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Resumo: O objetivo do presente trabalho foi identificar regides de CNVs (CNVRs) associadas ao perfil
de &cidos graxos poliinsaturados da carne de bovinos da raca Nelore. Foram utilizadas informagdes de
3764 animais genotipados com um painel de alta densidade e 963 animais com informacéo fenotipica.
Para a determinagdo do perfil de &cidos graxos foram retiradas amostras de carne do musculo
Longissimus thoracis, entre a 12 2 e 13 2 costelas dos animais com informacao de fen6tipo e armazenadas
a -80°C. Foram analisados o total de acidos graxos poli-insaturados, os 6megas 3 (alfa-linolénico e
docosaexandico) e os 6megas 6 (araquiddnico e linoleico). Posto isto, foram identificadas as CNVRs e
associadas, por meio do estudo de associagdo ampla, com as caracteristicas estudadas. Foram detectadas
66 CNVRs significativas para o grupo de acidos graxos poliinsaturados, sendo o é&cido graxo
docosahexaendico o qual apresentou o maior nimero de regiGes. Foram identificadas regifes de perda,
ganho e mistas. Nas CNVRs significativas foram encontrados 64 genes, no entanto nem todos séo
relacionados as caracteristicas estudadas. Varias regides CNV’s associadas ao perfil de acidos graxos
poliinsaturados foram identificadas. A identificacdo dessas regides permitira o conhecimento de genes
candidatos, aprimorando a selecdo de tais caracteristicas.
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Association between variation in the number of copies (CNVs) and polyunsaturated fatty acids of
the meat of Nellore cattle

Abstract: The objective of this study was to identify regions of CNVs (CNVRs) associated to the
polyunsaturated fatty acid profile of Nellore beef cattle. We used information from 3764 animals
genotyped with a panel of high density and 963 animals with phenotypic information. To determine the
fatty acid profile, samples of Longissimus thoracis muscle were collected between the 12th and 13th ribs
of the animals with phenotype information and stored at -80°C. The total number of polyunsaturated fatty
acids, omega 3 (alpha-linolenic and docosahexoic acid) and omega 6 (arachidonic and linoleic) were
analyzed. Thus, the CNVRs and associates were identified through the study of broad association with the
characteristics studied. Sixty-six CNVRs were detected for the total polyunsaturated fatty acids, with the
fatty acid docosahexaenoic having the highest number of regions. Loss, gain and mixed regions were
identified. In the significant CNVRs, 64 genes were found, however not all are related to the
characteristics studied. Several CNV regions associated with the polyunsaturated fatty acid profile were
identified. The identification of these regions will allow the knowledge of candidate genes, improving the
selection of such traits.
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Introducao

Além de importante para a saude humana, o perfil de &cidos graxos da carne bovina é um dos
fatores que determinam caracteristicas que garantem a qualidade da carne, como sabor e suculéncia.
Vérias pesquisas com enfoque na qualidade da carne, visando estratégias capazes de adequar o produto as
exigéncias do mercado consumidor tem sido realizadas. Entretanto, no se que se diz respeito a estudos
genéticos, poucos sdo os trabalhos nessa area. Nesse sentido, o estudo de marcadores moleculares, tais
como, variagdo no numero de copias (CNVs) sdo importantes para detectar variagbes genéticas, em
nimero de copias, relacionadas a fenotipos, possibilitando melhorar a compreensdo dos mecanismos
genéticos e fisioldgicos que contribuem para as caracteristicas produtivas, bem como a selecdo de animais
mais produtivos e eficientes. Ja o estudo de associacdo ampla (GWAS) permite associar estes marcadores
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as caracteristicas de interesse, o que possibilita a identificagdo de marcadores informativos. Nesse
sentido, o objetivo do presente estudo foi estudar a associacdo gendmica de CNVs com o perfil de &cidos
graxos poliinsaturados da carne de bovinos da raca Nelore.

Material e Métodos

O banco de dados utilizado no presente estudo é composto por informacdes de 3794 animais
genotipados, com um painel de alta densidade (Bovine High-Density BeadChip, Illumina) com 777 962
SNPs, e 963 animais com informag&o fenotipica. Os fenétipos foram coletados de animais machos da raca
Nelore, terminados em confinamento, com aproximadamente 24 meses. Apds o abate, as carcacas foram
armazenadas durante 48 horas em temperatura 0-2 °C. Posto isto, retiraram-se amostras de carne do
musculo Longissimus thoracis, entre a 12 @ e 13 @ costelas de cada animal e armazenaram-se as a -80°C até
a andlise para determinar o perfil de acidos graxos. O perfil de acidos graxos foi determinado no
Laboratério de Ciéncias da Carne (LCC) no Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ /
USP, utilizando o método de extracéo de Folch et al. (1957).

Foram analisados o perfil de acidos graxos poliinsaturados (PUFA) totais, os O6megas 6,
araquidonico e linoleico (C20:4 n-6 e C18:2 cis9 cisl2 n-6), e os dmegas 3, alfa-linolénico e
docosaexandico (C18:3 n-3 e C22:6 n-3), identificadas as regides CNVRs e posteriormente realizado um
estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS) para a identificagdo de regiGes genicas associadas as
caracteristicas estudadas. O fenétipo (Y) foi ajustado utilizando um modelo animal, considerando os
efeitos fixos do grupo contemporéaneo (ano, grupo de manejo e fazenda). Como covariavel considerou-se
a idade do animal ao abate. O modelo é dado por:

y=Xb+e

Onde Yy é um vetor dos valores fenotipicos das caracteristicas, b é um vetor de efeitos fixos e
covariaveis, X é a matriz de incidéncia de efeitos fixos e e é o vetor residual aleat6rio com distribuicéo:

N ~(0,07)

Para analise dos dados foram criados dois grupos de animais com fenétipos extremos, para cada
caracteristica avaliada, uma vez que, na analise com todos os animais com informacao fenotipica (963)
poucos CNVR’s significativos foram encontrados. Entdo, considerou-se 25% dos animais com maior
valor para caracteristica e 25% dos animais com os menores valores fenotipicos, sendo estes classificados
como 1 e 0, respectivamente.

Para detec¢do dos CNVs, além dos dados SNP, foi utilizado o software Genome Studio 1.0, e 0
algoritmo PennCNV, o qual incorpora multiplas fontes de informacéo, e € baseado em um modelo de
Markov oculto para a deteccdo de CNV a partir dos dados de genotipagem de alta densidade. No controle
de qualidade dos CNVs foram eliminadas amostras com desvio padrdo para LRR (razdo log R)> 0,30;
BAF (frequéncia do alelo B)> 0,05 e valor do fator de ondas de > 0,01. As regides CNV (CNVRs) foram
geradas por CNVs sobrepostos entre amostras usando o software CNVRuler, onde sobreposi¢fes acima
de 0,01 foram consideradas. Além disso, foram excluidas regides gendmicas com densidade <10%
("recorréncia 0,1"), com o intuito de eliminar falsos- positivos. A pesquisa de CNVR significativas foi
contrastada com o genoma bovino UMD3.1 descrito por pesquisadores do Centro Nacional de
Biotecnologia e Informacdo (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) e do banco dados Ensembl Genome
Browser (http://www.ensembl.org/index.html). Nesses bancos de dados, foi possivel identificar
segmentos localizados dentro ou perto de genes que pudessem explicar a variabilidade fenotipica dos
caracteres estudados. A classificacdo dos genes em relacdo a sua funcdo bioldgica foi realizada pelo
banco de dados para anotacdo, visualizagdo e descoberta integrada (DAVID) usando como base todos os
genes descritos no genoma bovino.

Resultados e Discusséo
Sessenta e seis CNVRs foram significativos (p <0,05) para o grupo de &cidos graxos
poliinsaturados. O &cido graxo docosahexaendico (C22: 3 n-6) apresentou o maior nimero de CNVRs
associadas (17), sendo quatro regides de perda, duas de ganho e 11 de regido mista. O acido linolénico
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(C18: 3 n-3) e a soma dos PUFA apresentaram 14 CNVRs associados e ambos apresentaram grande
namero de regides mistas (12 e 10, respectivamente).

A soma de PUFA apresentou 64 genes identificados nos seus CNVRs. No cromossomo 16 foi
identificada uma regido de perda denominada CNVR 4714 1 em que o gene SLCIC2 foi identificado.
Este gene pertence a familia de portadores de soluto e estd relacionado a vias como o transporte de
glicose e outros actcares, sais biliares e acidos organicos, ions metalicos e compostos de amina, sendo
responsavel pelo transporte de hexose para as células de mamiferos, uma vez que estes acglcares sao
incapazes de difundir através das membranas celulares e requerem proteinas transportadoras para entrar e
sair das células (He et al., 2009).

Na CNVR_6481_3, uma regido mista localizada no cromossomo 26 a 51 Mb esté associada a
soma dos PUFA, nesta regido foram identificados os genes NKX6-2 e INPP5A.0 gene NKX6-2, codifica
proteinas para o desenvolvimento de organismos multicelulares (GO: 0007275), enquanto que o gene
INPP5SA codifica uma proteina que mobiliza o célcio intracelular e atua como mediador da resposta
celular a estimulos (Mills et al., 2008).

Para o acido araquidénico foram observadas 11 CNVR significativas e vinte LOC dentro destas
regifes CNV. Dentre as regides significativas identificadas, apenas a regido, CNVR_2687_1, localizada
no cromossomo 11, apresentou gene relacionados as vias metabdlicas dos AG, sendo ele o ALK.
Observou-se 0 mesmo comportamento para o acido linoleico, o qual apresentou 10 CNVR significativos
com alguns LOC sem informacdo funcional descritas e apenas um gene identificado, RAPGEF6, numa
CNVR mista denominada CNVR_1446 1 localizada no cromossomo 7. O gene RAPGEF6 esta
relacionado com a regulacdo da atividade da GTPase (GO:0043087). A CNVR_1446 1 localizada no
cromossomo 7, também foi significativa para os acidos graxos linolénico e docosahexaendico.

Concluséo
Viérias regides CNVs foram associadas com o perfil de &cidos graxos pollinsaturados. A
identificacdo destas regibes e dos respectivos genes candidatos, associados a processos metabélicos
lipidicos e a regulacdo da atividade de enzimas, devem contribuir para incrementar o conhecimento
genético relacionado a acidos graxos da carne de bovinos da ra¢a Nelore (Bos indicus) e aprimorar a
selecdo de tais caracteristicas para favorecer a salide humana.
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