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RESUMO

A eficiéncia alimentar (EA), caracteristica queac#na o ganho de peso do animal a
quantidade de racdo consumida, é considerada usnaala importantes caracteristicas
na producédo de suinos, pois esta relacionada @0 dasproducdo da carne suina. A
avaliacao dessa caracteristica em grande numendigieduos € dificil de ser realizada e
apresenta custo elevado, contudo, utilizar estieégtecnologias que possam auxiliar
em seu progresso genético é de extrema importé@ndmeresse dos programas de
melhoramento genético dos suinos. Nesse contexogstacdes eletronicas de
alimentacéo tém sido utilizadas em programas dbeoreinento genético de suinos e tém
contribuido com a coleta de informacfes de consdenoagdo em maior nimero de
animais. Em geral, informagdes de EA sdo coletadaanimais puros e utilizadas com
0 objetivo de melhorar essa caracteristica em asicnazados. Entretanto, espera-se que
a utilizacéo de informacfes de animais cruzadoseotiais para compor a populacdo de
referéncia melhore a acuréaria das informacgdes,g@amente os rebanhos puros estao
alojados sob condi¢cbes de sanidade e manejo siges que estdo submetidos os
animais comerciais. A utilizacdo de densos paio@iserciais de SNPs (polimorfismos
de base unica) em GWAS (estudos de associacédo genampla) tem demonstrado ser
uma estratégia eficiente para identificar genesregides gendmicas que explicam
variagdo em caracteristicas de interesse. Esses S5¥&& utilizados para detectar
associagOes significativas entre marcadores SNPgegibes gendmicas com as
caracteristicas investigadas gracas ao desequilileriligacdo (LD) entre SNPs e as
mutacdes causais para estas caracteristicas. I0assa este estudo foi realizado com o
objetivo de identificar marcadores do tipo SNP, cassociagcédo significativa com
caracteristicas relacionadas a EA, além de ideatifiotenciais genes candidatos para as

caracteristicas de ganho de peso médio diario (AD&)sumo de racdo medio diario



(ADFI) e converséo alimentar (FCR). Foram coletadfmsmacdes de uma populacao de
2.386 suinos cruzados, genotipados para 51.468 adwmes SNPs. Associacfes
significativas (FDR<0,005) entre SNPs e ADG foram identificadas entigdl e 185,47
Mb no cromossomo suino 1 (SSC1), e entre 2,87 2 M2 no cromossomo suino 12
(SSC12). AssociagOes significativas entre SNPs &lABmbém foram identificadas
entre 173,26 e 185,47 Mb no SSC1. Embora assosiaigeificativas entre SNPs e as
caracteristicas ADG e ADFI foram identificadas nesma regido do SSC1 (177,01 -
185,47 Mb), néo foi identificada associacao sigaiiva dessa regido com a caracteristica
FCR, podendo esse fato ser explicado pela comp@légidessa caracteristica que € obtida
pela divisdo do ADFI pelo ADG. Os genes candidatiestificados nas regides com
associacdes significativas com as caracteristivassiigadas foramCDH19, CDH?7,
RNF152, MC4R, PMAIP1, FEM1B e GAA. Dentre esses genes, destaca-se 0NEUR,
conhecidamente associado as caracteristicas AD&] Alespessura de toucinho em
suinos. Neste trabalho, foram identificadas redi®Els fortemente associadas com ADG
e ADFI no SSC1 e com ADG no SSC12 em uma populdedguinos cruzados. Essas
regides haviam sido previamente descritas em popetade linhagens puras de suinos,
porém, este é o primeiro estudo a confirmar a &lela dessas regiées em uma populacao
de suinos cruzados. Os SNPs e genes candidatdicdens neste estudo poderéo ser
avaliados quanto ao seu potencial para utilizagémedelos de predicéo aliando selecéo

gendmica ampla com selecao assistida por marcdgenes.

Palavras-chave: GWAS, SNP, conversao alimentar, ganho de pesmd@nsumo de

racao



ABSTRACT

Feed efficiency (FE) is a trait that relates theghegain of an animal to the amount of
consumed feed to achieve this gain. The FE is densil one of the most important traits
in pork production because it is directly relatedhe production cost. The evaluation of
FE on a large number of animals is difficult to ¢eried out and it is expensive.
Nevertheless, applying strategies and technoldbi&smay aid the genetic progress of
FE is of utmost importance and interest of pig dnmeg programs. In this context,
electronic feeding stations has been applied irbpggding and it has contributed to the
recording of feed consumption information on adangimber of animals. In general, FE
information is recorded on purebred animals andd useimprove FE in crossbred
animals. However, using commercial crossbred in&diom to compose the reference
population is expected to improve the informatioauaacy because purebred populations
are usually kept under superior health and managenmnditions when compared to
crossbred commercial populations. The use of singtdeotide polymorphisms (SNPs)
in genome-wide association studies (GWAS) has peeried out as an efficient strategy
to identify genes and genomic regions that explagnphenotypic variation of the traits
of interest. The GWAS are used to identify assamiabetween SNPs and the evaluated
traits due to the linkage disequilibrium (LD) betmethe SNPs and the causal mutations
that influence these traits. Therefore, the aimtho$ study was to identify SNPs
significantly associated with FE-related traits doddentify potential candidate genes
controlling the traits of average daily gain (AD@yerage daily feed intake (ADFI) and
feed conversion rate (FCR). Data was available cnossbred pig population with 2,386
animals genotyped for 51,468 SNPs. Significant @aions (FDR<0.005) between
SNPs and ADG were identified between 177.01 and.4’83Vib on Sus scrofa
chromosome 1 (SSC1) and between 2.87 and 3.22 MiS@12. Significant associations



Xii

between SNPs and ADFI were identified between a2d 185.47 Mb on SSC1.
Although the same region on SSC1 (177.01-185.47 Wés) found to be significant for
both ADG and ADFI traits, no SNPs in this regiomwkd significant association with
FCR, that could be explained by the complexityho$ tirait which is a ratio between
ADFI and ADG. The candidate genes identified in tlegions with significant
associations with the evaluated traits w&BH19, CDH7, RNF152, MC4R, PMAIP1,
FEM1B andGAA. Among these genes, we can highligf€4R which is known to affect
the traits ADG, ADFI and backfat thickness in pilysthis study, SNPs with significant
association with ADG and ADFI on SSC1 and with ADGSSC12 were identified in a
crossbred pig population. The same regions have described to be associated with
these traits in previous studies using purebredpulations. However, this is the first
study to confirm the relevance of these genomimregfor these traits in a crossbred pig
population. The potential use of the SNPs and cateligenes identified in this study
should be further evaluated in prediction modelsaingenomic selection scheme

associated with marker/gene-assisted selection.

Key words: GWAS, SNP, feed conversion, average daily gaier fatake



|. INTRODUCAO

O suino comecou a ser domesticado ha aproximadan®f00 anos e as
linhagens comerciais atuais sdo originarias de aonentos entre dois grupos
independentes formados por racas de suinos se/agecedentes da Europa e da Asia,
conforme demonstrado por estudos com DNA mitocah{fBiuffraet al., 2000; Megens
et al., 2008; Amillset al., 2010). Os gendtipos asiaticos foram introduzit&uropa a
partir do século XVII (White, 2011) e informag@estéricas indicam sua utilizacéo para
melhoria de caracteristicas dos genotipos eurogersmite o século XVIII e inicio do
século XIX (Giuffraet al., 2000; White, 2011).

O periodo da introdu¢éo do suino asiatico na Eucopwidiu com a emergéncia
da revolucdo industrial, €poca em que ocorreranoiitaptes transformacdes na atividade
agropecuaria, motivada pelo aumento da atividadeotial entre os continentes asiatico
e europeu. Esse fato demonstra o importante papelagintroducédo das linhagens
asiaticas na Europa exerceu na mudanca do perfilpvo de subsisténcia para o perfil
de producéo comercial (White, 2011).

No Brasil, os primeiros suinos foram introduzidos [dartin Afonso de Souza no
ano de 1532, que trouxe de Portugal as racas AdeateTranstagana, Galega, Bizarra,
Beiroa e Macau (Favero e Pereira de Figueiredo9)200los séculos seguintes, essas
racas deram origem as racas naturalizadas brasijleomo a Piau. A partir do final da
década de 1950 e durante a década de 1960, comegas introduzidas no Brasil racas
de maior potencial produtivo originarias de vagpasses com o objetivo de melhorar a
producdo da suinocultura nacional, uma vez quenhahavia perdido espaco para os
Oleos vegetais (Favero e Pereira de Figueired®)20& década de 1970, por iniciativa
da Associagdo Brasileira de Criadores de Suino<@Bcomecaram a ser realizadas

avaliacdes de reprodutores nas Estacfes de Testspiodutores de Suinos (ETRS),



passando a ser medidas as caracteristicas de danpeso médio diario, conversao
alimentar e espessura de toucinho dos animais.alfessia, a grande énfase dada a
selecéo para essas caracteristicas levou a gaehésogs consideraveis (Lopes, 2010).

A partir de meados da década de 1970 até o findédada de 1990, instalaram-
se no Brasil, varias empresas especializadas erhoraelento genético de suinos,
oriundas da Europa, Estados Unidos e Canada (L@fH€)), que naquela época,
trouxeram de seus paises de origem um materialigeméoderno e competitivo (Favero
e Pereira de Figueiredo, 2009). Nessa mesma éfmunaem foram formados alguns
programas nacionais de melhoramento genético emossusendo que alguns persistem
ativos até os dias atuais.

A evolucdo no melhoramento genético obtida nosndki anos possibilitou ao
Brasil, tornar-se um dos maiores produtores e ¢éagores mundiais de carne suina. A
alta competitividade da cadeia de producédo dess@ipa, exige a continuidade da
aplicacdo de praticas que possibilitem a melhaiafitiéncia dos suinos, seja através da
melhoria de sua eficiéncia reprodutiva, buscandthonar caracteristicas relacionadas,
por exemplo, com prolificidade e robustez, assirmaacaracteristicas que estejam
relacionadas com a eficiéncia produtiva, como digate peso, a eficiéncia alimentar e

a qualidade de carcagas (carne magra e espesSoECodo).

1. A eficiéncia alimentar (EA) em suinos

A Eficiéncia Alimentar (EA) € considerada uma dasisnimportantes
caracteristicas na producéo de suinos, relacionarginho de peso do animal com a
quantidade de alimento ingerido. Sua importangisstficada principalmente pelo fato
dos custos com alimentacéo representarem entr&@ 6% alo custo total de producao da
carne suina (Patieneeal., 2015).

As acdes relacionadas com a reducao no custo degio tém contribuido na
reducao do custo final de produtos como carnes &ivos, possibilitando a populacdo
mundial maior acesso a proteina de alta qualidddgeset al., 2013). Além disso, o
desperdicio de rag6es utilizadas para alimentagémwah constitui importante impacto
ambiental, e também tem motivado produtores a bwatsanativas para reducao desse
desperdicio e aumento da EA (Rothschild, 2004).



A EA é um fator critico em vérios niveis dentrocdaeia de producgéo da carne
suina, implicando na lucratividade das granjascompetitividade da industria em
relacdo as demais fontes de proteina, na demaaobal gle alimentos, além de aspectos
ambientais e sociais (Patieratal., 2015).

Tipicamente a EA é medida como conversao alimégta) que é definida como
a quantidade de racdo consumida para producdo dainmade de ganho de peso do
animal.

Existem variacdes substanciais no consumo indivVidearacdo em suinos e
aproximadamente 30% dessa variacdo é explicadavpakcdo genética (Cat al.,
2008).

A medicdo do consumo de racédo de grande numendddduos é dificil de ser
realizada e apresenta alto custo (&iaal., 2014) e esse é um dos motivos pelo qual em
muitos casos a CA é melhorada através de dadosdieos indiretos, como o ganho de
peso e caracteristicas relacionadas a composig@orab (por exemplo, espessura de

toucinho e profundidade de lombo).

2. Selecéo para eficiéncia alimentar em suinos

De acordo com Merks (2000), durante o periodo exgtr@nos de 1900 e 1960, os
programas de melhoramento genético regionais dapBufocaram somente nas
caracteristicas de carne magra e eficiéncia alaneaimbora alguns tenham enfatizado
caracteristicas como aptidado, qualidade de aprenwasacteristicas raciais. Os animais
de linhagens puras comecaram a ser testados ctwetvo principal de comparar seus
valores genéticos para ganho de peso, conversierdéir e espessura de toucinho sob
condicOes padronizadas.

A partir do inicio da década de 1960, iniciou-sespecializacdo em linhagens
maternas e paternas, e levou as linhagens patsreasnento no progresso genético das
caracteristicas produtivas, como ganho de pesciémfia alimentar e espessura de
toucinho; e as linhagens maternas ao aumento rPg®sO genético das caracteristicas
reprodutivas, como tamanho de leitegada (MerksPRGDom essa especializacdo, as
empresas de melhoramento deram origem ao cruzangestdinhagens paternas e

maternas para originar o animal comercial modennognimal cruzado).



As alteracbes genéticas ocorridas nos suinos, @stranos 1900 e 2000,
resultaram principalmente no progresso genéticocdeacteristicas de ganho de peso
(+100%) e na espessura de toucinho (-75%) (Mef&)R

Tornar o suino mais magro é uma das formas de naelhceficiéncia alimentar.
Essa estratégia indireta de selecé@o foi utilizaolanelhoramento genético de suinos
durante décadas, entretanto Knap e Wang (2012cegéon que aproximadamente um
terco da variagdo no consumo de racdo € devidm@fsos que ndo dependem do
crescimento e da composicado corporal, principalenegueles ligados a mantenca
corporal, como o metabolismo bagainover proteico, termorregulacao, atividade fisica,
sistema imune, além da eficiéncia de absorcaoestdig de nutrientes.

A estimativa de valores genéticos para consumoadéaor ao invés de CA,
possibilita maior controle sobre outros efeitoseswis, a coleta de dados de consumo
de racdo em animais alojados em condi¢6es cometeiaile a aumentar a acuracia da
estimativa dos valores genéticos, em virtude deogeensumo de ragcdo é mais sensivel
as variacdes ambientais (Knap e Wang, 2012), guangente sdo menores nas granjas
nacleos quando comparadas as granjas comerciais.

O uso das estacOes de alimentacdo automatizadapaenitido aumentar o
registro de informagdes de consumo de alimentod®gse elas foram introduzidas, as
empresas de melhoramento genético de suinos teseguido consideravel progresso
genético na conversdo alimentar, principalment® gebgresso genético sobre as

caracteristicas de crescimento e de composicaormbi(Knap e Wang, 2012).

3. Polimorfismos de base unica (SNPs)

Os polimorfismos de base Unica (SNPs) sdo o maisdamte tipo de variacdo no
DNA do genoma vertebrado (Matsumetal., 2012), representando uma das abordagens
mais interessantes na genotipagem, pois além dwlabies, sdo geneticamente estaveis
e acessiveis em analises automatizadas de altonemd (Yadawet al., 2017).

Para ser considerado como um SNP, o alelo mermssinée do marcador de DNA
deve apresentar abundancia de pelo menos 1% napapyBrookes, 1999; Vignat
al., 2002). Ainda que, em principio, em cada posigiarda sequéncia de DNA alguma
das quatro possiveis bases nucleotidicas possampessentes, os SNPs sdo na pratica
bialélicos (Vignalket al., 2002).



Por volta do ano de 2009, os marcadores SNPs &omse disponiveis
comercialmente para genotipagem de suinos (Ratabs 2009; Knolet al., 2016). A
criacdo de densos painéis comerciais de SNPs, nadd#icom a utilizacdo de métodos
estatisticos para estimativa dos valores genétressitou na aplicacdo extensiva da
selecdo gendbmica ampla (GWAS) em bovinos e postegicte em outras espécies
(Dekkers, 2012).

A utilizacdo de SNPs de alta densidade em GWAS demonstrado ser uma
alternativa eficiente na identificacdo de genesregides gendmicas que explicam

variacado em caracteristicas pecuarias (Orateails, 2013).

4. Estudos de associacdo genémica ampla (GWAS)

Os estudos de associacdo gendmica ampla (GWASabease na possibilidade de
detectar associacOes significativas entre marcaddiPs ou regidbes gendmicas com
determinadas caracteristicas. Isso € possivehegaaesequilibrio de ligacdo (LD) entre
SNPs e mutagcdes causais para caracteristicasetlesse (Dekkers, 2012; Zhaetl .,
2012).

De acordo com Pearson e Manolio (2008), o0 GWARdipiossui 4 partes: (1)
selecao de grande namero de individuos com a egistata de interesse e um grupo de
comparacdao: (2) isolamento do DNA, genotipagenvisde dos dados para assegurar a
alta qualidade da genotipagem: (3) teste estatiptica associacdes entre os SNPs que
passaram pelos limiares de qualidade e a cardiayis (4) replicacdo das associacdes
identificadas em uma amostra da populacédo indepégmdri exame das implicacdes
funcionais experimentalmente.

O procedimento de controle de qualidade das infodesdeve ser realizado antes
do GWAS, excluindo-se animais com falhas de geagém >0,05, além dos SNPs
localizados nos cromossomas sexuais, com posicioomnteecida no genoma suino
(Groenenet al., 2012), com falhas de genotipagem >0,05, ou corte fdesvio no
equilibrio de Hardy-Weinberg ¢ >600) (Hayest al., 2009; Resendet al., 2012; Lopes
etal., 2013; Doet al., 2015).

Varios métodos estatisticos tém sido utilizados gaWAS, entretanto muitos

estudos tém utilizado o modedmgle-SNP no qual cada SNP é ajustado a cada vez no



modelo, em geral como um efeito fixo (Dekkers, 2Qidpes, 2016). O P-valor obtido
para cada SNP é utilizado como medida da for¢asiacamcéao.

O uso do P-valor tem sido considerado uma impatdimhitacdo dessa
metodologia de GWAS (Sham e Purcell, 2014). Swapnétacao é dificil sem considerar
0 poder estatistico da andlise (por exemplo, orimaa amostra e a menor frequéncia
alélica) (Sham e Purcell, 2014). Apesar dessasdgdes, aingle-SNP GWAS tem sido
amplamente utilizado com sucesso na identificagaiedidoes QTL (Let al., 2011).

Diferencas artificiais na frequéncia alélica devidestratificacdo da populacéo e
erros de genotipagem podem afetar todos os SNiessa forma, o teste estatistico pode
ser inflado em todo o genoma (Yagt@al., 2011). Uma forma de evitar falsos positivos
devido a estratificacdo populacional é a aplicadgianodelos mistos e a utilizacdo da
matriz de parentesco (Prieeal., 2010).

O controle gendmico (estimativa do fator de inftat@imbda) é outra estratégia
gue pode ser aplicada para avaliar se os procetbmatilizados durante a GWAS foram
suficientes para evitar resultados falsos posifjiasrichset al., 2009; Pricest al., 2010).

Apos 0 GWAS, a apresentacdo dos P-valores obtidesperados em graficos
quantil-quantil, ordenados de menor a maior, peiavaliacdo visual da normalidade
dos dados e identificacdo de possivel inflacdoRdaalores (Diniz, 2013).

A FDR (False Discovery Rate), definida como a propor¢ao da rejeicdo da higotes
nula quando ela é verdadeira (Benjamini e Hochld&95), é estimada utilizando os P-
valores para evitar falsos positivos devido a mlattestagem. Os resultados da GWAS
normalmente sdo apresentados na forma de graftahéttan plot), onde os SNPs sdo
dispostos de acordo com sua posicdo em cada cromosselacionados ao seu P-valor
para a caracteristica alvo do GWAS, destacanddesjagem FDR acima do limitar de
significancia.

Alguns GWAS com suinos de diferentes linhagensdémtificado regiées de QTL
e SNPs relacionados com EA (Houstbral., 2005; Zhanget al. 2012; Sahanat al.,
2013), contudo séo necessarios mais estudos quieelaura identificacdo de outros
marcadores ou que possibilitem reforcar a assaridgd marcadores ja identificados

com a expressao dessa caracteristica ou das cestézde que constituem a EA.
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[I. OBJETIVOS GERAIS

Identificar marcadores do tipo SNP com associacamifeativa com
caracteristicas relacionadas a eficiéncia alimentgitizando GWAS (estudo de
associagdo genémica ampla) em suinos cruzados.

Detectar potenciais genes candidatos para as edsticAs de ganho de peso

médio diario, consumo de racdo médio diario e cmd@ealimentar.



[ll. Associacdo gendmica ampla para carateristicas relacionadas a

eficiéncia alimentar em uma populacdo de suinos cru zados

(Revista — Animal — An International Journal of Animal Bioscience)

Titulo curto: GWAS para eficiéncia alimentar em suinos cruzados

Resumo

A eficiéncia alimentar (EA) é considerada uma das mais importantes
caracteristicas na producdo de suinos. Porém, a mensuragéo desse fenoétipo é
dificil e de custo elevado, limitando a coleta de grandes volumes de dados para
uma acurada selecao para melhor EA. Portanto, a identificacdo de marcadores
moleculares relacionados a EA que possam ser utilizados na avaliagcdo genética
€ de grande interesse dos programas de melhoramento de suinos, a fim de
aumentar a acuracia de selecdo e o progresso genético dessa caracteristica.
Neste estudo, objetivou-se identificar marcadores SNPs com associacao
significativa com caracteristicas relacionadas a EA, além de identificar potenciais
genes candidatos para as caracteristicas avaliadas: ganho de peso médio diario
(ADG), consumo de racdo médio diario (ADFI) e conversédo alimentar (FCR).
Essas informacfes foram coletadas em uma populacdo de 2.386 suinos
cruzados que foram genotipados para 51.468 marcadores SNPs (polimorfismos
de base Unica). Foram identificadas regides de QLT (locus de caracteristicas
quantitativas) com forte associacdo ao ADG, localizadas entre 177,01 e 185,47
Mb no cromossomo suino 1 (SSC1), com FDR <0,005, e entre 2,87 e 3,22 Mb
no cromossomo suino 12 (SSC12), com FDR <0,005. Também evidenciou-se
associagOes entre ADFI com a regido QTL entre 173,26 e 185,47 Mb no SSC1
(FDR =0,005). Nao se evidenciou associacao significativa (FDR <0,005) com a
caracteristica FCR, embora tenha-se evidenciado forte associacdo da regido
QTL entre 177,01 e 185,47 Mb do SSC1 com as caracteristicas ADG e ADFI,
que compdem a caracteristica FCR. A nao identificacdo de associacao de regido
gendbmica com a FCR pode ser explicada pela complexidade dessa
caracteristica. Além disso, identificou-se os genes CDH19, CDH7, RNF152,
MC4R, PMAIP1, FEM1B e GAA, localizados nas janelas de 1Mb das regides
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QTLs com significativa associacdo identificadas neste estudo. Dentre eles,
destaca-se o0 gene MC4R, conhecidamente associado as caracteristicas ADG,
ADFI e espessura de toucinho. Foram identificadas regidoes de QTL com forte
associacdo com as caracteristicas ADG e ADFI no SSC1 e com o ADG no
SSC12 em uma populacdo de suinos cruzados. Essas regides foram
previamente descritas em populac¢des de linhagens puras de suinos, porém, este
€ 0 primeiro estudo a confirmar a relevancia dessas regibes de QTL em uma
populacao de suinos cruzados. Os genes candidatos e SNPs identificados neste
estudo poderdo ser avaliados quanto ao seu potencial para utilizacdo em
modelos de predicdo, aliando sele¢cdo gendmica ampla com selecéo assistida

por marcadores.

Palavras-chave: GWAS, SNP, conversao alimentar, ganho de peso diario,

consumo de ragao

Implicacbes

A EA é uma das mais importantes caracteristicas na producdo de suinos.
Animais com melhor EA produzirdo mais carne por unidade de ragao consumida.
Melhorar a EA significa reduzir o custo de producéo, possibilitando o acesso de
uma maior parte da populacdo mundial a proteina de alta qualidade. Os GWAS
possibilitam identificar marcadores SNPs para caracteristicas zootécnicas. O uso
de marcadores para melhor EA permite aumentar o progresso genético dessa
caracteristica. Informacbes fenotipicas de populagbes de suinos cruzados
criados em ambientes similares aos que o0s animais normalmente s&o
produzidos, podem ser usadas como referéncia para selecdo dos animais puros

nas populagdes que lhes deram origem.

Introducao

A eficiéncia alimentar (EA) é considerada uma das mais importantes
caracteristicas na producédo de suinos, relacionando o ganho de peso do animal
com a quantidade de alimento ingerido. Sua importancia € justificada
principalmente pelo fato dos custos relacionados com alimentacdo
representarem de 60 a 70% do custo total de producéo (Patience et al., 2015).
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Porém, além de seu aspecto econémico, uma melhor EA também possui um
aspecto social, j& que as acdes relacionadas com a redugdo no custo de
producédo contribuem para reducéo do custo final de produtos como carne, leite
e ovos, possibilitando a populacdo mundial maior acesso a proteina de alta
qualidade (Hayes et al., 2013), além de reduzir o impacto ambiental relacionado
aos residuos gerados.

Apesar do grande interesse da industria suinicola em EA, a mensuracao desse
fendtipo é dificil e de custo elevado, limitando a coleta de grandes volumes de
dados para uma acurada selecéo para melhor EA. Dessa forma, a utilizacao de
ferramentas que auxiliem no aumento da acuracia de selecdo para melhor EA
tem despertado grande interesse dos programas de melhoramento genético de
suinos. Uma dessas ferramentas € a utilizacao de informacdes gendmicas como
auxilio a selecao.

Nesse contexto, alguns estudos (Onteru et al., 2013; Sahana et al., 2013; Do et
al., 2014a e 2014b; Jiao et al., 2014, Howard et al., 2015; Qiao et al., 2015; Wang
et al., 2015; Sato et al., 2016; Guo et al., 2017) tém utilizado painéis densos de
polimorfismos de base Unica (SNPs) para realizar estudos de associacao
gendmica ampla (GWAS), a fim de identificar SNPs associados a caracteristicas
ligadas a EA que possam ser incorporados a selecdo. Porém, devido a
dificuldade e os altos custos para medir esse fendtipo, GWAS para
caracteristicas relacionadas a EA ainda séo limitados. Portanto, novos GWAS
para essas caracteristicas sdo necessarios para identificacdo de SNPs que
possam, além de auxiliar no processo de sele¢do, promover maior entendimento
dos mecanismos genéticos envolvidos no controle dessas caracteristicas.

E importante salientar que os GWAS realizados previamente tém focado
principalmente em fenotipos coletados em populagbes de animais de racas
puras criadas em ambientes de alto nivel sanitario, enquanto o produto final do
melhoramento de suinos s&o animais cruzados criados em ambiente de menor
nivel sanitario (Hidalgo et al., 2015), utilizando geralmente dietas com niveis
nutricionais distintos, além de, na grande maioria das vezes, serem submetidos
a condi¢cdes de manejo bastante diferenciadas. De acordo com Veroneze et al.
(2014), o uso de populacdes cruzadas como populacdes de referéncia é de

grande interesse, uma vez que 0s animais normalmente estdo alojados em
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ambientes similares aos que 0s animais comerciais estardo submetidos, e, em
virtude de que uma populacéo cruzada pode ser utilizada como referéncia para
selecdo em todas as populacdes puras que Ihe deram origem. Portanto, SNPs
relacionados a EA identificados em populagdes cruzadas poderiam ser utilizados
em estratégias de selecéo assistida por marcadores para selecionar animais de
linhas puras, visando melhorar o desempenho de sua progénie cruzada.
Todavia, GWAS utilizando dados de populagbes cruzadas ainda sao escassos,
devido a baixa disponibilidade de dados fenotipicos relacionados a EA de
populacdes cruzadas também genotipadas.

Nesse estudo, objetivou-se identificar SNPs com associacgdo significativa com
caracteristicas relacionadas a EA: 1) ganho de peso médio diario (ADG), 2)
consumo de racdo meédio diario (ADFI), e 3) conversédo alimentar (FCR);
coletadas em uma populacdo de suinos cruzados. Além disso, objetivou-se

identificar potenciais genes candidatos para estas caracteristicas.

Material e métodos

Aspectos éticos

A condicdo de alojamento dos animais, a coleta de informacdes e a coleta de
amostras para extragcdo do DNA cumpriram os protocolos e seguiram as rotinas
regularmente utilizadas pela granja experimental, sendo praticadas em
conformidade com as normas de protecdo e bem estar animal dos Paises
Baixos.

Origem das informacdes

As informacdes fenotipicas utilizadas neste estudo fazem parte do banco de
dados de um programa comercial de melhoramento genético de suinos. Os
dados foram coletados na granja experimental Schothorst Feed Research
(Lelystad, Paises Baixos), de acordo com protocolos de coleta de informacdes
regularmente utilizados nessa unidade. O nivel sanitario dessa granja se

assemelha ao nivel sanitario das demais granjas comercias dos Paises Baixos.

Animais e coleta de informacdes fenotipicas
O banco de dados fenotipicos utilizado continha inicialmente informacdes de um

total de 4.981 suinos terminados (2.553 machos castrados e 2.428 fémeas),



16

originados do cruzamento entre machos de uma linhagem sintética e fémeas
hibridas F1 (Landrace x Large White). As informac¢des foram coletadas entre
agosto de 2012 e novembro de 2016.

Os animais foram pesados no inicio e no final do periodo de teste nas fases de
crescimento/terminacdo e apresentaram pesos meédios de 23,3+4,8 kg e
123,618,4 kg, respectivamente. As médias de idade dos animais no inicio e no
final do periodo de teste foram de 62,8+3,2 e 168,319,8 dias, respectivamente.
As informacdes de consumo individual de rac&o foram registradas durante todo
o periodo de teste utilizando estacdes de alimentacdo computadorizadas IVOG
(http://insentec.eu/en/pig-management/ivog), com obtencdo do consumo
individual a cada visita do animal a estacdo de alimentagéo.

O ADG de cada animal foi calculado pela diferenca entre o peso final e peso
inicial, dividido pelo nimero de dias do periodo de teste. O ADFI de cada animal
durante o periodo de teste foi obtido pela soma da racao total consumida durante
o teste, dividido pelo nimero de dias do periodo de teste. A FCR de cada animal
foi obtida pela divisdo de seus valores de ADFI pelo ADG.

Durante os procedimentos de controle de qualidade, foram excluidos dados de
animais que nao apresentassem informagdes para as caracteristicas em estudo,
sendo removidas informacbes de 2.242 animais por nao apresentarem
informacédo de ADFI e FCR. Também foram removidos dados de animais que
apresentaram valores superiores ou inferiores a 3,5*DP (Desvio Padrao) para as
caracteristicas. Além disso, foram removidos dados de animais que compuseram
grupos contemporaneos de rebanho-ano-semana (HYW) formados por menos
de 9 animais. Assim, informacdes de 4.964 animais foram utilizadas para a pré-
correcdo dos fendtipos.

Para a realizacdo do GWAS, ap0s a pré-corre¢do dos fenoétipos, foram excluidas
as informagbes de animais que nado foram genotipados. Ao final, resultaram

informacdes dos totais de animais apresentados na Tabela 1.

Pré-correcdo dos fendtipos
Para a estimativa dos efeitos ndo genéticos sobre cada caracteristica estudada
e posterior pré-correcao dos fenotipos, foi utilizado o software ASReml v. 3.0
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(Gilmour et al., 2009), sendo incluidas informacdes de parentesco de no minimo

quatro geracoes e utilizando o seguinte modelo:

Yiikimno = 1L + sexi + HYWStj + WStk + T| + Lm + Pn + @animalo + €jjimno, (1)

em que Yikumno € a medida fenotipica do animal o; p é o valor médio da
caracteristica na populacgéo; sex; é o efeito fixo do sexo i; HYWSH; € o efeito fixo
de grupo de contemporaneos j (animais do mesmo rebanho (H), ano (Y) e
semana (W) j em que foi realizada a pesagem no inicio do teste); WStk € o efeito
fixo do peso k no inicio do periodo de teste; T, € o efeito fixo do experimento | a
que foi submetido o animal; Lm € o efeito da leitegada de nascimento m,
assumido como aleatério; Pn € o efeito aleatorio do grupo de animais que
ocuparam a mesma baia n; animal, € o efeito aleatdrio genético aditivo do proprio
animal, assumido ser distribuido como ~N(0,Ac?), sendo A a matriz dos
numeradores dos coeficientes de parentesco e ¢?2 a variancia genética aditiva; e
ejjkmno € 0 efeito residual aleatério, assumido ser distribuido como ~N(0,lg?),
sendo | a matriz identidade e ¢2 a variancia residual.

Os fenotipos foram, entdo, corrigidos para os efeitos ndo genéticos estimados
pelo modelo (1) para serem posteriormente utilizados na GWAS. Os fenotipos
pré-corrigidos foram utilizados para estimar os componentes de variancias e
herdabilidades utilizando o software ASReml v. 3.0 (Gilmour et al., 2009) (Tabela
2).

Genotipagem e controle de qualidade

Um total de 2.386 animais da populagdo de suinos cruzados avaliados neste
estudo foram genotipados utilizando o chip GeneSeek Custom 10K SNP (chip
10K) (GeneSeek Inc., Lincoln, NE). Porém, para maior resolucdo do GWAS, os
animais cruzados genotipados com o chip 10K tiveram seus genotipos
imputados para o chip GeneSeek Custom 80K SNP (chip 80K) (GeneSeek Inc.,
Lincoln, NE). Essa imputacdo pode ser realizada com alta acuracia porque
ambos o0s pais dos animais cruzados foram também genotipados utilizando o
chip 80K ou o lllumina Porcine SNP60 BeadChip (chip 60K) (lllumina, Inc., San
Diego, CA). Além dos pais dos animais cruzados (174 reprodutores e 313

matrizes F1), outros animais genotipados de cada uma das linhas paternas foram
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utilizados para aumentar a acuracia do processo de imputacéao (totalizando 8.110
animais da populacéo sintética paterna e 3.012 animais da populacao F1).
Animais com falhas de genotipagem >0,05 dentro do chip para os quais foram
genotipados (10K, 60K ou 80K), seriam excluidos do banco de dados. Porém,
isso ndo foi necessario porque todos os animais de todas as populacdes
apresentaram falhas de genotipagem <0,05. O controle de qualidade dos SNPs,
realizado logo em seguida, consistiu na exclusédo de SNPs localizados em
cromossomos sexuais, com posicao desconhecida no Pig Genome build10.2
(Groenen et al., 2012), com falhas de genotipagem >0,05, ou com forte desvio
no equilibrio de Hardy-Weinberg, apresentando y? >600 (Hayes et al., 2009;
Resende et al., 2012; Lopes et al., 2013; Do et al., 2015).

Antes de realizar o processo de imputacao dos genotipos dos animais cruzados,
a imputacdo dentro de cada populacao parental foi realizada separadamente
utilizando o software Alphalmpute (Hickey et al., 2011). Nesse processo, 0S
animais genotipados tiveram seus genétipos imputados para o painel de SNPs
do chip 80K.

Em um segundo passo, a populacao sintética paterna e a populacdo F1 foram
combinadas como uma unica populagdo de referéncia para a imputacdo dos
genatipos dos animais cruzados utilizando todo o painel de SNPs que passaram
pelo controle de qualidade em ambas as popula¢cdes parentais. O software
Alphalmpute (Hickey et al., 2011) também foi utilizado nesse passo. Apds a
imputacdo, foram mantidos somente os SNPs que estavam segregando na
populacao cruzada (menor frequéncia alélica >0,01), totalizando 51.468 SNPs.
Nas populacdes parentais, 0 DNA foi extraido a partir de bulbos capilares ou de
fragmentos de tecidos do pavilhdo auricular (coletados por canula localizada na
agulha do aplicador do brinco de identificacdo aplicado nos leitdes logo apos o
nascimento). Na populagdo cruzada, foi extraido a partir de fragmentos de

tecidos do pavilh&do auricular.

Andlises de associacéo
Para realizacdo da analise de associacdo gendmica (single-SNP GWAS) foi
também utilizado o software ASReml v. 3.0 (Gilmour et al., 2009), empregando

0 seguinte modelo:
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Yec = 4+ SNP; + animal; + e, (2)

em que Yc € o fendtipo do animal corrigido para todos os efeitos ndo genéticos
estimados pelo modelo 1; p € o valor médio do fendétipo corrigido avaliado na
populacdo; SNP; é o efeito fixo do SNP i; animal; € o efeito aleatorio genético
aditivo do animal j, assumindo ser distribuido como ~N(0,Ac?), sendo A a matriz
da média dos numeradores dos coeficientes de parentesco, ¢? a variancia
genética aditiva; e ejé o efeito residual aleatorio, assumido ser distribuido como
~N(0,l62), sendo | a matriz identidade e ¢ a variancia residual.

Os gendtipos dos SNPs foram codificados como 0, 1 e 2, sendo 0 para genaotipos
AA, 1 para AB e 2 para BB.

Os P-valores observados e esperados de cada caracteristica foram plotados em
graficos quantil-quantil com auxilio da funcdo ggnorm do Software R (version
3.0.2) para analise visual da normalidade e identificacdo de possivel inflacdo dos
P-valores. Utilizando a funcéo estlambda do pacote GenABEL do Software R, foi
estimado o fator de inflacdo lambda para as distribuicbes dos P-valores. O
controle genémico, dividindo-se os valores F pelo valor de lambda, conforme
procedimento utilizado por Devlin e Roeder (1999), Bacanu et al. (2000), Hinrichs
et al. (2009) e Rashidi (2016) foi aplicado para todas as caracteristicas em que
os valores de lambda foram maiores que 1,0 (Hinrichs et al., 2009).

ApoOs o controle genbémico, foi estimada a FDR (False Discovery Rate), com o
uso do pacote gvalue do Software R, utilizando os P-valores corrigidos para
evitar resultados falsos positivos devido a mudltipla testagem. Foram
consideradas significativas as associacfes entre SNPs e as caracteristicas
avaliadas com FDR <0,005.

Regibes de QTL e genes candidatos

As regides QTL (locus de caracteristicas quantitativas) foram definidas como
sendo aquelas formadas pelo grupo de SNPs (localizados em um mesmo
cromossomo - SSC) com significativa associa¢do as caracteristicas estudadas,
cujas janelas de 1Mb (anteriores ou posteriores a posicdo de cada SNP
identificado) apresentaram alguma sobreposicéao.

A variancia de cada caracteristica explicada pelas regides de QTL identificadas

foi definida como a variancia genética aditiva do SNP mais significativo (a%yp) Na
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respectiva regido de QTL. Com base nesse valor, foi estimado o percentual da
variancia fenotipica explicada por esse SNP (% o2yp). Ambos valores foram

estimados como:
2 _ 2
Osyp = 2pqa
2
0 2 — Isnp
Yo o5np ra x 100

em que, p e g sdo as frequéncias alélicas observadas, a € o efeito da substituicdo
alélica do SNP mais significativo em cada regido QTL e o; € a variancia
fenotipica da caracteristica.

A identificacdo da posi¢cdo dos genes em relacdo as janelas de 1Mb anterior e
posterior as regides QTL identificadas neste estudo, foi realizada com o auxilio
do Genome Gene Viewer (Sequence Viewer 3.20.4 -
https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/gdv/browser/?context=genome&acc=GC
F_000003025.5, acessado em 24 de abril de 2017). Foram definidos como

candidatos aqueles genes que, em estudos anteriores, foram identificados e

relacionados com processos metabolicos ou mecanismos moleculares que
possam estar envolvidos com as caracteristicas de ADG, ADFI ou FCR.
Buscando identificar estudos prévios de associacfes entre as mesmas regides
QTL identificadas no presente estudo e as mesmas caracteristicas estudadas,
foi realizada pesquisa utilizando o Animal QTLdb, baseado no Sus scrofa build
10.2 (https://www.animalgenome.org/cqgi-bin/QTLdb/SS/browse, acessado em
24 de abril de 2017).

Resultados

Parametros genéticos e componentes de variancia

Os componentes de variancia foram estimados ap6s a pré-corre¢cdo dos
fendtipos (Tabela 2). Para as caracteristicas de ADG e FCR as variancias
fenotipicas foram de, respectivamente, 5.813,95 (g/dia)? e 0,019 (g/g)?, com
herdabilidades de 0,19 e 0,22, respectivamente. Para a caracteristica de ADFI a
variancia fenotipica foi de 34.398,9 (g/dia)?, com herdabilidade de 0,29, portanto,
maior quando comparada as demais caracteristicas alvos deste estudo.



21

Controle do GWAS

Durante os procedimentos de controle genémico, os valores lambda para o efeito
SNP em todas as caracteristicas apresentaram valores acima do limite de 1,0.
(Hinrichs et al., 2009), motivando a necessidade de ajusta-los para a inflagdo dos
P-valores. Ap6s o controle genémico, os valores de lambda passaram de 1,456
para 1,001 para a caracteristica ADG, de 1,615 para 1,001 para ADFI e de 1,359
para 1,001 para FCR (Figura 1).

SNPs associados ao ADG

A andlise da associacdo dos SNPs com a caracteristica ADG considerou
significativos aqueles com limiar para FDR <0,005 (Figura 2), sendo identificados
8 SNPs no SSC1 localizados entre 177,01 e 185,47 Mb e 9 no SSC12,
localizados entre 2,87 e 3,22 Mb (Tabela 3). No SSC1, ALGA0006599 (localizado
em 177,01 Mb) foi o SNP mais significativo, com —logio (P-valor) de 7,09, com
efeito de 18,87 g de ADG, explicando 3,06% da variancia fenotipica para essa
caracteristica. No SSC12, WU_10.2_12 2922849 (localizado em 2,92 Mb) foi o
SNP mais significativo, apresentando —logio (P-valor) de 6,69, com efeito de
16,97 g de ADG, explicando 2,29% da variancia fenotipica para essa

caracteristica.

SNPs associados ao ADFI

Para a caracteristica de ADFI, foram identificados 8 SNPs no SSC1 com
significativo efeito sobre a caracteristica (FDR <0,005), localizados entre 173,26
e 185,47 Mb. WU_10.2_1 180284104 foi o SNP mais significativo, com —logio
(P-valor) de 8,64, apresentando efeito de substituicdo alélica de -53,66 g/dia,

explicando 3,26% da variancia fenotipica para a caracteristica.

SNPs com efeitos significativos para ADG e ADFI

No SSC1 foram identificados 5 SNPs localizados na regido QTL entre 177,01 e
185,47 Mb, com efeito significativo (FDR <0,005) sobre as caracteristicas ADG
e ADFI. Apesar disso, ndo foram encontrados marcadores com efeito
significativo para a caracteristica FCR, mesmo quando utilizado um limiar de
FDR menos critico (FDR <0,20).
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Discussao

Neste estudo, foram identificadas duas regides de QTL localizadas nos SSC1 e
SSC12 associadas a caracteristica ADG e uma regido localizada no SSC1
associada a ADFI, entretanto ndo foram encontradas associacdes com FCR. No
SSC1, foram identificados SNPs com associacfes significativas para as duas

caracteristicas, ADG e ADFI.

Controle genémico

No GWAS, em geral, sdo utilizados grandes numeros de marcadores e pequenas
diferencas nas frequéncias alélicas entre subgrupos fenotipicos podem obter
significancia estatistica. Resultados falsos positivos sdo observados quando a
diferenca entre a frequéncia alélica entre subgrupos fenotipicos ocorre em razéo
de erros na medicdo do fenoétipo, ou quando ndo estdo relacionadas as
caracteristicas estudadas (Hinrichs et al., 2009).

Em GWAS, assume-se que apenas um pequeno numero de marcadores estardo
associados com a caracteristica estudada e que o teste estatistico para os outros
marcadores deveria seguir a distribuicdo sob a hipétese nula de ndo associacao
entre o marcador e a caracteristica. Entretanto, diferencas artificiais na
frequéncia alélica devido a estratificagdo da populacao e erros de genotipagem,
afetariam todos os SNPs. Assim sendo, o teste estatistico seria inflado em todo
o0 genoma (Yang et al., 2011).

A estratificac@o populacional pode levar a identificacdo de falsos positivos pelas
diferencas na frequéncia alélica dentro das familias. Price et al. (2010)
descreveram gque uma forma de se evitar falsos positivos devido a estratificacéo
populacional, é a aplicacdo de modelos mistos e a utilizacdo da matriz de
parentesco. Dessa forma, sdo consideradas a variancia e a covariancia entre 0s
individuos avaliados.

Para avaliar se as estratégias adotadas durante a realizacdo da GWAS foram
suficientes para evitar falsos positivos, recomenda-se a aplicagcdo do controle
gendmico para estimar o fator de inflagcdo (lambda) dos P-valores (Hinrichs et al.,
2009; Price et al., 2010). Quando o lambda é menor ou igual a 1, nenhum ajuste
€ necessario (Hinrichs et al., 2009; Price et al., 2010), entretanto quando maior

que 1, é sugerida a multiplicacdo do valor estatistico pelo fator 1/A (Devlin e
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Roeder, 1999; Clayton et al., 2005). Esse procedimento reduz a disperséo dos
dados, sendo desnecessério remover grande numero de informagfes. Embora
com o uso do ajuste da inflagdo exista uma perda no poder dos SNPs, muitas
vezes ela é preferivel a sua exclusao.

No presente estudo, um rigoroso controle dos dados genémicos foi aplicado para
se excluir eventuais erros de genotipagem. Modelos mistos associados a uma
matriz de numeradores dos coeficientes de parentesco também foram aplicados
para corrigir eventual estratificacdo populacional. Entretanto, mesmo com todos
€sSes passos, 0s valores de lambda para todas as caracteristicas ficaram acima
de 1, indicando inflagdo dos P-valores. Por essa razdo, os P-valores foram
ajustados de acordo com os valores de lambda para maior confiabilidade dos

resultados descritos neste trabalho (Figura 1).

Regides QTL associadas a ADG e ADFI e genes candidatos

Neste estudo, identificamos duas regides QTL apresentando significativa
associacado com a caracteristica ADG, sendo uma com 8 SNPs localizada entre
177,01 e 185,47 Mb no SSC1, e outra com 9 SNPs, localizada entre 2,87 e 3,22
Mb no SSC12. Para a caracteristica ADFI, foi identificada associacdo
significativa com a regidao QTL localizada entre 173,26 e 185,47 Mb no SSC1.
Onteru et al. (2013) identificaram associacao fortemente significativa entre a
caracteristica ADG e a regido QTL localizada no SSC1 em 177,0 Mb (janela de
1Mb — SNPs ALGA0006599 e INRA0004954) que explicou 2,4% da variancia
fenotipica para essa caracteristica. Neste trabalho, identificamos 3 SNPs
localizados nessa mesma regido QTL com associacdo significativa a
caracteristica ADG, sendo ALGAO0006599 o SNP com associacdo mais
significativa, explicando 3,06% da variancia fenotipica para essa caracteristica.
Alguns genes identificados anteriormente foram localizados nas mesmas janelas
de 1Mb do SSC1 em que se identificou SNPs associados ao ADFI ou ADG
(Tabela 4).

Os genes CDH19 e CDH7 (Caderina 19 e Caderina 7), genes posicionados
respectivamente entre 172,92 e 173,01 Mb e entre 173,58 e 173,67 Mb, tém sido
muito estudados em humanos. Os membros da familia das caderinas compdem

um grupo de moléculas calcio dependentes que permitem a ligacdo e promovem
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a adesao entre células vizinhas (Kools et al., 2000), desempenhando importante
papel na formacao e manutencao da integridade de diversos tecidos. Em frangos
de corte, CDH7 est4 envolvido no desenvolvimento da medula espinhal em
estagios embrionérios iniciais (Lin et al., 2014).

Os genes RNF152 (entre 177,06 e 177,07 Mb) e PMAIP1 (entre 178,85 e 178,86
Mb), localizados no SSC1, foram anteriormente correlacionados com o aumento
de gordura intramuscular em suinos (Rothschild et al., 2014) e localizam-se
dentro da janela de 1Mb anterior de ALGA0006599 e posterior a
WU_10.2_1 180358223 (Tabela 4).

Diversos trabalhos tém associado os gendtipos MC4R (gene receptor de
melanocortina-4) localizado no SSC1 com o ganho de peso diario, consumo de
racao e gordura (Kim et al., 2000; Davoli et al., 2012). O gene MC4R possui papel
importante no controle do consumo de alimento e homeostase energética (Chao
et al.,, 2012). Em um estudo realizado com linhagens Large White durante sete
geragcOes com diferentes objetivos de selecdo (conversao alimentar magra,
crescimento magro com alimentacdo ad libitum e crescimento magro com
alimentacdo restrita e consumo diario de racéo), a associacdo do polimorfismo
Asp298Asn (substituicdo do acido aspartico por asparagina na posi¢cao 298 do
gene MC4R do suino) mostrou diferentes efeitos sobre animais de alto e baixo
merito genético nas caracteristicas avaliadas, porém, quando analisado sobre
todas as linhagens, o polimorfismo Asp298Asn foi significativamente associado
(P<0,05) a espessura de toucinho medida por ultrassom, ADG e ADFI (Houston
et al., 2004).

Baseado em estudos realizados com varias racas e linhagens de suinos, a
significancia do efeito do gendtipo do locus MC4R sobre crescimento e gordura
pode variar, dependendo da raca ou linhagem (Chao et al., 2012).

Neste trabalho, foi identificada forte associacdo entre o SNP ALGA0006623
(posicionado a 178,02 Mb no SSC1) com a caracteristica ADG. Este SNP
localiza-se a aproximadamente 0,5 Mb do gene MC4R (posicionado entre 178,55
— 178,56 Mb no SSC1). Além disso, toda a regido QTL compreendida pela janela
de 1 Mb dos SNPs identificados entre 177,01 e 180,36 Mb apresentam
sobreposicdo com a janela de 1Mb do gene MC4R. Essa mesma regido QTL

apresentou forte associagdo com a caracteristica ADFI, corroborando os
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achados prévios que indicavam a associacdo desse gene com essa mesma
caracteristica.

Devido a propriedade intelectual (patente) relacionada ao MC4R, os chips
comerciais utilizados neste estudo ndo possuem a mutacdo causal e nem
mesmo SNPs fortemente ligados ao gene MC4R (Fan et al., 2011; Onteru et al.,
2013). Esse pode ter sido o motivo pelo qual ndo tenhamos identificado SNPs
com associagao significativa com ADG e ADFI localizados em posicao ainda
mais proxima ao gene MC4R no SSC1. Caso houvesse marcadores mais
proximos ao MC4R disponiveis nos chips comerciais, provavelmente seriam
identificadas associa¢bes ainda mais significativas com esse gene e efeitos de
substituicdo alélica ainda maiores.

O SNP H3GA0003232 (184,27 Mb no SSC1), que demonstrou significativa
associacado com a caracteristica ADFI, localiza-se a menos de 0,5 Mb da posicéo
do gene FEM1B (entre 183,92 e 183,93 Mb). Em mamiferos os genes FEM1 sé&o
expressos em tecidos de relevancia a fisiologia da glicose, incluindo pancreas e
musculo esquelético. Em estudo realizado com ratos, houve evidéncias de que
FEM1B pode estar envolvido na homeostase da glicose (Lu et al., 2005).

O gene FEM1B localiza-se na regido compreendida pela janela de 1Mb dos
SNPs localizados entre 184,27 e 185,47 no SSC1.

Como descrito anteriormente, neste estudo também encontrou-se significativa
associacao entre a regiao QTL localizada entre 2,87 e 3,22 Mb no SSC12 com
a caracteristica de ADG, sendo WU_10.2_12 2922849 o SNP mais significativo,
explicando 2,29% da variancia fenotipica da caracteristica.

Um estudo prévio realizado por Rohrer (2000) com suinos retrocruzados
Meishan-White, associou 0 SSC12 com o ADG entre 8 e 18 semanas de idade,
porém, desconhecemos estudos de GWAS gque tenham associado esta regiao
QTL com a caracteristica de ADG.

O gene GAA (&cido alfa-glicosidase), localizado entre 2,30 e 2,41 Mb no SSC12,
foi um dos genes que ficou dentro da janela de 1Mb da regido QTL associada
com a carateristica ADG. Em humanos, esse gene codifica a enzima acido alfa-
glicosidase e sua fungéo essencial é a degradacgéo do glicogénio em glicose nos

lisossomos (Reuser et al., 1985).
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Associacdo com FCR

Embora tenha sido observada a associacdo gendmica para as caracteristicas
diretamente envolvidas no célculo da FCR, algumas vezes envolvendo os
mesmos marcadores (0 que aconteceu com 5 marcadores), ndo se encontrou
associacao significativa e especifica dessa caracteristica com alguma regiéo
gendmica, mesmo com a tentativa de utilizagdo de um limiar menos critico (FDR
<0,20). Uma das hipéteses que pode explicar essa situagdo € o fato que os
mesmos SNPs que apresentaram associacao significativa com ADG e ADFI,
mostraram efeitos significativos na mesma direcdo para essas caracteristicas
(exemplos: ALGA0006599 com efeito de substituicéo alélica de 18,87 g/dia para
ADG e 44,89 g/dia para ADFI; MARC0013872 com efeito de -17,34 g/dia para
ADG e -54,18 para ADFI) (Tabela 4).

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram observar que as caracteristicas
de ADG e ADFI séo controladas por varias regides QTL com pequeno efeito
sobre essas caracteristicas. Essa observagdo também pode explicar o fato de
nao havermos encontrado associacao significativa de nenhum SNP com FCR,
considerando FDR <0,005 ou mesmo em limiares menos criticos.

O crescimento é uma caracteristica complexa que é definida através de varios
processos bioldgicos que acontecem no animal. Entender os aspectos genéticos
que envolvem os componentes associados ao crescimento corporal (contetdo
muscular, gordura, 0Ss0s, visceras, entre outros) e sua dinamica de crescimento
ao longo da vida sdo fundamentais. Além disso, mais de um terco da variagdo
no consumo de racao e eficiéncia alimentar estao relacionadas a processos que
independem de crescimento e composic¢ao corporal (Knap e Wang, 2012).
Caracteristicas complexas como crescimento e consumo sdo geralmente
resultado de sistemas dinamicos (Howard et al., 2015). Ainda de acordo com
Knap e Wang (2012), a utilizacdo das caracteristicas que compdem a FCR
dentro dos objetivos de selecdo (como exemplo: ADG, ADFI e espessura de
toucinho), permite maior controle sobre cada elemento relevante do sistema,
separando a FCR em suas caracteristicas componentes funcionais para que
possam ser manipuladas de maneira independente.

Dentro desse aspecto, a mensuracao precisa das caracteristicas que compdem

a EA tém demonstrado poder auxiliar no entendimento dos mecanismos
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envolvidos com as caracteristicas primarias que compdéem a FCR. Com esse
objetivo, a utilizacdo de métodos ndo invasivos, como a Tomografia
Computadorizada (CT), Ressonancia Magnética (MR) e a Absorciometria
radiografica de dupla energia, tém sido utilizados como ferramentas para
investigar aspectos genéticos ligados ao crescimento (KuSec et al., 2016).
Utilizando-se dessas ferramentas € possivel estimar, pelo uso de imagens e com
o auxilio de ferramentas estatistica adequadas, o contetdo corporal dos animais
in vivo de maneira acurada. Kongsro (2014) relatou estimativa de ganho de 30%
no progresso genético do percentual de carne magra em suinos pelo uso de
técnica ndo invasiva para coleta de informac¢des em animais vivos.

Grande numero de estudos sobre sele¢cdo gendmica tem demonstrado e
apresentado diversas possibilidades ao uso dessa nova ferramenta (Jonas e de
Koning, 2015), porém ainda ha grande numero de possibilidades a serem
exploradas. Neste estudo, identificou-se regides QTL fortemente associadas as
caracteristicas de ADG e ADFI. Esse fato, associado a relevancia dessas
caracteristicas para os programas de melhoramento genético em suinos, nos
fazem sugerir a realizacdo de novos estudos que possam avaliar o potencial de
usar os marcadores significativos aqui identificados para ADG e ADFI em
modelos de predicdo que aliem selecao assistida por marcadores (MAS) com
selecdo gendmica ampla (GBLUP), conforme descrito por Lopes et al. (2017).

Conclusbes

Neste estudo, identificou-se regides de QTL com forte associacdo com
caracteristicas de ADG e ADFI no SSC1 e com a caracteristica ADG no SSC12
em uma populacdo de suinos cruzados. Essas regides foram previamente
descritas em populag@es de linhagens puras de suinos, porém, este é o primeiro
estudo a confirmar a relevancia dessas regides de QTL em uma populagéao de
suinos cruzados.

A néao identificacdo de associacdo gendmica com a caracteristica FCR pode
justificar-se pela complexidade dessa caracteristica. Este resultado evidencia
que GWAS para fenétipos mais refinados (como ADG e ADFI) tem maior poder
de identificacdo de QTL do que GWAS para caracteristicas que correspondem a

uma funcéo de duas outras caracteristicas (como FCR).
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Neste estudo, também identificamos alguns genes candidatos, que poderao ser
avaliados quanto ao seu potencial de utilizacdo como marcadores para as
caracteristicas de ADG e ADFI, em modelos de predi¢cdo aliando a sele¢éo

gendmica ampla com a selecdo assistida por marcadores.
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Tabela 1 Estatistica descritiva dos grupos de informacgdes fenotipicas e genotipicas para as caracteristicas de ganho de peso médio
diario (ADG), consumo de racdo médio diario (ADFI) e converséo alimentar (FCR)

ADG (g/dia) ADFI (g/dia) FCR (g/9)

Descrigédo

P P+G Todos P P+G Todos P P+G Todos
Animais (nr) 2.578 2.386 4.964 350 2.385 2.735 349 2.383 2.732
Média 925,64£96,8 950,8+97,6 937,7+98,0 2,328+257,1 2,334+247,1 2,334+248,3 2,464+0,183 2,462+0,196 2,462+0,194
Minimo 579 603 579 1.634 1.539 1.539 1.885 1.798 1.798
Maximo 1.258 1.280 1.280 3.046 3.083 3.083 3.034 3.237 3.237

P = animais apenas com informacao fenotipica; P+G = animais com informacéao fenotipica e genotipica.
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Tabela2 Componentes de variancia e herdabilidades estimadas para as

caracteristicas de ganho de peso meédio diario (ADG), consumo de racdo medio

diario (ADFI) e conversao alimentar (FCR) utilizando fenétipos pré-corrigidos
Caracteristica ADG ADFI FCR
Herdabilidade 0,1940,04 0,29+0,04 0,22+0,04
Variancia fenotipica 5.813,95 34.398,9 0,019
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Tabela 3 Caracterizagdo dos SNPs com efeito significativo sobre as

caracteristicas de ganho de peso médio diario (ADG) e consumo de ra¢cdo médio

diario (ADFI)
Carac. SNP ssc P‘(’f/l'gf‘o MAF Efeito  o2yp ngp (ij’/gllgr)
ALGA0006599 177,01 0,49 1887 1780 3,06 7,09
WU_10.2_1 177201808 177,20 0,48 -19,12 1825 314 6,83
ALGA0006623 178,02 048 19,40 1880 323 6,87
MARC0013872 179,33 023 -17,34 1068 184 5,88
WU_10.2_1 180054118 = 18005 043 -1633 1310 2,25 617
WU_10.2_1 180284104 180,28 0,26 -18,67 1357 233 7,01
WU_10.2_1 180358223 180,36 0,49 -1509 1138 196 5,98
ASGA0005216 18547 0,37 -1536 110,3 1,90 6,07
ADG WU_10.2_12 2865907 287 035 16,10 117,2 2,02 6,03
ALGA0064359 288 034 -16,02 1160 1,99 5,98
WU_10.2 12 2922849 292 0,36 1697 1329 229 6,69
WU_10.2_12 3079587 3,08 034 16,02 1160 199 5098
ALGA0118028 12 310 0,38 -1598 120,7 2,08 5,89
WU_10.2_12 3118577 312 0,38 -1598 1207 208 5,89
WU_10.2_12 3139862 3,14 038 -1598 120,7 2,08 5,89
WU_10.2_12 3211882 321 034 1601 1158 1,99 508
WU_10.2 12 3221756 322 034 1601 1158 199 5098
ALGA0006539 173,26 0,48 41,07 8423 245 6,72
ALGA0006534 173,30 048 41,07 8423 245 6,72
ALGA0006599 177,01 0,49 44,89 1007,1 293 6,11
ADE|  MARC0013872 , 17933 023 -5418 10427 3,03 846
WU_10.2_1 180284104 180,28 0,26 -53,66 1120,0 3,26 8,64
WU_10.2_1 180358223 180,36 0,49 -41,07 8431 245 6,64
H3GA0003232 184,27 044 40,26 7968 232 6,93
ASGA0005216 185,47 0,37 -41,66 8107 236 6,60

Carac. = Caracteristica; SSC= Cromossomo Sus scrofa; MAF = valor da menor frequéncia

alélica; Efeito = efeito de substituicdo alélica; ¢2,, = variancia fenotipica do SNP; % c2yp =

percentual da variancia fenotipica do SNP

SNPs com nome em negrito apresentaram efeito significativo para ADG e ADFI.



Tabela 4 SNPs com efeito significativo sobre as caracteristicas de ganho de peso médio diario (ADG) e consumo de ra¢cdo médio

diario (ADFI), regides QTL associadas a estas caracteristicas e genes candidatos

SSC SNP Posigao do SNP (Mb) CoracieliSicd peqiao QTL(Mb) Soe Posigao do gene (Mb)
ALGA0006539 173,26 ADFI 17226 17430 CDHIO 172,92 17301
ALGA0006534 173,30 ADFI CDH7 173,58 ..173,67
ALGA0006599 177,01 ADG / ADFI
WU_10.2_1 177201808 177,20 ADG RNF1S2 17706 17707
ALGA0006623 178,02 ADG

1 MARC0013872 179,33 ADG/ADFI 176,01 .181,36 MCA4R 178,55 ..178,56
WU_10.2_1 180054118 180,05 ADG
WU_10.2_1 180284104 180,28 ADG / ADFI PMAIP1 178,85 ..178,86
WU_10.2_1 180358223 180,36 ADG / ADFI
H3GA0003232 184,27 ADFI
SeAOOOLoLS o0 47 o/ app 1832718647 FEMIB 18392 .183,93
WU_10.2_12 2865907 2,87 ADG
ALGA0064359 2,88 ADG
WU_10.2_12 2922849 2,92 ADG
WU_10.2_12 3079587 3,08 ADG

12 ALGA0118028 3,10 ADG 1,87 .. 4,22 GAA 2,30 .. 2,41
WU_10.2 12 3118577 3,12 ADG
WU_10.2_12 3139862 3,14 ADG
WU_10.2_12 3211882 3,21 ADG
WU_10.2_12 3221756 3,22 ADG

SSC = Cromossomo Sus scrofa
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-Logio Pvalor observado

ADG
@ lambda = 1,456
¢ lambda_aj. =1,001

| ADFI

@ lambda = 1,615
@ lambda_aj. = 1,001

FCR

@ lambda = 1,359
© lambda_aj. = 1,001

Figural Graficos quantil-quantil

-Log,, P-valor esperado

dos

P-valores dos SNPs para as

caracteristicas de ganho de peso médio diario (ADG), consumo de ragdo meédio

diario (ADFI) e conversao alimentar (FCR). Os circulos na cor preta representam

os P-valores, os circulos na cor magenta representam os P-valores ajustados e

as linhas vermelhas representam os P-valores esperados sob hipétese nula.
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10

ADG O FDR <0,005

ADFI 0 FDR <0,005

o

FCR O FDR <0.005

Cromossomo

Figura 2 Estudo de associacdo gendmica de caracteristicas relacionadas a
eficiéncia alimentar na fase de recria/terminacao, representado pelo —logio (P-
valor) da associagdo do SNP com as caracteristicas de ganho de peso médio
diario (ADG), consumo de racdo médio diario (ADFI) e conversdo alimentar
(FCR) (eixo y), sobre a posicdo fisica dos SNPs nos 18 cromossomos
autossémicos (eixo x). Os SNPs associados com as respectivas caracteristicas
(com FDR <0,005) sao representados por pequenos quadros(o).



