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TRANSCRIPTOMA DO MÚSCULO LONGISSIMUS DORSI DE BOVINOS MACHOS 
ADULTOS DA RAÇA NELORE 
 
RESUMO - O transcriptoma é o conjunto e a quantidade de transcritos de uma célula 

em um estágio de desenvolvimento específico ou condição fisiológica. Estudar o 

transcriptoma é essencial para interpretar os elementos funcionais do genoma e revelar 

os constituintes moleculares de células e tecidos. Levando em consideração a grande 

importância do mercado da carne de bovinos e a necessidade e dificuldade de melhoria 

da qualidade da carne, o presente projeto objetivou traçar um panorama completo do 

transcriptoma do músculo longissimus dorsi (LD) de bovinos da raça Nelore, bem como 

identificar genes com diferentes perfis de expressão associados ao crescimento 

muscular por meio da técnica de RNA-seq. Foram utilizadas amostras de 10 animais da 

raça Nelore com dois diferentes perfis de crescimento muscular provenientes de um 

rebanho participante do programa de melhoramento genético. Amostras de mRNA do 

músculo LD foram coletadas para extração, processamento do RNA, sequenciamento e 

posterior análise do transcriptoma. No total, foram sequenciados aproximadamente 453 

milhões de fragmentos e identificados 14.876 genes conhecidos, 45.938 potenciais 

novos genes e 10.960 potenciais novas isoformas de transcritos. Foi calculado o nível 

de expressão de 12.082 genes e 110 tiveram valor de expressão diferencial signicativo 

entre os grupos (p ≤ 0,01). Por meio da análise de relevância de termos ontológicos 

foram identificados 52 termos relevantes entre os genes diferentemente expressos, dos 

quais 12 estavam associados ao desenvolvimento muscular. Neste estudo, foi 

caracterizado o transcriptoma do músculo longissimus dorsi de bovinos da raça Nelore 

por meio de sequenciamento de nova geração, fornecendo assim, uma valiosa fonte de 

entendimento do genoma do boi.  

 

 

Palavras-chave: Transcriptoma, Longissimus dorsi, Expressão Gênica, 
Sequenciamento de RNA. 
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TRANSCRIPTOME OF LONGISSIMUS DORSI MUSCLE OF NELLORE BREED 
CATTLE MALE BULLS  

 
ABSTRACT - The transcriptome is the set and the amount of transcripts in a cell at a 

specific developmental stage or physiological condition. Understanding the 

transcriptome is essential for interpreting the functional elements of the genome and to 

reveal molecular constituents of cells and tissues. Considering the great importance of 

the beef market, the need and difficulty of improving meat quality, this research aimed to 

provide an overview of the complete longissimus dorsi (LD) transcriptome of Nellore 

cattle and to identify genes with differential expression profiles associated with muscle 

growth using RNA-seq. Ten mRNA samples of Nellore breed steers with two different 

muscle growth profiles from a herd participating of a breeding program were used. LD 

muscle samples were collected for RNA extraction and processing, sequencing and 

subsequent transcriptome analysis. In total, approximately 453 million fragments were 

sequenced and 14,876 known genes, 45,938 potential new genes and 10,960 potential 

new transcripts isoforms were identified. The expression levels of 12,082 genes were 

calculated and 110 have signicant differential expression values between the groups (p 

≤ 0.01). The ontology terms relevance analysis identified 52 relevant terms among the 

differentially expressed genes, which 12 were associated with muscle development. In 

this study, we obtained the transcriptome of Nellore cattle longissimus dorsi muscle 

through next-generation sequencing, providing a valuable source of information about 

the bovine genome.  

  

Keywords: Transcriptome, Longissimus dorsi, Gene expression, RNA squencing.  
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1. Introdução 

Rápidos progressos têm acontecido no melhoramento animal nas últimas 

décadas. Tecnologias avançadas em genética molecular para a análise genômica, têm 

permitido a identificação de muitos genes e marcadores associados a genes que 

afetam características de interesse econômico. Ao mesmo tempo, a integração entre a 

pesquisa operacional ou aplicada e a pesquisa básica possibilitaram grande avanço 

biotecnológico, sendo seus resultados implementados rapidamente em diversas áreas 

da indústria e da saúde. Uma abordagem que contribui muito para o desenvolvimento 

do conhecimento e suas aplicações nas áreas biológicas é o estudo do transcriptoma 

(REECY et al., 2006). O transcriptoma pode ser definido como o conjunto e a 

quantidade de transcritos de uma célula em um estágio de desenvolvimento específico 

ou condição fisiológica. A população de transcritos especifica a identidade da célula e 

participa na modulação de suas atividades em diferentes momentos de sua vida.  

 

Transcritos 

A síntese de proteínas envolve copiar regiões específicas do DNA (os genes) em 

polinucleotídeos química e funcionalmente diferentes conhecidos como ácido 

ribonucleico ou RNA. O RNA contém toda informação do DNA que foi utilizado como 

molde para sintetizá-lo, por meio de um processo chamado transcrição. Neste processo 

uma enzima chamada de RNA polimerase se complexa a uma das fitas do DNA e 

catalisa a polimerização da molécula de RNA, incorporando um nucleotídeo por vez e 

utilizando a fita do DNA como molde. O RNA proveniente deste processo é chamado de 

transcrito (Figura 1). Transcritos de RNA que direcionam a síntese de proteínas são 

chamados de RNAs mensageiros (mRNAs), enquanto outros transcritos servem como 

transportador (RNA transportador ou tRNA) ou como componentes dos ribossomos 

(RNA ribossomal ou rRNA) ou são pequenos RNAs, como os micro RNAs (miRNAs).  
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Figura 1. A síntese de um transcrito. A RNA polimerase (RNAP) move-se 
paulatinamente ao logo do DNA. Conforme avança, a polimerase adiciona nucleotídeos 
um a um, à cadeia de RNA, no sítio de polimerização, utilizando uma fita de DNA 
exposta como molde. O RNA transcrito é, consequentemente, uma cópia complementar 
fita simples de uma das fitas do DNA. 
 

 A quantidade de RNA gerada a partir de uma região particular do DNA é 

controlada por proteínas regulatórias de genes que se ligam em sítios específicos no 

DNA perto das sequências codificantes de um gene. Em qualquer célula, em um dado 

momento, alguns genes são utilizados para gerar RNA em uma escala muito grande 

enquanto outros genes não são transcritos. Para um gene ativo, milhares de transcritos 

de RNA podem ser gerados a partir do mesmo segmento de DNA e este processo pode 

ocorrer em várias células ao mesmo tempo. Desta maneira, cada mRNA pode 

direcionar a tradução de milhares de cópias de cadeias polipeptídicas e portanto, a 

informação contida em uma pequena região do DNA pode direcionar a síntese de 

milhões de cópias de uma proteína específica. Diferentemente dos organismos 

procariontes, a maioria dos genes dos eucariontes têm as suas sequências codificantes 

(chamadas de éxons) interrompidas por sequências não codificantes (chamada de 

íntrons). Para produzir uma proteína, um fragmento inteiro do gene, incluindo éxons e 

íntrons, é primeiramente transcrito em uma grande molécula de RNA (o transcrito 

primário). Antes dessa molécula de RNA deixar o núcleo da célula, um complexo de 

RNA e enzimas de processamento removem as sequências intrônicas, produzindo, 

portanto, uma molécula consideravelmente menor de RNA. Após esse processamento 

do RNA (chamado de splice) ter sido concluído, a molécula de RNA migra para o 

citoplasma e direciona a síntese de uma proteína específica (Figura 2). Esta, 

aparentemente não econômica maneira de transferir informação em eucariontes, é 

responsável por fazer a síntese de proteína muito mais versátil. Os transcritos primários 
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de RNA de alguns genes podem ser processados de várias maneiras diferentes para 

produzir diferentes mRNAs. Isso permite a produção de diferentes proteínas a partir de 

um mesmo gene. Além disso, a presença dos vários íntrons facilita eventos de 

recombinação entre éxons e esse tipo de arranjo gênico foi extremamente importante 

no processo evolutivo dos genes, acelerando o processo pelo qual os organismos 

desenvolveram novas proteínas a partir de “peças” pré-existentes, ao invés  de 

desenvolver sequências totalmente novas de aminoácidos.   

 

 
Figura 2. Nas células eucarióticas a molécula de RNA produzida por transcrição podem 
estar contidas tanto sequências codificantes (éxons), como sequências não codificantes 
(íntrons). Antes do RNA ser traduzido em proteína, os íntrons são removidos no 
processo chamado de splicing e o mRNA resultante é transportado do núcleo para o 
citoplasma. 
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Análise de transcriptoma 

A análise do transcriptoma engloba a organização de todas as espécies de 

transcritos, incluindo os RNAs mensageiros (mRNAs), os RNAs não codificantes e os 

micro RNAs (miRNAs); a determinação da estrutura transcricional dos genes, isto é, 

sítios de início, terminações 5’ e 3’, padrões de splicing e outras modificações pós-

transcricionais; e a quantificação na mudança do nível de expressão de cada transcrito 

durante o desenvolvimento e sob diferentes condições (WANG et al., 2008).  

Apesar das extensivas análises com o intuito de esclarecer o transcriptoma dos 

mamíferos, as tentativas de colocar a complexidade dos mRNAs dentro do contexto 

biológico vinham sendo sem sucesso, principalmente devido às limitações das 

tecnologias utilizadas até o momento. Metodologias baseadas em arranjos (arrays) 

eram as mais populares, porém essa abordagem é fisicamente limitada por problemas 

como densidade das sondas (quantidade de sondas em uma lâmina), tamanho do 

éxon, conteúdo adequado das sequências das sondas, hibridização cruzada, baixa 

sensitividade para transcritos raros e dificuldade da identificação da combinação de 

éxons. Metodologias baseadas em tags, como massively parallel signature sequencing 

(MPSS) (REINARTZ et al., 2002), serial analysis of gene expression (SAGE) 

(VELCULESCU et al., 1995), cap analysis of gene expression (CAGE) (SHIRAKI et al., 

2003) e polony multiplex analysis of gene expression (PMAGE) (KIM et al., 2007), são 

melhores em relação à sensibilidade e discriminação de alguns sinais em relação ao 

microarray, mas podem ter ambiguidade no mapeamento devido ao pequeno tamanho 

(17-20 nucleotídeos) das tags. 

Muito do progresso nos estudos com transcriptomas foi obtido, até agora, por 

estudos de genes únicos, proteínas, ou vias metabólicas, ou seja, são resultados 

provenientes da participação de vários estudos individuais nessa área, sem uma 

abordagem ampla e sem um resultado global em cada estudo. No entanto, o 

surgimento das tecnologias dos sequenciadores de nova geração, proporciona 

oportunidades de gerar perfis globais de transcriptomas completos (MARDIS, 2008; 

SCHUSTER, 2008; TANG et al., 2009). Por meio da análise do transcriptoma, milhares 

de variantes e isoformas transcricionais expressas em tecidos e órgãos de mamíferos 
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têm sido detectadas (MORTAZAVI et al., 2008; SULTAN et al., 2008; CLOONAN et al. 

2009). Este fato pode permitir e acelerar o entendimento sobre a complexidade da 

expressão e regulação gênica, e as relações celulares, bem como ajudar na elucidação 

de descobertas mais recentes, como a possibilidade de determinados loci expressarem 

transcritos não codificantes (CAWLEY et al., 2004), e que a existência de genes sense 

e antisense é comum (ENGSTROM et al., 2006). 

 

Sequenciamento de nova geração 

No campo da genômica, os sequenciadores de nova geração representam o 

atual estado da arte. Eles tem altíssima produtividade em termos de dados produzidos 

com um custo muito mais baixo, quando comparados com os mais modernos 

sequenciadores capilares baseados no método de Sanger (SANGER et al., 1977; 

KATO, 2009). Sendo assim, essa tecnologia é uma ferramenta poderosa e de baixo 

custo para análise de transcriptoma em larga escala, que vem causando grande 

impacto na genômica e mudando a natureza da experimentação em genética 

(SCHUSTER, 2008; WOLD & MYERS, 2008). Com essa abordagem é possível 

processar milhões de leituras de sequências ao mesmo tempo, sendo viável terminar 

um experimento com apenas uma ou duas reações de sequenciamento (MARDIS, 

2008).  

Uma grande vantagem desses sequenciadores é a possibilidade de utilizar 

fragmentos provenientes de bibliotecas geradas sem a utilização de vetores de 

clonagem e amplificação em bactérias, evitando dessa maneira, problemas 

provenientes dessa estratégia na representação do transcriptoma. O procedimento para 

produzir as bibliotecas é simples: fragmentos de DNA ou cDNA que podem ser 

originadas de diferentes processos, são preparadas para o sequenciamento, por meio 

da ligação de adaptadores específicos em ambas extremidades dos fragmentos, o que 

permite a manipulação de fragmentos de DNA/cDNA de sequências desconhecidas. 

Outra grande vantagem, é a pouca quantidade de DNA/RNA necessária (no máximo 

poucos microgramas) para produzir as bibliotecas (TANG et al., 2009; WANG et al., 

2008).  
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Entre os atuais sequenciadores de nova geração, existe a Ion ProtonTM 

Sequencer (Life Technologies), que comparado com outras plataformas, possui baixo 

custo e gera quantidade suficiente de dados por corrida, sendo indicada para análise de 

transcriptoma de mamíferos. Além disso, possui um sistema completo que inclui um 

potente computador e software robusto para processar grandes quantidades de 

informação.  

 
Tecnologia Ion Torrent 

 A tecnologia Ion Torrent, que é a tecnologia utilizada pela plataforma Ion 

ProtonTM, utiliza um processo de sequenciamento único catalisado pela DNA 

polimerase.  Cada corrida dura por volta de quatro horas e podem ser produzidos 

atualmente 15 giga-base (Gb) de dados, ou seja, podem ser sequenciadas em uma 

única corrida até15 bilhões de bases nitrogenadas com média de leitura de fragmentos 

de 200 pares de bases (pb). Alguns dos sequenciadores de nova geração utilizam 

desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTPs) marcados por fluoróforos para a detecção 

das bases. Ion Torrent é diferente nesse ponto pois a detecção é feita diretamente da 

reação de incorporação dos dNTPs pela polimerase. Isso é possível pois cada dNTP é 

disponibilizado para polimerização individualmente e sua incorporação gera 

naturalmente um próton de hidrogênio que altera o pH do meio. Essa alteração do pH é 

detectada por um transistor ISFET (BERGVELD, 2003) e, então convertida em sinal 

elétrico (figura 3). 
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Figura 3. Tecnologia Ion Torrent de sequenciamento. A reação de incorporação de um 
nucleotídeo pela DNA polimerase libera íons H+ e, consequentemente, altera o pH do 
meio. Essa variação de pH é detectada por um transistor ISFET. 
 

Produção animal, genética e qualidade da carne 

A tecnologia de sequenciamento da nova geração está perto de revolucionar a 

genômica na área da produção animal. Pode-se esperar em breve, o sequenciamento 

da maioria, se não de todas as espécies com importância zootécnica, o que fornecerá 

ferramentas fundamentais para análises comparativas, genotipagem de SNPs de 

genomas completos, estudo da expressão de mRNAs e miRNAs e análise da metilação 

de DNA de cada espécie. Devido à capacidade de análise em larga escala, tem havido 

grande redução de custo de reagentes, e grande aumento de quantidade de dados 

gerados por amostra.   

A comunidade de pesquisa de genomas de animais de produção está preparada 

para as tecnologias comumente utilizadas, porém ainda não está pronta para essas 

novas tecnologias. O fator limitante das descobertas por meio da pesquisa partirá das 
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tecnologias disponíveis e chegará à habilidade de integrar, analisar e interpretar 

grandes volumes de dados díspares. A próxima década será caracterizada por grandes 

mudanças e grandes desafios na melhoria dos sistemas da produção animal. 

Uma das áreas da produção animal com enorme importância econômica e igual 

potencial para melhoria é a da qualidade da carne de bovinos. Na última década foi o 

tema de muitas pesquisas e a melhoria desta característica é, no momento, essencial 

para se manter o consumo e satisfazer a demanda do consumidor por carne macia  e 

com sabor. Porém, as características que determinam a qualidade da carne são difíceis 

de serem melhoradas por meio de seleção convencional devido, principalmente, aos 

problemas relacionados às mensurações que, além do alto custo, somente são 

possíveis após o abate. Além disso, a falta de conhecimento da complexidade da 

arquitetura gênica relacionada à carne é um grande limitante na exploração completa 

das oportunidades de seleção. Ainda, a produção animal vem se tornando cada vez 

mais competitiva e com baixas margens de lucro. Desta maneira, muitas pesquisas tem 

dado enfoque na melhoria da eficiência da produção animal. Para a indústria da 

produção de carne, a ênfase vem sendo dada no aumento do entendimento de 

processos biológicos e vias moleculares associadas com o crescimento e 

desenvolvimento muscular.  

Na última década a genética da qualidade da carne de bovinos se tornou alvo de 

inúmeras pesquisas e a melhoria desta característica é um elemento presente e 

essencial para dar suporte ao consumo de carne e satisfazer a demanda do 

consumidor por uma alimentação melhor, mais saudável e de maior qualidade 

nutricional. O aumento da conscientização do consumidor em relação a alimentos mais 

saudáveis e de melhor qualidade vem encorajando empresas, como frigoríficos, grupos 

de melhoramento e mesmo o produtor, a considerar com mais atenção a qualidade da 

carne, e incluir características da qualidade como parte integrante dos objetivos de 

seleção de programas de melhoramento, que podem incorporar informações genéticas 

e moleculares (DRANSFIELD, 2001; TARRANT, 1998).  

Sendo o músculo esquelético o tecido de maior importância para produção de 

carne, a seleção tem sido direcionada em favor do desenvolvimento muscular com o 

objetivo de se produzir carcaças maiores,  e muitas vezes aumentando a proporção de 
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músculo em relação à gordura. O melhoramento genético em bovinos de corte tem 

aumentado as taxas de crescimento muscular e isso pode ter modificado algumas 

características musculares (KOOHMARAIE et al., 2002). Músculos são compostos de 

uma mistura heterogênea de fibras que diferem entre si de acordo com suas 

propriedades metabólicas e contráteis. A diversidade dos tipos de fibras comanda, não 

somente a demanda energética do músculo como um todo, mas também influencia as 

características finais de qualidade da carne em todas as espécies (KLONT et al., 1998). 

De fato, a variabilidade dos tipos de fibras musculares está associada com diferenças 

no teor de gordura e no perfil de ácidos graxos (que influencia o sabor e propriedades 

dietéticas da carne), teor de glicogênio (que determina em grande parte o pH final da 

carne) e a atividade proteolítica (que contribui com a maturação e a maciez). Outros 

aspectos musculares também são responsáveis por influenciar a qualidade da carne. 

Entre eles estão as características do tecido conectivo intramuscular, como teor e 

solubilidade de colágeno (MCCORNMICK, 1999). Uma parte significativa na 

variabilidade e no sabor da carne é dada pela área e tipo de fibra muscular, bem como 

o colágeno e as características de lipídios.  De um quarto a um terço da variabilidade da 

maciez aos dois e aos quinze dias após o abate e o score de sabor, foram relacionados 

com a variabilidade nestas características dos músculos (RENAND et al., 2001). Além 

disso, atividade de calpastatina a 24h postmortem ou a razão da atividade da 

calpastatina com a atividade da calpaína são indicadores de maturação da fibra, o que 

pode também ajudar a predizer a maciez final da carne (KOOHMARAIE et al., 1995). 

Da mesma maneira, gordura muscular tem papel importante no sabor (DENOYELLE, 

1995). Até o momento, somente as características mais importantes do músculo foram 

estudadas, mas a maior parte da variabilidade na qualidade da carne, como maciez e 

sabor, permanecem independente destes fatores (RENAND et al., 2001). 

Como apontado por CAMERON (1990), a qualidade da carne é um conceito 

composto e portanto difícil de ser mensurado de maneira simples e única, e é 

influenciada, não somente pelas características do músculo (tamanho e tipo de fibra, 

gordura e tecido conectivo), mas também por um grande número de outros fatores. 

Entre estes fatores estão, condições ambientais e de produção (taxa de crescimento, 

nutrição, idade, condições de (pré-) abate, maturação postmortem) e a genética do 
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animal (raça, genótipo). Características da qualidade da carne são controladas por um 

número desconhecido de genes pertencentes a loci de características quantitativas, 

sendo que alguns desses genes podem ter grande efeito em uma característica 

específica (ANDERSSON, 2001; ANDERSSON & GEORGES, 2004). Muitas das 

pesquisas vêm sendo direcionadas para essa área com o objetivo de encontrar genes 

potenciais ou regiões cromossômicas responsáveis pela qualidade da carne e seus 

derivados (TIZIOTO et al., 2013; UIMARI et al., 2013; ROTHSCHILD et al., 2007). 

Apesar da baixa/moderada herdabilidade, os efeitos genéticos desempenham um papel 

crucial na “modelação” da composição e qualidade da carcaça (SELLIER, 1998). 

Geralmente, entre 10% e 30% da variação de características da qualidade da carne e 

de seus derivados, como pH final, cor, capacidade de retenção de água, perda por 

gotejamento, maciez e marmoreio, é determinada pela genética do animal (SELLIER, 

1998). 

Assim como outras características zootécnicas, há certa dificuldade para um 

melhor desempenho do melhoramento genético da qualidade da carne (baixa 

herdabilidade, alto custo de mensuração, etc) e com outro limitante que é a sua 

mensuração somente pós abate. Além disso, a falta de conhecimento sobre o número 

de genes de características qualitativas da carne, sobre os efeitos quantitativos de 

genes únicos e sobre suas interações, representa um limite para a completa exploração 

das oportunidades de um plano de seleção. Parte da falta de compreensão da 

qualidade da carne em uma base genética é devido a grande parte do progresso na 

área da biologia do músculo vir acontecendo em análises individuais de genes, 

proteínas e vias metabólicas e não em análises globais.  

Por outro lado, a rápida evolução dos sequenciadores de nova geração (WANG 

et al., 2009) e a enorme quantidade de dados que eles podem gerar em um curto 

período, fornece aos pesquisadores novas oportunidades de estudar, de maneira 

global, toda complexidade da estrutura gênica de organismos e/ou tecidos de 

importância econômica. Com essa abordagem em larga escala é possível estudar não 

somente genes e/ou via metabólicas individualmente, e sim mensurar diretamente um 

transcriptoma inteiro englobando componentes conhecidos e desconhecidos. O 

transcriptoma é dinâmico, está constantemente respondendo às condições fisiológicas 
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e ambientais em uma célula, tecido ou organismo, e sua análise fornece a primeira 

leitura funcional entre o genoma e o fenótipo expresso. Este tipo de análise tem 

expandido nosso entendimento da complexidade do transcriptoma de mamíferos e as 

inúmeras maneiras dele ser alterado. A análise do transcriptoma pode superar os 

limites relacionados à falta de conhecimento em relação à complexidade transcricional 

do músculo esquelético de bovinos, oferecendo novas oportunidades de melhoria da 

qualidade da carne, já que ela fornece ferramentas para analisar variabilidade genética 

quantitativa diretamente, e ao mesmo tempo permite detectar genes individuais que 

influenciam características quantitativas. 

  

Crescimento muscular 

Os determinantes da qualidade da carne ainda não estão completamente 

elucidados, mas sabe-se que as características intrínsecas do músculo tem um papel 

importante (GEAY et al. 2001). Portanto, para melhor compreensão dos fatores que 

influenciam a qualidade da carne é muito importante um conhecimento mais profundo 

sobre os aspectos genéticos e os constituintes moleculares do músculo esquelético. 

Estes aspecto, no entanto, podem estar associados ou ser alterados por diversos 

fatores, entre eles, o crescimento muscular. 

 Como mencionado acima, a seleção de animais de produção, especialmente de 

gado de corte, tem sido direcionada para maior crescimento muscular, o que pode ter 

influenciado características do músculo e qualidade da carne. De fato, quanto maior a 

taxa de crescimento de um animal, maior a taxa de turnover proteico e maior, portanto, 

a taxa de degradação proteica. Estes fatos estariam diretamente relacionados com a 

ação do complexo enzimático responsável pelo processo de maturação e com a maciez 

da carne. RENAND e colaboradores (1994) mostraram que o aumento da proporção de 

músculo “magro” em relação à gordura em bois Charolês selecionados 

divergentemente para potencial de crescimento muscular, estava associado com maior 

velocidade da glicólise muscular e menor teor de gordura intramuscular.  

Outros fatores que estão relacionados com a qualidade da carne e que podem 

ser alterados de acordo com o crescimento muscular são a proporção dos tipos de 
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fibras musculares e o teor de colágeno. PICARD et al. (1999) e PICARD et al., (2006)  

mostraram, respectivamente, que o processo de amaciamento da carne no postmortem 

envolve mecanismos enzimáticos e físico-químicos que são dependentes da proporção 

de distintos tipos de fibras e que animais com maior potencial de crescimento tinham 

maior número de fibras, maior proporção de fibras glicolíticas rápidas e menor 

proporção de fibras lentas do que animais com menor potencial de crescimento. Por 

outro lado, RENAND et al., (1994), mostraram que seleção para capacidade de 

crescimento não aumentou o teor de colágeno total, mas aumentou ligeiramente o teor 

de colágeno termo-lábil. Esses estudos mostraram, portanto, que é fundamental 

aumentar o conhecimento dos efeitos da seleção nas características do músculo com o 

objetivo final de compreender a variabilidade na qualidade da carne. Ferramentas de 

análise de transcriptoma nos fornecem novas perspectivas para o estudo da influência 

da taxa de crescimento dos animais nas características biológicas do músculo 

relacionadas com a qualidade da carne.  

 

Análise de transcriptoma por sequenciamento de RNA  

Tecnologias de sequenciamento de RNA em larga escala (RNA-seq) 

(MORTAZAVI et al., 2008) permitem a exploração do processo global de transcrição de 

uma célula ou tecido com detalhes requintados. RNA-seq é uma abordagem atrativa 

pois com ela o perfil de um transcriptoma pode ser caracterizado diretamente por meio 

de sequenciamento, sem a necessidade de conhecimento prévio do transcriptoma. 

Estas tecnologias vem sendo o foco de vários estudos recentes que demonstraram alta 

resolução e acurácia na quantificação e descoberta de transcritos, bem como na 

análise de modulação pós transcricional da expressão gênica e variações moleculares. 

Devido ao seu grande potencial, RNA-seq é considerado padrão ouro para estudos de 

transcriptomas e vem substituindo tecnologias baseadas em arrays, como microarray. 

De modo geral, as etapas de um experimento com RNA-seq envolvem isolar todos os 

RNAs de uma célula, convertê-los em cDNA, sequenciar os fragmentos de cDNA em 

um sequenciador de nova geração, mapear os fragmentos ao genoma de referência, 
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identificar variações de splice, descobrir novos transcritos e quantificar a expressão de 

transcritos.  

O primeiro passo no processo de análise de RNA-seq é mapear os fragmentos 

sequenciados de RNA ao genoma de referência, o qual fornece a localização genômica 

de onde os fragmentos foram originados. Diferentemente do alinhamento de fragmentos 

provenientes de sequenciamento de DNA, o algoritmo para mapeamento de RNA-seq 

apresenta desafios adicionais. Por exemplo, devido aos genes de genomas eucariotos 

conterem íntrons, e devido aos fragmentos sequenciados a partir de transcritos 

maduros de mRNAs não incluírem esses íntrons, quaisquer programas de alinhamento 

de RNA-seq devem ser capazes de lidar com alinhamento espaçado (produtos de 

splice) e espaçamentos grandes. Em genoma de mamíferos, íntrons abrangem uma 

gama muito grande de comprimentos, tipicamente de 50 a 100.000 bases, os quais o 

algoritmo de alinhamento deve acomodar. Fragmentos alinhados dizem muito sobre a 

amostra sequenciada. Fragmentos que não foram alinhados completamente e 

inserções e deleções no alinhamento podem identificar polimorfismos entre a amostra 

sequenciada e o genoma de referência, ou mesmo eventos de fusão gênica. 

Fragmentos que foram alinhados fora de anotações gênicas são, geralmente fortes 

evidências de novos genes codificadores de proteínas e RNAs não codificantes.  O 

alinhamento de fragmentos de RNA-seq podem revelar novos eventos de splicing 

alternativos e isoformas e também pode ser utilizado para quantificação acurada da 

expressão de genes e de transcritos, já que o número de fragmentos produzidos por um 

transcrito é proporcional à sua abundância.  

O número de fragmentos de RNA-seq gerados a partir de um transcrito é 

diretamente proporcional a quantidade relativa daquele transcrito na amostra. No 

entanto, devido aos fragmentos de cDNA serem geralmente selecionados por tamanho 

durante o processo de construção de biblioteca, transcritos longos produzem mais 

fragmentos passíveis de serem sequenciados do que transcritos curtos. Por exemplo, 

supondo que uma amostra tenha dois transcritos, A e B, os quais estão presentes na 

mesma quantidade. Se B é duas vezes mais longo que A, uma biblioteca de RNA-seq 

terá (em média) duas vezes mais fragmentos B em relação à A. Para calcular o nível 

correto de expressão de cada transcrito, os softwares para quantificação de expressão 



 
 

	
  

14	
  
Eduardo Paulino Castan 

	
  

gênica para RNA-seq fazem uma normalização que considera a quantidade de 

fragmentos e o tamanho dos transcritos (esta normalização está explicada no tópico 

Material e Métodos). 

Para quantificação acurada do nível de expressão de um transcrito é necessário 

identificação precisa de qual isoforma de um dado gene foi produzido cada fragmento. 

Isso somente é possível quando todas as variações de splice (isoformas) de um gene 

são conhecidas. Tentar quantificar expressão de genes e/ou de transcritos utilizando 

uma anotação incompleta ou incorreta de transcriptoma pode levar a valores imprecisos 

de expressão (TRAPNELL et al., 2010). Isso, porque quando um gene sofre splicing 

alternativo e produz várias isoformas na mesma amostra, muitos fragmentos que se 

alinham a esse gene, podem ser referentes a éxons que compõe apenas uma única 

isoforma ou éxons que compõe mais de uma isoforma, o que complica o processo de 

contagem de cada transcrito. Para computar precisamente o nível de expressão de 

cada transcrito, uma simples contagem não é suficiente e uma inferência estatística 

mais sofisticada é necessária.  

Mesmo para organismo bem estudados, a maioria de experimentos de RNA-seq 

pode revelar novos genes e novos transcritos. Uma análise recente e profunda de 

amostras de RNA-seq de 24 tecidos humanos e linhagens celulares revelou mais de 

8.000 novos longos RNAs não codificantes juntamente com vários possíveis genes 

codificadores de proteínas (CABILI et al., 2011). Um dos objetivos principais ao se fazer 

análise de transcriptoma por RNA-seq é a descoberta de novos genes e transcritos e 

fazer a análise de expressão diferencial deles entre diferentes condições. No entanto, 

pode ser difícil de distinguir sequências completas de novos transcritos de sequências 

parciais, utilizando apenas RNA-seq.  

Outro tipo de abordagem que também pode ser feita por meio de RNA-seq é a 

análise diferencial de expressão gênica entre duas ou mais condições biológicas por 

meio da contagem de fragmentos. Vários programas foram desenvolvidos nos últimos 

anos com modelos estatísticos para verificar, para um dado gene, se a diferença 

observada na contagem de fragmentos era significativa, ou seja, se a diferença era 

maior do que seria esperado somente devido às variações aleatórias naturais. Entre 

eles estão os que utilizam métodos paramétricos (os mais utilizados) com variantes de 
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distribuição binomial negativa como o edgeR (ROBINSON et al., 2010), HTseq 

(ANDERS & HUBER, 2010), bayseq (HARDCASTLE & KELLY, 2010) e NBPseq 

(SCHAFER et al., 2011). E métodos não paramétricos como NOISeq (TARAZONA et 

al., 2011) e Samseq (LI & TIBSHIRANI, 2013). No entanto, mesmo os algoritmos mais 

utilizados possuem falhas que podem comprometer a análise correta dos dados, como 

aqueles que utilizam modelo de Poisson. Considerando que os fragmentos são 

amostrados independentemente a partir de uma população, a contagem deles segue 

uma distribuição multinomial, a qual pode ser aproximada pela distribuição de Poisson. 

Consequentemente, a distribuição de Poisson foi utilizada para análise de expressão 

gênica diferencial (MARIONI et al., 2008; WANG et al., 2010). No entanto, foi verificado 

que a suposição da distribuição de Poisson é muito restrita: ela prediz menores 

variações do que foi observado (NAGALAKSHMI et al., 2008; ROBINSON et al., 2007). 

Portanto, o teste estatístico resultante desta suposição não controla erro tipo 1 

(probabilidade de falsos positivos). Para resolver este problema foi proposto modelar 

dados de contagem com distribuições binomiais negativas (WHITAKER, 1914; 

ROBINSON et al., 2010). A distribuição binomial negativa possui parâmetros que são 

unicamente determinados pela média µ e variância σ2. Porém, o número de replicatas 

em banco de dados de interesse é, geralmente, muito pequeno para se estimar ambos 

os parâmetros (média e variância) com segurança para cada gene. Para o edgeR, 

ROBINSON & SMYTH (2008) assumiram que a média e a variância são relacionadas 

por  σ2 = µ + αµ2, com uma única constante de proporcionalidade α que é a mesma 

durante todo o experimento e que pode ser estimada a partir dos dados. 

Consequentemente, um parâmetro somente, precisa ser estimado para cada gene, 

permitindo aplicação em experimentos com pequeno número de replicatas. O pacote 

para ambiente R chamado DESeq2, que foi utilizado neste trabalho, estendeu este 

modelo permitindo um algoritmo eficiente para o ajuste do modelo aos dados. Desta 

maneira, pôde ser obtida uma seleção mais balanceada de genes diferencialmente 

expressos em todo o intervalo dinâmico dos dados. 

Outra técnica simples, mas extremamente utilizada, para destacar processos 

biológicos, é a análise de super-representação de categoria gênica. Para realizar este 

tipo de análise, genes são agrupados em categorias por alguma característica biológica 
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comum, e em seguida são testados para encontrar categorias que são super-

representadas entre genes diferencialmente expressos. Categorias de ontologia gênica 

(OG) são comumente utilizada nesta técnica e existem várias ferramentas disponíveis 

para realização de analíse de OG, por exemplo: EasyGO (ZHOU & SU , 2007), 

GOminer (ZEEBERG et al., 2003), GOstat (BEISSBARTH & SPEED, 2004) e GOseq 

(YOUNG et al., 2010), o qual foi utilizado neste trabalho. Embora estas ferramentas 

tenham algumas diferenças metodológicas (HUANG et al., 2009), todas funcionam sob 

suposições semelhantes sobre a distribuição de genes diferencialmente expressos. 

Especificamente, assume-se que todos os genes são independentes e igualmente 

prováveis de serem selecionados como genes diferencialmente expressos, sob a 

hipótese nula. E é esta suposição que faz as metodologias de análises padrões de OG 

inadequadas para dados de RNA-seq, devido ao viés na detecção de expressão gênica 

diferencial para genes com grande número de leituras. Consequentemente, quando 

análises padrões são utilizadas, quaisquer categorias contendo uma preponderância de 

genes longos serão mais prováveis de serem super-representadas do que categorias 

com genes de tamanhos médios. De maneira semelhante, categorias com genes 

altamente expressos são mais prováveis de serem detectadas como super-

representadas do que categoria com genes de baixo valor de expressão. Tendo estes 

problemas identificados, é possível compensar o efeito de viés de seleção no teste 

estatístico do enriquecimento de uma categoria entre genes diferencialmente 

expressos. 

A profundidade do RNA-seq, que está diretamente relacionada com a quantidade 

e qualidade de dados gerados durante o processo de sequenciamento, é a média de 

cobertura de todos os loci referentes às sequências alvo, e é fundamental para análises 

precisas e acuradas do transcriptoma (MARIONI et al., 2008; LIU et al., 2012). 

Espaçamentos na cobertura do sequenciamento causarão quebras na reconstrução dos 

transcritos, da mesma maneira que acontece durante a montagem de um genoma. 

Reconstrução de transcriptoma de eucariotos com dados de alta qualidade conterá 

milhares de sequências completas de transcritos. Por outro lado, reconstrução com 

dados de baixa qualidade, principalmente aquelas com poucos dados (menos que 10 

milhões de fragmentos), pode conter dezenas ou mesmo centenas de milhares de 
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sequências parciais de transcritos. Quantidades insuficientes de dados podem acarretar 

no aumento de detecção de falsos novos transcritos, na quantificação imprecisa de 

expressão gênica, na identificação errônea de eventos de splice e na perda de 

detecção e quantificação de transcritos raros (IOANNIDIS, 2005; ROBLES et al., 2012). 

Apesar do RNA-seq ser padrão ouro para análise de transcriptoma, alguns aspectos 

importantes devem ser levados em consideração durante as análises, como viéses, 

artefatos do processo de sequenciamento, falsos positivos, quantificação imprecisa de 

genes pouco expressos, entre outros. Estes aspectos estão discutidos no tópico 

Discussão.  

 
Transcriptoma e a qualidade da carne 

A análise global do transcriptoma é um novo nicho científico entre a genética e a 

fisiologia, e é capaz de gerar novas hipóteses biológicas que, por sua vez, podem ser 

estudadas mais profundamente e com abordagens mais focadas (ANDERSSON & 

GEORGES, 2004). Isto impactará principalmente a descrição de características 

complexas, as quais são governadas por meio de interações entre muitos genes de 

efeitos pequenos como a qualidade da carne. Esta, por sua vez, depende das 

características do tecido conjuntivo, conteúdo de lipídeos, composição das fibras, nível 

de proteólise muscular e todos os aspectos biológicos complexos por si mesmos 

(OUALI, 1990). Embora vários estudos de transcriptomas de diferentes tecidos tenham 

sido conduzidos em humanos e camundongos (MORTAZAVI et al., 2008; TOUNG et al., 

2011; WANG et al., 2008; BOTTOMLY et al., 2011), nosso entendimento sobre animais 

de produção ainda é muito limitado.  

 Por muito tempo as pesquisas relacionadas com a carne foram direcionadas 

para o descobrimento de marcadores moleculares e biológicos de qualidade da carne 

(principalmente maciez) que: tornassem possível a classificação, logo após o abate, 

dos cortes de carne, baseada em seu potencial final de maciez; e a otimização de 

seleção genética de animais de corte, baseada em características da qualidade da 

carne. No entanto, tais marcadores ainda não foram identificados provavelmente devido 

ao entendimento extremamente limitado dos mecanismos biológicos responsáveis pela 
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remodelação postmortem da textura da carne (OUALI et al., 2013). Em resumo, a 

análise global do transcriptoma do músculo esquelético de bovinos tem o potencial de 

esclarecer a complexidade da arquitetura gênica e servir como resultado intermediário 

dos fatores genéticos que contribuem com a qualidade da carne. Estratégias de seleção 

indireta baseadas nesses fenótipos moleculares intermediários poderiam ser muito úteis 

para o melhoramento genético de características relacionadas à qualidade da carne 

(CHEREL et al., 2012). Abaixo, segue uma revisão sobre alguns genes potenciais 

marcadores de qualidade da carne, no qual a Tabela 4, no tópico Discussão, resume 

características destes genes identificadas neste trabalho.    

 

Lepitna (LEP) e receptor da lepitna (LEPR) 

O gene da leptina (NM_173928) , também conhecido como o “gene da 

obesidade”, localizado no cromossomo 4 de bovinos, codifica a leptina, uma citocina 

que é sintetizada e secretada pelo tecido adiposo (ZHANG et al., 1994; STONE et al., 

1996), e tem papel importante na regulação do balanço energético. A concentração de 

leptina pode ser vista como um indicador de marmoreio, profundida de toucinho, 

deposição de gordura, eficiência de reprodução, ingestão de alimentos e grau de 

rendimento e qualidade em gado confinado (GEARY et al., 2003; MCFADIN et al., 

2003, HOUSEKNECHT et al., 1998; LAGONIGRO et al., 2003; PANNIER et al., 2009; 

SCHENKEL et al., 2005). Ainda, foi mostrado que marcadores em regiões promotoras 

do gene bovino da leptina estavam associados com o marmoreio e a qualidade da 

carcaça (NKRUMAH et al., 2005). Apesar da sua grande importância, a LEP ainda não 

atingiu as expectativas que os cientistas da área da produção animal almejavam para 

um marcador robusto e confiável de gordura corporal e de carcaça. Mas levando em 

consideração a sua potencial importância em características relacionadas à qualidade 

da carne, estudos buscando associações mais robustas entre o gene da LEP com estas 

características são extremamente promissores. Polimorfismos no gene da LEP e em 

genes de seus receptores podem fornecer ferramentas poderosas para auxiliar a 

seleção e, consequentemente, o melhoramento de características que afetam a 

qualidade da carne e com impacto ambiental minimizado (WYLIE, 2011). O receptor da 
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leptina, codificado pelo gene LEPR (NM_001012285), é um receptor transmembranar 

de um único domínio que inibe a via orexígena e estimula a via anorexígena no 

hipotálamo. O receptor da leptina desempenha um papel importante no controle de 

consumo de alimento, secreção do hormônio de crescimento, homeostase energética e 

mobilização de gordura (BARB et al. 2006; BELL et al. 2005). 

 

Diacilglicerol O-aciltransferase 1  (DGAT1) 

O gene DGAT1 (NM_174693) localizado no cromossomo 14 de bovinos, codifica 

a enzima microssomal diacilglicerol O-aciltransferase, que por sua vez catalisa a etapa 

final da síntese de triglicerídeos.  Este gene foi associado a teor de gordura no leite 

(GRISART et al., 2002; WINTER et al., 2002), teor de gordura intramuscular e 

adiposidade da carcaça (THALLER et al., 2003, ZHENGRONG et al., 2003). Desta 

maneira, o DGAT1 poderia ser utilizado como marcador no melhoramento de 

característica como deposição de gordura.  

 

Calpaína (CAPN) e Calpastatina (CAST) 

 O sistema da CAPN foi considerado o principal mecanismo envolvido na maciez 

da carne (WHEELER, et al., 1996). Este sistema consiste de duas proteases cálcio 

dependentes calpaína 1 e calpaína 2, codificadas pelos genes CAPN1 (NM_174259) e 

CAPN2 (NM_001103086), respectivamente, e um polipeptídio chamado calpastatina, 

codificado pelo gene CAST (NM_001030318, NM_001030319, NM_001030320, 

NM_174003), cuja a função é inibir ambas as CAPNs. Calpaínas são provavelmente as 

proteases mais estudadas na área da maciez da carne e é amplamente aceito que a 

atividade proteolítica das CAPNs contribui para o processo de amaciamento da carne 

(KOOHMARAIE & GEESINK, 2006; SENTANDREU et al., 2002). Um estudo que 

fortaleceu a importância das CAPNs com relação à maciez da carne, foi a identificação 

de dois SNPs não sinônimos associados com maciez (PAGE et al., 2002) 

Diferentemente, foi verificado que o alto nível de CAST está relacionado com a 
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diminuição da maciez da carne (SHACKELFORD et al. 1991),  e que polimorfismos no 

gene CAST estão relacionados com capacidade de retenção de água e coloração em 

bovinos e suínos (CIOBANU et al., 2004; REARDON et al., 2010).  

 

Estearoil-CoA desaturase (SCD) 

SCD é a enzima responsável pela conversão de ácidos graxos saturados em 

ácidos graxos monoinsaturado em adipócito de mamíferos. Os ácidos graxos 

monoinsaturados estão relacionados com a maciez da gordura, sabor da carne e 

diminuição da concentração de colesterol (LDL) circulante (MELTON et al., 1982; 

SMITH 1994; RUDEL et al., 1995). Os fatores genéticos que determinam o perfil de 

ácidos graxos ainda estão sendo definidos. No entanto, dado o papel determinante na 

oxidação de ácidos graxos, o gene da SCD (NM_173959) é um bom candidato para ser 

associado à variação da composição de ácidos graxos. YANG e colaboradores (1999) 

apresentaram correlações interessantes entre a atividade da enzima SCD e a 

composição de ácidos graxos em uma pesquisa com tecido adiposo de bovinos. 

 

Fosfoglicomutase (PGM) 

 Fosfoglicomutase é uma enzima membro da via glicolítica com atuação na 

primeira fase do processo de glicólise. Nesta fase, ocorre a conversão de glicose-1-

fosfato, gerado a partir de glicose livre ou a partir do glicogênio por fosforilase, para dois 

fosfatos de triose. HAMILL e colaboradores (2012) associaram valores de expressão 

gênica diferencial do gene PGM (NM_001076903) com maciez e teor de gordura 

intramuscular de suínos.    

 

Tiroglobulina (TG) 

 TG (NM_173883) é o gene que codifica a proteína tiroglobulina, uma proteína 

sintetizada nas células do folículo tireoidiano que é uma molécula percursora dos 

hormônios da tireoide, tiroxina e triodotionina. Os hormônios da tireoide desempenham 
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um papel importante na regulação do metabolismo e pode afetar o crescimento de 

adipócitos, diferenciação e homeostase da gordura (CASAS et al., 2005). Alguns 

estudos mostraram associações deste gene com espessura de gordura (CASAS et al., 

2005) e score de marmoreio (GAN et al., 2008), e um teste para um marcador do gene 

da TG foi patenteado (BARENDSE, 1997) e disponível comercialmente para 

melhoristas de bovinos na Austrália. 

Piruvato quinase (músculo) (PKM) 

 Piruvato quinase (PK) é uma enzima que na via glicolítica catalisa a conversão 

de fosfoenolopiruvato em piruvato, o qual mais tarde é reduzido a lactato em condições 

anaeróbicas (PÖSÖ & PUOLANNE, 2005). A isoforma de PK que é expressa em 

músculo é codificada pelo gene PKM (NM_001205727). FONTANESI e colaboradores 

(2003) mostraram uma associação entre polimorfismo do gene de uma das isoformas 

de PKM de suínos com o conteúdo de glicogênio. E SIECZKOWSKA e colaboradores 

(2010) verificaram expressão gênica diferencial de PKM em suínos, relacionada com o 

aumento do teor de gordura intramuscular, bem como um progresso mais favorável do 

metabolismo energético e glicolítico no estágio inicial da transformação do músculo em 

carne.   

 

Homogentisato oxidase (HGD) 

 Homogentisato oxidase é uma das seis enzimas necessárias para o catabolismo 

dos aminoácidos aromáticos fenilalanina e tirosina. Estes, desempenham um papel 

importante na síntese de algumas proteínas, hormônio, pigmentos e 

neurotransmissores.  Homogentisato oxidase é codificada pelo gene HGD 

(NM_001144852) que foi considerado um gene candidato associado com 

características de carne e de carcaça. ZHOU e colaboradores (2101) verificaram 

associação de SNPs no HGD com características de qualidade da carne de bovinos. 

 

Proteína de ligação de ácido graxo (FABP) 
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 Proteína de ligação de ácido graxo são pequenos polipeptídios intracelulares 

encontrados em muitos tecidos, estão envolvidos na transferência e metabolismo de 

ácidos graxos e são codificados por vários genes, a família multigênica FABP (GOMEZ 

et al., 2007). JURIE e colaboradores (2007), mostraram que o nível de expressão do 

mRNA de uma isoforma de FABP (A-FABP) pode ser um dos indicadores metabólicos 

da habilidade de bovinos em depositar gordura intramuscular de acordo com o tipo de 

músculo e raça. Também foram associados SNPs no transcrito da isoforma FABP4 com 

gordura intramuscular (AVILÉS et al., 2013).  

 

Miostatina (MSTN) 

 Miostatina é um fator de diferenciação de crescimento secretado, membro da 

família da proteína TGF beta que inibe a diferenciação muscular e o crescimento no 

processo da miogênese e é codificado pelo gene MSTN (NM_001001525) (CARNAC et 

al., 2006). Em ovinos, suínos e bovinos, vária mutações na MSTN ou em sua região 

promotora foram identificadas na alteração do tamanho do músculo (KAMBADUR et al., 

2007; GUIMARAES et al., 2007; HADJIPAVLOU et al., 2008) . Além disso, MSTN 

também influencia no metabolismo de glicose e no acúmulo de gordura (MCPHERRON  

LEE, 2002). Decréscimo do conteúdo de gordura intramuscular e proporção de gordura 

na carcaça também foram descritas para o fenótipo de dupla musculatura em gado, o 

qual é causado por uma mutação na MSTN (HOCQUETTE et al., 1999). No entanto 

diferentes mutações na MSTN podem causar diferentes graus de hipermusculatura. 

Tendo em vista a importância da MSTN, esforços tem sido direcionados para a 

manipulação de sua expressão com o intuito de se produzir maior quantidade de massa 

magra (D-B et al., 2009). 

 

Proteína quinase, AMP-ativada, gama 3 subunidade não catalítica (PRKAG3) e 

Proteína quinase, AMP-ativada, beta 2 (PRKAB2) 

 O gene bovino PRKAG3 (NM_001162421) codifica a subunidade AMPK gama 3, 

uma isoforma da subunidade regulatória gama da Proteína quinase AMP-ativada 
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(AMPK). A AMPK tem um papel na regulação do mestabolismo energético e foi 

mostrado que mutações que afetam os genes das subunidades gama influenciaram a 

atividade da AMPK (CARLING, 2004). A subunidade gama 3 está envolvida na 

regulação da atividade da AMPK em músculo esquelético e influencia fortemente o 

metabolismo de glicogênio (MILAN et al. 2000). O conteúdo de glicogênio no músculo 

está correlacionado com a qualidade da carne devido a sua influência no processo de 

maturação postmortem e pH final. Portanto mutação no gene PRKAG3 pode afetar a 

qualidade da carne através do conteúdo de glicogênio antes do abate. De maneira 

semelhante, foi verificada correlação do gene PRKAB2 (NM_001192328) com 

características determinantes na qualidade da carne em suínos (YERLE et al., 1996). 

 

Desmina (DES) e Titina (TTN)   

 Parte do amaciamento da carne foi atribuído ao rompimento da estrutura 

altamente organizada do músculo por meio da degradação de proteínas miofibrilares 

chave como a desmina e a titina. Desmina é o membro músculo específico da família 

da proteína IF (filamento intermediário) e é codificada unicamente pelo gene DES 

(NM_001081575), que é expresso em todos os tecidos musculares (CAPETANAKI et al. 

2007). Foi documentado que a desmina é degradada mais rapidamente em miofibrilas 

de amostras com baixa força de cisalhamento e maior capacidade de retenção de água 

(HUFF-LONERGAN & LONERGAN, 1999; HUFF-LONERGAN, et al., 1996). O maior 

produto da degradação que geralmente é encontrado no músculo é um polipeptídio de 

aproximadamente 38kDA. Este produto de degradação também foi mostrado estar 

presente em miofibrilas digeridas pela µ-calpaína (CARLIN et al., 2006; HUFF-

LONERGAN & LONERGAN, 1999; HUFF-LONERGAN et al., 1996). Deste modo, a µ-

calpaína pode ser, pelo menos em parte, responsável pela degradação da desmina sob 

condições normais de maturação postmortem. A titina ou conectina é uma proteína 

gigante de aproximadamente 3 mega-Daltons, codificada pelo gene TTN (código de 

acesso no banco de dados ENSEMBL - ENSBTAT00000061449). Ela é a maior 

proteína encontrada em tecido de mamíferos e é a terceira mais abundante. Devido a 

essas e outras características é concebível que a sua degradação postmortem no 



 
 

	
  

24	
  
Eduardo Paulino Castan 

	
  

músculo levaria ao enfraquecimento da estrutura longitudinal do sarcômero miofibrilar e 

integridade do músculo. Este enfraquecimento, em conjunto com outras mudanças 

postmortem, poderia elevar o grau de amaciamento. A degradação da timina foi 

observada em vários estudos (ASTIER et al., 1993; FRITZ & GREASER, 1991; FRITZ 

et al., 1993; HUFF-LONERGAN et al., 1995) e é importante notar que a sua degradação 

e não a quantidade absoluta de titina no músculo postmortem que contribui com o 

amaciamento postmortem (FRITZ et al., 1993).  

 

Canal de cálcio, dependente de voltagem, subunidade 1 alfa2/delta (CACNA2D1) 

 O gene CACNA2D1 (NM_001205987) codifica um membro da família da 

subunidade alfa2/delta, uma proteína do complexo do canal de cálcio dependente de 

voltagem. Em bovinos este gene foi mapeado em uma região genômica de sete QTLs, 

para peso da carcaça, ganho médio diário (CASAS et al., 2001), estatura (ASWELL et 

al., 2005), porcentagem de osso e razão carne/osso (GUTIÉRREZ-GIL et al. 2009). 

Outros quatro QTLs que afetam características de qualidade da carne também estavam 

perto desta região. LI e colaboradores (2007 e 2008) verificaram que um SNP na região 

3’UTR do CACNA2D1 poderia ser um marcador para características relacionadas com 

reprodução, carcaça e qualidade da carne em suínos. 

 

Hormônio do crescimento (GH), receptor do hormônio de crescimento (GHR) e fator de 

crescimento 1 e 2 tipo insulina (IGF1 e 2) 

 Genes envolvidos no controle do eixo somatrotópico, como GH (NM_180996), 

GHR (NM_176608) e IGF1 (NM_00107782) são bons candidatos a terem influência em 

características relacionadas coma taxa de crescimento composição corporal (HALE et 

al., 2000; THOMAS et al., 2002; FARBER et al., 2006). GH é um gene importante 

envolvido no crescimento pós natal, desenvolvimento do músculo e da glândula 

mamária e no metabolismo de lipídeos e carboidratos (AKERS, 2006). GH exerce sua 

ação por meio de seu receptor (GHR), o qual ativa GH ao ligar-se a ele. Vários estudos 

associaram polimorfismos nos genes GH e GHR com características da carcaça em 
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diversas raças (HALE et al., 2000; DI STASIO et al., 2005; GARRET et al., 2008). IGF1 

é um hormônio similar a estrutura molecular da insulina e foi reportado que a sua 

concentração estava negativamente correlacionada com a porcentagem de gordura na 

carcaça, taxa de deposição de gordura, gordura total da carcaça e espessura de 

gordura, e positivamente relacionada com a porcentagem de proteína na carcaça 

(ANDERSON et al., 1998). 

 

Fator miogênico 5 e 6 (MyF5 e MyF6), MYOD1 e Miogenina (MYOG) 

 Os fatores miogênicos 5 (NM_174116) e 6 (NM_181811) pertencem a uma 

família de fatores de transcrição que incluem a MYOD1 (NM_001040478) e a 

miogenina (NM_001111325). Eles são essenciais para o início e o desenvolvimento do 

músculo esquelético. MyF5, em combinação dom a MYOD1, determinam a linhagem 

muscular e foi mapeado QTL para peso ao nascimento, ganho médio de peso diário ao 

desmame e ganho médio de peso diário (LI et al., 2002a,b). Considerando a 

importância destes quatro fatores transcricionais na formação do tecido muscular, 

acredita-se que eles sejam bons genes candidatos para crescimento e características 

da qualidade da carne (MAAK et al., 2006; VERNER et al., 2007) 

 

Peroxisomo proliferador-ativado receptor gama (PPARG) e peroxisomo proliferador-

ativado receptor gama, coativador 1 alfa (PPARGC1A) 

 PPARG (NM_181024) é regulador transcricional crítico de genes que controlam o 

metabolismo energético, adipogênese e manutenção do estado diferenciado 

(MEMISOGLU et al., 2003; ROSEN & MACDOUGALD, 2006; XU et al., 1999). Assim, 

PPARG tem um efeito lipogênico e adipogênico em adipócitos e hepatócitos 

(KERSTEN, 2001) e também foi mostrado que ele tem efeito considerável no omega-3 

(SEVANE et al., 2013). PPARGC1A (NM_177945) é um coativador do PPARG e tem 

função chave na ativação de uma variedade receptores de hormônios nucleares e em 

fatores de transcrição que regulam homeostase de energia (PUIGSERVER & 

SPIEGELMAN, 2003). Foi mostrado que este gene regula a expressão de genes 
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envolvidos no metabolismo oxidativo, adipogênese e gliconeogênese e que ele estaria 

associado a características organolépticas da carne (SEVANE et al., 2013). 

 

Troponina C tipos 1 e 2 (TNNC1 e 2) 

 As proteínas contráteis troponina, que formam um complexo localizado nos 

filamentos do músculo estriado, estão envolvidas na inibição da atividade da ATPase 

induzida pelo cálcio da miosina (portanto, na contração muscular), e são expressas de 

maneira fibra-específica. Os genes TNNC1 (NM_001034351) e TNNC2 

(NM_001076373) são expressas exclusivamente em fibras de contração lenta e fibras 

de contração rápida, respectivamente (CORIN et al. 1994; MULLEN & BARTON, 2000). 

Considerando a importância destas proteínas na contração muscular, pode-se inferir 

que os genes que as codificam são candidatos potenciais para se associar à qualidade 

da carne. 

  

Fator potenciador de miócitos 2A (MEF2A) 

 Os genes MEF2 (fator potenciador específico de ligação de miócitos 2) 

pertencem a família MADS (MCM1 Agamous, Deficiens, Serum Response Factor) de 

fatores de transcrição, e foi mostrado que eles desempenham um papel 

importantíssimo na morfogênese e miogênese das células dos músculos esquelético, 

cardíaco e liso (OLSON et al., 1995). Em vertebrados existem quatro genes MEF2, 

entre eles está o MEF2A. MEF2 controla a formação do músculo esquelético depois da 

diferenciação terminal em novas fibras e é responsável pela expressão de genes que 

codificam proteínas de filamento grosso (HINITS & HUGHES, 2007). Cada vez mais 

estudos são realizados mostrando a importância dos genes MEF2 no desenvolvimento 

e diferenciação do músculo esquelético (POTTHOFF et al., 2007; L’HONORE et al., 

2007). Existem poucos estudos que relacionam o nível expressão e características do 

MEF2A com a qualidade da carne. No entanto ZHAO e colaboradores (2011) 

propuseram um modelo no qual a MyOD e o MEF2A controlam o balanço entre a 
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miogênese e a adiposidade intramuscular. Outros três trabalhos mostraram em suínos 

que a atividade de MEF2 poderia aumentar a miogênese e consequentemente afetar a 

qualidade da carne (CREEMERS et al., 2006; HAN et al., 2012). Em bovinos, estudos 

mostraram que polimorfimos no gene MEF2A estavam associados com o peso corporal 

(CHEN et al., 2010). Este gene está localizado no cromossomo 21 que possui 2 QTLs 

associados com peso ao nascimento. Isso implica que MEF2A pode ser considerado 

um potencial marcador molecular para características da carcaça. Os resultados 

encontrados neste trabalho contribuem bastante com esta implicação e com a 

possibilidade do MEF2A ter papel significativo no crescimento muscular. Neste trabalho 

o gene MEF2A apresentou menor valor significativo de expressão no grupo de menor 

perfil de crescimento muscular em relação ao grupo com maior perfil de crescimento.  

 

Proteína de ligação do hormônio de crescimento tipo insulina 3 (IGFBP3) 

 Como mencionado acima, fatores de crescimento tipo insulina (IGF) são 

peptídeos promotores de crescimento que tem estrutura homóloga com a insulina. No 

entanto, diferente da insulina, IGFs circulam no plasma complexados com uma família 

de proteínas de ligação chamadas de proteínas de ligação do IGF (IGFBP) (RAJARAM 

et al. 1997). Estas proteínas circulam por uma variedade de tecidos e são encontradas 

em fluídos de tecidos biológicos. IGFBP3 é a maior forma de proteínas de ligação e 

possui vários papéis endócrinos fundamentais e ainda, podem afetar funções celulares 

independentemente dos IGFs. Vários estudos investigaram o efeito da concentração do 

IGFBP3 no desempenho de suínos na produção de carne. WALTON e colaboradores 

(1989) verificaram que o IGFBP3 poderia bloquear a degradação de IGF1. OWENS e 

colaboradores (1999) acharam que IGF1 e IGFBP3 estavam positivamente associados 

com a taxa de crescimento, com a ingestão voluntária de alimento e com a relação 

ganho de peso/conversão alimentar. LEE e colaboradores (2002) sugeriram que a 

concentração de IGFBP3 pode ser utilizada como índice de crescimento em suínos. Em 

bovinos foi verificado que o nível de expressão do IGFBP3 era significativamente 

diferente entre bovinos com diferentes perfis de crescimento muscular (LISOWSKI et 

al., 2013) e também foram associadas características relacionadas com a composição 
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de lipídeos e propriedades organolépticas da carne (DUNNER et al., 2013). SUN e 

colaboradores (2003) encontraram diversas características da carcaça associadas a 

polimorfismos no gene IGFBP3. Neste estudo o gene IGFBP3 apresentou menor valor 

significativo de expressão para o grupo de menor perfil de crescimento muscular. 

 

Levando em consideração a grande importância do mercado da carne de 

bovinos, a necessidade e dificuldade de melhoria da qualidade da carne, a relevância 

do crescimento muscular na qualidade da carne e o enorme potencial dos 

sequenciadores de nova geração para análise de transcriptoma, o presente trabalho 

objetivou caracterizar o panorama completo do transcriptoma do músculo longissmus 

dorsi de bovinos da raça Nelore.  

 

2. Objetivos 

Caracterizar o panorama completo do transcriptoma do músculo longissmus 

dorsi de bovinos da raça Nelore, avaliar toda a sua complexidade, dinâmica e conteúdo 

e identificar genes com perfis de expressão associados ao crescimento muscular. 

 

3. Material e Métodos 

Foram utilizadas amostras de 10 animais da raça Nelore provenientes de um 

rebanho participante do programa de melhoramento genético coordenado pelo grupo  

Qualitas, para a raça Nelore. Nos rebanhos participantes deste programa, os animais 

são criados a pasto até a idade de seleção (por volta de 550 dias), que é baseada em 

características de crescimento e avaliação visual. Após a seleção, cerca de 20% dos 

machos de cada rebanho são destinados à reposição ou vendidos como reprodutores. 

O restante dos animais é vendido como boi magro ou terminado na própria fazenda e 

enviados para o abate. Os animais utilizados neste estudo foram provenientes de uma 

propriedade localizada no oeste do estado de São Paulo, e faziam parte de um grupo 

de 118 animais não selecionados para reprodutores e que, após mais um período de 

100 dias a pasto e cerca de 90 a 100 dias em confinamento, foram abatidos em um 

frigorífico comercial, com idades entre 720 e 760 dias. Todos os 118 animais eram 
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machos nascidos nos meses de agosto e setembro de 2010 e estavam divididos em 

dois grupos de manejo na propriedade. A escolha dos 10 animais que participaram do 

estudo foi baseada no peso aos 550 dias  e na área de olho de lombo (corrigidos para 

grupo de contemporâneo e padronizados para média zero e variância um). O índice 

para classificação dos animais considerou ponderação de 70% para peso aos 550 

dias  e 30% para área de olho de lombo.  Foram escolhidos os cinco animais com maior 

(Grupo 1) e os cinco com menor (Grupo2) valor para o índice.  Amostras do músculo 

LD  para extração de RNA foram coletadas de cada animal ainda na linha de abate.  

 
Extração de RNA mensageiro com Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) 

Foi realizada a extração dos RNAs mensageiros (mRNAs) provenientes das 

amostras coletadas dos músculos LD por meio do sistema de purificação Dynabeads® 

mRNA DIRECT™ kit seguindo as recomendações do fabricante. Este sistema de 

extração é baseado no pareamento da cauda de poli(A) da extremidade 3’ da maioria 

dos mRNAs com os oligonucleotídeos (dT)25 covalentemente associados às esferas 

metálicas chamadas comercialmente de Dynabeads® (JAKOBSEN, 1994). Durante o 

processo de purificação as moléculas de mRNA ficam presas às esferas metálicas, que 

por sua vez ficam presas a um imã, separando assim outras moléculas que não são de 

interesse, como DNA, proteínas, debris celulares e outros tipo de RNA.  A quantificação 

dos mRNAs provenientes dessa purificação foi feita através do Qubit® RNA Assay Kit 

utilizando o fluorímetro Qubit® 2.0 Fluorometer (ambos da Life Technologies, Carlsbad, 

CA, EUA). O manual do Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit pode ser encontrado no 

endereço: 

http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/DynabeadmRNADIRECTMicro_UG

_Rev004_20120514.pdf. 
  

Construção da biblioteca de cDNA com Ion Total RNA-Seq Kit v2 (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) 
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Para o sequenciamento de nova geração chamado de sequenciamento paralelo 

em massa, no qual são sequenciados milhares de pequenos fragmentos de cDNA ao 

mesmo tempo, é necessária a construção da biblioteca de cDNA.  Foi utilizado o Ion 

Total RNA-Seq Kit v2 seguindo as recomendações do fabricante. Foi feita conversão do 

mRNA purificado no passo anterior em biblioteca de cDNA para sequenciamento fita 

específica, ou seja, mantendo a informação de orientação da transcrição na molécula 

de DNA. Durante a construção da biblioteca foram feitos os seguintes procedimentos: 

fragmentação do RNA utilizando RNase III, ligação de oligonucleotídeos chamados de 

adaptadores nas extremidades dos RNAs, reação de transcrição reversa, amplificação 

do produto da transcrição reversa por PCR. Todos os passos de verificação de 

quantidade, rendimento e distribuição dos fragmentos da biblioteca foram feitos pelo 

Agilent® DNA 1000 Kit utilizando o 2100 Bioanalyzer (ambos da Agilent, Santa Clara, 

CA, EUA).  

Durante a ligação dos adaptadores foram utilizados, para cada amostra, 

marcadores moleculares individuais contendo aproximadamente 8 pb, chamados 

comercialmente de código de barras. Desta maneira, cada amostra recebeu um código 

de barra específico, o que permitiu que amostras diferentes fossem misturadas e 

sequenciadas na mesma corrida. Posteriormente, durante as análises preliminares de 

bioinformática, os resultados do sequenciamento de cada amostra foram 

individualizados e analisados separadamente. O manual do Ion Total RNA-Seq Kit v2 

pode ser encontrado no endereço: http://ioncommunity.lifetechnologies.com/docs/DOC-

2999. 

 
Amplificação da biblioteca por PCR em emulsão (ePCR) com o Ion  PI™ Template 
OT2 200 Kit v2 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) 

 Amplificação de bibliotecas tem como objetivo gerar em um pequeno espaço 

físico milhares de cópias de cada fragmento de DNA produzidos na etapa anterior. O 

objetivo dessa amplificação é aumentar a fonte de sinal iônico que será detectado na 

etapa de sequenciamento. Para tanto foi utilizada a técnica de PCR de emulsão no qual 

são criados milhares de micro reatores em uma emulsão de óleo. Esses reatores 
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contém todos os reagentes necessários para uma reação de PCR e pequenas esferas 

cobertas com sequências de oligonucleotídeos complementares ao adaptador ligado ao 

fragmento. Esses fragmentos servem para fixar as moléculas alvos na esfera e servem 

também como primer para a reação de PCR. No fim dessa etapa foram obtidas 

milhares de esferas contendo, em cada uma delas, milhares de cópias de cada um dos 

fragmentos da biblioteca associadas à sua superfície. O manual do Ion  PI™ Template 

OT2 200 Kit v2 pode ser encontrado no endereço: 

http://ioncommunity.lifetechnologies.com/docs/DOC-7457. 

 

Preparo da reação de sequenciamento com Ion PI™ Sequencing 200 Kit v2 (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) 

Nessa etapa do protocolo os fragmentos associados às esferas gerados no 

passo anterior foram preparados para a reação de sequenciamento e foram 

depositados nos chips semicondutores. Os chips, por sua vez, foram carregados na 

plataforma Ion Proton. Essa etapa também engloba a lavagem do equipamento e o 

preparo das soluções de lavagem necessárias na reação. O manual do Ion PI™ 

Sequencing 200 Kit v2 pode ser encontrado no endereço: 

http://ioncommunity.lifetechnologies.com/docs/DOC-7459.  
 

Análise dos resultados  

 As sequências geradas pelo Ion Proton foram previamente analisadas no Torrent 

Server (servidor associado ao sequenciador) por meio do software Torrent SuitTM. Essa 

análise inicial tem como objetivo verificar a quantidade e a qualidade dos dados 

gerados durante a corrida de sequenciamento. Cada um dos fragmentos sequenciados 

foi submetido a alinhamento ao genoma de referência do bosTau7 

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway?clade=mammal&org=Cow&db=bosTau7) 

por meio dos programas Bowtie (LANGMEAD et al., 2009) e TopHat2 (KIM et al., 2003).  

 Bowtie é um programa de alinhamento extremamente rápido e eficiente 

desenvolvido para alinhar grande quantidade de pequenos fragmentos de DNA/cDNA a 

grandes genomas. Como parte do processo de alinhamento, o genoma de referência foi 
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indexado com um índice Burrows-Wheeler (BURROWS & WHEELER, 1994), o que 

permitiu grande diminuição no tempo de análise. No entanto, Bowtie não permite 

alinhamento entre fragmentos que contenham espaçamentos grandes em relação ao 

genoma, e deste modo, ele não pode alinhar os fragmentos que são separados por 

íntrons. Para resolver esta limitação e, portanto, identificar eventos de splice, foi 

utilizado o programa TopHat2. Este programa utiliza mecanismo de alinhamento do 

Bowtie e quebra os fragmentos que o Bowtie não conseguiu alinhar em pequenas 

porções chamadas de segmentos. Geralmente, essas porções, quando processadas 

independentemente irão se alinhar ao genoma, mas quando vários segmentos de um 

único fragmento são alinhados em regiões distantes (entre 100 pb e várias centenas de 

quilobases) do genoma, TopHat2 infere que o fragmento está em uma junção de splice 

e estima onde essa junção de splice está. Ao processar cada um dos fragmentos 

inicialmente não alinhados, o TopHat2 pode construir um índice de regiões de splice do 

transcriptoma sem a necessidade de anotação de genes ou regiões de splice. Esta 

capacidade é crucial, já que vários estudos de RNA-seq mostraram que o nosso atual 

catálogo de eventos de splicing alternativo ainda está muito incompleto. Mesmo em 

transcriptomas de organismos modelos muito estudados, novos eventos de splicing são 

descobertos a cada novo estudo de RNA-seq. A montagem dos transcritos a partir das 

sequências dos fragmentos alinhados, bem como estimativas da quantidade de 

transcritos, a regulação gênica e descoberta de novos transcritos foram feitas por meio 

do programa Cufflinks (TRAPNELL et al., 2010).  

 A quantidade de transcritos foi medida pelo número de fragmentos por quilobase 

por milhão de fragmentos mapeados (FPKM) (MORTAZAVI et al., 2008). Para calcular 

o nível correto de expressão de cada transcrito, foram feitas duas normalizações pelo 

Cufflinks: normalização pelo tamanho do transcrito e normalização pela quantidade total 

de fragmentos sequenciados. Na primeira, foram contados os fragmentos que se 

alinharam a cada transcrito, e então esta contagem foi normalizada pelo tamanho do 

transcrito. Na segunda, para comparar o nível de expressão de cada transcrito entre 

amostras, a contagem foi normalizada pelo rendimento total do sequenciamento ao 

longo do experimento para cada amostra. FPKM incorpora esses dois passos de 
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normalização para garantir que os níveis de expressão de diferentes genes e transcritos 

possam ser comparados entre diferentes corridas.  

 

 

 

 

FPKM = fragmentos por quilobase por milhão  

= [número de fragmentos mapeados]/[tamanho do transcrito em quilobase]/[milhão de 

fragmentos mapeados] 

= [número de fragmentos mapeados]/([tamanho do transcrito]/1000)/([número total de 

fragmentos]/106) 

 

 Para a quantificação de transcritos provenientes de splicing alternativo por meio 

do Cufflinks, foi implementado um modelo estatístico linear para estimar a abundância 

de cada transcrito. Depois de calculado o valor de expressão de cada isoforma de um 

gene, o valor de expressão deste gene foi calculado a partir da soma dos valores de 

expressão de cada um de seus transcritos. Isso é possível pois FPKM é diretamente 

proporcional a abundância do transcrito. De fato, o valor de expressão de qualquer 

grupo de transcritos (como um grupo de transcritos que compartilham um mesmo 

promotor) pode ser seguramente computado por meio da soma dos níveis de 

expressão dos membros daquele grupo.  

 Para auxiliar a descoberta de novos genes, foi utilizado o algoritmo de 

alinhamento Basic Local Alignment Search Tool para busca de similaridade de 

sequências de nucleotídeos (blastn). Todas as sequências dos genes que foram 

considerados potenciais novos genes (PNG) foram submetidas a uma busca de 

similaridade a sequências de nucleotídeos depositadas no banco de dados database 

Nucleotide collection (nr/nt). Dos resultados de alinhamento, foi selecionado somente o 

alinhamento com maior valor de significância de similaridade para cada PNG. Nenhum 

parâmetro do blastn foi alterado para as buscas de similaridade. 

 Para análise de expressão gênica diferencial entre os grupos foi utilizado o 

pacote DESeq2 para ambiente R (ANDERS & HUBER, 2010) . O DESeq2 utiliza como 



 
 

	
  

34	
  
Eduardo Paulino Castan 

	
  

entrada valores brutos da contagem dos fragmentos, os quais são importantes para o 

seu modelo estatístico. Para fazer a contagem bruta dos fragmentos foi utiizado o 

programa HTSeq. Diferente do Cufflinks que faz a contagem normalizada dos 

fragmentos (FPKM).  

 A partir dos resultados de expressão gênica diferencial foi utilizado o pacote para 

ambiente R, GOseq para identificação dos termos ontológicos mais relevantes entre os 

genes diferencialmente expressos. Este pacote utiliza o método ”Wallnius” que 

aproxima a distribuição real dos números dos membros de uma categoria entre os 

genes diferencialmente expressos pela distribuição hipergeométrica não central 

Wallenius. Esta distribuição assume que dentro de uma categoria todos os genes tem a 

mesma probabilidade de ser escolhido.  

 Foi utilizado o “visualizador de genoma” (genome browser) Integrative Genomics 

Viewer (IGV) (ROBINSON et al., 2011) para auxiliar as análises dos dados, 

interpretação dos resultados e identificação visual de potenciais artefatos. A Figura 4 

representa de maneira simplificada o fluxograma utilizado nas análises dos dados. 
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Figura 4. Fluxograma das análises dos dados do sequenciamento. Retângulos inteiros 
representam programas computacionais e os retângulos com um dos vértices cortados 
representam arquivos. As setas indicam a direção do fluxo das análises. O arquivo de 
formato .bam ou arquivo BAM é a versão binária do arquivo SAM (Sequence 
Alignment/Map), que por sua vez é o formato genérico para se armazenar grandes 
sequências alinhadas da nucleotídeos. Arquivo FASTA (.fasta) tem formato baseado 
em texto para representar sequência de nucleotídeos utilizando letras como código. 
Bowtie e TopHat são softwares de alinhamento de fragmentos sequenciados ao 
genoma de referência e de detecção de eventos de splice. Cufflinks é o programa 
responsável pela montagem dos transcritos, estimativas de quantidade de transcritos e 
descoberta de novos transcritos. O arquivo FPKM (fragmentos por quilobase por 
milhão) contém as quantidades dos transcritos normalizadas pelo tamanho deles e pela 
quantidade total de fragmentos sequenciados. O banco de dados do UCSC foi utilizado 
para fazer a identificação de transcritos anotados. HTSeq também é um programa de 
quantificação de transcritos e o os dados provenientes de seu resultado são utilizados 
como entrada para o pacote DESeq2. DESeq2 é um pacote de ambiente R responsável 
pela análise de expressão gênica diferencial. IGV é um progrma auxiliar de visualização 
de genomas. Goseq é um pacote de embiente R utilizado para identificação dos termos 
ontológicos mais relevantes entre os genes diferencialmente expressos. Blastn é uma 
ferramenta de alinhamento utilizada para verificar similaridade entre sequências alvos e 
diversos bancos de dados de nucleotídeos. 
 

4. Resultados 

Rendimento da extração dos mRNAs e da construção das bibliotecas de cDNA 

	
   Por meio do sequenciamento de nova geração, este estudo gerou e comparou o 

panorama do transcriptoma do músculo LD de bovinos da raça Nelore com dois perfis 

de crescimento muscular. Para isso, mRNAs das dez amostras do músculo LD foram 

extraídos e purificados com concentração média de  1,7 ng/µL ± 0,607, sendo 

ressuspendidos em 20 µL de água. Em seguida, bibliotecas de mRNA de cada amostra 

foram construídas a partir de 8 µL de cada produto da etapa de purificação. A 

quantidade média resultante da construção das bibliotecas foi de 17,78 ng/µL ± 2,01. 

Durante o processo de construção das bibliotecas, são gerados milhões de fragmentos 

de diferentes tamanhos, no geral de 50 a 1000 pb. No entanto, apenas uma porção 

desses fragmentos (até 200 pb) podem ser utilizados durante a amplificação por PCR 

em emulsão. Portanto, para a obtenção de um bom rendimento durante a amplificação 

são necessárias bibliotecas com quantidade suficiente de fragmentos com até 200 pb. 

Uma maneira para verificar quantidade e a distribuição de tamanho de fragmentos, é 
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por meio de eletroforese. A Figura 5 mostra o perfil de migração dos fragmentos de 

uma das bibliotecas durante a eletroforese no Bioanalyzer com o Agilent® DNA 1000 

Kit. Segundo as recomendações do fabricante do Ion Total RNA-Seq Kit v2, os perfis de 

distribuição dos fragmentos obtidos estavam de acordo com o necessário para bom 

rendimento da PCR em emulsão.  

 

 
Figura 5. Perfil de migração dos fragmentos de uma das bibliotecas em uma 
eletroforese capilar. No eixo y estão as unidades de fluorescência (FU) e no eixo x os 
pares de bases dos fragmentos (bp). Os picos das extremidades são referentes a 
fragmentos de DNA marcadores (componente do kit) com tamanho e quantidade 
conhecidos. E o “arraste” no centro é referente á migração dos fragmentos da biblioteca 
que variaram de ~120 a ~600 pb. 
 

Sequenciamento do transcriptoma do músculo LD de bovinos da raça Nelore   

 Foram realizadas cinco corridas de sequenciamento com duas amostras em 

cada corrida e mais uma corrida extra repetindo o sequenciamento de duas das dez 

amostras. Ou seja, oito amotras foram sequenciadas uma vez cada e duas amostras 

foram sequenciadas duas vezes cada, no total de doze corridas. A corrida extra foi feita 

com o objetivo de aumentar a quantidade de dados e, consequentemente, obter 

informações mais acuradas.  
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 O software Torrent SuitTM, que funciona em conjunto com o Ion ProtonTM,  gera 

um relatório com alguns dados preliminares após as corridas de sequenciamento. Com 

este relatório é possível verificar aspectos relacionados a todo o fluxograma da parte 

laboratorial do experimento, desde a construção da biblioteca até ao sequenciamento 

propriamente dito. A Figura 6 é referente ao resumo do resultado gerado pelo software 

Torrent SuitTM de uma corrida de sequenciamento com duas amostras.  

 

 
Figura 6. Resumo do resultado de uma corrida de sequenciamento. O quadro da 
esquerda mostra a quantidade de bases sequenciadas (10,7 bilhões) e a porcentagem 
de poços do chip que receberam fragmentos da biblioteca (95%). A quantidade de 
poços preenchidos também é mostrada pelo heatmap. O quadro central mostra a 
quantidade total de fragmentos que foi sequenciada (mais de 93 milhões) e a 
porcentagem desses fragmentos que gerou informação útil para a análise do 
transcriptoma (mais de 63 milhões). O quadro da direita mostra a distribuição de 
tamanho de fragmentos de biblioteca que foram sequenciados (média de 116 pb). 
 
Análise dos dados 

Alinhamento 

 A Tabela 1 apresenta os resultados gerais do sequenciamento e do alinhamento 

dos fragmentos ao genoma de referência do bosTau7. No total, foram sequenciados 

mais de 40 bilhões de pares de bases e mais de 450 milhões de fragmentos com média 
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de tamanho de 105 pb (±7,53). Do total dos fragmentos sequenciados, 91,21% foram 

alinhados ao genoma de referência. Destes, 27,6% eram referentes aos RNAs 

ribossomais e 50,92% foram alinhados unicamente a uma região específica do genoma. 

Ainda como resultado do alinhamento, em média, foram identificadas 577.499,5 

(±272.433,14) deleções, 585.113,6 (±302.244,63) inserções e 82.992,2 (±15.214,91) 

junções de éxons para as dez amostras. 
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Anotação, montagem e contagem 

  Mais de 60.000 montagens realizadas pelo Cufflinks foram classificadas como 

genes e mais de 79.000 transcritos foram identificados a partir desses genes. Da 

quantidade total de transcritos, 15.977 (20,12%) eram transcritos já anotados, 10.960 

Tabela 1. Resumo do sequenciamento e do alinhamento dos fragmentos ao 
genoma de referência bosTau7. 

 Quantidade Porcentagem 

Quantidade total de pares de bases 40.696.389.940 100 

Quantidade total de pares de bases 
(≥Q20) 

29.992.028.105 73,70 

Quantidade total de fragmentos 452.929.550 100 

rRNA 123.464.188 27,26 

Fragmentos alinhados + rRNA 413.124.897 91,21 

Fragmentos alinhados - rRNA 289.660.709 63,95 

Fragmentos alinhados a uma única 
posição  

230.609.371 50,92 

Fragmentos alinhados a múltiplas 
posições 

59.051.338 13,04 

Fragmentos não alinhados 21.063.181 8,76 

Quantidade total de pares de bases: quantidade de pares de bases sequenciados nas dez 
corridas.  Quantidade total de pares de bases (≥Q20): quantidade de pares de bases 
sequenciados com Phred Score igual ou maior que 20 nas dez corridas.  Quantidade total de 
fragmentos: número total de fragmentos sequenciados nas dez corridas. rRNA: fragmentos 
alinhados aos RNAs ribossomais. Fragmentos alinhados + rRNA: quantidade total de fragmentos 
que foram alinhados ao genoma de referencia, considerando os RNAs ribossomais. Fragmentos 
alinhados - rRNA: quantidade total de fragmentos que foram alinhados ao genoma de referencia, 
sem considerar os RNAs ribossomais. Fragmentos alinhados a uma única posição: fragmentos 
que foram alinhados a apenas uma região do genoma de referência sem considerar os RNAs 
ribossomais.  Fragmentos alinhados a múltiplas posições: fragmentos que foram alinhados a mais 
de uma posição do genoma de referência sem considerar os RNAs ribossomais.  Fragmentos não 
alinhados: fragmentos que não foram alinhados ao genoma de referência. 



 
 

	
  

41	
  
Eduardo Paulino Castan 

	
  

(13,80%) foram classificados como potenciais novas isoformas e 51.140 (64,39%) 

foram classificados como desconhecidos. Na Tabela 2 estão sumarizados os resultados 

referentes à anotação, montagem e contagem do transcriptoma.  Entre os 34.703 genes 

anotados do genoma de referência de bovinos (BosTau7), 14.876 (43%) genes foram 

expressos no músculo LD. Destes, 12.082 tiveram valores de FPKM calculado para 

pelo menos uma amostra, os demais não passaram em um ou mais parâmetros de 

controle de qualidade do Cufflinks e não tiveram seus valores calculados. Na Tabela 3 

estão os 50 genes anotados mais abundantes encontrados neste trabalho.    
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Tabela 2. Resumo dos resultados da montagem e anotação gênica. 

 Quantidade Porcentagem 

Quantidade total de genes 60.814 100 

Quantidade de genes anotados 14,876 24,46 

Quantidade de potenciais novos genes 45.938 75,54 

Quantidade total de transcritos 79.427 100 

Quantidade de potenciais novas 
isoformas 10.960 13,80 

Quantidade de transcritos completos 
(conhecidos) 15.977 20,12 

Quantidade de transcritos 
desconhecido, intergênicos 51.140 64,39 

Quantidade de transcritos parcialmente 
alinhados a um éxon  358 0,45 

Quantidade de transcritos parcialmente 
alinhados a um éxon e referência na 
fita oposta 

992 1,25 

Quantidade total de genes: quantidade total de montagens classificadas como genes pelo 
Cufflinks para as dez amostras.  Quantidade de genes anotados: quantidade genes sequenciados 
com anotação no banco de dados UCSC.  Quantidade de potenciais novos genes: quantidade de 
montagens classificadas como genes pelo Cufflinks e sem anotação no banco de dados UCSC.  
Quantidade total de transcritos: quantidade total de transcritos que foram sequenciados para as 
dez amostras.  Quantidade de potenciais novas isoformas: Quantidade de transcritos não 
anotados em que, pelo menos uma junção de splice é compartilhada com o transcrito de 
referência.  Quantidade de transcritos completos: quantidade de transcritos que tiveram todos os 
seus éxons alinhados ao transcrito de referência.  Quantidade de transcritos desconhecidos, 
intergênicos: quantidade de transcritos que não foram alinhados a nenhum transcrito de 
referência. Quantidade de transcritos parcialmente alinhados a um éxon: quantidade de transcritos 
que foram alinhados a um éxon e suas regiões adjascentes.   Quantidade de transcritos 
parcialmente alinhados a um éxon e referência na fita oposta:  quantidade de transcritos que foram 
alinhados a um éxon e suas regiões adjascentes, porém com referência na fita oposta. 
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Tabela 3. Cinquenta genes mais abundantes no músculo LD de bovinos da 
raça Nelore 

Símbolo  Nome do gene FPKM 

LBH limb bud and heart development homolog (mouse) 908387,30 

TMEM63A transmembrane protein 63A 578651,00 

THBS1 thrombospondin 1 505974,00 

TMEM141 transmembrane protein 141 411825,23 

DHRS13 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 13 205269,40 

UBE2C ubiquitin-conjugating enzyme E2C 161456,28 

TMEM63A transmembrane protein 63A 140460,00 

MIR206 microRNA mir-206 102955,15 

MYLPF myosin light chain, phosphorylatable, fast skeletal muscle 87497,19 

MIR30C microRNA mir-30c 78852,91 

ACTA1 actin, alpha 1, skeletal muscle 76806,90 

CKM creatine kinase, muscle 64862,56 

ALDOA aldolase A, fructose-bisphosphate 58043,50 

TPM2 tropomyosin 2 (beta) 53111,34 

TPT1 tumor protein, translationally-controlled 1 52891,68 

TNNT3 troponin T type 3 (skeletal, fast) 40228,58 

ATP2A1 ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, fast twitch 1 32998,42 

MYL2 myosin, light chain 2, regulatory, cardiac, slow 30737,00 

FHL1 four and a half LIM domains 1 28854,42 

MB myoglobin 28041,66 

ACTA1 actin, alpha 1, skeletal muscle 25258,70 

TNNT3 troponin T type 3 (skeletal, fast) 24698,43 

TPM3 tropomyosin 3 24656,27 

MIR380 microRNA mir-380 24150,74 

TNNC1 troponin C type 1 (slow) 23382,30 

TNNT1 troponin T type 1 (skeletal, slow) 22549,42 
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MB myoglobin 22351,67 

ACTA1 actin, alpha 1, skeletal muscle 21975,70 

TPM1 tropomyosin 1 (alpha) 20250,15 

CSRP3 cysteine and glycine-rich protein 3 (cardiac LIM protein) 19990,50 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 19922,42 

MYL2 myosin, light chain 2, regulatory, cardiac, slow 19745,51 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 18835,60 

TVP23B trans-golgi network vesicle protein 23 homolog B (S. 
cerevisiae) 18632,40 

ACTA1 actin, alpha 1, skeletal muscle 17572,00 

NDUFA3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 3, 
9kDa 17269,99 

MYH7 myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta 17097,44 

MIRLET7B microRNA let-7b 16139,63 

DES desmin 15999,22 

MIRLET7A-3 microRNA let-7a-3 15350,47 

RPLP1 ribosomal protein, large, P1 15347,94 

PGAM2 phosphoglycerate mutase 2 (muscle) 14646,99 

MYL2 myosin, light chain 2, regulatory, cardiac, slow 14628,03 

ALDOA aldolase A, fructose-bisphosphate 14610,40 

MYH3 myosin, heavy chain 3, skeletal muscle, embryonic 14533,48 

CSDA cold shock domain protein A 14291,27 

ALDOA aldolase A, fructose-bisphosphate 14280,10 

FTH1 ferritin, heavy polypeptide 1 14235,55 

ACTA1 actin, alpha 1, skeletal muscle 13281,80 

MYL1 myosin, light chain 1, alkali; skeletal, fast 13096,31 

FPKM: Soma dos FPKMs das 10 amostras nas 12 corridas. 

 

 Foi detectada expressão gênica em todos os 29 autossomos e nos 2 

cromossomos sexuais. O cromossomo 19 teve maior número de genes expressos 
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(2.687) e o cromossomo y teve o menor número de genes expressos (137). Dos genes 

detectados 5.377 (8,84%) foram atribuídos a regiões genômicas de localização ainda 

não determinada. A Figura 7 mostra a porcentagem de genes expressos por 

cromossomo. Considerando apenas os genes anotados, a expressão também foi 

distribuída por todos os cromossomos. O cromossomo 19 também teve a maior 

quantidade de genes expressos (868), enquanto o cromossomo y teve a menor 

quantidade (63). 

 

Figura 7. Porcentagem de genes expressos por cromossomo. As barras vermelhas são 
referentes a porcentagem de genes expressos por cromossomo corrigida pelo tamanho 
do cromossomo. As barras azuis são referentes a porcentagem de genes expressos por 
cromossomo sem correção. 

 

A quantidade de genes expressos a partir das duas fitas de DNA foi bem 

homogênea. A Figura 8 apresenta a quantidade de genes expressos em cada uma das 

fitas. 

0,00	
  

1,00	
  

2,00	
  

3,00	
  

4,00	
  

5,00	
  

6,00	
  

7,00	
  

8,00	
  

9,00	
  

10,00	
  

Cr
om

o1
	
  

Cr
om

o2
	
  

Cr
om

o3
	
  

Cr
om

o4
	
  

Cr
om

o5
	
  

Cr
om

o6
	
  

Cr
om

o7
	
  

Cr
om

o8
	
  

Cr
om

o9
	
  

Cr
om

o1
0	
  

Cr
om

o1
1	
  

Cr
om

o1
2	
  

Cr
om

o1
3	
  

Cr
om

o1
4	
  

Cr
om

o1
5	
  

Cr
om

o1
6	
  

Cr
om

o1
7	
  

Cr
om

o1
8	
  

Cr
om

o1
9	
  

Cr
om

o2
0	
  

Cr
om

o2
1	
  

Cr
om

o2
2	
  

Cr
om

o2
3	
  

Cr
om

o2
4	
  

Cr
om

o2
5	
  

Cr
om

o2
6	
  

Cr
om

o2
7	
  

Cr
om

o2
8	
  

Cr
om

o2
9	
  

Cr
om

oX
	
  

Cr
om

oY
	
  

De
sc
on
he
ci
do
	
  

Po
rc
en
ta
ge
m
	
  

Porcentagem	
  de	
  genes	
  expressos	
  por	
  cromossomo	
  

Não	
  corrigido	
  

Corrigido	
  



 
 

	
  

46	
  
Eduardo Paulino Castan 

	
  

 

Figura 8.  Quantidade de genes expressos por fita da molécula de DNA.  

 

Identificação e análise de potenciais novos genes 

 Por meio do software Cufflinks foi detectado um grande número de genes não 

anotados, denominados potenciais novos genes (PNGs). No total, foram obtidos 45.938 

PNGs. Alguns desses PNGs (4,83%) apresentaram mais do que 1 transcrito e o gene 

com maior quantidade apresentou 35 transcritos. As sequências de nucleotídeos de 

todos os PNGs foram submetidas a uma busca de similaridade a outras sequências de 

nucleotídeos depositadas no banco de dados database Nucleotide collection (nr/nt) por 

meio do algoritmo de alinhamento blastn. Dos 45.938 PNGs, apenas 6.065 (12,14%) 

foram alinhados a outras sequências com valor significativo de similaridade. Na Figura 

9 estão discriminadas as porcentagens dos PNGs alinhados a sequências de 

nucleotídeos de diferentes espécies. 
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Figura 9. Porcentagem de PNGs alinhados a sequências de nucleotídeos depositadas 
no banco de dados database Nucleotide collection (nr/nt) de diferentes espécies, por 
meio do algoritmo de alinhamento blastn. 

 

 Os 6065 resultados de alinhamento foram divididos em PNGs alinhados ao 

banco de dados curado RefSeq e PNGs alinhados a outros bancos de dados 

integrantes do database Nucleotide collection (nr/nt). Em seguida, os PNGs alinhados a 

sequências do RefSeq foram subdivididos de acordo com as classes das sequências 

depositadas no RefSeq. A Figura 10 mostra o resultado destas divisões. 
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Figura 10. Porcentagem de PNGs alinhados a sequências de nucleotídeos depositadas 
no banco de dados RefSeq e outros bancos de dados integrantes do database 
Nucleotide collection (nr/nt). Os PNGs alinhados a sequências do RefSeq foram 
classificadas de acordo com as classes de sequências depositadas no RefSeq. 

 

 Setenta e sete porcento dos PNGs foram alinhados a sequências de 

nucleotídeos de Bos taurus. Estes foram divididos de acordo com as classes do RefSeq 

e outros bancos de dados. Quase metade (49,94%) dos PNGs alinhados eram modelos 

preditos de mRNA (Figura 11). 
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Figura 11. Porcentagem de PNGs alinhados a sequências de nucleotídeos de Bos 
taurus depositadas no banco de dados RefSeq e outros bancos de dados integrantes 
do database Nucleotide collection (nr/nt). Os PNGs alinhados a sequências do RefSeq 
foram classificadas de acordo com as classes de sequências depositadas no RefSeq. 

 

Eventos de splice 

 No total foram identificados 79.427 transcritos. Destes, 51.195 (64,46%) foram 

provenientes de PNGs e 28.232 (35,54) provenientes de genes anotados. Em média os 

genes anotados tiveram 1,9 (±1,42) transcritos e os PNGs tiveram 1,1 (±0,7). Foram 

identificadas 10.960 potenciais novas isoformas, das quais mais de 99% eram 

provenientes de genes anotados. Foram consideradas potenciais novas isoformas os 

transcritos sem anotação e que tinham pelo menos uma junção de splice compartilhada 

com um transcrito de referência. Na Figura 12 está a quantidade total de isoformas 

anotadas e a quantidade total de potenciais novas isoformas, ambas provenientes de 

genes anotados.  
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Figura 12. Quantidade total de isoformas anotadas e a quantidade total de potenciais 
novas isoformas, ambas provenientes de genes anotados 

  

Identificação de genes diferencialmente expressos 

 Foi realizada análise de expressão gênica diferencial entre os dois grupos por 

meio do pacote DEseq2 para ambiente R. Nenhum dos genes teve valor de p ajustado 

menor que 0,05. No entanto quando apenas o valor de p foi considerado, dos 60.814 

genes,  391 tiveram valores de p menores que 0,01. Destes, 110 eram genes anotados 

(Tabela 3). A Figura 13 mostra a variação do -log10 dos valores de p não ajustados em 

relação ao log2 da diferença de expressão para cada um dos genes. 

Tabela 3.  Genes anotados e diferencialmente expressos entre os dois grupos 

Numerode 
Acesso 

Símbolo do 
gene Nome do Gene log2 Fold 

Change 
Erro Padrão - 
Fold Change Valor de p 

NM_001046474 PPM1K protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1K -1,499 0,318 2,45E-06 
NM_001080217 MFAP4 microfibrillar-associated protein 4 -1,414 0,346 4,30E-05 
NM_001076883 GFPT2 glutamine-fructose-6-phosphate transaminase 2 -1,014 0,258 8,34E-05 

NM_174336 HADHB 
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/3-ketoacyl-CoA thiolase/enoyl-CoA 
hydratase (trifunctional protein), beta subunit 0,632 0,166 1,40E-04 

NM_001193080 SULT1C3 sulfotransferase family, cytosolic, 1C, member 3 1,793 0,473 1,52E-04 
NM_001099706 ECM1 extracellular matrix protein 1 -1,309 0,360 2,75E-04 
NM_001191148 OPRD1 opioid receptor, delta 1 1,347 0,379 3,76E-04 
NM_001076164 PPP1R3C protein phosphatase 1, regulatory subunit 3C -1,031 0,293 4,40E-04 
NM_001034765 THY1 Thy-1 cell surface antigen -1,075 0,308 4,72E-04 
NM_001191339 WDR86 WD repeat domain 86 1,631 0,468 4,85E-04 
NM_001099091 TTC30B tetratricopeptide repeat domain 30B 1,169 0,335 4,91E-04 
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NM_001080363 LOC785567 patatin-like phospholipase domain containing 4-like -1,226 0,355 5,50E-04 
NM_001098989 HIST1H1E histone cluster 1, H1e -1,450 0,424 6,22E-04 
NM_001034671 CALML4 calmodulin-like 4 1,135 0,332 6,27E-04 
NM_001034394 CD1E CD1e molecule -1,585 0,469 7,31E-04 
NM_174766 TNS1 tensin 1 -0,440 0,130 7,34E-04 
NM_001024545 LRRC51 leucine-rich repeat-containing protein 51 -0,729 0,218 8,35E-04 
NM_001143743 BOLA MHC class I antigen -0,879 0,264 8,75E-04 
NM_001045903 DPT dermatopontin -0,945 0,288 1,02E-03 
NM_001075779 DLL4 delta-like 4 (Drosophila) -1,076 0,328 1,02E-03 
NM_001038212 PMF1 polyamine-modulated factor 1 -1,168 0,358 1,09E-03 

NM_001081577 SLC1A4 
solute carrier family 1 (glutamate/neutral amino acid transporter), 
member 4 -1,074 0,334 1,30E-03 

NM_001101946 SFXN3 sideroflexin 3 -0,897 0,281 1,42E-03 
NM_174241 ANXA8L1 annexin A8-like 1 -1,186 0,373 1,45E-03 
NM_001205971 WNT5A wingless-type MMTV integration site family, member 5A -0,855 0,269 1,46E-03 
NM_001192390 ADAMTS15 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 15 -0,787 0,250 1,63E-03 
NM_001205675 SUSD2 sushi domain containing 2 -1,062 0,341 1,81E-03 
NM_001046174 SLC35C2 solute carrier family 35, member C2 -0,531 0,171 1,83E-03 
NM_001080729 ISLR immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat -0,960 0,310 1,95E-03 
NM_174604 SLC2A4 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4 -0,702 0,228 2,04E-03 
NM_001206803 VASH1 vasohibin 1 -0,937 0,304 2,05E-03 
NM_001206494 ZNF18 zinc finger protein 18 -0,704 0,230 2,19E-03 
NM_001076493 ASF1A ASF1 anti-silencing function 1 homolog A (S. cerevisiae) -1,179 0,386 2,29E-03 
NM_001075183 LAT2 linker for activation of T cells family, member 2 -1,179 0,387 2,34E-03 
NM_001037816 TYMS thymidylate synthetase -0,887 0,292 2,37E-03 
NM_001163936 APOBEC3A apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3A 1,127 0,371 2,39E-03 

NM_174600 SLC1A3 
solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 
3 0,784 0,260 2,53E-03 

NM_001191242 NLGN2 neuroligin 2 -0,980 0,325 2,58E-03 
NM_001035463 GPC3 glypican 3 -1,254 0,418 2,70E-03 
NM_001035345 DNAAF1 dynein, axonemal, assembly factor 1 1,396 0,470 2,98E-03 
NM_001192160 TUB tubby homolog (mouse) -0,992 0,334 2,99E-03 
NM_001206178 SLC12A3 solute carrier family 12 (sodium/chloride transporters), member 3 1,298 0,440 3,16E-03 
NM_001075586 LOC512899 ankyrin repeat domain 40-like 0,709 0,242 3,38E-03 
NM_001206455 BRAT1 BRCA1-associated ATM activator 1 -0,801 0,276 3,67E-03 
NM_174055 FGF1 fibroblast growth factor 1 (acidic) -1,028 0,356 3,89E-03 
NM_001102546 PDE4B phosphodiesterase 4B, cAMP-specific 0,842 0,292 3,97E-03 
NM_001045897 NAB2 NGFI-A binding protein 2 (EGR1 binding protein 2) -0,637 0,221 4,00E-03 
NM_001102002 DOK2 docking protein 2, 56kDa -1,231 0,429 4,07E-03 
NM_173918 NPC2 Niemann-Pick disease, type C2 -0,642 0,224 4,10E-03 
NM_001075681 CCDC107 coiled-coil domain containing 107 -0,504 0,176 4,16E-03 
NM_001191391 ALDH1L2 aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2 -0,989 0,346 4,25E-03 
NM_001035451 TMEM222 transmembrane protein 222 -0,636 0,223 4,30E-03 
NM_001192792 ALOX5 arachidonate 5-lipoxygenase -1,038 0,364 4,33E-03 
NM_174371 KCNA4 potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 4 -1,177 0,414 4,42E-03 
NM_001035379 RASGRP4 RAS guanyl releasing protein 4 -1,176 0,414 4,48E-03 
NM_001083449 CIDEA cell death-inducing DFFA-like effector a -0,706 0,250 4,64E-03 
NM_001038672 UBXN8 UBX domain protein 8 -0,728 0,258 4,73E-03 
NM_001206695 B4GALNT3 beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 3 1,323 0,469 4,75E-03 
NM_001035330 GPA33 glycoprotein A33 (transmembrane) 1,097 0,388 4,75E-03 
NM_001099720 RMI2 RMI2, RecQ mediated genome instability 2, homolog (S. cerevisiae) -0,865 0,309 5,11E-03 
NM_001103283 LRRTM3 leucine rich repeat transmembrane neuronal 3 1,204 0,430 5,16E-03 
NM_001083446 ASAP3 ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 3 -1,023 0,367 5,26E-03 
NM_001014853 TOMM40L translocase of outer mitochondrial membrane 40 homolog (yeast)-like -0,482 0,173 5,27E-03 
NM_001075830 MXRA8 matrix-remodelling associated 8 -0,659 0,237 5,34E-03 
NM_174503 APLN apelin -1,161 0,417 5,38E-03 
NM_001083763 NPAS2 neuronal PAS domain protein 2 -1,112 0,400 5,39E-03 
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NM_001082473 EXTL3 exostoses (multiple)-like 3 -0,604 0,218 5,47E-03 
NM_001083638 MEF2A myocyte enhancer factor 2A -0,440 0,159 5,58E-03 
NM_001205724 DNASE1L3 deoxyribonuclease I-like 3 -1,276 0,460 5,58E-03 
NM_001075636 RBM23 RNA binding motif protein 23 -0,547 0,198 5,78E-03 
NM_001076407 RNFT1 ring finger protein, transmembrane 1 -0,532 0,194 6,06E-03 
NM_174556 IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3 -0,790 0,288 6,07E-03 
NM_001206030 MIB1 mindbomb homolog 1 (Drosophila) 0,415 0,152 6,13E-03 
NM_001122729 GBE1 glucan (1,4-alpha-), branching enzyme 1 -0,808 0,295 6,18E-03 
NM_001046252 LITAF lipopolysaccharide-induced TNF factor -0,692 0,253 6,26E-03 
NM_001145035 C15H11orf96 chromosome 15 open reading frame, human C11orf96 -0,877 0,323 6,60E-03 
NM_001098989 HIST1H1E histone cluster 1, H1e -1,133 0,417 6,62E-03 
NM_001034246 STAP2 signal transducing adaptor family member 2 -0,981 0,361 6,65E-03 
NM_001034564 GPR133 G protein-coupled receptor 133 -0,874 0,323 6,89E-03 
NM_001191206 CDH23 cadherin-related 23 -1,014 0,376 6,92E-03 
NM_001145756 CD209 CD209 molecule -1,128 0,418 6,97E-03 
NM_001102216 ZNF565 zinc finger protein 565 0,623 0,231 7,00E-03 
NM_174723 RHBG Rh family, B glycoprotein 1,274 0,473 7,04E-03 
NM_001076053 FAM73B family with sequence similarity 73, member B 0,525 0,195 7,20E-03 
NM_001034801 CEBPG CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), gamma -0,857 0,319 7,21E-03 
NM_001083765 RMI1 RMI1, RecQ mediated genome instability 1, homolog (S. cerevisiae) 0,803 0,299 7,26E-03 
NM_001078100 NR1D1 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 -0,645 0,241 7,39E-03 
NM_174477 TRPC2 transient receptor potential channel 2 1,046 0,392 7,64E-03 
NM_001083655 PCDH1 protocadherin 1 -0,600 0,226 7,94E-03 
NM_001077991 RECQL RecQ protein-like (DNA helicase Q1-like) 0,722 0,272 7,97E-03 
NM_001192754 LIMA1 LIM domain and actin binding 1 -0,586 0,221 8,02E-03 
NM_001075484 MPP1 membrane protein, palmitoylated 1, 55kDa -0,491 0,185 8,06E-03 
NM_001206190 HAUS4 HAUS augmin-like complex, subunit 4 -0,767 0,290 8,10E-03 
NM_001191209 VWCE von Willebrand factor C and EGF domains -1,215 0,459 8,18E-03 
NM_174152 PPIB peptidylprolyl isomerase B (cyclophilin B) -0,473 0,179 8,31E-03 
NR_031313 MIR365-2 microRNA mir-365-2 -0,852 0,324 8,47E-03 
NM_001206624 CCDC69 coiled-coil domain containing 69 0,562 0,215 8,83E-03 
NM_001033612 RAB34 RAB34, member RAS oncogene family -0,703 0,269 8,84E-03 
NM_001191366 BCL6B B-cell CLL/lymphoma 6, member B -0,777 0,297 8,86E-03 
NM_001206781 VIPR2 vasoactive intestinal peptide receptor 2 -1,046 0,401 9,10E-03 
NM_174134 OXTR oxytocin receptor -0,965 0,371 9,31E-03 
NM_001205457 ZNF687 zinc finger protein 687 -0,423 0,163 9,34E-03 

NM_001100359 SERPINE3 
serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator 
inhibitor type 1), member 3 0,492 0,190 9,50E-03 

NM_001192087 ARHGAP32 Rho GTPase activating protein 32 -0,675 0,261 9,57E-03 
NM_001038521 PLAC9 placenta-specific 9 -0,805 0,311 9,62E-03 
NM_001099077 PLXDC1 plexin domain containing 1 -0,801 0,310 9,71E-03 
NM_001081589 NECAB3 N-terminal EF-hand calcium binding protein 3 -0,830 0,321 9,73E-03 
NM_001024486 SLC37A2 solute carrier family 37 (glycerol-3-phosphate transporter), member 2 -0,984 0,381 9,77E-03 
NM_001078163 DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3 -0,736 0,285 9,83E-03 
NM_001077905 CPA5 carboxypeptidase A5 0,697 0,270 9,85E-03 

Análise de expressão gênica diferencial entre os dois grupos de animais com diferentes perfis de crescimento 
muscular. Difereça de expressão estatisticamente significativa (p	
  ≤ 0,01). Número de acesso: código de acesso do 
gene no banco de dados GenBank. Log2 Fold Change: log2 do valor da diferença de expressão gênica do Grupo 1 
em relação ao Grupo 2. Erro Padrão - Fold Change: erro padrão do valores de difrença de expressão gênica. 
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Figura 13. Volcano plot. O eixo y é refrente ao -log10 dos valores de p não ajustados e o 
eixo x é referente ao log2 da diferença de expressão para cada um dos genes. Os 
pontos vermelhos representam os genes que tiveram valores de p não ajustado 
menores que 0,01. 

 
 A Figura 14 mostra a variação da diferença de expressão em relação a média 

normalizada da contagem para cada um dos genes. 
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Figura 14. MA plot. O eixo y é refrente ao log2 da diferença de expressão e o eixo x é 
referente a média de contagem normalizada para cada um dos genes 

 

Ontologia gênica 

 O projeto Gene Ontology fornece um vocabulário controlado (termo ontológico) 

que descreve o gene e os atributos dos produtos gênicos em qualquer organismo. A 

ontologia gênica cobre três domínios, cada um representando um conceito chave na 

biologia molecular: “Processos Biológicos”, “Função Molecular” e “Componente Celular”. 

Após a indentificação dos 14.876 genes conhecidos por meio da análise de anotação, 

foi verificado quais eram os termos ontológicos atribuídos a cada um deles. No total 

493.886 termos ontológicos foram atribuídos aos genes, dos quais 11.768 eram termos 

diferentes entre si. O domínio mais comum entre todos os termos ontológicos de todos 

os genes foi o “Processo Biológico” representando mais de 50% (Figura 15).  
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Figura 15. Porcentagem de domínios referentes a todos os termos ontológicos 
atribuídos as todos os genes anotados 

 
  A partir do resultado da análise de expressão gênica diferencial, foi calculado 

quais eram os termos ontológicos mais e menos relevantes entre os genes 

diferencialmente expressos. No total foram encontrados 48 termos ontológicos super 

representados e 4 termos ontológicos sub representados. Dos 48 termos super 

representados, 25 eram referentes ao domínio “Processo Biológico” (Figura 16), 22 

eram referentes ao domínio “Função Molecular” (Figura 17) e 1 referente ao domínio 

“Componente Celular”. Dos 4 termos sub representados, 3 eram referentes a “Função 

Molecular” e 1 era referente ao “Componente Celular”.  Os termos insulin-responsive 

compartment e macromolecular complex foram os únicos termos super e sub 

representados, respectivamente, do domínio “Componente Celular”. Os três termos sub 

representados do domínio “Função Molecular” foram: catalytic activity, nucleotide 

binding e nucleoside phosphate binding.  
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Figura16. Ontologia gênica – processo biológico. Termos ontológicos super 
representados entre os genes diferencialmente expressos. No eixo y estãos os nomes 
dos termos ontológicos que tiveram valores de p ≤ 0,01 e no eixo x estão as 
quantidades de genes que tiveram um determinado termo atribuído a ele. 
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Figura17. Ontologia gênica – função molecular. Termos ontológicos super 
representados entre os genes diferencialmente expressos. No eixo y estãos os nomes 
dos termos ontológicos que tiveram valores de p ≤ 0,01 e no eixo x estão as 
quantidades de genes que tiveram um determinado termo atribuído a ele. 

 
5. Discussão 

 A análise global do padrão de expressão gênica pode fornecer maior 

compreensão das características do transcriptoma. Este trabalho contribui com uma 

visão mais abrangente da complexidade do transcriptoma do músculo de bovinos, mais 

especificamente do músculo LD de bovinos da raça Nelore. Devido ao alto rendimento, 

acurácia e repetibilidade, a técnica de RNA-seq, não somente permite a análise de 

características do transcriptoma, mas também contribui muito para a melhoria de 
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anotação gênica em uma resolução extremamente específica e assim, fornece dados 

complementares e de grande valor para outros estudos.  

Para as dez bibliotecas geradas nesse estudo, mais de 40 bilhões de bases 

foram obtidas, o que equivale aproximadamente a treze genomas do boi. No 

sequenciamento das dez amostras do nosso estudo, foram obtidos mais de 450 

milhões de fragmentos. Concomitante a isso, a porcentagem de alinhamento deste 

trabalho (aproximadamente 64% de alinhamento ao genoma de referência) foi 

semelhante aos dados de alinhamento de outros trabalhos com bovinos 

(WICKRAMASINGHE et al., 2012; HUANG & KHATIB, 2010) e suínos (CHEN et al., 

2011), nos quais 61,4 a 65,6% de fragmentos foram alinhados ao genoma de 

referência. Além disso, a densidade gerada de fragmentos foi suficiente para uma 

análise qualitativa e acurada da expressão gênica. Outros fortes indícios de que a 

construção da biblioteca e o sequenciamento foram bem sucedidos, consistem no fato 

de que a quantidade de transcritos provenientes de ambas as fitas da molécula de DNA 

foi semelhante e o outro fator importante foi a distribuição uniforme da expressão dos 

genes ao longo dos 31 cromossomos. 

 Neste estudo foi utilizada a variação do valor de FPKM para a caracterização dos 

níveis de expressão gênica (XIONG et al., 2012, WICKRAMASINGHE et al., 2012). 

Poucos genes foram predominantes em todas as amostras, provavelmente compondo o 

cerne do transcriptoma do músculo LD. Os 20 e 50 genes mais abundantes 

representaram respectivamente 54,88% e 63,13% do total de genes anotados 

quantificados. O gene mais abundante foi o LBH (limb bud and heart development 

homolog – mouse - NM_001099152) representando 13,66% do transcriptoma. LBH é 

um cofator transcricional tecido específico altamente conservado, sendo que seu gene 

é um alvo direto da via de sinalização WNT, que por sua vez é uma rede genética 

fundamental para o desenvolvimento embrionário e para a homeostase de tecidos 

adultos (RIEGER et al., 2010). Entre os genes mais abundantes encontrados estavam a 

alfa actina 1 (NM_174225), diferentes isoformas de cadeia leve de miosina, diferentes 

isoformas de cadeia pesada de miosina, diferentes isoformas de troponina e desmina 

(NM_001081575).  
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Apesar do número de experimentos para análise de expressão gênica diferencial 

por meio de RNA-seq em bovinos ter aumentado nos últimos anos (XIONG et al., 2012, 

WICKRAMASINGHE et al., 2012; HE & LIU, 2013), poucos artigos avaliaram o 

transcriptoma de tecidos musculares de bovinos, principalmente bovinos de raças 

zebuínas. Neste trabalho foram desenvolvidas análises preliminares de genes 

diferentemente expressos em dois grupos de animais da raça Nelore com diferentes 

perfis de crescimento muscular. Apesar de nenhum valor de p ajustado para taxa de 

falsos positivos ter sido considerado estatisticamente significativo, 391 genes tiveram 

valor de p não ajustado abaixo de 0,01. Semelhante ao nosso estudo, BALDWIN e 

colaboradores (2012) analisaram o transcriptoma do músculo de bovinos com 

diferentes perfis de crescimento muscular e encontraram dois genes diferentemente 

expressos entre os grupos estudados. Eles verificaram menor valor de expressão do 

gene PPM1K (protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1K) e maior valor de 

expressão do gene CIDEA (cell death-inducing DFFA-like effector A) no músculo 

longissums lumborum em novilhos da raça Angus com maior taxa de crescimento em 

relação a novilhos com menor taxa de crescimento. Em nosso trabalho, os genes 

PPM1K e CIDEA também tiveram diferença significativa de expressão no músculo LD, 

no entanto, ambos os genes tiveram maior valor de expressão no grupo com perfil para 

maior crescimento muscular do que no grupo com perfil para menor crescimento 

muscular.  

 Nossos resultados indicam que a anotação atual do genoma bovino está longe 

de ser completa. Assim como demonstrado em outros trabalhos (XIONG et al., 2012, 

WICKRAMASINGHE et al., 2012; HE & LIU, 2013; ZHANG et al., 2013), nossos 

resultados mostraram diversas novas unidades transcricionais e eventos de splice 

desconhecidos. Além dos 10.933 potenciais novos eventos de splice (potenciais novas 

isoformas) para genes anotados, foram identificados 6.065 PNGs que tiveram 

alinhamento significativo com o blastn. Interessantemente, 2.547 dos PNGs foram 

significativamente alinhados a sequências de modelos preditos de RNA de Bos taurus. 

Estes dados podem contribuir significativamente com a descoberta de novos genes e 

no aperfeiçoamento da atual anotação gênica de bovinos. No entanto, embora o RNA-

seq tenha a capacidade de detectar atividades transcricionais não anotadas, vários 
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filtros são necessários para evitar a detecção de “genes” espúrios. Diversos pacotes de 

softwares foram desenvolvidos para ajudar na identificação de junção de splice 

(TRAPNELL et al., 2009) e na reconstrução de transcritos de dados de RNA-seq 

(TRAPNELL et al., 2010; GUTTMAN et al., 2010), mas ainda a profundidade do 

sequenciamento e tamanho dos fragmento são extremamente importantes. Como 

tecnologias de sequenciamentos continuam a evoluir para leituras mais longas e 

acuradas, e softwares mais poderosos continuam a ser desenvolvidos, a necessidade 

de uma anotação completa é um grande limitante.  

 Para maior compreensão dos processos biológicos que são regulados nos 

diferentes perfis de crescimento muscular, os genes diferentemente expressos foram 

testados para verificar quais os termos ontológicos mais relevantes entre os grupos. 

Para o domínio “Função Molecular” foram encontrados 22 termos ontológicos 

relevantes, no qual 18 deles eram relacionados com o transporte de moléculas nas 

células. Já para o domínio “Processo Biológico”, 12 dos 25 termos mais relevantes 

eram relacionados com a regulação e desenvolvimento muscular, o que fortalece a 

relevância da relação dos genes diferentemente expressos (associados a estes 12 

termos) com o crescimento muscular. Estes termos estavam associados a quatro genes 

com diferença de expressão estatisticamente diferente. São eles: proteína de ligação do 

hormônio de crescimento tipo insulina 3 (IGFBP3), fator potenciador de miócitos 2A 

(MEF2A), dano induzível do DNA, transcrito 3 (DDIT3) e ASF1 função anti-

silenciamento 1 homólogo A (S. cerevisiae) (ASF1A). No tópico “Transcriptoma e a 

qualidade da carne” da introdução foi realizada uma revisão bibliográfica dos genes 

MEF2A e IGFBP3. No entanto, não encontramos informações relacionadas com os 

genes  DDIT3 e ASF1A e quaisquer características relacionadas com produção animal. 

ASF1 é uma chaperona específica para os heterodímeros de histonas H3 e H4. Esta 

proteína foi identificada por sua capacidade de induzir a expressão de genes 

teloméricos silenciados em levedura (LE et al., 1997). Mais recentemente, foi verificado 

a participação da ASF1 na deposição e remoção de histonas H3 e H4 durante vários 

processos biológicos como a duplicação de DNA, transcrição e reparo de dano no DNA 

(MOUSSON et al., 2007). Em nosso trabalho um termo ontológico (GO:0042083) 

relacionado com transporte de grupos metil também foi considerado super-
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representado. DDIT3 é um membro de uma família de genes relacionados com a 

supressão de crescimento celular e dano induzido do DNA. A grande maioria dos 

trabalhos disponíveis relacionados a esta família de genes são referentes a tumores. 

 Alguns genes considerados potenciais marcadores para qualidade da carne 

foram destacados neste estudo com o intuito de melhor esclarecer suas características 

no transcriptoma do músculo LD (Tabela 4). Apesar de detectados, alguns destes 

genes não tiveram seus valores de expressão calculados pelo Cufflinks. No entanto, o 

nível de expressão destes genes foi calculado pelo HTseq e as suas diferenças 

relativas de expressão entre os grupos foi testada. Os genes DES, TNNC 1 e 2, FABP3 

e TTN estavam entre os 100 genes mais abundantes do transcriptoma. Não foi 

encontrada anotação do gene TTN no banco de dados USCS, apesar dele estar 

anotado no banco de dados ENSEMBL e ter sequências preditas de mRNA no RefSeq.  

Foram identificados 17 eventos de splice no gene da calpastatina (CAST), 4 deles 

foram considerados conhecidos, referentes as 4 isoformas da calpastatina anotadas 

para bovinos até o momento. E interessantemente, 13 eventos foram considerados 

como potenciais novas isoformas. Os genes LEPR, MFE2A e IGFBP3 tiveram valores 

significativos de expressão gênica diferencial entre os grupos. Os três genes 

apresentaram menores valores de expressão no grupo com perfil para menor 

crescimento muscular em relação ao grupo com perfil para maior crescimento muscular. 

Estes resultados estão de acordo com a função das proteínas codificadas por estes 

genes que, nos três casos são proteínas relacionadas com o aumento do crescimento 

muscular.      

 

Tabela 4. Resumo dos genes relevantes para qualidade carne 

Símbolo Número de 
acesso FPKM Posição Eventos Anotado PNI DE Expressão 

LEP NM_173928 NA NA 1 1 0 Não - 
LEPR NM_001012285 NA NA 1 1 0 Sim ! 
DGAT1 NM_174693 30,58 7252 5 2 3 Não - 
CAPN1 NM_174259 13,2 11321 5 1 4 Não - 
CAPN2 NM_001103086 144,14 2352 1 1 0 Não - 
CAST NM_001030318 321,83 1199 17 4 13 Não - 
SDC NM_173959 110,8 2894 1 1 0 Não - 
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PGM NM_001076903 2447,95 421 5 1 4 Não - 
TG NM_173883 NA NA 1 1 0 Não - 
PKM NM_001205727 1312,33 396 6 1 5 Não - 
GHD NM_001144852 NA NA 1 1 0 Não - 
FABP3 NM_174313 7750,85 88 2 1 1 Não - 
FABP4 NM_174314 42,61 5884 1 1 0 Não - 
FABP5 NM_174315 94,55 3275 2 1 1 Não - 
MSTN NM_001001525 27,27 7756 1 1 0 Não - 
PRKAG3 NM_001162421 109,58 2918 10 8 2 Não - 
PRKAB2 NM_001192328 41,06 6034 4 1 3 Não - 
DES NM_001081575 15999,22 39 1 1 0 Não - 
TTN  

813,94 86* 1 0 0 Não - 
CACNA2D1 NM_001205987 131,79 2525 6 1 5 Não - 
GH NM_180996 NA NA 1 1 0 Não - 
GHR NM_176608 28,56 7548 3 2 1 Não - 
IGF1 NM_00107782 11,73 11866 2 2 0 Não - 
IGF2 NM_174087 118,95 2733 6 1 5 Não - 
MyF5 NM_174116 12,4 11545 1 1 0 Não - 
MyF6 NM_181811 232,8 1601 1 1 0 Não - 
MYOD1 NM_001040478 37,08 6475 2 2 0 Não - 
MYOG NM_001111325 25,67 8046 1 1 0 Não - 
PPARG NM_181024 27,54 7707 7 6 1 Não - 
PPARGC1A NM_177945 20,22 9145 1 1 0 Não - 
TNNC1 NM_001034351 23382,3 25 1 1 0 Não - 
TNNC2 NM_001076373 161456,28 6 3 1 2 Não - 
MEF2A NM_001083638 47,21 5484 5 1 4 Sim ! 
IGFBP3 NM_174556 54,69 4902 1 1 0 Sim ! 

FPKM: soma dos valores de FPKM para as 12 corridas das 10 amostras. NA: FPKM não  calculado para esses 
genes. Posição: posição do nível de expressão entre os genes anotados. O gene TTN não tem anotação no banco 
de dados UCSC, portanto não estava na lista dos genes anotados. No entanto, considerando o seu valor de FPKM 
ele seria o octagésimo sexto gene mais expresso. Eventos: quantidade de eventos de splice. Anotado: quantidade 
transcritos anotados. PNI: quantidade de potenciais novas isoformas. Devido o gene TTN não estar anotado no 
banco de dados UCSC, o seu único transcrito foi considerado desconhecido pelo Cufflinks neste estudo. DE: gene 
com valor de expressão significativamente diferente entre os grupos. Expressão: diferença de expressão entre os 
grupos. ! genes com diferença de expressão negativa no Grupo 2 em relação ao Grupo 1.  

 

6. Conclusão 

 Em conclusão, este primeiro trabalho de sequenciamento do transcriptoma do 

músculo longissimus dorsi de bovinos da raça Nelore, revelou um grande número de 

genes de funções conhecidas e desconhecidas, expandindo a quantidade de 
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informação genética disponível para esta raça e para a espécie, fornecendo maior 

esclarecimento sobre a complexidade de sua arquitetura gênica. 

 

7. Considerações finais 

 Desde o desenvolvimento da metodologia de Sanger até a finalização do projeto 

do genoma humano, a genética fez grandes avanços no entendimento gênico e 

funcional. E apesar dos grandes avanços alcançados pelos projetos Genoma Humano, 

HapMap e ENCODE (BIRNEY, et al., 2007; COLLINS, 2004 et al., 2004; 

INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2005) , nós ainda 

estamos longe da compreensão completa da diversidade do transcriptoma humano e 

ainda mais longe da compreensão da diversidade do transcriptoma de animais de 

produção. Com o surgimento das plataformas de sequenciamento de nova geração em 

2004 e a sua rápida evolução, pesquisadores passaram a ter a possibilidade de gerar 

dados sobre variação genética e padrões de expressão gênica em uma escala sem 

precedentes, o que vem se tornando uma ferramenta de rotina tanto em laboratórios de 

pesquisa como em laboratórios de diagnóstico clínico. A desvantagem desta rápida 

evolução é o aumento do desequilíbrio entre o ritmo das inovações tecnológicas 

introduzidas nas plataformas de sequenciamento e as descobertas biológicas 

provenientes delas. Isso porque existe a possibilidade do grande volume de dados 

gerado ser subutilizado, e em poucos meses deixar de ser útil devido a geração de 

novos dados. É necessário investir em desenvolvimento equivalente em novas 

estratégias computacionais para lidar com o volume de dados criados pela nova 

geração de instrumentos de sequenciamento e assim, maximizar seu potencial. Estas 

plataformas estão criando um novo mundo para ser explorado, não somente na 

definição de procedimentos técnicos e experimentais para análise em larga escala, mas 

também nas análises computacionais subsequentes necessárias para gerar dados de 

alta qualidade e com interpretação biológica correta. Na prática, o gargalo está na 

manipulação e análises estatísticas e computacionais dos dados e não mais na geração 

de dados experimentais.  
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 Protocolos de RNAseq são extremamente sensíveis e é necessário controle de 

qualidade em cada passo no laboratório. Por exemplo, a contaminação dos reagentes 

com RNase e mesmo a degradação parcial do RNA tem que ser evitada em todos os 

procedimento técnicos. A qualidade do RNA total isolado é o primeiro, e provavelmente 

o ponto crucial de um experimento com RNA-seq. Baixo rendimento da purificação do 

mRNA também é um passo crítico para uma biblioteca de qualidade. Além disso, com o 

objetivo de determinar corretamente a direcionalidade da transcrição dos genes e 

facilitar a detecção de transcritos opostos e/ou sobrepostos em regiões genômicas com 

alta densidade de genes, cuidados especiais devem ser tomados para preservação da 

informação da fita durante a construção da biblioteca. Para obter uma cobertura 

uniforme ao longo de todo o transcrito, deve-se utilizar primers randômicos na síntese 

do cDNA ao invés de primers oligo(dT) (que possui o viés da baixa cobertura da 

extremidade 5’do transcrito). Finalmente, deve-se levar em consideração quais são os 

tipos de vieses relacionados com o método do sequenciamento. No caso da tecnologia 

Ion Torrent, deve-se dar atenção especial a regiões homopoliméricas e erros 

relacionados a inserções e deleções.  

 Em relação a análise dos dados, sobre os tópicos mencionados acima, é 

importante considerar que a maioria dos softwares disponíveis para alinhamento de 

fragmentos foram desenhados inicialmente para fazer mapeamentos genômicos, e 

portanto, não são completamente capazes de descobrir todas as junções de éxons de 

uma amostra. No caso do TopHat por exemplo, a partir dos dados preliminares de 

alinhamento, é pré-construída uma biblioteca de junções que pode reduzir a 

possibilidade de descoberta de novas junções. Além disso, é necessário maior 

desenvolvimento para analisar “novas regiões de transcrição”, a “construção” de novos 

genes e a quantificação precisa de cada uma das novas isoformas, para o qual ainda 

faltam metodologias estatísticas. Para detecção de genes diferencialmente expressos, 

as metodologias atuais não foram ainda completamente validadas em dados biológicos 

e também não foram comparadas entre si em termos de especificidade e sensibilidade. 

Por último, e potencialmente de grande impacto, é a falta de replicatas biológicas que 

pode impedir a medição dos efeitos individuais e relação aos efeitos técnicos. 
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Replicatas biológicas são fundamentais em experimentos de RNA-seq para se calcular 

diferenças “reais“ observadas entre grupos biológicos. 
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