanto, o efeito do gene MyoDI na maturagao post-
mortem nao esta claro. Diversos estudos utilizando modelos animais tém apontado os
fatores de regulacdo muscular (FRM) como desempenhando um papel na regulagdo das
respostas musculares e na atividade muscular (LOWE et al. , 1998; . TAMAKI et al.,
2000).

O papel dos FRM na manutencdo do fendtipo muscular também tem sido
investigado. Estudos anteriores em ratos adultos mostraram que os produtos do gene
MyoD sao preferencialmente acumulados nas fibras musculares rapidas (HUGHES et
al., 1993; . KRAUS; PETTE , 1997). Outros estudos também sugerem a contribui¢do do
gene MyoDI na especificagdo de fibras do tipo rapidas (HUGHES et al., 1997,
CHARGE et al., 2008). Outra pesquisa descreveu a relagdo do gene MyoDI com o
desenvolvimento do musculo esquelético e formacgdo de sarcodmero (BLUM et al..
2012). A composi¢ao do tipo de fibra e o comprimento de sarcomero dos musculos
bovinos podem ter um papel importante na determinacdo da qualidade da carne e da
maciez (TE PAS; EVERTS; HAAGASMAN , 2004).

Os efeitos do gene MyoDI observados neste estudo podem refletir a sua fungao
como ativador da transcri¢do de genes especificos do musculo, que determinam a
formagdo, o crescimento, a composicdo e o envelhecimento do tecido muscular. A
variagdo da expressdo do gene MyoDI pode causar um efeito em cascata que afetaria

muitos genes especificos do musculo, como por exemplo, os genes a — actina (MOSS
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et al., 1996), troponina I (LIN et al., 1991) e da cadeia leve da miosina (WENTWORTH
et al, 1991). A associagdao entre marcadores moleculares em familia de genes MyoD
com caracteristicas de carcaca em bovinos ja havia sido investigada (BHUIYAN et al.. ,
2009). No entanto, o efeito do perfil de mRNA do gene MyoDI na maciez da carne
mostrado neste estudo € novo e poderia ser util para estudos que integram dados de
expressao génica e variagdes na sequéncia de DNA para investigar associacdes entre
regides € genes com caracteristicas complexas e identificar novas vias genéticas e

mutacdes regulatdrias envolvidas na maciez da carne.

Tabela 30. Efeito do nivel de expressio muscular (Ct) do gene MyoDI nas medidas de forca de
cisalhamento em 136 novilhos da raca Nelore.

FC Efeito estimado (Kg)+EP P valor

0 -0.0720 £ 0.057 0.2124
7 -0.1766 + 0.057 0.0029*
14 -0.1274 £ 0.045 0.0069*

* P<0.001; FC: for¢a de cisalhamento (medida 24 horas apds o abate = 0; medida ap6s 7
dias de maturacdo = 7; medido apds 14 dias de maturacdo da carne = 14).

Os resultados de expressdao génica mostraram que o gene ASAPI apresenta
apenas um efeito sugestivo (P< 0,10) (Tabela 31) para FC7 em 136 animais da

populacao da raca Nelore estudada.

Tabela 31. Efeito do nivel de expressio muscular (Ct) do gene AS4API nas medidas de forca de
cisalhamento em 136 novilhos da raca Nelore.

FC Efeito estimado (Kg)+EP P valor

0 -0.0543 +0.089 0.5468
7 -0.1685 +0.092 0.0714*
14 -0.1032 £ 0.074 0.1719

* P<0. 1; FC: forga de cisalhamento (medida 24 horas ap6s o abate = 0; medida apds 7
dias de maturacdo = 7; medido apds 14 dias de maturacdo da carne = 14).

As caracteristicas bioldgicas de um fenotipo especifico sao controladas através
da expressdo de diferentes genes. A identificacio dos genes que influenciam as
caracteristicas bioldgicas do musculo e o conhecimento dos seus perfis de expressao
proporcionard uma melhor compreensdo de processos fisiolégicos musculares e a sua

influéncia sobre a qualidade da carne (HOCQUETTE et al., 2006).

3.5. Conclusao
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Uma vez que varios genes em diferentes loci podem afetar caracteristicas de
producdo, como a maciez da carne, ndo se espera que os estudos de genes candidatos
possam explicar toda a variagdo para a caracteristica estudada (BENDIXEN, 2005). Os
resultados aqui apresentados mostram que a variacdo genética e a expressdo do gene
KCNJ11, assim como a expressao do gene MyoDI e variantes na sequéncia do gene
ASAPI estao associadas com a maciez da carne de uma populacdo da raga Nelore,
sugerindo que esses sdo potencialmente candidatos fisioldgicos e/ou funcionais para a
qualidade de carne em bovinos. Os marcadores e/ou haplotipos identificados nesse
estudo que contribuem para a variagdo fenotipica da maciez da carne, em associagdo
com outros marcadores, podem ser utilizados para melhorar o ganho genético para essa
caracteristica, constituindo essa uma maneira mais acessivel economicamente ao
produtor. A magnitude dos efeitos descritos neste trabalho pode estar sub ou
superestimada devido ao pequeno tamanho da amostra utilizada. Antes de essas
informagdes serem utilizadas de forma eficiente dentro de programas de melhoramento,
elas devem ser investigadas em mais ragas e populagdes para descrever com precisao as
associagdes dos marcadores e suas fases de ligacdo. Uma vez confirmada, a inclusdo do
SNP 2342T>C do gene KCNJ1I, que se mostrou associado com maciez de carne, em
painéis de genotipagem em larga escala pode melhorar a precisdo da selecdo genomica
para essa caracteristica, uma vez que esse SNP ainda ndo estd representado nos chips de
SNPs disponiveis no mercado. A investigagdo de mecanismos regulatorios da expressao
dos genes candidatos KCNJ1I e MyoDI também devera contribuir para implementagao
dessa informagdo em programas de melhoramento, além de fornecer insights sobre os

mecanismos moleculares que afetam a maciez da carne bovina.
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