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ABSTRACT

One of the steps in the genetic characterization of Brazilian locally adapted cattle breeds has been the
evaluation of polymorphisms in candidate genes related to characteristics of economic interest to promote
their potential and diversified use. This work aimed to verify the genetic variability of FASN gene
polymorphisms related to the lipid composition of meat. The animals were genotyped for FASN gene
polymorphisms g.16024A> G and ¢.16039T> C by PCR-RFLP. Haplotype TW that was associated with an
increase in C18:1 ratio in meat, was more common in animals of the Wagyu breed than in other breeds
evaluated. Among the locally adapted breeds, the Crioulo Lageana and Caracu had the highest frequency of
haplotype TW. There was a high genetic variability of the evaluated polymorphisms in locally adapted
breeds, showing its potential for use in breeding programs. Considering the variability observed in the
frequency of FASN gene, are needed to evaluate the effect of these genes on the variation of lipid
composition in the analyzed breeds.

RESUMO

Uma das etapas dentro da caracterizacdo genética das racas bovinas localmente adaptadas do Brasil tem sido
a avaliacdo de polimorfismos em genes candidatos relacionados a caracteristicas de interesse econémico
visando promover o seu uso potencial e diversificado. Neste trabalho objetivou-se verificar a variabilidade
genética de polimorfismos do gene FASN relacionados com a composicao lipidica da carne. Os animais
foram genotipados para os polimorfismos g.16024A>G e g.16039T>C do gene FASN pela técnica de PCR-
RFLP. O haplétipo TW, associado ao aumento da relagdo de C18:1 na carne, foi mais frequente nos animais
da raca Wagyu do que nas outras racgas avaliadas. Dentre as ragas localmente adaptadas, a Crioula Lageana e
a Caracu apresentaram as maiores frequéncias do haplétipo TW. A alta variabilidade genética dos
polimorfismos avaliados nas ragas localmente adaptadas evidencia seu potencial de uso em programas de
melhoramento genético. Considerando a alta variabilidade observada nas frequéncias génicas dos
polimorfismos do gene FASN, estudos envolvendo a associacdo de dados fenotipicos e genéticos sdo
necessarios para avaliar o efeito destes genes na variagcdo da composicdo lipidica nas racas analisadas.

INTRODUCAO

Os acidos graxos presentes na carne bovina possuem influéncia direta em seu sabor e aroma, pois sdo
responsaveis pela liberacdo de compostos volateis durante o cozimento, assim como interferem na vida de
prateleira deste produto. Além desses fatos, o perfil lipidico das carnes vermelhas ainda recebe grande
atencdo pela proporcdo de acidos graxos saturados e sua relacdo negativa com a salde humana. Este
interesse resulta principalmente da necessidade de encontrar formas de se obter um produto mais saudavel
(Wood et al., 2003), através do aumento do contetldo de monoinsaturados e poliinsaturados. As ferramentas
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moleculares podem ser valiosas para oferecer pistas de que tipos de redes genéticas estdo envolvidas nos
mecanismos de sintese e metabolismo de &cidos graxos na carne (Yeon et al., 2013). O gene FASN, que
codifica a enzima &cido graxo sintase, é apontado como um dos responsaveis pela variagdo na composicao de
4cidos graxos em bovinos (Abe et al., 2009). Acido graxo sintase ¢ a denominacio dada para um complexo
de sete enzimas, codificadas por um Unico gene localizado no cromossomo 19, que catalisam a formacéao de
acido palmitico (C16:0) a partir da condensacao 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 (g.16024A>G e ¢.16039T>C) em bovinos Wagyu x Limousin,
encontradas no éxon 34, que determinam as substituicdes de aminoécidos treonina (T) para alanina (A) e
triptofano (W) para arginina (R). Estes polimorfismos podem ter resultado em uma mudanca na agéo da
enzima, provocando o alongamento de C16:0 para acido estearico (C18:0), sendo posteriormente convertido
em acido oléico (C18:1) por dessaturases, de modo que ao gendtipo TW foi atribuido o aumento de C18:1 e
na proporcdo de monoinsaturados:saturados na gordura intramuscular. Considerando estas informacdes, o
objetivo deste trabalho foi verificar as frequéncias génicas dos polimorfismos ¢.16024A>G e ¢.16039T>C
do gene FASN em bovinos de racas criadas no Brasil visando auxiliar o uso potencial e diversificado das
ragas localmente adaptadas contribuindo, desta forma, para sua conservacao.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Genémica e Melhoramento Animal da Embrapa Gado de Corte.
Foram genotipados 318 animais de diferentes ragas criadas no Brasil, sendo trés ragas 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 genotipagem dos polimorfismos do gene FASN foi realizada pela técnica de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism). A amplificagdo 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 final de 20 pL, utilizando-se 10 ng de DNA gendmico; tampao
1X; 1,5 mM de MgClz; 200 uM de cada ANTP; 0,4 uM de primer; 1,0 UI 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’
e 72 °C/1°, e com extensdo final de 72 °C/7’. O fragmento amplificado foi digerido com a enzima de
restricdo Hhal para a deteccdo 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 ¢ 5 Ul da enzima de
restricdo apropriada, seguido de incubagdo por 4 horas para Hhal e Ncil, & 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
comparagdo com um marcador, padrdo de peso molecular de 1kb. Visando assegurar o padrdo de digestéo
observado, amostras representando os possiveis genotipos do gene FASN , previamente genotipadas por
PCR-RFLP, foram sequenciadas em sequenciador automatico ABI-3130® (Applied Biosystems) utilizando
método descrito por Sanger (1988), sendo a sequéncia referéncia obtida no Genebank (n° de acesso
AF285607). Segundo 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 digestdo do fragmento inicial
de 336 pb) e G (fragmento de 262 pb e 74 pb) e, com a enzima Ncil, os alelos T (sem digestdo do fragmento
inicial de 336 pb) e C (fragmento de 247 bp e 89 pb). A combinacdo dos alelos observados deu origem aos
haplétipos TW e AR (Tabela I).

Tabela I. Hapl6tipos do gene FASN. (Haplotype of the gene FASN.)

Genotipos Hapl6tipos
g.16024A>G (Hhal) g.16039T>C (Ncil)
AA TT TWITW
AG TC TWI/AR

GG CcC AR/AR
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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 GENEPOP (http://genepop.curtin.edu.au/).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Abe et al. (2009), ndo encontraram evidéncias de recombinagdo entre as duas mutagdes dada sua
proximidade, portanto, os alelos identificados pela digestdo enzimética do fragmento dos dois polimorfismos
foram representados pelo caractere que simboliza os possiveis aminoacidos codificados, ou seja TW e AR. O
haplétipo TW é apontado como favoravel, pois esta associado a redugdo 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),
resultando desta forma, em aumento da propor¢do monoinsaturados:saturados. No presente trabalho também
ndo foram observados eventos de recombinagdo dos alelos nas populages analisadas das ragas taurinas e
zebuinas. A genotipagem das amostras por sequenciamento comprovou o padréo de clivagem observado nos
géis de agarose (Figura 1). As frequéncias alélicas observadas na raca Wagyu foram significativamente
diferentes a todas as ragas estudadas (P<0,01) (Tabela Il e I11).
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Figura 1. Genotipagem dos polimorfismos do gene FASN pela digestdo enzimatica do fragmento de DNA, separados em gel de

agarose 2%. Eletroferogramas observados na genotipagem dos polimorfismos do gene FASN (a: homozigoto; b: heterozigoto).
(Genotyping of polymorphisms in the FASN gene by enzymatic digestion of the DNA fragment, separated gel in 2% agarose.
Electropherograms observed in genotyping of polymorphisms of the FASN gene (a: homozygous; b: heterozygous).

Tabela 1. Frequéncias haplotipicas e alélicas dos polimorfismos g.16024A>G e g.16039T>C do gene FASN em racgas criadas no
Brasil (Haplotype and allele frequencies of polymorphisms g.16024A>G and g.16039T>C FASN gene in breeds created in Brazil.)

Racas (n)* Frequéncias Haplotipicas Frequéncias Alélicas
TWI/TW 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 0,1 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) 05 0,4 0,1 0,72 0,28
% Nel x %2 Wag (21) 0 0,38 0,62 0,19 0,81

*As populacdes estudadas estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 111. Comparagdo estatistica realizada pelo teste de Qui-Quadrado (), das frequéncias genotipicas (diagonal superior) e
frequéncias alélicas (diagonal inferior) dos polimorfismos g.16024A>G e ¢.16039T>C entre as racas estudadas. (Statistical
comparison performed by Chi-square test (y2), the genotype frequencies (above diagonal) and allelic frequencies (below diagonal)
of 9.16024A>G e g.16039T>C between the studied breeds.)

Nel Gir Guz Car Cur Crl Pan Hol Wag NxW
Nel 0,4566 0,2333 <,0001 0,1050 <,0001 0,0956 0,2207 <,0001 0,0002
Gir 0,1452 0,7724 0,0003 0,5789 <,0001 0,3430 0,7548 <,0001 0,0066
Guz 0,0576 0,1154 0,0013 0,9391 <,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 0,7723 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)

A disparidade da frequéncia de TW de bovinos Wagyu em relacdo a outras ragas foi também foi relatada
anteriormente, e pode estar ligada ao histérico de selegdo destes animais, que visava 0 aumento da
marmoreio da carne (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 racas como Holandesa, Japonese Brown e Charolés. Kanzala et al. (1999) observaram que
os indices de estimativa da atividade de enzimas elongases, como a &acido graxo sintase, aumentam
concomitantemente ao grau de marmoreio em bovinos cruzados Wagyu. Além disso, a medida que aumenta
a deposicao da gordura de marmoreio, hd mudangas na composic¢éo lipidica nesta gordura devido diluicdo de
fosfolipidios com o acréscimo dos triacilgliceréis, provocando a elevagdo de monoinsaturados e saturados
em detrimento as propor¢des de poli-insaturados (Kanzala et al. 1999). A frequéncia de TW nas racas
zebuinas foi pequena, sendo de 0,01 em Nelore, 0,06 em Gir e 0,07 em Guzerd. Assim como nho 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 nativos dos paises Camboja, Mianmar e Laos. Em
contrapartida, Souza et al. (2012) verificaram que existem outros polimorfismos (g.15603A>G e
g.17860C>T) no gene FASN que apresentam uma frequéncia alélica maior na raca Nelore, que foram
associados a caracteristicas de crescimento e a espessura de gordura subcutdnea. Observou-se que a
frequéncia do haplotipo TW na F1 Nelore x Wagyu (0,19) decresceu em relagdo a raca Wagyu (0,72), o que
pode ser explicado pelo histérico dos animais analisados, pois sua formacao foi realizada pela utilizagcdo de
touros Nelore em vacas Wagyu. Possivelmente, dada a relacdo macho:fémea empregada nos sistemas de
acasalamento e a utilizacdo de machos de uma raca onde originalmente existe uma baixa frequéncia do alelo
favoravel, pode ter causado a reducdo deste hapldtipo nos animais meio-sangue. Estes resultados evidenciam
que a utilizacdo de touros Wagyu em vacas Nelore teria sido mais vantajosa, uma vez que na raca Wagyu
observa-se uma maior propor¢do do haplétipo favoravel, aumentando a probabilidade de animais F1 com
frequéncia de TW mais alta. Em bovinos Crioulo Lageano e Caracu a frequéncia do haplétipo favoravel
(0,32 e 0,27, respectivamente) foi expressivamente maior que demais ragas taurinas localmente adaptadas,
Pantaneira e Curraleira, as quais as frequéncias de 0,1. A frequéncia de TW na raca Caracu pode ser
atribuida ao fato de que entre as racas localmente adaptadas a esta foi a 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 criagdo dessa raga praticamente voltada para corte (Egito et al., 2007). A
baixa frequéncia de TW observada em bovinos Pantaneiros (0,06) pode estar relacionada aos dados
historicos da raca onde, no passado, houve a introgressdo de genes zebuinos pela introducdo de animais
oriundos de populacdes onde existiam animais anelorados (Serrano et al., 2004). Esta introgresséo de genes
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zebuinos na raga Pantaneira foi observada e monitorada por diferentes tipos de marcadores moleculares
(Lara et al. 2002; Serrano et al., 2004; Egito et al., 2007). A existéncia dos haplétipos do gene FASN
indicados como favoraveis nas ragas localmente adaptadas, principalmente em Crioulo Lageano e Caracu,
indicam seu potencial de utilizagdo em programas de melhoramento animal que vissem a introgressao destes
alelos em racas menos adaptadas ou que possuam uma menor propor¢do dos mesmos. Por outro lado, pode
indicar também a possibilidade de uso destas populagcdes em programas de melhoramento/conservagdo que
visem inserir seus produtos em nichos de mercado diferenciados, onde o consumidor custea os beneficios
gue uma carne com propriedades nutricionais mais saudaveis oferece. Estudos de associacdo sdo necessarios
para avaliar a relagcdo dos polimorfismos do gene FASN, com a variagcdo da composi¢do dos &cidos graxos
monoinsaturados nas ragas zebuinas e nas ragas taurinas localmente adaptadas.

CONCLUSOES

Existe uma alta variabilidade genética dos polirmorfismos do gene FASN nas racas bovinas criadas no Brasil.
A presenca do haplotipo favoravel TW do gene FASN é mais acentuada em bovinos da raca Wagyu em
relacdo as outras populacGes estudadas. Entre as racas localmente adaptadas, a Crioula Lageana e a Caracu
apresentaram as maiores porcentagens do haplétipo TW. Estudos envolvendo a associa¢do deste marcador
com dados fenotipicos, nas racgas taurinas localmente adaptadas, sdo necessérios para verificar se este
haplétipo também esta vinculado positivamente as variagdes no perfil lipidico da carne.
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