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RESUMO

A carne bovina € um dos principais produtos que o Brasil comercializa no
mercado internacional. Atualmente, o Brasil € lider nas exportacdes e tem o objetivo de
melhorar sua produgao para aumentar a competitividade. A carne bovina é consumida
em varias partes do mundo e € uma das principais fontes de proteinas e vitaminas para
o homem. A publicacdo em 2009 do genoma bovino, proveniente de um animal da
subespécie Bos taurus taurus, beneficiou os estudos de caracterizacao de mecanismos
moleculares responsaveis por caracteristicas de interesse. Dentre varias
caracteristicas, a maciez da carne & considerada o atributo mais importante. As racas
zebuinas, principalmente Nelore (Bos taurus indicus), possuem grande aceitacao na
pecuaria de corte brasileira e adaptabilidade ao territorio, porém apresentam menor
produtividade e qualidade da carne, em relacdo as racas taurinas como Angus (B.
taurus taurus). Assim, o interesse pela identificacdo de genes relacionados com a
qualidade da carne bovina justifica o investimento em pesquisas genéticas, moleculares
e bioquimicas. As novas tecnologias de sequenciamento de alto rendimento
promoveram um grande avancgo nas pesquisas de avaliacao da expressao de genes,
aliada as novas ferramentas computacionais e o poder de processamento de dados. O
objetivo deste trabalho € identificar genes diferencialmente expressos no tecido
muscular de animais das ragcas Angus e Nelore, para elucidar os mecanismos genéticos
envolvidos com maciez da carne. Para realizar este estudo foram utilizados 10 bovinos
da raca Angus e 8 bovinos Nelore, a partir de um rebanho de 50 touros de cada raga,
selecionados pelos extremos no resultado do teste de forca de cisalhamento. Ao todo,
313 milhdes de fragmentos de 100 pares de bases foram gerados em lllumina
HiScanSQ paired end. Ao longo desse estudo, foi também avaliada a utilizagcdo de
sequéncias originais e filtradas por qualidade para estimar a eficacia das ferramentas
atuais ao trabalhar com sequéncias que comumente sao trimadas. As sequéncias foram
mapeadas no genoma bovino utilizando Tophat2 e a biblioteca edgeR foi utilizada na
analise estatistica para a identificacdo de expressao diferencial. Os resultados

encontrados nos animais Angus, com sequéncias nao filtradas, se mostraram mais
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semelhantes com o que tem sido observado em trabalhos relacionados a maciez da
carne, os quais indicam o envolvimento da via de metabolismo de lipideos no
mecanismo de maciez. Contudo, os dados de Angus e Nelore possibilitaram a
identificacdo de processos de resposta imune e inflamatérias, que poderiam ter sido

influenciados por fatores externos pré abate.

Palavras chaves: RNA-Seq, maciez da carne, expressao diferencial.
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ABSTRACT

Brazil is one of the largest beef exporters in the world, and beef quality is a major
subject of research. The goal of this research is to improve the quality and productivity of
Brazilian livestock. Beef is also an important source of protein and vitamins in human
nutrition. Publication of The Bos taurus genome in 2009 has contributed to studies on
the characterization of molecular mechanisms responsible for traits of interest, however,
much remains to be determined. Among the many traits of interest, meat tenderness is
the most important measured attribute. The Zebu breeds, particularly Nelore (Bos taurus
indicus), have wide acceptance in the Brazilian market, and they are well adapted to
tropical conditions. Nevertheless, Zebu cattle have lower productivity and beef quality
when compared to Taurine breeds, such as Angus (Bos taurus taurus). The global
market interest in the identification of genes involved in beef quality justifies the
importance of research of genetic, molecular and biochemical mechanisms that
determine this trait. The objective of this study is to identify differentially expressed
genes found in the muscle tissue of Angus and Nelore breeds. To obtain the data to do
this gene expression study, ten Angus steers and eight Nelore steers were used, they
were chosen from a group of fifity animals of each breed, and were selected for their
extreme tenderness and toughness scores on the shear force test. In total, 313 million
fragments of a 100 base pairs were generated using lllumina HiScanSQ paired end. In
parallel with the gene expression study, the use of trimmed or non-trimmed sequences
was determined to evaluate the efficiency of the tools that have been used to filter this
background noise. All sequences were mapped to the bovine genome using Tophat2,
and the edgeR library provided the statistical analysis used to identify differential
expression. Results obtained from the analysis of the data from the Angus breed
animals with non filtered sequences are consistent with results observed in studies of
beef tendernes. This finding implies the involvement of the lipid metabolism pathway in
the biochemical mechanism underlying the improved tenderness. However, Nelore data
analysis identified the existence of processes involved in inflammatory/immune

response; they may have been influenced by external factors prior to the slaughter.



Keywords: RNA-Seq, beef terderness, differential expression.
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1 INTRODUGAO GERAL

O Brasil detém uma posicao de destaque no mercado mundial de carne bovina.
Segundo levantamento feito pelo IBGE (2013), o pais possui cerca de 211 milhdes de
cabecas de gado, sendo considerado o maior rebanho comercial do mundo. Desde
2008, o pais lidera as exportacdes de carne bovina no mercado mundial e, em 2013,
exportou cerca de 2 milhdes de toneladas de equivalente carcaca (TEC) para diversos
paises. Atras do Brasil seguem: india, Australia e Estados Unidos. De acordo com o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), em 2014, o consumo
mundial de carne bovina atingiu 57,8 milhdes de TEC, no qual o Brasil contribuiu com
9,9 milhdées de TEC, o que corresponde a 17% do total consumido. Conforme a
projecao do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em conjunto
com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), a producao de carne
bovina nacional até 2023 tera um crescimento de 22,8%.

A producao por animal no Brasil tem o custo significativamente menor quando
comparado a grandes produtores como a Australia e os Estados Unidos, onde o custo
chega a ser 60% e 50% maior para os respectivos paises (FERRAZ; FELICIO, 2010).
Entretanto, a producéo por animal precisa ser mais eficiente para ser capaz de suprir a
demanda no futuro.

De 1975 a 2011, o Brasil reduziu sua area com pastagens em 8% e duplicou o
seu rebanho. Um dos principais fatores que explicam o sucesso é a utilizacdo de
animais da raca Zebu (Bos taurus indicus) (MAPA, 2012).

Os animais da raca Zebu possuem comprovada rusticidade e resisténcia ao calor
devido a sua descendéncia indiana e tém sido amplamente utilizados em programas de
melhoramento para o cruzamento e otimizagcédo das caracteristicas da prole (CROUSE
et al., 1989). Dentre as racas de corte, o Nelore possui grande destaque no rebanho
nacional, ocupando 80% da parcela.

Assim, com a grande oferta de pastagens e um rebanho composto em sua

maioria por ragas melhor adaptadas, a pecuaria extensiva, de um modo geral, € a



principal forma de criacdo de bovinos (FERRAZ; FELICIO, 2010).

Contudo, se por um lado os animais da ragca Zebu possuem comprovada
resisténcia ao calor e a ecto- e endoparasitas, por outro lado sao conhecidos por
apresentarem menor produtividade, carne mais rigida e menos marmorizada que os
animais das racas Taurinas (CROUSE et al., 1989).

Entre os animais de origem europeia, o0 Angus € uma raga que tem se destacado
no Brasil por contribuir com o aumento de qualidade e produtividade em programas de
melhoramento genético.

Além da técnica de cruzamento entre as ragas, os programas de melhoramento
genético animal passaram a utilizar tecnologias gendmicas, proporcionando uma
grande contribuicdo com o setor produtivo nos ultimos anos (ROLF et al., 2014). A
busca por novas formas de melhorar a qualidade e a maciez da carne tem possibilitado
a identificacdo de varios genes candidatos importantes, Quantitative Trait Loci (QTL) e
Single Nucleotide Polimorphism (SNP). Além disso, as recentes tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo (NGS) e a sequéncia do genoma bovino publicado
possibilitam mais ampla exploracdao dos diversos mecanismos biolégicos, dentre eles,
os relacionados a maciez e qualidade da carne em bovinos (ZHAO et al., 2012).

Assim, utilizando a técnica de sequenciamento de RNA (RNA-Seq), € possivel
estudar o perfil de expressdo do transcriptoma bovino, identificando genes
diferencialmente expressos e contribuir para a compreensao dos possiveis mecanismos

moleculares relacionados a maciez da carne de bovinos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A carne bovina brasileira

A carne bovina € uma importante fonte de nutricao e sustento para cerca de 6,6
bilhdes de pessoas no mundo (THE BOVINE GENOME SEQUENCING AND ANALYSIS
CONSORTIUM et al., 2009). Faz parte de uma dieta balanceada de nutrientes em uma
alimentacao saudavel, pois contém proteinas, vitaminas, minerais € micronutrientes em
niveis essenciais para o crescimento e desenvolvimento humano (FAO, 2015).

O Brasil ocupa uma posi¢cao de destaque no mercado mundial de carne bovina.
Segundo levantamento feito pelo IBGE (2013), o pais possui cerca de 211 milhdes de
cabecas e é considerado o segundo maior rebanho do mundo, ficando atras da india,
que possui aproximadamente 301 milhdes de cabecas (USDA, 2014). Porém, na india,
por influéncia religiosa, a maioria dos bovinos nao sofre abate. Sendo assim, o maior
rebanho utilizado para produgcao comercial de carne & o brasileiro, seguido pela China
(103 milhdes) e Estados Unidos (87,7 milhdes) .

Dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) mostram
que o Brasil lidera as exportagcdes de carne bovina no mercado mundial desde 2008 e a
previsao do MAPA é que a exportacao de carne bovina cresca 2,15% ao ano. Em 2013,
foram exportadas cerca de 2 milhdes de toneladas de equivalente carcaca (TEC) para
diversos paises. Outros grandes paises exportadores de carne bovina para o mercado
mundial sdo india, Australia e Estados Unidos.

Em 2014, o consumo mundial de carne bovina atingiu 57,8 milhdes de TEC,
sendo que o Brasil contribuiu com 9,9 milhdes de TEC, que corresponde a 17% do total
consumido no ano (USDA, 2014).

A producdo por animal no Brasil tem custo significativamente menor quando
comparado a grandes produtores como a Australia e os Estados Unidos, onde o custo
chega a ser 60% e 50% maior para os respectivos paises (FERRAZ; FELICIO, 2010).



O Brasil possui um territorio de 8,5 milhdes de km? de extensio e estima-se que
1,72 milhdo de km? sdo utilizados como pastagens. De 1975 a 2011, o Brasil reduziu
sua area com pastagens em 8% e duplicou o seu rebanho. Um dos principais fatores
gue explicam o sucesso € a utilizacdo de animais da sub-espécie Bos taurus indicus
(MAPA, 2012).

Estima-se que 80% do rebanho bovino brasileiro possui constituicdo genética de
origem zebuina, entre animais puros ou provenientes de cruzamentos (ABIEC, 2013).

Entretanto, embora o Brasil possua maior quantidade de cabecas e menor custo
de producdo, ao se comparar a produtividade por animal com paises como Estados
Unidos e Australia, observa-se consideravel inferioridade (USDA, 2014). A produtividade
animal no Brasil precisa ser melhorada para acomodar a demandas futuras, evitando a

ampliacao da utilizacao de areas com pastagens.

2.1.1 Nelore

Os animais zebuinos possuem comprovada rusticidade e resisténcia ao calor
devido a sua descendéncia indiana. S&o utilizados amplamente em programas de
melhoramento genético para o cruzamento e otimizacdo da prole devido a sua
caracteristica de resisténcia (CROUSE et al., 1989; PAGE et al., 2004; PRADO et al.,
2012; SHACKELFORD et al., 1991). Dentre as racas zebuinas de corte, o Nelore
possui grande destaque no rebanho nacional ocupando uma parcela de 80%.

Entretanto, os animais Bos taurus indicus possuem carne mais dura e com
menor quantidade de gordura intramuscular (marmorizacéo) quando comparados aos
animais Bos taurus taurus. Mesmo em cruzamentos entre taurinos e zebus, uma
contribuicdo genética maior de Bos taurus indicus ja confere resultados parecidos aos
de animais zebuinos puros a prole (CROUSE et al., 1989; JOHNSON et al., 1990).



2.1.2 Angus

Entre as varias racas de origem europeia, o Angus recebe grande destaque por
reunir uma grande quantidade de qualidades positivas em uma unica raca. Uma das
suas qualidades € a gordura intramuscular (marmorizagc&o) que colabora com a maciez
da carne e com o sabor. Mesmo em criacdo extensiva possui grande rendimento
comparado as outras ragas taurinas (CHAMBAZ et al., 2003).

Além disso, atrai grande interesse devido a sua precocidade, podendo ser levado
ao abate mais cedo e tendo uma producao maior (IGARASI et al., 2008).

Embora muitos pontos positivos, os animais Angus sdo menos produtivos em
climas tropicais, devido a menor adaptacao ao calor e por possuirem menor resisténcia
a ecto- e endoparasitas. Dessa forma, os bovinos de origem européia puros tém sido
criados na regiao sul do pais. Os cruzamentos, que possuem maior porcentagem de
contribuicao de Bos taurus taurus, séo encontrados em todas as regides e trazem bons
resultados (FERRAZ; FELICIO, 2010).

2.2 Maciez da carne

A satisfacdo ao comer carne é resultado da interacao entre maciez, suculéncia e
sabor (CROUSE et al., 1989). Entre os varios fatores que influenciam o consumidor na
hora da compra do produto, a maciez da carne é o principal fator (MILLER et al., 2001;
MORGAN et al., 1991; SAVELL et al., 1991).

Lehmann (1907) foi um dos primeiros pesquisadores na literatura a fazer
contribuicbes cientificas sobre estudos com maciez da carne. Ele descreve que o
aumento da maciez da carne de carcacas armazenadas em frigorifico ocorre durante o
processo de pos mortem. Embora se tenham registros de longa data, segundo
Koohmaraie (1994), o mecanismo por tras da variagdo da maciez da carne permaneceu
uma incégnita e apresentava controvérsias.

Durante o processo de producdo da carne, ha poucos fatores que provocam



variagcdo na suculéncia e no sabor. Entretanto, para a maciez, varios fatores podem
influenciar o processo de amaciamento, entre eles idade, sexo, nivel de estresse pré
abate (ZHAO et al., 2012), forca ibnica, temperamento (TITTO et al., 2010), degradacéao
de proteinas miofibrilares (KOOHMARAIE, 1994), tamanho do sarcémero (SMULDERS
et al., 1990), pH, alimentacdo, raca (CROUSE et al., 1989; SHACKELFORD et al.,
1991) entre outros. Portanto, obter carne com maior maciez requer maiores
conhecimentos e cuidados pela industria da carne durante toda a cadeia produtiva
(KOOHMARAIE et al., 2002).

A genética e os fatores de criagao afetam o tipo de fibra, quantidade e tipo de
colageno, gordura intramuscular e atividade proteoliticas, que por sua vez, regulam a
maciez e o sabor. Assim, as caracteristicas biolégicas do musculo sao controladas pela
expressao dos genes. Como consequéncia, diversos trabalhos revelaram diferentes
genes e proteinas que possuem papel nho mecanismo da maciez e sabor da carne
(BERNARD et al., 2007).

Um dos mecanismos mais conhecidos e estudados € o da calpaina na acao
proteolitica das fibras musculares (KOOHMARAIE, 1996), e da calpastatina que atua
inibindo a calpaina no periodo post mortem (apés abate) (CORVA et al., 2007). Varios
outros trabalhos elucidaram diferentes genes candidatos como o da miostatina
(WHEELER et al., 2001), leptina (SCHENKEL et al., 2005), DNAJA1 (BERNARD et al.,
2007), KCNJ11 (TIZIOTO et al., 2014).

Com o advento das novas tecnologias de sequenciamento e a publicacéo da
sequéncia do genoma bovino, pesquisadores podem dar mais um passo na

caracterizacao molecular dos mecanismos responsaveis pela maciez da carne.

2.3 Genoma bovino

Dentre os animais domeésticos, os bovinos recebem destaque devido as grandes
possibilidades de melhoramento genético e aumento de produtividade pela industria de
carnes e leite (KOOHMARAIE et al., 2002; ROLF et al., 2014).



Nesse sentido, o genoma bovino publicado tem contribuido para o estudo da
evolucdo em mamiferos e para o melhor entendimento dos mecanismos moleculares,
contribuindo para o melhoramento genético de bovinos de corte e de leite (THE
BOVINE GENOME SEQUENCING AND ANALYSIS CONSORTIUM et al., 2009).

O projeto foi concluido em 2009 e teve duracéo de 6 anos, tendo sido liderado
pelo Bovine Genome Sequencing and Analysis Consortium e pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA), com o envolvimento de mais de 300 cientistas
de 25 paises.

O genoma bovino possui 2,87 Gb (Giga bases, 2,87 bilhdes de pares de bases)
de tamanho e contém aproximadamente 22 mil genes, dos quais 14.345 s&o comuns a
sete espécies de mamiferos e 16.177 compartilhados com humanos. Verificou-se que
0s rearranjos no genoma estao relacionados a genes envolvidos em processos de
reproducao, imunidade, lactacdo e digestdo (THE BOVINE GENOME SEQUENCING
AND ANALYSIS CONSORTIUM et al., 2009).

Depois do genoma bovino sequenciado, novas formas de analises tiveram um
suporte maior para serem realizadas como, por exemplo, a deteccao de alteracdes
pontuais no genoma, conhecidas por polimorfismo de base unica (SNP - Single
Nucleotide Polymorphism) (LIU et al., 2010; THE BOVINE GENOME SEQUENCING
AND ANALYSIS CONSORTIUM et al.,, 2009) e o estudo de genes diferencialmente
expressos, utilizando-se o transcriptoma para caracterizacao molecular de mudancas
fenotipicas (CHITWOOD et al., 2013; MCCABE et al., 2012; SCHOLEY et al., 2013).

2.4 NGS e RNA-Seq

A tecnologia de sequenciamento em larga escala ou sequenciamento de préxima
geracao (NGS — Next Generation Sequencing) trouxe grandes mudancas na gendmica
e nas diversas variagcbes das “Omicas” existentes atualmente. Caracterizada por
produzir milhdes de pequenas sequéncias por um custo reduzido por base

sequenciada, o sequenciamento de proxima geracao € um dos principais responsaveis



pela grande quantidade de informacgdes geradas e utilizadas atualmente em pesquisas
e diagnésticos (BAI; SARTOR; CAVALCOLI, 2012). O NGS emergiu como uma grande
ferramenta para estudos de transcriptoma, dada sua precisdo na quantificacao de
transcritos (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

Dentre as técnicas que utilizam NGS, o sequenciamento de moléculas de RNA
(RNA-Seq) demonstra grande versatilidade em comparacdo com o microarranjo,
ferramenta de analise de transcriptomas largamente utilizada até entao (MORTAZAVI et
al., 2008). O RNA-Seq possibilita a obtencao do perfil de expressao dos genes a partir
de uma amostra de RNA e a identificacdo de novos transcritos, regides regulatérias e
eventos de splicing alternativo com consideravel sensibilidade e preciséo. Aléem disso,
comparativamente, possui uma maior cobertura e alto rendimento para geracédo de
dados, o que torna de grande importancia para a busca de novos candidatos a genes
com expressao diferencial entre diferentes condicbes (NOOKAEW et al.,, 2012;
OSHLACK; ROBINSON; YOUNG, 2010).

Compreender o processo de transcricdo dos genes é essencial para
interpretacéo dos elementos funcionais do genoma (WANG; GERSTEIN; SNYDER,
2009). Porém, a maior dificuldade atualmente em lidar com uma grande quantidade de
dados é extrair o significado biolégico (ROBINSON; OSHLACK, 2010).

2.5 Analise de expressao diferencial e funcional de genes

Com o avanco das tecnologias de sequenciamento e o crescente aumento na
geracao de dados, novos programas estdo sendo criados, atualizados ou adaptados
para analisar grandes conjuntos de dados.

Ha uma grande quantidade de formatos para os diversos tipos de dados
utilizados em bioinformatica. Os dados gerados pelo sequenciamento sdo comumente
convertidos para o formato FASTQ. Este formato, que surgiu na area de
sequenciamento de DNA, inclui uma pontuacdo de acuracia estimada do

sequenciamento, conhecida por Phred Quality Score, determinada para cada



nucleotideo da sequéncia. Essa pontuacédo indica a possibilidade da base ter sido
sequenciada incorretamente.

Atualmente existem diversas metodologias e ferramentas para anadlise de
expressao diferencial de genes. Os programas para mapeamento das sequéncias a um
genoma de referéncia sao parametrizados para lidar com variacao na qualidade das
bases (MCCABE et al., 2012; TRAPNELL et al., 2012). Desta forma, se eventualmente
a sequéncia estiver errada, ela possivelmente ndo sera mapeada no genoma de
referéncia, ou se mapeada, a qualidade de mapeamento refletira a incerteza associada.

Os arquivos provenientes do mapeamento, com extensdo SAM (Sequence
Alignment Map) ou BAM (Binary version of SAM) possuem 11 colunas que contém
informacgdes sobre o mapeamento, tais como posicao de mapeamento e qualidade da
sequéncia (SAMTOOLS, 2014). A informacao apresentada na quinta coluna traz
detalhes do mapeamento utilizados para se produzir a matriz de contagens. Através
desta coluna, o programa pode eliminar sequéncias ndo mapeadas ou mapeadas em
varias posicdes diferentes do genoma de referéncia.

Existem varios programas para realizar a analise estatistica de expresséao
diferencial (SONESON; DELORENZI, 2013). Até o presente momento, nao existe um
consenso sobre qual a melhor ferramenta para se utilizar nas analises (ZHANG et al.,
2014). DESeq e EdgeR séao ferramentas amplamente utilizadas em pesquisas recentes
(ANDERS et al., 2013; DILLIES et al., 2013; ZHANG et al.,, 2014), assim como o
Cuffdiff2 (TRAPNELL et al., 2013). De acordo com os resultados do trabalho de Zhang
et al (2014), o DESeq nao é recomendado quando as bibliotecas apresentam muita
variacado na profundidade do sequenciamento, o Cuffdiff2 € a ferramenta recomendada
para analise de bibliotecas com maior profundidade de sequenciamento, ou seja,
bibliotecas com mais de 10 milhées de sequéncias e o edgeR é a ferramenta mais
adequada para o caso de bibliotecas com maior variacao de quantidade de sequéncias.

Identificar genes diferencialmente expressos (GDEs) que estejam envolvidos na
maciez da carne em bovinos através das novas tecnologias de sequenciamento € um
importante passo no caminho para decifrar os mecanismos genéticos que controlam a

maciez.



A utilizacdo da analise de expressao diferencial tem por objetivo principal
identificar genes cujo nivel de expressao se altera entre diferentes condicdes (ANDERS
et al., 2013). Em outras palavras, utiliza-se uma tabela de contagens para cada
biblioteca para realizar o teste estatistico entre as amostras de interesse e identificar
genes com expressao diferencial entre as condigcbes experimentais. Depois de
identificados 0s genes, estes sdo usados para confirmacao da hipétese da pesquisa
com subsequentes analises (ANDERS et al., 2013).

O EdgeR € um pacote do R/Bioconductor (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH,
2010). Esta ferramenta utiliza informacdes de uma matriz de contagens para analise de
expressao diferencial. Foi idealizada para utilizar dados de bibliotecas com réplicas
para fazer comparacdes entre uma ou mais condi¢cdes experimentais. Essa ferramenta
se baseia na distribuicdo binomial negativa e utiliza a normalizacdo TMM (ROBINSON,;
MCCARTHY; SMYTH, 2010; ROBINSON; OSHLACK, 2010). Segundo o autor, a
normalizacdo dos dados € uma etapa crucial durante a analise, que possibilita remover
o viés técnico e melhorar a acuracia nos resultados da analise de expressao diferencial.

A analise de enriquecimento funcional, por sua vez, pode auxiliar na
interpretacao bioldgica dos dados, bem como a caracteriza¢ao funcional dos genes. Os
genes diferencialmente expressos sao relacionados em um banco de dados de
informacgdes publicas curadas manualmente no Ingenuity Pathway Analysis (IPA). De
acordo com o enriquecimento funcional atribuido a uma lista de genes, vias metabdlicas
podem ser inferidas, o que contribui para a compreensao do papel de um grupo de
genes na condicdo indicada pelo trabalho (JIMENEZ-MARIN et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo geral identificar genes envolvidos com a maciez da

carne, no tecido muscular de bovinos das racas Angus e Nelore, por meio de

analise de expressao diferencial e analise funcional dos genes.

3.2 Objetivos especificos

. Selecionar genes diferencialmente expressos, relacionados a maciez da carne;

. Ildentificar categorias funcionais dos genes a partir da literatura e bases de
dados;

. Realizar a comparacéao do resultado final ao se utilizar sequéncias trimadas e

originais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados animais experimentais da Embrapa Pecuaria Sul, Bagé, Rio
Grande do Sul, gerados no ambito do projeto “BifeQuali - Bife de Qualidade”. Foram
criados 50 animais machos da raca Nelore e 50 machos da raca Angus, de diferentes
pais, mantidos apds a desmama em pastagem cultivada de azevém, trevo branco e
cornichdo durante o inverno e em pastagem melhorada durante a primavera-verao-
outono, com oferta de forragem de, em média, 12% do peso vivo e com suplementacao
mineral a vontade. Os animais foram abatidos quando atingiram cobertura de gordura
superior a 3 mm e peso proximo de 480 kg, entre 22 e 26 meses de idade. O abate
ocorreu no frigorifico Mercosul S/A, em Bagé, Rio Grande do Sul, e as carcacgas foram

avaliadas e tipificadas pelo Servigco de Inspecao Federal do Ministério da Agricultura.

4.2 Coleta e selecao das amostras

Imediatamente apds o abate, foram coletadas amostras de musculo esquelético
dos 100 animais envolvidos no projeto inicialmente e congeladas em nitrogénio liquido
para posterior extracdo do RNA total a ser utilizado na construcéo das bibliotecas.
Realizou-se, posteriormente, em outras amostras coletadas, a avaliacao instrumental
da textura da carne (analise de maciez) no Longissimus dorsi (contrafilé) e a
determinacao da forca de cisalhamento, com a utilizacdo de um “Texture Analyser TA-
5007, equipado com célula de carne “Warner-Bratzler’. Foram determinados, dentro da
raca Angus, os cinco individuos de carne mais macia e os cinco de carne mais dura, e
na raca Nelore, os quatro individuos de carne mais macia e os quatro de carne mais
dura. A selecdo das amostras para este trabalho foi efetuada pelo Dr. Fernando Flores
Cardoso da Embrapa Pecuaria Sul, através do residuo de um modelo linear envolvendo
raca, data de abate e idade do animal.

Amostras de RNA total do tecido muscular dos individuos com valores extremos
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para forca de cisalhamento foram obtidas. A extracdo do RNA total, bem como a
construcéo e sequenciamento das bibliotecas, foram realizados pelo Laboratério de
Biotecnologia Animal, na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz’
(ESALQ/USP), a partir de 0,05 a 0,10 g de tecido muscular, utilizando o protocolo do
reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA), conforme as instru¢des do fabricante.

A pureza e a quantidade do RNA total extraido foram avaliadas por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed e por espectrofotometria a 260
e 280 nm, através do espectrofotdbmetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). A
qualidade e a integridade do RNA total foram analisadas com o Agilent 2100
Bioanalyser (Agilent Technologies). Apenas amostras com RNA total apresentando RNA
Integrity Number (RIN) maior ou igual a 8,0 foram utilizadas para as analises de RNA-

Seq.

4.3 Preparo das bibliotecas de mRNA e sequenciamento

Cada amostra, contendo de 1 a 4 ug de RNA total, foi purificada de acordo com o
protocolo descrito pela lllumina, utilizando microesferas magnéticas ligadas a oligos dT
para separacao do RNA mensageiro. O mRNA purificado foi fragmentado em tampéao
especifico (Illlumina). A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada com a enzima
Supercript Il (Invitrogen). A sintese da segunda fita de cDNA foi realizada com as
enzimas RNaseH e DNA Pol | e as extremidades das moléculas foram tratadas com as
enzimas T4 DNA Polymerase e Klenow DNA Polymerase (lllumina) para a geracao de
extremidades abruptas. A extremidade 5’ foi fosforilada com a enzima T4 PNK (e a
adenilacdo da extremidade 3" foi realizada com a enzima Klenow exo, ambas da
lllumina. As moléculas de cDNA foram entao ligadas a adaptadores com uso da enzima
T4 DNA Ligase (lllumina). As bibliotecas foram em seguida submetidas a eletroforese
em gel de agarose, purificadas (fracdo correspondente a 200 pb £30 pb), e amplificadas
por meio de PCR, com primers especificos para os adaptadores (lllumina).

Apds o término da preparacéo, a qualidade das bibliotecas foi validada no Agilent

2100 Bioanalyser (Agilent Technologies) usando o chip DNA 1000, com intuito de
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verificar se o procedimento foi bem sucedido e se as amostras apresentaram a maior
parte dos fragmentos préximos do tamanho de 260 pb.

A seguir, as bibliotecas foram quantificadas individualmente via PCR em Tempo
Real (RT-gPCR), com o uso do Kit KAPA Library Quantification (KAPA Biosystems), o
qual possui seis amostras padrdes de concentracdes (entre 20 a 0,0002 pM) e tamanho
de fragmento conhecido (452 pb) presentes no kit. A partir dos valores de Cycle
threshold (Ct) dos padrdoes foram determinadas as concentracbes das amostras por
meio de uma regressao linear. Depois de calculadas essas concentracdes, elas foram
diluidas novamente para uma concentragcao padronizada, combinadas e entao inseridas
na lamina de sequenciamento para a clusterizacao.

O sequenciamento do mRNA foi realizado com a tecnologia de sequenciamento
de nova geracéo por meio do equipamento HiScanSQ (lllumina — San Diego, EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante, utilizando-se o protocolo para sequéncias pair-
end. Com uso do kit TruSeq PE Cluster Kit v3-cBot-HS (lllumina — San Diego, EUA), as
amostras ligaram-se a oligos complementares aos adaptadores posicionados na
superficie das canaletas da lamina, e foram amplificadas, resultando em clusters
(agrupamentos) de fragmentos iguais. A sequéncia dos agrupamentos foi determinada
com uso do kit TruSeq SBS kit v3-HS (lllumina — San Diego, EUA), (200 cycles),
conforme recomendacgdes do fabricante. Cada canaleta conteve seis amostras e cada
amostra foi sequenciada até gerar cerca de 10 milhdes de sequéncias por biblioteca.

Através do programa CASAVA, versdao 1.8.2, os dados gerados pelo
sequenciador HiScanSQ (lllumina, Inc., San Diego, CA), foram convertidos para o
formato FASTQ.

4.4 Plataforma Galaxy e utilizagdo dos dados

Os dados gerados com o sequenciamento das bibliotecas foram inseridos na
instancia da plataforma Galaxy (GIARDINE et al., 2005) da Embrapa. Toda a analise de
dados foi conduzida no Laboratério Multiusuario de Bioinformatica da Embrapa,

localizado na Embrapa Informatica Agropecuaria (Campinas-SP).
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4.5 Tratamento das sequéncias e filtro de qualidade

Os dados foram inicialmente processados pelo programa FastQC (ANDREWS,
S., 2010), versao 0.10.0, o qual gerou um relatério global da composi¢cao e qualidade de
cada biblioteca. Subsequentemente, as bibliotecas foram individualmente filtradas por
qualidade, utilizando-se o programa FASTQ Quality Trimmer, pertencente ao pacote
FastX (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) versdo 0.0.13. Esse filtro elimina os
nucleotideos das extremidades considerando-se a pontuacao Q (Phred score) (EWING,;
GREEN, 1998) de uma janela deslizante de tamanho ajustavel. Os parametros
utilizados foram: manter os IDs de sequéncias de tamanho 0O; verificar as extremidades
5' e 3' de cada sequéncia; tamanho de janela de 3 nucleotideos com deslizamento de
base por base, sem limite de exclusdo de bases; eliminar a ultima base da janela que
tenha média de pontuacéao igual ou inferior a Q20. A pontuacdo Q20 na escala Phred

corresponde a 1% de probabilidade da base nucleotidica estar incorreta.

4.6 Mapeamento das sequéncias no genoma de referéncia

O programa TopHat, versao 2.0.9 (KIM et al.,, 2013; TRAPNELL et al., 2012),
mapeou os pares de sequéncias filtradas de cada biblioteca ao genoma de referéncia
do Bos taurus, versao 3.1 Refseq UMD. Este genoma esta disponivel no diretério de ftp
do National Center for Biotechnology Information - NCBI
<ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genomes/Bos_taurus/>. Foram utilizados os parametros padroes
da ferramenta para bibliotecas de pares de sequéncia com distancia média interna igual
a 0, admitindo-se desvio padrao de 20 , maximo de 2 mismatches e tamanho minimo de
25 para cada segmento. O mapeamento no TopHat gera o campo CIGAR no arquivo
BAM de saida. Este campo possui informacdes do alinhamento da sequéncia que sao
utilizados pelo HTSeqg-count, para definir quais sequéncias serao utilizadas para a

contagem.
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4.7 ldentificagao dos transcritos

Os transcritos de cada biblioteca de sequéncias foram montados através do
Cufflinks, versao 2.1.1 (TRAPNELL et al., 2010, 2012), utilizando as sequéncias
previamente mapeadas pelo programa TopHat2. O Cuffmerge, versdao 1.0.0
(TRAPNELL et al., 2010), utlizou os transcritos montados das bibliotecas de
sequéncias trimadas e originais para reconstruir o transcriptoma e incluiu a anotacao
para os genes. Esta etapa foi necessaria para criar um arquivo de referéncia para
posterior comparacao de genes entre as analises utilizando sequéncias trimadas e

originais.

4.8 Matriz de contagens

A matriz de contagem foi produzida pelo programa HTSeg-count (ANDERS; PYL;
HUBER, 2014), versao 0.6.1p1, que utilizou arquivos provenientes do mapeamento de
cada biblioteca efetuado pelo programa TopHat e anotacéo proveniente da execucao do
Cufflinks. Foi utilizado o modo intersection nonempty para contagem das sobreposicdes
dos mapeamentos das sequéncias nos genes, no qual as sequéncias que alinharam em
mais de um gene sdo consideradas ambiguas e descartadas da contagem. Foram
criadas matrizes distintas para cada raca. O programa HTSeg-count realiza a

quantificacao individual dos fragmentos de sequéncias em cada gene por biblioteca.

4.9 Analise de expressao diferencial com edgeR

A analise de expressao diferencial entre os extremos de maciez dentro de cada
raca, foi realizada pela biblioteca EdgeR (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010),
versao 3.4.2, executada no ambiente R versdao 3.1.0 “Spring Dance” (http://www.r-
project.org/). Esta ferramenta, também executada dentro da plataforma Galaxy, utilizou
as matrizes de contagens para cada raca (Angus sequéncias originais, Nelore

sequéncias originais, Angus sequéncias filtradas, Nelore sequéncias filtradas) como
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entrada para analise de expressao diferencial de genes e produziu: a) uma matriz
normalizada (pelo tamanho da biblioteca) utilizada para o calculo da expressao
diferencial, b) uma tabela contendo o nivel de expressao relativa, log do CPM (Counts
Per Million — Contagem Por Milhdo) e, teste estatistico de probabilidade, e c) cddigo
fonte executado no R e algumas imagens comparativas.

Os parametros utilizados na biblioteca EdgeR foram: analise de Modelos
Lineares Generalizados - GLM (Generalized Linear Models), calculo da Dispersao
Comum (Common Dispersion) e corregcao por Taxa de Falsas Descobertas - FDR
(False Discovery Rate) por Benjamini and Hochberg (1995), sendo considerados
diferencialmente expressos apenas aqueles genes que apresentaram FDR menor que
0,05.

4.10 Identificacao de vias enriquecidas

Apds a identificacdo dos genes diferencialmente expressos entre os grupos de
animais extremos para maciez da carne, dentro de cada raca, foi realizada a analise de
enriquecimento funcional, a partir das listas geradas, utilizando-se o programa
QIAGEN's Ingenuity Pathway Analysis (IPA, QIAGEN Redwood City,
www.qgiagen.com/ingenuity). Este programa possibilita a interpretacdo biolégica de
uma lista de genes, utilizando banco de informacgdes curadas manualmente.

A partir das listas de genes diferencialmente expressos identificados pelo edgeR,
foi criado um arquivo contendo o campo ID (gene) e o logFC (/log of Fold Change — log
da Razao das Contagens) para entrada de dados para o IPA. Foi utilizada a fungao
core analysis com os parametros. todos os tipos de identificadores, todas as espécies
contidas no banco de dados (humano, rato, camundongo e sem caracterizagcéo), cutoff
de 1 baseado no logFC e analises distintas dos grupos de genes de acordo com o
logFC (upregulated e downregulated). Para atribuir funcao biolégica, os dados enviados
sao mapeados a base de dados do IPA, e em seguida sao criadas as redes moleculares
pelo algoritmo que ira calcular a significancia, baseado na quantidade de

genes/moléculas que mapeiam em uma funcgao, rede ou via.
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5 RESULTADOS

5.1 Selecao dos animais

Os animais utilizados para analise de expressao diferencial foram selecionados

com base no teste de forca de cisalhamento Warner-Bratzler, utilizando-se o aparelho

Texture Analyser TA-500 aplicado sobre o Longissimus dorsi (contra filé) de cada um

dos 50 touros Angus e 50 touros Nelore. A Tabela 1 apresenta os resultados dos

animais selecionados pelo residuo de um modelo linear envolvendo racga, data de abate

e idade do animal.

Tabela 1: Valores da forga de cisalhamento Warner-Bratzler (WBS) das amostras selecionadas
para a analise de expressiao diferencial. Valores de residuo negativo representam os animais com
valores mais macios para a caracteristica da maciez e residuo com valores positivos representam

os animais mais resistentes. ANAN representa os dados de Angus e NENE os de Nelore.

Identificagao WBS Nascimento Raca Data do abate Iabc?raattaé rio :g?adse) Residuo
animal1 3,49 10/26/2007 ANAN 1/12/2010 10/11/2010 809 -3,03
animal2 3,38 9/7/2006 ANAN 2/4/2009 18/01/2010 881 -2,23
animal3 4,5 11/10/2008 ANAN 10/28/2010 14/12/2010 717 -1,69
animal4 4,06 10/26/2006 ANAN 2/4/2009 14/01/2010 832 -1,47
animal5 3,39 9/7/2006 ANAN 12/9/2008 04/01/2010 824 -1,38
animal6 7,59 11/10/2006 ANAN 2/4/2009 18/01/2010 817 1,42
animal7 8,08 10/31/2008 ANAN 10/28/2010 14/12/2010 727 1,98
animal8 7,5 11/14/2008 ANAN 10/13/2010 01/12/2010 698 2,08
animal9 9,43 10/21/2007 ANAN 1/12/2010 10/11/2010 814 2,95

animal10 9,29 10/20/2008 ANAN 10/28/2010 14/12/2010 738 3,28
animal11 4,55 11/2/2006 NENE 12/9/2008 04/01/2010 768 -2,45
animal12 6,45 11/14/2008 NENE 10/28/2010 15/12/2010 713 -1,50
animal13 6,75 1/2/2009 NENE 10/28/2010 15/12/2010 664 -1,29
animal14 7,27 11/29/2007 NENE 1/12/2010 18/11/2010 775 -1,28
animal15 9,41 10/5/2007 NENE 1/12/2010 10/11/2010 830 1,35
animal16 9,99 11/13/2007 NENE 1/12/2010 18/11/2010 791 1,84
animal17 9,21 10/3/2008 NENE 10/28/2010 15/12/2010 755 1,94
animal18 9,46 11/16/2007 NENE 11/10/2009 09/10/2010 725 2,08
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5.2 Sequenciamento das amostras

Foram gerados cerca de 313 milhdes de fragmentos de 100 pares de bases (pb),
distribuidos nas 18 bibliotecas do experimento, sendo 164 milhdes provenientes de
dados de Angus e 149 milhdes de Nelore.

Na etapa final de preparacdo das bibliotecas, na qual as amostras séao
combinadas para integrar uma /ane, pode-se observar que, pelo menos uma amostra
de cada grupo estava presente em cada uma das /anes, conforme mostrado na Tabela
2. Esta providéncia possibilita minimizacdo de viés que porventura possa ocorrer
durante processo de sequenciamento, embora isto tenda a ocorrer quando s&o utilizas
diferentes flowcells (ROSS et al., 2013).

Tabela 2: Identificadores das sequéncias, mostrando o posicionamento das amostras no
sequenciamento. ANAN Negativo: Angus classificado como carne macia, ANAN Positivo: Angus
classificado como carne mais resistente, NENE Negativo: Nelore classificado como carne macia,

NENE Positivo: Nelore classificado como carne resistente.

Amostra Animal Lane
animal2A_R1.fastq ANAN Negativo 4
animal2A_R2.fastq ANAN Negativo 4
animal5A_R1.fastq ANAN Negativo 4
animal5A_R2.fastq ANAN Negativo 4
animal6A_R1.fastq ANAN Positivo 4
animal6A_R2.fastq ANAN Positivo 4
animal13A_R1.fastg NENE Negativo 4
animal13A_R2.fastg NENE Negativo 4
animal14A_R1.fastg NENE Negativo 4
animal14A_R2.fastqg NENE Negativo 4
animal16A_R1.fastg NENE Positivo 4
animal16A_R2.fastq NENE Positivo 4
animal4A_R1.fastg = ANAN Negativo 5
animaldA R2.fastg  ANAN Negativo 5
animal7C_R1.fastg  ANAN Positivo 5
animal7C_R2.fastq  ANAN Positivo 5
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animal9C_R1.fastq

ANAN Positivo

animal9C_R2 fastq

ANAN Positivo

animal11A_R1 fastq

NENE Negativo

animal11A_R2.fastq

NENE Negativo

animal15A_R1.fastq
animal15A_R2 fastq

NENE Positivo
NENE Positivo

animal18A_R1.fastq

NENE Positivo

animal18A_R2.fastq

NENE Positivo

(S NG NG, NG, NS IS NS NN

animal1A_R1 fastq

ANAN Negativo

animal1A_R2.fastq

ANAN Negativo

animal3A_R1 fastq

ANAN Negativo

animal3A_R2.fastq

ANAN Negativo

animal8A_R1 fastq

ANAN Positivo

animal8A_R2.fastq

ANAN Positivo

animal10A_R1.fastq

ANAN Positivo

animal10A_R2.fastq

ANAN Positivo

animal12A_R1.fastq

NENE Negativo

animal12A_R2.fastq

NENE Negativo

animal17A_R1.fastq

NENE Positivo

animal17A_R2.fastq

NENE Positivo

[oRNoNNo NN RN NN NNe NNe N> NiNe> RiNe>) Mo

Em Angus, obtivemos um total de 164.398.376 pares de sequéncias, cuja média
foi 16.439.837,6 e desvio padrao 5.819.248,66. Em Nelore, obtivemos um total de
149.274.757 pares de sequéncias, cuja média foi 18.659.344,63 e desvio padrao
5.286.338,57. A quantidade de fragmentos gerados para cada biblioteca sequenciada

esta representada nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3: Quantidade de sequéncias para cada biblioteca das amostras de Angus.

Amostra Total de sequéncias
1 ANAN_NEG_animal1 22.044.447
2 ANAN_NEG_animal2 23.518.565
3 ANAN_NEG animal3 10.246.614
4 ANAN_NEG_animal4 14.611.980
5 ANAN_NEG animal5 5.954.478
6 ANAN_POS_animal6 17.186.639
7 ANAN_POS_animal7 21.033.973
8 ANAN_POS_animal8 20.625.497
9 ANAN_POS_animal9 18.163.812
10 ANAN_POS_animal10 11.012.371

Tabela 4: Quantidade de sequéncias para cada biblioteca das amostras de Nelore.

Amostra Total de sequéncias
1 NENE_NEG_animal11 19.217.063
2 NENE_NEG_animal12 19.987.160
3 NENE_NEG_animal13 18.011.659
4 NENE_NEG_animal14 20.162.428
5 NENE_POS_animal15 19.011.541
6 NENE_POS animal16 26.794.188
7 NENE_POS_animal17 7.498.678
8 NENE_POS_animal18 18.592.040

5.3 Controle de qualidade

Utilizando a ferramenta FASTQC, pudemos visualizar globalmente a composicao
de cada uma das bibliotecas do experimento e comparar com os dados da literatura,
conforme ilustrado na Figura 1. Muitos trabalhos (AMARAL et al., 2014; DEL FABBRO
et al.,, 2013; LI; RINALDI; CAPUCO, 2011; NOOKAEW et al., 2012; RIESGO et al.,
2012) relatam que o ideal € eliminar as pontas das sequéncias para poder retirar as
bases com qualidade ruim ou mesmo retirar a sequéncia inteira caso apresente baixa

gualidade em toda sua extensao ou tamanho muito pequeno.
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Figura 1: Imagem ilustrativa do relatéorio do FASTQC, exemplificando uma sequéncia de boa
qualidade (esquerda) e uma de ma qualidade (direita).

Contudo, nao foram encontrados na literatura estudos que comparem os dados
fitrados e nao filtrados até a analise funcional dos genes. Além disso, conforme
informacgdes de cada ferramenta, elas possuem parametros adaptados para trabalhar
com sequéncias que contenham baixa qualidade, tomando as acbes necessarias
conforme cada situacéao.

Dessa forma, as analises seguintes foram efetuadas utilizando-se sequéncias filtradas e
originais, separadamente, até a analise de vias enriquecidas dos genes
diferencialmente expressos.

A Figura 2 exemplifica o resultado do filtro de qualidade utilizando o FASTQ

Quality Trimmer.

22



185110:§'i:trimada 185110j|5§_trimada

Figura 2: Imagem ilustrativa do relatério geral do FASTQC da qualidade por base, comparando as
mesmas amostras antes (superior) e ap6s (inferior) trimagem.

Assim como mostrado na Figura 2, as outras bibliotecas também tiveram suas
sequéncias filtradas, as quais passaram a conter apenas bases com qualidade superior
a Q18.

As Tabelas 5 e 6 apresentam a quantidade de sequéncias que foram totalmente

eliminadas pelo filtro de qualidade, apresentando tamanho igual a 0.
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Tabela 5: Quantidade e porcentagem das sequéncias trimadas de Angus de tamanho 0
apos a analise de qualidade.

Total de Total de sequéncias
Biblioteca Fragmento sequéncias com tamanho 0 Porcentagem
ANAN_NEG_animal1 R1 22.044.447 359.082 1,63
ANAN_NEG_animal1 R2 22.044.447 213.705 0,97
ANAN_NEG_animal2 R1 23.518.565 581.778 2,47
ANAN_NEG_animal2 R2 23.518.565 388.831 1,65
ANAN_NEG_animal3 R1 10.246.614 162.783 1,59
ANAN_NEG_animal3 R2 10.246.614 113.579 1,11
ANAN_NEG_animal4 R1 14.611.980 340.661 2,33
ANAN_NEG_animal4 R2 14.611.980 229.662 1,57
ANAN_NEG_animal5 R1 5.954.478 125.749 2,11
ANAN_NEG_animal5 R2 5.954.478 76.010 1,28
ANAN_POS_animal6 R1 17.186.639 393.673 2,29
ANAN_POS_animal6 R2 17.186.639 243.973 1,42
ANAN_POS_animal7 R1 21.033.973 531.853 2,53
ANAN_POS_animal7 R2 21.033.973 384.911 1,83
ANAN_POS_animal8 R1 20.625.497 297.796 1,44
ANAN_POS_animal8 R2 20.625.497 174.870 0,85
ANAN_POS_animal9 R1 18.163.812 420.889 2,32
ANAN_POS_animal9 R2 18.163.812 292.406 1,61
ANAN_POS_animal10 R1 11.012.371 166.932 1,52
ANAN_POS_animal10 R2 11.012.371 104.669 0,95
Total 328.796.752 5.603.812 (média)1,67
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Tabela 6: Quantidade e porcentagem das sequéncias trimadas de Nelore de tamanho 0
apos a analise de qualidade.

Total de Total de sequéncias
Biblioteca Fragmento sequéncias com tamanho 0 Porcentagem
NENE_NEG_animal11 R1 19.217.063 448.500 2,33
NENE_NEG_animal11 R2 19.217.063 293.176 1,63
NENE_NEG_animal12 R1 19.987.160 343.748 1,72
NENE_NEG_animal12 R2 19.987.160 186.703 0,93
NENE_NEG_animal13 R1 18.011.659 425.652 2,36
NENE_NEG_animal13 R2 18.011.659 315.820 1,75
NENE_NEG_animal14 R1 20.162.428 484.849 24
NENE_NEG_animal14 R2 20.162.428 303.777 1,51
NENE_POS_animal15 R1 19.011.541 456.344 2,4
NENE_POS_animal15 R2 19.011.541 316.887 1,67
NENE_POS_animal16 R1 26.794.188 657.008 2,45
NENE_POS_animal16 R2 26.794.188 410.781 1,53
NENE_POS_animal17 R1 7.498.678 110.142 1,47
NENE_POS_animal17 R2 7.498.678 63.572 0,85
NENE_POS_animal18 R1 18.592.040 440.675 2,37
NENE_POS_animal18 R2 18.592.040 329.846 1,77
TOTAL 298.549.514 5.587.480 (média)1,81

Em média, cerca de 1,74% das sequéncias das bibliotecas filtradas
apresentaram qualidade ruim e foram totalmente retiradas do conjunto de dados.

Apoés a trimagem das sequéncias, foi realizado nova verificagao da qualidade das
bibliotecas e principalmente a verificacdo do tamanho das sequéncias, conforme figura
3.
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Figura 3: Imagem ilustrativa do relatério geral do FASTQC da qualidade média na biblioteca
(esquerda) e do tamanho médio das sequéncias na biblioteca (direita) apés trimagem.

Foram utilizadas as bibliotecas com as sequéncias trimadas e originais em
historicos diferentes no Galaxy. A plataforma Galaxy foi bastante util para manter a
organizacao e possibilitar a repeticdo de processos alterando-se apenas os parametros
necessarios.

Como podemos verificar na Tabela 7, as médias dos percentuais das sequéncias

brutas R1 (forward) e R2 (reverse) de Angus mapeadas no genoma bovino de

5.4 Mapeamento no genoma

referéncia foram de aproximadamente 79% e 69%, respectivamente.
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Tabela 7: Resultado do mapeamento de sequéncias brutas de Angus através do Tophat2
no genoma Bos taurus UMD 3.1 Refseq.

Percentuais

Total de Total de de Unicas
Total de  sequéncias Porcentagem sequéncias sobre
Biblioteca Fragmento sequéncias mapeadas de mapeadas unicas mapeadas
ANAN_NEG_animal1 R1 22.044.447 18.136.259 82,27 16.242.860 89.56
ANAN_NEG_animal1 R2 22.044.447 16.414.532 74,46 15.439.018 94.06
ANAN_NEG_animal2  R1 23.518.565 18.104.386 76,98  15.798.587 87.26
ANAN_NEG_animal2  R2 23.518.565 15.515.522 65,97 14.475.089 93.29
ANAN_NEG_animal3  R1 10.246.614  8.377.028 81,75 7.467.127 89.14
ANAN_NEG_animal3 R2 10.246.614  7.541.022 73,60 7.058.261 93.60
ANAN_NEG_animal4  R1 14.611.980 11.460.591 78,43  10.048.099 87.68
ANAN_NEG_animal4  R2 14.611.980  9.726.542 66,57 9.051.352 93.06
ANAN_NEG_animal5 R1 5.954.478  4.615.303 77,51 4.058.884 87.94
ANAN_NEG_animal5 R2 5.954.478  4.000.079 67,18 3.766.727 94.17
ANAN_POS_animal6  R1 17.186.639 13.341.000 77,62  11.705.332 87.74
ANAN_POS_animal6  R2 17.186.639 11.486.696 66,84  10.768.406 93.75
ANAN_POS_animal7  R1 21.033.973 16.250.708 77,26  14.303.147 88.02
ANAN_POS_animal7  R2 21.033.973 13.748.326 65,36  12.835.818 93.36
ANAN_POS_animal8  R1 20.625.497 17.058.281 82,70 15.316.386 89.79
ANAN_POS_animal8  R2 20.625.497 15.504.604 75,17  14.601.280 94.17
ANAN_POS_animal9  R1 18.163.812 14.262.047 78,52  12.594.838 88.31
ANAN_POS_animal9  R2 18.163.812 12.086.733 66,54  11.361.970 94.00
ANAN_POS_animal1i0 R1 11.012.371 9.060.826 82,28 8.073.007 89.10
ANAN_POS_animal1i0 R2 11.012.371 8.172.556 74,21 7.645.331 93.55
TOTAL
ANGUS_SEQ_ORIG R1 164.398.376 130.666.429 79.48 115.608.267 88.48
ANGUS_SEQ_ORIG R2 164.398.376 114.196.612 69.46 107.003.252 93.70

Os percentuais médios de sequéncias brutas R1 e R2 de Nelore mapeadas no
genoma bovino de referéncia, conforme a Tabela 8, foram de aproximadamente 77% e

66%, respectivamente.
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Tabela 8: Resultado do mapeamento de sequéncias brutas de Nelore através doTophat2 no
genoma Bos taurus UMD 3.1 Refseq.

Percentuais

Total de Total de de Unicas
Total de sequéncias Porcentagem sequéncias sobre
Biblioteca Fragmento sequéncias mapeadas de mapeadas unicas mapeadas
NENE_NEG_animal11 R1 19.217.063 14.737.220 76.69  13.053.120 88.57
NENE_NEG_animal11 R2 19.217.063 12.559.051 65.35  11.795.594 93.92
NENE_NEG_animal12 R1 19.987.160 16.035.203 80.23  14.259.568 88.93
NENE_NEG_animal12 R2 19.987.160 14.512.860 72.61  13.529.798 93.23
NENE_NEG_animal13 R1 18.011.659 13.591.258 75.46  11.830.000 87.04
NENE_NEG_animal13 R2 18.011.659  11.528.204 64.00 10.733.698 93.11
NENE_NEG_animal14 R1 20.162.428 15.373.267 76.25 13.426.208 87.33
NENE_NEG_animal14 R2 20.162.428 13.225.698 65.60 12.348.456 93.37
NENE_POS _animal1t5 R1 19.011.541 14.331.876 75.39  12.603.030 87.94
NENE_POS_animal1t5 R2 19.011.541 12.030.943 63.28  11.257.006 93.57
NENE_POS_animal16 R1 26.794.188 20.095.439 75.00 17.514.622 87.16
NENE_POS_animal16 R2 26.794.188 17.219.109 64.26  16.058.302 93.26
NENE_POS _animal17 R1 7.498.678  5.967.671 79.58 5.297.814 88.78
NENE_POS_animal1t7 R2 7.498.678  5.363.679 71.53 5.001.604 93.25
NENE_POS_animal18 R1 18.592.040 14.235.067 76.57 12.514.852 87.92
NENE_POS_animal18 R2 18.592.040 12.048.491 64.80 11.235.586 93.25
TOTAL
NELORE_SEQ_ORIG R1 149.274.757 114.367.001 76.62 100.499.214 87.87
NELORE_SEQ_ORIG R2 149.274.757 98.488.035 65.98 91.960.044 93.37

Fazendo um levantamento das sequéncias filtradas, primeiramente de Angus,
(Tabela 9) os percentuais medios de sequéncias trimadas R1 e R2 mapeadas no

genoma de referéncia foram de aproximadamente 90% e 88%, respectivamente.
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Tabela 9: Resultado do mapeamento de sequéncias trimadas de Angus através do Tophat2 no
genoma Bos taurus UMD 3.1 Refseq.

Percentuais

Total de Total de de Unicas
Total de  sequéncias Porcentagem sequéncias sobre
Biblioteca Fragmento sequéncias mapeadas de mapeadas Unicas mapeadas
ANAN_NEG_animal1 R1 22.044.447 20.108.762 91.22 18.363.989 91.32
ANAN_NEG_animal1 R2 22.044.447 19.723.411 89.47 17.986.038 91.19
ANAN_NEG_animal2  R1 23.518.565 20.921.611 88.96 18.859.443 90.14
ANAN_NEG_animal2  R2 23.518.565 20.409.672 86.78 18.354.788 89.93
ANAN_NEG_animal3  R1 10.246.614  9.291.319 90.68  8.398.604 90.39
ANAN_NEG_animal3 R2 10.246.614  9.070.991 88.53  8.183.663 90.22
ANAN_NEG_animal4  R1 14.611.980 13.083.836 89.54 11.644.060 89.00
ANAN_NEG_animal4  R2 14.611.980 12.639.750 86.50 11.212.814 88.71
ANAN_NEG_animal5 R1 5.954.478  5.332.621 89.56  4.847.017 90.89
ANAN_NEG_animal5 R2 5.954.478  5.210.771 87.51  4.726.390 90.70
ANAN_POS_animal6  R1 17.186.639 15.407.810 89.65 13.959.799 90.60
ANAN_POS_animal6  R2 17.186.639 15.043.072 87.53 13.599.614 90.40
ANAN_POS_animal7  R1 21.033.973 18.590.172 88.38 16.726.261 89.97
ANAN_POS_animal7  R2 21.033.973 17.951.278 85.34 16.100.831 89.69
ANAN_POS_animal8  R1 20.625.497 18.892.201 91.60 17.307.267 91.61
ANAN_POS_animal8  R2 20.625.497 18.543.818 89.91 16.964.601 91.48
ANAN_POS_animal9  R1 18.163.812 16.306.628 89.78 14.751.212 90.46
ANAN_POS_animal9  R2 18.163.812 15.740.291 86.66 14.197.824 90.20
ANAN_POS_animal1i0 R1 11.012.371  10.050.714 91.27  9.079.833 90.34
ANAN_POS_animal1i0 R2 11.012.371 9.847.610 89.42  8.881.244 90.19
TOTAL

ANGUS_SEQ_TRIM R1 164.398.376 147.985.674 90.02 133.937.485 90.51
ANGUS_SEQ_TRIM R2 164.398.376 144.180.664 87.70 130.207.807 90.31

Em Nelore, conforme descrito na Tabela 10, os percentuais médios das
sequéncias trimadas R1 e R2 mapeadas no genoma de referéncia foram de

aproximadamente 88% e 86%, respectivamente.
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Tabela 10: Resultado do mapeamento de sequéncias trimadas de Nelore através do Tophat2 no
genoma Bos taurus UMD 3.1 Refseq.

Porcentage
Total de Total de m de unicas

Total de  sequéncias Porcentagem sequéncias sobre
Biblioteca Fragmento sequéncias mapeadas de mapeadas Unicas mapeadas
NENE_NEG_animal11 R1 19.217.063 16.927.482 88.09 15.353.417 90.70
NENE_NEG_animal11 R2 19.217.063 16.374.974 85.21 14.809.387 90.44
NENE_NEG_animal13 R1 18.011.659 15.844.650 87.97 14.289.823 90.19
NENE_NEG_animal13 R2 18.011.659 15.350.175 85.22 13.804.656 89.93
NENE_NEG_animal12 R1 19.987.160 17.886.838 89.49 16.230.602 90.74
NENE_NEG_animal12 R2 19.987.160 17.565.135 87.88 15.911.982 90.59
NENE_NEG_animal14 R1 20.162.428 17.849.929 88.53 16.131.963 90.38
NENE_NEG_animal14 R2 20.162.428 17.406.607 86.33 15.693.608 90.16
NENE_POS_animal17 R1 7.498.678  6.671.608 88.97  6.049.703 90.68
NENE_POS_animal17 R2 7.498.678  6.526.083 87.03  5.906.462 90.51
NENE_POS_animal1t5 R1 19.011.541 16.573.488 87.18 15.054.385 90.83
NENE_POS_animal1t5 R2 19.011.541 15.920.619 83.74 14.412.577 90.53
NENE_POS_animal16 R1 26.794.188 23.426.929 87.43 21.215.870 90.56
NENE_POS_animal16 R2 26.794.188 22.814.606 85.15 20.610.801 90.34
NENE_POS_animal18 R1 18.592.040 16.354.527 87.97 14.690.329 89.82
NENE_POS_animal18 R2 18.592.040 15.767.807 84.81 14.117.636 89.53

TOTAL

NELORE_SEQ_TRIM R1 149.274.757 131.535.451 88.12 119.016.092 90.48
NELORE_SEQ_TRIM R2 149.274.757 127.726.006 85.56 115.267.109 90.25

Pode-se observar que houve uma consideravel diferenca no numero de
sequéncias mapeadas quando comparamos os grupos de dados de sequéncias
originais (Tabelas 7 e 8) e trimadas (Tabelas 9 e 10). Nao apenas a quantidade alinhada
no genoma, mas a quantidade de sequéncias que alinharam em apenas uma posi¢ao,
chamadas de sequéncias uUnicas. Essas sequéncias (Unicas) mapeadas mantiveram
praticamente a mesma porcentagem em todos os mapeamentos (90% do total das
sequéncias alinhadas no genoma) e foram subsequentemente utilizadas para se
produzir a matriz de contagem.

As sequéncias que nao foram alinhadas ao genoma nao foram armazenadas no

mesmo arquivo de mapeamento e por isso ndo passaram pela constru¢cao da matriz de
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contagens.

5.5 Matriz de contagens

Apoés gerar um arquivo de mapeamento para cada biblioteca, foram construidas
as matrizes com as contagens do numero de sequéncias mapeadas em genes. O
HTSeq-count possui parametros que auxiliam na filtragem de mapeamentos com
qualidades baixas, excluindo aqueles que receberam pontuacdo menor que 10.
Mapeamentos com pontuagédo superior a 10 garantem que as sequéncias nao foram
mapeadas em mais de uma posicdo do genoma (multimapeadas). Nas Tabelas 11, 12,
13 e 14 podemos verificar a diferenca na quantidade de sequéncias multimapeadas

entre as bibliotecas trimadas e originais.

Tabela 11: Matriz de contagem produzida pelo HTSeq-count.
Dados de Angus com sequéncias originais.

Sequéncias sem

sobreposicao em Sequéncias Sequéncias
Biblioteca éxons ambiguas Multimapeadas

ANAN_NEG_animal1 1.693.058 3.491.368 3.390.676
ANAN_NEG_animal2 1.421.806 3.429.943 3.625.800
ANAN_NEG_animal3 773.814 1.592.896 1.834.602
ANAN_NEG_animal4 1.003.778 2.075.024 3.023.009
ANAN_NEG_animal5 512.592 939.629 842.266
ANAN_POS_animal6 1.057.787 2.423.718 2.461.067
ANAN_POS_animal7 1.512.806 3.175.386 3.550.309
ANAN_POS_animal8 1.561.353 3.596.956 3.111.206
ANAN_POS_animal9 1.608.193 2.508.433 2.988.520
ANAN_POS_animal10 761.522 1.674.226 1.987.428
TOTAL

ANGUS_SEQ_ORIG 11.906.709 24.907.579 26.814.883
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Tabela 12: Matriz de contagem produzida pelo HTSeq-count.

Dados de Nelore com sequéncias originais.

Sequéncias sem

sobreposicao em Sequéncias Sequéncias
Biblioteca éxons ambiguas Multimapeadas

NENE_NEG_animal11 1.601.947 3.063.669 2.841.556
NENE_NEG_animal12 1.709.075 3.492.470 3.667.587
NENE_NEG_animal13 1.197.490 2.653.072 2.960.299
NENE_NEG_animal14 1.442.853 3.189.496 3.189.872
NENE_POS_animal15 1.458.453 2.900.268 2.877.701
NENE_POS_animal16 2.168.353 3.531.945 4.077.236
NENE_POS_animal17 548.173 1.101.088 1.325.068
NENE_POS_animal18 1.304.579 2.783.312 3.446.820
TOTAL

NELORE_SEQ_ORIG 11.430.923 22.715.320 24.386.139

Tabela 13: Matriz de contagem produzida pelo HTSeq-count.

Dados de Angus com sequéncias trimadas.

Sequéncias sem

sobreposicdao em Sequéncias Sequéncias
Biblioteca éxons ambiguas Multimapeadas

ANAN_NEG_animal1 2.810.547 6.771.045 16.300.769
ANAN_NEG_animal2 2.178.849 6.685.192 19.922.997
ANAN_NEG_animal3 1.276.543 3.074.747 8.599.148
ANAN_NEG_animal4 1.610.793 3.996.824 16.722.588
ANAN_NEG_animal5 869.666 1.831.992 5.065.951
ANAN_POS_animal6 1.614.457 4.740.333 14.285.520
ANAN_POS_animal7 2.571.771 6.980.337 15.108.107
ANAN_POS_animal8 2.485.393 6.131.986 19.401.666
ANAN_POS_animal9 2.683.454 4.839.222 17.753.381
ANAN_POS_animal10 1.179.035 3.256.464 9.586.233
TOTAL

ANGUS_SEQ_TRIM 19.280.508 48.308.142 142.746.360
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Tabela 14: Matriz de contagem produzida pelo HTSeq-count.
Dados de Nelore com sequéncias trimadas.

Sequéncias sem

sobreposicao em Sequéncias Sequéncias
Biblioteca éxons ambiguas Multimapeadas

NENE_NEG_animal11 2.741.627 5.918.633 16.663.469
NENE_NEG_animal12 2.402.395 6.869.711 16.122.525
NENE_NEG_animal13 1.930.492 5.139.560 15.553.228
NENE_NEG_animal14 2.300.373 6.204.086 17.369.022
NENE_POS_animal15 2.376.737 5.367.923 16.110.833
NENE_POS_animal16 3.622.731 6.682.288 21.953.051
NENE_POS_animal17 884.774 2.064.459 5.846.157
NENE_POS_animal18 2.190.291 5.340.821 18.853.510
TOTAL

NELORE_SEQ_TRIM 18.449.420 43.587.481 128.471.795

A Figura 4 sumariza os resultados descritos nas Tabelas 11 a 14, permitindo uma

comparacgao entre os valores totais de sequéncias de cada grupo.
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Figura 4: Grafico comparativo entre os grupos de sequéncias.

Pela Figura 4 verificou-se, que embora as sequéncias filtradas tenham obtido
maior alinhamento inicialmente (ilustrado em sequéncias unicas), também tiveram a
maior quantidade de sequéncias eliminadas, conforme valores ilustrados em: sem

sobreposi¢ao, ambiguas e multimapeadas.

5.6 Expressao diferencial de genes

Na analise de expressao diferencial entre os extremos de maciez da carne,
realizada através da pacote EdgeR, a partir do conjunto de sequéncias originais foram
identificados 205 genes diferencialmente expressos em Angus e 327 em Nelore. Ja a
partir do conjunto de sequéncias filtradas, foram identificados 292 genes
diferencialmente expressos em Angus e 435 em Nelore.

A intersegao dos genes diferencialmente expressos entre os extremos de maciez
de cada raca, identificados a partir de sequéncias originais e filtradas € exibida através

do diagrama de Venn, conforme Figuras 5 e 6, respectivamente.
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Angus_orig Nelore_orig

Figura 5: Diagrama de Venn mostrando a intersecao dos genes diferencialmente expressos entre
extremos de maciez da carne nas ragas Angus e Nelore, utilizando as sequéncias originais.

Angus filtr Nelore filtr

Figura 6: Diagrama de Venn mostrando a intersecao dos genes diferencialmente expressos
entre extremos de maciez da carne nas ragas Angus e Nelore, utilizando as sequéncias trimadas.

A intersecdo dos resultados da analise de expresséao diferencial entre extremos
de maciez da carne, entre os grupos de sequéncias originais e filtradas, para cada raca,
sao representados nas Figuras 7 e 8.
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Angus filtr Angus orig

Figura 7: Diagrama de Venn apresentando a interse¢ao dos genes diferencialmente
expressos entre extremos de maciez da carne da raga Angus, entre sequéncias originais e
filtradas.

Nelore orig Nelore filtr

Figura 8: Diagrama de Venn apresentando a intersecao dos genes diferencialmente
expressos entre extremos de maciez da carne da raca Nelore, entre sequéncias originais e
filtradas.

Do total de genes identificados para cada analise de expressao diferencial, no

grupo sequéncias originais, 64,9% (133) genes em Angus receberam anotacao e, em
Nelore, 56% (183 genes). Com sequéncias trimadas, 58% (170) dos genes em Angus
receberam anotacao e 46,9% (204 genes) em Nelore. A tabela 15 apresenta os valores

totais de GDEs com base no critério de anotacao e também exibe os a quantidade de

36



genes que foram identificadas para cada grupo .

Tabela 15: Anotacao de genes diferencialmente expressos. Classificagao de genes expressos em
grupo macio ou duro com base no Fold change.

Sem anotagao Com anotacao
Grupo GDE Duro Macio Total % Duro Macio Total 9,
Angus_orig 205 29 43 72 35,1 50 83 133 64,9
Angus_trim 292 51 71 122 418 63 107 170 58,2
Nelore orig 327 87 57 144 440 118 65 183 56,0
Nelore_trim 435 137 95 231 53,1 130 74 204 46,9

5.7 Identificagao de vias enriquecidas

Dos 133 genes diferencialmente expressos entre os extremos de maciez da
carne, identificados e anotados, em Angus, utilizando sequéncias originais, 56,4% (75
genes) foram identificados no banco de dados do Ingenuity Pathway Analysis (IPA) e
71% (130 genes) dos 183 genes em Nelore. Nos dados com sequéncias trimadas,
60,6% (103 genes) e 71,6% (146 genes) dos genes em Angus e Nelore,
respectivamente, tiveram identificacdo no IPA. A Tabela 16 sumariza os resultados de
identificacdo dos genes diferencialmente expressos por grupo enviados a plataforma do
IPA.

Tabela 16: Identificagcao da lista de genes enviadas ao IPA. Foram enviadas listas distintas para

cada grupo.
Com anotagao IPA
Grupo Duro Macio Total Upregulated Downregulated Total %
Angus_orig 50 83 133 23 52 75 56,4
Angus_trim 63 107 170 41 62 103 60,6
Nelore_orig 118 65 183 87 43 130 71,0
Nelore_trim 130 74 204 95 51 146 716

Dos 75 genes encontrados em Angus, 23 genes tiveram aumento na expressao
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(up-regulated) para Angus sequéncias originais. A Tabela 17 contém as vias
enriquecidas, ordenadas pela pontuacdo de acordo com o enriquecimento funcional,
onde os GDEs regulados positivamente para Angus (sequéncias originais) aparecem

em negrito.

Tabela 17: Analise de enriquecimento funcional, a partir dos genes regulados positivamente em
Angus (sequéncias originais). Os genes diferencialmente expressos (GDEs) sdao mostrados em
negrito.

Fungdes associadas

ID Moléculas da via Pontuagcdao GDEs -
as vias

BCAP29, CACNG7, CCDC186, CFDP1, CMTMS6,
CNOT11, DPP6, FAIM2, FAM63B, FAS, GRIAT1,
KBTBD4, KCNH7, KCNK1, NAALAD2, NOVA1,
1 Pde4d, PGLYRP1, PHF 12, PMP2, PRND, PURG, 22 9
RAB23, RNY3, RORA, SLC17A6, SNAP47, SPATAS,

Metabolismo de lipideo,
Transporte molecular,
Bioquimica de pequenas

TENM2, TNF, TROVE2, TSPAN5, UBC, ZC3H7A, moléculas
ZDHHCA1
Akt, API5, BPIFA1, CAMP, CCL7, chondroitin sulfate Sinalizacgao célula a
B, chondroitin sulfate E, CXCL1, CXCR2, ELAVLA1, célula e interagao,
ERG, ERK1/2, ethylene glycol, FAM124B, FPR2, Sistema de

2 GSR, HAMP, KIAA2013, LBP, LTB4R, MUC2, 22 9  desenvolvimento
MYBPH, NEO1, NFkB (complex), niacinamide, NOS2, hematolégico e
NRG3, P38 MAPK, PRTN3, SAA1, SDAD1, SPTBNS5, funcional, Tréafico de
TEX14, TGIF1, TRIP6 células imunes

Sinalizacgao célula a
célula e interagéo,

3 MYBPC2, PCDH12 3 1 Desenvolvimento do
sistema nervoso e
funcao, Arritmia cardiaca

Metabolismo de
carboidrato, Cancer,
2 1 Desenvolvimento e
funcéo do sistema
cardiovascular

D-glucose, fructose-6-phosphate, glyceraldehyde-3-
phosphate, TKTL1, transketolase

A Figura 9 é a representacao grafica da via de metabolismo de lipideos. Os nove
objetos em vermelho representam as moléculas que foram identificadas como sendo
GDEs, a partir da lista analisada pelo IPA. Os objetos possuem representacao conforme
legenda e a variagao da intensidade da cor varia com o nivel de expressao com base

no Fold change enviado juntamente com os |ds dos genes.
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Figura 9: Via do metabolismo de lipideos. Via enriquecida nos GDEs regulados positivamente em
Angus, utilizando-se as sequéncias originais. A maior intensidade da cor representa
um maior nivel de expressao no grupo com carne mais resistente.

Ainda nos animais Angus, utilizando sequéncias originais, os genes que tiveram

expressao diminuida foram identificados nas vias enriquecidas mostradas na Tabela 18.
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Tabela 18: Analise de enriquecimento funcional a partir dos genes regulados negativamente para
Angus (sequéncias originais). Os genes diferencialmente expressos (GDEs) sao mostrados em

ORMDL3, OSTN, PI3K (complex), PTGIR, Rcan1,
TIFA, TMEM14C, TNFRSF18, TPO, TYRO3, Vedf,
VRK2

negrito.
ID Moléculas da via Pontuacao GDEs Fungoe‘s as_socladas
as vias

Akt, BCR(complex), C2, C3, CFB, COL11A2,
COL22A1, collagen, Collagen(s), CXCL9, DDIT4, Resposta imune
DUOX2, DUOXA2, ERK, ERK1/2, Growth hormone, humoral, Resposta
IgG, 1gG1, Igg3, IGHG1, IGHM, IGJ, Igm,IL1, 38 17 inflamatéria, Transtorno
Immunoglobulin, Interferon alpha, Notch, NTS, P38 do sistema endocrino
MAPK, p70 S6k, PCBP2, PDGF BB, POSTN, SMPD3,
TTR
AASDHPPT, AKIRIN2, APEH, APIP, APLP1, CAPZB, Conjunto e organizagao
CCDC170, CENPT, CENPW, CILP2, CPS1, CUTC, celular Replicacso do
DHX29, EIF2AK1, FBX06, FOS, HNF4A, HUNK, DNA ﬁecopmbirfa 50 €
LRRC40, MRPL37, NSF, OGFOD1, OTUD1, 25 12 re ar’o Dearada go de
PRUNE2, RAB6C/MWTH3DI, RAVER1, SDK1, paro, Legradag
SEC11A, SLC25A13, STT3B, TBCA, TNMD, TPP2, proteina
UBC, Wfdc21
ABCA13, AIF1L, beta-estradiol, BST1, CDC42EP4,
CMA1, COMP, CRTAM, DUSP3, EPO, ERBB2, Ciclo celular, Expresséo
G6pd2, H2-K2/H2-Q9, H2-M10.1 (includes others), do gene Bic; uimica de
HGFAC, Hla-abc, HLA-B, IFNG, IL22RA2, KIR, 22 11 gene, ql, |
KLHL24, LAGE3, PDLIM4, PITX1, Pri8a2, PTEN, pequenas moleculas
RFXAP, RNA28S5, ROBO3, SEC11A, SIM1,
SPOCK2, TACR2, TGFB1, Vnn3
AQP7, ARHGEF4, BPIFA1, CAMK2N2, chemokine,
CLDNZ2, epinephrine, FBLN7, FBP1, GIPR, GTF3A, Desenvolvimento de
heparin, IL3RA, Insulin, Irx5, Jnk, L-threonine, LNX1, tecido, Metabolismo de
mir-1, MYLK, MYO3A, NFkB (complex), NRCAM, 15 8 carboidratos, Transporte

molecular
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A Figura 10 representa a via mais enriquecida na lista de GDEs regulados
negativamente em Angus, onde os objetos em verde representam os GDEs e variam a
intensidade da cor conforme a variagao do nivel de expressao. Quanto mais intensa a

cor verde, maior o nivel de expressao com base no Fold change.
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Figura 10: Via de resposta imune, inflamatoria. Via enriquecida nos GDEs regulados
negativamente em Angus utilizando-se sequéncias originais. A maior intensidade da cor
representa um maior nivel de expressiao no grupo com carne mais macia.

Em relacdo ao conjunto de dados de Nelore, utilizando-se as sequéncias
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originais, foram identificados 130 dos 183 GDEs no banco de dados do IPA. Desses, 87
foram regulados positivamente e 43 negativamente. A Tabela 19 representa as
principais vias enriquecidas, nas quais os genes superexpressos foram identificados
pelo IPA.

Tabela 19: Analise de enriquecimento funcional dos genes regulados positivamente para Nelore
(sequéncias originais). Os genes diferencialmente expressos (GDEs) sao mostrados em negrito.

Fungoes Associadas

ID Moléculas da via Pontuacao GDEs As Vias
AKR1C3, DDX58, DHX58, EIF2AK2, ERK1/2, Fcer1, Resposta
GBP5, HEXB, IDO1, IFI6, IFl44, IFIH1, IFIT2, IFIT3, antimicrobiana
IFIT5, Ifn, IFN alpha/beta, IFN Beta, IFN type 1, Ifnar, 57 25 Resposta inflar,natéria
Interferon-a Induced, IRF, IRF7, ISG15, 1SG20, Doengas infecciosas ’
ISGF3, MX1, MX2, OAS2, PARP12, RTP4, SARAF,
ULBP3, XAF1, ZBP1
Akt, APOL3, calpain, CD3, CDH22, chemokine, D'S(’j“,”b.m do sistema
EGR3, estrogen receptor, FAM3B, FGFR2, GBP1, eD” °°””‘|’a .
GBP2, Histone h3, Ifi27, IFI44L, Ifn gamma, IgG, IL12 fuis‘;’;"go"'sr{‘s‘fgnfae
(complex), IL12 (family), IL6R, Immunoglobulin, 35 17 di gstivo
INPP4B, Insulin, Interferon alpha, KRT19, LDL, NFKkB Dgsenvoivimento
(complex), P38 MAPK, PLP1, Pro-inflammatory embrionario
Cytokine, PTTG1IP, RFX6, RYR2, STOM, Tgf beta
AKAP11, AR, ATP1A4, CAMSAP1, CEP135, CNN3,
EPCAM, EXPH5, FOXP4, IFT22, INPP4B, IQGAP2,
KLHL24, MAN1A2, METAP1, MTMR10, MVB12B, Cancer, Ciclo celular,
MYH8, NCLN, NOMO1 (includes others), ODF2L, 32 16 Doenca cardiovascular
PDDC1, PHF23, PRSS23, RHBG, RNF213, SIL1,
SLFN11, SMAD9, TMEM57, TMEM222, UBC,
VPS37A, ZNF83, ZNF557
26s Proteasome, AKAP10, APLP1, BAGALNT2, .
CALN1, caspase, Cg, CGB (includes others), CHST9, g’:ﬁ}ﬁgggiﬂg Cg);ncer
CREB1, DPEP1, EPSTI1, ERBB2, FSH, HLA-DQA1, Desenvolvim’ento o ’
HLA-DQA2, HLA-DQB3, HNF4A, IFI6, IKK (complex), 30 15 funcao do Sistema
Mhc2 Alpha, NOSIP, PARP, PARP14, Pka, PKIA, RNA cargiovascular
polymerase |, RNA28S5, RUNX1, SLC22A4, TCR,
TNNI3, VWF, XAF1, ZNFX1
ANKS4B, APP, ATCAY, C1QTNF9B, CACNA2D3,
COMP, EDN1, GPR1, HARS, HIST2H2BE, HTRS, Morte e sobrevivéncia
HTT, hydrogen peroxide, LGR4, LSAMP, MEOX1, celular. Doencas
NEGR1, NTM, OGDH, OLFM1, OPCML, P2RY4, 18 11 neurolé icasg
PAX3, PCDHGC3, PCTP, PKHD1, PKIA, PRSS1, 9
RBM25, REEP6, RLBP1, TBX22, TCN2, TSPY1
(includes others), YWHAZ

Doencas auditivas,

FKBP4, LOXHD1 2 1 Disturbio hereditario,

Doencgas neuroldgicas
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A Figura 11 mostra a representacao grafica da primeira via enriquecida de

Nelore, utilizando-se as sequéncias originais. Os vinte e cinco objetos em vermelho

representam os GDEs.
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Figura 11: Via de resposta antimicrobiana, inflamatéria. Via enriquecida nos GDEs regulados
positivamente em Nelore, utilizando-se as sequéncias originais. A maior intensidade da cor
representa um maior nivel de expressao no grupo com carne mais resistente.

A Tabela 20 apresenta as vias reguladas negativamente com maior pontuacao,

nas quais os GDEs estdo em negrito.

43



Tabela 20: Analise de enriquecimento funcional dos genes regulados negativamente em Nelore,
utilizando as sequéncias originais. Os genes diferencialmente expressos (GDEs) sao mostrados

em negrito.
ID Moléculas da via Pontuacdao GDEs Fungoe‘s as_,somadas
as vias
26s Proteasome, ABCC2, Akt, CCL5, CD1A,
chemokine, Creb, CYP11B2, EDA2R, ERK, ERK1/2, Doencas e condi¢des
HDL, HP, IgG, IgG1, IGHG1, IGHM, IL1, dermatoloégicas, Doenca
1 Immunoglobulin, Insulin, Irx5, KLK4, LDL, MICAL2, 40 17 imunologica, Doenga
mir-1, NFkB (complex), P38 MAPK, PDE10A, PITX1, inflamatoria
Pro-inflammatory Cytokine, PRSS2, S100A9, TF,
trypsin, Vegf
ACRBP, AFG3L2, ARAP3, ARFGAP2, ASAP1, Desenvolvimento do
CAMTA1, CCNB2, COL19A1, EMR1, ENOPH1, sistema esquelético e
FAM184A, FOS, HIST1H2BN, IPO13, KCNC4, LHB, muscular
2 MYC, MYNN, NFkB (complex), NMRAL1, NPTX1, 35 15 Desenvol7vimento celular
OCM, PHYH, Pkc(s), progesterone, RAB10, RFX2, Ciclo celular ’
RNF41, RNF167, RPS27, SLC22A18, TPMT, UBC,
UCHLA1, YY1
ACSM3, beta-estradiol, BMP4, BMP5, BMP7,
BMPR1B, CAR ligand-CAR-Retinoic acid-RXRaq,
CCR1, CHRDL2, DYSF, EGR3, EHMT2, FSHB, Crescimento e
3 GDF5, hemoglobin, HS3ST2, HS6ST1, HS6ST3, 9 5 proliferagao celular,
ITGA2B, ITGB3, MED13, MYOM1, Ncoa-Nr1i2-Rxra, Desenvolvimento de
Ncoa-Nr1i3-Rxra, NPPB, NR112, PCNA, PXR ligand- tecido, Cancer
PXR-Retinoic acid-RXRa, SLC3A2, SMAD2,
sulfotransferase, TTN, TWIST1, VAV3
Doenca neurolégica,
4 SPRN, STRN4 3 1 Morfologia celular,
Organizagao celular
Ciclo celular,
Crescimento e
5 RCHY1, TMEM184A 3 1 proliferagéo celular,
Modificagao po6s
transcricional
Desenvolvimento e
funcao do sistema
6 NXPH2, T3-TR-RXR 3 1 nervoso, Cancer, Lesao

do organismo e
anormalidades

A Figura 12 apresenta as dezessete moléculas identificadas como GDEs na
primeira via enriquecida, cuja funcao esta associada a problemas dermatolégicos e

inflamatorios.
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Figura 12: Via relacionada a problemas dermatolégicos, imunolégicos e inflamatérios. Via
enriquecida nos GDEs regulados negativamente em Nelore, utilizando-se as sequéncias originais.
A maior intensidade da cor representa o maior nivel de expressao no grupo com carne mais
macia.

A segunda via que mostrou-se enriquecida e representada na Figura 13, esta

envolvida com desenvolvimento muscular esquelético, principal tecido conjuntivo do
musculo.
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Figura 13: Via de desenvolvimento muscular e esquelético. Via enriquecida nos GDEs regulados
negativamente em Nelore. utilizando-se as sequéncias originais. A maior intensidade da cor
representa um maior nivel de expressdao no grupo com carne mais macia.

7

A terceira via que esta enriquecida é representada pela Figura 14, e esta

envolvida com proliferagéo e crescimento celular e desenvolvimento de tecido.

46



Nelore orig DOWN - Network 3

() Complexo

" Citocina/Crescimento celular

' Quimico/Téxico

i) Enzima

" Receptor acoplado proteina-G

(©) Gruporcomplexo

"/ Fator de crescimento

' Quinase

* Receptor nuclear ligante-dependente

Regulador de transcricdo

HS3S

Receptor transmembrana

Transportador
1 outros

— Interagao direta

== Interagdo indireta

/ Ncoa-| NM ‘@)&”Iﬂgand PXR-—REUHOIC acid-RXRa

Ncoa- NH \3 Rxra

©2000-2015 QIAGEN. All rights reserved.

Figura 14: Via de crescimento celular e desenvolvimento de tecido. Via enriquecida nos GDEs
regulados negativamente em Nelore, utilizando-se as sequéncias originais. A maior intensidade da
cor representa um maior expressao no grupo com carne mais macia.

Nos dados com sequéncias trimadas, dos 170 genes diferencialmente expressos
identificados e anotados em Angus, 103 foram identificados no banco de dados do
Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Desses, 41 genes foram regulados positivamente

(Tabela 21) e 62 GDEs foram regulados negativamente (Tabela 22).
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Tabela 21: Analise de enriquecimento funcional dos genes regulados positivamente em Angus,
utilizando as sequéncias trimadas. Os genes diferencialmente expressos (GDEs) sao mostrados

em negrito.
ID Moléculas da via Pontuacao GDEs Fungoe‘s as_,soc|adas
as vias
Akt, APLNR, BMP8A, CAMP, Cg, CGB (includes Morte e sobrevivéncia
others), chondroitin sulfate E, Cyb5r3, CYP11A1, celular. Transporte
ERK1/2, ESM1, ethylene glycol, FAIM2, HBA1/HBA2, molecdlar P
1 HBD, HBQ1, Hsp70, Insulin, MYBPH, MYCL, NFkB 30 13 Desenvol\,/imento de
(complex), NOS2, NRG3, P38 MAPK, PGLYRP1, tecido
PHEX, Pka, SAA1, SGK1, SLC15A2, SLC38A3,
SPINK?7, TGIF1, Tnf (family), Vegf
APP, ARGLU1, BCAP29, Ca2+, CACNG7, CCDC186,
CELF4, CFDP1, CHERP, DLG4, FAM63B, GALNTS, Organizagao celular
GSTO1, HS6ST3, KCNH7, L-triiodothyronine, Aumento dos niveis ’de
2 NAALAD2, NOVA1, PMP2, PPIL4, PURG, PVALB, 26 12 LDH. Metabolismo de
RNY3, RORA, SNAP47, SPATA5, SULT1B1, TENM2, drogés
TNF, TROVE2, TSPAN5, UBC, WNT9B, ZC3H7A,
ZDHHCA1
ASTN1, CBR3, CCAR1, CDKAL1, CELF2, CELSR2,
CTSL, CYB5B, D-glucose, FADS1, FAM124B, FCRLS6, Transtorno de
HLA-DRB5, KBTBD4, KCNQ3, KIAA2013, KIF23, desenvolvimento, dano
3 LOC102724428/SIK1, MCF2L2, NUPR1, PARG, 22 10 glomerular,
POM121/POM121C, PRND, RAB11FIP5, SIRTS5, Anormalidades e lesao
SRGAP2, STK16, STK17A, TEX14, TGFB1, TGM5, do organismo
TKTL1, TRERF1, TRIP6, UBC
Sinalizacéo celula a
4 MYBPC2, PCDH12 3 1 ceIuI_a, Desenvolvimento
do sistema nervoso,
Arritmia cardiaca
Ciclo celular,
5 NR1D1, OTOP3 3 y Crescimento e

proliferagao celular,
Movimentagéo celular
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Tabela 22: Analise de enriquecimento funcional dos genes regulados negativamente em Angus,
utilizando as sequéncias trimadas. Os genes diferencialmente expressos (GDEs) sao mostrados

em negrito.
Moléculas da via Pontuacao GDEs Fungoe‘s as_somadas
as vias

BCR (complex), C2, C3, CFB, chemokine, COL11A2,
COL22A1, collagen, CXCL9, DUOX2, DUOXA2,
ERK1/2, Growth hormone, Iga, IgG, 1gG1, Igg3, Igh Resposta imune humoral,
(family), IGHE, IGHG1, IGHM, IGJ, Igm, IL1, 34 16 resposta inflamatéria,
Immunoglobulin, Interferon alpha, Notch, P38 MAPK, Resposta antimicrobiana
p70 S6k, PCBP2, POSTN, Pro-inflammatory Cytokine,
SLC11A1, SMPD3, Tnf (family)
APLP1, ARHGEF19, ASNSD1, CCDC138, CILP2,
CPS1, DNASE2B, ESR1, FBXO6, FOS, HLA-B, Bioquimica de pequena
LYPLAL1, NSF, NSUN5, NUDT19, OCIAD1, molécula, Proliferagdio e
OGFOD1, OTUD1, PABPC1L, RGP1, RPLY, 27 13 crescime;’lto celular
RUNDC1, SDK1, SLC25A13, SNAP47, SOSTDC1, . ' .
TBCE, TIGD5, TNMD, UBC, UBD, Wfdc21, ZNF14, Desenvolvimento de tecido
ZNF543, ZNF709
ABCA13, ALAS2, APP, beta-estradiol, CCDC170,
CDC42EP4, CENPM, CENPT, COL9A1, COMP, Transtorno de tecido
CPNE6, CRTAM, CTNND2, CYBRD1, DUSP3, EPO, conectivo, Transtorno de
GPX3, IL17A, INPP5K, KLHL24, MATN1, MATN3, 26 13 tecido, Transtorno de
MATN4, MYO3A, PIK3R5, proprotein convertase, desenvolvimento,
PTEN, SNCB, SP1, SPOCK2, SYCP2L, TGFBR1, Transtorno hereditario
TTR, Vnn3, WWP1
Akt, BPIFA1, CAMK2N2, Collagen(s), DDIT4, DRC7, Desenvolvimento do tecido
EPHB3, ERK, FBP1, FOXO1, GIPR, IL3RA, Insulin, conectivo e Funcao,
Jnk, LNX1, MYLK, NFkB (complex), NTS, ORMDL3, 14 8 Desenvolvimento
PBK, PDGF BB, PI3K (complex), PITX1, Rcan1, embrionario,
RFX6, RNF41, RPIA, SCLT1, TIFA, TMEM14C, Desenvolvimento de
TNFRSF18, Tsc1-Tsc2, TYRO3, Vegf, VRK2 orgaos
ANGPTL4, APOA5, AQP7, C4BPA, CELF2, CMA1,
CMKLR1, Collagen type ix, EIF5A, FBLN7, FN1, Metabolismo de
GUCY2C, Ins1, Irx5, KCNJ15, KCNQ1, KRT5, LCAT, 13 7 carboidrato, Metabolismo

LCP1, LIFR, MC3R, Mcpt4, mir-1, NDST2, NDUFAT1,
OSTN, PEA15, PTPN22, RAVER1, SERPINA5, SIM1,
SLC25A1, SYT9, TAGLN2, TPSAB1/TPSB2

de drogas, Transporte
celular

Nos dados com sequéncias trimadas de Nelore, dos 204 genes diferencialmente
expressos identificados e anotados, 146 foram identificados no banco de dados do
Ingenuity Pathway Analysis (IPA). Desses, 95 genes foram regulados positivamente

(Tabela 23) e 51 GDEs foram regulados negativamente (Tabela 24).
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Tabela 23: Analise de enriquecimento funcional dos genes regulados positivamente em Nelore,
utilizando as sequéncias trimadas. Os genes diferencialmente expressos (GDEs) sao mostrados

em negrito.
ID Moléculas da via Pontuacao GDEs Fungoe‘s as_somadas
as vias
AKR1C3, ASAH1, Cg, Cyclin E, DDX58, DHX58,
EPCAM, ERK1/2, FGFR2, GBP5, IDO1, IFl44, IFIH1, Resposta antimicrobiana

1 IFIT2, IFIT3, Ifn, IFN alpha/beta, IFN Beta, IFN type 1, 53 24 Resposta inflamatoria ’
Ifnar, IL6R, Interferon-a Induced, IRF, IRF7, ISG15, Doegga dermatolégicé
1ISG20, ISGF3, MX1, MX2, OAS2, PGR, PLP1, RTP4,

TMPRSS2, ZBP1

Akt, AMPK, APOL3, ART1, calpain, caspase, CD3,

chemokine, EIF2AK2, Fcer1, GBP2, HEXB, IFI6, Sinalizagao celular, Fungao
Ifi27, IF144L, Ifn gamma, IgG, IL12 (complex), e manutencéo celullar

2 Immunoglobulin, INPP4B, Interferon alpha, PARP, 40 19 Bioquimicagde pequeﬁas
PARP12, PARP14, PI3K (complex), PRKAB1, moléculas
PTTG1IP, RYR2, STOM, STYK1, TCR, Tgf beta,

TNNI3, XAF1, ZNFX1
ABCD4, B4GALNT2, C160rf70, CASK, CEP72, Desenvolvimento celular
CNN3, CNOTS3, EIF5B, FBXO11, FOXP4, HHAT, Transtorno de ’

3 KLHL24, LGR4, MC2R, MRPS5, MVB12A, MVB12B, 57 14 desenvolvimento
NOSIP, NUP210, PKHD1, PRSS1, PTBP3, RAVER1, Desenvolvimentd
RBM25, RNF213, SARAF, SLFN11, SSNA1, TBR1, brionari
UBC, USP54, VPS37A, VPS37B, VWF, ZNF143 embrionario
AK4, APBB3, APP, AR, ATCAY, C1QTNF9B, CALN1,

CAMK1D, CAPNS2, CGB (includes others), CREB1, Produlgao de energia,
DDX42, DDX54, EPSTI1, ERBB2, GBP6, GSTM3, Movimento celular,

4 hydrogen peroxide, IFI6, IL411, LAMB3, LYRM?7, 23 13 Desenvolvimento do
MFRP, NNMT, norepinephrine, OGDH, P2RX3, PKIA, sistema esquelético e
PNMT, RHBG, RNASE11, SYCP2L, TIMMDCA1, muscular
TPD52L1, XAF1
ANKS4B, APLP1, APP, ATP1A4, beta-estradiol,

CACNA2D3, CHST9, CNTN3, COMP, FAM160A2, Morfologia celular, Fungéo
H2-a, HIST2H2BE, HLA-DQ, HLA-DQA1, HLA- e manutencao celhlar
5 DQA2, HLA-DQB3, HNF4A, HTT, KIAA0930, KLC4, 22 13 ¢ :

LRRC8C, LSAMP, NDUFA7, NEGR1, NTM, OGDH,
PDXK, PPP1R3D, REEP6, RTP4, SERPINBS,
SPON1, TNF, TSPY1 (includes others), YWHAZ

Conjunto e organizagao
celular
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Tabela 24: Analise de enriquecimento funcional dos genes regulados negativamente em Nelore,
utilizando as sequéncias trimadas. Os genes diferencialmente expressos (GDEs) sao mostrados

em negrito.
ID Moléculas da via Pontuacao GDEs Fungoe‘s as_somadas
as vias
ABCC2, BAI3, CD1A, CELSR3, Creb, CYP11B2, zﬂeﬁazrefr‘;zr:gg&ee”c'a
EDA2R, EMR1, ERK, Gpcr, HDL, hemoglobin, HP, molecdlar Bioquimica de
1 IgG, IgG1, Igh-8, IGHG1, IGHM, Igiv1, IL1, KLRB1, 44 18 pequenas,moléculasCeII
NFE2, NFkB (complex), P38 MAPK, PDE10A, Death and Survival
PIK3R5, PITX1, Pro-inflammatory Cytokine, PRSS2, ’
RGR, S100A9, TF, trypsin, TTR Molecular Transport, Small
Molecule Biochemistry
AFG3L2, ARFGAP2, CA5A, CAMTA1, CCDC14,
CDH15, CLIP4, COL17A1, DST, ENOPH1, FAM184A, Transtorno do tecido
FRMD5, KIAA1467, KIAA1549, MLH1, NEO1, conectivo. Transtorno
2 NMRAL1, PHYH, POLDIP2, PPFIA2, RASSF3, 31 14 dermatolégico Transtormo
RCHY1, RNF167, SELENBP1, SH3BP5, SLC22A18, de desenvolvir’nento
TMEM171, TMEM184A, TPRG1L, TRIM23, TUBA1C,
UBC, UBXN6, UCHL1, USP33
ACRBP, ACSM3, AEBP1, ASAP1, beta-estradiol, ggfeem“‘;‘;';’:]”;fgm do
BMP5, CAR ligand-CAR-Retinoic acid-RXRa, CGA, urologicoRenal and
CHRDL2, COL19A1, DDR1, E4F1, FOS, FSHB, Urolog ical Svstem
5  GDF5 GRAP, GRB2, HS3ST2, HS6ST1, HS6ST3, . » Devel% men‘; o Function
LHB, Ncoa-Nr1i2-Rxra, Ncoa-Nr1i3-Rxra, NPTX1, Re rodFl)Jctive Svstem ’
OCM, progesterone, RBP4, SELENBP1, SPRY1, De\eelo ot ar’: 3 Function
SPRY2, SPRY3, SPRY4, sulfotransferase, TESK1, c pr . ’
YY1 onnective Tissue .
Development and Function
Doenca neuroldgica,
4 SPRN. STRN4 3 1 Morfologia celular,
’ Conjunto e organizagao
celular
Desenvolvimento do
5 NXPH2, T3-TR-RXR 3 1 sistema nervoso, Cancer,

Anormalidades e lesdo do
organismo

Na tabela 25 temos a sumarizagcdo dos grupos, no qual as vias com maior

pontuacdo e representatividade de genes diferencialmente expressos encontrados

foram listados. Esses dados irdo contribuir para a discusséo das vias encontradas.
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Tabela 25: Lista de vias enriquecidas exibidas pelo IPA que foram selecionadas pelo critério de
pontuacao para cada grupo de acordo com a regulacao dos genes.

Grupo Regulagéo Funcéo encontrada relacionada a maciez
Angus_orig upP Metabolismo de lipideos
DOWN Resposta inflamatoéria (ativagdo do sistema complemento),
resposta imune
Angus_trim upP Morte e sobrevivéncia celular
DOWN Resposta inflamatoéria (ativagdo do sistema complemento),
resposta imune
Nelore_orig UP Resposta inflamatéria (resposta antiviral)
DOWN Desenvolvimento muscular
Nelore trim upP Resposta inflamatéria (resposta antiviral)
DOWN Desenvolvimento de tecido
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6 DISCUSSAO

Os animais foram abatidos de acordo com o critério de cobertura de gordura,
peso e idade, conforme metodologia empregada. Verificou-se que existe diferenca nos
valores apresentados entre as racgas, principalmente entre os valores para os animais
considerados macios. Os animais da raca Angus produziram contrafilés com forca de
cisalhamento (WBS) variando de 3,38 a 9,43 kgf, enquanto os animais da raca Nelore
produziram contrafilés com for¢ca de cisalhamento variando entre 4,5 e 9,99 kgf. Os
valores para Angus tiveram maior variacao e no geral foram esses valores foram mais
altos que encontrados na literatura (ARBOITTE et al., 2011). Mesmo uma variagao
menor, no geral, o Nelore apresentou valores para for¢ca de cisalhamento maiores que o
Angus. Os valores condizem com os resultados de trabalhos publicados
(ABULARACH; ROCHA; FELICIO, 1998; KOOHMARAIE, 1996) onde foi indicado que o
Nelore possui valores de WBS altos logo ap6s o abate e que isso € caracteristica dos
animais Bos taurus indicus. Adicionalmente a essa informacdo, Koohmaraie (1996)
descreve que € entre as primeiras 24 horas que o animal possui a carne mais rigida,
influenciando na forca de cisalhamento apés o abate. Contudo, observou-se que
mesmo os animais Nelore classificados como macios no experimento, na verdade ja
estdo em uma classificacdo de mais resistente ja que segundo a literatura (JOHNSON
et al., 1990; KEITH et al., 1985; MILLER et al., 2001), os valores de WBS considerados
macio possuem WBS entre 3,0 kgf a 5,5 kgf aproximadamente.

Neste trabalho, a tecnologia de RNA-Seq foi utilizada com o intuito de elucidar os
mecanismos moleculares relacionados a maciez da carne a partir de amostras de
contrafilé de duas racgas bovinas (Angus e Nelore). Essa técnica tem sido amplamente
utilizada em analises de transcriptémica propiciando resultados significativos e trazendo
um alto rendimento por sequenciamento (LEE et al., 2013, 2013; LI; RINALDI;
CAPUCO, 2011; MCCABE et al., 2012; MORTAZAVI et al., 2008; RAMAYO-CALDAS et
al., 2012; SONESON; DELORENZI, 2013; ZHANG et al., 2014).

Existem diversas ferramentas de bioinformatica disponiveis para cada etapa da
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analise de expressao diferencial de genes e cada etapa tem potencial para modificar o
resultado final. Desde a primeira etapa da anadlise, a avaliacdo de qualidade das
sequéncias até decisdes a respeito de como devem ser processadas sequéncias com
baixa qualidade sao muito relevantes. Os arquivos de sequéncias obtidos possuem
pontuacbes que sao atribuidas a cada base nucleica de acordo com a qualidade do
sequenciamento indicando a possibilidade da base ter sido sequenciada erroneamente.
Dessa forma, muitos autores optam por retirar as bases de qualidade duvidosa
chegando a eliminar em torno de 7% dos dados originais (BALDWIN et al., 2012; LEE
et al., 2013, 2014; LI; RINALDI; CAPUCO, 2011). Com o avan¢o das tecnologias de
sequenciamento e a reducao do custo por base sequenciada, tem-se observado um
aumento na quantidade de sequéncias por biblioteca. Contudo, a propor¢cao de bases
com baixa qualidade continua a mesma, comumente ultrapassando milhdes de
sequéncias. Apesar da decisdo de eliminar ou ndo as bases nucleicas de baixa
qualidade ter potencial para alterar a identificacdo de genes diferencialmente
expressos, poucos trabalhos abordam esse assunto.

Pudemos observar na literatura cientifica que grande parte dos pesquisadores
optam por eliminar bases com qualidade inferior a 30 ou um indice menor em trabalhos
de identificacao de genes diferencialmente expressos (AMARAL et al., 2014; BALDWIN
et al., 2012; DEL FABBRO et al., 2013; LEE et al.,, 2013; NOOKAEW et al., 2012,
RIESGO et al., 2012). Contudo, na literatura cientifica recente, trabalhos como
MacManes (2014) recomendam trimar sequéncias de forma mais estringente apenas
para estudos de gendmica de populagdes para identificacao de SNPs. Tentar aproveitar
pedacos de sequéncia com boa qualidade e, consequentemente, trabalhar com
sequéncias de tamanhos variados pode também comprometer a identificacao de genes
diferencialmente expressos, ja que a qualidade do mapeamento é diretamente
proporcional ao tamanho da sequéncia. Este aspecto foi verificado neste trabalho
através da comparacao entre os resultados da analise de expressao diferencial dos
genes utilizando sequéncias que passaram pelo controle de qualidade e sequéncias
originais.

Foram utilizados 5 amostras de réplicas biolégicas de bovinos das racas Angus e
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4 de bovinos da raca Nelore para cada condicao extrema de maciez selecionadas pela
forca de cisalhamento. Um total de 313 milhdes de sequéncias de 100 pb foram obtidos
através do sequenciamento em 3 lanes com lllumina HiScanSQ. Além da analise de
expressao diferencial entre os extremos fenotipicos de maciez, pudemos realizar todas
as etapas utilizando sequéncias trimadas e originais e avaliar o impacto nos resultados.

Comparando-se as metodologias utilizando sequéncias trimadas e originais,
inicialmente obtivemos menores quantidades de sequéncias mapeadas ao genoma de
referéncia ao utilizar sequéncias originais. Foram em média 74% e 70,5% em Angus e
Nelore, respectivamente, utilizando-se sequéncias originais e, em contrapartida, 88,5%
e 86,5% utilizando-se sequéncias trimadas. Podemos notar que ocorreu uma reducgao
do numero total de sequéncias mapeadas entre médias das bibliotecas de Angus e
Nelore tanto em sequéncias filtradas quanto nas originais. Essa diferenca
possivelmente esta relacionada com o fato de o genoma utilizado como referéncia ser
de um animal da raca Bos taurus taurus e possivelmente pelo fato de a raca Nelore
aqui utilizada ter passado por varias geragdes apresentando assim alguma diferenca
significativa da referéncia utilizada. Na construcdo das matrizes de contagens, foram
retiradas muitas sequéncias multimapeadas, principalmente das sequéncias que foram
trimadas, resultando em um total de 222 milhdes de sequéncias originais de Angus, 192
milhées de sequéncias originais de Nelore, 264 milhdes de sequéncias trimadas de
Angus e 234 milhdes de sequéncias trimadas de Nelore. Este resultado poderia ter
correlagdo com o fato de ao trimar as sequéncias estas estariam mais suscetiveis a
alinhamentos em regiées multigénicas e mais conservadas. Verificou-se que, embora a
quantidade de contagens utilizadas para a avaliacdo de expressao diferencial fossem
proximas, os genes identificados foram significativamente diferentes. Com relagao as
amostras da raca Angus, constatou-se que houve uma intersecdo de 184 genes de um
total de 205 GDEs e 292 GDEs utilizando-se sequéncias originais e trimadas,
respectivamente. Curiosamente verificou-se que 108 genes foram identificados
exclusivamente utilizando-se sequéncias trimadas e apenas 21 ao utilizar-se
sequéncias originais. Em Nelore, dos 327 GDEs e 435 GDEs identificados utilizando-se

sequéncias originais e trimadas, respectivamente, a intersecao foi de 283 genes. Sendo
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152 especificos da analise utilizando-se sequéncias trimadas e 44 utilizando-se
sequéncias originais.

A analise de enriquecimento funcional no IPA pode contribuir com a interpretacao
biolégica dos dados. Os resultados da analise no IPA em Angus utilizando-se
sequéncias originais indicaram GDEs constituindo via relacionada ao metabolismo de
lipideos. Essa via também foi identificada em trabalhos com RNA-Seq em bovinos
(BALDWIN et al., 2012; LEE et al., 2013) e suinos (RAMAYO-CALDAS et al., 2012).

A variacao de maciez da carne esta relacionada, entre varios fatores, com o teor
de lipideos presentes na composicdo da musculatura. Esta composicdo, também
conhecida por marmorizacao, tende a diluir o tecido conjuntivo na fibra muscular que
estd contida e difere claramente entre as ragas bovinas podendo influenciar o
consumidor (CHAMBAZ et al., 2003; TRAN; THU, 2006). Esta marmorizacdo estaria
relacionada com a maior quantidade de gordura entremeada na carne, e assim
contribuindo para o aumento da maciez (ARBOITTE et al., 2011).

Além da marmorizacdo, outro componente da estrutura que também foi
verificado neste trabalho é o colageno. O colageno também influencia na maciez da
carne nao somente por ser um constituinte do tecido muscular, mas por determinar a
forma de organizacdo das fibras, podendo resultar em uma carne menos macia
conforme a extensdo das ligagdes entre as moléculas de colageno (WESTON;
ROGERS; ALTHEN, 2002). No presente trabalho, foram identificados genes (COL11A2
e COL22A1) participando na regulacao de colageno na via enriquecida de Angus e o
gene COL19A1 em Nelore. No trabalho de Duarte et al. (2013) também foi verificado a
importancia do colageno e gordura intramuscular em bovinos da raca Wagyu e Angus.
Ambas as racas sao conhecidas pela qualidade da carne, em especial ao marmoreio.
Contudo, segundo os resultados em animais Wagyu, menores quantidades de fibras
musculares aliado a maiores quantidades de colageno poderiam ter contribuido para o
aumento da marmorizacdo. Weston et al. (2002) sugerem que o conteudo ou a
quantidade de colageno sao menos significativos que a qualidade do colageno na
carne. E Lee et al. (2013) também verificaram expressdao de genes de colageno em

tecidos adiposos subcutaneos. Estes dados condizem com os resultados encontrados
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neste trabalho para com os genes de colageno encontrados em Angus e Nelore para o
grupo macio.

Por outro lado, vias enriquecidas relacionadas a resposta imune e inflamatéria
foram identificadas em todos os grupos. Com relacdo aos resultados envolvendo
resposta inflamatoria, Cesar (2014) discute que podem existir dois passos no processo
de deposicao de gordura: o primeiro € o de sintese de lipideos propriamente dito e o
segundo € processo inflamatério. Entretanto, Zhao et al. (2012) identificaram vias
enriquecidas relacionadas a resposta imune que foram desencadeadas por estresse
agudo. Este estresse induzido estaria influenciando diretamente a maciez da carne no
experimento com Angus em microarranjo.

Embora Zhao et al. (2012) tenham indicado uma relacdo de resposta imune
induzida por fatores externos, Titto ef al. (2010) indicam que o estresse esta relacionado
a fatores comportamentais ao afirmar que ha grande correlagao entre temperamento e
produtividade em bovinos em geral e, que o Nelore particularmente possui um
comportamento mais agressivo.

Dessa forma, uma possivel hipétese no presente trabalho € que a presenca de
vias enriquecidas relacionadas a resposta imune e inflamatéria estejam influenciando o
mecanismo de maciez em bovinos das racas Angus e Nelore, porém com

Estudos sugerem que 30% da variacdo na maciez da carne entre as racas se
explica pelo fator genético e 70% da variacao pelo fator ambiental. WARNER et al.
(2010) relatam que tanto o fator genético, como o fator ambiental, interagem para
contribuir fenotipicamente na variagcdo da maciez da carne e que certamente outros
fatores devem influenciar, como as condi¢cbes de abate.

Devido a grande importancia econémica da criagao de bovinos de corte, muitos
estudos sdo realizados para encontrar marcadores genéticos, associados a /oci de
caracteres quantitativos (QTL), que possibilitem a sele¢cdo precoce de animais a fim de
melhorar tanto em qualidade quanto em quantidade produzida por animal. Dessa forma,
este estudo identificou candidatos a genes que possivelmente podem estar
relacionados com a maciez da carne e espera contribuir com pesquisas futuras para o

desenvolvimento de novos marcadores para essa caracteristica.
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7 CONCLUSAO

Os resultados descritos no presente trabalho confirmam a viabilidade de se
utilizar a técnica de RNA-Seq na comparacao de populacdes selecionadas por
extremos fenotipicos para forga de cisalhamento da carne.

As ferramentas de bioinformatica utilizada se mostraram bastante eficazes na
anadlise de sequéncias originais e trimadas, no qual o resultado com sequéncias
originais em Angus teve maior correlagéao com o que se € observado na literatura.

Quanto ao objetivo principal do trabalho, pudemos encontrar candidatos a genes
diferencialmente expressos nas racas Angus e Nelore, entre as condicdes de variacao

fenotipicas, que podem estar correlacionados no processo de maciez da carne.
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