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Resumo

Walker, C. C. Genotipagem dos genes estearoil-coa dessaturase (SCD1) e acido graxo
sintase (FASN) em ragas bovinas e sua associagdo com a composic¢do de &cidos graxos na
raca Brangus. 2013. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

Objetivou-se analisar a frequéncia génica de polimorfismos dos genes estearoil-CoA
dessaturase (SCD1) e acido graxo sintase (FASN) em diferentes ragas bovinas e analisar sua
relacdo com o perfil lipidico da carne de 142 animais da raca Brangus. Foram genotipados
animais das ragas: Curraleiro, Crioulo Lageano, Caracu e Pantaneiro, representando as racas
taurinas localmente adaptadas; Holandés e Wagyu, racas taurinas especializadas; Nelore,
Guzera e Gir, ragas zebuinas e a F1 Nelore x Wagyu. Os animais foram genotipados para 0s
polimorfismos ¢.16024A>G e ¢.16039T>C do gene FASN pela técnica de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism) e os
polimorfismos g.10153G>A e ¢.10213C>T do gene SCD1 por sequenciamento. Em relacéo
ao gene FASN, o hapldtipo TW, associado com o aumento da relacdo de monoinsaturados na
carne, foi mais frequente na raca Wagyu do que nas outras racas avaliadas. Entre as racgas
localmente adaptadas, as ragas Crioula Lageana e Caracu apresentaram maiores frequéncias
do haplotipo favoravel. No gene SCD1 foram detectados novos haplétipos nas racgas
localmente adaptadas, exceto na Caracu, e nas ragas zebuinas. O alelo A do polimorfismo
g.10153G>A foi associado a reducdo de C18:0 e aumento no indice de dessaturacao de C14:0.
O alelo T do polimorfismo g.10213C>T foi associado a reducdo nas proporcdes de C14:0,
C16:1, CLA e no indice de dessaturacdo do C16:0. Este estudo demonstra que existe uma alta
variabilidade genética nas racas criadas no Brasil para os locos estudados e que 0s
polimorfismos do gene SCD1 estdo envolvidos na variagdo do perfil de acidos graxos de

animais da raca Brangus.

Palavras-chave: perfil lipidico, qualidade de carne, racas localmente adaptadas, SNP



Abstract

WALKER, C. C. 2013. Genotyping of genes Stearoyl-CoA Desaturase (SCD1) and Fatty
Acid Synthase (FASN) in cattle breeds and its association with the fatty acid
composition in Brangus breed. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

The objective was to analyze polymorphisms frequencies of stearoyl-CoA desaturase (SCD1)
and fatty acid synthase (FASN) genes in different bovine breeds and analyze its relationship
with lipid profile of meat from 142 Brangus breed. We genotyped animals of the breeds
Curraleiro, Crioulo Lageano, Caracu and Pantaneiro, representing taurine locally adapted;
Holandés and Wagyu, specialized taurine breeds; Nelore, Guzera and Gir, zebu breeds; and
F1 Nelore x Wagyu. The animals were genotyped for FASN gene polymorphisms
g.16024A>G and g.16039T>C by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction
Fragment Length Polymorphism) and SCD1 gene polymorphisms g.10153G>A and
g.10213C>T by sequencing. In relation to the FASN gene, TW haplotype associated with an
increase in the ratio of monounsaturated meat was more frequent in Wagyu breed than in the
others evaluated. Between locally adapted breeds Creole Lagena and Caracu showed higher
frequency of the favorable haplotype. New haplotypes SCD1 gene were detected in the locally
adapted breeds, except Caracu, and the zebu breeds. The A allele of ¢g.10153G>A
polymorphism was associated with the reduction of C18:0 and an increase in the rate of
desaturation of C14:0. The T allele of g.10213C>T polymorphism was associated with a
reduction in the proportions of C14:0, C16:1 and CLA desaturation index of C16:0. This
study demonstrates that there is a high genetic variability in the breeds raised in Brazil for
studied loci and that the SCD1 gene polymorphisms are involved in the variation of the fatty

acid profile in Brangus cattle breed.

Keywords: lipid profile, locally adapted breeds, meat quality, SNP
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INTRODUCAO

1.1. Consideragdes Gerais

A qualidade da carne é um conceito complexo e pode ser definido como as
caracteristicas relacionadas ao produto que imprimam satisfacdo ao consumidor (Hocquette et
al., 2012). Segundo Felicio (1993) os atributos da qualidade da carne podem ser classificados
em qualidade visual (aspectos que atraem ou repelem o consumidor), qualidade gustativa (faz
com que o consumidor volte ou ndo a adquirir o produto), qualidade nutricional (faz com que
o0 consumidor crie uma imagem favoravel ou ndo ao produto como alimento adequado as suas
exigéncias para uma vida saudavel) e seguranca (aspectos higiénico-sanitarios e relacionados
aos contaminantes quimicos).

O conceito de qualidade pode ainda ser dividido em caracteristicas intrinsecas de
qualidade (que sdo as caracteristicas do produto em si, como as citadas acima) e
caracteristicas de qualidade extrinsecas (preco, um dos principais determinantes da compra,
ou marca) (Hocquette et al., 2012).

Nos ultimos anos o setor pecuario tem se deparado com uma crescente demanda do
mercado, principalmente, por produtos de alta qualidade gustativa e visual, com prego
conveniente, que oferecam seguranca e tenham sidos produzidos com salubridade (Felicio,
1997). Entre os aspectos intrinsecos a qualidade de carne, a composicdo de acidos graxos tem
grande importancia, pois influencia as propriedades nutricionais e 0s aspectos organolépticos.

Como a maioria das caracteristicas de producdo animal, o perfil lipidico é influenciado
por fatores genéticos e ambientais, sendo que este Gltimo inclui principalmente a alimentacéo.
Isto explica porque muitos estudos que tentam alcancar um perfil de acidos graxos na carne
que corresponda melhor as diretrizes atuais de nutricdo humana, tém lidado com a nutricao
animal (De Smet et al., 2004). Com a evolucdo da genética molecular e do uso de marcadores
moleculares nas Ultimas décadas, e sua associacao as caracteristicas de interesse zootécnico e
econdbmico observou-se a difusdo de estudos visando a busca de genes candidatos
relacionados a composicdo de acidos graxos no sentido de se obter uma melhor compreenséo
a respeito do efeito desses genes na variacdo de acidos graxos e as redes genéticas e

metabdlicas nas quais estes estdo envolvidos.
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1.2. Acidos graxos na carne bovina

As gorduras, que sdo usadas como formas de armazenamento energético nos animais
e, os fosfolipidios, que séo os principais elementos das membranas biolégicas, sdo derivados
dos &cidos graxos (Lehninger, 2002). Os acidos graxos consistem em uma longa cadeia de
atomos de carbono e hidrogénio e um grupo terminal carboxil, sendo classificados em
saturados, quando constituidos apenas por ligacdes simples, ou insaturados com uma ou mais
duplas ligacbes. O grupo de &cidos graxos insaturados pode ainda ser dividido em
monoinsaturados, quando possuem uma dupla ligacdo e poliinsaturados, quando possuem
duas ou mais duplas ligagdes.

De acordo com Vianni & Braz-Filho (1996) o sistema de nomenclatura oficial dos
acidos graxos descreve o nimero de atomos de carbono por um prefixo grego, sendo que o
acido laurico (12 C), miristico (14 C), araquidico (20 C) e behénico (22 C), sdo designados
pelos prefixos dodeca-, tetradeca-, eicosa- e docosa-. Os acidos graxos saturados tém sufixo
anoico, e os insaturados tem sufixo enodico para 0os mono-, diendico para os di-, e triendico
para os tri-insaturados.

A estrutura de um é&cido graxo também pode ser indicada mediante uma notacao
simplificada, na qual se escreve o nimero de atomos de carbono seguido de dois pontos e um
namero que designa a presenca ou auséncia de ligagdes duplas na molécula (Vianni & Braz-
Filho, 1996). O linoléico, por exemplo, pode ser representado por 18:2 ou C18:2. Para indicar
a posicdo das duplas ligacGes, uma pratica admitida € descrever a estrutura quimica das
moléculas dos acidos graxos iniciando pela numeracdo dos carbonos no grupo metil,
utilizando o simbolo ®- ou n- (Moreira et al., 2002; Rose & Connoly, 1999). O araquiddnico,
por exemplo, pode ser representado por C20:4 w-6 ou C20:4 n-6. Na tabela 1 esta apresentada
a nomenclatura dos principais acidos graxos encontrados nas carnes.

As reservas de energia corporais sdo armazenadas no tecido adiposo na forma de
lipidios simples, contendo trés acidos graxos ligados a uma molécula de glicerol, sendo que
essa estrutura € conhecida como triacilglicerol (Lehninger, 2002). Nos vertebrados, as células
especializadas do tecido adiposo, denominadas adipdcitos, armazenam grandes quantidades
de triacilglicer6is como goticulas de gordura, servindo de depoésitos de combustivel
metabolico (Lehninger, 2002).

As gorduras animais sdo formadas por misturas de triacilglicerdis contendo mais
grupos acilas saturados do que insaturados (Vianni & Braz-Filho, 1996). Os triacilglicerois de

ruminantes sdo compostos em grande parte de acido palmitico (C16:0) e estearico (C18:0)
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(Rodrigues et al., 2004). Dessa forma as propriedades fisicas, quimicas e nutricionais das
gorduras dependem, fundamentalmente, da natureza, do nimero de &tomos de carbono e
posi¢do dos grupos acila presentes nas moléculas dos triacilglicerdis (Vianni & Braz-Filho,
1996).

Tabela 1. Acidos graxos mais frequentes em carnes.

Abreviatura Nome Sistematico Nome Comum
Saturados

C4:0 Butandico Butirico
C6:0 Hexanoico Capréico
C8:0 Octandico Caprilico
C10:0 Decanoico Céprico
C12:0 Dodecanoico Laurico
C14:.0 Tetradecanoico Miristico
C16:0 Hexadecanoico Palmitico
C18:0 Octadecandico Esteéarico
C20:0 Eicosandico Araquidico
Insaturados

Cl4:1 9-tetradecendico Miristoléico
Cl6:1 9-Hexadecenoico Palmitoléico
C18:1 9-Octadecenoico Oléico
C18:2 9,12-Octadecadienoico Linoléico
C18:3 9,12,15-Octadecatriendico Linolénico
C20:4 5,8,11,14-Eicosatetraenoico Araquiddnico

Adaptado de Fennema (1990).

1.2.1 Acidos graxos e a satide humana

O interesse pela composicdo dos acidos graxos na carne vermelha resulta
principalmente da necessidade de encontrar formas de se obter um produto mais saudavel
(Wood et al., 2003). Isto porque, a carne de ruminantes é atribuida a maior fonte de gorduras

saturadas na dieta humana e, o consumo excessivo deste tipo de gordura representa um



16

agravante no desenvolvimento das “doengas da vida moderna”, que incluem varios tipos de
cancer e doencas do coracdo (Wood et al., 2003; Givens et al., 2006).

Em geral, os acidos graxos saturados sdo considerados hipercolesterolémicos, e assim,
aumentam o fator de risco a doencas cardiovasculares (Decker e Park, 2010). Os &cidos
graxos que elevam os niveis de LDL - colesterol no plasma sdo o laurico (C12:0), o miristico
(C14:0) e o palmitico (C16:0), sendo que estes acidos graxos representam cerca de 30% da
gordura bovina (Palmiquist e Mattos, 2011; Siri-Tarino et al., 2010). Particularmente, o &cido
estearico (C18:0), apesar de ser saturado, parece ndo ter efeito algum sobre a taxa de
colesterol, por ser rapidamente convertido em &cido oléico C18:1 pela a¢do de dessaturases
nos tecidos (Baggio & Bragagnolo, 2007; Siri-Tarino et al., 2010).

Entretanto, é importante destacar que a carne vermelha magra constitui umas das
principais fontes de ferro, zinco e vitamina B12 e contribui significativamente para aumentar
0 teor de acidos graxos poliinsaturados n-3 e C18:1, que estdo relacionados a reducdo da
incidéncia de doencgas cardiovasculares e diminuicdo da colesterolemia, além do &cido
linoléico conjugado (CLA), associado a prevencdo e tratamento de tumores (Mann, 2000;
Tapiero et al., 2002; Degirolamo et al., 2009).

A ingestdo de &cidos graxos poliinsaturados da série n-3, em particular acido
eicosapentaendico (EPA, C20:5) e acido docosahexandico (DHA, C22:6), estd associada a
diminuicdo do risco de doencas coronarias, além de efeitos anti-trombdticos e anti-
inflamatdrios (Givens et al., 2006; Connor, 2013). Os poliinsaturados n-3 contidos na dieta
podem reduzir o nivel de colesterol e de lipoproteinas de baixa densidade no sangue, mas em
contrapartida, o consumo de grandes quantidades de n-6 pode resultar em uma producéo
excessiva de eicosandides e perdxidos, que tem propriedades pro-inflamatérias (Lima Jr. et
al., 2011). Por isso, especialistas em nutricdo humana salientam que a relacéo de consumo dos
poliinsaturados n-6 e n-3 deve ser sempre balanceada.

A carne de ruminantes, principalmente aqueles alimentados a pasto, € uma fonte
interessante de poliinsaturados n-3, devido a presenca de acido a-linolénico (C18:3 n-3)
(Wood et al., 2003). O a-linolénico ¢ precursor de poliinsaturados de cadeia longa (DHA), por
meio da acdo de elongases e dessaturases e, apesar da eficiéncia desta conversdo em humanos
ainda ser muito contraditoria, o aumento da ingestdo de a-linolénico na dieta através da carne
bovina pode representar uma vantagem (Givens et al., 2006; Barcelé-Coblijn & Murphy,
2009).

O acido linoléico conjugado (CLA), refere-se a um conjunto de isdmeros posicionais e

geométricos do &cido linoléico (C18:2), sendo que a principal forma presente em produtos de
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ruminantes € o C18:2 cis-9 trans-11, que recebe o nome trivial de acido ruménico (McGuire
& McGuire, 2000). Existem evidéncias que o isomero cis-9, trans-11 do CLA possui uma
variedade de efeitos fisiologicos que podem trazer beneficios a salide humana, como a
reducdo de doencas cardiovasculares, prevencdo de diabetes, ativacdo do sistema inume e,
principalmente, prevengéo ao cancer (Bauman et al, 1999; McGuire & McGuire, 2000; Pariza
et al., 2001). O CLA acumulado nas células parece ter um efeito regulador nas células
vizinhas podendo interferir precocemente no crescimento e transformacéo de células (Ip et al.,
1991).

A carne e o leite de ruminantes sdo fontes naturais de CLA, uma vez que, este pode ser
formado no rumen pela biohidrogenacdo incompleta de &cidos graxos poliinsaturados da dieta
(Bauman et al., 1999). Além disso, ha biossintese de CLA (C18:2 cis-9 trans-11) nos tecidos
adiposos e glandula maméria de ruminantes, por meio da reacdo de dessaturacdo do &cido
vaccénico (C18:1 trans-11), intermediario da biohidrogenacéo ruminal, realizada pela enzima

estearoil-CoA dessaturase (Griinari et al., 2000) .

1.2.2 Acidos graxos e a qualidade de carnes

Os é&cidos graxos influenciam no sabor e no aroma das carnes, pois Sa0 responsaveis
pela liberacdo de compostos volateis durante o cozimento. S&o cerca de cinquenta compostos
volateis produzidos a partir da oxidacdo/degradacdo dos &cidos graxos que, em interagdo com
produtos gerados pela reacdo de Maillard, constituem importantes elementos de formacéo e
desenvolvimento de sabor no processo de cocgdo (Van Ba et al., 2013). Os &cidos graxos
insaturados sdo a fonte principal dos compostos volateis da carne bovina. O acido oléico
(C18:1), por exemplo, esta presente em maior percentual nos tecidos adiposos de bovinos, e
estd associado positivamente com o sabor desejavel da carne (Hoashi et al., 2007; Van Ba et
al., 2013).

Os pontos de fusdo dos acidos graxos sao fortemente ligados ao grau de insaturacdo, de
forma que, a medida que aumentam as duplas ligacdes, o ponto de fusdo declina. Sendo
assim, os saturados apresentam ponto de fusdo mais elevado do que poliinsaturados, por
exemplo, o acido esteéarico (C18:0) funde a 69 °C, o oléico (C18:1) a 13,4 °C, linoléico
(C18:2) a -5 °C e o linolénico (C18:3) a -11 °C (Wood, 2003; Wood et al., 2008). Esta
variacdo tem um efeito importante sobre a firmeza ou suavidade da gordura na carne,
especialmente na subcutdnea e intermuscular, mas também a gordura intramuscular
(marmoreio) (Wood et al., 2003).
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O efeito dos acidos graxos na vida de prateleira € explicado pela tendéncia dos acidos
graxos insaturados de oxidar, levando a rancidez e paralelamente a mudanca de cor, a medida
que aumenta o tempo de exposicdo ao oxigénio, luz, calor entre outros fatores (Wood et al,
2003). A oxidagéo de pigmentos promove a modificagdo da cor de carnes, pela transformagéo
do pigmento oximioglobina, de coloracdo vermelho brilhante, em metamioglobina, tornando a
carne marrom-acinzentada, aspecto que o consumidor rejeita (Ferrari, 1998).

A propensdo dos &cidos graxos insaturados oxidarem, se da ao fato de que a disposi¢do
dos atomos de hidrogénio na estrutura insaturada torna-os menos estaveis as condicdes de
oxidacdo, e quanto maior o nimero de duplas ligacGes mais instavel serd a cadeia (Van Ba et
al., 2013). A oxidacdo em sistemas musculares inicia-se pela interacdo do oxigénio com 0s
fosfolipidios de membrana (compostos por alta quantidade de acido araquiddénico, C20:4 n-6),
produzindo radicais livres, que por sua vez, iniciam uma rea¢do em cadeia que somente sera
finalizada quando as reservas de acidos graxos insaturados e oxigénio estiverem esgotadas
(Ferrari, 1998; Campo et al., 2006). Os principais produtos finais da oxidacdo lipidica
compreendem os derivados da decomposicdo de hidroperdxidos, como alcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres e outros hidrocarbonetos, sendo que os aldeidos sdo os principais
responsaveis por um sabor e aroma indesejaveis na carne (Ferrari, 1998).

A manipulacdo da composicdo lipidica das carnes tem como objetivo primario a
obtencdo de um alimento com perfil nutricional mais saudavel, melhorando a proporg¢éo de
acidos graxos poliinsaturados:saturados. Entretanto, oxidacdo lipidica é responsavel por
perdas econdmicas na venda de carnes exibidas no varejo e a alteracdo de seu sabor, séo
fatores intrinsecos a esta mudanca de composicao. Dessa forma, as estratégias de manipulacao
de &cidos graxos no sentido de aumentar os insaturados na carne devem ser acompanhadas de
métodos para retardar sua suscetibilidade oxidativa, como o uso de antioxidantes, incluindo
sequestrantes e supressores de radicais livres para manter a estabilidade dos lipidios (Lee et
al., 2005). A suplementacdo de bovinos com vitamina E, por exemplo, causa acumulo do
antioxidante a-tocoferol nos musculos retardando processos oxidativos (Arnold et al., 1992).
Além disso, outros cuidados podem ser empregados, como diminuicdo da temperatura de
armazenamento e/ou a exclusdo do oxigénio com a utilizacdo embalagens a vacuo (Decker e
Park, 2010).
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1.2.3 Oportunidades na predicdo e manipulacao de acidos graxos na carne bovina

Considerando os efeitos diretos dos acidos graxos nos aspectos sensoriais, na redugao
vida de prateleira (oxidacdo de lipidios e de pigmentos) e nas propriedades nutricionais da
carne de bovinos, estratégias foram desenvolvidas por pesquisadores no sentido de se obter
um perfil lipidico mais adequado, como por exemplo, suplementacdo na dieta com diferentes
fontes de CLA e poliinsaturados n-3 (French et al., 2000; Scollan et al., 2001; Nuernberg et
al., 2005) .

Entretanto, a manipulacdo dietética de acidos graxos em bovinos ndo é simples, pois
devido a biohidrogenacdo dos acidos graxos insaturados, realizada por microorganismos do
rimen, a maioria dos &cidos graxos provenientes da alimentacdo é absorvida na forma
saturada. O processo de biohidrogenacdo é um mecanismo de autodefesa, pois certos acidos
graxos, especialmente os poliinsaturados, sdo tdxicos aos microrganismos ruminais. A
toxicidade parece estar associada com a alta solubilidade desses acidos graxos nas membranas
celulares, podendo acarretar no rompimento da estrutura das membranas (Palmiquist &
Mattos, 2011). Além disso, quando comparada ao leite, a modificacdo da composicdo da
gordura tecidual de bovinos é mais dificil, em virtude das taxas mais lentas de sintese de
triglicerideos e de renovacéo do tecido adiposo (Palmiquist & Mattos, 2011).

A suplementacdo de bovinos com dleos e gorduras para manipulacdo do perfil acidico
apresenta algumas implicacdes, pois com a elevacdo dos niveis dessas fontes na dieta
observam-se efeitos prejudiciais no consumo dos animais, na fermentacao de fibras no rimen
e na digestibilidade (Jenkins, 1993). Dessa forma, uma abordagem desenvolvida foi a
protecdo dos acidos graxos da biohidrogenacdo ruminal com o uso, por exemplo, do
encapsulamento de uma matriz protéica com aldeido férmico promovendo a protecdo dos
lipidios oriundos da fonte protéica (De Veth et al., 2005). Entretanto, essa técnica ndo obteve
sucesso por uma série de motivos, entre eles, o alto custo de producéo e a falta de aceitacao
do aldeido férmico como aditivo em muitos paises (Palmiquist & Mattos, 2011).

Outras técnicas foram desenvolvidas e continuam sendo testadas, como o tratamento
dos compostos protéico-lipidicos com produtos ndo-aldeidos, tratamento de compostos
lipidicos liofilizados com proteinas do soro do leite, tratamento dos &cidos graxos com
amdnia ou aminas. A técnica dos sais de célcio, comumente conhecidos como gordura
protegida, tem sido bastante utilizada para aumentar a densidade energética da dieta, mas
oferece resisténcia parcial & acdo dos microorganismos ruminais (De Veth et al.,, 2005;
Palmiquist & Mattos, 2011).
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Estes fatos despertaram o interesse da pesquisa cientifica pela compreensdo da
participacdo de fatores genéticos na variagdo na composicdo de &cidos graxos no tecido
adiposo de bovinos, no caso, genes que regulam a sintese de lipidios e o metabolismo de
acidos graxos (Mannen, 2011). Por meio da genética molecular, novas linhas de pesquisa
foram criadas para o conhecimento e manipulacdo do perfil lipidico da carne, principalmente
porque as informacgdes geradas pelo estudo do DNA podem ser vislumbradas como possiveis
ferramentas de predicdo da composicdo de &cidos graxos dos animais antes mesmo do abate.

O sequenciamento do genoma de bovinos possibilitou aumento na identificacdo de
polimorfismos disponiveis em genes que estéo relacionados a varia¢do na qualidade de carnes
e composicdo lipidica (Hocquette et al., 2007), viabilizando mais estudos de associacdo, na
tentativa de entender a contribuicdo dos genes na variagdo dessas caracteristicas.

Alguns genes tém sido estudados e apontados como responsaveis pela variacdo na
composicao de acidos graxos em bovinos sdo eles: SCD1, que codifica a enzima estaroil-CoA
dessaturase (Taniguchi et al., 2004); FASN, que codifica a enzima &cido graxo sintase (Zhang
et al., 2008; Abe et al., 2009); SREBP-1c, que codifica a proteina 1c ligadora do elemento
regulado por esterois (Hoashi et al., 2007); FABP4, que codifica a proteina de ligacdo de
acidos graxos 4 (Hoashi et al., 2008) e LXRa que codifica o receptor hepatico X (Hoashi et
al., 2008). As informacbes fenotipicas relacionadas a polimorfismos identificados nestes
genes podem ser valiosas para oferecer pistas de que tipos de redes genéticas estdo envolvidos
em mecanismos de sintese e metabolismo de acidos graxos correlacionados com a qualidade
da carne em bovinos (Yeon et al., 2013). Nesta revisdo serdo abordadas apenas as
informacGes relativas aos genes FASN e SCD1, os quais fazem parte do escopo deste trabalho,
e a associacdo de seus polimorfismos a composicdo de acidos graxos.

Os novos desafios a producdo concentram-se em aliar a genética (incluindo as novas
abordagens gendmicas) e os conhecimentos em predicdo e manipulacdo de acidos graxos ja
existentes, para melhorar o perfil lipidico das carnes e satisfazer as necessidades e o desejo do

consumidor final.

1.3. Marcadores moleculares na producéo animal

O conceito de marcador molecular refere-se a toda e qualquer caracteristica herdavel
presente no DNA e que diferencia dois ou mais individuos (Regitano & Coutinho, 2001).
Com o desenvolvimento de tecnologias como o DNA recombinante e os marcadores

moleculares, propostos na década de 1970, vislumbrou-se a possibilidade de incrementar a
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informacdo oriunda do fendtipo com aquela gerada diretamente do DNA, de forma que 0s
processos de identificacdo e selecdo dos animais com gendtipos superiores pudessem mais
eficientes (Coutinho & Rosério, 2010).

O melhoramento genético pelo uso da genética quantitativa € um recurso largamente
utilizado, sendo baseado no conhecimento dos parametros genéticos da populacéo, tais como
herdabilidade, variancia genética e correlacbes genéticas para as caracteristicas de interesse.
(Dekkers & Hospital, 2002). Apesar da obtencdo de resultados positivos, a eficiéncia da
selecdo é diminuida em caracteristicas de baixa herdabilidade, de dificil mensuracdo ou que
ndo podem ser diretamente mensuradas ou ainda, que apresentam correlacbes genéticas
negativas (Rosa & Fragoso, 2011). A eficiéncia alimentar, o desenvolvimento ponderal, a
resisténcia a doencas, as caracteristicas reprodutivas, adaptacao e longevidade, o rendimento e
qualidade de carcaca e a composicdo de lipidios na carne, podem ser citadas como
caracteristicas que apresenta estas propriedades. A associacdo da genética molecular com a
selecdo quantitativa pode contribuir para eliminar algumas destas limitacdes (Beuzen et al.,
2000).

A maioria das caracteristicas ligadas a producdo é poligénica, ou seja, depende da
variacdo alélica em um grande nimero de locos e sofrem grande influéncia de fatores
ambientais (Martinez & Machado, 2002). A genética molecular pode ser uma poderosa
ferramenta para identificar e mapear os genes que interferem na expressao de caracteristicas
quantitativas de importancia econdmica, visando melhorar a compreensdo do controle
genético de caracteristicas complexas (Rosa & Fragoso, 2011). Além disso, permite alta
eficiéncia seletiva, rapidez na obtencdo de ganhos genéticos e contribui para reducdo de
custos com os testes de progénie, pois permite que o potencial genético de um animal seja
determinado antes mesmo da expressdo do seu fenétipo (Regitano & Coutinho, 2001)

Uma estratégia muito utilizada para investigar a relacdo de genes com caracteristicas
de interesse é o estudo de genes candidatos. O procedimento de genes candidatos estuda a
associacdo entre genes possam estar envolvidos em vias metabdlicas e processos bioquimicos
e os fendtipos de interesse, podendo detectar locos mesmo com pequenos efeitos, desde que
seja um gene determinante na variacdo fenotipica (Andersson, 2001; Dekkers & Hospital,
2002).

A identificacdo dos alelos associados as caracteristicas complexas nas populacées foi
possivel a partir do desenvolvimento e da localizacdo de marcadores moleculares
polimorficos no genoma (Coutinho et al., 2007). A utilizagdo dos microssatélites e

polimorfismos de base Unica (SNP) permitiram o desenvolvimento de mapas genéticos
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saturados e, assim, 0 mapeamento de QTL (Quantitave Trait Loci), que se baseia na definicdo
de regides cromossdmicas associadas a variacdo genética de caracteristicas de interesse
economico (Coutinho et al., 2007).

Os marcadores SNPs consistem em variacdes individuais resultantes de mutagdes, que
podem ser a substituicdo de um nucleotideo por outro, a adi¢cdo ou supressdo de um ou alguns
nucleotideos (Beuzen et al, 2000; Regitano & Coutinho, 2001). As mutacbes mais
corriqueiras sao as transi¢des de uma purina por outra purina (A <> G) ou de uma pirimidina
por outra pirimidina (C < T), em contrapartida as transversoes caracterizadas pela troca de
uma purina por uma pirimidina ou pirimidina por uma purina (C ou T «> A ou G) sdo menos
comuns, apesar do maior numero de combinagfes possiveis (Vignal, 2002; Caetano, 2009).
Os marcadores SNP sdo geralmente sistemas bialélicos, o que significa que ha apenas dois
alelos em uma populagdo (Beuzen, 2000). Os SNPs podem ocorrer em regides codificadoras
ou com funcéo regulatéria podendo ser diretamente responsaveis por algumas das variagdes
entre os individuos de caracteristicas importantes, porém, na maior parte das vezes sdo
encontrados em espacos intergénicos, sem fungdo determinada (Beuzen, 2000; Caetano,
2009).

Os marcadores SNPs trouxeram novas solucbes para aplicacdes ja solidificadas e
também estdo permitindo o desenvolvimento de novos produtos e processos, com uso direto
nas cadeias produtivas da pecuaria mundial (Caetano 2009). Avancos significativos tém sido
alcancados na genotipagem de animais com o uso de chips de SNPs, com plataformas ja
disponiveis para a deteccdo de milhares de SNPs simultaneamente (Coutinho et al., 2007).
Chips de genotipagem de alta densidade ja foram gerados e validados para humanos, bovinos,
ovinos, equinos, suinos e caninos, contendo em média mais de 50 mil SNPs (Caetano 2009).

O uso integrado do conhecimento que ja existe sobre alguns genes, com informacdes
geradas pelo sequenciamento do genoma e as novas tecnologias obtidas a partir da
bioinformética poderdo permitir avancos maiores nessa area, desde gue estejam associados a

um banco de dados fenotipicos robusto acerca da caracteristica de interesse.

1.3.1 O gene da enzima &cido graxo sintase (FASN)

A acido graxo sintase refere-se a um complexo enzimatico, codificado por um Unico
gene localizado no cromossomo 19 de bovinos, que regula a sintese de novo de acidos graxos
de cadeia longa no citosol (Smith, 1994; Mannen, 2011). Estas enzimas catalisam a formagao

de palmitato a partir da condensacao sequencial de uma molécula acetil-CoA e sete malonil-
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CoA, na presenca de NADPH (Roy et al., 2006). O gene FASN possui uma sequéncia de 18
kb, sendo dividido em 42 éxons e 41 introns (Roy et al., 2005).

Os maiores sitios de expressdo do gene FASN estdo no tecido testicular, cérebro e
tecido adiposo (Roy et al., 2005). Dentre diferentes musculos esqueléticos, o musculo
Longissimus dorsi possui a maior expressao de FASN (Bhuiyan et al., 2009).

O complexo &cido graxo sintase foi identificado primeiramente em bactérias E. coli,
consistindo em sete polipeptidios individuais que trabalham em conjunto, mas ndo acoplados.
No entanto, em vertebrados a acido graxo sintase possui sete dominios cataliticos em um
unico polipeptidio grande (Lehninger, 2002). S&o eles: proteina transportadora do grupo acila
(ACP), malonil-acetil-transferase (MAT), B-cetoacil sintase (KS), B-cetoacil redutase (KR),
B-hidroxiacil desidratase (HD), enoil redutase (ER) e tioesterase (TE) (Maier et al., 2011)

Conforme relatado por Smith et al. (2003) o processo de biossintese de acidos graxos
(Figura 1) € iniciado com a transferéncia de um acetil-coA e de um malonil-coA pela malonil-
acetil- transferase (MAT) para o dominio da ACP, que por sua vez, transporta o acetil até o
dominio da B-cetoacil sintase (KS). Sequencialmente, a B-cetoacil sintase condensa acetil e
malonil para formar acetoacetil, acompanhado de uma descarboxilacdo do grupo malonil, de
forma que, no produto da condensacao restem quatro carbonos. O acetoacetil € desidratado e
reduzido (saturado) resultando em butiril, pela agdo sequencial da [B-cetoacil redutase (KR),
B-hidroxiacil desidratase (HD) e enoil redutase (ER). A segunda fase da biossintese ocorre
quando butiril recém formado é transferido para o dominio da KS e condensa-se a um novo
malonil e com a concomitante perda de CO,. Assim as reacfes sdo repetidas, até a concluséo
de sete ciclos de extensdo e formacdo de um acido graxo saturado de 16 carbonos que é
liberado por meio da acdo da enzima tioesterase (TE). Além da producdo de &cido palmitico
(C16:0), pode haver uma formagdo minima de acido miristico (C14:0).

O dominio catalitico da TE possui um sulco perto da estrutura do centro catalitico que
acomoda a cadeia de acidos graxos em formacao, sendo responsavel pela liberacdo dos acidos
graxos ao atingirem o comprimento de cadeia ideal, portanto, possui papel fundamental no
perfil dos acidos graxos sintetizados (Abe et al., 2009). Zhang et al. (2008) identificaram um
polimorfismo no dominio da TE (g.17924A>G) em animais da raca Angus que pode ter
resultado em mudancas em sua fungdo, de modo que a liberagdo da cadeia passou a ser
quando atingiam 18 carbonos reduzindo as propor¢des de C14:0 e C16:0 no tecido adiposo. A
hipdtese € que o acido estearico liberado no citosol é logo convertido em C18:1, aumentando
sua proporcdo nos tecidos de animais que possuiam o alelo G. Diante dos resultados

observados, Zhang et al. (2008) sugeriam entdo, que as variagdes no dominio da TE do gene
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FASN poderiam explicar parte das diferencas hereditarias na composicdo de acidos graxos

entre individuos.
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Figura 1. Sequéncia de reagdes para a biossintese de acidos graxos de novo pela enzima acido
graxo sintase animal. Adaptado de Smith et al. (2003).

Bhuiyan et al. (2009) observaram que os animais da raca coreana Hanwoo que
possuiam o gendtipo GG do polimorfismo g.17924A>G apresentaram propor¢des de C18:1,
cerca de 3,18% e 2,79% superiores aos gendtipos AA e AG, respectivamente. As proporgoes
de C16:0 foram 3,81% e 4,01% inferiores a AA e GG, respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados por Abe et al. (2009), que identificaram
duas mutacdes no gene FASN (g.16024A>G e ¢.16039T>C) em bovinos Wagyu x Limousin,
encontradas no éxon 34, que determinam as substituicGes de aminoacidos treonina (T) para
alanina (A) e triptofano (W) para arginina (R). Os polimorfismos identificados apresentaram
associacdo com a composicao lipidica nos depdsitos adiposos, de modo que ao genétipo TW
foi atribuido o efeito de diminuicdo de acidos graxos saturados e aumento do teor de acido
oléico. Os autores sugeriram que as substituicbes dos aminoacidos causaram alteracdes no
dominio da B-cetoacil redutase (KR), induzindo a mudanca de conformacéao e especificidade
do substrato do dominio da TE, e com base no que foi descrito por Zhang et al. (2008),

concluiram que esta mudanca na enzima resultou em diminui¢do da proporcdo de C14:0,
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C14:1, C16:0 e C16:1 e, uma maior quantidade de C16:0 alongado para C18:0, sendo
posteriormente convertido em C18:1 por dessaturases.

Matsuhashi et al. (2011) avaliaram os SNPs g.16024A>G e ¢.16039T>C em bovinos
Wagyus e alcangcaram os mesmos resultados descritos para TW na literatura anteriormente.
Na presenca genotipo TW as propor¢des de C14:0, C14:1, C16:0, C16:1 foram reduzidas e
houve aumento no conteudo de C18:1 na gordura intramuscular de bovinos Wagyu,
reforcando a hipdtese de que a preferéncia por substratos da enzima TE € alterada.

Yokota et al. (2012) avaliaram apenas o polimorfismo g.16039T>C em populacGes de
bovinos da raca Wagyu de diferentes cidades do Japdo. Estes autores observaram associagdo
de 9.16039T>C com o aumento de C18:1 na gordura intramuscular, sendo que, 0 SNP explica
13,46% e 16,29% da variacdo dessa caracteristica nas populagdes das cidades de Miyagi e
Yamagata, respectivamente.

Matsumoto et al (2012) encontraram associacao do haplotipo de TW/TW com reducéo
do acido miristico (C14:0) no leite de vacas Holandesas, e sugeriam mais estudos com 0s
polimorfismos descritos por Abe et al. (2009) para que possam ser aplicados como
marcadores moleculares para a melhoria da qualidade do leite de bovinos da raca Holandesa.

Este resultado encontrado em animais da raca Holandesa € condizente com os de
Morris et al. (2007), que identificaram a presenca de uma regido QLT no cromossomo 19 de
bovinos cruzados Jersey x Limousin, que afetou significativamente os valores de C14:0 na
gordura do leite, sendo sugerido o gene FASN como um gene candidato para esse QLT.

As diferencas observadas para os efeitos de associacdo dos polimorfismos de FASN
com a variacdo lipidica do tecido adiposo e da glandula mamaéria sdo explicados pela
diferenca na acdo da enzima nesses sitios de expressdo. A acido graxo sintase no tecido
adiposo sintetiza principalmente palmitico C16:0 e quantidades minimas de C14:0, enquanto
gue no tecido mamario sdo sintetizados acidos graxos de comprimento variando de C4:0 a
C16:0. De acordo com Morris et al. (2007), isto pode estar ligado ao fato de que a atividade
da enzima é negativamente regulada por acido oléico (C18:1) e outros acidos graxos de cadeia
longa, que estdo presentes em porcentagens muito maiores no tecido adiposo do que na
gordura do leite, limitando sua acao.

Os efeitos de associacdo de diferentes polimorfismos do gene FASN com a variacao
dos acidos graxos também foram estudados em animais da raca coreana Hanwoo (Yeon et al.,
2013), cruzados Angus x Charolés (Li et al., 2011) e na Holandesa (Roy et al., 2006; Ordovas
et al., 2009; Schennink et al., 2009).
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Rempel et al. (2012) encontraram associa¢do do polimorfismo ¢.52183794A>G do
gene FASN com caracteristicas de crescimento e de carcaca (peso final, ganho de peso diario,
peso de carcacga quente) em touros das racas Beefmaster, Brangus, Bonsmara, Romosinuano,
Hereford e Angus. De acordo com os autores estes resultados podem estar ligados a
observacdes relatadas anteriormente na literatura, em que a expressao de FASN é elevada no
tecido adiposo de humanos e suinos obesos.

Souza et al. (2012) verificaram ainda, associagdo do polimorfismo g.15603A>G do
gene FASN com a espessura da gordura da garupa e altura ao sobreano de macho, e a
associagdo do polimorfismo g.17860C>T com a altura ao sobreano de macho em animais da
raca Nelore. Estes autores relataram também que alelo G do polimorfismo g.17924A>G,
descrito por Zhang et al. (2008), estava fixado na populacédo de bovinos Nelore estudada.

1.3.2 O gene da enzima estearoil-CoA dessaturase (SCD1)

O gene SCD codifica a enzima estearoil-CoA dessaturase, localizada no reticulo
endoplasmatico liso. Esta enzima catalisa a biossintese de &cidos graxos monoinsaturados,
essenciais na manutencdo propriedades fisicas e caracteristicas de fluidez das membranas
celulares, pois sdo o0s principais componentes de triglicerideos, ésteres de cera, ésteres de
colesterol e fosfolipidios de membrana (Miyazaki & Ntambi, 2003).

A reacdo de dessaturacdo catalisada pela enzima SCD envolve a introducédo da ligacao
dupla (cis) entre os carbonos nas posicdes 9 e 10 (Ntambi & Miyazaki, 2003). A hipdtese
proposta € que a enzima utiliza dois substratos diferentes 0 NADH e um 4acido graxo de
cadeia longa oriundos de sintese de novo ou a partir da dieta, que sofrem, simultaneamente, a
oxidacao de dois elétrons (Lehninger, 2002). A via de fluxo de elétrons inclui o NADH, que
fornece equivalentes de reducao, o citocromo b5 e a flavoproteina citocromo b5 redutase, que
funcionam como carreadores de elétrons (Ntambi, 1999) (Figura 2). A remocao do atomo de
hidrogénio na posicdo C-9 seguido pela remoc¢do do atomo de hidrogénio posicdo C-10,
permite a formacdo da dupla ligacdo entre os carbonos (Paton e Ntambi, 2009). Em
mamiferos a reacdo é aerObica, portanto, requer oxigénio molecular, porém, o oxigénio

ndo € incorporado a cadeia de acidos graxos sendo liberado na forma de agua.
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Figura 2. A via de transferéncia de elétrons na dessaturacdo de acidos graxos por esteroil-
CoA dessaturase (SCD). Adaptado de Paton e Ntambi (2009).

Em bovinos, duas isoformas do gene que codifica a enzima SCD foram caracterizadas,
0s genes SCD1 e SCD5, localizados no cromossomo 26 e 6, respectivamente (Lengi e Corl,
2007). Os maiores sitios de expressdao do gene SCD1 sdo o tecido adiposo e a glandula
mamaria; por sua vez, o gene SCD5 em bovinos € altamente expresso no cérebro (Lengi e
Corl, 2007)Os substratos preferenciais dessa enzima sdo os acidos palmitico (C16:0) e
estearico (C18:0), mas também ha dessaturacdo do miristico (C14:0) e vaccénico (C18:1
trans-11) que sdo convertidos, respectivamente, palmitoléico (C16:1), acido oléico (C18:1),
miristoléico (C14:1) e CLA (C18:2 cis-9 trans-11) (Lock & Garnsworthy, 2003).

Em bovinos, o gene SCD1 possui 17 Kb de comprimento, com seis éxons e cinco
introns (Mele et al., 2007). Taniguchi et al. (2004) identificaram oito SNPs no quinto éxon,
sendo trés deles na ORF (Open Read Frame) do gene SCD1 de bovinos Wagyu nas posicdes
702 pb (g.10153G>A), 762 pb (g.10213C>T), 878 pb (g.10329T>C) (Figura 3). Destes trés, o
polimorfismo na posicdo ¢.10329T>C é responsavel pela substituicdo de aminoécidos de
valina para alanina. Esta mutacdo pode ter alterado a funcdo da enzima, de forma que, o0s
animais com alelo C apresentaram aumento nas médias da proporcdo de acidos graxos
monoinsaturados (C14:1, C16:1 e C18:1) e diminuicdo ponto de fusdo da gordura
intramuscular, sendo que o0s genotipos explicaram apenas 4% de variacdo total de
monoinsaturados e 3% da variacdo do ponto de fuséo.

Estudos de associacdo do polimorfismo g.10329T>C com perfil lipidico do tecido

adiposo de bovinos demonstraram sua relacdo ndo s6 com a proporgdo total de
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monoinsaturados, mas com a variacdo dos acidos graxos individualmente. Li et al. (2011)
encontraram associacdo de ¢.10329T>C com a redugdo dos &cidos graxos C10:0, C14:0,
C20:0 e C20:2 n-6 e aumento das proporcdes de cinco isdmeros do CLA no tecido adiposo de
bovinos de rebanhos comerciais canadenses. Sevane et al. (2013) observaram ainda, relacao
do alelo T do polimorfismo g.10329T>C com o aumento da quantidade de acido linoléico
(C18:2 n-6) no musculo de bovinos devido a fosfolipidios e lipidios neutros, e o alelo C foi
associado com aumento de C18:1.

Além de bovinos da raca Wagyu, associacdes do polimorfismo ¢.10329T>C com a
variacdo do contetdo de acidos graxos no tecido adiposo também foram descritas em bovinos
coreanos da raga Hanwoo (Marahani et al., 2012), Simental (Barton et al., 2010; Orru et al.,
2011), Holandesa (Narukami et al., 2011), cruzados Angus x Charolés (Li et al., 2011), e no
leite de bovinos da raca Jersey (Moioli et al., 2007) e Holandesa (Macciotta, 2008; Schennink
et al., 2008; Komisarek & Dorynek, 2009).

367 +1 "'—HOSU v ' Y' ' +4964
— ORF
s 1905
4 Qe
e TTCATAACA 3537
TGCCGTGGT PRk T NS
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Figura 3. llustracdo esquematica da sequéncia do cDNA do gene SCD1 bovino. Os triangulos
mostram as posicdes dos oito SNPs, e as caixas indicam os locais de mutacdo dos
SNPs. O triangulo grande mostra o local da substituicdo dos aminoacidos. Fonte:
Taniguchi et al. (2004).

Estudos avaliando polimorfismos do gene SCD1 no tecido adiposo de bovinos
encontraram resultados divergentes em relacdo ao efeito sobre a proporcéo de C16:1 e C18:1,
mas apresentaram em comum, associa¢cdes positivas particularmente com C14:1 (Ohsaki et
al., 2009; Barton et al., 2010; Li et al.,, 2011). Mele et al. (2007) alcancaram resultados

correlatos em bovinos da raga Holandesa, sendo que o polimorfismo do gene SCD1 foi
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relacionado com o aumento da razdo C14:1/C14:0. Esta razdo produto:precursor é eficiente
em avaliar a atividade de dessaturacdo da enzima, principalmente no leite, pois todo C14:1
originado da insaturagdo do C14:0 na glandula mamaria (Corl et al., 2000; Lock &
Garnsworthy, 2003). Nestes trabalhos, observaram-se efeitos dos polimorfismos nos &cidos
graxos individualmente, mas ndo no indice total de monoinsaturados. A consisténcia notéavel
da associacdo dos polimorfismos com o contetdo de C14:1 relatados indica um efeito
predominante da enzima SCD1 na dessaturacdo de C14:0 em bovinos de corte (Li et al.,
2011).

A enzima SCD é responsavel pela insercdo de dupla ligacdo em diferentes tipos de
acidos graxos, mas em especial é interessante destacar que, até 90% do CLA no leite bovino é
formado devido a acdo desta enzima na glandula mamaria, pela insaturacdo do &cido
vaccénico (Keating et al., 2006). Este fato denota a relevancia da enzima na proporgéo final
de CLA no leite. Schennink et al. (2008) concluiram que o polimorfismo g.10329T>C
contribuiu consideravelmente para a variancia genética dos acidos graxos no leite de vacas
Holandesas, elucidando 18% da variagdo do CLA.

Matsuhashi et al. (2011) estudaram outro polimorfismo da ORF do gene SCD1, o
g.10153G>A, e encontraram associacdo do alelo A com a reducéo das proporc¢des de C14:0 e
C18:0 e com 0 aumento de C14:1, C18:1 e a proporcao total de monoinsaturados no musculo
de bovinos Wagyu. Estes resultados estavam em conformidade com os encontrados
anteriormente com Tanhiguchi et al. (2004) quando avaliaram o polimorfismo g.10329T>C.
Baeza et al. (2012) observaram associagdo de g.10153G>A com os indices C14:1/C14:0 e
C18:1/C18:0 em na raca Brangus, sendo que 0s animais que possuiam o gendtipo AA e AG
foram 40,8% e 18,7% maiores do que GG, respectivamente.

Yokota et al. (2012) relataram associagdo do polimorfismo ¢.10153G>A com o
aumento de C18:1 na gordura intramuscular em populacdes da raca Wagyu das cidades
Miyagi e Yamagata no Japdo, sendo que, 0 SNP explicam 16,29% e 11,72% da variacdo dessa
caracteristica nas populacdes de Miyagi e Yamagata, respectivamente.

Outros estudos com o polimorfismo g.10153G>A relataram associacdo significativa
com a producdo de carnes mais claras (maiores valores L*) (Reardon et al., 2010), e menos
vermelha e mais verde (valores inferiores de a*) (Reardon et al., 2010, Li et al. 2013) no
tecido adiposo intramuscular de bovinos. Reardon et al. (2010) sugeriram que os resultados
observados podem estar ligados ao maior marmoreio destas carnes.

Em relacdo a isoforma SCD5 bovina, pesquisadores sugerem que a atividade da enzima

no cérebro tem a fungcdo de manter os niveis 6timos de acido oléico, pois este &cido graxo €
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produzido exclusivamente por sintese de novo no préprio cérebro (Lengi & Corl, 2007).
Estudos recentes sugerem que a enzima SCD5 pode influenciar a composicéo lipidica da
carne e leite, agindo também no tecido adiposo e glandula maméria de bovinos. Baeza et al.
(2012) encontraram associagao entre um SNP do gene SCD5 (g.179412 T>G) com aumento
conteido de C16:1 no musculo Longissimus lumborum (contra-filé) de Brangus. Ricon et al.
(2011) relataram que este mesmo polimorfismo tem uma correlagdo negativa com &cidos
graxos saturados na gordura do leite de vacas Holandesas.

Matsuhashi et al. (2011) investigaram o efeito de substituicdo dos genétipos de
marcadores dos genes FASN, SCD1 e GH, e concluiram na presenca dos alelos favoraveis ha
aumento de 4,46% na proporcao de C18: 1. Os autores inferiram também que mais do que
20% da variancia genética no nivel de C18:1 poderia ser explicado por esses trés marcadores
genéticos.

Diante do exposto, pode-se verificar que estas pesquisas, realizadas nas ultimas
décadas, demonstram que principalmente os polimorfismos dos genes FASN e SCD1 sao
marcadores moleculares Uteis e devem ser validados e correlacionados com dados fenotipicos,
para investigacdo da sua contribuicdo na variacdo lipidica nos produtos de bovinos em

diferentes racas.
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POLIMORFISMOS DOS GENES ACIDO GRAXO SINTASE E ESTEAROIL-CoA
DESSATURASE EM RACAS BOVINAS CRIADAS NO BRASIL

Resumo - Objetivou-se verificar a variabilidade genética de polimorfismos do gene
FASN e SCD1 em diferentes ragas bovinas. Os animais foram genotipados para 0S
polimorfismos g.16024A>G e ¢.16039T>C do gene FASN pela técnica de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism) e os
polimorfismos ¢.10153G>A, ¢.10213C>T do gene SCD1 por sequenciamento. No gene
FASN, o haplotipo TW, associado com aumento da relacdo de C18:1 na carne, foi mais
frequente nos animais da raca Wagyu do que nas outras racas avaliadas. Dentre as ragas
localmente adaptadas, a Crioula Lageana e Caracu apresentaram as maiores frequéncias do
haplotipo TW. No gene SCD1, houve grande variabilidade alélica nas diferentes ragas
analisadas nos locos ¢.10153G>A, ¢.10213C>T, sendo que foram detectados novos
haplotipos nas racas localmente adaptadas, exceto na Caracu, e nas racas zebuinas.
Considerando a alta variabilidade observada nas frequéncias génicas de SCD1 e FASN e os
novos haplotipos detectados no gene SCD1, estudos envolvendo a associacdo de dados
fenotipicos e genéticos sdo necessarios para avaliar o efeito destes genes na variacdo da

composicao lipidica nas racas analisadas.

Palavras-chave: bovinos, composicdo lipidica, racas taurinas localmente adaptadas, SCD1,
SNP
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FATTY ACID SYNTHASE AND STEAROYL-CoA DESATURASE GENES
POLYMORPHISMS IN CATTLE BREEDS RAISED IN BRASIL

Abstract - The objective was to analyze the genetic variability of FASN gene and SCD1 gene
polymorphisms in different bovine breeds. The animals were genotyped for FASN gene
polymorphisms g.16024A> G and g.16039T> C by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism) and SCD1 gene polymorphisms g.10153 G> A,
g.10213 C> T by sequencing. In the FASN gene, TW haplotype associated with increased
ratio of C18: 1 in meat, was more frequent in animals Wagyu breed than in other breeds
evaluated. Among the locally adapted breeds, the Crioulo Lageana and Caracu had the highest
frequency of haplotype TW. In the SCD1 gene, there was great variability in different races
allelic loci analyzed g.10153 G> A, ¢.10213 C> T, and new haplotypes were detected in
locally adapted breeds, except Caracu, and the zebu. Considering the variability observed in
the frequency of FASN and SCD1 genes and the news haplotypes in SCD1 gene, are needed to

evaluate the effect of these genes on the variation of lipid composition in the analyzed breeds.

Keywords: cattle, lipid composition, FASN, Nellore, SCD1, SNP
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INTRODUCAO

Observa-se um crescente interesse pelo conhecimento e manipulacdo dos &cidos graxos
da carne bovina devido a influéncia que os lipidios exercem sobre as caracteristicas
nutricionais e organolépticas desta carne (Wood et al., 2003).

Durante as ultimas décadas, 0s avancos na genética molecular levaram a identificacdo
de polimorfismos em genes que afetam a qualidade da carne e a composicao de acidos graxos
(Bhuiyan et al., 2009). Neste sentido, estudos foram publicados relatando associagcdo dos
polimorfismos do gene FASN, que codifica a enzima acido graxo sintase e do gene SCD1, que
codifica a enzima estaroil-CoA dessaturase, com variaces no perfil lipidico de carnes e leite
(Taniguchi et al., 2004; Roy et al., 2006; Mele et al., 2007; Zhang et al., 2008; Abe et al.,
2009).

Acido graxo sintase é a denominagio dada para um complexo de sete enzimas,
codificadas por um unico gene localizado no cromossomo 19, que catalisam a formacao de
acido palmitico (C16:0) a partir da condensacéo sequencial de uma molécula acetil-coA e sete
malonil-coA, na presenca de NADPH (Smith, 1994; Roy et al., 2006).

Abe et al. (2009) identificaram dois SNPs (polimorfismos de base Unica) no gene FASN
(9.16024A>G e ¢.16039T>C) em bovinos Wagyu x Limousin, encontradas no éxon 34, que
determinam as substituicdes de aminoacidos treonina (T) para alanina (A) e triptofano (W)
para arginina (R). Estes polimorfismos apresentaram associa¢cdo com a composicdo lipidica
nos depdsitos adiposos, de modo que ao gendtipo TW foi atribuido o aumento de C18:1 e na
proporcao de monoinsaturados em relacdo aos saturados na gordura intramuscular.

A estearoil-CoA dessaturase € uma enzima que catalisa a biossintese de
monoinsaturados, introduzindo uma dupla ligacdo na posicdo A” de alguns &cidos graxos
(Ntambi, 1999), sendo seu gene localizado no cromossomo 26 de bovinos (Mele et al., 2007).

Taniguchi et al. (2004) identificaram trés SNPs (g.10153G>A, ¢.10213C>T e
g.10329T>C) no quinto éxon do gene SCD1 que, por estarem muito proximos estdo em
desequilibrio de ligacdo em Wagyus, sendo assim, possivel a analise indireta do g.10329T>C
pelos outros dois polimorfismos. O alelo A do SNP g.10153G>A e alelo T do ¢.10213C>T
foram descritos na literatura como favoraveis, pois estdo ligados ao alelo C do g.10329T>C
que esta associado ao aumento de monoinsaturados no tecido adiposo de Wagyus.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi analisar as frequéncias alélicas e genotipicas

dos polimorfismos ¢.16024A>G e @.16039T>C do gene FASN e os polimorfismos
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g.10153G>A e g.10213C>T do gene SCD1 visando avaliar a existéncia de alelos favoraveis
relacionados a composicdo de &cidos graxos monoinsaturados na carne em diferentes racas

bovinas criadas no Brasil.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Genémica e Melhoramento
Animal da Embrapa Gado de Corte. Foram genotipados 318 animais de diferentes racgas
criadas no Brasil, sendo trés racas zebuinas: Nelore (40), Guzera (40) e Gir (20); quatro racas
taurinas localmente adaptadas: Curraleiro (40), Crioulo Lageano (40), Caracu (40) e
Pantaneiro (40); duas ragas taurinas especializadas: Holandés (21) e Wagyu (16) e a F1
Nelore x Wagyu (21).

A extracdo de DNA de musculo da F1 Wagyu x Nelore foi realizada utilizando
protocolo adaptado de Regitano e Coutinho (2001) (Anexo 1). O DNA da raca Wagyu foi
obtido por extracdo a partir de leucocitos, utilizando o método descrito por Regitano e
Coutinho (2001). As demais amostras foram obtidas no Banco de DNA do Laboratorio de
Genética Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

A genotipagem dos polimorfismos do gene FASN foi realizada pela técnica de PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism). A
amplificacdo do gene FASN foi realizada com os primers descritos por Abe et al. (2009),
dando origem a um fragmento de 336 pb. As reacbes de PCR foram feitas com um volume
final de 20 uL, utilizando-se 10 ng de DNA gendmico; tampdo 1X; 1,5 mM de MgCl,; 200
uM de cada ANTP; 0,4 uM de primer; 1,0 Ul de Tag DNA polimerase. O protocolo da PCR
foi de 94 °C/5’, seguido por 30 ciclos de 94 °C/1’; temperatura de anelamento de 60 °C /1’ ¢
72 °C/1°, e com extensao final de 72 °C/7°.

O fragmento amplificado foi digerido com a enzima de restricdo Hhal para a deteccao
do polimorfismo g.16024A>G e, com a enzima Ncil para o polimorfismo g.16039T>C. As
digestbes foram realizadas utilizando 7uL do produto amplificado e 5 Ul da enzima de
restricdo apropriada, seguido de incubacéo por 4 horas para Hhal e Ncil, a 37 °C.

Os fragmentos de DNA digeridos foram separados por eletroforese horizontal em géis
de agarose 2%, corados com SyberGold (1:10.000) exposto a luz ultravioleta. O tamanho dos
fragmentos de restricdo foi determinado pela comparacdo com um marcador, padrdo de peso

molecular de 1kb. A imagem de cada gel foi fotografada por um sistema digital de foto-
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documentacdo para posterior analise. Amostras representando o0s gendétipos observados foram
ainda sequenciadas para confirmagdo dos padrdes de digestdo observados nos geis de agarose.

Seguindo o observado por Abe et al. (2009), ap6s a clivagem e a separagdo dos
produtos digeridos por eletroforese observou-se, com a enzima Hhal, os alelos A (sem
digestéo do fragmento inicial de 336 pb) e G (fragmento de 262 pb e 74 pb) e, com a enzima
Ncil, os alelos T (sem digestéo do fragmento inicial de 336 pb) e C (fragmento de 247 bp e 89
pb). A combinacéo dos alelos observados deu origem aos hapl6tipos TW e AR (Tabela 1).

Visando assegurar o padrédo de digestdo observado, amostras previamente genotipadas
por PCR-RFLP do gene FASN, trés amostras de cada genétipo observado para 0s
polimorfismos estudados foram sequenciadas seguindo a mesma metodologia empregada para
0 gene SCD1, utilizando sequéncia referéncia obtida no Genebank (n° de acesso AF285607).

Tabela 1. Hapl6tipos do gene FASN.

Gendtipos Haplotipos
9.16024A>G (Hhal) g.16039T>C (Ncil)
AA 1T TWITW
AG TC TW/AR
GG CC AR/AR

A regido do gene SCD1, que flanqueia os polimorfismos g.10153G>A e ¢.10213C>T,
foi amplificada com um primer descrito por Taniguchi et al. (2004). Os alelos dos
polimorfismos estudados no gene SCD1 foram observados mediante sequenciamento do
fragmento amplificado de 196 pb, pelo método de terminacdo de cadeia utilizando
dideoxinucleotideos marcados com fluorocromos (Sanger, 1988).

As reacdes de PCR foram feitas com um volume final de 20 pL, utilizando-se 10 ng de
DNA gendmico; tampdo 1X; 1,5 mM de MgCl,; 200 uM de cada dNTP; 0,4 uM de primer;
1,0 Ul de Tag DNA polimerase. O protocolo da PCR foi de 94 °C/2’, seguido por 35 ciclos de
94 °C/30°’; temperatura de anelamento de 65 °C/30” ¢ 72 °C/1’, e com extensao final de 72
°C/7’.

O produto da PCR foi purificado com 0,5 Ul das enzimas EXO-SAP (Exonuclease I,
Shrimp Alkaline Phosphatase) de acordo com Werle et al. (1994) e incubado a 37 °C por 30
minutos seguido de 20 minutos a 80 °C. Para areacdo de sequenciamento foi utilizado o kit
Big Dye®Terminator v 3.1 CycleSequencing sendo a mesma preparada em um volume final

de 10 pL com 1,6 uM de primer e aproximadamente 10 ng do DNA purificado com EXO-
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SAP. A amplificacdo foi realizada em termociclador Veriti® Thermal Cycler da Applied
Biosystems, utilizando o seguinte programa: 96 °C /1°, 25 ciclos a 96 °C/10°°, 50 °C/5*’ e 60
°C/4’. Por fim, uma nova etapa de purificacdo foi realizada utilizando-se EDTA (125 mM, pH
8), etanol 70% e etanol absoluto. As reacfes foram injetadas em sequenciador automatico
ABI-3130%, da Applied Biosystems.

Os eletroferogramas gerados foram analisados por meio do programa SeqScape®
Softwarev 2.1 (AppliedBiosystems) onde foi possivel observar os alelos dos SNPs nas
posicOes 702 pb e 762 pb na sequéncia referéncia da Open Read Frame (Patente n°® US
7,723,025 B2).

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta e foram
comparadas pelo teste de Qui-Quadrado (x?), a 5% de probabilidade. Para este procedimento
estatistico utilizou-se 0 PROC GLM do software SAS v.9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC). O
equilibrio de Hardy-Weinberg foi determinado pelo teste exato de Fisher usando o programa
GENEPORP (http://genepop.curtin.edu.au/).

Com o uso pacote estatistico ARLEQUIN, a partir das frequéncias alélicas observadas
construiu-se uma matriz de distancia genética aos pares utilizando-se o indice de Reynolds
(Fst). A partir desta matriz foi construido um grafico baseado no método de aglomeragéo
Neigbor-Net (Bryant & Moulton, 2004) com o programa SplitsTree4 (http://www-
ab.informatik.unituebingen.de/software/splitstree4/welcome.html)  visando  observar a

diferenciacé@o dos grupos raciais estudados em fungéo dos genes analisados..
RESULTADOS E DISCUSSOES
GENE FASN

Abe et al. (2009), ndo encontraram evidéncias de recombinacao entre as duas mutacoes
dada sua proximidade, portanto, os alelos identificados pela digestdo enzimatica do fragmento
dos dois polimorfismos (Figura 1) foram representados pelo caractere que simboliza os
possiveis aminoacidos codificados, ou seja TW e AR. O haplotipo TW é apontado como
favoravel, pois esta associado a reducédo no contetdo de miristico (C14:0) e palmitico (C16:0)
e aumento de C18:1 nos tecidos adiposos (Abe et al., 2009; Matsuhashi et al., 2011).

Neste trabalho também ndo foram observados eventos de recombinacdo dos alelos nas
populacbes analisadas das ragas taurinas e zebuinas. A genotipagem das amostras por

sequenciamento comprovou o padrdo de clivagem observado nos géis de agarose (Figura 2).


http://www-ab.informatik.unituebingen.de/software/splitstree4/welcome.html
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2.16024A>G 2.16039T>C
TC

Figura 1. Genotipagem dos polimorfismos do g.16024A>G (esquerda) e g.16039T>C
(direita) do gene FASN pela digestdo enzimatica do fragmento de DNA, separados

em gel de agarose 2%.

e
!
3]
b
n-
b
[}
v}
=
LS}

=
E
E}

=

kil © g

g.16024A=G g.16039T=C

Figura 2. Eletroferogramas observados na genotipagem dos polimorfismos ¢.16024A>G
(esquerda) e @.16039T>C (direita) do gene FASN (a: homozigoto; b:
heterozigoto).

As frequéncias alélicas observadas na raga Wagyu foram significativamente diferentes
a todas as ragas estudadas (P<0,01) (Tabela 2 e 3). A disparidade da frequéncia de TW de
bovinos Wagyu em relacdo a outras racas foi também foi relatada anteriormente, e pode estar

ligada ao histdrico de selecdo destes animais, que visava 0 aumento da marmoreio da carne
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(Abe et al., 2009). Zembayashi et al. (1995) demonstraram ainda, que bovinos Wagyu
possuem uma proporcdo mais elevada de monoinsaturados nos depdsitos adiposos, quando
comparado a animais de outras ragas como Holandesa, Japonese Brown e Charolés.

Kanzala et al. (1999) observaram que os indices de estimativa da atividade de enzimas
elongases, como a 4cido graxo sintase, aumentam concomitantemente ao grau de marmoreio
em bovinos cruzados Wagyu. Além disso, a medida que aumenta a deposicéo da gordura de
marmoreio, ha mudancas na composi¢do lipidica nesta gordura devido diluicdo de
fosfolipidios com o acréscimo dos triacilglicerdis, provocando a elevacdo de monoinsaturados
e saturados em detrimento as propor¢des de poliinsaturados (Kanzala et al. 1999).

Tabela 2. Frequéncias haplotipicas e alélicas dos polimorfismos g.16024A>G e ¢.16039T>C
do gene FASN em racgas criadas no Brasil.

Frequéncias Haplotipicas Frequéncias Alélicas
Ragas (n) TWITW TW/AR AR/AR T™W AR
Nelore (39) 0 0,03 0,97 0,01 0,99
Gir (36) 0,03 0,05 0,92 0,06 0,94
Guzera (40) 0,03 01 0,87 0,07 0,93
Caracu (40) 0,05 0,45 0,5 0,27 0,73
Curraleira (40) 0,02 0,13 0,85 0,09 0,91
C. Lageana (40) 0,05 0,55 0,4 0,32 0,68
Pantaneira (40) 0 0,12 0,88 0,06 0,94
Holandesa (39) 0,03 0,1 0,87 0,08 0,92
Wagyu (16) 0,5 0,4 0,1 0,72 0,28
% Nel x %2 Wag (21) 0 0,38 0,62 0,19 0,81

As populaces estudadas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

A frequéncia de TW nas racas zebuinas foi pequena, sendo de 0,01 em Nelore, 0,06 em
Gir e 0,07 em Guzera. Assim como no presente trabalho, frequéncias baixas (0,017) do alelo
favoravel do polimorfismo g.16024A>G do gene FASN foram relatadas por Kaneda et al.
(2011) em animais zebuinos (gado nativo dos paises Camboja, Mianmar e Laos).

Observou-se que a frequéncia de TW na F1 Nelore x Wagyu (0,19) decresceu em
relacdo a raca Wagyu (0,72). A baixa frequéncia do alelo TW na F1 pode ser explicada pelo
historico dos animais analisados, pois sua formacdo foi realizada pela utilizacdo de touros
Nelore em vacas Wagyu. Probabilisticamente, dada a relacdo macho:fémea empregada nos
sistemas de acasalamento, a utilizacdo de machos de uma racga onde originalmente existe uma

baixa frequéncia do alelo favoravel pode ter causado a reducdo deste haplétipo nos animais
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meio-sangue. Estes resultados evidenciam que a utilizagdo de touros Wagyu em vacas Nelore
teria sido mais vantajosa, uma vez que na raca Wagyu observa-se uma maior proporcao do
haplotipo favoravel, aumentando a probabilidade de animais F1 com frequéncia de TW mais
alta.

Tabela 3. Comparacéo estatistica realizada pelo teste de Qui-Quadrado (%), das frequéncias
genotipicas (diagonal superior) e frequéncias alélicas (diagonal inferior) dos
polimorfismos g.16024A>G e g.16039T>C entre as ragas estudadas.

Nel Gir Guz Car Cur Crl Pan Hol Wag NxW
Nel 0,4566 0,2333 <,0001 10,1050 <,0001 0,0956 0,2207 <,0001 0,0002
Gir 0,1452 0,7724 10,0003 0,5789 <,0001 0,3430 0,7548 <,0001 0,0066
Guz  0,0576 0,1154 0,0013 10,9391 <,0001 0,5738 0,9991 <,0001 0,0274
Car <,0001 0,0003 0,0009 0,0035 0,6556 0,0012 0,0011 <,0001 0,4573
Cur 0,0323 0,4479 10,7723 0,0021 <,0001 0,6022 0,9520 <,0001 0,0575
Crl <,0001 <,0001 <,0001 0,4902 0,0002 <,0001 <,0001 0,0002 0,1979
Pan 0,1024 0,8563 0,7547 0,0003 0,5483 <,0001 0,5732 <,0001 0,0204
Hol 0,0531 0,6002 0,9636 0,0011 0,8089 <,0001 0,7217 <,0001 0,0311
Wag <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,0001 <,0001 <,0001 0,0001

NxW 0,0004 0,0236 0,0573 0,3030 0,0998 0,1154 0,0295 0,0646 <,0001

(Nel = Nelore; Guz = Guzera; Car = Caracu; Cur = Curraleira; Crl = Crioulo Lageana; Pan = Pantaneira; Hol = Holandésa;
Wag = Wagyu; NxW = F1 Nelore x Wagyu)

Em bovinos Crioulo Lageano e Caracu a frequéncia do haplétipo favoravel (0,32 e
0,27, respectivamente) foi maior que demais racas taurinas localmente adaptadas e, pode ser
considerada expressiva quando comparada as racas Pantaneira e Curraleira, as quais as
frequéncias ndo passaram de 0,1. A frequéncia de TW na raca Caracu pode estar atribuida ao
fato de que entre as racas localmente adaptadas a Caracu foi que provavelmente sofreu uma
menor introgressdo de genes zebuinos, e, até 0 momento, foi a Unica que esteve vinculada a
programas de melhoramento animal, sendo a criacdo dessa raca praticamente voltada para
corte (Egito et al., 2007).

Dentre as racas localmente adaptadas, a Pantaneira e Curraleira apresentaram as
menores frequéncias de TW (0,09 e 0,06, respectivamente). Este resultado observado em
Pantaneiros pode estar relacionado aos dados histéricos da raca onde, no passado, houve a
introgressdo de genes zebuinos pela introducdo de animais oriundos de populacGes onde
existiam animais anelorados (Serrano et al., 2004). Esta introgressdo de genes zebuinos na
raca Pantaneira foi observada e monitorada por diferentes tipos de marcadores moleculares
(Lara et al. 2002; Serrano et al., 2004; Egito et al., 2007).
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Gene SCD1

A enzima SCD1 possui um papel determinante na biossintese de monoinsaturados no
tecido adiposo, por isso despertou grande interesse como gene candidato para a variacao
lipidica da carne bovina. Taniguchi et al. (2004) encontraram associacdao dos alelos AT e C
dos SNPs g.10153G>A, ¢.10213C>T ¢.10329T>C do gene SCDlcom aumento dos acido
graxos monoinsaturados C14:1, C16:1 e C18:1 na gordura intramuscular de bovinos Wagyu.

Na Figura 3 podem ser visualizados exemplos dos eletroferogramas gerados pelo
sequenciamento do fragmento que flanqueia os dois polimorfismos do gene SCD1.

CCI-IT TTAF|CCC
. (@)
ML
e e -Il.l‘_.-i-'; i, ;..-_u.:l-_f 4
cClRlr TTAF|[CCC
(b)
N MW
CCRIr TTAfECCC
(a)
'
., TR PR L
g.10153 G>A 0.10213 C>T

Figura 3. Eletroferogramas observados na genotipagem dos polimorfismos g.10153G>A e
g.10213C>T(a: homozigoto; b: heterozigoto).

No loco g.10153G>A as frequéncias observadas do alelo A na raca Wagyu (0,72)
foram significativamente diferentes das demais ragas (P<0,01) exceto da raca Holandesa
(0,79) (Tabela 4 e 5). Matsuhashi et al. (2011) relataram uma alta frequéncia do alelo A em
bovinos Wagyu (0,71) muito préxima da encontrada neste trabalho.

Frequéncias altas dos alelos favoraveis na raca Holandesa, assim como neste estudo,

foram reportadas por Milanesi et al., 2008 (0,71). A relacdo de SNPs do gene SCD1 com a
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alteracdo dos lipidios no leite foi relatada na literatura, sugerindo a participacdo deste gene na

variagdo genética dessa caracteristica (Mele et al., 2007; Schennink et al., 2008).

Tabela 4. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos g.10153G>A e ¢9.10213C>T
do gene SCD1 em racas bovinas criadas no Brasil.

Racas (n) Frequéncias génicas do g.10153G>A Frequéncias génicas do g.10213C>T
GenGtipos Alelos Genotipos Alelos
GG AG AA G A cC TC TT C T
Nelore (40) 0,98 0,02 - 0,99 0,01 - 0,02 0,98 0,01 0,99
Gir (20) 0,95 0,05 - 0,98 0,02 - - 1 - 1
Guzera (40) 0,92 0,08 - 0,96 0,04 - 0,05 0,95 0,02 0,98
Caracu (40) 0,68 0,3 0,02 0,82 0,18 0,68 0,3 0,02 0,82 0,18
Curraleira (40) ** 0,9 0,1 - 0,95 0,05 0,5 0,22 0,28 0,61 0,39
C. Lageana (40) 0,8 0,2 - 0,9 0,1 0,23 0,65 0,12 0,55 0,45
Pantaneira (40) 0,8 0,18 0,02 0,89 0,11 0,07 0,5 0,43 0,32 0,68
Holandesa (21) 0,1 0,24 0,66 0,21 0,79 0,1 0,24 0,66 0,21 0,79
Wagyu (16) 0,06 0,5 0,44 0,28 0,72 0,06 0,5 0,44 0,28 0,72
%Nel x %2Wag (21) 1 - - 1 - - 0,9 0,1 0,45 0,55

**Populacdo ndo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg

N&o houve diferenca significativa entre as frequéncias alelo A entre racgas taurinas
localmente adaptadas (P>0,05) (Tabela 5) sendo de 0,18 em Caracu, 0,1 e 0,11 em Crioula
Lageana. Da mesma forma, nao foi detectada diferenca significativa entre as racas zebuinas
(P>0,05) que apresentaram frequéncias muito baixas do alelo A (Gir: 0,02; Guzera: 0,04 e
Nelore: 0,01). Vale ressaltar que ndo foi observado nas amostras destas trés racas zebuinas
utilizadas neste trabalho, bem como nas racas Curraleira e Crioulo Lageana, o homozigoto
AA. Na F1 Nelore x Wagyu o genotipo GG estava fixado.

No loco ¢g.10213C>T as frequéncias alélicas das racas Holandesa e Pantaneiro ndo
foram diferentes da raca Wagyu (P>0,05) (Tabela 6). A frequéncia do alelo T nestas ragas foi
de 0,72; 0,89; 0,79 e 0,68, respectivamente. Também ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre as frequéncias alélicas das racas zebuinas Gir, Guzera e Nelore, sendo que, 0
alelo T foi observado em alta proporcdo (1; 0,98 e 0,99, respectivamente) estando
praticamente fixado nos animais analisados.

O genotipo CC ndo foi identificado nos animais das racas Guzera, Nelore e na F1
Nelore x Wagyu. Na raca Gir ndo foi observado o genétipo homozigoto CC e heterozigoto
TC. Esta fixacéo, tanto do alelo T observada para os animais Gir no loco g.10213C>T, quanto

do alelo G para F1 Nelore x Wagyu no ¢.10153G>A, pode estar relacionado a baixa
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frequéncia do outro alelo nessas racgas, sendo que ndo foi possivel encontré-los na amostra

estudada.

Tabela 5. Comparacéo estatistica realizada pelo teste de Qui-Quadrado (%), das frequéncias
genotipicas (diagonal superior) e frequéncias alélicas (diagonal inferior) do
polimorfismo g.10153G>A entre as racas estudadas.

Nel Gir Guz Car Cur Crl Pan Hol Wag NxW
Nel 0,6111 0,3049 0,0019 0,1659 0,0133 0,0453 <,0001 <,0001 0,4650
Gir 0,4777 0,7144 0,0590 05089 0,1250 10,2989 <,0001 <,0001 0,2995
Guz 0,3112 0,3132 0,0187 0,6923 0,1045 0,2274 <,0001 <,0001 <,0001
Car 0,0004 0,0192 0,0048 0,0432 10,3289 0,4191 <,0001 <,0001 0,0131
Cur 0,1728 0,5182 0,6991 0,0124 0,2104 0,3582 <,0001 <,0001 0,1338
Crl 0,0163 0,1414 0,1182 0,1684 0,0040 0,5866 <,0001 <,0001 0,0279
Pan 0,0090 <,0001 0,0717 0,2599 0,1480 0,7975 <,0001 <,0001 0,0892
Hol <,0001 10,0019 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,4366  <,0001
Wag <,0001 0,0003 <,0001 <,0001 <0001 <,0001 <,0001 0,5059 <,0001

NxW 0,4669 <,0001 0,2038 0,0040 0,1406 0,0340 0,0239 <,0001 <,0001

(Nel = Nelore; Guz = Guzera; Car = Caracu; Cur = Curraleiro; Crl = Crioula Lageana; Pan = Pantaneira; Hol = Holandesa;
Wag = Wagyu; NxW = F1 Nelore x Wagyu)

Em algumas racas, a frequéncia alélica observada no loco ¢.10213C>T difere da
frequéncia observada para o loco g.10153G>A, indicando que nessas racas 0s SNPs estudados
ndo estdo em desequilibrio de ligacdo, contrariando o que foi observado por Taniguchi et al.
(2004) na raca Wagyu. Este achado é condizente com o observado por Milanesi et al. (2008)
que, avaliando a frequéncias dos SNPs ¢.10153G>A, 0.10213C>T e ¢.10329T>C racas
leiteiras e de corte italianas encontraram novos haplotipos. Oh et al. (2011) também avaliaram
os polimorfismos do quinto éxon em bovinos coreanos da raca Hanwoo e observaram que
cerca de 20% das frequéncias encontradas eram de hapl6tipos recombinantes.

Entre as racas estudadas, oito possuem haplotipos diferentes dos descritos por
Taniguchi et al. (2004), que seriam GG/CC, AG/TC e AA/TT (Tabela 7). Foram identificados
cinco haplotipos recombinantes, sendo que trés deles foram observados em maior frequéncia:
GG/TT com frequéncias variando de 0,1 a 0,95; GG/TC variando de 0,1 a 0,9 e AG/TT
variando de 0,1 a 0,95. Apenas 0s animais da raca Wagyu, onde estes polimorfismos foram
relatados pela primeira vez por Taniguchi et al. (2004), e nas racas Caracu e Holandesa nao
foram observados haplotipos recombinantes. Milanesi et al. (2008) também ndo observaram

haplotipos recombinantes em animais da raca Holandesa.
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Tabela 6. Comparacéo estatistica realizada pelo teste de Qui-Quadrado (¢?), das frequéncias
genotipicas (diagonal superior) e frequéncias alélicas (diagonal inferior) do
polimorfismo g.10213C>T entre as ragas estudadas.

Nel Gir Guz Car Cur Crl Pan Hol Wag NxW
Nel 0,4758 0,5562 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,0029 <,0001 <,0001
Gir 0,4777 0,3091 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,0180 0,0016 <,0001
Guz 0,5600 0,3132 <,0001 <0001 <,0001 <,0001 0,0093 0,0003 <,0001
Car <,0001 <,0001 <,0001 0,0074 0,0002 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
Cur <,0001 <,0001 <,0001 0,0028 0,0006 0,0001 0,0033 0,0093 <,0001
Crl <,0001 <,0001 <,0001 0,0002 0,4230 0,0057 <,0001 0,0087 0,0487
Pan <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 0,0003 0,0041 0,1383 0,8774 0,0070
Hol 0,0001 0,0019 0,0005 <,0001 <,0001 0,0004 0,1989 0,4366  0,4366
Wag <,0001 0,0003 <,0001 <,0001 0,0015 0,0101 0,6518 0,5059 <,0001

NxW <,0001 <,0001 <0001 <0001 0,0907 0,3053 0,1659 0,0206 0,1326

(Nel = Nelore; Guz = Guzera; Car = Caracu; Cur = Curraleira; Crl = Crioula Lageana; Pan = Pantaneira; Hol = Holandés;
Wag = Wagyu; NxW = F1 Nelore x Wagyu)

Milanesi et al. (2008) analisaram a correlagéo entre g.10213C>T e 9.10329T>C e entre
g.10153G>A e ¢.10213C>T, e relataram valores de 0,98 e 0,65, respectivamente, indicando
que existe uma maior possibilidade de recombinacdo entre estes ultimos SNPs. Estes
haplotipos divergentes dos descritos para a raga Wagyu, segundo estes autores, podem refletir
uma historia evolutiva diferente ou ser resultado de uma pressao de selecédo diferencial nestas
racas.

E interessante destacar que, nas racas zebuinas Gir, Guzera, Nelore e na F1 Nelore x
Wagyu os haplotipos relatados na literatura por Taniguchi et al. (2004) na raca Wagyu, nédo
foram observados. Este fato pode estar refletindo um processo evolutivo diferencial nas racas
zebuinas evidenciado por um sitio distinto de recombinacao.

Nas racas taurinas localmente adaptadas foi possivel identificar tanto aqueles
haplotipos observados na raca Wagyu quanto recombinantes. Cerca de 48%, 68% e 86% dos
haplotipos observados eram recombinantes nas racas Curraleira, Crioula Lageana e
Pantaneira, respectivamente, demonstrando a alta variabilidade genética destas populagdes,
reflexo provavel da inexisténcia de trabalhos de melhoramento genético e selecdo nas
mesmas. A raca Caracu ndo apresentou haplotipos recombinantes, o que pode estar ligado ao
fato que, entre as racas localmente adaptadas, foi a Unica que passou por processo de
melhoramento genético, resultando provavelmente em reducdo da variabilidade genética em

relacdo as demais racas naturalizadas.
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Tabela 7. Frequéncias dos haplétipos dos polimorfismos g.10153G>A e ¢.10213C>T nas
racas estudadas.

Racas (n) GG/CC  AG/TC  AATT GG/TT GG/TC AG/TT AA/TC AG/CC
Nelore (40) - - - 0,95 0,025 0,025 - -
Gir (20) - - - - - 0,95 0,05 -
Guzera (40) - - - 0,88 0,04 0,08 - -
Caracu (40) 0,68 0,3 0,02 - - - - -
Curraleira (40) 0,48 0,02 - 0,23 0,2 0,05 - 0,02
C. Lageana (40) 0,23 0,15 - 0,08 0,5 0,04 - -
Pantaneira (40) 0,03 0,05 0,03 0,23 0,53 0,1 - 0,03
Holandesa (21) 0,1 0,24 0,66 - - - - -
Wagyu (16) 0,06 0,5 0,44 - - - - -
Nel x Wag (21) - - - 0,1 0,9 - - -

A existéncia de possiveis alelos e haplotipos favoraveis dos genes FASN e SCD1 nas
racas localmente adaptadas indicam seu potencial de utilizagdo em programas de
melhoramento animal que vissem a introgressdo destes alelos e haplotipos favoraveis em
ragas menos adaptadas ou que possuam uma menor propor¢do dos mesmos. Também pode
indicar a possibilidade de uso destas popula¢des em programas de melhoramento/conservacao
que vissem inserir estas racas e seus produtos em nichos de mercado diferenciados — carne de
qualidade com potencial nutracéutico, por exemplo.

Para uma investigacdo mais assertiva, estudos de associacdo S30 necessarios para
avaliar a relacdo dos polimorfismos do gene FASN e do gene SCD1, incluindo 0 g.10329T>C,
com a variacdo composicdo de acidos graxos monoinsaturados nas ragas zebuinas e nas racas

taurinas localmente adaptadas criadas no Brasil.

Relacdo genética entre as populacgdes analisadas

Com base na frequéncia alélica dos quatro polimorfismos analisados neste estudo foi
possivel gerar uma matriz de distancia genética (Tabela 8) em funcdo do indice de Reynold’s
(Fst) a partir da qual se construiu uma Neighbor Net que demonstra claramente a relacdo das

populacdes analisadas em fungdo dos genes estudados (Figura 4).
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Tabela 8. Matriz de distancia genética aos pares baseada no indice de Reynolds (Fsr).

CAR CUR CRL GIR GUZ HOL NEL PAN NXW  WAG

CAR 0,0000

CUR 0,0202 0,0000

CRL 0,0624 0,1830 0,0000

GIR 0,4425 10,6351 10,3743 0,0000

GUZz 0,4679 0,6536 0,4006 -0,0122  0,0000

HOL 0,3709 10,4648 10,3539 0,5103 0,5554 0,0000

NEL 0,4982 10,7351 10,4633 0,0310 0,0304 0,6073 0,0000

PAN 0,1019 10,1649 10,0415 0,2308 0,2408 0,3739 0,2941 0,0000

NXW 0,1723 10,2188 10,1424 0,615 0,1935 0,2102 10,2339 0,0553 0,0000

WAG 0,4286 0,5501 10,2604 0,6134 0,6442 0,4140 10,6851 0,4370 0,4415 0,0000
Curraleiro

Gir Guzera

Nelore
Pantaneiro
Caracu

Crioulo

Lageano MNelore x Wagyu

Holandés
Wagyu

Figura 4. Grafico Neighbor-Net baseados nas distancias genéticas de 10 grupamentos
genéticos analisados (Nel = Nelore; Guz = Guzera; Car = Caracu; Cur Curraleira;
Crl = Crioula Lageana; Pan = Pantaneira; Hol = Holandés; Wag = Wagyu; NxXW =
F1 Nelore x Wagyu).

Embora as analises tenham se baseado em dados de dois genes apenas, verifica-se a
importancia dos mesmos pelo agrupamento correto das populacdes de acordo com suas

origens (taurina x zebuina). Pela matriz de distancia genética verifica-se a relagdo existente
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entre as populacBes analisadas aos pares, as ragas zebuinas possuem uma menor distancia
entre si enquanto que o cruzado Nelore x Wagyu parece mais proximo da raca Nelore que da
raca Wagyu, refletindo o modo de cruzamento realizado, onde os machos eram de origem
zebuina, com uma maior possibilidade de transmissdo de alelos desta subespécie para a
geracao seguinte.

No grafico observa-se de maneira clara o agrupamento das racas. As racas zebuinas
ficaram distantes das demais em um cluster distinto (ndo houve diferenca significativa entre
elas para os valores de Fsr aos pares, P>0,01) demonstrando sua maior similaridade. Da
mesma forma, as racas localmente adaptadas Curraleiro, Caracu e Crioulo Lageano ficaram
agrupadas enquanto que a raca Pantaneira e 0s animais cruzados posicionaram-se mais
préximos do grupamento zebuino. A raca Wagyu ficou em um cluster distinto demonstrando
sua diferenciacdo em relacdo as demais. Este fato pode estar evidenciando a grande selecéo
realizada na raca Wagyu para a caracteristica marmoreio. Isto também pode explicar a
separacdo do grupo das racas taurinas das zebuinas, ja que animais Bos taurus possuem maior

potencial de marmoreio do que Bos indicus (Marshall, 1999).

CONCLUSOES

Existe uma alta variabilidade genética nos genes SCD1 e FASN nas racas bovinas
criadas no Brasil. A presenca do haplétipo favoravel TW do gene FASN é mais acentuada em
bovinos da raca Wagyu em relacdo as outras populac6es estudadas. Entre as racas localmente
adaptadas, a Crioula Lageana e a Caracu apresentaram as maiores porcentagens do haplétipo
TW. S&0 necessarias mais pesquisas para verificar se o haplotipo esta realmente associado
com as variagdes no perfil lipidico, tanto nas racas taurinas localmente adaptadas quanto nas
racas zebuinas.

Nas racas taurinas localmente adaptadas e nas racgas zebuinas os polimorfismos g.10153
G>A e 0.10213C>T do gene SCD1 ndo estdo em desequilibrio de ligacdo. Nas racas Caracu,
Holandés e Wagyu estes dois polimorfismos estdo ligados completamente. Sugerem-se
estudos de associacdo entre as caracteristicas fenotipicas e os polimorfismos observados no
gene SCD1, inclusive com o polimorfismo g.10329 T>C, para avaliar o efeito deste gene na

variacdo da composicao lipidica nas racas analisadas.
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ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS DOS GENES ACIDO GRAXO SINTASE E
ESTEAROIL-CoA DESSATURASE COM O PERFIL LIPIDICO DE BOVINOS DA
RACA BRANGUS

Resumo - Os recentes estudos do gene estaroil-CoA dessaturase (SCD1) revelaram
associacbes com a variacdo no perfil de &cidos graxos na carne e no leite de bovinos.
Objetivou-se analisar a associagcdo dos polimorfismos g.10153G>A e ¢g.10213C>T do gene
SCD1 com a composicdo dos &cidos graxos e qualidade de carne do musculo Longissimus
dorsi de bovinos da raca Brangus. A genotipagem das 139 novilhas Brangus foi realizada por
sequenciamento. Os alelos observados em maiores proporgdes foram o “G” do polimorfismo
g.10153G>A (0,57) e 0 “T” do polimorfismo g.10213C>T (0,89). Os dois SNPs g.10153G>A
e 9.10213C>T ndo estdo desequilibrio de ligacdo em bovinos Brangus. O alelo A do
polimorfismo g.10153G>A foi associado a reducdo de C18:0 e aumento no indice de
dessaturacdo de C14:0. O alelo T do polimorfismo g.10213C>T foi associado a reducéo nas
proporcoes de C14:0, C16:1, CLA e no indice de dessaturacdo do C16:0. Este estudo
demonstra que os polimorfismos do gene SCD1 estdo envolvidos na variacdo do perfil de

acidos graxos de animais da raca Brangus.

Palavras-Chave: composicdo de acidos graxos, SNP, SCD1, qualidade de carne
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POLYMORPHISMS ASSOCIATION OF FATTY ACID SYNTHASE GENES AND
STEAROYL-CoA DESATURASE WITH LIPID PROFILE OF CATTLE BREED
BRANGUS

Abstract - Recent studies of gene staroyl-CoA desaturase (SCD1) revealed associations
with variation in the fatty acid profile of the meat and milk of cattle. The objective of this
study was to analyze the association of 9.10153 G> A and ¢.10213 C> T SCD1 gene
polymorphisms with the fatty acid composition and meat quality of Longissimus dorsi muscle
of Brangus cattle breed. Genotyping of 139 Brangus heifers was performed by sequencing.
Alleles observed in higher proportions were the "G" from g.10153G> A (0.57) polymorphism
and "T" from g.10213C> T (0.89) polymorphism. The two SNPs ¢.10153 G>A and ¢g.10213
C>T are not in linkage disequilibrium in Brangus cattle. The “A” allele in the polymorphism
g.10153 G>A was associated with the reduction of C18:0 and an increase in the rate of
desaturation of C14: 0. The T allele in the g.10213 C>T polymorphism was associated with a
reduction in the proportions of C14:0, C16:1 and CLA desaturation index of C16:0. This
study demonstrates that SCD1 gene polymorphisms are involved in the variation of the fatty

acid profile of Brangus breed.

Keywords: fatty acid composition, meat quality, SNP, SCD1
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INTRODUCAO

Os acidos graxos tém uma contribuicdo importante na qualidade da carne, pois estao
relacionados, principalmente, com seu sabor e aroma desejavel, suas propriedades nutricionais
e sua estabilidade oxidativa. O interesse pelo perfil dos &cidos graxos na carne vermelha
resulta, especialmente, da necessidade de encontrar formas de se obter um produto mais
saudavel, uma vez que se atribui a carne de ruminantes a maior fonte de gorduras saturadas da
dieta humana (Wood et al., 2003). Considerando este fato, pesquisas recentes com genes
envolvidos na sintese e no metabolismo de lipidios apontam os genes das enzimas acido graxo
sintase (FASN) e estearoil-CoA dessaturase (SCD1) como candidatos para explicar parte da
variacdo genética do perfil lipidico da carne de bovinos.

Acido graxo sintase é um complexo de sete enzimas, codificadas por um Gnico gene
localizado no cromossomo 19, que regulam a sintese de novo de &cidos graxos de cadeia
longa (Smith, 1994). Estas enzimas catalisam a formacao de palmitato a partir da condensacéo
sequencial de uma molécula acetil-coA e sete malonil-coA, na presenca de NADPH (Roy et
al., 2006).

Abe et al. (2009) identificaram duas mutacfes no gene FASN (g.16024A>G e
g.16039T>C) em bovinos Wagyu x Limousin, encontradas no éxon 34, que determinam as
substituicdes de aminoacidos treonina (T) para alanina (A) e triptofano (W) para arginina (R).
Os polimorfismos identificados apresentaram associagdo com a composicao lipidica nos
depdsitos adiposos, de modo que ao gendtipo TW foi atribuido o efeito de diminuicdo de
acidos graxos saturados e aumento do teor de acido oléico.

A estearoil-CoA dessaturase € uma enzima que catalisa a biossintese de
monoinsaturados, introduzindo uma dupla ligagio na posicio A® de alguns &cidos graxos
(Ntambi, 1999). Os substratos preferenciais da enzima sdo os acidos esteédrico (C18:0) e
palmitico (16:0), que sdo convertidos em oléico (C18:1) e palmitoléico (C16:1),
respectivamente (Miyazaki & Ntambi, 2003). Em bovinos a enzima também é responsavel
pela sintese enddgena de acido linoléico conjugado (CLA) a partir da dessaturacdo do acido
vaccénico (C18:1 t-11), um dos produtos da biohidrogenacao ruminal (Griinari et al., 2000).

O gene SCD1 esta localizado no cromossomo 26 de bovinos, possui 17.088 pb de
comprimento com seis éxons e cinco introns, e codifica uma proteina de 359 aminoéacidos
(Mele et al., 2007). Taniguchi et al. (2004) identificaram trés polimorfismos de base
unica (SNP) que, por estarem muito proximos encontravam-se em desequilibrio de ligacdo no

quinto éxon do gene SCD1 de bovinos da raca Wagyu. Entre eles, o0s polimorfismos
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g.10153G>A e ¢.10213C>T ndo causaram alteracdo no aminoacido, no entanto, g.10329T>C
¢ uma mutagdo ndo-sinbnima que gera a substituicdo de aminoécidos valina por alanina.
Devido ao desequilibrio de ligacdo, os polimorfismos g.10153G>A e ¢.10213C>T, podem
ser estudados para analise indireta do ¢.10329T>C, que estd associado ao aumento de
monoinsaturados no tecido adiposo (Taniguchi et al., 2004). De forma semelhante, estudos
tém demonstrado que estes polimorfismos podem estar associados com a cor e marmoreio das
carnes (Reardon et al., 2010; Oh et al., 2011, Li et al. 2013).

Os écidos graxos monoinsaturados, principalmente o oléico (C18:1), estdo relacionados
positivamente com o flavor e com a suavidade da gordura da carne, além de possuir
propriedades hipocolesterolémicas (Wood, et al. 2003; Degirolamo et al., 2009).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a associagcdo dos polimorfismos
g.16024A>G e g.16039T>C do gene FASN e os polimorfismos g.10153G>A e ¢.10213C>T
do gene SCD1 com o perfil lipidico, colorimetria e forca de cisalhamento do musculo

Longissimus dorsi de bovinos Brangus.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas informacfes de 139 novilhas da raca Brangus e suas frequéncias
genotipicas para investigar a associacdo dos polimorfismos com perfil de &cidos graxos e
qualidade de carne em amostras do musculo Longissimus dorsi. Os animais de descarte
oriundos da propriedade Sdo Geraldo, localizada no municipio de Terenos, Mato Grosso do
Sul, possuiam cerca de dois anos de idade, com aproximadamente 278,93+16,09 kg de peso
vivo. Os animais foram alojados em piquetes de Brachiaria brizantha cv. Marandd e
receberam suplementacéo diaria de concentrado e aditivos.

Os abates ocorreram em frigorifico comercial conforme as novilhas atingiam
aproximadamente 330 kg, sendo abatidas por concussao cerebral por meio do uso de dardo
cativo, segundo procedimentos de abate humanitario. Foram retiradas amostras do musculo
Longissimus dorsi com 2,5 cm de espessura a altura da 92 e 122 costelas, embaladas a vacuo e
congeladas a — 20 °C para posteriores analises.

As analises referentes a qualidade da carne foram realizadas no Laboratorio de
Qualidade de Carne da Embrapa Gado de Corte e a avaliacdo do perfil lipidico foi realizada
no Laboratério de Avaliacdo de Alimentos (FAMEZ/UFMS). Estas analises foram realizadas

por Comparin (2013) seguindo as metodologias descritas a seguir.
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A avaliacdo de cor foi realizada por colorimetro portatil, baseado nos sistemas de cor
Hunter Lab. O colorimetro avalia a cor pela reflectancia da luz em trés dimensdes: L*, que
representa a luminosidade; e a* e b* que representam a saturacdo e intensidade da cor. O
valor de L* igual a zero corresponde ao preto e 100 ao branco. Os valores de a* variam de -a*
(verde) até +a* (vermelho). Os valores de b* variam de -b* (azul) & +b* (amarelo).

A maciez foi analisada de forma indireta pela forca de cisalhamento (FC), conforme
metodologia descrita por Wheller (1997). Para a avaliacdo da FC as amostras de Longissumus
dorsi foram assadas em forno elétrico pré-aquecido a 300 °C até atingirem a temperatura
interna de 71° C. Ap0s este procedimento, utilizou-se um vazador, medindo 1,27 cm de
didmetro, para a retirada de seis amostras cilindricas. O cisalhamento das amostras foi
realizado em um texturdmetro de marca TA XT Plus. A média de forca utilizada para cortar
os cilindros representou a forca de cisalhamento de cada bife medida em kgf/cm?.

A extracdo dos lipidios e metilacdo dos acidos graxos do musculo Longissimus dorsi
dos Brangus foram efetuadas utilizando-se a técnica de Hara & Radin (1978). A separacgéo e a
deteccdo dos acidos graxos foram feitas por meio de cromatografia gasosa usando
cromatografo Thermo, modelo Trace CG Ultra com detector de ionizacao de chama (FID), em
coluna capilar de silica fundida de 100 m de comprimento, 0,25 mm diametro ¢ 0,2 um de
espessura (Restek RTX® - 2330, Bellefonte, PA, USA). Os pardmetros de operacdo foram
fixados em temperatura do detector de 270 °C e temperatura do injetor de 250 °C. A
temperatura inicial da coluna foi de 120 °C (5 min), subindo gradativamente até 240 °C (15
min) a 3 °C/min. Para o gas de arraste foi utilizado hélio com fluxo na coluna de 1,5 mL/min.
Para injecao foi utilizado 1 pL.

Os dados sobre os tempos de retencdo e as porcentagens dos componentes foram
obtidos utilizando o software Chrom Quest, versdo 4.2. A identificacdo e quantificacdo dos
acidos graxos foram realizadas por meio do tempo de retencdo e pela comparacdo do tempo
de retencdo com a co-injecdo de ésteres metilicos de acidos graxos de amostras e padroes. As
quantificacdes foram realizadas utilizando-se padrbes externos da marca SIGMA.

Para se obter uma estimativa indireta da atividade da enzima SCD1, indices
dessaturacdo foram calculados de acordo com descrito por Mele et al. (2007), sendo: [produto
insaturado/(substrato saturado + produto insaturado)].

A genotipagem dos polimorfismos do gene FASN foi realizada pela técnica de PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism). A
amplificacdo do gene FASN foi realizada com os primers descritos por Abe et al. (2009),

dando origem a um fragmento de 336 pb. As reacOes de PCR foram feitas com um volume
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final de 20 pL, utilizando-se 10 ng de DNA gendémico; tampao 1X; 1,5 mM de MgCly; 200
uM de cada ANTP; 0,4 uM de primer; 1,0 Ul de Tag DNA polimerase. O protocolo da PCR
foi de 94 °C/5’, seguido por 30 ciclos de 94 °C/1’; temperatura de anelamento de 60 °C /1’ ¢
72 °C/1°, e com extensdo final de 72 °C/7°.

O fragmento amplificado foi digerido com a enzima de restricdo Hhal para a detec¢do
do polimorfismo g.16024A>G e, com a enzima Ncil para o polimorfismo g.16039T>C. As
digestdes foram realizadas utilizando 7ul. do produto amplificado e 5 Ul da enzima de
restricdo apropriada, seguido de incubagdo por 4 horas para Hhal e Ncil, a 37 °C.

Os fragmentos de DNA digeridos foram separados por eletroforese horizontal em géis
de agarose 2%, corados com SyberGold (1:10.000) exposto a luz ultravioleta. O tamanho dos
fragmentos de restricdo foi determinado pela comparacdo com um marcador, padrdo de peso
molecular de 1kb. A imagem de cada gel foi fotografada por um sistema digital de foto-
documentacéo para posterior andlise. Amostras representando os gendtipos observados foram
ainda sequenciadas para confirmacdo dos padrfes de digestdo observados nos géis de agarose.

Seguindo o observado por Abe et al. (2009), apos a clivagem e a separacdo dos
produtos digeridos por eletroforese observou-se, com a enzima Hhal, os alelos A (sem
digestédo do fragmento inicial de 336 pb) e G (fragmento de 262 pb e 74 pb) e, com a enzima
Ncil, os alelos T (sem digestéo do fragmento inicial de 336 pb) e C (fragmento de 247 bp e 89
pb). A combinacédo dos alelos observados deu origem aos haplotipos TW e AR.

A genotipagem dos polimorfismos g.10153G>A e g.10213C>T do gene SCD1 foram
realizadas no Laboratdrio de Gendmica e Melhoramento Animal da Embrapa Gado de Corte.
A extracdo de DNA de masculo da raca Brangus foi realizada utilizando protocolo adaptado
de Regitano e Coutinho (2001) (Anexo I). A regido do gene SCD1, que flanqueia os dois
polimorfismos, foi amplificada com primer descrito por Taniguchi et al. (2004). A frequéncia
génica dos polimorfismos estudados no gene SCD1 foi obtida mediante o sequenciamento do
fragmento amplificado de 196 pb, baseado na metodologia de Sanger (1988).

As reacdes de PCR foram feitas com um volume final de 20 pL, utilizando-se 10 ng de
DNA gendmico; tampdo 1X; 1,5 mM de MgCly; 200 uM de cada ANTP; 0,4 uM de primer;
1,0 Ul de Tag DNA polimerase. O protocolo da PCR foi de 94 °C/2’, seguido por 35 ciclos de
94 °C/30’’; temperatura de anelamento de 65 °C/30”’ e 72 °C/1’, e com extensao final de 72
°C/7’.

O produto da PCR foi purificado com 0,5 Ul das enzimas EXO-SAP (Exonuclease I,
Shrimp Alkaline Phosphatase) de acordo com Werle et al. (1994) e incubado a 37 °C por 30

minutos seguido de 20 minutos a 80 °C. A reagdo de sequenciamento foi realizada pelo
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metodo de terminacdo de cadeia utilizando dideoxinucleotideos marcados com fluorocromos
(Sanger, 1988). Foi utilizado o kit Big Dye®Terminator v 3.1 CycleSequencing sendo a
reacao preparada em um volume final de 10 uL. com 1,6 uM de primer e aproximadamente 10
ng do DNA purificado com EXO-SAP. A amplificagédo foi realizada em termociclador Veriti
Thermal Cycler da Applied Biosystems, utilizando com o seguinte programa: 96 °C /1°, 25
ciclos a 96 °C/10”, 50 °C/5” e 60 °C/4°. Por fim, uma nova etapa de purificacdo foi realizada,
utilizando EDTA (125 mM, pH 8), etanol 70% e etanol absoluto. As reagdes foram injetadas
em sequenciador automatico ABI-3130, da Applied Biosystems.

Os eletroferogramas gerados foram analisados por meio do programa SeqScape®
Softwarev 2.1 (AppliedBiosystems), onde foi possivel observar os alelos dos SNPs nas
posicbes 702 pb e 762 pb na sequéncia referéncia da Open Read Frame do gene SCD1
descrita na Patente n® US 7,723,025 B2.

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta. Para verificar
a associacdo dos fenotipos com os genoétipos observados dos polimorfismos g.10153G>A e
g.10213C>T foi utilizada anélise de variancia, a 5% de probabilidade. Para este procedimento
estatistico utilizou-se 0 PROC GLM do software SAS v.9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Gene FASN

Abe et al. (2009) ndo foram capazes de detectar recombinacdo entre as mutacdes
g.16024A>G e ¢.16039T>C, e dessa sua frequéncias foram definidas por um haplotipo
caracterizado pelo caractere que representa os aminoacidos substituidos. O haplotipo TW dos
polimorfismos .16024A>G e (.16039T>C determina aumento da proporcéo
monoinsaturado:saturado na gordura subcutdnea e gordura intermuscular, devido a
modificacdes na enzima acido graxo sintase (Abe et al., 2009).

Nos bovinos Brangus analisados observou-se apenas o hapldtipo AR para os locos
g.16024A>G e ¢.16039T>C. Provavelmente a frequéncia de TW € tdo baixa nesta raca
sintética, que nao foi possivel observa-lo neste estudo. Abe et al. (2009) ja haviam relatado
anteriormente uma frequéncia muito pequena (0,02) do haplotipo TW em animais da raca

Brangus.
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Tabela 1. Frequéncia alélica e haplotipica dos polimorfismos g.16024A>G e ¢.16039T>C do
gene FASN em bovinos da raga Brangus.

Frequéncias (n=139) 0.16024A>G e g.16039T>C
Hapl6tipos TWI/TW
TW/AR
AR/AR 1
Alelos T™W
AR 1
Gene SCD1

As novilhas Brangus foram genotipadas utilizando os polimorfismos g.10153G>A e
g.10213C>T do gene SCD1. Os alelos G do polimorfismo g.10153G>A e T do polimorfismo
g.10213C>T foram observados em maior freqiiéncia (0,57 e 0,89, respectivamente) (Tabela
2). Além disso, na populacdo de Brangus analisada neste trabalho, ndo foi observado o
gendtipo CC do loco g.10213C>T.

As frequéncias observadas entre os dois locos diferem, indicando que na raca Brangus
0s SNPs estudados ndo estdo em desequilibrio de ligacdo. Em contraste, Taniguchi et al.
(2004) relataram que estes polimorfismos estdo completamente ligados na raca Wagyu.
Entretanto, a evidéncia de recombinacdo entre estes dois locos ja havia sido relatada
anteriormente por Milanesi et al. (2008) em racas italianas de corte e leite e em bovinos

coreanos da raca Hanwoo (Oh et al., 2011).

Tabela 2. Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos g.10153G>A e ¢.10213C>T
em bovinos da raca Brangus.

Frequéncias (n=139) 0.10153G>A 0.10213C>T
Genotipos
GG 0,23 CcC
AG 0,70 TC 0,22
AA 0,07 TT 0,78
Alelos
G 0,57 C 0,11

A 0,43 T 0,89
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As variaveis geradas por Comparin (2013) e utilizadas neste trabalho estdo resumidas
na tabela 2, bem como, o nimero total de observacdes, a média geral, o desvio padrdo, 0s
valores méximos e minimos e o coeficiente de variagéo.

O polimorfismo g.10153G>A foi associado com a reducdo de estearico (C18:0) no
Longissimus dorsi de Brangus (P<0,05) (Tabela 4). Esta reducdo pode ser resultado da
dessaturacdo do C18:0, pois este acido graxo é substrato preferencial da enzima SCD1 na
formacdo de C18:1 (Ntambi, 1999). Cerca de 27% do C18:0 é dessaturado em C18:1 no
tecido adiposo subcutaneo e 6,8% no intramuscular (Gruffat et al., 2008). Este resultado é
condizente ao encontrado por Oh et al. (2011), que observaram associacdo do g.10153G>A
com a reducéo de C18:0 no tecido adiposo de bovinos coreanos Hanwoo.

A relagdo entre os polimorfismos do quinto éxon do gene SCD1 e o decréscimo do
contetdo de C18:0 também foi observado no tecido adiposo de bovinos das ragas Simental e
Holandesa (Barton et al., 2010; Narukami et al., 2011) . Apesar de ser um &cido graxo
saturado, em razdo da alta taxa de dessaturacdo, o C18:0 tem efeito neutro na alteragdo do
nivel de colesterol sangiiineo, uma vez que € rapidamente convertido C18:1, considerado
hipocolesterolémico (Baggio & Bragagnolo, 2007).

Foram observadas diferencas significativas para o indice de dessaturacdo do C14:0
entre 0s genotipos do polimorfismo g.10153G>A, sendo que 0 genotipo AA a apresentou as
maiores médias do indice quando comparado ao gendtipo GG e AG médias intermediarias
(P<0,05) (Tabela 5). A estimativa do efeito aditivo do alelo A para esta caracteristica foi de
0,904%. Este resultado esta de acordo com o encontrado por Baeza et al. (2012) que,
encontraram associacdo positiva entre o polimorfismo ¢.10153G>A e o indice de
dessaturacdo do C14:0 também em animais Brangus, sendo relatado efeito de dominéancia do
alelo A.

Efeitos de associacdo de polimorfismos do quinto éxon do gene SCD1 com o aumento
do indice de dessaturacdo de C14:0, também foram relatados no tecido adiposo de bovinos
Simental, Hanwoo e Wagyus (Ohsaki et al., 2009; Barton et al., 2010; Oh et al., 2011; Baeza
et al., 2012) e no leite de vacas Holandesas (Mele et al., 2007).

Né&o foi encontrada associacdo significativa entre os indicadores de cor na carne com 0s
dois SNPs investigados (P>0,05). No entanto, foram reportados pela literatura efeitos
significativos do genotipo AA do polimorfismo g.10153G>A com a producdo de carnes mais
claras, ou seja, maiores valores L* (Reardon et al., 2010), e com vermelho menos intenso
(valores inferiores de a*) (Reardon et al., 2010, Li et al. 2013).
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Tabela 3. Dados fenotipicos relacionados a perfil &cidos graxos, colorimetria (L*, a*, b*) e
forca de cisalhamento (FC) do musculo Longissimus dorsi de Brangus.

Variaveis Observacoes Média Desvio Padrdo Minimo Méaximo  CV (%)
C14:0 (miristico) (%) 139 2,8382 0,7310 1,45 4,72 25,9063
C14:1 (miristoléico) (%) 139 0,2867 0,1012 0 0,56 35,1284
C15:0 (pentadendico) (%) 139 0,2284 0,1911 0 2,02 83,2738
C16:0 (palmitico) (%) 139 26,2291 2,6186 21,07 34,04 9,9182
C16:1 (palmitoléico) (%) 139 1,3626 0,3589 0 2,80 25,9261
C17:0 (heptadecandico) (%) 139 6,1836 1,0907 3,46 8,89 16,1287
C17:1(cis-heptadecanoico) (%) 139 0,2008 0,0542 0,09 0,34 25,1429
C18:0 (estearico) (%) 139 19,9567 2,6449 14,77 30,44 13,2004
C18:1 (oléico) (%) 139 38,8226 3,9692 24,75 46,41 10,3288
C18:2 c-9t-11 (CLA) (%) 139 0,1888 0,1233 0 0,91 65,8029
C18:2 ¢-9,12 (linoléico) (%) 139 2,1479 1,0881 0,54 7,52 48,9422
C18:3 n-3 (linolénico) (%) 139 0,2657 0,1314 0 0,61 48,4278
C 20:4 n-6 (araquiddnico) (%) 139 1,2889 0,7251 0 4,43 48,4277
Saturados (%) 139 55,4353 4,4824 46,75 66,62 8,0884
Insaturados (%) 139 44,5646 4,4824 33,38 53,25 10,0614
Monoinsaturados (%) 139 40,6732 3,9528 27,98 48,67 9,8327
Poliinsaturados (%) 139 3,8914 1,8558 1,20 12,64 47,1541
Insaturados:Saturados 139 0,8154 0,1442 0,50 1,14 17,6560
Monoinsaturados:Saturados 139 0,7434 0,1245 0,42 1,03 16,8376
Poliinsaturados:Saturados 139 0,0719 0,0382 0,02 0,26 52,6246
indice C14:0* 139 0,0908 0,0199 0 0,14 21,6334
indice C16:0° 139 0,0491 0,0098 0 0,82 19,8864
indice C18:0°° 139 0,6596 0,0485 0,51 0,75 7,4165
L* 139 41,8107 3,2661 33,04 50,72 7,9290
b* 139 15,3030 2,1735 9,76 18,58 11,8832
a* 139 18,6257 1,7909 12,8 25,37 11,8057
FC (kgf/cm?) 139 8,2969 2,2155 2,95 15,71 26,8468

" Indice C14:0 (indice de dessaturago do C14:0) = [C14:1/(C14:1 + C14:0)]; * indice C16:0 (indice de dessaturagdo do
C16:0) = [C16:1/(C16:1 + C16:0)]; * Indice C18:0 (indice de dessaturagio do C18:0) = [C18:1/(C18:1 + C18:0)].
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Tabela 4. Efeito de substituicdo dos alelos dos polimorfismos g.10153G>A e g.10213C>T do
gene SCD1 na composicdo de acidos graxos e qualidade de carne do musculo
Longissimus dorsi de Brangus.

g.10153G>A g.10213C>T
Variaveis CV (%)
Efeito do alelo p-value Efeito do alelo p-value
C14:0 -0,05306 0,6695 -0,36593 0,0198* 25,9063
Cl4:1 0,02754 0,1074 -0,01586 0,4693 35,1284
C15:0 0,03921 0,2237 -0,01199 0,7712 83,2738
C16:0 0,42972 0,3292 -0,47884 0,3946 9,9182
Cl6:1 0,08950 0,3274 -0,23025 0,0023** 25,9261
C17:0 -0,16689 0,1354 -0,01896 0,9300 16,1287
Cl7:1 0,01256 0,1427 -0,01071 0,3281 25,1429
C18:0 -0,92477 0,0393* -0,00763 0,9895 13,2004
C18:1 0,60223 0,3748 0,94858 0,2731 10,3288
C18:2¢c-9t-11 0,01044 0,6191 -0,07219 0,0063** 65,8029
C18:2¢-9,12 -0,05128 0,7729 0,15850 0,4843 48,9422
C18:3n-3 -0,00773 0,7222 -0,00389 0,8884 48,4278
C 20:4 n-6 -0,01087 0,9293 0,11009 0,4808 48,4277
Saturados -0,67441 0,3741 -0,88411 0,3613 8,0884
Insaturados 0,67440 0,3741 0,88412 0,3613 10,0614
Monoinsaturados 0,73257 0,2794 0,69128 0,4244 9,8327
Poliinsaturados -0,05817 0,8512 0,19283 0,6260 47,1541
Ins:Sat * 0,02267 0,3523 0,02866 0,3568 17,6560
Mono:Sat 2 0,02339 0,2700 0,02432 0,3692 16,8376
Poli:Sat® -0,00072 0,9102 0,00434 0,5947 52,6246
indice C14:0* 0,00904 0,0072** 0,00460 0,2894 21,6334
indice C16:0° 0,00232 0,1606 -0,00642 0,0021** 19,8864
indice C18:0 ° -0,01264 0,1280 0,00518 0,6267 7,4165
L*’ -0,22650 0,6861 1,34192 0,0590 7,9290
b* 0,11660 0,2419 0,43730 0,4076 11,8832
ax’ 0,43596 0,7044 -0,39433 0,3704 11,8057
FC® -0,14381 0,7025 0,43237 0,3677 26,8468

*p<0,05; **p<0,01; lRelac;é\o Insaturados:Saturados; 2Rela(;é\o Monoinsaturados:Saturados; 3Relagéo
Poliinsaturados:Saturados; * indice C14:0 (indice de dessaturagdo do C14:0) = [C14:1/(C14:1 + C14:0)]; ° indice C16:0
(indice de dessaturagdo do C16:0) = [C16:1/(C16:1 + C16:0)]; ° indice C18:0 (indice de dessaturacdo do C18:0) =
[C18:1/(C18:1 + C18:0)]; ’ Colorimetria (L*, a*, b*); ® Forca de Cisalhamento.
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Tabela 5. Efeito dos gen6tipos dos polimorfismos g.10153G>A e ¢.10213C>T do gene SCD1
na composicdo de &cidos graxos e qualidade de carne do musculo Longissimus

dorsi de Brangus.

0.10153G>A 0.10213C>T
Variaveis Meédias Meédias CV (%)
p-value p-value
GG AG AA TC TT
C14:0 (%) 2,944 2,792 2,922 0,5859 3,126 2,760  0,0198* 25,9063
C14:1 (%) 0,270 0,285 0,336 0,1814 0,299 0,283 0,4693 35,1284
C15:0 (%) 0,222 0,217 0,337 0,1314 0,238 0,226 0,7712 83,2738
C16:0 (%) 25,874 26,237 26,790 0,6123 26,594 26,115  0,3946 9,9182
C16:1 (%) 1,336 1,339 1,588 0,0739 1,543 1,313  0,0023** 25,9261
C17:0 (%) 6,253 6,206 5,818 0,4310 6,197 6,178 0,9300 16,1287
C17:1 (%) 0,194 0,199 0,226 0,1961 0,209 0,198 0,3281 25,1429
C18:0 (%) 20,584 19959 18,481  0,0878 19,963 19,956  0,9895 13,2004
C18:1 (%) 38,485 38,805 39,928 05985 38,081 39,029 0,2731 10,3288
C18:2 c-9 t-11 (%) 0,205 0,174 0,261 0,0546 0,246 0,173  0,0063** 65,8029
C18:2 ¢-9,12 (%) 2,139 2,184 1,957 0,7837 2,029 2,188 0,4843 48,9422
C18:3n-3 (%) 0,259 0,274 0,224 0,4235 0,270 0,266 0,8884 48,4278
C20:4 n-6 (%) 1,237 1,325 1,132 0,6314 1,203 1,313 0,4808 48,4277
Saturados (%) 55,875 55412 54,348 0,6389 56,119 55235  0,3613 8,0884
Insaturados (%) 44,124 44,588 45,652 0,6389 43,880 44,764 0,3613 10,0614
Monoinsaturados (%) 40,285 40,629 42,078 0,4432 40,133 40,824 0,4244 9,8327
Poliinsaturados (%) 3,839 3,958 3,575 0,7830 3,747 3,940 0,6260 47,1541
INS:SAT* 0,802 0,815 0,854 0,5927 0,793 0,821 0,3568 17,6560
MONO:SAT 2 0,731 0,742 0,788 0,4301 0,724 0,749 0,3692 16,8376
POLI:SAT ® 0,071 0,073 0,066 0,8072 0,069 0,073 0,5947 52,6246
indice C14:0* 0,083° 0,001®  0,102° 0,0256* 0,087 0,091 0,2894 21,6334
indice C16:0° 0,049 0,048 0,056 0,0542 0,054 0,048  0,0021** 19,8864
indice C18:0° 0,651 0,659 0,680 0,2614 0,656 0,660 0,6267 7,4165
L*’ 41,902 41,838 41,311  0,8690 40,733 42,075  0,0590 7,9290
b* 15,077 15,381 15,152 0,4423 14,951 15,388 0,2640 11,8832
ax’ 18,139 18,738 18,874 0,7172 18,945 18,550 0,4076 11,8057
FC (kgflcm?) ® 8,364 8,314 7,998 08908 7,951 8,383 0,3677 26,8468

*p<0,05; **p<0,01; 1Relat;z?to Insaturados:Saturados;

Relacdo  Monoinsaturados:Saturados;  °Relacéo

Poliinsaturados:Saturados; * indice C14:0 (indice de dessaturacdo do C14:0) = [C14:1/(C14:1 + C14:0)]; ® indice C16:0
(indice de dessaturagdo do C16:0) = [C16:1/(C16:1 + C16:0)]; © indice C18:0 (indice de dessaturacdo do C18:0) =
[C18:1/(C18:1 + C18:0)];  Colorimetria (L*, a*, b*); ® Forca de Cisalhamento.
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O gendtipo TT do polimorfismo g.10213C>T foi associado com reducdo do contetido
de C14:0 no masculo Longissimus dorsi de Brangus (P<0,05), sendo que, com uma copia do
alelo T ha reducdo de -36,593% na propor¢do de C14:0. A associacdo do genotipo TT do SNP
g.10213C>T com o decréscimo do conteddo C14:0 na gordura intramuscular também foi
relatada por Oh et al. (2011) em bovinos Hanwoo. O efeito de reducdo desse acido graxo
saturado na carne é um resultado desejavel, pois o acido miristico € um dos responsaveis pela
elevacdo LDL - colesterol no plasma sanguineo do homem (Siri-Tarino et al., 2010).

O gendtipo TT apresentou associacdo altamente significativa com o decréscimo na
proporcdo de C16:1 (P<0,01), sendo que o efeito de substituicdo para o alelo T foi de -
23,025%. Certamente em consequéncia desse resultado, observa-se associacdo altamente
significativa do genotipo TT com a reducdo no indice de dessaturacdo C16:0 (P<0,01). De
forma que, quando o alelo C é substituido pelo alelo T, ha efeito de reducdo de -0,642% no
indice. Taniguchi et al. (2004) relataram em seu trabalho resultados divergentes , em que 0
alelo T por estar em desequilibrio de ligacdo com o alelo C da muta¢do ndo-sinénima
g.10329T>C estava relacionado com aumento de monoinsaturados como o C16:1, em
animais da raca Wagyu.

Li et al. (2010) investigaram o polimorfismo @.10329T>C do gene SCD1 e
encontraram resultados semelhantes ao deste trabalho, em que o gendtipo CC do estava
relacionado com uma menor concentragdo de C16:1, tanto na gordura subcuténea e
intramuscular de tourinhos das racas Asturiana de los Valles e Asturiana de la Montafia. Estes
autores postularam que o resultado divergente indica que outros SNPs do SCD1 ou genes
podem estar envolvidos na dessaturacdo desse acido graxo. Além disso, este fato evidencia
que, quando o efeito de associacdo de um polimorfismo é encontrado para uma determinada
raca deve ser validado na populacdo de interesse antes do seu uso comercial.

O isémero C18:2 c¢-9 t-11 do &cido linoléico conjugado (CLA) tém despertado grande
interesse nos ultimos anos, devido ao seu potencial anticarcinogénico e antiaterogénico (Ip et
al., 1991; McGuire & McGuire, 2000). Neste trabalho, o genotipo TT apresentou associagdo
altamente significativa com a reducdo de CLA (P<0,01), sendo que, o efeito de substituicdo
para o alelo T foi de -7,219%. Li et al. (2011) relataram a associacdo do gendtipo CC do SNP
g.10329T>C com aumento na concentracdo de alguns isémeros do CLA na gordura de
bovinos de rebanhos comerciais canadenses. No entanto, outros estudos que analisaram a
relacdo dos polimorfismos SCD1 sobre o indice de CLA ndo encontraram efeitos na variacao

de sua proporgéo no tecido adiposo (Barton et al., 2010; Orru et al 2011; Baeza et al., 2012).
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O papel da enzima na sintese endégena de CLA no leite de bovinos ja foi bem
elucidado (Griinari et al., 2000) e relagbes positivas entre polimorfismos do gene SCD1 e
alteragbes contetdo de CLA  foram relatadas (Schennink, 2008; Kgwatalala, 2008).
Entretanto, sdo poucos os estudos que determinam a medida da biossintese de CLA do tecido
adiposo de ruminantes. Entre eles, Gruffat et al. (2008) relataram baixas taxas de
dessaturacdo do &cido vaccénico (C18:1 t-11) em CLA, de cerca de 2,5% na gordura
intramuscular, e 4,4% na subcutanea, provavelmente devido a uma afinidade limitada de
enzima para o &cido vaccénico nos tecidos adiposos. Ainda de acordo com esses autores,
aproximadamente 10,8% e 14,5% do CLA presente nos tecidos adiposos subcutaneos e
intramusculares, respectivamente, pode ser dessaturado a C18:3 n-3. Dessa forma, com 0s
resultados divergentes reportados até 0 momento devem ser considerados com cuidado, pois o
papel da enzima e do gene SCD1 na variacdo de CLA em tecidos adiposos de bovinos ainda
ndo é totalmente compreendido.

Os polimorfismos do gene SCD1 foram inicialmente associados a variacdo da
quantidade de monoinsaturados nos tecidos adiposos de bovinos Wagyu (Taniguchi et al.,
2004). Entretanto neste estudo, ndo foi encontrado efeito dos SNPs na proporcao total de
monoinsaturados, assim como Li et al. (2010), que nao identificaram associacdo do
g.10329T>C com o contetdo total de monoinsaturados nas racas Asturiana de los Valles e
Asturiana de la Montafia. Estas evidéncias sugerem que, nos tecidos adiposos bovinos, a
enzima tem preferéncia por alguns substratos individualmente. Em especial, a associacéo
encontrada entre o polimorfismo g.10153G>A e o0 aumento do indice de dessaturacdo e do
polimorfismo g.10213C>T com a reducdo no conteddo C14:0, reforca a hipdtese levantada
anteriormente pela literatura, de que existe uma grande afinidade da enzima com C14:0 para
formacdo de C14:1 no tecido adiposo de bovinos (Barton et al., 2010; Baeza et al., 2012;
Ohsaki et al., 2009; Li et al., 2011; Ishii et al., 2013).

CONCLUSOES

Os polimorfismos do gene SCD1 estudados estdo envolvidos na varia¢do do perfil de
acidos graxos no Longissimus dorsi de animais da raca Brangus. O alelo A do loco
g.10153G>A esta envolvido com a reducdo do &cido graxo saturado C18:0 e aumento na
proporcao do indice de dessaturacdo do C14:0. O alelo T do loco g.10213C>T com a reduc¢éo
de C14:0, C16:1 e CLA e no indice de dessaturacdo de C16:1. Este trabalho evidencia que é

possivel utilizar ferramentas moleculares na producdo animal vislumbrando oferecer ao
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mercado consumidor um produto de qualidade, perfil lipidico adequado e com valor

agregado.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo de genes envolvidos no metabolismo lipidico pode auxiliar no entendimento na

variacdo da composicdo de acidos graxos nos tecidos adiposos de bovinos. O presente

trabalho buscou verificar a variabilidade genética de polimorfismos dos genes estearoil-CoA

(SCD1) e é&cido graxo sintase (FASN) em racas criadas no Brasil e associacdes entre as

frequéncias génotipicas com dados de composicao de acidos graxos e qualidade de carnes de

Brangus. Com base nos resultados € possivel verificar que:

A frequéncia do haplétipo favorével dos polimorfismos do gene FASN é mais
pronunciada em animais da raca Wagyu em relacdo as outras populacGes estudadas.
Dessa forma, sugere-se que estudos relacionando estes polimorfismos com dados
fenotipicos nessas racgas sejam feitos para avaliar se o haplétipo TW esta realmente
associado com o perfil lipidico e o seu potencial como um marcador para melhoria da
carne.

Os polimorfismos do gene SCD1 estdo relacionados com mudangas na composicao de
lipidios na gordura da carne de Brangus, podendo-se vislumbrar a utilizacdo desses
marcadores como uma ferramenta para selecdo de animais dessa raca, com a
composicao de acidos graxos desejavel.

O trabalho realizado demostra a existéncia de uma alta variabilidade genética nas
racas criadas no Brasil, em especial as racas taurinas localmente adaptadas,
demonstrando o potencial de uso destas em futuros programas de melhoramento. Para
tanto, sugere-se que sejam realizados estudos visando a validacdo dos polimorfismos

observados nas racgas envolvidas no presente trabalho.
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ANEXOS

Anexo | - Protocolo para extracdo de DNA de musculo adaptado de Regitano e Coutinho
(2001)

1) Pesar 300 mg da amostra de musculo;

2) Macerar a amostra utilizando nitrogénio liquido e transferi-las para tubos de 2 mL;

3) Adicionar 800 mL de tampdo de lise*;

4) Homogeneizar a solugéo por inversdo (10 a 15 vezes);

5) Adicionar 160 pL de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 10% previamenten aquecido;

6) Homogeneizar a solucdo por inverséo (10 a 15 vezes);

7) Adicionar 20 pL de Proteinase K (20 pg/ pL);

8) Incubar as amostras em banho-maria a 55° C por 120’;

9) Centrifugar a 6000 g por 5’ para sedimentar os debris celulares;

10) Transferir 800 pL do sobrenadante para um novo tubo de 2 mL;

11) Adicionar 300 pL de Na Cl 6M saturado;

12) Homogeneizar a solugdo, em seguida vortexar por 10”;

13) Centrifugar a maxima velocidade por 30’ a 4° C;

14) Transferir o sobrenadante aproximadamente 900 uL novamente para outro tubo de 2
mL;

15) Adicionar igual volume de isopropanol gelado (900 uL);

16) Incubar a -20° C de 60 a 120’ (este passo pode ser pulado se obtiver uma meduza de
DNA grande);

17) Centrifugar a 10000g por 10’;

18) Descartar o sobrenadante e adicionar 1000 pL de etanol 70% gelado;

19) Lavar o precipitado (pellet) invertendo o tubo 10 vezes;

20) Centrifugar a 10000g por 5’ a 4° C;

21) Descartar o sobrenadante;

22) Secar o pellet na bancada por 40’ a 60’ ou a vacuo por 5’;

23) Ressuspender o pellet em 100 a 300 pL de Tris-EDTA (TE- 10:1) ou agua Mili-Q
estéril;

24) Incubar em banho-maria a 55° C de 40’ a 120’;

25) Quantificar as amostras;

26) Armazenar o0 DNA extraido a -20°C.



*Tampao de lise:

77

Solucéo estoque

Concentracdo Final

Tris-HCIpH 7,6 — 8,0
EDTApH 7,6 —8,0
NaCl

100 mM
10 mM
300 mM




