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Resumo

SOUSA, I.I. Andlise funcional de genes candidatos para caracteristicas de interesse
econdémico em bovinos da raca Canchim. 2018. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2018.

Sabe-se que a qualidade de um produto é o fator fundamental para que 0 mesmo possa ser
inserido no mercado e o setor brasileiro de carne bovina tem se preocupado ndo sé com o
aumento da producdo, mas também com a qualidade da carne produzida. No entanto,
produtores enfretam dificuldades para obter a melhoria de caracteristicas como a quantidade
de gordura subcutanea e entremeada, ganho de peso, além da pelagem e da circunferéncia
escrotal. Diversas metodologias foram desenvolvidas no intuito de obter resultados mais
rapidos e mais acurados, como o0 uso de genes candidatos e analises individuais e adjacentes
de SNPs que controlam a manifestacdo de caracteristicas de interesse econémico, assim como
estudos que visam elucidar a arquitetura bioldgica e metabdlica envolvida na caracteristica.
Diante do exposto, 0 presente estudo tem como objetivo realizar uma analise funcional de
genes obtidos de regides gendmicas previamente idenficadas por estudos de associacdo ampla
do genoma (GWAS). Foram prospectadas pelo banco de dados Ensembl, 36 regides
gendmicas associadas com com espessura de gordura subcutdnea (EGS), marmoreio
(MARM), é&rea de olho de lombo (AOL), peso ao sobreano (PESO), pelagem (PELO) e
circunferéncia escrotal (CE). Os 220 genes encontrados foram submetidos a anotacdo
funcional pela ferramenta Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery
(DAVID) para verificar suas funcionalidades nas categorias processo bioldgico, componente
celular, funcdo molecular e vias metabdlicas, e foram obtidas 186 anotacGes. Para a
verificacdo das vias metabdlicas, foi utilizado o banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG). Posteriormente, foram selecionados os genes candidatos a partir da
filtragem de termos ontoldgicos e de vias metabdlicas relacionados com tecido adiposo, tecido
muscular, desenvolvimento e proliferacdo celular, pelagem e bolsa escrotal, sendo estes
obtidos pelos bancos de dados QuickGO e Integrative Visual Analysis Tool for Biological
Networks and Pathways (VisANT). Outro critério de selecdo utilizado para a selecdo de genes
foi a identificacdo prévia dos mesmos na literatura. Apds esta filtragem, foram selecionados
29 genes considerados como potenciais candidatos para as caracteristicas avaliadas, sendo
dois genes para EGS, trés para MARM, 15 para AOL, seis para PESO, um para PELO e cinco
para CE. Os resultados obtidos neste estudo podem na selecdo de animais geneticamente
superiores em programas de melhoramento da raga Canchim.

Palavras-chave: Canchim, caracteristicas zootécnicas, ontologia de genes, regides genémicas



Abstract

SOUSA, LI. Functional study of molecular markers associated with characteristics of
economic interest in Canchim cattle. 2018 Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2018.

It is known that the quality of a product is the fundamental factor so that it can be inserted in
the market and the Brazilian beef sector has been concerned not only with the increase of
production, but also with the quality of the meat produced. However, producers face some
difficulties to obtain improvement of characteristics such as the amount of back fat and
marbling, weight gain, besides the coat and the scrotal circumference. Several methodologies
have been developed in order to obtain faster and more accurate results, such as the use of
candidate genes and individual and adjacent analyzes of SNPs that control the manifestation
of characteristics of economic interest, as well as studies aimed at elucidating the biological
and metabolic architecture involved in the feature. In view of the above, the present study
aims to perform a functional analysis of genes obtained from genomic regions previously
identified by genome-wide association study (GWAS). A total of 36 genomic regions has
been associated with back fat thickness (BFT), marbling (MARB), rib eye area (REA),
yerling weight (YW), coat (COAT) and scrotal circumference (SC). The 220 genes were
submitted to the functional annotation by the Database for Annotation, Visualization, and
Integrated Discovery (DAVID) tool to verify their functionalities in the categories biological
process, cellular component, molecular function and metabolic pathways, and 186 annotations
were obtained. For the verification of the metabolic pathways, the Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) database was used. Later, the candidate genes were selected
from the filtering of ontological terms and metabolic pathways related to adipose tissue,
muscle tissue, cell development and proliferation, coat and scrotal pouch, obtained by the
QuickGO and Integrative Visual Analysis Tool for Biological Networks and Pathways
(Visant). Another selection criteria used for the selection of genes was the previous
identification of the same ones in the literature. After this filtering, 29 genes were considered
as potential candidates for the characteristics evaluated, beeing two genes for BFT, three for
MARB, 15 for REA, six for YW, one for COAT and five for SC. The results obtained in this
study can be helpfull for the selection of genetically superior animals in breeding programs of
the Charbray breed.

Key-words: Charbray breed, zootechnical traits, gene ontology, genomic regions
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil detém o maior rebanho bovino do mundo com aproximadamente
218.225.177 de cabecas (IBGE, 2016), o que corresponde a 13,8% do total mundial (ABIEC,
2017). No ano de 2015 foram abatidas mais de 39 milhdes de cabegas e neste mesmo ano o
pais se posicionou como maior exportador mundial de carne bovina, direcionando ao mercado
externo cerca de 1,9 milhGes de toneladas equivalente carcaca.

O aumento na produtividade da bovinocultura de corte é de grande importancia
econdmica para o pais, porém ainda ha desafios que cercam os produtores, principalmente em
relacdo a qualidade da carne, pois a industria frigorifica brasileira trata a carne bovina com
uma ‘“commodity”, onde o importante ¢ o volume de venda com preco baixo e margem
pequena de lucro. Isto faz com que o produto ndo atinja mercados mais exigentes, de maior
valor agregado e que remuneram melhor o produtor (SOUZA, 2008).

Diversas estratégias sdo utilizadas na tentativa de solucionar estas limitagdes, com o
objetivo de aumentar a eficiéncia da pecuaria de corte e a qualidade da carne obtida, sendo
estas direcionadas a escolha do material genético, adequacdo do sistema de producao
empregado e melhoria das condi¢des sanitarias dos animais. No contexto genético, as
principais alternativas sdo a utilizacdo da selecdo de animais superiores e de sistemas de
cruzamentos entre animais taurinos e zebuinos. Porém, a obtencéo destes resultados exigem
muito tempo e alto custo de investimento.

Contudo, o desenvolvimento de ferramentas moleculares aliadas a bioinformatica podem
reduzir o tempo de execugdo de uma pesquisa que visa a obtencdo de dados que sejam
aplicaveis em programas de melhoramento animal. Uma destas ferramentas é o estudo de
genes candidatos e polimorfismos responsaveis pela manifestacdo de caracteristicas de
interesse zootécnico, como o ganho de peso do animal, a qualidade da carne e carcaca, de
funcionalidade e reproducdo. Uma maneira de analisar estes recursos genéticos é pelo estudo
de selecdo gendémica ampla (GWAS) que permite a obtencédo de regides gendmicas associadas
com os fendtipos de interesse, para posterior busca de genes candidatos (GARCIA, 2006).

Uma maneira de observar a relacdo de genes candidatos com caracteristicas zootécnicas €
realizar uma analise funcional por meio da ontologia de genes, a qual tem se mostrado como
uma ferramenta promissora para adquirir informacdes funcionais e metabolicas, o que explica
0S componentes e processos que um gene possui, auxiliando no entendimento do desempenho

do mesmo sobre as caracteristicas de interesse (CATOIA, 2014).



Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo realizar a anélise funcional de genes
que possam estar envolvidos com espessura de gordura subcutdnea, marmoreio, area de olho
de lombo, peso ao sobreano, pelagem e circunferéncia escrotal, gerando conhecimentos que

possam contribuir para programas de melhoramento da ragca Canchim.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A raca Canchim

O projeto de desenvolvimento da raga Canchim iniciou-se em 1940, na Fazenda de
Criacdo de Séo Carlos, antiga Fazenda Canchim, localizada no municipio de Sdo Carlos,
estado de Sdo Paulo. Os criadores buscavam obter a proporc¢éo ideal do cruzamento de touros
da raca taurina continental Charolés com fémeas zebuinas (Indubrasil, Nelore e Guzerd), o
que resultou na obtencdo do mestico 5/8 Charolés x 3/8 Zebu, que mais tarde viria a ser
denominado Canchim (Vianna et al., 1978; Barbosa et al 2004).

Esta raca foi desenvolvida com o objetivo de se produzir animais com alta taxa de
crescimento, alto peso de abate e rendimento de carcaca e, ao mesmo tempo boa
adaptabilidade ao clima tropical, mais precisamente as condi¢fes climaticas presentes no
Brasil Central, além de resisténcia a ectoparasitos (Vianna et al., 1978; Alencar, 1994;
Barbosa et al., 2004). Estes resultados foram possiveis gracas aos ganhos oriundos da
complementaridade devido ao cruzamento de touros da raca Charolesa com matrizes zebuinas
(Alencar, 1988). De acordo com a Associacdo Brasileira de Criadores de Canchim
(ABCCAN), em 2017 o tamanho efetivo do rebanho da raga Canchim era de
aproximadamente 25 mil cabegas.

Touros da raga Canchim sdo vidveis de utilizagdo em sistema de monta natural,
principalmente em sistemas de cruzamento terminal com vacas Nelore ou matrizes mesticas,
por originar animais com bom desenvolvimento ponderal e conformacgdo muscular, alto peso e
rendimento de carcaca, mantendo as caracteristicas de adaptabilidade e rusticidade (SOUZA
JUNIOR, 2011).

O Programa Geneplus da Embrapa Gado de corte, em parceria com a ABCCAN e por
intermédio da Fundacdo de Apoio a Pesquisa Agropecuaria e Ambiental (FUNDAPAM), é
responsavel pela avaliacdo de touros Canchim, touros MA (progénie de touro Charolés e vaca
Y% Canchim + % Zebu, que apresenta em média 65,6% Charolés e 34,4% Zebu) e touros

Charolés em ambito nacional.
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A avaliagdo utiliza dados obtidos pelo arquivo zootécnico da ABCCAN relacionados a
medidas de peso, perimetros escrotais, notas de conformacéo frigorifica, escores de qualidade
de pelagem e de umbigo e idades ao parto das progénies dos touros. Com estas informacdes,
sdo calculadas os pesos a desmama (210 dias) e ao sobreano (420 dias), perimetros escrotais a
desmama e ao sobreano, peso da mde a desmama de sua cria, peso ao nascer, as idades ao
primeiro e ao segundo parto, e os escores de qualidade de pelagem e de umbigo & desmama.
Também sdo geradas informacbes das diferencas esperadas pela progénie (DEPsS). Nas
edicdes mais recentes, participaram da avaliacdo 4.677 touros da raca Canchim, 170 animais
MA e 1.298 individuos da raga Charolesa (Geneplus, 2017).

O melhoramento genético animal consiste na mudanca da composicdo genética das
populacgdes, utilizando as estratégias de selecdo e o sistema de acasalamento, porém ambas as
técnicas demandam muito tempo de avaliacdo, pois necessita de um grande nimero de
descendentes para obter maior acuracia da estimacdo de ocorréncia dos fendtipos das
caracteristicas genotipicas na matriz de parentesco. Diversas analises genémicas mostraram-
se promissoras para auxiliar programas de melhoramento animal, pois estas identificam genes
candidatos e o potencial genético do individuo e para determinada caracteristica (Suguisawa
et al., 2002).

Contudo, sabe-se que a maioria das caracteristicas de interesse econdémico sdo de
natureza quantitativa, ou seja, a expressdo de um atributo é dependente de uma variagcdo
alélica em um grande numero de locos, além de ser afetada pelo meio ambiente. Ademais, 0s
genes que controlam tais caracteristicas possuem diferentes efeitos, podendo ser pequenos ou
grandes, e diversas formas de interagdo entre os mesmos, revelando diferentes resultados.

Para isto, a identificacdo de QTLs (Quantitative trait loci) através de estudos de selecdo
gendbmica ampla (GWAS) e a identificacdo de genes candidatos (genes principais) sdo
abordagens que podem auxiliar em programas de selecdo, sendo o objetivo central destas
metodologias a busca por genes e marcadores relacionados com a manifestacdo das
caracteristicas de interesse econdmico (GARCIA, 2006).

Romero et al. (2018), em uma analise de GWAS, identificaram uma regido cromossdémica
associada com pelagem e quatro regides para a medida de circunferéncia escrotal em animais
da raca Canchim, o que revelou diversos genes que podem estar associados as caracteristicas
estudadas. Outro estudo de GWAS que também utilizou animais Canchim, observou a
associacao de uma regido genémica com area de olho de lombo e quatro regifes para peso ao
sobreano (Santiago et al., 2017).
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Outras anélises, utilizando a abordagem individual de SNPs, encontraram associacdo de
um SNP no gene candidato FABP4 (Fatty acid binding protein 4) com deposicao de gordura e
composicdo de acidos graxos na carne em bovinos da raca Canchim e, em trabalhos com
diferentes racas, foram encontradas associa¢fes de outros SNPs neste gene com gordura
intramuscular e espessura de gordura subcutédnea (Michal et al., 2006; Hoashi et al., 2008;
Tizioto et al., 2010).

2.2. Caracteristicas de interesse econdémico

Sabe-se que a qualidade de um produto é o fator fundamental para que 0 mesmo possa ser
inserido no mercado, podendo ocupar uma posi¢do competitiva de acordo com a demanda.
Para obter um produto de qualidade, é necessario dispor de procedimentos adequados desde o
sistema de criacdo dos animais, incluindo a escolha da genética a ser utilizada, o manejo
nutricional e sanitéario, até o processamento pds abate, como o transporte, armazenamento,
manipulacdo, exposicdo e preparo da carne, ja que a qualidade da mercadoria em questdo €
resultante desta cadeia produtiva (Luchiari Filho, 2000).

Uma das caracteristicas utilizadas como critério de selecdo em programas de
melhoramento é o peso vivo, mensurado em diferentes estagios do desenvolvimento animal,
destacando-se 0 peso ao sobreano (18 meses), pois este permite avaliar o potencial genético
do individuo ainda jovem e sofre menor influéncia dos efeitos ambientais maternos, além de
apresentar maior correlacdo com o peso ao abate quando comparado ao peso a desmama e ao
ano (Bergman, 1999).

Luchiari Filho (2000) descreve que cada tecido possui uma velocidade de crescimento
diferente, sendo o primeiro tecido a ser depositado o nervoso, seguido pelo 6sseo, muscular e
por Gltimo o adiposo, o qual aumenta sua deposi¢cdo conforme diminui o0 crescimento
muscular. De acordo com o aumento da idade do animal, também aumentam o peso e as
medidas de carcaca, que influenciam a deposi¢do de gordura nos tecidos (Menezes et al.,
2009) e uma maneira de avaliar a qualidade do produto final é pelas caracteristicas de carcaca,
sendo que o valor comercial de uma carcaca bovina é influenciado pelo peso, conformacao
frigorifica e rendimento, assim como o marmoreio e quantidade de gordura subcutanea
(Perotto et al., 1999).

Para determinar os tipos de carcaca sdo avaliadas a espessura de gordura subcuténea e a
distribuicdo na carcaca, sendo que a quantidade de espessura subcuténea desejavel pelas

indUstrias frigorificas é de trés a dez milimetros, pois este atributo funciona como isolante
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térmico, diminuindo a velocidade de resfriamento da carcaca, evitando a desidratacdo, o
escurecimento e o encurtamento das fibras musculares (Pardi et al., 1995). A composi¢do da
carcaca também ¢ avaliada utilizando as medidas da area de olho de lombo, que estd
correlacionada a musculosidade, ao rendimento da por¢do comestivel e a espessura de gordura
subcutanea com o grau de acabamento de carcaca (Luchiari Fiho et al., 2000). A obtengéo
desta medida é realizada por ultrassonografia e representa a area da seccdo transversal do
musculo longissimus entre as 122 e 13?2 costelas (Meirelles et al., 2010). Outra caracteristica de
importancia econdbmica é a marmorizacdo da carne gque, assim como a gordura subcutanea,
auxilia a manter a umidade, o que ameniza as perdas hidricas por evaporacdo e exsudacéo,
influenciando na maciez da carne (Luchiari Filho, 2000).

Porém, animais de origem zebuina normalmente apresentam baixo indice de
marmorizacao, 0 que torna necessario o aprimoramento desta caracteristica (Magolski et al.,
2013) e é dito que a carne de ragas zebuinas é nutricionalmente mais saudavel em comparacdo
a carne de racas taurinas (Huerta-Leidenz et al., 1993 e 1996; Perry et al.,1998; Rossato et al.,
2010). Contudo, a selecdo de animais para aumentar o nivel de gordura entremeada pode
causar a diminuicdo da concentracdo de acidos graxos poliinsaturados e as séries 6mega 3 e
Omega 6, benéficos a salde e aumentara os niveis de &cidos graxos saturados e
monoinsaturados, que séo prejudiciais (Feitosa et al., 2016).

Além da preocupacdo com as caracteristicas de qualidade e produtividade, existem outras
que também sdo utilizadas como critério de selecdo em programas de melhoramento, como a
pelagem e a circunferéncia escrotal. Classificada como aspecto racial de bovinos e avaliada
por escore visual, a pelagem define os animais que mais se encaixam ao biotipo de
determinada raca, além de contribuir para a adaptacdo climatica, sendo a pelagem curta e
clara mais interessante para animais criados em clima tropical (Porto-Neto et al., 2014). Este
atributo também esta associado a infestacdo de parasitas, onde é observada a presenca de
carrapatos em individuos de pelames mais escuros e compridos (Oliveira e Alencar, 1986).
Outros aspectos do pelame como o didmetro, espessura e densidade numérica também podem
afetar o desempenho fisiol6gico dos animais, uma vez que o estresse térmico pode ser
prejudicial para o desempenho do rebanho (Nicolau et al., 2004).

Outro fator que contribui para a maior resisténcia ao calor é a coloracdo da epiderme, a
qual deve possuir pigmentacao negra, sendo menos permeavel a radiacdo ultravioleta. Assim,
é preferivel a criacdo de animais com pelame branco e epiderme negra em regides tropicais
(Silva et al., 2008; Nicolau et al., 2004, Li et al., 2014).
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Com relacdo ao desempenho reprodutivo dos touros, a circunferéncia escrotal é
diretamente proporcional a fertilidade, afetando a produtividade e o maior nimero de bezerros
no rebanho (Fordyce et al., 2014; Utsonomiya et al., 2014). E uma caracteristica de alta
herdabilidade, esta correlacionada com o peso e qualidade do sémen, e é considerada como
indicadora de fertilidade e precocidade sexual de novilhas (Pereira et al., 2001; Boligon et al.,
2007).

2.3. Analise funcional

Estudos de associacdo gendmica ampla permitem a identificacdo de regides do genoma
envolvidas em processos biologicos que estdo relacionados com determinada caracteristica
(HINDORFF et al., 2011) e os genes contidos nestas regides estdo envolvidos em uma série
de processos biologicos que controlam as caracteristicas poligénicas (SCHADT, 2009). A
andlise funcional gera o entendimento da maneira como 0s genes desempenham suas
atividades em uma via metabdlica, essencial para o estudo dos processos fisioldgicos que
influenciam o fenotipo de interesse (WANG et al., 2010). Uma maneira de otimizar o acesso
a tais dados consiste no uso da anotacdo funcional baseada na ontologia génica, que é capaz
de esclarecer de maneira mais simplificada o significado fisiolégico de genes e suas
funcionalidades (Jermey e Browne, 2004).

De acordo com Guedes (2003), “ontologia” significa uma forma de organizar, definindo
classes e hierarquias a uma determinada entidade de estudo. Diante da necessidade de
padronizar os dados de anotacdo génica, surgiu 0 Gene Ontology (GO), que permite estruturar
as funcbes do gene utilizando vocabularios controlados contendo termos gerais e especificos.
Desta forma, foram criadas trés hierarquias de anotacdo: funcdo molecular, componente
celular e processo biologico. De maneira geral, estas hierarquias descrevem as funcoes
bioldgicas dos produtos de genes, 0s processos envolvidos na realizacdo dessas fungdes e
onde na célula essas fung@es sao tipicamente realizadas (Thomas et al., 2007).

A hierarquia, categoria ou termo “Fun¢do molecular” descreve as atividades que ocorrem
a nivel molecular, como “atividade catalitica”, “transportadora” ou “receptor de ligagdo”.
Estas fungdes correspondem ao que pode ser realizado por produtos génicos individuais ou
por seus complexos, porém nao refere-se a molécula especifica, onde, quando ou em qual
contexto ocorrem as acdes (Smith et al., 2003).

Ja a categoria “Componente celular” mostra apenas um componente da célula,

considerando-a como parte de uma estrutura maior, podendo ser anatomica (“reticulo
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endoplasmatico liso” ou “ndcleo”) ou de um grupo de produtos gé€nicos (“ribossomo”,
“proteossomo” ou “proteina”).

O termo “Processo Bioldgico” relata uma série de eventos realizados por um ou mais
conjuntos de funcGes moleculares, como “processo fisiologico celular”, “transdugdo de
sinais”, “processo metabodlico de pirimidinas™ e “transporte de alfa-glicosideos”. Esta
categoria é facilmente confundida com a funcdo molecular, porém um processo deve
conter mais de um passo distinto e ndo ser equivalente a uma via metabolica (Smith et al.,
2003). As figuras 1 e 2 ilustram a diferenca entre um processo bioldgico e uma via

metabolica, respectivamente.
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Figura 1. Processo bioldgico da apoptose celular. Fonte: http://drcarlosrey.blogspot.com/2014/07/apoptose-
0-que-causa-e-qual-funcao.html.
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Figura 2. Vias metabolicas da apoptose, podendo ocorrer em duas situagdes: inducdo da apoptose pela via de
receptores da morte (ligantes Fas e FNT) e por disfuncdo mitocondrial (sinais de estresse intracelular). Fonte:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-28032001000200011.

Para que este tipo de andlise seja realizada, diversos bancos de dados publicos
concentram-se na anotacdo e apuracdo dos dados funcionais e vias metabdlicas de genes,
sendo estes o Ensembl, Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery
(DAVID), Integrative Visual Analysis Tool for Biological Networks and Pathways (VisANT)
e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), entre outros (Rebhan et al., 1998;
Wheeler et al., 2000; Constanzo et al., 2001; Wu et al., 2002; Granger, et al., 2016). A
plataforma de anotacdo DAVID oferece alta cobertura dos dados funcionais para poucos ou
para uma grande lista de genes, ainda que ndo seja fornecido as informacg6es de interacdes
entre os genes submetidos. No entanto esta plataforma dispde de ferramentas de visualizagdo
que permitem a visualizacdo da anotacdo bioldgica, classificacdo funcional e descoberta de
mapas de vias bioquimicas para diversas espécies. Para isto, 0 DAVID utiliza informacdes de
outros bancos de dados como 0 QuickGO e 0 KEGG (Dennis Jr. et al., 2003).

O KEGG, mais utilizado para verificagdo de vias metabdlicas, consiste em uma base
de dados que realiza uma analise sistematica das funcGes genéticas e caminhos metabolicos,
ligando informagdes gendmicas com informagdes funcionais de ordem superior. Estes dados
de ordem superior sdo constituidos por um conjunto de processos celulares como
metabolismo, transporte de membrana e transducdo de sinal ou ciclo celular, que sé&o
utilizados para predizer as fun¢des génicas e as vias nas quais estdo inseridos. Ha ainda outro
conjunto de dados que auxilia nesta predi¢éo, o qual fornece informac6es sobre os compostos

quimicos, moléculas de enzimas e rea¢fes enzimaticas (Kanehisa & Goto, 2000).
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Assim, estes bancos de dados sdo de grande importancia para a compilacdo de dados
funcionais e entendimento dos mecanismos de funcionamento de genes, auxiliando na selegéo

de genes candidatos para caracteristicas de interesse econémico.
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3. HIPOTESES A SEREM TESTADAS

3.1. Os genes identificados pelo mapeamento de regides genémicas estdo relacionados
com as caracteristicas avaliadas neste estudo (espessura de gordura subcutanea, EGS;
marmoreio, MARM; area de olho de lombo, AOL; peso ao sobreano, PESO; pelagem,

PELO e circunferéncia escrotal, CE).

3.2. Cada gene possui pelo menos um processo biologico, componente celular, fungédo

molecular e est4 inserido em pelo menos uma via metabolica do organismo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Explorar regides gendémicas previamente encontradas por GWAS visando a prospeccao de
genes associados com caracteristicas de interesse econdmico em bovinos da raga Canchim,

contribuindo, assim, para o melhoramento genético da raca.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Mapear as regifes gendmicas encontradas nos estudos de GWAS para

identificacdo de genes candidatos pela plataforma Ensembl,;

4.2.2. ldentificar a funcionalidade dos genes candidatos nas categorias: componente
celular, processo bioldgico, funcdo molecular e vias metabdlicas utilizando-se o banco de

dados DAVID (Database for Annotation, Visualization and Intagrated Discovery);

4.2.3. Verificar os termos ontoldgicos e as vias metabdlicas relacionadas com as
caracteristicas do presente estudo pelos bancos de dados QuickGO, ViSANT (Integrative
Visual Analysis Tool for Biological Networks and Pathways) e KEGG (Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes).

4.2.4. Selecionar genes candidatos para as caracteristicas avaliadas pela filtragem de

termos ontologicos contidos nos resultados da anotacdo funcional.
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Anotacdo funcional e selecdo de genes candidatos para caracteristicas de interesse
econdmico em bovinos Canchim

Resumo

O setor brasileiro de carne bovina tem se preocupado ndo s6 com 0 aumento da producao, mas
também com a qualidade da carne produzida. Uma das maiores dificuldades para os
produtores é a melhoria da quantidade de gordura subcutanea e entremeada, ganho de peso,
além de outras caracteristicas de interesse zootécnico como a pelagem e a circunferéncia
escrotal. Diversas ferramentas genéticas foram desenvolvidas para promover este tipo de
melhoria, como o uso de genes candidatos e andlises individuais e adjacentes de SNPs que
controlam a manifestacdo de tais caracteristicas, assim como estudos que podem elucidar a
arquitetura bioldgica e metabdlica envolvida na caracteristica. Diante do exposto, 0 presente
estudo tem como objetivo realizar uma analise funcional de genes obtidos de regides
gendmicas previamente idenficadas por estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS).
Foram prospectadas pelo banco de dados Ensembl, 36 regides gendmicas associadas com com
espessura de gordura subcutanea (EGS), marmoreio (MARM), area de olho de lombo (AOL),
peso ao sobreano (PESO), pelagem (PELO) e circunferéncia escrotal (CE). Os 220 genes
encontrados foram submetidos a anotacdo funcional pela ferramenta  Database for
Annotation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID) para verificar suas
funcionalidades nas categorias processo bioldgico, componente celular, funcdo molecular e
vias metabdlicas, e foram obtidas 186 anotacdes. Para a verificacdo das vias metabolicas, foi
utilizado o banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).
Posteriormente, foram selecionados o0s genes candidatos a partir de termos ontolégicos e de
vias metabdlicas relacionados com tecido adiposo, tecido muscular, desenvolvimento e
proliferacdo celular, pelagem e bolsa escrotal, sendo estes obtidos pelos bancos de dados
QuickGO e Integrative Visual Analysis Tool for Biological Networks and Pathways
(VisANT). Outro critério de selecdo utilizado para a selecdo de genes foi a identificacdo
prévia dos mesmos na literatura. Apos esta filtragem, foram selecionados 29 genes
considerados como potenciais candidatos para as caracteristicas avaliadas, sendo dois genes
para EGS, trés para MARM, 15 para AOL, seis para PESO, um para PELO e cinco para CE.
Os resultados obtidos neste estudo

Palavras-chave: Canchim, caracteristicas zootécnicas, ontologia de genes, regides genémicas
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1. INTRODUCAO

O valor comercial da carcaca bovina € determinado por um conjunto de caracteristicas,
em que 0 peso, o rendimento, a gordura da cobertura e 0 marmoreio se destacam. Portanto, a
melhoria genética das caracteristicas de crescimento, a qualidade da carne e da carcaca é uma
ferramenta importante para agregar valor ao produto final, assim como a melhoria de
caracteristicas funcionais e reprodutivas, como pelagem e circunferéncia escrotal.

A raca Canchim (Bimestico 5/8 Charolés-Zebu) foi desenvolvida no Brasil, com o
objetivo de reunir a rusticidade Zebu com a produtividade de Charolés, pois a raca Charolesa
apresenta bom rendimento de carcaca com alta propor¢do de gordura intramuscular, no
entanto, esta raca ndo se adaptou as condi¢des climaticas da maioria das regides do Brasil
(Vianna, 1978). Para a criacdo do Canchim, foram utilizadas racas zebuinas, como a raca
Nelore, que apresenta producdo de carne inferior ao Charolés, porém possui adaptacdo ao
clima tropical. Assim, o cruzamento entre o Charolés e o Nelore resultou em um animal
resistente ao calor e a ectoparasitas, além de produzir carne de qualidade, ainda que seja tardio
para deposicdo de gordura.

No entanto, um dos maiores desafios para os produtores brasileiros é a melhoria destas
caracteristicas de interesse zootécnico, o que incentivou o desenvolvimento de estratégias e
ferramentas para a melhoria genética de animais para diferentes fins de producdo. Estudos
como o Genome-Wide Association Study (GWAS) permitem a identificacdo de regides
gendmicas que controlam a expressao fenotipica de caracteristicas quantitativas (QTLs) e
avalia um grande ndmero de marcadores em uma populagdo com o objetivo de revelar
associacOes entre SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e fendtipo (Hirschhorn e Daly,
2005), seguido pelo estudo de Gendmica funcional, que permite a visualiza¢do das fungdes e
caminhos metabolicos de genes, a fim de elucidar os componentes e rotas responsaveis pelo

desenvolvimento de caracteristicas de interesse econdémico.
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Desta forma, o conhecimento das vias metabdlicas nas quais 0s genes estdo inseridos e
as funcBes que 0s mesmos exercem sobre as caracteristicas zootécnicas podem ser (teis para a

definicdo de estratégias de sele¢do mais acuradas para a obtencdo dos fenotipos de interesse.

2. MATERIAL E METODOS

Para analise funcional, foram utilizados dados obtidos de dois estudos de associagao
ampla do genoma (Santiago et al., 2017; Romero et al., 2018) realizados no Laboratério de
Genbmica e Melhoramento Animal da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande/MS. Sera
apresentada abaixo a metodologia utilizada para obtencdo de dados e para o desenvolvimento

do presente estudo.

2.1. Dados fenotipicos e amostras bioldgicas

Santiago et al. (2017) utilizou dados fenotipicos de animais Canchim provenientes da
Embrapa Pecuéria Sudeste (Sdo Carlos, SP) e da Embrapa Gado de Corte. Da Embrapa
Pecuaria Sudeste foram obtidas informac6es fenotipicas de 1.652 animais, sendo 777 machos
e 875 fémeas, onde 1.231 eram da raca Canchim e 421 do grupo genético MA (progénie de
touro Charolés e vaca % Canchim + % Zebu, que apresenta em média 65,6% Charolés e
34,4% Zebu). Em relacdo & Embrapa Gado de Corte, foram coletadas informac@es fenotipicas
e amostras biologicas de 976 bezerros machos, sendo 854 individuos da raca Canchim e 122
do grupo genético MA, participantes de sete edicdes das PCADs (Prova Canchim de
Avaliagéo de Desempenho) promovidas pela Associacdo Brasileira dos Criadores de Canchim
(ABCCAN) e Programa Geneplus/Embrapa.

Nas PCADs, foram coletadas informacdes fenotipicas de peso ao sobreano (PESO),

area de olho de lombo (AOL), marmoreio (MARM) e espessura de gordura subcutanea sobre
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0 lombo (EGS). As medidas de EGS (mm) e AOL (cm?) foram coletadas transversalmente no
masculo longissimus na regido entre a 122 e 13% costelas com um equipamento de
ultrassonografia com transdutor linear de 3,5 MHz ASP 30C/18 cm, especifico para avaliacdo
de carcaca.

Também foram coletadas amostras de sangue em tubos a vacuo (Vaccutainer®) de 4,5
mL contendo K3 EDTA, que em seguida foram processadas para obtencdo dos leucdcitos.
Também foram coletadas amostras de sémen de touros que sdo pais de alguns bezerros
representativos das PCADs. As extracGes de DNA das amostras bioldgicas foram realizadas
utilizando protocolo descrito por Regitano & Coutinho (2001). As genotipagens foram feitas
por empresas prestadoras de servigos e todos 0s animais foram genotipados por meio da
tecnologia lllumina®, utilizando-se painéis de diferentes densidades.

Romero et al. (2018) utilizou uma populagdo de estudo constituida pelos mesmos
animais de Santiago et al. (2017), diferindo na quantidade e nos fendtipos avaliados, sendo
1.120 touros da raca Canchim dos quais foram obtidos valores de DEPs (Diferenca Esperada

pela Progénie) para circunferéncia escrotal (CE) e pelagem (PELO).

2.2. Estudo de associacdo ampla do genoma (GWAS)

Em ambos os trabalhos citados (Santiago et al., 2017; Romero et al., 2018) as
caracteristicas foram analisadas por GWAS sob um modelo Bayesiano. A associacdo entre as
regibes gendmicas e as caracteristicas fenotipicas foi avaliada utilizando-se 2.521 janelas de
1Mb (1 milhdo de pares de bases) ndo sobrepostas, incluindo namero varidvel de SNPs. A
proporcdo da varidncia genética aditiva esperada para uma Unica janela foi calculada de
acordo com Onteru et al. (2013), onde 100% / 2.521, que resultou em 0,039%. Portanto,
janelas que explicaram pelo menos 0,19% da variancia genética, que é cinco vezes maior do

que o esperado (0,039% * 5 = 0,19%) foram consideradas como regides associadas a QTLs.
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Porém, no intuito de aumentar a quantidade de janelas para o presente estudo, foram obtidas
aquelas que explicassem uma variancia genética trés vezes maior que o esperado, sendo
0,039% * 3 =0,12%.

No total, foram encontradas 36 regides gendmicas associadas significativamente
(P>0.000) com as caracteristicas avaliadas, sendo duas para EGS, trés para MARM, dez para
AOL, seis para PESO, quatro para PELO e dez para CE. Em relacdo a EGS, foram
encontradas as janelas 1105, no cromossomo 9, e a janela 1553, no cromossomo 14. Quanto
ao MARM, foram encontradas as janelas 69, 2017 e 345, nos cromossomos 1, 3, e 20,
respectivamente. Para a caracteristica de AOL, foram identificadas as janelas 69, 562, 954,
1105, 1212, 1391, 1461, 1716, 1799 e 2017. Estas janelas estdo alocadas, respectivamente,
nos cromossomos 1, 5, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 17, e 20. Ja para PESO foram encontradas seis
janelas, sendo estas: 699, 700, 701, 704, 707 e 708, sendo todas localizadas no cromossomo 6.
Foram observadas regifes em comum entre EGS e AOL (janela 1105) e entre MARM e AOL
(janelas 69 e 2017).

Para PELO, foram encontradas quatro janelas: 332, 1986, 1987 e 1998, sendo a
primeira contida no cromossomo 3 e as restantes no cromossomo 20. E para CE, foram
identificadas as janelas 9, 71 e 117 no cromossomo 1; 892 no cromossomo 7; janela 1000 no
8; janelas 1353 e 1375 no cromossomo 12; janela 1793 no cromossomo 17; 2066 no
cromossomo 21 e a janela 2286 no cromossomo 25. N&o foram observadas regifes repetidas
entre estas caracteristicas.

Cada regido gendmica possui um valor de variancia explicada que atua sobre a
caracteristica, sendo o total da soma das variancias igual a 0.24 para EGS, 0.36 para MARM,
1.36 para AOL, 7.6 para PESO, 0.78 para PELO e 1.89 para CE. As janelas associadas e suas
respectivas posi¢es cromossdmicas, assim como os valores de variancia genética explicada

estdo dispostos na tabela 1.
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Tabela 1. Janelas, posi¢cdo no cromossomo em pares de bases (pb), p-valor e variancia
genética explicada (%Var) para EGS e MARM.

Janela Cromossomo Inicio Fim p>0 % Var.
Espessura de gordura subcutanea
1105 E 9 97004778 97992283 0.000 0.12
1553 F 14 53003780 53998524 0.000 0.12
Marmoreio
69 E 1 69001692 69998748 0.000 0.12
345 E 3 49001262 49997411 0.000 0.12
2017 E 20 58008864 58979686 0.000 0.12
Area de olho de lombo
69E 1 69001692 69998748 0.000 0.23
562 F 5 23009037 23998260 0.000 0.14
954 F 8 60002299 60995503 0.000 0.14
1105F 9 97004778 97992283 0.000 0.13
12125 10 100008208 100999802 0.000 0.12
1391F 12 66002783 66993895 0.000 0.12
1461F 13 45021019 45998373 0.000 0.12
1716 F 16 46008112 46988451 0.000 0.12
1799E 17 47012063 47990921 0.000 0.12
2017F 20 58008864 58979686 0.000 0.12
Peso ao sobreano
699° 6 38000269 38992821 0.001 6.66
700° 6 39008216 39935697 0.001 0.27
7015 6 40005821 40998717 0.001 0.23
704E 6 43005824 43989905 0.001 0.19
707E 6 46009755 46999846 0.001 0.13
7085 6 47003408 47999518 0.001 0.12
Pelagem
332R 3 36000665 36995924 0.006 0.32
1986 20 27032828 27999074 0.012 0.18
1987F 20 28000936 28939122 0.021 0.16
1998 E 20 39022432 39997182 0.028 0.12
Circunferéncia escrotal

9F 1 9218306 9997599 0.139 0.18
71R 1 71001536 71997868 0.119 0.21
117F 1 117022035 117979037 0.192 0.13
892F 7 111033960 111997774 0.206 0.13
1000R 8 106001959 106996237 0.038 0.30
1353R 12 28013232 28999952 0.090 0.23
1375F 12 50063277 50999539 0.231 0.13
1793E 17 41025917 41998657 0.156 0.15
2066 R 21 35026794 35999106 0.057 0.29
2286 F 25 5003998 5997480 0.178 0.14

S = Janelas encontradas por Santiago et al. (2017);
R = Janelas encontradas por Romero et al. (2018);
E = Janelas expandidas para o presente estudo.
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2.3. Anédlise funcional

As regibes encontradas por GWAS foram exploradas quanto a sua localiza¢do para a
prospeccédo de genes utilizando-se do banco de dados Ensembl (Cunningham et al., 2015). Foi
utilizada a categoria de organismo “cow” para obter os codigos e informagdes detalhadas de
cada gene presentes nas regides.

Apos a obtencdo dos codigos de identificagdo dos genes encontrados, 0s mesmos
foram submetidos a ferramenta Database for Annotation, Visualization, and Integrated
Discovery — DAVID (Dennis Jr, et al.,, 2003) com o critério de identificacdo
“ENSEMBL_GENE ID”, espécie Bos taurus e classificagao da lista como “Gene List”, e
tiveram sua funcionalidade verificada nas categorias: componente celular, processo biologico,
funcdo molecular e vias metabdlicas. As listas foram submetidas separadamente, ou seja, foi
gerada uma lista para cada caracteristica (EGS, MARM, AOL, PESO, PELO e CE).

Os termos ontologicos e de vias metab6licas foram obtidos pelos bancos de dados
QuickGO (Binns, et al., 2009) e Integrative Visual Analysis Tool for Biological Networks and
Pathways - ViSANT (Granger, et al., 2016), respectivamente, sendo os termos relacionados
com deposicdo de gordura; desenvolvimento de tecido adiposo; sintese, biosintese ou
degradacdo de acidos graxos; lipideos; acucares; carboidratos; corpos ceténicos;
desenvolvimento, proliferacdo ou diferenciagdo celular; vitamina A; tecido muscular
esquelético; apetite; metabolismo; células capilares; pigmentacdo; celulas de sertoli;
espermatogénese e testosterona.

Para certificar-se que o0s termos estavam inseridos no desenvolvimento das
caracteristicas, as vias metabolicas dos mesmos foram conferidas individualmente pelo banco
de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - KEGG (Kanehisa & Goto, 2000).

Todos os genes encontrados foram filtrados para a selecdo daqueles que possivelmente

atuam sobre as caracteristicas, adotando-se como critérios de sele¢do a anotacdo funcional e
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as vias metabolicas que estejam relacionadas com tecido adiposo, tecido muscular, pelagem,
celulas reprodutivas, desenvolvimento e proliferacdo celular, e pela identificacdo prévia do

gene em estudos j& publicados na literatura (CATOIA, 2014).

3. RESULTADOS

Apo6s 0 mapeamento das regides gendmicas pelo Ensembl foram identificados 220
genes, sendo 14 para EGS, 15 para MARM, 84 para AOL, 26 para PESO, 17 para PELO e 64
para CE. Porém, foi observada auséncia de genes em duas janelas para peso, as quais foram
obtidas por Santiago et al. (2017).

Dos resultados da analise ontoldgica, foram obtidas anotacGes de 11 genes para EGS, 14
para MARM, 70 para AOL, 25 para PESO, 15 para PELO e 51 para CE. Isto ocorre, pois ndo
ha dados para alguns genes na categoria Bos taurus. Desta forma, na tentativa de aumentar o
namero de genes anotados, foi realizado um teste de anotacdo funcional pelo banco de dados
Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships - PANTHER (Mi et al., 2013),
seguindo as mesmas configuracfes utilizadas na ferramenta DAVID, porém o numero de
genes anotados foi igual ou muito proximo ao que foi obtido originalmente. O namero de
genes identificados e selecionados para cada janela encontram-se na tabela 2.

Os principais termos ontoldgicos (GOTerms) verificados e que foram utilizados para a
filtragem dos genes estdo dispostos em anexo. J& as informagdes gerais dos genes

selecionados estdo dispostas nas tabelas 3.1 e 3.2.
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190 Tabela 2. Numero de genes identificados e selecionados em cada janela.

Janela Cromossomo Genes contidos Genes selecionados
Epessura de gordura subcutanea
1105 9 13 2
1553 14 1 0
Marmoreio

69 1 5 1
345 3 6 2
2017 20 4

Area de olho de lombo

69 1 5 1
562 5 6 1
954 8 40 7
1105 9 13 2
1212 10 2 1
1391 12 1 0
1461 13 2 1
1716 16 5 1
1799 17 6 1
2017 20 4 0

Peso ao sobreano
699 6 11 3
700 6 0 0
701 6 0 0
704 6 3 1
707 6 8 1
708 6 4 1
Pelagem
332 3 2 0
1986 20 1 0
1987 20 2 0
1998 20 12 1
Circunferéncia escrotal

9 1 2 0

71 1 20 1
117 1 7 0
892 7 2 0
1000 8 1 1
1353 12 8 2
1375 12 2 0
1793 17 8 1
2066 21 14 0
2286 25 0 0
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192
193

Tabela 3.1. Dados dos genes potencialmente candidatos para EGS, MARM e AOL.

Gene e simbolo ID Janela Cromossomo
Espessura de gordura subcutanea
Acetyl-CoA acetyltransferase 2 (ACAT2) ENSBTAG00000002827 1105 9
Solute carrier family 22 member 3 (SLC22A3) ENSBTAG00000039080 1105 9
Marmoreio
Uridine monophosphate synthetase (UMPS) ENSBTAGO00000013727 69 1
ATP binding cassette subfamily A member 4 (ABCA4) ENSBTAG00000018010 345 3
Glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM) ENSBTAGO00000007842 345 3
Area de olho de lombo
Uridine monophosphate synthetase (UMPS) ENSBTAGO00000013727 69 1
Suppressor of cytokine signaling 2 (SOCS2) ENSBTAGO00000012007 562 5
CAMP responsive element binding protein 3 (CREB3) ENSBTAG00000011429 954 8
Calicin (CCIN) ENSBTAG00000021696 954 8
Glucosamine (UDP-N-acetyl)-2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase (GNE) ENSBTAG00000001142 954 8
Glucosylceramidase beta 2 (GBA2) ENSBTAG00000011431 954 8
Transmembrane protein 8B (TMEMS8B) ENSBTAG00000011445 954 8
Tropomyosin 2 (beta) (TPM2) ENSBTAGO00000011424 954 8
Carbonic anhydrase 9 (CA9) ENSBTAG00000011420 954 8
Acetyl-CoA acetyltransferase 2 (ACAT2) ENSBTAGO00000002827 954 8
Solute carrier family 22 member 3 (SLC22A3) ENSBTAG00000039080 954 8
Galactosylceramidase (GALC) ENSBTAG00000001124 1212 10
Phosphofructokinase, platelet (PFKP) ENSBTAG00000002683 1461 13
TNF receptor superfamily member 9 (TNFRSF9) ENSBTAG00000003313 1716 16
Frizzled class receptor 10 (FZD10) ENSBTAGO00000007047 1799 17

Pb = pares de bases.
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Tabela 3. 2. Dados dos genes potencialmente candidatos para PESO, PELO e CE.

Gene e simbolo ID Janela Cromossomo
Peso ao sobreano
Cholecystokinin A receptor (CCKAR) ENSBTAGO00000004988 708 6
Glucosidase, beta, acid 3 (cytosolic) (GBA3) ENSBTAG00000020363 704 6
Leucine aminopeptidase 3 (LAP3) ENSBTAGO00000005989 699 6
Mediator complex subunit 28 (MED28) ENSBTAG00000019441 699 6
Non-SMC condensin | complex subunit G (NCAPG) ENSBTAG00000021582 699 6
Phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta (P14K2B) ENSBTAG00000006492 707 6
Pelagem
Solute carrier family 45 member 2 (SLC45A2) ENSBTAG00000018235 1998 20
Circunferéncia escrotal
Tyrosine kinase non receptor 2 (TNK2) ENSBTAG00000021364 71 1
Tenascin C (TNC) ENSBTAGO00000000575 1000 8
BRCAZ2, DNA repair associated (BRCAZ2) ENSBTAG00000000988 1353 12
PDS5 cohesin associated factor B (PDS5B) ENSBTAG00000011597 1353 12
Relaxin/insulin like family peptide receptor 1 (RXFP1) ENSBTAGO00000010306 1793 17

Pb = pares de bases.
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4. DISCUSSAO

Foi observado, nos dados obtidos por Santiago et al., (2017), que duas janelas associadas
significativamente com peso ao sobreano e que explicam determinada variancia genética da
caracteristica na verdade ndo possuem genes, o que indica que estas regides genémicas podem
estar se comportando como falsos positivos. Diversos autores explicam as causas que podem
gerar este tipo de resultado. Segundo Dekkers et al. (2004), uma justificativa para este
ocorrido pode ser resultante de associa¢Bes espurias entre marcadores e fendtipos causadas
por analises realizadas com reduzido nimero de amostras. Dekkers et al., (2004) afirmam que
€ necessario que o tamanho da amostra seja suficientemente grande e representativo da
populagdo de interesse, o que evita a superestimacdo dos efeitos de QTLs significativos
quanto a existéncia de falsos positivos e inconsisténcias em relacdo a fase de ligacdo
marcador-QTL.

Outro fator que pode contribuir para este tipo de resultado é o baixo valor da propor¢édo da
variancia genética (0,12%) utilizados para este trabalho, pois alguns autores, trabalhando com
bovinos e analises de GWAS sob enfoque Bayesiano, consideraram como regides
significativas aquelas que explicavam mais de 1% da variancia genética do fendtipo de
interesse (OLIVEIRA, 2014; DE OLIVEIRA JUNIOR, 2017).

Em relacdo aos resultados obtidos pela anotacdo funcional, foram selecionados dois
genes para espessura de gordura subcutanea. Um deles é o gene acetyl-CoA acetyltransferase
2 (ACAT?2), que estd envolvido no processo biologico de beta-oxidacdo de acidos graxos,
inserido nas vias de degradacdo e metabolismo de acidos graxos e sintese e degradagdo de
corpos cetonicos.

Este gene transcreve uma proteina de membrana integral do reticulo endoplasmatico
rugoso que catalisa a formacéo de ésteres de colesteril a partir do colesterol e acidos graxos de

cadeia longa (Uelmen et al. 1995; Anderson et al., 1998), atuando na secrecdo de ésteres de
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colesteril em lipoproteinas e é considerado como um marcador vidvel para tratamento e
prevencdo de doencas associadas ao colesterol e transporte de lipideos (Chang et al., 1997).
Em humanos, sua expressao esta relacionada aos enterécitos e hepatdcitos o que indica que o
mesmo pode estar envolvido na digestdo e na gliconeogénese (Pramfalk et al., 2018). Ainda
que os dados literarios ndo corroborem exatamente com o que foi encontrado na anélise
funcional, observou-se que este gene esta relacionado com lipidios em diversas maneiras, seja
no seu transporte, producdo ou degradacéo, revelando que o mesmo pode ser estar envolvido
com a espessura de gordura subcutanea em bovinos.

Outro gene é o solute carrier family 22 member 3 (SLC22A3), também conhecido
como organic cation transporter 3 (OCT3) e estd envolvido no processo bioldgico da
regulacdo de apetite, corroborando com o encontrado na literatura, pois 0 mesmo esta
associado com a deteccdo da mudanca na osmolaridade sanguinea e regulacdo da ingestdo de
sal e 4&gua em camundongos e ruminantes (Ferguson and Bains, 1996; Bourque and Oliet,
1997; Johnson and Thunhorst, 1997; Fitzsimons,1998; Vialou et al., 2004), o que pode
interferir na producéo de tecido adiposo, sendo favoravel para a caracteristica de EGS.

Para marmoreio, foram selecionados trés genes: UMPS, ABCA4 e GCLM. De acordo
com a andlise ontoldgica, o gene uridine monophosphate synthetase (UMPS) esta envolvido
em vias de processos metabélicos do organismo. Porém, de acordo com a literatura este gene
esta relacionado com a maturag&o e a regeneracéo axonica do tecido nervoso, e em bovinos da
raca Holandesa, a deficiéncia deste gene é herdada como caracteristica monossdmica
autossdmica recessiva onde os individuos heterozigotos sdao normais, com decréscimo de
atividade do gene em varios tecidos. J& em individuos homozigotos o0 gene pode causar
complicagdes no utero (Ryan et al. 1994). Desta forma, este gene pode ndo ser de interesse
para a caracteristica de marmoreio, 0 que torna necessario a realizagdo de estudos mais

aprofundados em bovinos.
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A analise funcional revelou que o gene glutamate-cysteine ligase modifier subunit
(GCLM) também estd envolvido em vias de processos metabdlicos do organismo e é
responsavel pela atividade catalitica de enzimas, onde a sua ligacdo com o gene GCLC
(Glutamate--cysteine ligase catalytic subunit) diminui o substrato de glutamato e ATP e
aumenta a constante inibitéria de glutationa (Franklin et al., 2009). Este gene pode ser
considerado como candidato por estar relacionado com a producéo de energia, sendo este um
processo que pode diminuir a quantidade de tecido adiposo de um individuo, e manifesta-se
praticamente em todas as células, porém seu nivel de expressdao varia de acordo com cada
uma (Dahl et al., 2001; Krzywanski et al., 2004).

Em contrapartida o gene ATP binding cassette subfamily A member 4 (ABCA4) esta
envolvido no processo bioldgico de transporte de lipideos, corroborando com o resultado
obtido por Pollock e Callaghan (2011) que também observaram a relacdo deste gene no
transporte de lipideos e com outros transportadores de colesterol, podendo ser considerado
como potencial candidato para marmoreio em bovinos.

Em relacdo a area de olho de lombo, foram selecionados 15 genes e como esta
caracteristica compartilha termos ontoldgicos e janelas com EGS e MARM, os genes ACAT2,
SLC22A3 e UMPS também foram selecionados para AOL.

Diante dos resultados da analise funcional, o gene frizzled class receptor 10 (FZD10)
participa do processo bioldgico de desenvolvimento multicelular do organismo e opera
diretamente em sarcomas sinoviais (Nagayama, 2009). Um estudo feito por Wang et al. 2005
mostrou por teste imunohistoquimico que o gene FZD10 é expresso primariamente no epitélio
distal das vias aéreas durante o desenvolvimento pulmonar de fetos, com decréscimo de
expressdo ao longo da idade gestacional. Ainda que ndo foram encontrados relatos deste gene

com o desenvolvimento direto do musculo esquelético, foi possivel observar que o mesmo
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participa de outros desenvolvimentos celulares, o que pode ser de interesse para a
caracteristica de AOL.

J& o gene glucosylceramidase beta 2 (GBA2) esta envolvido no processo bioldgico de
catabolismo da glucosilceramidase e inserido em vias metabolicas do organismo. Este gene
codifica uma enzima que é altamente expressa no cérebro, musculo esquelético, coracao, rins
e placenta (Matern et al., 2001) e, sua associagdo com o musculo esquelético se da pela
presenca de mutacdes deste gene em pacientes com paraplegia espéstica hereditaria (Martin et
al., 2013) e ataxias cerebelares autossémicas recessivas (ACAR) com espaticidade (Hammer
et al., 2013). Apesar de estar associado com atrofia muscular em humanos, nao ha relatos do
comportamento deste gene ou suas mutagdes no masculo esquelético em bovinos.

A anélise funcional revelou que o gene carbonic anhydrase 9 (CA9) esté inserido em
vias relacionadas ao metabolismo de nitrogénio, sendo importante para a sintese de proteinas
em ruminantes. O mesmo foi primeiramente encontrado em células HelLa e é expresso em
células metastaticas de cancer sob condicdo hipdxica (Li et al., 2007). Driessen et al. (2006)
avaliaram sua manifestacdo no sistema esofagico e gastrico em humanos, o que corrobora
parcialmente com o que foi encontrado neste estudo, pois ainda que sejam organismos com
sistemas digestivos distintos, este gene pode ser considerado como candidato para AOL, ja
gue 0 mesmo esta relacionado com digestdo e desenvolvimento muscular a partir da sintese
proteica.

Em sequencia, o gene tumor necrosis factor receptor superfamily member 9
(TNFRSF9) esta envolvido no processo bioldgico da regulacdo da proliferacdo celular e
funciona como uma molécula induzivel para células T (Mellero et al., 1997). Em estudos
utilizando suinos, este gene foi associado com peso ao nascimento (Zhang et al., 2014). Ja
um estudo em camundongos revelou que este gene exerce uma importante fungdo durante o

periodo de gravidez, participando do processo de fornecimento de nutrientes adequados para o
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desenvolvimento do feto, 0 que também pode estar relacionado com peso ao nascimento
(Eckstrum et al., 2011). Desta forma, considerando-se que este gene estd envovido com o
peso do individuo, 0 mesmo é promissor para a caracteristica de AOL, ja que esta é uma das
caracteristicas que influenciam o peso do animal.

Com processo bioldgico similar ao gene descrito acima, o gene cAMP responsive
element binding protein 3 (CREB3), também conhecido como LZIP ou Luman, participa do
processo biolégico da regulacdo do crescimento celular, o que corrobora com o estudo de Jin
et al. 2000, porém sabe-se pouco sobre 0 mecanismo deste processo. Também foi descrito que
este gene é o fator basico de transcricdo da leucina (Freiman and Herr, 1997), atuando
também na glicoproteina transmembranar do reticulo endoplasmatico durante a resposta ao
stress (Raggo et al., 2002; Liang et al., 2006). Estudos relataram que 0 mMRNA do CREBS3 é
encontrado em varios tecidos fetais e adultos (Lu et al., 1997), nos testiculos, ovarios e Utero
de camundongos (Audas et al., 2009; Lan et al., 2013). Porém, ainda que os dados da
literatura ndo indicam associacdo deste gene com o crescimento celular de mdsculo
esquelético, o0 mesmo pode ser considerado como candidato o desenvolvimento da area de
olho de lombo.

O gene transmembrane protein 8B (TMEMG68) participa do processo bioldgico da
regulacdo de crescimento, é expresso no rumen, abomaso, intestino e tecido adiposo e possui
atividade enzimatica que catalisa reacdes importantes que envolvem proteinas, lipideos ou
outros substratos localizados dentro ou perto de camadas lipidicas (Lindholm-Perry et al.,
2011), sendo totalmente favoravel para a caracteristica de AOL por estar relacionado com
digestéo e, consequentemente, producdo de tecido muscular.

De acordo com os resultados obtidos, o gene phosphofructokinase, platelet (PFKP)
estd inserido nas vias de glicolise/glucogénese, fosfato pentose, metabolismo de frutose e

manose, metabolismo da galactose e biossintese de aminoacidos. Na literatura, este gene é
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relacionado a atividade glicolitica nas células do cumulus e no desenvolvimento de odcitos,
além de apresentar correlacdo positiva para gestacdo (Sugiura et al., 2007; Gebhardt et al.,
2011). Porém por estar inserido em vias metabolicas relacionadas a producdo de agucares e
energia, este gene pode ser vidvel para AOL, mesmo que seja relacionado com a degradacéo
de células do tecido adiposo ou muscular para produzir a energia de mantenca do organismo.

N&o foram encontradas na literatura as funcfes bioldgicas e moleculares dos genes
CCIN, GALC, GNE, SOCS2 e TPM2.

Para 0 peso ao sobreano, foram selecionados seis genes potencialmente relacionados a
esta caracteristica. Segundo a andlise ontoldgica, o gene non-SMC condensin | complex
subunit G (NCAPG) esta inserido no componente celular do citoesqueleto de actina e em
2009, Setoguchi e colaboradores localizaram um SNP no gene NCAPG (NCAPG ¢.1326T>G)
e o identificaram como candidato para a variacdo da musculosidade em bovinos, o que pode
interferir no peso dos animais. Além disso, este SNP foi associado com peso ao nascimento
(Eberlein et al., 2009; Karim et al., 2011), altura e peso corporal na fase de crescimento pos-
desmana (Weikard et al. 2010; Karim et al. 2011; Setoguchi et al. 2011) e caracteristicas de
carcaca (Gutiérrez-Gil et al. 2009;Weikard et al. 2010; Lindholm-Perry et al. 2011). Hoshiba
et al. 2010 associaram este SNP com menor espessura de gordura subcutanea e maior
rendimento de carcaca em animais da raca Wagyu.

Outro gene candidato para peso é leucine aminopeptidase 3 (LAP3), que esta
envolvido em vias metabdlicas do organismo, na maturacdo e degradacdo de proteinas (Zheng
et al., 2011). Outros relatos observaram que este gene atua em varios 6rgaos e encontraram
associacao com tecido renal, pancreatico, muscular e hepatico em diversas espécies (Cuypers
et al., 1982; Cohen-Zinder et al., 2005). Outros estudos identificaram os genes LAP3 e
NCAPG como candidatos funcionais para consumo de alimentos e ganho de peso, e

observaram associa¢cdes dos mesmos com ganho médio diario e consumo médio diario em
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novilhos cruzados (Lindholm-Perry et al., 2011). Assim, de acordo com os dados literarios, é
possivel afirmar que os genes LAP3 e NCAPG estdo associados com ganho de peso em
bovinos de diversas ragas e que sdo candidatos favoraveis para este estudo.

Conforme a analise funcional, o gene mediator complex subunit 28 (MED28), também
chamado de magicin, esta envolvido no processo biolégico de regulacdo negativa da
diferenciacdo celular do musculo liso e na fun¢do molecular da ligacdo de actina. Beyer et al.
2007 observaram que a baixa regulacdo da expressdo do gene MED28 em células de
fibroblastos resulta em uma significante inducdo de varios genes associados com a
diferenciacdo de células do musculo liso (CML). Por outro lado, a superexpressao do MED28
reprime a expressdo destes varios genes associado ao CML. No entanto, a musculatura lisa
pode influenciar no peso vivo do animal e no rendimento de carcaca devido ao peso dos
orgdos, sendo que os mesmos, quando mais pesados, requerem maior energia de mantenca,
podendo causar a perda de peso dos individuos. Desta forma, este gene pode ser candidato
para a caracteristica de peso em bovinos, ainda que seja negativamente relacionado com a
mesma.

Em contrapartida, o gene phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta (PI4K2B) esta
inserido em vias de metabolismo do organismo e é responsavel pelo transporte intracelular de
lipideos e proteinas, com uma ampla gama de funcées de sinalizacdo celular (Tai et al., 2011),
0 que também pode afetar o ganho de peso de bovinos.

Outro gene favoravel para peso é o cholecystokinin A receptor (CCKAR), que esta
envolvido nos processos bioldgicos da digestdo, comportamento alimentar e regulagdo de
secrecdo hormonal. Estes resultados corroboram com o encontrado na literatura, pois Moran
et al. 2000 descreve que o0 CCKAR é responsavel pela regulacdo da digestdo, saciedade e

neuromodulacdo do comportamento alimentar em diversas espécies. Outro estudo, utilizando
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suinos, também encontrou associacdo deste gene com ingestdo alimentar e ganho de peso
(Houston et al., 2007).

O gene glucosidase, beta, acid 3 (GBA3) participa do processo metabdlico de
carboidratos e esta inserido na via metabdlica de amido e sucrose. Este gene produz a proteina
glicosidase citosolica em mamiferos, que desempenha um papel de quebra de agucares e esta
associado & uma variagdao do cancer de estbmago em humanos (Gopalan et al., 1992). Desta
forma, entende-se que além de estar envolvido com a producdo de energia do organismo, o
GBA3 também pode estar relacionado com o desenvolvimento e proliferacdo celular,
podendo ser de interesse para a caracteristica.

Para pelagem, foi selecionado apenas um gene: o solute carrier family 45 member 2
(SLC45A2), que esta envolvido no processo bioldgico do desenvolvimento de pigmentacéo, o
que corrobora com alguns estudos encontrados, onde observaram que este gene esta associado
a susceptibilidade de humanos em desenvolver melanoma maligno e também foram
encontrados neste gene dois polimorfismos fortemente associados com a pigmentacao escura
de cabelos, pele e iris (Graf et al., 2005; Fernandez et al., 2008). Assim, este gene é um forte
candidato para este atributo.

Em relacdo a circunferéncia escrotal, foram selecionados cinco genes e em
conformidade com a andlise funcional, o gene relaxin/insulin like family peptide receptor 1
(RXFP1) esta envolvido no processo bioldgico de diferenciacdo celular e na fungcdo molecular
de ligacdo hormonal. De acordo com a literatura, este gene codifica um pequeno peptideo
hormonal e é expresso em varios tipos de cancer de 6rgdos reprodutivos e enddcrinos, assim
como em receptores andrégenos positivos e negativos e linhas celulares do cancer de prostata
(Feng et al., 2007). Em um estudo utilizando camundongos, foi identificado um siRNA capaz
de regular a expressao do gene RXFP1 em canceres de prostata e endometrial (Kamat et al.

2006). Embora os estudos encontrados na literatura demonstrem a associagdo do gene com
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diversos tipos de canceres, entende-se que o RXFP1 pode estar relacionado com a
proliferacdo celular, o que pode ser de interesse para a caracteristica de circunferéncia
escrotal, ja que valores de medidas da mesma dependem do desenvolvimento e proliferacdo
de células reprodutivas.

Outro gene candidato para CE é o tyrosine kinase non receptor 2 (TNK2), também
conhecido como activated Cdc42-associated kinase 1 (ACK1), pois esta inserido nas vias
metabdlicas de diferenciacdo celular e regulagdo da proliferacéo celular. Este gene codifica a
proteina tirosina quinase, que € responsavel pela fosforilacdo de enzimas e atua como um
ponto de apoio na rede de moléculas sinalizadoras independentes, cuja funcdo é a regulacédo
da expressdao génica (Mahajan et al., 2010). Alguns estudos relataram que este gene se
manifesta em diversos carcinomas humanos, como o de pulmao, ovarios, gastrico e cancer de
préstata (Van der Horst et al., 2005).

Em sequéncia, o gene BRCA2, DNA repair associated (BRCA2) também é um
potencial candidato para a medida de circunferéncia escrotal, pois de acordo com a anotagéao
funcional, o mesmo estd envolvido com os processos bioldgicos da espermatogénese e
regulacdo da proliferacdo celular. De acordo com a literatura este gene possui as fungdes de
regulacdo da transcricéo e reparo do DNA e em um estudo com humanos, foi observado que
pacientes portadores de mutagGes no gene BRCA2 tem alto risco de desenvolver cancer de
mama e ovario (Siddique et al., 1998).

Em contrapartida com o gene descrito acima, o cohesin associated factor B (PDS5B)
participa do processo bioldgico da regulacdo negativa de proliferacdo celular e regula a
indugdo de androgénio durante a diferenciacdo de células epiteliais da prostata (Geck et al.,
2000).

Outro gene relacionado com proliferacdo celular € o tenascin C (TNC), inserido nos

processos bioldgicos da regulacdo positiva da proliferacdo celular, sinalizacdo da célula
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mesenquimal-epitelial envolvida no desenvolvimento da prdstata e morfogénese do epitélio
da prostata. Na literatura, diversos autores associaram este gene diretamente com proliferacéo
celular (Zhang et al., 2006), o que é de grande importancia para a caracteristica de CE. Néao
foram encontrados dados literarios que indicam associacdo do gene com a proéstata, a qual é
responsavel pela secrecdo de um fluido que faz parte do liquido seminal, o que também pode
corresponder a circunferéncia escrotal, pois o volume do liquido pode influenciar nesta
medida.

Diante do exposto, é possivel observar que os genes podem exercer inimeras fungdes
em diferentes organismos. Isto ocorre, pois cada espécie e individuo dispdem de diferentes
interacbes entre os genes, além de possuirem mutacdes distintas e apresentarem infinitas
expressdes génicas que dependem ndo s da composicdo genética, mas também da influéncia
ambiental.

Desta forma, é de grande importancia investigar regides cromossémicas e genes que
influenciam a manifestacdo de caracteristicas de carcaca, qualidade de carne, produtividade e
funcionalidade no gado Canchim, como um passo essencial para incluir marcadores
moleculares na avaliacdo genética de programas de melhoramento animal. Este tipo de estudo
também contribui para a compreensdo dos recursos biologicos e da arquitetura genética dos
tracos de interesse, identificando importantes mecanismos fisiolégicos e caminhos
metabolicos. Porém, ha pouco conhecimento e um pequeno numero de manuscritos deste tipo
de pesquisa em bovinos de corte, 0 que mostra a necessidade de mais estudos nesta area.

Vale lembrar que os resultados obtidos neste trabalho aplicam-se a populacdo de
animais Canchim utilizada neste estudo, portanto o uso de outras populagdes e racas, assim
como diferentes metodologias de analise, podem revelar diversos resultados para toda e

qualquer caracteristica de interesse zootécnico.
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5. CONCLUSAO

A andlise funcional possibilitou a observacdo das distintas fungdes que um gene pode
exercer no organismo, ainda que alguns relatos da literatura ndo corroborem com o que foi
encontrado neste estudo. Além disso, a ontologia de genes permitiu a selecdo de genes
potencialmente candidatos para caracteristicas de producdo, qualidade de carne e carcaca,
funcionalidade e reprodutiva.

Estes resultados podem contribuir com futuros estudos genéticos moleculares que visam a
validacao destes genes em bovinos de corte, assim como para 0s programas de melhoramento

da raca Canchim.
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11. ANEXOS

Tabela 4. Termos ontoldgicos e de vias metabolicas utilizados na filtragem para selecdo dos genes candidatos.

Caracteristica

Termos

Tecido adiposo

processo metabolico de acidos graxos (GO:0006631), processo catabdlico de corpos cetdnicos (GO:0046952), processo
metabolico de corpos cetbnicos (GO:1902224), processo biossintético de corpos cetdnicos (GO:0046951), atividade alfa-
hidroxilase de acidos graxos (G0O:0080132), processo biossintético de &cidos graxos insaturados (GO:0006636), processo
biossintético de acidos graxos monoinsaturados (GO:1903966), processo biossintético de acidos graxos de cadeia longa
(G0:0042759), processo biossintético de acidos graxos de cadeia muito longa (GO:0000038), desenvolvimento de tecido
adiposo (G0:006012), regulacdo do desenvolvimento de tecido adiposo (GO:1904177), diferenciacdo de células de gordura
(GO:0045444), regulacdo positiva do desenvolvimento de tecido adiposo (GO:1904179), regulacdo negativa do
desenvolvimento de tecido adiposo (GO:1904178), proliferacdo de células de gordura branca (GO:0070343), proliferacdo de
células de gordura marrom (GO:0070342) e processo metabolico de vitamina A (GO:0006776).

Musculo
esquelético

diferenciacdo celular do musculo esquelético (GO:0035914), proliferacdo celular do musculo esquelético (GO:0014856),
regulacdo da diferenciacdo celular do musculo esquelético (GO:2001014), regulacdo negativa da diferenciacdo celular do
musculo esquelético (GO:2001015), regulacdo positiva da diferenciacdo celular do musculo esquelético (GO:2001016),
desenvolvimento de tecido do musculo esquelético (GO:0007519), desenvolvimento das fibras do musculo esquelético
(GO:0048741), regulacdo do desenvolvimento de tecido do masculo esquelético (GO:0048641), regulacdo negativa do
desenvolvimento de tecido do musculo esquelético (GO:0048642), regulacdo positiva do desenvolvimento de tecido do
musculo esquelético (GO:0048643) e crescimento de tecido do musculo esquelético (GO:0048630).

Pelagem

catagen (G0:0042637), exogen (GO:0042638), anagen (G0:0042640), célula capilar (G0:0070451), raiz capilar
(G0:0035618), pigmentacdo (GO:0043473) e pigmentacao celular (GO:0033059).

Bolsa escrotal

regulagdo da proliferagdo das células de sertoli (GO:1900083), diferenciacdo das células de sertoli (GO:0060008),
desenvolvimento das células de sertoli (GO:0060009), proliferacdo das celulas de sertoli (GO:0060011), espermatogénese
(G0O:0007283), processo biossintético de testosterona (GO:0061370), secrecdo de testosterona (GO:0035936) e resposta a
testosterona (GO:0033574).
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Vias metabdlicas

vias metabdlicas (bta01100), metabolismo de &cidos graxos (bta01212), biossintese de aminoacidos (bta01230),
glicolise/glicogénese (bta00010), ciclo de citrato (ciclo TCA; bta00020), via metabdlica de fosfato pentose (bta00030),
interconversdes de pentose e glucuronato (bta00040), metabolismo de frutose e manose (bta00051), metabolismo de
galactose (bta00052), metabolismo de ascorbato e aldarato (bta00053), metabolismo de amido e sucrose (bta00500),
metabolismo de amino agUcares (bta00520), metabolismo de piruvato (bta00620), metabolismo de glioxilato e dicarboxilato
(bta00630), metabolismo de propanoato (bta00640), metabolismo de butanoato (bta00650), fosforilacdo oxidativa
(bta00190), metabolismo de nitrogénio (bta00910), metabolismo de enxofre (bta00920), biossintese de &cidos graxos
(bta00061), elongacdo de acidos graxos (bta00062), degradacdo de acidos graxos (bta00071), sintese e degradacdo de corpos
cetonicos (bta00072), biosintese de esterdides (bta00100), biossintese de &cido biliar primario (bta00120), biossintese de
horménios esterdides (bta00140), metabolismo glicerolipidico (bta00561), metabolismo glicerofosfolipidico (bta00564),
metabolismo lipidico do éter (bta00565), metabolismo do acido araquiddnico (bta00590), metabolismo do &cido linoleico
(bta00591), metabolismo do acido alfa-linoleico (bta00592) e biossintese de acidos graxos insaturados (bta01040).
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