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Resumo: O perfil de expressdo génica global no misculo esquelético de cordeiros de quatro grupos
genéticos de ovinos foi comparado por meio de microarrays de oligonucleotideos. As analises indicaram
262 transcritos diferencialmente expressos entre 0s grupos genéticos. Um total de 23 transcritos de
funcBes conhecidas foram diferencialmente expressos, sendo dez deles apenas na comparagdo Morada
Nova x Somalis Brasileira. Dentre os genes diferencialmente expressos, aqueles envolvidos com
caracteristicas de importancia para a producdo de carne, destacaram-se: MyoD e IGFBP4
(desenvolvimento muscular), PGDS e SCD (biosintese de &cidos graxo8), e CIEBRy
(adipogénese) e PYGL, GLUT-3, GGTAL e ATP5G1 (metabolismo energético). Os resultados da técnica
de microarray foram validados por meio de gPCR. Estes transcritos podem ser considerados marcadores
expressos Uteis para a sele¢do de cordeiros nas condigdes estudadas. A selecdo para polimorfismos nestes
genes pode conferir maior marmoreio e deposicdo de massa muscular, que sdo caracteristicas ligadas
diretamente a quantidade, a qualidade e a aceita¢do da carne.
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Global gene expression profile in skeletal muscle of sheep by microarray

Abstract: The global gene expression profile in muscle of four genetic groups of hair sheep were
compared by oligonucleotide microarray. The analyses showed that 262 transcripts were differentially
expressed among the four genetic groups. A total of 23 genes of known function were differentially
expressed, with 10 transcripts differentially expressed only in the comparison between Morada Nova x
Brazilian Somali. Among the differentially expressed genes, those involved with important features for
the production of meat, stood out: IGFBP4 and MyoD (muscle growth), and PGDS (SCD biosynthesis of
fatty acids), C/EBPS and PPARYy (adipogenesis) and PYGL , GLUT-3, and GGTAL ATP5G1 (energy
metabolism). The results of the microarray were validated by qPCR. These transcripts can be considered
useful markers expressed in the selection of lambs under the conditions studied here. Screening for
polymorphisms in these genes may confer greater marbling deposition and muscle mass, which are
features directly linked to quantity, quality and acceptability of meat.
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Introducgéo

O crescimento pos-natal do musculo esquelético € um dos principais determinantes da massa
muscular ou rendimento de carne. O crescimento muscular na vida pds-natal é alcancado principalmente
pelo aumento de tamanho de miofibras existentes. O aumento da massa muscular total é o resultado de
um equilibrio entre a proliferacdo celular, a morte programada e o crescimento da fibra/célula (Bass et
al., 2000). Poucos sdo os trabalhos que buscam compreender a coordenacdo do crescimento muscular,
particularmente em ovinos deslanados. Sabe-se que o0 crescimento como um todo, bem como o
crescimento muscular em ovinos é altamente hereditario e, portanto, esta sob controle genético (Notter,
1999).
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Embora, em ovinos, a tecnologia de microarray tenha sido amplamente aplicada para analisar a
expressdo génica e gerado conjuntos de dados em nivel gendmico para resposta imune a parasitos
gastrointestinais, resposta hepatica a processos infecciosos, caracterizacdo do fendtipo callipyge e a
composigdo do leite, a relacdo entre o crescimento muscular esquelético pds-natal e a expressao génica
através da analise do transcriptoma ndo tem sido investigada. Portanto, neste estudo, buscou-se comparar
os perfis de expressao génica global no muasculo Longissimus dorsi de quatro grupos genéticos de ovinos
em crescimento pos-natal.

Material e Métodos

O experimento de campo foi realizado na Fazenda Trés Lagoas da Embrapa Caprinos e Ovinos,
Sobral, CE. Para obtencéo de cordeiros contemporaneos, foi conduzida estagdo de monta controlada para
0s nascimentos ocorrerem no mesmo periodo. Apds o desmame, os cordeiros foram dispostos em um
delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro tratamentos (grupos genéticos Morada
Nova - MO, Somalis Brasileiro - SO, Santa Inés — Sl, e ¥ Dorper x ¥ Morada Nova -F1), respeitando os
principios da casualizagdo, repeti¢do e uniformidade de animais e manejo. Os cordeiros foram alojados
em piquetes de capim Tanzania (pastagem irrigada) com livre acesso a agua e sal mineral e, era fornecido
concentrado na propor¢do de 1,5% do peso vivo. Ao final, vinte e quatro cordeiros machos, néo
aparentados, sendo seis de cada grupo genético, nascidos na mesma estacdo, de parto simples e
desmamados (com 84 dias de idade), foram usados.

Os cordeiros foram abatidos, em média, com 200,18 + 7,54 dias de idade e 20,62 + 3,46 kg de
peso vivo. Tecidos do musculo Longissimus dorsi (LD) foram coletados apds o abate e conservados em
solucéo de estabilizacdo de RNA. RNA foi obtido, purificado e estocado a -80°C. 50 ng de RNA total foi
transcrito reversamente e marcado com Cianina 3. O delineamento para a hibridizagdo das amostras nas
Iaminas foi em blocos completos inteiramente casualizados. Isto proveu seis diferentes comparacées: F1-
MO, F1-SlI, F1-SO, MO-SI, MO-SO0, SI-SO. Portanto, foram usadas seis laminas de 8x15k (cada Iamina
contém 8 arrays com 15.744 sequéncias), no qual cada array foi considerado um bloco (48 arrays no
total) e, assim, cada laAmina continha todos 0s grupos genéticos. Seis réplicas bioldgicas e duas réplicas
técnicas foram usadas de cada grupo genético. O teste t foi usado para estimar a significancia (P<0,05) da
diferenca de cada transcrito em cada comparacdo. A estatistica Fs, baseada na estimativa da variancia do
erro foi usada. A taxa de falsas descobertas foi considerada por ajuste de multiplos testes (FDR). As
andlises foram realizadas usando o pacote estatistico R (Bioconduction R/MAANOVA). Os resultados
foram validados por meio de PCR quantitativo em tempo real (qPCR).

Resultados e Discusséo

O perfilhamento da expressdo génica global para as comparagées, F1-MO, F1-SI, F1-SO, MO-
Sl, MO-SO, SI-SO, revelaram 262 genes diferencialmente expressos no LD. As listas das sequéncias e
todos os transcritos significativos ndo apresentados aqui podem ser encontradas em Lobo, 2010).

Diversos transcritos envolvidos com o desenvolvimento do tecido muscular esquelético e
adipogénese intramuscular foram encontrados em todas as racas. Foi observada forte expressao de fatores
de transcricdo (MyoD e IGFBP4), genes envolvidos na biosintese de acidos graxos (PGDS e SCD),
adipogénese (C/EBR e PPARy) e metabolismo enético (PYGL, GLUT -3, GGTALl e ATP5G1).
C/EBP3 foi 2,2 vezes mais expresso no musculo de cordeiros MO do que naqueles SO.

O gene C/EBP& um fator de transcricdo envolvido no processo de diferenciacdo d os pré-
adipdcitos. Este gene é ativo no inicio da adipogénese e é requerido para subseqiente ativacdo do gene
PPARYy, cuja expressio ocorre durante o acimulo de gordura. Transcritos PPAR foram mais expressos
em animais F1 do que nos demais grupos genéticos. Isto sugere que cordeiros F1 estavam depositando
mais gordura de marmoreio do que os cordeiros Sl e SO, enquanto os cordeiros MO estédo,
provavelmente, ainda iniciando a deposic¢éo.

Myod foi 2,2 vezes mais expresso em cordeiros SO do que nagueles MO, que sugere atividade
proliferativa das células satélites, as quais sdo fontes de novos mionlcleos ou miotubos unidos as
miofibras existentes. A expressdo do gene IGFBP4 foi de maior magnitude no musculo de cordeiros Sl
comparados aos MO. A sequéncia de expressdo F1>SI>MO para este transcrito é consistente com o
potencial de crescimento destas ragas.
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Trancritos de genes que codificam enzimas do metabolismo energético: PYGL, GLUT-3 e
GGTAL sugerem um metabolismo mais glicolitico em todos os grupos genéticos, o qual indica maior
utilizacdo de carboidratos do que de lipidios como substratos energéticos no tecido. A sequéncia de
expressdo para PYGL: (SI<MO>SO<F1>Sl) indica o grupo genético MO e o F1 com maior expressao
que aqueles Sl e SO. J4 para o transcrito GLUT-3: (SO<MO<SI>SO>F1<SI) o grupo genético F1 teve
menor expressdo do que aqueles Sl e SO. Interessantemente, para GGTAL: (MO<SO>SI<F1>MO), 0s
cordeiros dos grupos genéticos SO e F1 apresentaram maior expressao para este transcrito do que
cordeiros MO e Sl.. Pesquisas tém apontado que a presenca de PYGL é um indicador de alto contetdo de
glicogénio no musculo (Lin & Hsu 2005; Ashmore, 1974). Fibras do tipo glicoliticas, geralmente,
contém menos gordura intramuscular e sdo implicadas com a maturacdo, rendimento e sabor da carne
(Hocquette et al., 1998). Os resultados da mensuracdo da expresséo por gPCR foram, de maneira geral,
consistentes com aqueles mensurados pela técnica de microarray. Nosso estudo é o primeiro que reporta
o perfil de expressdo génica global do musculo esquelético de ovinos deslanados.

Conclusdes

Os transcritos diferencialmente expressos podem ser considerados marcadores expressos Uteis
para a selegdo de cordeiros em condi¢Bes comerciais de producgdo (pastagem cultivada). A selecdo para
polimorfismos nestes genes poderdo conferir maiores marmoreio e deposi¢do de massa muscular, que séo
caracteristicas ligadas diretamente a quantidade, a qualidade e a aceitacéo da carne.

O perfilhamento de genes expressos € uma ferramenta para descobrir genes que contribuem para a
variagdo quantitativa entre ragas. Portanto, os genes diferencialmente expressos podem ser responsaveis
diretamente pelas diferengas observadas nas racas aqui estudadas.

Os resultados provenientes da técnica de qPCR confirmaram os resultados do array para quase
todos os genes selecionados, demonstrando que a técnica de microarray usada neste estudo é acurada e
reprodutivel. Outros trabalhos sdo requeridos analisando diversas fases da vida poés-natal, bem como
outros sistemas de producéo.
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