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RESUMO — A compreensao de processos regulatorios e organiza¢do molecular dos
organismos vivos progrediram consideravelmente na ultima década. As metodologias
também evoluiram com o sequenciamento de DNA e RNA e de ferramentas
gendmicas permitindo a analise de centenas ou milhares de genes, proteinas ou
metabdlitos. O uso simultaneo dessas informacdes auxilia na obtecdo de informacgdes
relevantes sobre as variaveis que envolvem as variagcbes fenotipicas de
caracteristicas de interesse. O objetivo do presente estudo foi integrar dados
fenotipicos, genotipicos e transcriptdmicos em busca de aprimoramento sobre 0s
mecanismos genéticos e metabdlicos que determinam o perfil de &cidos graxos na
carne de bovinos Nelore, a fim de contribuir para o melhoramento da composicao de
acidos graxos da carne. Foram utilizados machos da raga Nelore terminados em
confinamento, abatidos com média de idade 24 meses. Amostras do musculo L.
thoracis, entre a 122 a 132 costela foram coletadas para as analises de perfil de acidos
graxos, extracdo de RNA e de DNA. Os resultados foram apresentados nos capitulos
2 e 3. No capitulo 2, o objetivo foi identificar genes diferencialmente expressos pelo
método RNA-seq e perfil de &cidos graxos no musculo L. thoracis com uso de
componentes principais (principal components: PC). Foram selecionados dois grupos
de 10 animais, os quais possuiam valores de PC1 e PC2 extremos (Alto x Baixo) para
0S grupos somatorios de acidos graxos (AG): &cidos graxos saturados (AGS), acidos
graxos monoinsaturados (AGMI), acidos graxos poli-insaturados (AGPI), dmega 3 (n-
3) e dBmega 6 (n-6) para andlise de genes diferencialmente expressos - GDE (p<0,10).
Para o grupo AGS foram encontrados 33 GDE para PC1 e nenhum GDE para PC2;
para AGMI foram 56 GDE em PC1 e 10 GDE para PC2; AGPI apresentou apenas dois
GDE para PC1 e nenhum para PC2; para 6mega 3 nenhum GDE foi encontrado para
PC1 e nenhum para PC2; para dmega 6 sete GDE para PC1 e trés GDE para PC2. A
andlise de enriquecimento funcional foi realizada por meio do programa DAVID v. 6.8.
Dentre os GDE, foram identificados genes relacionados a metabolismo energético
(UCP3), adipogénese (MBNL1), metabolismo ou catabolismo de gordura (MVD,
PCYT2, LIPE e EPHX2), que desempenham um papel na biologia lipidica celular em
bovinos da raca Nelore. Esses resultados contribuem para o conhecimento dos
mecanismos bioldgicos envolvidos na expresséao perfil de acidos graxos na carne de
animais Nelore. No capitulo 3, o objetivo foi utilizar dados fenotipicos, genotipicos e
transcriptbmicos para investigar redes causais para perfil de acidos graxos na carne
de animais da raca Nelore, para buscar genes diferencialmente expressos (GDE)
relacionados com as caracteristicas em estudos. Quatro regides gendmicas (eQTLS)
mostraram associacdes significativas (p<0,05) com sete fenoétipos, C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1¢c9, C18:2c, CLA, C22:6, e também com a expressdo de 30 genes,
incluindo SREBF1, MDE9, ACSF2, relacionados a metabolismo e catabolismo de
lipideos; e ABCC3, ADCY1, OGDH, metabolismo energético. O estudo apresentou
relacdo causal entre a expressdo do perfil de &cidos graxos e 0s processos
metabdlicos que envolvem a regulacdo de tal expressdo, demonstrararam efeitos
causais entre os GDE encotrados. Os resultados encontrados no presente estudo
contribuiram para o conhecimento dos mecanismos biolégicos envolvidos no perfil de
acidos graxos na carne de animais Nelore. Pode ser aplicado no futuro para utilizar
GDE encontrados como marcadores genéticos em bovinos Nelore para selecionar a
composicao lipidica que contribua para melhor nutricdo e a saude do consumidor.



Palavras — chave: Bos taurus indicus, genétipo, gordura intramuscular, vias

metabdlicas, RNA-seq
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MULTIVARIATE ANALYSIS WITH GENOMIC AND TRANSCRIPTOMIC DATA FOR
MEAT FATTY ACID PROFILE IN NELORE CATTLE FINISHED IN FEEDLOT

ABSTRACT — The understanding of regulatory processes and molecular organization
of organisms has progressed considerably in the last 10 years.The methodologies also
evolved with the sequencing of DNA, RNA and genomic tools allowing the analysis a
lot of genes, proteins or metabolites. The simultaneous use of this information should
help to obtain relevant information about the variables that result the phenotypic
variations of traits of interest. The objective of the present study was to integrate
phenotypic, genotypic and transcriptomic studies in order to clarify the genetic and
metabolic mechanisms that determine the fatty acid profile in Nelore beef, in order to
contribute to the improvement of the fatty acid composition of the meat. Nelore males
were used in feedlot, coming from farms that integrate three breeding programs and
slaughtered with an average of 24 months. Samples of the L. thoracis muscle between
the 12th to 13th rib were collected for analysis of fatty acid profile, RNA and DNA
extraction. The results were presented in chapters 2 and 3. In chapter 2, the objective
was to identify genes differentially expressed by RNA-seq method and fatty acid profile
in the L. thoracis muscle with the use of Principal Components (PC). Two groups of 10
animals were selected, which had PC1 and PC2 extreme values (High x Low) for the
fatty acids (FA) groups: saturated fatty acids (SFA), monounsaturated fatty acids
(MUFA), polyunsaturated fatty acids (PUFA), omega 3 (n-3) and omega 6 (n-6)) for
analysis of differentially expressed genes - GDE (p <0.10).The SFA group, 33 DEG for
PC1 and no DEG for PC2 were found; for MUFA were found 56 DEG for PC1 and 10
DEG for PC2; PUFA presented only two DEG for PC1 and none for PC2; for omega-3
no DEG found for PC1 and none for PC2; already for Omega 6, seven DEG for PC1
and three DEG for PC2 were found. Functional enrichment analysis was perfomed by
DAVID v. 6.8. Among the DEG, genes about the energy metabolism (UCP3),
adipogenesis (MBNL1), fat metabolism or catabolism (MVD, PCYT2, LIPE and
EPHX2) have been identified that play a role in cellular lipid Nelore breed. In chapter
3, the objective was to use phenotypic, genotypic and transcriptomic data to investigate
causal networks for the profile of fatty acids in the meat of Nelore animals. Four
genomic regions showed significant associations (p <0.05) with seven phenotypes
(C16: 0, C16: 1, C18: 0, C18: 1c9, C18: 2, CLA, C22: 6) and also with expression of
30 genes, including SREBF1, MDE9, ACSF2, related to lipid metabolism and
catabolism; and ABCC3, ADCY1, OGDH, energy metabolism. The present study
showed a causal relationship between the fatty acid profile expression and the
metabolic processes that involve the regulation of such expression, demonstrated
causal effects among the found DEG. The results should contributed to the knowledge
of the biological mechanisms involved in the fatty acid profile in beef cattle. In the
future, it may be to use DEG found as genetic markers in Nelore cattle to select the
lipid composition that contributes to better nutrition and consumer health.

Keywords: Bos Taurus indicus, genotype, intramuscular fat, metabolic pathways,
RNA - seq
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

O crescimento socioecondmico da populacdo aumentou o consumo de
alimentos de origem animal, 0 que demanda a pecuaria buscar por novas estratégias
de producao animal, a fim de incrementar sua producéo. No ano 2017, em decorréncia
dos investimentos e melhorias na producgéo de bovinos, o Brasil conquistou a posi¢éo
de segundo maior produtor mundial de carne bovina (USDA, 2017). A demanda por
carnes com caracteristicas organolépticas de alta qualidade e mais saudaveis exigem
o desenvolvimento de estratégias de melhoramento e ferramentas que possibilitem
melhorar a qualidade da carne (Canovas et al., 2014; Carrillo et al., 2016).

A carne bovina é um alimento altamente nutritivo, fonte de proteinas, lipidios,
vitaminas do complexo B e minerais essenciais. O tipo de gordura e a proporcéao de
acidos graxos na carne ganham importancia, pois afetam caracteristicas que
demostram a qualidade do produto e a salude do consumidor. A gordura pode
apresentar composicao indesejavel, com alta porcentagem de acidos graxos saturados
(AGS). O consumo excessivo de gordura trans e de AGS aumenta os niveis séricos de
colesterol e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na corrente sanguinea,
ocasionando o aumento de doencgas coronarias, que sdo consideradas a maior causa
de morte mundial (Katan et al., 1994; Wang et al., 2016). Por outro lado, os acidos
graxos insaturados (AGI), quando consumidos de maneira equilibrada, trazem
beneficios a saide humana, uma vez que podem diminuir os niveis de colesterol e LDL
e aumentar as lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Tapiero et al., 2002).

Metodologias de sequenciamento de DNA e RNA tornaram-se relevantes para
explicar os mecanismos relacionados a caracteristicas quantitativas complexas, tais
como o perfil de acidos graxos da carne, cuja expressdo é resultado dos efeitos
genéticos e ambientais somado a interacdo entre eles (De Smet et al., 2004). Além
disso, informacfes genbmicas e transcriptbmicas somadas a informacéo fenotipica
dos animais aumentam o poder de predicdo e garantem a selecdo de animais

superiores para as caracteristicas alvo de selecéo.
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O uso de componentes principais substituindo as variaveis originais, nao
prejudicou a busca por GDE, dada a grande porcentagem da variacdo fenotipica
explicada por dois primeiros componentes. O estudo realizado com dados
transcriptdbmicos para perfil de acidos graxos na carne, identificou genes envolvidos
com metabolismo de lipideos e acidos graxos, lipolise, adipogénese, fornecimento de
energia a célula e componente de membrana celular. Esses resultados contribuem
para o conhecimento dos mecanismos bioldgicos envolvidos no perfil de acidos graxos
na carne. Demonstram a possibilidade de futuramente utilizar alguns desses GDE
como marcadores genéticos em bovinos Nelore para selecionar a composicao lipidica

que possa contribuir da melhor maneira para nutricdo e saide do consumidor.
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CONCLUSAO

O estudo realizado € um dos pioneiros em redes bayesianas com AG em
animais da raca Nelore em busca de respostas para relacbes causais. Pode ser
aplicado para desvendar redes causais com fendtipos complexos subjacentes em
outras espécies. O procedimento que foi realizado em varias etapas para inferir a rede
causal integrando dados fenotipicos, genotipicos e transcriptbmicos demonstrou que
€ possivel decifrar relacdes entre variaveis de caracteristicas complexas e esclarecer

relacdes causais entre variaveis que influenciam as caracteristicas complexas
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