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RESUMO

Os microRNAs (miRNAs) sdo reguladores pos-transcricionais da expressao
génica do hospedeiro e sua microbiota. miRNAs tém o potencial de influenciar a
manifestagcdo de fendtipos como eficiéncia alimentar em bovinos, bem como de
modular a composicdo e a funcionalidade da microbiota em mamiferos. O presente
projeto visa identificar o perfil de expressdo de miRNAs expressos na parede ruminal
entre dois grupos de touros Nelore (Bos indicus) submetidos a duas intervengdes
nutricionais: dieta rica em gréos (n=26); e com coprodutos agricolas (n=22). Amostras
da parede do rumen foram coletadas e o RNA total foi extraido. Um total de 528
miRNAs foram identificados na parede ruminal dos animais, sendo nove deles
expressos diferencialmente entre os grupos de tratamento (FDR < 0,1); sete miRNAs
foram regulados positivamente e dois foram regulados negativamente no grupo
alimentado com coprodutos agricolas. Ademais, nosso estudo também explora a
potencial regulacédo promovida por miRNAs do hospedeiro sobre genes da microbiota
ruminal. Para investigar evidéncias da regulacdo da microbiota por miRNAs do
hospedeiro, analisamos in silico a presenca de sitios-alvos de miRNAs bovinos em
sitios de ligacdo ao ribossomo anotados em genomas montados a partir de
metagenomas (MAGs) de conteudo ruminal bovino. Todos os miRNAs diferencialmente
expressos entre os dois grupos de tratamento apresentaram alvos preditos em genes
de MAGs. Os bta-miR-223 e bta-miR-874, potenciais reguladores da eficiéncia
alimentar e do metabolismo lipidico respectivamente, foram mais expressos em
animais alimentados com coprodutos; e apresentam alvos em treze e 102 genes
bacterianos anotados em MAGs, respectivamente. Os resultados aqui apresentados
indicam que miRNAs identificados na parede ruminal de bovinos tém seu nivel de
expressao modulado de acordo com a composicdo nutricional da dieta. Além disso,
uma grande quantidade de genes da microbiota ruminal apresenta o potencial de ser
regulado por miRNAs de Bos taurus. Trabalhos futuros podem indicar quais fenétipos
podem ser influenciados por meio dessa regulagdo, bem como se essa regulagao pode

ser modulada em diferentes intervengdes nutricionais.



Palavras-chave: Bovinos, Ruminantes, Regulacdo genética, MicroRNAs,

Microbiota.



ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are post-transcriptional regulators of gene expression both
from the host and from its microbiota. miRNAs have the potential to influence the
expression of phenotypes such as feed efficiency in beef cattle, as well as to modulate
the composition and functionality of the microbiota in mammals. This project aims to
identify the expression profile of miRNAs identified in rumen wall tissue in two groups of
Nelore bulls (Bos indicus) submitted to different diets, i.e. conventional high-grain diet
(n=26) and agricultural co-products diet (n=22). A total of 528 miRNAs were identified in
the ruminal wall of the animals, nine of which were differentially expressed between the
two treatment groups (FDR < 0.1); seven miRNAs were up-regulated and two were
down-regulated in the agricultural co-product fed group. Furthermore, our study also
explores the potential regulation promoted by host miRNAs on ruminal microbiota
genes. To investigate evidence of microbiota regulation by host miRNAs, we analyzed in
silico the presence of bovine miRNA target sites in ribosome binding sites from
Metagenome Assembled Genomes (MAGs) extracted from bovine ruminal contents. All
nine differentially expressed miRNAs had predicted targets in MAGSs’ genes.
bta-miR-223 and bta-miR-874, potential regulators of feed efficiency and lipid
metabolism, respectively, were more expressed in animals fed with co-products; and
they target thirteen and 102 bacterial genes annotated in MAGs, respectively. The
results presented here suggest that miRNAs identified in the ruminal wall of Bos indicus
have their expression level modulated by the nutritional content of the animal’'s diet.
Furthermore, our findings support the hypothesis that ruminal microbiota genes have
the potential to be regulated by Bos faurus miRNAs. Future work may indicate which
phenotypes can be influenced through this regulation, as well as whether this regulation

can be modulated in different nutritional interventions.

Keywords: Cattle, Ruminants, Genetic Regulation, MicroRNA, Microbiota.
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1. Introducao

MicroRNAs  (miRNAs) sdo RNAs néo-codificantes que  regulam
pos-transcricionalmente a expressédo génica em eucariotos (Gebert et al. 2019). Devido
ao papel que esses RNAs desempenham em diversos processos celulares, miRNAs
s&o considerados fundamentais a homeostase e ao desenvolvimento de eucariotos
(Brennecke et al. 2005; Gebert et al. 2019). Foi observado que o perfil de expressao de
miRNAs em diversos tecidos e fluidos € modulado pelo conteudo nutricional da dieta
administrada a mamiferos (Zhang et al. 2009; Munch et al. 2013; Ojo et al. 2023).

Em ruminantes, a dieta € um fator determinante para o desenvolvimento, a
funcionalidade e o desempenho da microbiota ruminal. A microbiota ruminal, por sua
vez, € imprescindivel a digestdo e absor¢do de nutrientes em ruminantes. Foi
demonstrado que a estrutura e a diversidade de comunidades da microbiota ruminal
afetam a manifestagdo de tragos de interesse comercial em bovinos (Andrade et al.
2022; Liu et al. 2021).

Diversos estudos indicam que miRNAs séo reguladores genéticos importantes
na mediagao da comunicagao entre hospedeiro e microbiota (Ricci et al. 2022). Foram
descritas multiplas evidéncias de que miRNAs regulam o nivel de expressdo de genes
de microrganismos e dessa forma promovem efeitos sobre a homeostase do holobionte
(Du et al. 2021; Liu et al. 2016). Essas observagdes sugerem que miRNAs podem ser
reguladores genéticos essenciais a comunicagao entre hospedeiro e microbiota, bem
como na coordenacao de respostas de holobiontes a estimulos do ambiente.

Essas descobertas destacam a necessidade de compreender o bovino enquanto
um holobionte, e portanto considerar as interagdes genéticas entre o hospedeiro bovino
e a microbiota ruminal no contexto da nutricdo, bem como da manifestacao de
fenodtipos como eficiéncia alimentar e emissdo de metano, por exemplo.

No trabalho aqui apresentado, identificamos como diferentes tratamentos
nutricionais (i.e. dieta baseada em coprodutos e dieta convencional rica em graos)

alteram o perfil de expressao de miRNAs em parede ruminal de bovinos Nelore, bem
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como exploramos potenciais alvos de miRNAs em genes anotados em genomas

montados a partir de metagenomas (MAGs) de conteudo ruminal bovino.

15
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2. Revisao bibliografica

2.1 MicroRNAs e regulacao da expressao génica em animais

MiRNAs sédo pequenos RNAs nao-codificantes (com em média 22 nucleotideos
de comprimento) que regulam a expressao genética pds-transcricionalmente (Gebert et
al. 2019). Uma vasta diversidade de processos celulares sao regulados por miRNAs, e
estes sdo predominantemente bem conservados em uma ampla gama de espécies
(Brennecke et al. 2005). Foi demonstrado que mutagdes em proteinas imprescindiveis
a biogénese ou funcionalidade dos miRNAs apresentam efeitos impeditivos ao
desenvolvimento animal (Brennecke et al. 2005; Gebert et al. 2019). MiRNAs séao
considerados pivotais a manutengcdo da homeostase e a diferenciagao celular (Gebert
et al. 2019).

A biogénese dos miRNAs compreende dois tipos principais de vias: a via
candnica e as vias ndo-candbnicas. Na via candnica, por meio da qual a maioria dos
mMiRNAs é processada, os pri-miRNAs sao transcritos pela RNA polimerase Il a partir
de seus genes no nucleo celular (O'Brien et al. 2018). Os pri-miRNAs sao processados
em pre-miRNAs por meio de um complexo formado pela proteina de ligagdo a RNA
DGCRS8 (do inglés “DiGeorge syndrome critical region gene 8’) e uma ribonuclease llI
(RNAse) denominada Drosha (Tomari et al. 2005). Os pre-miRNAs sdo entédo
transportados ao citoplasma pela Exportina 5, onde outra RNAse lll, a Dicer, cliva a
extremidade intacta do pre-miRNA e forma um duplex de miRNAs maduros (O'Brien et
al. 2018; Tomari et al. 2005; Cai et al. 2009).

Cada fita do duplex € denominada de acordo com os cortes promovidos pela
Drosha na extremidade do pri-miRNA: as fitas denominadas 5p incluem a extremidade
5 do pre-miRNA, enquanto as fitas 3p correspondem a fita que se inicia na
extremidade 3’ do pre-miRNA (O'Brien et al. 2018; Tomari et al. 2005). A fita com menor
estabilidade no pareamento da extremidade 5 do duplex de miRNA geralmente tem
preferéncia no acoplamento a uma proteina da familia Argonauta, e € denominada fita

guia; a fita que ndo é acoplada a proteina Argonauta é posteriormente degradada

16
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(Gebert et al. 2019; O'Brien et al. 2018). O complexo formado pelo acoplamento da fita
guia a proteinas das familias Argonauta e GW182 € denominado complexo miRISC (do
inglés “microRNA Induced Silencing Complex”), e detecta seus alvos de forma
sequéncia-especifica (Gebert et al. 2019; Lin et al. 2015). Um fluxograma descrevendo
graficamente a via candnica do processo de biogénese de miRNAs esta representado

na Figura 1.

Figura 1. Via canénica de biogénese de miRNAs.

Nucleo Citoplasma
Genes de
mMiRNAs Complexo
miRISC
RNA polimerase Il o w !
)\ 5 g §
[ pri-miRNAs ] §§g4>[ Degradacao ]
Ss &
< O
DGCRS8 e Drosha
Y \ ( Duplex de
[pre-miRNAsJ »>1 MIRNAs
L maduros

Exportina 5

Fonte: Thanny Porto, 2023.

A regulacdo génica mediada por miRNAs geralmente ocorre por meio da ligagao
complementar entre duas regides: a regiao denominada seed, que comumente se inicia
no segundo e se estende até o sétimo nucleotideo do miRNA; e elementos de

reconhecimento de miRNAs (MREs) localizados em RNAs mensageiros (mMRNAs)

17
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(O'Brien et al. 2018). Além dessa interacdo, o pareamento adicional de uma regiao
denominada “supplemental’ na extremidade 3’-UTR (do inglés “Untranslated Region”)
do miRNA torna a ligagdo deste a seu alvo mais especifica e estavel (O'Brien et al.
2018).

O complexo miRISC se liga entdo a MREs que estdo predominantemente
localizados na regido 3’-UTR de mRNAs (Ha et al. 2014), podendo também estar
localizados em regides 5-UTR ou regides codificantes (Grimson et al. 2007). O grau de
complementaridade entre as regides seed e MRE determina o desfecho do mRNA
envolvido nessa ligacao (O'Brien et al. 2018): o pareamento inteiramente complementar
entre essas duas sequéncias pode desencadear a clivagem do mRNA alvo (Jo et al.
2015). Porém, em células animais € comum que as sequéncias seed e MRE nédo sejam
inteiramente complementares, e que a tradugdo do mRNA seja inibida por meio da
degradacdo do mRNA (O'Brien et al. 2018). Nesses casos, a proteina GW182 do
complexo miRISC possibilita o recrutamento de complexos protéicos que promovem a
deadenilagdo e a decapagem do mRNA alvo, reduzindo consequentemente a
estabilidade termodindmica desse MRNA e aumentando sua susceptibilidade a
degradacao (Gebert et al. 2019; O'Brien et al. 2018).

Além da regido 3-UTR, miRNAs podem também se ligar a outras regides e
desencadear diferentes efeitos sobre a regulagdo génica e a sintese protéica. Foi
demonstrado que a ligagdo de miRNAs a regides promotoras génicas estimula a
transcricdo desses genes, enquanto a ligacdo de miRNAs as regides codificantes ou
regides localizadas na extremidade 5 de mRNAs promovem o silenciamento da
expressao génica (Dharap et al. 2013; O'Brien et al. 2018). Ademais, o silenciamento
de multiplos genes pode ser promovido por um unico miRNA, ainda que geralmente o
efeito deste sobre a expressao daqueles genes nado seja acentuado (Gebert et al.
2019). Paralelamente, miRNAs podem agir de maneira cooperativa, promovendo
conjuntamente a repressdo de um unico alvo caracterizado por multiplos sitios-alvos de
mMiRNAs (Zhang et al. 2009; Gebert et al. 2019).

Uma grande diversidade de processos celulares, dentre eles proliferagéao,
diferenciagao, desenvolvimento e metabolismo energético, sao regulados por miRNAs

(Zhang et al. 2009). Esses reguladores genéticos operam no desenvolvimento de
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diversos tipos celulares, e seu perfil de expressao pode ser alterado por diferentes
fatores. Foi demonstrado, por exemplo, que a ingestdo de uma dieta rica em gorduras
durante o periodo da gravidez e da lactagdo em humanos promove alteracdes
significativas nos niveis de expressao de miRNAs relacionados ao metabolismo e
crescimento fetal na prole (Zhang et al. 2009), bem como nos niveis de expresséo de
miRNAs presentes no leite materno (Munch et al. 2013).

Além disso, no trabalho de Jacometo e colaboradores (2018), o suplemento de
metionina fornecido a vacas Holstein no periodo pré-parto foi associado a alteragoes
nos niveis de expressdao de miRNAs que modulam a diferenciacdo e a fungao
inflamatoria em leucdcitos polimorfonucleares (PMN) de bezerros. O perfil de
expressao de miRNAs de diferentes tecidos pode ser portanto modulado pelo conteudo

nutricional da dieta administrada a mamiferos (Ojo et al. 2023).

2.2 Relevéancia do ramen e sua microbiota na digestao de nutrientes

O estdbmago bovino compreende quatro compartimentos: raimen, reticulo, omaso
e abomaso. O rumen funciona como uma camara de fermentacdo, onde reacdes
quimicas promovidas por microrganismos degradam a lignocelulose das fibras
ingeridas e disponibilizam nutrientes para absorg¢ao pelo ruminante (Liu et al. 2021; Ojo
et al. 2023; Matthews et al. 2019). Microrganismos do rumen fermentam carboidratos,
gerando acidos graxos volateis (AGVs) que, assim como acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs) e vitaminas, sao absorvidos pelas células da parede ruminal (Wang et al.
2020; Liu et al. 2021). Além disso, a fermentagdo também gera didxido de carbono
(CO,), metano (CH,) e hidrogénio (H,). O CO, e o H, agem como receptores e
doadores de elétrons no rumen, enquanto o CH, é eructado na atmosfera, bem como o
CO, (Matthews et al. 2019). A producao de H, esta relacionada ao pH ruminal, que
pode ser alterado em funcao da dieta do bovino. Adicionalmente, o pH do rimen é um
dos fatores que afeta a estrutura da microbiota ruminal por meio de alteracbes no

funcionamento de enzimas microbianas (Wang et al. 2020; Matthews et al. 2019).
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A estrutura e a diversidade de comunidades da microbiota ruminal sao
moduladas em funcdo de modificagcbes no ecossistema ruminal e na dieta do
hospedeiro (Andrade et al. 2022). Consequentemente, a composigdo e concentragao
de AGVs e AGCCs produzidos no rumen também sao alteradas (Andrade et al. 2022,
Matthews et al. 2019). Portanto, a dieta dos bovinos € um fator determinante na
manutengao da funcionalidade da microbiota ruminal, que por sua vez € imprescindivel
a nutricdo dos ruminantes; e foi demonstrado que a estrutura e diversidade da
microbiota influenciam também a manifestacao de tracos de interesse comercial em
bovinos, como por exemplo emissdo de metano e eficiéncia alimentar (Andrade et al.
2022; Liu et al. 2021).

Devido ao crescente interesse da comunidade cientifica nas interacbes entre
microbiota e hospedeiro, estudos que possibilitem a compreensdo do bovino e sua
microbiota enquanto um unico holobionte atraem cada vez mais atencéo. A hipotese de
que as interagdes entre a microbiota e o ruminante podem ser parcialmente reguladas
por miRNAs do hospedeiro se tornaram um objeto de estudo bastante relevante, e o
conhecimento gerado acerca desse topico, ainda que nado seja abundante, esta em
expansao (Ricci et al. 2022; Do et al. 2019; Malmuthuge et al. 2019; Liang et al. 2014).

2.3 sRNAs, miRNAs e a regulagdo de genes da microbiota

Evidéncias de que miRNAs de mamiferos interagem com genes bacterianos e
promovem efeitos sobre a homeostase do hospedeiro tém sido relatadas em um
numero crescente de estudos (Du et al. 2021). Foi descrito, por exemplo, que o miR-21
pode inibir o crescimento de comunidades de bactérias Lactobacillus reuteri em
camundongos (Santos et al. 2020). Outro exemplo é o trabalho de Liu e colaboradores
(2016), que apresenta evidéncias do estimulo ao crescimento de Fusobacterium
nucleatum e Escherichia coli (bactérias caracteristicas da microbiota intestinal de
camundongos) promovido por dois miRNAs fecais de camundongos (i.e. miR-1226-5p

e miR-515-5p) in vitro.

20



21

Nesse estudo, Liu et al. (2016) demonstrou que a regulagcdo dos miRNAs sobre
0s genes da microbiota foi especifica e poderia ser negativa ou positiva; e que os
miRNAs podem agir tanto no DNA quanto no RNA das bactérias analisadas. O
mecanismo molecular que possibilita essas regulagdes, contudo, requer investigacdes
futuras.

Em procariotos, a traducido de mRNAs especificos € parcialmente controlada por
SRNAs (do inglés “small RNAS”) por meio de um mecanismo anti-senso (Desnoyers et
al. 2013). Os sRNAs geralmente pareiam com mRNAs nas proximidades de sitios de
ligagdo ao ribossomo (RBS, do inglés “Ribosome Binding Site”). Sequéncias de RBSs
podem se estender de vinte nucleotideos a montante até quinze nucleotideos a jusante
do primeiro nucleotideo do cédon de iniciagcao de tradugao (Desnoyers et al. 2013). Por
meio do pareamento com o0 MRNA, sRNAs impedem a ligagdo da subunidade
ribossomal 30S a regido RBS, promovendo a repressao da tradugao e ocasionando a
degradagcdo do mRNA-alvo (Ahmed et al. 2016). Contudo, o pareamento entre mRNAs
e sRNAs pode ocorrer em outras regides do mRNA; por exemplo, na regido 5-UTR,
onde o pareamento pode promover a tradugdo do mRNA ou exercer efeitos inibitérios
sobre a mesma (Desnoyers et al. 2013).

Foi observado, portanto, que sRNAs de procariotos e miRNAs de eucariotos tém
o potencial de regular pds-transcricionalmente a expresséo de genes de procariotos.
Enquanto ha evidéncias que o hospedeiro regula geneticamente sua microbiota por
meio de miRNAs, foi demonstrado também que a microbiota influencia o nivel de
expressdo de miRNAs do hospedeiro (Nakata et al. 2017; Dalmasso et al. 2011; Peck
et al. 2017). No trabalho de Williams et al. (2021), o nivel de expressdo de miRNAs em
ileos de camundongos em resposta a intoxicacao com
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) foi alterado em resposta a colonizagao por
bactérias filamentosas segmentadas.

Portanto, ha multiplas evidéncias de que miRNAs s&o reguladores genéticos
estratégicos na interagdo entre hospedeiro e microbiota. Considerando a importancia
da microbiota ruminal a nutricdo, homeostase e saude dos bovinos, essas observacdes
ressaltam o potencial da aplicagdo de miRNAs na modulagdo da microbiota para

beneficiar o desempenho do hospedeiro.
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No presente estudo, identificamos como o perfil de expressdo de miRNAs em
parede ruminal é diferencialmente afetado entre bovinos Nelore alimentados com dieta
rica em graos e bovinos alimentados com coprodutos agricolas, como polpa citrica.
Além disso, investigamos a presenca de sitios-alvos de miRNAs bovinos em sitios de
ligac&o ao ribossomo associados a genes anotados em genomas montados a partir de
metagenomas extraidos de conteudo ruminal bovino. Identificamos dessa forma quais
genes da microbiota sdo potenciais alvos de miRNAs do hospedeiro, expandindo o
conhecimento sobre a regulagcédo genética mediada por miRNAs no contexto de

hologenomas.
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3. Justificativa

A associacgao entre perfil de expressao de miRNAs e dieta foi estabelecida, bem
como a regulacdo mediada por miRNAs e pela microbiota ruminal sobre fenétipos de
eficiéncia alimentar, qualidade da carne e emissdo de metano. Porém, sdo necessarios
estudos que explorem os efeitos do tratamento nutricional sobre o perfil de expressao
de miRNAs em rumen, bem como as vias potencialmente afetadas por estes.

A regulacdo de genes de microrganismos mediada por miRNAs do hospedeiro
foi demonstrada; contudo, estudos que explorem os sitios de ligacdo a miRNAs em
genomas de microrganismos sao essenciais a compreensdo da regulagdo de
comunidades microbianas mediada pela genética bovina, bem como do holobionte

como um todo.
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4. Hipotese

mMiRNAs expressos na parede ruminal bovina tém o potencial de regular a
expressao génica da microbiota ruminal, bem como apresentam perfil de expresséo

relacionado a dieta do hospedeiro bovino.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo geral

Analisar a expressao diferencial de miRNAs da parede ruminal entre dois grupos
de bovinos Nelore alimentados com duas diferentes dietas, e investigar a funcao
predita destes como elementos reguladores de metagenomas identificados em

conteudo ruminal.

5.2 Objetivos especificos

e Identificar miRNAs diferencialmente expressos (DE) na parede ruminal de
bovinos Nelore submetidos a dois tratamentos nutricionais;

e Explorar as fungdes preditas dos genes-alvos de miRNAs diferencialmente
expressos entre bovinos submetidos a duas interveng¢des nutricionais distintas;

e Anotar genomas montados a partir de metagenomas (do inglés MAG,
Metagenome Assembled Genomes) identificados em conteudo ruminal bovino e
explorar potenciais alvos de miRNAs bovinos nas sequéncias de MAGs

identificados em conteudo ruminal bovino.
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6. Materiais e métodos

6.1 Analise do perfil de expressao de miRNAs em parede ruminal

6.1.1 Delineamento experimental, medidas de desempenho e coleta de

amostras

A populacdo analisada neste trabalho corresponde aos animais gerados dentro
do ambito do projeto “Pegada Hidrica dos Produtos Carne e Leite”, coordenado pelo
pesquisador Dr. Julio César Pascale Palhares e fomentado pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq). O delineamento experimental é
baseado em um unico fator: a intervengdo nutricional. Todos os procedimentos
experimentais foram conduzidos de acordo com diretrizes de bem-estar animal e abate
humanitario estabelecidas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Embrapa Pecuaria Sudeste (protocolo No. 09/2016).

Um total de 52 novilhos contemporéneos n&o-castrados da raga Nelore foi
alocado em quatro currais coletivos. Os animais tinham entre 20 e 21 meses de idade e
a intervencgao nutricional durou um total de 105 dias, durante os quais 0s animais eram
alimentados duas vezes ao dia com sistemas de alimentagdo (GrowSafe® Ltda,
Canadda) e fornecimento de agua (modelo AF-1000 Master, Intergado® Ltda)
automatizados para coleta de dados referentes a consumo diario de alimento e agua,
respectivamente.

Os novilhos foram subdivididos em dois grupos de tratamento: o primeiro grupo
(n=26) continha animais que foram alimentados com uma dieta convencional baseada
em gréos; e o segundo grupo (n=26) contemplava animais submetidos a uma dieta
baseada em coprodutos agricolas (Tabela 1). Os quinze primeiros dias da intervengao
nutricional foram dedicados a adaptagdo dos animais ao novo ambiente, seguidos
pelos estagios de crescimento e finalizacdo. A composicao da dieta fornecida aos dois
grupos nos estagios de crescimento e finalizagdo esta descrita na Tabela 1. Na Tabela

2 sao apresentados os principais teores identificados em cada dieta.
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Tabela 1. Composigéo das dietas convencional e baseada em coprodutos agricolas fornecidas aos

bovinos Nelore durante os estagios de crescimento e finalizagédo, respectivamente.

Estagio de crescimento

Convencional Coprodutos

Ingredientes Proporgao (%) Ingredientes Proporgao (%)
Silagem de milho 81,80 Silagem de milho 73,00
Farelo de soja 4,95 Farelo de amendoim 3,22
Gréos de milho 11,79 Germe de milho 12,60
Gordura protegida 0,65 Polpa citrica 7,79
*Confinatto 0,50 *Confinatto 0,64
Uréia 0,32 Uréia 0,17

Estagio de finalizagao

Convencional Coprodutos

Ingredientes Proporcao (%) Ingredientes Proporgao (%)
Silagem de milho 72,80 Silagem de milho 57,30
Farelo de soja 3,06 Farelo de amendoim 4,70
Gréos de milho 21,44 Germe de milho 22,59
Gordura protegida 1,19 Polpa citrica 13,96
*Confinatto 0,91 *Confinatto 1,15
Uréia 0,59 Uréia 0,30

*Confinatto N235 Agroceres Multimix®
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Tabela 2. Principais teores nutricionais das dietas* convencional e dieta baseada em coprodutos

agricolas fornecidas aos bovinos Nelore.

Convencional Coprodutos
Proteina bruta, % na matéria seca (MS) 13,91 14,81
Matéria seca, % na alimentacao 62,51 72,16
Gordura, % MS 5,20 7,62
Carboidrato nao fibroso, %MS 46,62 40,70
Amido, % MS 37,73 19,91
Nutrientes totalmente digeriveis,% MS 74,86 73,19

* Valores calculados na dieta de terminacéo.

MS: matéria seca.

Ao final dos 105 dias de intervencao nutricional, os animais foram abatidos. No
abatedouro, um pedaco com area superficial de dois a trés centimetros quadrados de
tecido foi coletado da parede lateral do rumen, incluindo todas as camadas da parede
ruminal (o epitélio estratificado, circundado por uma camada muscular; e a submucosa,
uma regiao densa de matriz extracelular).

Para padronizar a posicdo de coleta entre as amostras, foi utilizado como
referéncia a abertura do eséfago e o reticulo. O local de amostragem na parede lateral
do rumen foi definido como a area localizada aproximadamente duas polegadas abaixo
do eséfago e caudal a borda do reticulo. Imediatamente apds a coleta, as amostras de
parede ruminal foram lavadas com PBS para eliminacdo de residuos de alimento,
armazenadas em tubo falcon de 15 mL e conservadas a -80° C.

A estatistica descritiva das medidas de desempenho dos animais resultantes do
desenvolvimento do projeto “Pegada Hidrica dos Produtos Carne e Leite” sao

apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Estatistica descritiva de caracteristicas fenotipicas dos 52 touros Nelore confinados sob dieta

convencional e dieta baseada em coprodutos agricolas.

Convencional Coprodutos Teste T
pareado
Média 7,95 -7,95
Emissio Minimo -33,07 -62,48 0,012
residual de .
metano (g/d) Maximo 59,32 43,76
Desvio-padrao 22,14 21,97
Média -0,20 0,20
Eficiéncia Minimo -2,23 -3,15 0,346
alimentar .
residual (kg/d) Maximo 2,22 4,34
Desvio-padrao 1,10 1,86
Média 3,58 4,73
Espessura de
gordura Minimo 2 2 0,005
externa entre a .
11°e a12? Méaximo 5 9
costela (cm
(cm) Desvio-padrao 0,99 1,71
Média 68,3 70,66
Area de olho de Minimo 56,5 52,25 0,29
lombo (mm)
Maximo 86,25 86,50
Desvio-padrao 7,68 8,27

6.1.2 Extracdo de RNA total das amostras de parede ruminal

Em laboratério, as 52 amostras de parede ruminal foram individualmente

submersas em nitrogénio liquido e maceradas com auxilio de um almofariz de
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porcelana. O RNA total das amostras foi extraido com o uso de Trizol (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), conforme protocolo recomendado pelo fornecedor. A
pureza e concentracdo das amostras foram analisadas pelo Nanodrop, e a integridade
do RNA extraido foi verificada por meio do parametro numero de integridade do RNA
(RIN, do inglés "RNA Integrity Number”), obtido por meio da analise em um Bioanalyzer
Agilent 2100 com RNA Nano Chip (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Quatro amostras foram descartadas por apresentarem RIN < 6,4 e 48 amostras foram

selecionadas para as etapas seguintes da analise.

6.1.3 Sequenciamento, controle de qualidade e mapeamento das sequéncias

O sequenciamento foi executado em plataforma lllumina HiSeq com uso do
TruSeq Small RNA Library Prep Kit (lllumina, San Diego, CA, EUA) no laboratorio
multiusuario da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) da
Universidade de Sao Paulo (Piracicaba, SP), sob responsabilidade do Prof. Dr. Luiz
Lehmann Coutinho.

As sequéncias de miRNAs geradas pelo sequenciamento tiveram sua qualidade
verificada por meio das ferramentas FastQC (disponivel em
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e MultiQC (Ewels et al.
2016), antes e depois do controle de qualidade. Adaptadores e leituras de baixa
qualidade foram eliminados usando FASTX (http://hannon-lab.cshl.edu/fastx-toolkit)
utilizando os mesmos parametros de qualidade descritos em De Oliveira et al. 2018. O
mapeamento das sequéncias filtradas e a identificagdao do perfil de miRNAs foram
realizados por meio do software miRDeep2 (Friedlander et al. 2012), usando o genoma
de referéncia bovino ARS-UCD1.2 e as sequéncias de miRNA maduros da espécie Bos

taurus, disponiveis no banco de dados miRBase (Griffiths-Jones et al. 2006).

6.1.4 Analise de expressao diferencial de miRNAs de parede ruminal
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As leituras mapeadas foram filtradas, de forma que foram desconsideradas nas
préximas etapas da analise os miRNAs que apresentaram valores de contagem nulos
ou que foram identificados em menos de 20% das amostras. O pacote DESeq2 (Love
et al. 2014) foi utilizado para a analise de expressao diferencial dos miRNAs entre os
dois grupos de tratamento da intervengao nutricional. Os resultados foram ajustados
para testes multiplos usando o método da raz&o de falsas descobertas FDR (do inglés
“False Discovery Rate”) < 0,1. Os miRNAs identificados foram considerados DE nos
animais alimentados com coprodutos em relagdo aos alimentados com a dieta
tradicional, ou seja, um sinal positivo denota que o miRNA foi mais expresso no grupo

de coprodutos e um sinal negativo que foi menos expresso neste grupo.

6.1.5 Identificacdo de genes-alvos bovinos dos miRNAs DE em parede ruminal e

respectivas vias metabodlicas associadas aos mesmos

Os genes-alvos bovinos dos miRNAs DE entre os animais alimentados com as
duas dietas, bem como as vias bioldgicas que tém o potencial de serem afetadas pela
expressao diferencial desses miRNAs, foram identificados por meio da plataforma
miRWalk (Sticht et al. 2018). Os sitios-alvos foram preditos por meio do algoritmo
TarPmiR, que foi treinado com uma abordagem baseada no algoritmo de floresta
aleatdria e calcula pontuagdes para os sitios-alvos preditos (Ding et al. 2016). Por meio
de um algoritmo de ranqueamento de variaveis qui-quadrado, a analise de
enriquecimento funcional conduzida na plataforma miRWalk identifica, entre os genes
de interesse, grupos funcionais de genes que foram significativamente enriquecidos

com base em testes hipergeométricos (Sticht et al. 2018).
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6.2 Associagcao entre o perfil individual de expressao de miRNAs
diferencialmente expressos em parede ruminal e fenétipos de eficiéncia alimentar

e de emissao de metano

Os miRNAs identificados como significativos tiveram seu efeito sobre os
fendtipos de consumo alimentar residual (CAR), emiss&o residual de metano (RME),
EGAOL (espessura de gordura externa entre a 11% e a 122 costela) e AOL (area de olho
de lombo) testado através de um modelo linear misto implementado no pacote Ime4qtl
(Ziyatdinov et al. 2018). O parentesco genético foi incluido como efeito aleatério na
forma de uma matriz de parentesco para descartar o efeito da estrutura populacional na
variagao fenotipica, juntamente com dieta e grupo contemporéaneo (GC, definido como
0 grupo de pesagem e o grupo de abate ajustados) como efeitos fixos. Detalhes sobre
a construcao da matriz e definicao dos efeitos estdo descritos em Andrade et al. (2022).
Foram utilizados valores de leituras corrigidas de cada miRNA, obtidas pelo programa
DESeq. Um teste de razdo de verossimilhanca foi usado para contrastar os modelos
m1 (sem a inclusdo do efeito de nivel de expressao de um dado miRNA) e m2 (modelo
completo, incluindo a expressao do miRNA). Nossos modelos podem ser descritos

pelas seguintes formulas:

m1: fenétipo ~ Dieta + GC + Matriz de parentesco + erro residual.

m2: fenotipo ~ expressdo miRNA + Dieta + GC + Matriz de parentesco + erro

residual.

Valores significativos para todos os modelos foram ajustados para testes

multiplos usando o método da taxa de falsas descobertas (FDR) (a < 0,05).

6.3 Analise de potenciais genes-alvos para os miRNAs bovinos diferencialmente

expressos no riumen em sequéncias de MAGs de conteudo ruminal
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6.3.1 Anotagéo funcional

Foram utilizados dados publicos de um total de 913 MAGs, montados por
Stewart e colaboradores (2018) a partir do sequenciamento de bibliotecas de DNA de
conteudo ruminal bovino de 43 bovinos, os quais compreendiam individuos de trés
grupos de bovinos hibridos (das ragas Aberdeen Angus, Limousin e Charolés) e uma
raca pura (Luing). Como indicado na publicagdo de Stewart e colaboradores (2018), 28
dos 913 MAGs pertencem a organismos do reino Archaea, enquanto 885 MAGs foram
identificados como bacterianos. A anotacao funcional dos MAGs de microrganismos
identificados no conteudo ruminal bovino foi realizada por meio do pipeline Prokka
(Seemann et al. 2014), que centraliza um conjunto de ferramentas de analise e
predicdo de sequéncias, como BLAST+ (Camacho et al. 2009), Prodigal (Hyatt et al.
2010) e HMMER (Eddy, 2011); e se propde a analisar sequéncias pré-montadas de

DNA gendmico procaridtico.

6.3.2 Obtencao das janelas nucleotidicas referentes as RBS dos MAGs

Por meio da anotacdo funcional feita com o pipeline Prokka, foram obtidas as
coordenadas gendmicas das regides codificadoras de genes identificados nos 913
MAGs (Stewart et al. 2018). A partir destas coordenadas, foram obtidas as sequéncias
das janelas nucleotidicas que se estendem de 20 pb a montante a 15 pb a jusante do
primeiro nucleotideo de cada CDS (do inglés “CoDing Sequence”). As regides CDS
contém as regides RBS dos genes procaridticos (Desnoyers et al. 2013). As
sequéncias das RBS foram extraidas dos MAGs por meio das suas coordenadas
gendmicas usando as ferramentas BEDTools (Quinlan et al. 2010) e faSplit (disponivel

em https://anaconda.org/bioconda/ucsc-fasplit).
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6.3.3 Identificagdo de potenciais alvos de miRNAs em genes anotados em

MAGs de conteudo ruminal bovino

Para a anadlise dos potenciais sitios-alvos de miRNAs bovinos em MAGs, as
sequéncias de miRNAs maduros identificados como DE neste trabalho foram obtidas
por meio do banco de sequéncias de miRNAs miRbase (Kozomara et al. 2019). A
identificagdo de potenciais sitios-alvos de ligagdo dos miRNAs bovinos nas sequéncias
RBS dos MAGs foi conduzida por meio do método de predigdo de alvos de miRNAs
RNAhybrid (Rehmsmeier et al. 2004), cujo algoritmo identifica interagdes significativas
entre moléculas de RNA com base na minima energia livre de hibridizagdo (mfe) entre
as mesmas.

Os resultados do método de predicao de alvos de miRNAs foram filtrados, sendo
consideradas significativas somente as interacdes entre sequéncias de miRNA bovino
e RBSs dos MAGs que apresentaram mfe < -22 kcal/mol (Zhang et al. 2010) e p-valor <
0,01.
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7. Resultados

7.1 Analise do perfil de expressdao de miRNAs em parede ruminal

7.1.1 Extragdo de RNA total

O RNA total das 52 amostras de parede ruminal foi extraido e sua qualidade foi
verificada. Quatro amostras do grupo de tratamento alimentado com coprodutos
agricolas apresentaram valores RIN inferiores a 6,4 e foram portanto desconsideradas
em analises posteriores. Assim, o grupo de tratamento alimentado com coprodutos foi
reduzido em quatro amostras (n = 22). As estatisticas descritivas dos parametros RIN,
rendimento e razdo entre absorbancias medidas a 260 nm e 280 nm est&do descritos na
Tabela 4.

Tabela 4. Estatisticas descritivas referentes a extracdo do RNA total de 48 amostras de parede ruminal

de bovinos da raca Nelore submetidos a dois tratamentos nutricionais diferentes.

Grupo de Ndmero Estatistica Razao
RIN Rendimento (ng/pl)
tratamento amostral descritiva 260/280

Média e desvio

_ 7,74 +0,63 1.310 + 814 2,02 +0,04
Dieta rica em o6 padréo
graos Valor minimo 6,70 187 1,91
Valor maximo 9,10 3.400 2,10
Média e desvio
Dieta baseada vadrio 7,57 £ 0,59 1.360 + 864 2,01 +0,05
em coprodutos 22 _
Valor minimo 6,40 249 1,90
agricolas
Valor maximo 8,60 3.390 2,08

RIN: numero de integridade do RNA (do inglés “RNA Integrity Number”).
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7.1.2 Mapeamento e anotagdo das sequéncias de miRNA

As bibliotecas de mIiRNA referentes as 48 amostras selecionadas foram
sequenciadas em plataforma lllumina. As estatisticas descritivas referentes ao total de
reads geradas, numero e percentual de reads mapeadas e ndo-mapeadas no genoma
de referéncia bovino ARS-UCD1.2 para as 48 amostras de parede ruminal estdo

descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Estatisticas descritivas do mapeamento das sequéncias de microRNAs identificadas em

amostras da parede ruminal de animais dos dois grupos de tratamento: dieta convencional e baseada em

coprodutos.
Dieta convencional

Estatistica descritiva Total (M) Mapeadas (M) Mapeadas (%)
Média 3,35 2,58 73
Mediana 3,01 2,17 75
Minimo 1,39 0,799 51
Maximo 6,33 5,48 88
Desvio padrao 1,25 1,23 9

Dieta baseada em coprodutos agricolas

Estatistica descritiva Total (M) Mapeadas (M) Mapeadas (%)
Média 3,51 2,74 74
Mediana 3,53 2,57 77
Minimo 1,19 0,664 48
Maximo 6,54 5,53 87
Desvio padrao 1,40 1,28 8

7.1.3 Anélise de expresséo diferencial de miRNAs de parede ruminal
Foram identificados nove miRNAs DE (FDR < 0,1). Sete destes (ie.

bta-miR-223, bta-miR-184, bta-miR-146b, bta-miR-132, bta-miR-874, bta-miR-363 e

bta-miR-326) foram identificados como mais abundantes e dois como menos
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abundantes (i.e. bta-miR-1246 e bta-miR-107) no grupo alimentado com coprodutos

agricolas em relagédo ao grupo alimentado com a dieta convencional rica em graos. Os

valores de FDR e log,(Fold Change) associados a cada miRNA DE estao descritos na

Tabela 6.

Tabela 6. microRNAs diferencialmente expressos em touros Nelore alimentados com coprodutos em
relacéo a touros alimentados com uma dieta convencional rica em gréos.

miRNA DE FDR log,(Fold Change)
bta-miR-223 4,86-107 2,97
bta-miR-184 1,79-10* 3,39
bta-miR-1246 2,42-10* -1,37
bta-miR-146b 7,95-103 1,11
bta-miR-132 8,11-10°3 0,93
bta-miR-874 1,76-102 0,64
bta-miR-107 8,44:10? -0,21
bta-miR-363 8,44:10? 1,01
bta-miR-326 8,96-10% 0,61

FDR: taxa de falsas descobertas (do inglés “False Discovery Rate”).

7.1.4 Identificagdo de genes bovinos que sdo alvos dos miRNAs

diferencialmente expressos em parede ruminal e vias biolégicas associadas aos

produtos desses genes

Os numeros de genes-alvos bovinos identificados para cada um dos nove

mMiRNAs DE em parede ruminal em resposta a dieta estdo descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. Numero de genes bovinos identificados como alvos para cada um dos nove microRNAs
diferencialmente expressos em amostras de parede ruminal do grupo de touros Bos indicus alimentados

com coprodutos.

miRNA diferencialmente expresso Numero de genes-alvos bovinos identificados

bta-miR-107 2028
bta-miR-184 1225
bta-miR-1246 425
bta-miR-146b 621

bta-miR-132 1198
bta-miR-874 1790
bta-miR-223 481

bta-miR-363 787

bta-miR-326 2790

Algumas das principais vias biolégicas da Enciclopédia de Kyoto de Genes e
Genomas (KEGG) que foram enriquecidas para os genes-alvos dos nove miRNAs DE
(FDR = 0,1), bem como os conjuntos de genes-alvos associados a essas vias, estdo
listados na Tabela 8. A lista completa de vias enriquecidas para os genes-alvos dos
nove miRNAs DE (FDR < 0,1) esta disponivel na Tabela Suplementar 1.
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Tabela 8. Principais vias da Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas relacionadas aos genes-alvos

dos nove microRNAs diferencialmente expressos em animais alimentados com a dieta baseada em

coprodutos em relagéo a animais alimentados com a dieta rica em gréos (FDR < 0,1).

Genes-alvos associados a via

miRNA Via biolégica FDR .
biolégica
MAP2K2, RALGDS, GNG4, FGFR1,
RASSF5, MAPK8, PLCE1, FGF10,
Via de sinalizagdo Ras 00283 PAKS5, FGF1, IGF2, RAC1, FGFR3,
(bta04014) ’ PIK3R1, PRKACA, RAP1B,
RASGRF2, SOS1, PDGFC,
RASAL1, RAPGEF5, KSR1, PLCG2
MAPKAPK3, NRAS, MAPK?,
DUSP7, TAB1, NFKB2, FGFR1,
TGFB2, FLNB, NFATC3, MAPKS,
Via de sinalizagdo MAPK 00378 CACNA2D1, FGF10, FGF1, IGF2,
(bta04010) ’ RAC1, FGFR3, CACNB3,
PRKACA, PPP3CA, RAP1B,
RASGRF2, SOS1, PDGFC,
ERBB4, CRKL
bta-miR-107*  \jetabolismo de fosfato 0.0551 TPI1, ITPKB, INPP4B, PLCG2,
de inositol (bta00562) ’ IPPK
HTR2A, ATP2B2, ORAI2, PLCE1,
Via de sinalizacéo do P2RX5, EDNRA, PRKACA,
calcio (bta04%20) 0,0721 ATP2B1, PPP3CA, CD38, PTGFR,
CAMK4, ERBB4, ITPKB, NOS1,
PLCG2
CCND3, MAPKS8, ITGB3, PAKS,
- RAC1, ITGAV, PIK3R1, RAP1B,
Adesao focal (bta04510) 0,0828 VAV3, SOS1, PDGFC, COL4A6,
ITGA1, PPP1R12B, CRKL
Via de sinalizacio dos CERS2, SGPL1, MAPK8, RAC1,
esfinaolipidios (5304071) 0,0898 PIK3R1, SGPP2, PPP2R1B,
golip GNA13
ACSL6, ACSL1, ATG7, SLC39A14,
Ferroptose (bta04216) 0,0297 ACSL4
bta-miR-223" ACSL6, ACSL1, NOS2, NUDT7
Peroxissomos (bta04146) 0,0686 ACSL4
PLA2G2D4, FGFR4, RASA2,
Via de sinalizacao Ras PAK3, PIK3CD, EXOC2, RAB5B,
0,0047 FGF1, PGF, PIK3CA, SOS1,
bta-miR-1328 (bta04014)

PTPN11, RALBP1, ARF6, KSR1,
GAB2
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Resisténcia a insulina

40

PTPA, RPS6KB2, TBC1D4,

(bta04931) 0,014 PIK3CA, PTPN11, PPP1R3E
CDC37, PRKAA1, FGF20, FGFR4,
Via de sinalizacio CCNE1, PIK3CD, RPS6KB2,
PI3K-AKt (bta04g‘|51) 0,056 ITGA3, RXRA, FGF1, PGF, ITGAY,
PIK3CA, ITGA4, MYB, SOS1,
MAGI1, JAK2, LAMC3
Via de sinalizagéo da 00574 EIF4E2, PIK3CD, RPS6KB2,
insulina (bta04910) ’ PIK3CA, SOS1, PPP1R3E
Via de sinalizagdo mTOR 0.0937 MLSTS8, PIK3CA, SOS1, CAB39L,
(bta04150) ’ CASTOR2, RNF152
TBC1D7, CLIP1, RRAGD, FZD3,
Via de sinalizagdo mTOR <0.001 PIK3CA, ATP6V1B2, INSR,
_ . (bta04150) ’ CASTOR2, FZD5, BRAF, RNF152,
bta-miR-184 PDPK1
Via de sinalizacao da 00918 MKNK1, INSR, CBL, BRAF,
insulina (bta04910) ’ PPP1R3D, PDPK1
Metabolismo de GPAM, GPD2, DGKE, PCYT1B,
licerofosfolipidios 0,0194 PLA2GS, PHOSPHOT, AGPAT,
9 (btaOO56FA)f) ’ LOC615045, CHAT, DGKK,
PLA2G4E
PPARA, PDE4B, ADCY6, ATP2B4,
ATP2B2, MAPKS8, ADCY9, GRIAS3,
Via de sinalizagdo cAMP 0.0194 CALM1, CFTR, FSHB, ADCY?7,
(bta04024) ’ RAP1A, PRKACB, EDN1, CAMK4,
SUCNR1, PDE4D, LOC523126,
GIPR, CACNA1C, TIAM1, GABBR2
PLA2G2D4, NGFR, GNG4, EFNA2,
ABL2, MAPKS8, PLA2G5, PAKS3,
Via de sinalizagao Ras 003 ABL1, KSR2, CALM1, FGF1, PGF,
bta-miR-874°8 (bta04014) ’ PRKCA, RAP1A, PRKACB,
a-mik- PRKCB, LOC615045, SOS1,
RASAL2, TIAM1, PLA2G4E
DUSP10, NGFR, ERBB3, EFNA2,
PPP5C, NFATC3, MAPKS,
MAP3K12, RPS6KA6, MAP4K?2,
Via de sinalizagdo MAPK 0.0366 IL1R1, DUSP4, FGF1, PGF, MAPT,
(bta04010) ’ PRKCA, RAP1A, CACNB3,
PRKACB, PRKCB, PPP3CA,
SOS1, CACNG4, CACNA1C,
PLA2G4E
Sistema de sinalizacao
do fosfatidilinositol 0,0366 CDIPT, CALM1, PRKCA, PI4KA,

(bta04070)

PRKCB, PI4KB, INPP5A, DGKK
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Via de sinalizagao do

41

PRMT1, PRKAB2, CALM1, LDHA,

glucagon (bta04922) 0,0617 PRKACB, PPP3CA, PYGM
Via de sinalizacdo do RBX1, PRKCA, PRKACB, PRKCB,
Wt (btaO43910) 0,067 PPP3CA, CTBP2, DVL3, FBXW11,
DAAM2, WISP1, WNT10B, WNT7B
CCND3, CAMK2G, FZD10, MAPKS,
CUL1, LGR4, VANGL1, SMAD3,
. Via de sinalizacao do VANGL2, RSPO2, DVL1, SFRP1
_ _ B ’ 7 ’ H
bta-miR-326 Whnt (bta04310) 0,0478 SFRP5, CSNK2A2, CBY1, PLCBH1,
LRP6, NFATC2, FZD2, FZDS5,
WNT8B, WNT9B, WNT9A, FZD8
Diferenciacao de células 0.0464 CD3D, NFATC1, IL2RA, IL12RB2,
Th1 e Th2 (bta04658) ’ LOC786717
bta-miR-1246* Vi e il e B ANGPT4, RALB, CALM1, FGF1,
¢ 0,0464 PIK3CA, LOC786717, TGFA,

(bta04014)

LOC521224

FDR: taxa de falsas descobertas (do inglés “False Discovery Rate”).

*Genes destacados em negrito foram identificados como potenciais alvos de mais de um dos nove

microRNAs diferencialmente expressos em parede ruminal de animais alimentados com coprodutos.

AMenos expresso no grupo alimentado com coprodutos.

BMais expresso no grupo alimentado com coprodutos.

7.1.5 Associacédo entre o perfil de expressdo de miRNAs DE em parede ruminal

entre os tratamentos e fendtipos de eficiéncia alimentar e emisséo de metano

As analises de associagao considerando os miRNA DE entre os tratamentos

com os fendtipos de interesse ndao demonstraram nenhuma associagao significativa. Os

resultados dessa analise podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados da analise de associacido do perfil de expressdo dos microRNAs diferencialmente expressos entre os animais alimentados

com diferentes dietas com os fenétipos anotados.

miRNA RME CAR EGAOL AOL
Beta p-value q-value Beta p-value g-value Beta p-value qg-value Beta p-value q-value
bta-miR-107 -0,11 0,52 0,79 -0,03 0,860 0,931 -0,03 0,83 0,83 0,11 0,39 0,71
bta-miR-1246 -0,14 0,41 0,79 -0,29 0,085 0,765 0,04 0,78 0,83 0,04 0,76 0,76
bta-miR-132 -0,08 0,61 0,79 -0,04 0,824 0,931 -0,07 0,61 0,83 -0,14 0,27 0,71
bta-miR-146b 0,08 0,61 0,79 0,01 0,931 0,931 -0,06 0,68 0,83 -0,06 0,65 0,73
bta-miR-184 -0,17 0,31 0,79 -0,09 0,596 0,931 0,18 0,20 0,83 0,08 0,51 0,73
bta-miR-223 -0,01 0,93 0,94 -0,02 0,903 0,931 -0,14 0,32 0,83 -0,12 0,36 0,71
bta-miR-326 -0,11 0,50 0,79 0,19 0,242 0,931 -0,11 0,45 0,83 -0,23 0,07 0,64
bta-miR-363 -0,01 0,94 0,94 -0,08 0,650 0,931 -0,09 0,54 0,83 -0,15 0,23 0,71
bta-miR-874 -0,09 0,62 0,79 0,04 0,803 0,931 -0,06 0,69 0,83 -0,07 0,60 0,73

RME: emissao residual de metano; CAR: consumo alimentar residual; EGAOL.: espessura de gordura externa entre a 11% e a 122 costela; AOL:

area de olho de lombo.
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7.2 Identificagdo de potenciais alvos de miRNAs em genes anotados em MAGs de

conteudo ruminal bovino

A partir das sequéncias de RBSs de genes anotados em MAGs de conteudo
ruminal e das sequéncias de miRNAs maduros de Bos taurus, foram identificados
potenciais alvos de miRNAs bovinos. Um total de 3.718 genes foram identificados
como potenciais genes-alvos de miRNA bovinos em sequéncias RBS de 888 dos 913
MAGs analisados. Destes genes, 212 genes sao potenciais alvos dos nove miRNAs DE
identificados em parede ruminal entre os touros submetidos a duas intervengdes
nutricionais diferentes.

Dentre os 212 genes, quatro e 208 foram identificados como potenciais
genes-alvos conhecidos em RBSs de MAGs de Archaea e Bacteria, respectivamente.
Nos MAGs de Archaea, foram preditos genes-alvos para trés dos miRNAs DE (i.e.
bta-miR-1246, bta-miR-326 e bta-miR-363). Paralelamente, oito dos miRNAs DE (i.e.
todos exceto bta-miR-1246) apresentaram genes-alvos nos MAGs de organismos do
reino Bacteria. Os genes dos MAGs identificados como potenciais alvos dos miRNAs
DE estao listados na Tabela 10; os genes identificados como potenciais alvos de todos

os miRNAs bovinos analisados encontram-se na Tabela Suplementar 2.
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Tabela 10. Lista de genes conhecidos nos genomas montados a partir de metagenomas que foram
identificados como alvos dos microRNAs diferencialmente expressos em parede ruminal, entre animais

submetidos a diferentes dietas.

microRNA DE Numero de potenciais Potenciais genes-alvos*
genes-alvos

bta-miR-1074 5 smc_3, bepC _1, atpA, ftsZ, fba_1
gapA1, fieF_3, amn, queE, pknD_3, cipC,

bta-miR-1848 10 czeD, gitD, argJ, gene da Beta-galactosidase

BoGH2A

bta-miR-1246 | 1 | hypE

bta-miR-146b" | 0 | Nenhum gene-alvo conhecido identificado.

bta-miR-132° | 2 | rhA, oprM_2

menE, murd 2, srmB, susB_1, ybhR_1, yhhT,
ispE_1, rpIC, rpoN, bar, imM_1, dinB_3, ruvC,
yycd, aptB_2, rhiE, tdiR, groL, topA, ansA,
moaC, mitC, rimM, dinB_1, yacL, rpsM, dbpA,
btuD 1, hdfR_5, nadD, phoU, tagO, ulaF, ppx,
iaaH_3, degA_1, clpB, leuS, comEC, araD,
noc_1, ispF, dinB_2, murJ_1, rho, murC, atpE,
dmdC, priA_2, wbpl, pdhC, selD, miaA 2,
mglA_2, rc, atsB, recX, ngcG_3, fumD, purM,
cobD, guaB1, ispE_2, gipT_4, gpmA, dinG,
aroC, nagZ, ung_2, copA, Igt_1, gcvH, mditK_1,
trkG, Igt, rtcB_1, dasC, prfB, mepA_8, susB_2,
DmdB, leuB, ybaK, IdhA, manA, yegS, mntR,
sdhA, esiB 23, yitJ 1, dusB, gabR, ecfA1,
prkC, mreB, xseA, amyE_2, ygfK, gene da
3-metiladenina DNA glicosilase putativa, gene
do regulador transcricional putativo do tipo
HTH, gene da serina protease putativa
semelhante a CtpA, gene da fosfatase de
carboidratos fosforilados

greA 1, pfkA, fucU, greA 2, gltS_2, pyrF,
bta-miR-2238 13 hisD_1, cobB, opuE 2, mntP_2, dnaG_2, gtfA,
metN2

ybbH, birA, hisK, rpoC, lepA, smc, citE_2,
mfC_2, fkiB_2

rimB_1, yhaM_2, ispG, ilvB, alaS, sdsA, argA,
trpG, pyrB_2, atpB, ravA, bfrA, ybaK, iscS 1,
bta-miR-326° 72 scS, iscS_2, coaE, dapF, mntH_1, rluF, ybeY,
fruG, galK, gltX, moaA_1, engB, hipO, ruvA,
rhaR _1, rspR_2, rspR_1, araH_3, ansA, lon1,

bta-miR-8748 102

bta-miR-363® 9
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fabD, mneP, map_3, map_2, map_1, nanM,
gdh, ndhS_1, nrgB, gIinB, mazG, appA, pckA,
tagU_1, pnp, peplP, secA, epsE, yggS, proC,

rnhB, rsmB, rpe, rcsC_3, stkP, baeS, smpB,
tmk, tabA, mraZ, trkA_1, trmB, iphP, murB_2,
uvrA, btuC, gene da proteina de homeostase
de piridoxal fosfato, gene da proteina tipo TelA

*Genes identificados em genomas montados a partir de metagenomas de arqueas estdo em negrito.
AMenos expresso no grupo alimentado com coprodutos.

BMais expresso no grupo alimentado com coprodutos.
Os genes ansA, smpB, ybaK, iscS, iscS_1, iscS 2, map_1, map_2 e map_3

foram os genes identificados com maior frequéncia entre os genes de MAGs como

potenciais alvos de miRNAs DE.
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8. Discussao

8.1 Andlise do perfil de expressao de miRNAs em parede ruminal

8.1.1 miRNAs diferencialmente expressos em parede ruminal entre os animais

alimentados com duas dietas diferentes

Nove miRNAs DE entre touros alimentados com diferentes dietas foram
identificados. Dentre estes, trés deles (i.e., bta-miR-223, bta-miR-363 e bta-miR-1246)
foram previamente associados por eficiéncia alimentar (Mukiibi et al. 2020). Os miRNAs
bta-miR-223 (FDR = 4,86:107) e bta-miR-363 (FDR = 8,44-10), mais abundantes na
parede ruminal de animais alimentados com coprodutos que em animais alimentados
com a dieta convencional, foram descritos na literatura como mais abundantes em
figado de bovinos da raca Kinsella Composite com baixos valores de CAR. Estes
miRNAs foram portanto identificados como potenciais reguladores da eficiéncia
alimentar (Mukiibi et al. 2020).

O miRNA bta-miR-223 é um regulador central da resposta transcricional a
infeccdo causada por Staphylococcus aureus, e seu nivel de expressao pode auxiliar
com precisado na identificagdo precoce de processos inflamatorios; adicionalmente, sua
atividade estimula a ativagao da resposta pro-inflamatéria de macréfagos (Fang et al.
2016; Tzelos et al. 2022; Jacometo et al. 2018). No trabalho de Fang et al. (2016),
também foi descrito que a regulagdo mediada pelo bta-miR-223 influencia a expressao
de multiplos genes relacionados ao metabolismo de lipidios. Além disso, a expressao
deste miRNA foi mais abundante em tecido mamario de fémeas Holstein lactantes
infectadas com Streptococcus uberis, quando comparada com a expressao em animais
do grupo saudavel; e seus genes-alvos foram associados a um possivel efeito inibitério
sobre o metabolismo de lipidios (Naeem et al. 2012). Portanto, o bta-miR-223 pode
também desempenhar um importante papel na defesa dos hospedeiros contra

infecgdes bacterianas e no metabolismo de lipidios.
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O miRNA bta-miR-146b (FDR = 7,95-10®) foi identificado como mais abundante
em animais alimentados com coprodutos agricolas; e foi descrito em outra populagao
Nelore como um regulador negativo da composigdo de acidos graxos em musculo
bovino (De Oliveira et al. 2019). Além disso, esse miRNA também foi identificado como
menos abundante em Nelore com alto conteudo de gordura intramuscular (De Oliveira
et al. 2018). A gordura intramuscular representa a quantidade de gordura acumulada
entre fibras musculares ou dentro de células musculares, e tem impacto determinante
na qualidade da carne (Wood et al. 2008).

O miRNA bta-miR-874 (FDR = 1,76:102%), mais expresso em animais
alimentados com coprodutos, pode inibir a expressao do gene RXRa. O gene RXRa
codifica o receptor de acido X retindico alfa (RXRa), um receptor nuclear que forma um
heterodimero com o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma de isoforma y
(PPARYy) e se liga a regidao promotora RARE dos genes-alvos, regulando por exemplo o
metabolismo lipidico e a diferenciagao celular (Guo et al. 2017; Latruffe et al. 2000). A
dieta baseada em coprodutos contém maior quantidade de gordura (cerca de 47% a
mais do que a dieta padréo, no estagio de finalizagao) e levou a uma maior deposigéao
de gordura (EGAOL) nos animais alimentados com essa dieta, fortalecendo a hipétese
de que o bta-miR-874 pode estar implicado na regulagdo do metabolismo de lipidios (Li
et al. 2018; Guo et al. 2017).

De acordo com o QTLdb (Mudadu et al. 2020), sete dos nove miRNAs DE estao
colocalizados com QTLs (do inglés “Quantitative Trait Loci’) para diversas
caracteristicas de bovinos de corte e de leite (i.e., bta-miR-184, bta-miR-132,
bta-miR-146b, bta-miR-326, bta-miR-874, bta-miR-363 e bta-miR-107).

Dentre estes, o bta-miR-184 (FDR = 1,79-10* mais expressos em animais
alimentados com coprodutos) esta colocalizado com QTLs para diversas
caracteristicas; entre elas gordura na 122 costela, tamanho e peso corporal, area de
olho de lombo e duragdo da gestacdo. O bta-miR-146b (mais expressos em animais
alimentados com coprodutos) também se encontra em uma regido de QTLs para
multiplas categorias, dentre elas rendimento de proteina e gordura do leite, peso da
gordura interna, consumo alimentar residual, e duragdo da gestagdo. O bta-miR-132

(FDR = 8,11-10% mais expressos em animais alimentados com coprodutos) se
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encontra em uma regiao de QTLs relacionada ao marmoreio, conteudo de acido oléico,
CAR e peso corporal. O bta-miR-326 (FDR = 8,96-10%;, mais expressos em animais
alimentados com coprodutos) se encontra em uma regido de QTLs para algumas
caracteristicas, das quais se destacam marmoreio, altura e peso corporal; e 0
bta-miR-874 (FDR = 1,76-102, mais expressos em animais alimentados com
coprodutos) esta colocalizado numa regido de QTLs para gordura na 12° costela e
peso corporal, dentre outras caracteristicas. O bta-miR-107 (FDR = 8,44-102), mais
abundante em touros alimentados com a dieta padrao, esta colocalizado com QTLs
para ponto de fusdo da gordura, conteudo de acidos graxos saturados e area de olho
de lombo. Estes resultados também reforcam a ideia da implicagdo direta desses
mMiRNAs sobre o metabolismo de lipidios e deposigdo de gordura (EGAOL), visto que
alguns dos miRNAs DE encontrados neste trabalho (i.e., bta-miR-184, bta-miR-874)
estdo localizados em QTL para gordura na 12° costela e outros fendtipos do
metabolismo de lipidios.

Esses resultados sugerem que uma dieta baseada em coprodutos (com maior
conteudo de gordura, menor conteudo de amido, mais matéria seca e menos uréia em
comparagao a dieta convencional) pode ter o potencial de influenciar a eficiéncia
alimentar e o metabolismo lipidico por meio da regulagdo mediada pelos miRNAs
bta-miR-184, bta-miR-223, bta-miR-146b, bta-miR-132, bta-miR-326 e bta-miR-874.
Esta hipétese de modulacéo, contudo, nao foi confirmada nesse trabalho, visto que a
associacao da expressao dos miRNAs DE entre as dietas com os fendétipo analisados
nao foram significativas. Nao foram encontradas diferengas significativas para CAR
entre as dietas no experimento de avaliagcdo durante todo o periodo de confinamento,
conforme descrito nos materiais e métodos desse trabalho. Contudo, houve diferenca
significativa de CAR no periodo de terminagao desses animais: os animais alimentados
com a dieta convencional foram associados (P < 0,05) a um CAR mais baixo que os
animais alimentados com coprodutos (Malheiros et al.)'. A futura investigagdo da

associagao dos demais miRNAs expressos em rumen com a caracteristica CAR (nos

' Malheiros, J.M.; Correia, B.S.B.; Ceribeli, C.; Bruscadin, J.J.; Diniz, W.J.S.; Banerjee, P.; Vieira, D.S.;
Cardoso, T.F.; Andrade, B.G.N.; Petrini, J.; Cardoso, D.R.; Colnago, L.A.; Junior, S.B.; Mourado, G.B.;
Coutinho, L.L.; Palhares, J.C.P.; Medeiros, S.R.; Berndt, A.; Regitano, L.C.A. Ruminal and feces
metabolites associated with feed efficiency, water intake and methane emission in Nelore bulls.
Submetido a publicagdo na revista Scientific Reports.
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diferentes periodos de analise), bem como com outros fenoétipos relacionados a
deposigao de gordura e perfil de acidos graxos, podera elucidar com mais detalhes a

extensao da regulagao exercida por miRNAs sobre esses tracos.

8.1.2 Vias metabolicas de bovinos associadas aos genes-alvos dos miRNAs

diferencialmente expressos

Um total de 92 vias biologicas foram associadas (FDR < 0,1) aos genes-alvos
identificados para os miRNAs DE entre os animais submetidos as duas intervencdes
nutricionais.

Quatro das principais vias significativamente enriquecidas foram associadas aos
miRNA DE com aumento de expressao nos animais alimentados com coprodutos: 1)
via de sinalizagdo PI3K-Akt (bta04151; FDR = 0,056, bta-miR-132); 2) via de
sinalizagdo mTOR (bta04150; FDR = 0,0937 para o bta-miR-132 e FDR = 0,0918 para
o bta-miR-184); 3) metabolismo de glicerofosfolipidios (bta00564; FDR = 0,0194,
bta-miR-874); 4) via de sinalizacdo do Wnt (bta04310; FDR = 0,067 para o bta-miR-874
e FDR = 0,0478 para o bta-miR-326).

O gene PLA2G4E (alvo do bta-miR-874) codifica a fosfolipase A, do
grupo IVE, um dos seis membros do grupo IV de fosfolipases A, (Ohto et al. 2005); e foi
associado a via de sinalizacdo Ras (bta04014; FDR = 0,03), a via de sinalizagao MAPK
(bta04010; FDR = 0,0366) e a via de metabolismo de glicerofosfolipidios (bta00564;
FDR = 0,0194). A via de sinalizacdo Ras (bta04014; FDR = 0,0464) também foi
enriquecida para alvos dos miRNAs bta-miR-1246 e bta-miR-107, que foram
identificados como menos abundantes em touros alimentados com coprodutos; bem
como para os mMiRNAs bta-miR-132 e bta-miR-874, identificados como mais
abundantes em touros alimentado com coprodutos. Foi demonstrado que a via de
sinalizacdo Ras ativa a cascata de sinalizacdo promovida por proteinas quinase
ativadas por mitégeno (MAPKSs, do inglés "mitogen activated protein kinase") e as vias
de sinalizagao PI3K-AKT-mTOR, que promovem o crescimento e a divisao celular bem

como a inibigdo da apoptose (Yang et al. 2021). A via de sinalizagdo Wnt regula a
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diferenciagao de células-tronco mesenquimais (MSC) em osteoblastos (Li et al. 2018);
e a via de metabolismo de glicerofosfolipidios (bta00564) foi significativamente
enriquecida (FDR = 0,0194) para um conjunto de onze genes-alvos (i.e. GPAM, GPD2,
DGKE, PCYT1B, PLA2G5, PHOSPHO1, AGPAT1, LOC615045, CHAT, DGKK e
PLA2G4E) do miRNA bta-miR-874.

Considerando o maior teor de gorduras presente na dieta baseada em
coprodutos e um aumento de EGAOL, esses resultados fortalecem a hipotese de que o
aumento no nivel de expressdao do bta-miR-874 em animais alimentados com
coprodutos pode estar relacionado a regulagcado da adipogénese nesses animais.

O gene SCD foi identificado como alvo do miRNA bta-miR-874 e relacionado a
diversas vias metabdlicas (bta01100; FDR = 0,0366); bem como o gene ELOVL6, que
regula a lipogénese e a lipdlise por meio das vias de sinalizagdo Wnt, cAMP, FoxO e
PI3K-Akt em adipdcitos bovinos (Junjvlieke et al. 2020). O gene ELOVL6 regula
positivamente acidos graxos de cadeia longa (i.e. C18:0 e C20:4n6); e regula
negativamente os acidos graxos de cadeia curta C14:0 e C16:0 (Junjvlieke et al. 2020).
Em estudo do perfil de metaboloma do rumen e das fezes dos mesmos animais
utilizados no presente trabalho (Malheiros et al.)?, foi observado um aumento de C14:0,
C15:0 e C16:0 nos animais alimentados com co-produtos, corroborando a hipotese de
inibicdo do gene ELOVL6 pela agdo do bta-miR-874 nesses animais. Além disso, os
genes SCD e ELOVL6 foram identificados como candidatos para a regulagdo da
deposicdo de gordura em bovinos Huaxi por meio da regulagéo positiva de acidos
graxos monoinsaturados e triglicerideos; e da regulagdo negativa de acidos graxos
saturados, diacilglicerol e liso-glicerofosfocolina (Du et al. 2022).

Os genes CDK2, ACSL1 e SCD sao marcadores genéticos relacionados a
adipogénese (Guo et al. 2021) e foram respectivamente identificados como alvos dos
miRNAs  bta-miR-326, bta-miR-223 e bta-miR-874 (identificados como
significativamente mais abundantes na parede ruminal de animais alimentados com

coprodutos); e associados a vias bioloégicas significativamente enriquecidas em bovinos

2 Malheiros, J.M.; Correia, B.S.B.; Ceribeli, C.; Bruscadin, J.J.; Diniz, W.J.S.; Banerjee, P.; Vieira, D.S.;
Cardoso, T.F.; Andrade, B.G.N.; Petrini, J.; Cardoso, D.R.; Colnago, L.A.; Junior, S.B.; Mourao, G.B.;
Coutinho, L.L.; Palhares, J.C.P.; Medeiros, S.R.; Berndt, A.; Regitano, L.C.A. Ruminal and feces
metabolites associated with feed efficiency, water intake and methane emission in Nelore bulls.
Submetido a publicagdo na revista Scientific Reports.
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alimentados com coprodutos. O gene CDK2 é alvo do bta-miR-326 e foi associado a
via de sinalizagdo FoxO (bta04068; FDR = 0,0478).

O gene ACSL1 é alvo do bta-miR-223, e foi significativamente associado a
ferroptose (bta04216; FDR = 0,0297) e a peroxissomos (bta04146; FDR = 0,0686).
Esse gene modula a sintese de acidos graxos insaturados e a formagao de goticulas
lipidicas em adipécitos bovinos (Bai et al. 2021). Neste trabalho, a via de peroxissomos
(bta04146; FDR = 0,0686) e de ferroptose (bta04216; FDR = 0,0297) foram
significativamente enriquecidas para os genes-alvos do bta-miR-223. Em cada uma das
duas vias participam um total de cinco genes-alvos do bta-miR-223 (i.e. ACSL6,
ACSL1, NOS2, NUDT7 e ACSL4; e ACSL6, ACSL1, ATG7, SLC39A14 e ACSL4,
respectivamente).

Ambas vias estdo associadas ao metabolismo de lipidios. A via de peroxissomos
promove a oxidagdo de acidos graxos e a sintese de lipidios, que ativam o PPARYy.
Este receptor € um regulador central da diferenciagcdo de adipécitos, e induz a
adipogénese por meio da ativagdo de uma cascata de sinalizagdo relacionada a
MAPKs como ERK1 e ERK2, regulando a expressdo de genes relacionados a
biogénese que ocorre em peroxissomos (Lodhi et al. 2014; Li et al. 2018; Prusty et al.
2002). A ferroptose é um processo de morte celular mediado pela peroxidagao lipidica,
e esta relacionada a alteragbes no metabolismo de lipidios (Sun et al. 2022). A dieta
baseada em coprodutos contém aproximadamente 47% a mais de gordura que a dieta
padrao (no estagio de finalizagao), e essa diferenga nutricional pode estar relacionada
ao enriquecimento significativo destas duas vias biolégicas para alvos do bta-miR-223,
identificado como mais abundante em animais alimentados com coprodutos.

Esses resultados indicam que a ingestdao de uma quantidade maior de gordura,
caracteristica da dieta baseada em coprodutos, esta correlacionada a um aumento
significativo na expressdo de miRNAs que modulam processos relacionados ao
metabolismo de lipidios, como por exemplo a adipogénese, lipogénese e sinalizagao

celular.
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8.2 Identificagdo de potenciais alvos de miRNAs em genes de MAGs de contetdo

ruminal bovino

Um total de 3.718 genes foram identificados como potenciais alvos de miRNAs
bovinos em sequéncias RBS de genes anotados em 888 dos 913 MAGs provenientes
de conteudo ruminal.

O gene cobD foi identificado como alvo do miRNA bta-miR-874 (mais
abundantemente expresso em animais alimentados com coprodutos, e descrito como
regulador do metabolismo de lipidios na literatura). O gene cobD foi associado ao
fendtipo CAR e foi significativamente mais expresso no rumen de animais mais
eficientes; esse gene codifica a treonina-fosfato descarboxilase, que esta relacionada a
biossintese de vitamina B12 (Lima et al. 2019).

Por se tratar de um cofator essencial que nao é produzido por eucariotos, é
necessario que a vitamina B12 seja ingerida por meio da dieta ou disponibilizada para
absorg¢ao animal pela microbiota ruminal (Warren et al. 2002). Em bovinos alimentados
com dietas ricas em fibras, a vitamina B12 foi associada ao CAR e a alteragdes no
apetite de ruminantes por meio do aumento no conteudo de cobalto e acidos graxos
volateis (VFAs) associados a esse tipo de dieta (Beaudet et al. 2017; Frost et al. 2014;
Lima et al. 2019). Foi demonstrado que o gene cobD, bem como os genes de
microrganismos cbiN e cobL (também relacionados a biossintese de vitamina B12)
apresentam maior abundancia em animais eficientes (Lima et al. 2019). Observando
que genes essenciais a biossintese de vitamina B12 apresentaram o potencial de
serem regulados por miRNAs bovinos no presente trabalho, podemos formular a
hipétese de que bovinos podem modular a biossintese de vitamina B12 por meio da
regulacdo genética de organismos da microbiota ruminal através desses miRNAs e
controle desses genes oriundos dos microrganismos; no entanto a contribuicdo dessa
modulagdo para a eficiéncia alimentar no presente trabalho ndo pode ser confirmada
pelas analises de associacao entre nivel de expressao e fendétipos CAR e RME.

Os genes asd e paak foram identificados como potenciais alvos de miRNAs
bovinos (i.e., bta-miR-369-5p, bta-miR-11975 e bta-miR-11976). Ambos genes estao

associados ao metabolismo de aminoacidos e vias de transporte; e junto de outros 12
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genes, podem explicar 65,4% da variagdo no ganho de peso diario (GPD) entre
animais divergentes para taxa de converséo alimentar (CA) (Lima et al. 2019). O gene
paak foi também associado na literatura a ovelhas com alta produ¢cdo de metano
(Kamke et al. 2016). No presente trabalho, o gene paak foi identificado como um
potencial alvo dos miRNAs bta-miR-369-5p, bta-miR-11975 e bta-miR-11976 em dois
MAGs do reino Archaea (um do género Methanomethylophilus e outro do filo
Euryarchaeota) e em um MAG de Actinobacteria. A partir desses resultados, podemos
formular a hipétese de que a regulacdo mediada por miRNAs bovinos acrescenta uma
camada adicional ao modelo proposto por Lima et al. (2019) para predizer GPD em
funcdo da presenca dos genes asd e paak no metagenoma; bem como que miRNAs
bovinos tém o potencial de modular a emissdao de metano por meio da regulagdo
pos-transcricional de genes da microbiota, como por exemplo 0 gene paak.

O gene IpxA esta relacionado a integracao do lipidio A na parede celular, sendo
portanto util a prevencdo contra o sistema imunolégico do hospedeiro (Raetz et al.
2007). Duas isoformas desse gene (IpxA e IpxA_2) foram identificadas como potenciais
alvos dos miRNAs bovinos bta-miR-324, bta-miR-2904, bta-miR-339b, bta-miR-744 e
bta-miR-339a em MAGs de organismos das familias Prevotellaceae e Veillonellaceae.
Com base nesses resultados, podemos formular a hipétese de que a regulagéo
mediada por miRNAs do hospedeiro sobre o gene IpxA poderia ser uma estratégia do
bovino para controlar o desenvolvimento de comunidades bacterianas por meio do
reconhecimento pelo sistema imunolégico bovino.

O bta-miR-339a (que apresenta sitios-alvos no gene IpxA) foi descrito em um
trabalho anterior do nosso grupo como um dos principais reguladores negativos da
expressao génica relacionada ao conteudo de acido oléico em musculo esquelético; e
apresentou mais conexdes no grupo de bovinos com baixo conteudo de acido oléico
(De Oliveira et al. 2019). Foi descrito que genes envolvidos na sintese de acidos graxos
e proteinas, bem como na digestdo de carboidratos fibrosos e nao fibrosos, em vias de
conservagao de energia metabdlica, e na produgcdo de metano, podem estar
relacionados a diferengas na abundancia e diversidade de organismos da microbiota

ruminal entre animais divergentes para eficiéncia alimentar (Lopes et al. 2021).
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Trés isoformas do gene galK (i.e. galK, galK_1 e galK 2) foram identificadas
como potenciais genes-alvos dos miRNAs bta-miR-205, bta-miR-370, bta-miR-149-5p,
bta-miR-2474 e bta-miR-326 (sendo o bta-miR-326 significativamente mais abundante
na parede ruminal de touros alimentados com coprodutos). Foi demonstrado que os
genes galk, punA, xylE, uidA, IpxA e aguA, juntamente com outros catorze genes,
podem explicar 63,4% da variacdo na CA observada entre bovinos divergentes para
essa caracteristica (Lima et al. 2019). Esses seis genes foram identificados como
potenciais alvos de miRNAs bovinos; sugerindo, portanto, que a CA pode ser
parcialmente modulada pelo bovino por meio da regulagdo mediada por miRNAs sobre

genes da microbiota.
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9. Conclusao

A andlise dos dados experimentais permitiu concluir que as diferentes
composi¢cdes das dietas de coprodutos e convencional podem influenciar
significativamente o perfil de expressdo de miRNAs da parede ruminal de touros
Nelore. A dieta baseada em coprodutos levou a um aumento da expresséo de sete dos
nove mMiRNA identificados como diferencialmente expressos. Essa diferenca pode se
dar em resposta, particularmente, ao maior teor de gordura na dieta de coprodutos.
Essa influéncia se demonstrou também nas vias enriquecidas para os genes-alvos dos
miRNAs DE entre tratamentos através do enriquecimento de multiplas vias
relacionadas ao metabolismo e vias de sinalizacdo celular, com destaque para o
bta-miR-874, que foi mais expresso em animais alimentados com coprodutos e pode
estar implicado na regulagdo do metabolismo de lipidios.

Ademais, diversos genes anotados em MAGs de conteudo ruminal foram
identificados como potenciais alvos de miRNAs bovinos. Multiplos genes microbianos
relacionados a tragos de interesse comercial, como eficiéncia alimentar, qualidade da
carne e emissao de metano, foram identificados como potenciais alvos de miRNAs do
hospedeiro, fortalecendo a hipétese de que miRNAs podem agir como mediadores da
regulacdo genética do hospedeiro sobre a microbiota do trato gastrointestinal em
holobiontes. Os mecanismos que fundamentam a base molecular dessa regulagao sao

objeto de estudo de trabalhos futuros.
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