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RESUMO DO PROJETO E DAS REALIZACOES NO PERIODO

Resumo do projeto

As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) aumentam
consideravelmente as possibilidades de aplicacdo de informacfes moleculares no
desenvolvimento de pesquisas cientificas, possibilitando a caracterizagdo da variabilidade
no genoma de uma espécie e investigacao de suas consequéncias a nivel transcricional e
fenotipico. Cerca de 100 touros da raga Nelore, escolhidos devido a contribuicdo no
rebanho nacional, terdo o genoma completo sequenciado e alinhado com a sequéncia de
referéncia bovina, para o desenvolvimento do projeto Tematico “Aspectos genéticos da
qualidade, eficiéncia e sustentabilidade da producao de carne em animais da raca Nelore™.
Este projeto tematico também iré realizar o sequenciamento de RNA total extraido dos
tecidos muscular e hepatico, em grupos de animais Nelore de maior e menor eficiéncia
alimentar. Sabendo-se que conhecimentos de bioinformatica serdo essenciais para a
anélise e interpretacdo de tais informacdes, 0 presente projeto visa, primeiramente,
assessorar, na area de bioinformética, todos os estudos a serem realizados no referido
projeto tematico. Além disto, no presente projeto, 0 sequenciamento completo do genoma
e transcriptoma de animais zebuinos da raca Nelore sera utilizado para comparag¢6es com
informagdes publicas de mesmo caréter, visando analisar o historico demografico das
subespécies Boas taurus taurus (taurinos) e Bos taurus indicus (zebuinos) e identificar

novos transcritos com potencial codificante, expressos em bovinos.

Resumo das atividades

No periodo a que esse relatorio se refere (junho a setembro de 2023), a bolsista
desenvolveu diversas atividades fundamentais ao andamento do projeto tematico. Quanto
as participacfes em trabalhos em andamento, durante o periodo, a pos-doutoranda tém
atuado na orientacdo de trabalhos da pds-graduacdo e também de iniciagdo cientifica.
Foram trés teses de doutorado, uma ainda em andamento, duas iniciac¢des cientifica e a
orientacdo de dois trabalhos de concussdo de curso, ja concluidos.

Além da participacéo direta da bolsista nesses trabalhos, ela também vem atuando
em trabalhos de todo o grupo, principalmente com relacdo ao desenvolvimento e
orientacdo de analises de bioinformatica, como alinhamento, montagem e analises das
sequencias de DNA e RNA, bem como na utilizagdo de ferramentas de enriquecimento

funcional gendmico e na sua interpretacdo. Houve ainda a participacdo em uma banca



de comissdo julgadora de trabalhos de conclusdo de curso, sendo membro titular de uma
banca de doutorado (qualificacdo). A bolsista também foi responsavel, junto a sua
supervisora, pela coordenacdo do funcionamento e dos trabalhos realizados no
laboratério de biologia molecular, nos quais as atividades relacionadas ao projeto
tematico 2017/10630-2 se desenvolveram.

Em termos de producdo e divulgacdo de trabalhos cientificos, neste periodo, a
bolsista publicou trés artigos em revistas cientificas indexadas, um artigo foi submetido
para a publicagdo, além de outros seis artigos que estdo em fase final de preparacéo. Seis
resumos foram publicados em anais de congressos nacionais, sendo um deles premiado
como 2° melhor resumo do evento.

Além das atividades cientificas diretamente relacionadas ao temaético, a bolsista
também vem contribuindo na &rea de ensino junto a graduacdo. Assim, COmMO nOS anos
anteriores, a bolsista foi uma das docentes responsaveis pela disciplina de “Métodos de
Melhoramento Animal”, obrigatoria para o curso de graduacdo em Zootecnia da
FCAV/UNESP.

Assim, a atuacdo da bolsista foi fundamental para o desenvolvimento do projeto
tematico e para a divulgacdo do conhecimento junto a graduacdo e pds-graduacéo.
Abaixo, estdo listados, detalhadamente, os trabalhos desenvolvidos durante o periodo da

bolsa;

Producéo Cientifica

Artigos publicados em revistas cientificas indexadas

Schmidt, P.I; Cole, J.B.; Fonseca, L.F.S.; Raden, P.V.; Ma, L.; Albuguerque, L.G.
Identification of candidate lethal haplotypes and genomic association with post-natal
mortality and reproductive traits in Nellore cattle. Scientific Report, 2023. |
https://doi.org/10.1038/s41598-023-37586-z (DOC 1).

Santos, T.C.F.; Silva, E.N; Fonseca, L.F.S.; Albuquerque, L.G; Silva, D.B.S. Predi¢do
de modulos cis-regulatdrios em splicing de genes associados a carcaga e caracteristicas
da carne de bovinos Nelore. Animal Gene, 2023
https://doi.org/10.1016/j.angen.2022.200142 (DOC 2).



https://doi.org/10.1016/j.angen.2022.200142

. Torrecilhas, J.A.; Pereira, G. L.; Vito, E.S.; Fiorentini, G.; Ramirez-Zamudio, G.D.;

Fonseca, Torres, R.N.S. Mudancas no metabolismo lipidico do muasculo Longissimus
thoracis em touros ao usar diferentes estratégias de alimentacdo durante as fases de
crescimento e terminacdo. Metabolites, 2023. https://doi.org/10.3390/metabo13101042
(DOC 3).

Artigos submetidos ou em fase final de preparacéo

. Arikawa, L. M.; Schmidt, P. I.; Frezzarim, G. B.; Motta, L. F. M.; Fonseca, L. F. S.;

Magalhées, A. F. B.; Silva, D. A.; Carvalheiro, R.; Chardulo, L. A. L.; Albuquerque, L.
G. Genome-wide scans identify biological and metabolic pathways regulating carcass and
meat quality traits in beef cattle. Artigo submetido para o periddico Meat Sciencie (DOC
4)

Campos, G. S.; Silva, D. A.; Haroldo, H. H. R.; Lourenco, D.; Janior, G. A .F.; Fonseca,
L. F.; Albuquerque, L. G.; Carvalheiro, R. Including selected sequence variants in

genomic predictions for age at first calving in Nellore cattle.(DOC 5)

D.B.; Frezarim, Salatta, B.M.; Fonseca, L.F.S.; dos Santos Silva, G.B.; Albuquerque,
L.G. 9. Andlise protedbmica do musculo Longissimus dorsi revela proteinas e vias
bioldgicas e proteinas associadas a caracteristicas de qualidade de carne e carcaca em
bovinos nelore. (DOC 6)

D.B.; Frezarim, Salatta, B.M.; Fonseca, L.F.S.; dos Santos Silva, G.B.; Albuquerque,
L.G. Integragdo biol6gica multi émicas para predicdo de marcadores moleculares em
bovinos da raca Nelore. (DOC 6)

. Salatta, B.M.; Fonseca, L.F.S.; dos Santos Silva, D.B.; Frezarim, G.B.; Albuquerque,
L.G. Identificacdo de IncRNAs diferencialmente expressos em bovinos Nelore com
diferentes perfis de acidos graxos. (DOC 7)

. Salatta, B.M.; Fonseca, L.F.S.; dos Santos Silva, D.B.; Frezarim, G.B.; Albuquerque,
L.G. Identificacdo de isoformas de mRNA de genes diferencialmente expressos em
bovinos Nelore com diferentes perfis de acidos graxos. (DOC 7)

Fonseca, L.F.S.; dos Santos Silva, D.B.; Albuquerque, L.G. Identificagdo de microRNAs
diferencialmente expressos associados com caracteristicas de carne de bovinos da raga
nelore. (DOC 8)

Trabalhos apresentados em conferéncias nacionais


https://doi.org/10.3390/metabo13101042

Leonardo Machestropa Arikawa, Lucio Flavio Macedo Mota, Patricia lana Schmidt,
Gabriela Bonfa Frezarim, Bruna Maria Salatta, Larissa Fernanda Simielli Fonseca, Ana
Fabricia Braga Magalhaes, Luis Artur Loyola Chardulo e Lucia Galvdo de Albuquerque.
Estudo de associacdo gendmica ampla para caracteristicas de qualidade da carne em
bovinos Nelore. Anais do XV simposio brasileiro de melhoramento animal, 24 e 25 de
julho de 2023, Jatai, Goias. (DOC 9 — pagina 84).

Lacio Flavio Macedo Mota, Leonardo Machestropa Arikawa, Patricia lana Schmidt,
Gabriela Bonfa Frezarim, Bruna Maria Salatta, Larissa Fernanda Simielli Fonseca,
Henrique Nunes de Oliveira e Lucia Galvdo de Albuquerque. Estudo de associacéo
gendmica ampla via modelos de norma de reagdo para caracteristicas de eficiéncia
reprodutiva em novilhas Nelore. Anais do XV simposio brasileiro de melhoramento
animal, 24 e 25 de julho de 2023, Jatai, Goias. (DOC 9 — pagina 90, Resumo premiado —
pagina x).

Patricia lana Schmidt, Ldcio Flavio Macedo Mota, Larissa Fernanda Simielli Fonseca,
Gabriela Bonfa Frezarim, Leonardo Machestropa Arikawa, Daniel Jordan de Abreu
Santos, Ana Fabricia Braga Magalhaes, Henriqgue Nunes de Oliveira, Paul Michael
Vanraden e Lucia Galvao de Albuquerque. Identificacdo de candidatos a hapl6tipos letais
e associacdo genémica com mortalidade poOs-natal e caracteristicas reprodutivas em
bovinos Nelore. Anais do XV simpdsio brasileiro de melhoramento animal, 24 e 25 de
julho de 2023, Jatai, Goias. (DOC 9 — pagina 99).

Patricia lana Schmidt, Lucio Flavio Macedo Mota, Larissa Fernanda Simielli Fonseca,
Gabriela Bonfa Frezarim, Leonardo Machestropa Arikawa, Li Ma e Lucia Galvdo de
Albuquerque. ldentificacdo de eventos de recombinacdo para machos da raca Nelore.
Anais do XV simposio brasileiro de melhoramento animal, 24 e 25 de julho de 2023,
Jatai, Goiés. (DOC 9 — pagina 102).

Gabriela Bonfa Frezarim, Larissa Fernanda Simielli Fonseca, Bruna Maria Salatta,
Patricia lana Schmidt, Leonardo Machestropa Arikawa, Lucio Flavio Macedo Mota e
Lucia Galvdo de Albuquerque. Integracdo bioldgica multi 6dmicas para predicdo de
marcadores moleculares em bovinos da raga Nelore, considerando a maciez da carne.
Anais do XV simposio brasileiro de melhoramento animal, 24 e 25 de julho de 2023,
Jatai, Goias. (DOC 9 — pagina 126).

Larissa Fernanda Simielli Fonseca, Danielly Beraldo dos Santos Silva, Gabriela Bonfa
Frezarim, Bruna Maria Salatta, Patricia lana Schmidt, Leonardo Machestropa Arikawa,

Lacio Flavio Macedo Mota e Lucia Galvdo de Albuquerque. Regulagcdo génica por



miRNAs associados a maciez da carne em bovinos Nelore. Anais do XV simposio
brasileiro de melhoramento animal, 24 e 25 de julho de 2023, Jatai, Goiés. (DOC 9 —
pagina 135).

Co-orientagoes
o Teses

Gabriela Bonf4 Frezarim - Integracdo de dados gendmicos, transcriptdmicos e
protedmicos relacionados a caracteristicas de carne e carcaca em bovinos da raca Nelore.
Doutorado (Doutorado em Genética e Melhoramento Animal) - Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal, sob
orientacdo da Profa. Dra. Lucia Galvao de Albuquerque, e coorientacdo da Dra. Larissa
Fernanda Simielli Fonseca. Concluida. (Doc 6).

Bruna Maria Salatta - ldentificagdo de Splicing alternativo e IncRNA de genes
diferencialmente expressos em bovinos Nelore com valores extremos de &cidos graxos.
Doutorado (Doutorado em Genética e Melhoramento Animal) - Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal, sob
orientacdo da Profa. Dra. Lucia Galvao de Albuquerque, e coorientagdo da Dra. Larissa

Fernanda Simielli Fonseca. Em andamento. (Doc 7).

Disciplina ministrada

Professora da disciplina de "Métodos de Melhoramento Animal" ministrada para o curso
de graduacdo em Zootecnia da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho -
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias de Jaboticabal. Carga horaria: 30 horas. 1°

semestres de 2023.

Participacdo em banca

e Qualificacdo de Tese Doutorado
Larissa Fernanda Simieli Fonseca (co-orientadora e presidente da banca), Jesus
Aparecido Ferro, Lucio Flavio Macédo Mota, Danielly Beraldo dos Santos Silva, Lucas
Lima Verardo. Identificacdo de splicing alternativo e RNA longo néo codificante de genes

diferencialmente expressos associado a acidos graxos em bovinos de corte. Qualificacdo



de Tese de Doutorado de Bruna Maria Salatta. Genética e Melhoramento Animal.
FCAV/UNESP. (Doc 10).

REALIZACOES NO PERIODO

No projeto tematico ao qual essa bolsa faz parte como item or¢camentério, estdo
sendo gerados, por meio do sequenciamento completo do genoma e transcriptoma de
animais zebuinos da raca Nelore, uma grande quantidade de dados, além de informacdes
protedmicas, provenientes de andlises de espectrometria de massas avancadas. Esses
dados aumentam consideravelmente as possibilidades de aplicacdo de informagdes
moleculares no desenvolvimento de pesquisas cientificas, visando identificar variantes e
novos transcritos com potencial codificante e/ou regulador, que possam ser utilizados
como marcadores, objetivando o melhoramento de caracteristicas de interesse
econdmico. Diante de tantas possibilidades, surgem desafios muito além da geracdo dos
dados, o que também requer um laborioso trabalho, como a manipulagéo e interpretacao
dos resultados obtidos, o que demanda conhecimentos essenciais de bioinformética para
aanalise e interpretagdo de tais informagdes. Assim, a atuacdo efetiva da bolsista, durante
o periodo de vigéncia da bolsa, foi fundamental para o desenvolvimento dos estudos
realizados no referido projeto tematico, principalmente com relacdo a manipulacdo das
sequencias geradas e interpretacdo dos resultados por meio de analises de enriquecimento
funcional gendémico e metabdlico.

Abaixo sdo apresentadas, de forma detalhada, as atividades e trabalhos

desenvolvidos durante o periodo de bolsa.

Anédlises Gendmicas

A partir do banco de dados contendo sequencias completas de 100 bovinos Nelore,
escolhidos com base em suas contribuicdes para a diversidade genética da populacdo de
bovinos Nelore brasileira, avaliada através de um arquivo genealdgico contendo
2.688.124 individuos no total, 9.811 reprodutores, dos quais 6.040 sdo fundadores e
915.371 maées, além de banco de genotipagem, que inclui mais de 62.000 animais
genotipados e imputados para sequéncia completa, de cinco programas de melhoramento
Nelore Brasileiro (DeltaGen, Nelore Qualitas, Cia do Melhoramento, CRV PAINT e

Instituto de Zootecnia), foram gerados os seguintes trabalhos:



1.

Identificacdo de candidatos a haplétipos letais e associagdo gendmica com
mortalidade p6s-natal e caracteristicas reprodutivas em bovinos Nelore (Doc 1 e Doc

9 — pagina 99)

Artigo pulicado no periddico Scientific Report e resumo publicado em anais de evento

nacional

Este estudo foi realizado para rastrear haplotipos recessivos letais com base no
desvio da homozigose esperada da populacao e para testar marcadores SNP em torno da
regido de haplétipos letais e sua associagdo com reconcepcdo de novilhas (RN),
mortalidade p6s-natal (MPN) e stayability (STAY) em bovinos Nelore. Esta abordagem
requer genotipos apenas de individuos aparentemente normais e ndo de embribes
afetados. Um total de 62.022 animais foram genotipados e imputados a um painel de alta
densidade (777.962 marcadores SNP). O software findhap.f90 foi utilizado para construir
os haplotipos. Calculou-se o nimero esperado de individuos homozigotos e obteve-se a
probabilidade de observar 0 homozigotos quando n é esperado. Os valores genéticos
gendmicos foram obtidos e desregredidos e usados em uma analise de associagdo ampla
do genoma (GWAS) para RN, MPN e STAY. Apenas SNPs significativos dentro ou perto
de regides de haplétipos onde nenhum homozigoto foi encontrado foram selecionados.
Trinta haplotipos tiveram alta frequéncia esperada, mas nenhum homozigoto foi
observado. A maioria dos alelos presentes nesses haplétipos teve efeito médio negativo
para RN, MPN e STAY. O GWAS revelou marcadores SNP significativos que implicam
em diferentes mecanismos fisioldgicos levando a efeitos deletérios na RN, MPN e STAY.
Testes para encontrar portadores de haplotipos potencialmente letais podem ajudar os
criadores a elimina-los da populacdo ou gerenciar acasalamentos para evitar

homozigotos.

Varreduras do genoma completo identificam vias biologicas e metabodlicas que
regulam caracteristicas de carcaca e de qualidade da carne em bovinos de corte (Doc

4 e Doc 9 — pagina 84)

Artigo submetido para o periodico Meat Science e resumo publicado em anais de evento

nacional

Os estudos de associagcdo de genomas (GWAS) fornecem conhecimento sobre a



arquitetura genética de caracteristicas relacionadas a carne bovina que permitem vincular
o fendtipo alvo a informacéo gendmica, auxiliando na decisdo de melhoramento. Assim,
0 presente estudo tem como objetivo desvendar o mecanismo genético envolvido nas
caracteristicas da carcaca (REA: area de olho de lombo, FB: espessura de toucinho e
HCW: peso da carcaca quente) e caracteristicas de qualidade da carne (SF: forca de
cisalhamento, MARB: indice de marmoreio, e FMI: teor de gordura intramuscular) em
bovinos Nelore. Para isso, 6.910 touros jovens com informacdes fenotipicas e 23.859
animais genotipados com marcadores 435k foram utilizados para realizar a abordagem
GBLUP ponderada em etapa unica (WssGBLUP), considerando duas iteracdes. As 10
principais regides gendmicas explicaram 8,13, 11,81 e 9,58% da varidncia genética
aditiva, abrigando um total de 119, 143 e 95 genes candidatos posicionais para REA, BF
e HCW, respectivamente. Para caracteristicas de qualidade da carne, as 10 principais
janelas explicaram uma grande proporc¢édo da variancia genética total para SF (14,95%),
MARB (17,56%) e IMF (21,41%) em torno de 92, 155 e 111 genes candidatos,
respectivamente. Genes candidatos relevantes (CAST, PLAGL, XKR4, PLAGLZ2,
AQP3/AQP7, MYLK2, WWOX, CARTPT e PLA2G16) estdo relacionados a aspectos
fisiologicos que afetam o crescimento, carcaca, qualidade da carne, consumo de racéo e
caracteristicas reprodutivas por meio de vias de sinalizacdo que controlam o controle
muscular , principais moléculas metabdlicas sinalizadoras, via INS/IGF-1, metabolismo
lipidico e desenvolvimento de tecido adiposo. Os resultados do GWAS forneceram
insights sobre o controle genético das caracteristicas estudados, e 0s genes encontrados
sdo potenciais candidatos a serem usados para melhorar as caracteristicas de carcaca e

qualidade da carne.

Incorporando variantes da sequéncia para melhorar a predicdo gendmica de
caracteristicas reprodutivas em bovinos Nelore (Doc 5)

Artigo em fase de preparacgdo

Foi realizada a imputagcdo do chip HD para a sequéncia completa.
Aproximadamente 62.000 animais genotipados com o chip BovineHD Illumina 777k
(HD) foram imputados ao WGS usando 151 touros influentes como populagéo de
referéncia. Ap6s imputacdao com o software FImpute3, filtramos variantes com base na
frequéncia do alelo menor acima de 0,001 e desequilibrio de ligacéo (r?) maior que 0,9

usando PLINK 2.0. Apds essa etapa, 4.266.603 SNPs foram retidos para analises



posteriores. Ap6s a imputacdo, foi realizado um GWAS com o software GCTA para
estimar os efeitos de SNPs por meio de um modelo linear misto com efeito poligénico
aleatério com base na matriz G para todas as caracteristicas reprodutivas. Também
realizamos uma analise de componentes principais e incluimos o0s primeiros oito
componentes principais como covariaveis no modelo a ser considerado para uma possivel
estratificacdo populacional. As variantes significativas foram selecionadas usando uma
taxa de descoberta falsa (FDR) inferior a 5% para correcdo de multiplos testes. Para todas
as caracteristicas, 0 GWAS foi treinado e testado com base na validagdo usando dados de
animais mais velhos para prever novos dados evitando a selecdo de variantes de forma
privilegiada. Com base na data de nascimento, 20% dos animais mais jovens para cada
caracteristica foram excluidos do conjunto de treinamento e usados como conjunto de
teste independente. Os 80% restantes (animais mais velhos) foram considerados como o
conjunto de dados de treinamento. O ndmero de variantes estruturais (VS) para cada
caracteristica foi de 208.645, 4.957, 2.208, 1.029, 751 e 185 para PE, IPP, PP18, STAY,
REC e NP53. As variantes selecionadas (VS), ndo presentes no painel de HD, foram
incluidas para predicdo genémica. Para todas as caracteristicas as analises com o método
ssGBLUP incluindo VS foram finalizadas. As acuracias de predicdo do GEBV usando
ssGBLUP regular ou ponderado para todas as caracteristicas reprodutivas, em geral,
variaram de 0,34 a 0,56 entre os métodos, e o by variou de 0,83 a 1,11 entre 0s grupos de
validacdo (novilhas jovens e touros jovens genotipados). As acurdcias do GEBV do
ssGBLUP (ponderado ou ndo) superaram as do BLUP, com um aumento médio na
acuracia de 27% para novilhas jovens, 34% para novilhas jovens genotipadas e 53% para
touros jovens genotipados entre todas as caracteristicas. A inclusdo de VS no ssGBLUP
regular aumentou a acuracia de predicdo apenas marginalmente, adicionando no maximo
0,02 de acurécia no ssGBLUP ponderado com método ndo linear A (HD+VS). Para todas
as caracteristicas e grupo de validagdo, os valores de viés foram préximos de zero. O
GEBYV teve viés negativo para IPP, REC e STAY para grupo de validacdo de novilhas
jovens. Além dessas caracteristicas, NC53 teve tendéncias negativas para touros jovens
genotipados, indicando que as médias de (G)EBV para animais de validagdo do conjunto
de dados reduzido foram menores do que as do conjunto de dados completo. A correlagdo
entre GEBVs com o conjunto de dados completo e outro com um conjunto de dados
reduzido foi usada como medida de consisténcia entre as avaliagcGes subsequentes. Essa
consisténcia pode ser entendida como a capacidade do conjunto de dados reduzido de

prever o conjunto de dados completo. No geral, o uso de modelos ssGBLUP ajudou a



aumentar as correlacbes entre GEBVs dos dados reduzidos e completos para todas as
caracteristicas e grupos de validacdo. Para todas as caracteristicas reprodutivas as analises

ja foram finalizadas. O projeto esta na fase de prepara¢do do manuscrito.

Estudo de associagdo gendmica ampla via modelos de norma de reacdo para
caracteristicas de eficiéncia reprodutiva em novilhas Nelore (DOC 9 — pégina 90,

Resumo premiado —pagina x)

Resumo publicado em anais de evento nacional. Recebeu o prémio de 2° melhor trabalho

publicado no evento.

O estudo objetiva realizar a analise de meta-analise multi-caracteristica para os
resultados do estudo de associacdo genémica (GWAS) via norma de reacdo (NR)
realizado para identificar regides gendmicas candidatas que afetam caracteristicas
reprodutivas em novilhas Nelore criadas em diferentes condi¢cbes ambientais (GA) para
prenhez precoce (PP) e reconcepcao de novilhas (Rec). Para avaliar a interacdo genoétipo
x ambiente (GxE) foi utilizado um modelo de norma de reagéo via BLUP gendmico de
passo Unico para estimar os parametros genéticos, seguido pela analise de GWAS para o
efeito do intercepto e inclinagcdo. Os resultados do GWAS foram combinados utilizando
0 teste estatistico de meta-analise multicaracteristica. Como evidéncia da ocorréncia da
interacdo GxE, foram observadas correlacdes genéticas entre ambientes menores que 0,80
para as caracteristicas reprodutivas (PP e Rec), com um maior efeito da interacdo GXE
para a reconcepcdo de novilhas. As regides compartilhadas entre HP e HR para a
interceptacdo e inclinacdo de RN abrigavam genes candidatos relacionados ao porteiro
significativo para o inicio da puberdade precoce e vias de energia controlando aspectos
metabolicos relacionados a homeostase, reproducédo e crescimento com efeito direto na
precocidade sexual e taxa de reconcepgdo. Os resultados destacaram diferencas nos
processos fisiologicos que suportam interacbes complexas entre 0s eixos gonadotropicos,
aspectos de crescimento e precocidade sexual em novilhas Nelore, fornecendo

informac0es Uteis para 0 melhoramento genético e estratégias de manejo.

5. ldentificacédo de eventos de recombinacéo para machos da raga Nelore (DOC
9 — pagina 102)

Resumo publicado em anais de evento nacional



Os objetivos do presente estudo foram calcular a taxa de recombinacao, identificar regies
hotspots e construir um mapa de recombinacdo para machos Nelore. Informacdes de
pedigree eram compostas por 2.688.124 animais. Um total de 4.447 animais foram
genotipados com um painel de alta densidade (777.962 marcadores SNP) e 4.041 com um
painel contendo 74.677 marcadores. As taxas de recombinagdo foram medidas por um
método indireto usando pedigree. Extraimos pares progénie-pai do pedigree, ambos
genotipados e faseados para inferir sobre eventos de recombinacdo paterna durante a
meiose. As regides de hotspots foram definidas como intervalos SNP com taxa de
recombinacdo > 2,5 desvios padrdo acima da média. Para construir mapas de
recombinacdo, estimamos a taxa de recombinacdo entre SNPs consecutivos. Extraimos
21.391 eventos de crossovers e 659 meioses paterna com um nimero médio de crossovers
por meiose de 32,4 para machos Nelore. Observamos um total de 520 regies hotspots,
especialmente nos cromossomos 1, 6 e 11, com as maiores taxas de recombinacdo. Esses
resultados fornecem informacg6es Uteis sobre o mecanismo genético e a evolucdo da

recombinacdo dentro de uma importante raca pecuéria criada no Brasil.

Andlises transcriptomicas

Predicdo de modulos cis-regulatérios em splicing de genes associados a carcaca e
caracteristicas da carne de bovinos Nelore

Artigo pulicado no periédico Animal Gene

Os modulos cis regulatérios séo regides ndo codificantes do DNA responsaveis
por controlar a transcrigdo génica e estarem envolvidas no desenvolvimento anatémico e
embrionario de espécies animais. Este estudo teve como objetivo realizar uma analise de
predicdo de modulos regulatorios cis em genes spliced associados, comumente, a area de
olho de lombo (AOL) e a gordura intramuscular (FI) de bovinos Nelore. Para isso, foi
utilizado o software JuncBASE v.0.9 (Junction-Based Analysis of Splicing Events) para
identificar e classificar eventos de splicing alternativo centrados em exon no grupo de
animais selecionados para REA e IF. A predicdo de fatores de transcricdo e mdodulos
reguladores cis foi realizada para os genes encontrados utilizando iRegulon v.1.3. A
analise de predicdo exibiu 45 modulos reguladores cis, dos quais 0 modulo 11 teve o
maior nimero (N = 9) de sitios de ligacdo compartilhados comumente por 11 genes

emendados e cinco fatores de transcricdo da familia MEF2. Esses modulos poderiam



potencialmente regular éxons emendados e, assim, contribuir para a producdo de
isoformas, que podem estar envolvidas em vias e processos bioldgicos essenciais
envolvidos no desenvolvimento muscular e no metabolismo lipidico dos animais

avaliados.

Mudancas no metabolismo lipidico do musculo Longissimus thoracis em touros ao
usar diferentes estratégias de alimentacdo durante as fases de crescimento e
terminacéo

Artigo pulicado no periddico

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da estratégia de suplementacdo em
bovinos de corte durante a fase de crescimento e dois sistemas durante a fase de
terminacgdo. Cento e vinte touros foram divididos aleatoriamente em esquema fatorial 2x2
para receber mineral (ad libitum) ou proteina + energia (3 g/kg de peso corporal (PC)/dia)
durante a fase de crescimento e suplementagdo com pasto mais concentrado (20 g/kg
PC/dia) ou confinamento (25:75% silagem de milho:concentrado) durante a fase de
terminacdo. Touros alimentados em confinamento apresentaram carne (Longissimus
thoracis - LT) com maior teor de lipidios e acidos graxos saturados e monoinsaturados e
maior regulacdo positiva da estearoil-CoA dessaturase e proteina-1c de ligacdo ao
elemento regulador de esterol do que animais alimentados a pasto (p. <0,05). Por outro
lado, touros alimentados a pasto apresentaram carne com maior teor de acido -linoleico,
acido linolénico e n6 e maior relacdo n6:n3 em comparacdo ao grupo alimentado em
confinamento (p < 0,05). Além disso, a carne de touros alimentados a pasto durante a fase
de terminacdo apresentou 17,6% mais concentra¢do da enzima isocitrato desidrogenase
do que o grupo confinado (p = 0,02). Touros alimentados com minerais e terminados a
pasto apresentaram regulacdo negativa do receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma (p < 0,05), enquanto os touros alimentados com proteina + energia e
terminados em confinamento apresentaram maior expressdo de carnitina
palmitoiltransferase 2 (p 0,013). Concluindo, a suplementagdo mineral ou proteica +
energia no crescimento ndo afeta a composicao de acidos graxos da gordura intramuscular
do musculo LT. Na fase de terminacdo, alimentar touros em confinamento regula
positivamente os genes lipogénicos e consequentemente melhora o teor de gordura

intramuscular na carne.



3.

Identificacdo de splicing alternativo e RNA longo ndo codificante de genes
diferencialmente expressos associado a acidos graxos em bovinos de corte (Doc 7)

Artigos em fase de preparacéo - Parte de tese em andamento

Nas ultimas décadas, consideravel atencdo tem sido dada ao aumento de acidos graxos
(AG) benéficos presentes em alimentos de origem animal. Uma vez que o perfil de AG
na carne é uma caracteristica poligénica, muitos genes e mecanismos que influenciam na
deposicdo, bem como a composicdo de AG na gordura intramuscular, ainda séo
desconhecidos. O sequenciamento do RNA (RNA-Seq) € uma das abordagens utilizadas
para identificar transcritos correspondentes a genes candidatos que provocam variagoes
em vias metabolicas, resultando em diferentes fenotipos. Portanto, o objetivo foi estudar
o transcriptoma do musculo de bovinos da raga Nelore, com o propoésito de identificar
RNAs longos ndo codificantes (IncRNAs) e isoformas de mRNAs diferencialmente
expressas associados a AG, por meio do RNA-Seq. Para tanto, 48 animais foram
sequenciados e fenotipados para sete individuais: miristico, palmitico, estearico, oleico,
linoleico, linoleico conjugado, alfa-linolénico; e sete grupos: soma de AG saturados,
monoinsaturados, poliinsaturados, n3, n6, razdo PUFA/SFA e razdo n6/n3). A analise K-
Means foi usada para agrupar os 48 animais em trés clusters com base em seus padrdes
de AG. O cluster C1 apresentou proporg¢des significativamente (p < 0,05) mais altas de
AG poliinsaturado, incluindo n3, n6, linoleico e a-linolénico. A proporgdo de AG
monoinsaturados, linoleico conjugado e oleico no C2 e C3 foi significativamente (p <
0,05) maior em relagdo ao C1, enquanto o C3 teve proporg¢des significativamente (p <
0,05) maiores para AG saturado, miristico, palmitico e estearico em relacdo aos demais
clusters. Para a analise do transcriptoma o experimento de comparacdo de dois grupos
(C1vsC2, C1vsC3 e C2vsC3) foi usada. Os resultados foram apresentados nos capitulos
2 e 3. No capitulo 2, um total de 265 transcritos de IncRNAs foram diferencialmente
expressos (p-value < 0,01), dos quais 75, 113 e 78 identificados entre as comparacoes
ClvsC2, C1lvsC3 e C2vsC3, respectivamente. Os IncRNAs foram associados a genes
pertencentes a familia de interferon, interleucina, G protein-coupled receptors, calponina
e apoptoticas Bcl-2. A analise de enriquecimento funcional mostrou que muitos dos Gene
Ontology terms (GO) estavam associados com o sistema imune para perfil genético com
maior conteudo de SFA. No capitulo 3, foram identificados 65, 26 e 30 isoformas de
MRNA (p-value < 0.01) diferencialmente expressas entre as comparagdes C1lvsC2,

ClvsC3 e C2vsC3, respectivamente. Além disso, foram identificados sendo



diferencialmente expressos as isoformas GSK3A-201 e ADD1-204 relacionadas a genes
que afetam o conteddo de AG poliinsaturado, e entre outras isoformas de mRNA
importantes para conteddo de AG saturado como, por exemplo, EGR1-201, FOSB, e
SERPINEL1 indicados na comparagdo C1vsC2. Além disso, a analise do enriquecimento
funcional aponta diversos termos associados ao metabolismo de acidos graxos, além de
termos relacionados a oxirredutase, transporte lipidico e resposta imune. O presente
estudo permitiu o conhecimento de possiveis INCRNAS e isoformas de mRNA candidatos,
além de fornecer uma melhor compreensdo teorica dos processos bioldgicos associados
ao perfil de AG na carne bovina. Esta informacéo pode ser Gtil em futuras pesquisas com

0 objetivo de elucidar potenciais marcadores genéticos.

Identificacdo de microRNAs diferencialmente expressos associados com
caracteristicas de carne de bovinos da raca nelore (Doc 8 e Doc 9 — pagina 135)
Artigo em fase final de preparacdo e resumo publicado em anais de evento

nacional

O objetivo deste trabalho foi sequenciar o RNA do musculo (Longissimus
thoracis) de bovinos Nelore, para identificar miRNAs diferencialmente expressos (DE)
associados a maciez da carne, e predizer seus genes alvo. Para isso, foram coletadas
amostras de carne de 189 bovinos Nelore pertencentes ao Programa de Melhoramento
Genético Cia de Melhoramento. Os animais, com idade média de 24 meses, foram
abatidos em frigorifico comercial e, imediatamente apds o abate, foram coletadas
amostras para extracao e sequenciamento do RNA. Apds 24 horas em camara fria, foram
coletadas amostras para analise da maciez da carne. Apos a quantificacdo do fendtipo,
foram separadas 24 amostras extremas para maciez da carne e submetidas ao
sequenciamento de microRNA (single-ended no NextSeg500 Illumina® - 1x75pb). As
sequencias foram analisadas afim de obter os miRNAs DE e os genes alvo preditos foram
submetidos a andlise de enriquecimento. Foram identificados 14 miRNAs DE e 9.944
genes alvo foram preditos. Os genes foram agrupados em 173 clusters, sendo 63
significativos, como transcriptional activator activity, protein kinase activity, GTPase
activator activity e ubiquitin protein ligase activity. Sendo assim, foram encontrados
miRNAs relacionados a maciez da carne em bovinos da raca Nelore. Seus genes alvo
foram preditos, sendo possivel observar genes ja descritos na literatura como ativos no
processo de amaciamento da carne, o que confirma a importancia desses genes para essa

caracteristica.



Andlises Protedmicas

. Andlise protedmica do musculo Longissimus dorsi revela proteinas e vias bioldgicas
e proteinas associadas a caracteristicas de qualidade de carne e carcaca em bovinos
nelore (Doc 6)

Artigo em fase de preparacdo

Este estudo objetivou a utilizacdo de uma abordagem protebmica por
espectrometria de massas avancada, do tipo LC/MS-MS, para identificar proteinas
diferencialmente expressas no mausculo Longissimus dorsi de bovinos Nelore
fenotipicamente divergentes para maciez da carne, area de olho de lombo (AOL),
marmoreio e espessura de gordura subcutanea (ECG). Para isso foram selecionados 24
animais do mesmo grupo de manejo, extremos para cada caracteristica, e amostras do
tecido muscular de cada animal foram submetidas a analise protebmica. As contagens
espectrais brutas geradas foram analisadas por meio do pacote MS/MS data,
implementado no software R, para a geracdo do arquivo de proteina diferencialmente
expressas. A analise funcional revelou que muitos dos termos de ontologia génica
significativamente enriquecidos estavam intimamente associados a cellular component
biogenesis (G0O:0044085), regulation of localization (GO: G0O:0032879), cytoskeleton
organization (GO:0007010 e proteolysis (GO:0006508) para maciez da carne, regulation
of catalytic activity (GO:0050790), regulation of cellular protein metabolic process
(G0O:0032268) e regulation of catalytic activity (GO:0050790) para area de olho de
lombo, cellular metabolic process (GO:0044237) para marmoreio e cytoskeleton
organization (GO:0007010), cellular component organization or biogenesis
(GO:0071840), cell development (GO:0048468) para espessura de gordura subcutanea
(EGS) . Nossos resultados podem fornecer uma base tedrica para melhor compreensao
dos mecanismos moleculares e proteinas envolvidos em caracteristicas de carne e carcaca

de bovinos Nelore.

Integracdo DNA, RNA e proteinas

Integracdo bioldgica multi-dmicas para predigdo de marcadores moleculares em

bovinos da raca nelore (Doc 6 e Doc 9 — pagina 126).)



Artigo em fase de preparacdo e resumo publicado em anais de evento

nacional

A compreensdo bioldgica de caracteristicas de carcaca e qualidade da carne de
bovinos Nelore, requer a interpretacdo da complexidade molecular e suas variacGes em
diversos niveis, incluindo além do fendtipo, os gendétipos, transcritos e proteinas
expressas. Com o advento da tecnologia de sequenciamento, a busca por animais que se
adequem as caracteristicas exigidas pelo mercado consumidor, tornou-se cada vez mais
dependente dos dados gerados a nivel molecular, que permitem estudar e identificar os
processos bioldgicos que influenciam nas caracteristicas de interesse de forma mais
holistica. A anotacdo funcional é uma técnica comumente aplicada a diferentes tipos de
big data (por exemplo, conjuntos de genes, transcritos ou proteinas) para inferir fun¢des
bioldgicas associadas. Nesse contexto o presente estudo teve como objetivo utilizar uma
abordagem bioldgica integrativa combinando os dados gendmicos de GWAS (Associacdo
gendmica ampla), transcriptdmicos (RNA-Seq) e protedmicos (LC-MS/MS), por meio de
analise funcional, a fim de para identificar biomarcadores os principais loci e vias
bioldgicas associados as caracteristicas de carcaca e qualidade da carne de bovinos Nelore
economicamente relevantes na pecuaria de corte. Para os estudos de associacdo gendmica
ampla (GWAS), os efeitos dos SNPs foram estimados com base no passo (nico
ponderado por meio da abordagem GBLUP (WssGLUP), onde foram realizadas duas
iteracdes. Os resultados das analises GWAS foram apresentadas com base na proporcao
de variancia aditiva explicado por janelas de 1 Mb. Para as analises de RNA-Seq, 0s
animais foram divididos em grupos extremos, alto e baixo, contendo 12 animais cada,
baseados nos valores corrigidos dos fenétipos. Estes conjuntos de 24 animais foram
submetidos a andlise de expressdo diferencial. afim de encontrar genes diferencialmente
expressos entre os grupos por meio do software DESeqg2. A andlise protedmica foi
realizada utilizando as contagens espectrais brutas dos mesmos grupos extremaoss, por
meio do pacote em R msmsTest. A andlise de enriquecimento funcional foi realizada
utilizando o programa DAVID e o pluggin ClueGo do Cytoscape. No geral, a anotacdo
funcional identificou genes e vias relacionados a regulation of growth (GO:0045926),
response to heat (GO:0009408) e cellular component organization or biogenesis
(GO:0071840) para a caracteristica de maciez da carne; cytoskeleton organization (GO:
0007010), apoptotic process (GO:0006915) e regulation of proteolysis (GO: 0030162)

para area de olho de lombo; cytoskeleton organization (GO: 0007010), negative



regulation of catalytic activity (GO:0043086) para marmoreio; e neuron development
(GO:0048666) e cytoskeleton organization (GO: 0007010) para espessura de gordura
subcutanea. Embora os resultados tenham demonstrado poucos genes em comum
considerando as analises, 0 enriquecimento funcional demonstrou que 0S processos
bioldgicos e as vias metabolicas foram compartilhados entre as técnicas. Esses achados
fornecem uma compreensdo mais profunda dos mecanismos regulatérios altamente
complexos envolvidos em caracteristicas de carcaca e qualidade da carne em bovinos

Nelore.
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