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ESTADO DA ARTE DO SEQUENCIAMENTO GENOMICO NA PECUARIA

STATUS OF THE ART SEQUENCING GENOME ON LIVESTOCK

G. L. PEREIRAY, K. 0. ROSA!, R. A. CURLI, L. C. A. REGITANO®, M. D. S. MOTA?

RESUMO

Desde que a possibilidade de determinar a sequéncia nucleotidica de genomas surgiu em 1975, muitos foram os avangos
da gendmica. Na década de noventa teve inicio o sequenciamento do genoma humano, viabilizado em grande parte
pelos avangos nos métodos computacionais. Nos tltimos dez anos, o advento de tecnologias de sequenciamento de nova
geragdo permitiu o sequenciamento de milhdes de bases a baixo custo e em curto espago de tempo quando comparadas
as técnicas de sequenciamento anteriores. Apds a conclusdo do projeto genoma humano, muitas iniciativas foram
tomadas para a realizacdo do sequenciamento de diversas espécies domésticas, gerando grande volume de dados, e
redirecionando os estudos genéticos. Esta revisdo teve como objetivo descrever o estado atual do sequenciamento das
principais espécies de animais domésticos de interesse econdmico, bem como de expor as ferramentas mais utilizadas
no acesso as informacdes gendmicas.

PALAVRAS-CHAVE: BAC. Genoma. Next Generation Sequencing. SNP. WGS.

SUMMARY

There has been a lot of advance in genomics since 1975 when the possibility to determine the nucleotide sequence of a
genome was described. In the 90’s the human genome sequencing was started and it was greatly favored by advances in
computer technologies. In the last ten years the development of next generation sequencing technologies allowed the
sequencing of millions of bases at low cost and in a shorter time compared to the previous technologies. After the
conclusion of the human genome project, several initiatives to sequence the genome of domestic animal species were
taken, resulting in a large amount of data that is redirecting the goals of genetic studies in domestic animals. The aim of
this review was to describe the present situation of the sequencing initiatives on the main domestic animal species of
economical interest as well as to list the most important tools available to access the genomic information.

KEY-WORDS: BAC. Genome. Next Generation Sequencing. SNP. WGS.
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A histéria do sequenciamento gendmico teve
inicio em meados da década de 70, primeiramente com
a elaboracdo da metodologia descrita por Frederich
Sanger e colaboradores em 1975, a qual ficou
conhecida por método de Sanger, didesoxi ou
terminacdo de cadeia. De forma independente, Maxam
e Gilbert desenvolveram, em 1976, a técnica de
sequenciamento quimico, a qual foi preterida devido a
maior dificuldade técnica para automatizagcdo
(MAXAM & GILBERT, 1977; SANGER &
COULSON, 1975). A metodologia de Sanger ¢
fundamentada no principio da terminag@o controlada
da polimerizagdo pela utilizagdo de
didesoxinucleotideos, possibilitando assim determinar
a ordem sequencial dos nucleotideos que compdem
fragmentos da molécula do DNA. Em sua versdo
original ndo era ferramenta apropriada para o
sequenciamento de genomas complexos (FURLAN et
al., 2007; SANGER & COULSON, 1975). Porém, no
final da década de 80, apds o método de Sanger ter sido
modificado, o sequenciamento passou a ser realizado
por meio automatizado e integrado a sistemas de leitura
computadorizados (VENTER et al., 2001).

Em meados da ultima década, plataformas
baseadas em tecnologias de sequenciamento de
proxima geracdo, ou de nova geracdo (Next-Generation
Sequence — NGS), comegaram a ser comercializadas e
tém sido amplamente empregadas em substitui¢do ao
método de Sanger. Ao sequenciar genomas extensos,
como o humano, a técnica de Sanger se mostra pouco
eficiente frente aos métodos baseados em NGS, com
grande demanda de tempo e altos custos.

Muitos animais domésticos de interesse
econdmico ji4 t€ém os genomas em sua maior parte
sequenciados. Alguns projetos que tiveram inicio antes
da era NGS, adotaram tais tecnologias para finalizar ou
melhorar a qualidade dos dados gerados. Outras
espécies, por exemplo a caprina (Capra hircus), uma
das dltimas a ter o genoma decifrado, foram
sequenciadas inteiramente por tecnologia NGS
(WADE et al., 2009; DOAN et al., 2012; DONG et al.,
2012). Essas tecnologias vém sendo amplamente
utilizadas para sequenciamento de animais de
diferentes racas de espécies jd sequenciadas, visando a
descoberta de variacdes no nimero de cépias (copy
number variants — CNVs), insercdes e delecdes
(insertion/deletion — InDels) e novos polimorfismos de
nucleotideo unico (single nucleotide polymorphism —
SNPs), entre outros fins. Esses estudos tém contribuido
muito para melhorar a quantidade e a qualidade de
dados gendmicos para estas espécies (DOAN et al.,
2012; BARRIS et al., 2012).

Diante do exposto, o objetivo desta revisdo foi
relatar o atual estado do sequenciamento gendmico das
principais espécies de interesse zootécnico, bem como
descrever ferramentas computacionais de acesso aos
dados gendmicos e tecnologias desenvolvidas a partir
destas informagdes.

Estratégias de sequenciamento e sequenciamento de
préxima geracio

Antes do sequenciamento propriamente dito,
seja pelo método de Sanger ou NGS, € necessirio
adotar estratégias para obtencdo dos fragmentos de
DNA do genoma a ser sequenciado, ji que ndo é
possivel o sequenciamento de grandes segmentos de
DNA.

Para tal, s3o utilizadas duas estratégias
principais o sequenciamento shotgun de genoma inteiro
(whole genome shotgun — WGS) e outra chamada de
sequenciamento de clones ordenados. Ambas as
estratégias visam gerar bibliotecas gendmicas de
clones, obtidas na fragmentacdo do genoma em
milhares de pequenos segmentos aleatérios, seguido da
leitura de cada sequéncia e sobreposi¢do destas, por
meio computacional (GRIFFITHS, 2008).

A diferenga bdsica entre estratégias estd no
conhecimento prévio da localizagdo dos fragmentos
sequenciados no genoma. Em estratégias que se
utilizam clones de sequéncias conhecidas, como
sequenciamento de clones ordenados, as sequéncias
podem ser obtidas por meio de cromossomos artificiais
de bactérias (BAC) que sdo isolados e mapeados para o
genoma, depois individualmente sequenciados. O
WGS sequéncia fragmentos aleatérios do genoma,
obtidos por clones ndo mapeados, para posteriormente,
ap0ds sobreposicdo de sequéncias lidas e formagdo de
contigs serem mapeados para o genoma (VENTER et
al., 2001; GRIFFITHS, 2008).

Ap6s 12 anos da publicacdo do sequenciamento
do genoma humano em 15 de fevereiro de 2001 na
revista Nature (VENTER et al., 2001), muitos avangos
ocorreram em relacdo as técnicas de sequenciamento e
aos  estudos  gendmicos. Os  métodos de
sequenciamento de préxima geracdo tornaram-se
realidade, com rdpidos avangos tecnolégicos na tultima
década. Com o auxilio de ferramentas de
bioinformatica, o NGS permite o sequenciamento e
andlise de milhdes de pares de bases (pb) em rodada
tnica de leitura. Além da velocidade de
sequenciamento, deverd haver redugdo considerdvel
dos custos por genoma sequenciado, atingindo,
provavelmente, nos préximos cinco ou 10 anos, queda
de até 10.000 vezes em comparacdo aos primeiros
sequenciamentos completos de genomas (PAREEK et
al., 2011).

A primeira geracdo de NGS teve inicio com o
desenvolvimento do equipamento 454 life science em
2000 por Jonathan Rothberg (www.454.com). Essa
nova plataforma de sequenciamento massivo de DNA
foi validada por Margulies et al. (2005), que logo no
inicio do seu artigo publicado na revista Nature
descreve um '"sistema de sequenciamento altamente
paralelo e escaldvel com automatizacio
significativamente maior do que o0s instrumentos
padrao de eletroforese capilar”, a qual permite produzir
25 milhdes de pares de bases em uma tinica leitura com
mais de 99% de precisdo. Nesta ocasido foi realizado o
resequenciamento de 96% do genoma da bactéria
Mycoplasma  genitalium com altissima acuricia
(99.96%) em uma unica leitura. Esse procedimento,
diferentemente da técnica que adota capilares
(necessidade de eletroforese), tem abordagem de
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sequenciamento em tempo real, por sintese, e se baseia
na deteccdo de pirofosfatos  luminométricos
inorganicos (PPi) liberados com a incorporagdo dos
desoxiribonucleotideos trifosfatados (RONAGHI et al.,
1998).

A segunda geracdo de NGS ¢ representada
principalmente por trés plataformas: 454 FLX (Roche,
EUA); Solexa (Illumina Inc., EUA) e SOLiD (Applied
Biosystems, EUA), as quais possuem elevada taxa de
sequenciamento, gerando de 150 a 200 Gb por semana
e tamanho médio de fragmentos de 100 pb
(CARVALHO & SILVA, 2010). A terceira geracdo de
NGS, diferentemente da segunda, nido necessita de
amplificacdo do DNA, cujo objetivo ¢é fortalecer o sinal
luminoso para captagdo baseado em cidmeras CCD, o
que pode gerar distorcdes pela abundancia de
fragmentos. Na terceira geracdo, a miniaturizagdo em
nano escala e utilizacdo minima de reagentes, tornaram
possivel o sequenciamento de uma tnica molécula de
DNA (SCHADT et al., 2010). O primeiro sequenciador
dessa geracdo foi o Heliscope™ (Pacific Bioscience,
EUA), seguidos de outros como SMRT™ (Pacific
Bioscience, EUA) (PAREEK er al., 2010). As
plataformas de terceira geragdo produzem sequéncias
entre 30 e 200 vezes mais longas do que as de segunda.
Essa caracteristica pode ser de grande vantagem na
montagem de genomas por bioinformatica (ROBERTS
etal., 2013).

Sequenciamento gendomico na pecuaria

Nas duas ultimas décadas ocorreu, € vem
ocorrendo, verdadeira explosio de projetos de
sequenciamento de genomas. Dessa forma, todas as
espécies que de alguma forma representam interesse
para o homem, incluindo o préprio genoma humano,
tiveram ou estdo tendo o seu cddigo genético
decifrado. Entre estas espécies estdo aquelas de
exploracdo na pecudria. O estado do sequenciamento
gendmico das espécies de interesse econdmico na
pecudria encontra-se resumido na Tabela 1.

Genoma das aves domésticas

Anterior ao sequenciamento completo do
genoma, em 2002 foram sequenciados 339.314
Expressed sequence tags (ESTs), a partir de 64
bibliotecas de DNA complementar (cDNA), origindrias
de diferentes tecidos de galinha doméstica, os quais
foram agrupados e montados em 85.486 sequéncias
contiguas (contigs). Observou-se ao menos 38% de
contigs ortélogos em outros organismos e 13.000
novos genes foram documentados (BOARDMAN,
2002).

Financiado pela National Human Genome
Research Institute (NHGERI, EUA), o projeto de
sequenciamento do genoma da ave domestica foi
iniciado em marco de 2003, onde foram gastos cerca de
US$ 13 milhdes (NHGRI, 2012). Com 38 pares de
cromossomos autossomos € um par de sexuais, o
genoma da galinha doméstica (Gallus gallus) foi, em
2004, o primeiro dentre os animais de producdo a ter
genoma sequenciado.

Composto por cerca de um bilhdo de pares de
bases, cerca de 40% do tamanho do genoma humano,

tem em sua estrutura aproximadamente 23.000 genes.
Esta sequéncia rascunho do genoma do frango foi
obtida a partir do DNA proveniente de uma fémea
endogamica de galinha vermelha-da-selva (Red
Junglefowl). Isto, para minimizar a heterozigosidade e
prover sequéncias de ambos 0s cromossomos sexuais,
Z e W. As sequéncias foram geradas com cobertura de
6,6x por meio de WGS e bibliotecas de plasmideos e
BACs (HILLIER et al., 2004).

Em Maio de 2006 foi produzido pelo Centro de
Sequenciamento do Genoma da Washington University
School of Medicine e submetido pela International
Chicken Genome Sequencing Consortium 0 conjunto
de dados Gallus_Gallus2.1. Aproximadamente 95%
das sequéncias foram ancoradas a cromossomos
autossomos 1-24, 26-28, e 32, e sexuais W e Z. Jd em
setembro de 2011 o mesmo Centro de Sequenciamento,
visando corrigir lacunas e duplicagdes da versao 2.1,
apresentou um novo conjunto de dados a partir do
individuo RJF # 256, j4 usado em montagens
anteriores. Com cobertura de 12x, obtida a partir da
plataforma Roche™ 454®, esta nova montagem
representou melhoria significativa nas informacgdes do
conjunto de dados Gallus_Gallus 2.1, originando assim
a versdo 4.0 (UCSC, 2012).

Dois mil setecentos e trinta e seis locos de
caracteristicas quantitativas (Quantitative Trait Loci —
QTL), representando 257 caracteristicas diferentes
foram descritos em 132 publicagdes, as quais
encontram-se  incluidas na base de dados
chickenQTLdb (NAGRP, 2012).

Mais de 2,8 milhdes de SNPs foram
identificados por meio de comparacdo da sequéncia do
genoma do ancestral (Gallus gallus) com seqiiéncias
obtidas de trés linhagens domesticadas: um macho de
corte (White Cornish); uma fémea de postura (White
Leghorn); e uma fémea de espécie ornamental (Silkie
chinesa) (NCBI, 2012). A identificacio de SNPs a
partir de contigs derivados de NGS resultou em
aumento da cobertura do genoma da galinha,
permitindo o desenho do Illumina SNP BeadChip
(IMlumina Inc., EUA) de moderada densidade com
aproximadamente 64 mil SNPs (60k) (GROENEN et
al., 2011).

Genoma bovino

Em dezembro de 2003, o International Bovine
Genome  Sequencing Project foi lancado em
decorréncia de um “workshop” realizado em junho de
2003 na cidade de Montreal no Canadd. J4 em
dezembro de 2004, a primeira sequéncia rascunho do
genoma bovino havia sido depositada em bancos de
dados publicos e gratuitos. Entre as muitas entidades
envolvidas, a Genome British Columbia, juntamente
com o National Human Genome Research (NHGRI) e
United States Department of Agriculture (USDA)
foram alguns dos mais importantes parceiros, no que
diz respeito ao financiamento e desenvolvimento do
projeto (Genome Canada, 2013).

O sequenciamento do genoma bovino empregou
abordagem WGS combinado a BAC. Muitos dos BACs
do projeto foram sequenciados utilizando-se a
estratégia de sequenciamento de clones agrupados,
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Tabela 1 — Situacdo atual do sequenciamento Gendmico na Pecudria.

. Chrs Extensao Estratégia de Versdes mais Pame.ls. P ul:?llcagao iia . Coordenacio dos projetos de
Animal m) sequenciada sequenciamento Plataforma Cobertura recentes comerciais primeira sequéncia sequenciamento
4 4 disponiveis de SNPs de alta qualidade 4
Cromossomo artificial
Frango 33 1.2 Gb bacterlano, (BAC), fosmideos, . 6.6x Gallus gallus 60k Washington Un_werszty Genome
e plasmideos baseado em 4.0 Sequencing Center
WGS
Suino 20 2.8 Gb Baseado em clones Sangesr,()ﬁl;;nma/ - Sscrofa 10.2 60k BMC genomics Swine Genome Sequencing Consortium
Combinagio de Genome Biolo pater ?-‘I(Z)lllgf(fn()f'lfg)fjswme .
30 2,67Gb sequenciamento de clones - 9,5x UMD 3.1 8y . ’
O genoma foi remontado por Salzberg
ordenados e WGS . .
. in Baltimore, Maryland
Bovino 3a 778k - - -
. Bovine Genome Sequencing Project
Montagem combinada de conduzido por Bavior Coll y
31 2,98Gb WGS 7.15x e sequéncias - 7.15% BTAU 4.6.1 oncuzido por Bayfor t-orege of
Medicine's Human Genome Sequencing
BAC
Center em Houston, Texas
Ovino 2727  2.6Gb/2.86Gb WGS 454-GS-FLX, ) OAR.S. 1/0vis 50k Animal Genetics International Shef.zp Genomics
Illumina GAII Aries 1.0 Consortium
Equino 3 2.47Gb WGS Sanger, Illumina 6.79x EquCab 2.0 70k Broad Institute e. Horse Genome
GAII Project
Caprino 30 2.66Gb Fosmideos, WGS Illumlna GA-1I/ > 5% CHIR 1.0 ) Nature Biotechnolgy International G(_mt Genome
HiSeq 2000 Consortium

Fontes: Bai et al., 2012; JGI, 2012; Navegador Genoma UCSC, 2012; Animal Genome, 2012; NCBI, 2013.
“Chrs” = cromossomos sequenciados, integral ou parcialmente, incluindo cromossomos autossomos, sexuais e mitocondriais;

“-” = ndo disponibilidade do produto ou informagéo.



denominada Clone-Array Pooled Shotgun Strategy
(CAPSS), em vez de individualmente, como medida de
reducdo de custos (LIU et al., 2009).

Em 2004, mapa com cobertura de 3x foi gerado
pela estratégia WGS com pequenos insertos. Em marco
de 2005, um segundo mapa com cobertura de 6,2x foi
gerado com a utilizacdo de WGS de pequenos clones e
BACs com extremidades sequenciadas. Esses foram os
mapas preliminares BTAU 1.0 e 2.0, respectivamente.
Em 2006 o BTAU 3.1 com cobertura de 7.1x foi obtido
utilizando WGS com pequenas inser¢des e BACs
sequenciados individualmente ou por CAPSS. Em
2007, o BTAU 4.0 com cobertura de 7.1x foi gerado
com as mesmas técnicas utilizadas para criar o mapa
BTAU 3.1. Atualmente o mapa BTAU se encontra na
versdo 4.6.1, lancada em 2012, apds as versdes 4.2 e
4.5 publicados no ano de 2009. Em abril de 2009, a
sequéncia de alta qualidade do genoma do gado taurino
(Bos primugenius taurus) foi publicada na revista
Nature, com cobertura de 7.1x, pelo Bovine Genome
Sequencing and Analysis Consortium (BCM, 2012).

Os mapas de sequéncia do genoma bovino
UMD 2.0 e UMD 3.1 foram construidos em Baltimore,
Maryland, EUA, pela equipe do laboratério de
Salzberg, utilizando informagdes do NCBI reforcadas
com modificagdes realizadas por  poderosas
ferramentas de montagem e mapeamento. Com 24
milhdes de sequéncias WGS e 11 mil clones BAC, o
UMD 2.0 foi construido. Apds sete meses da
publicagdo do UMD 2.0, o UMD 3.1 foi lancado, em
dezembro de 2009, com cobertura de 9,5x e 2,85Gb
sequenciadas, das quais mais de 2,64Gb foram
alocadas em algum cromossomo, 30Mb a mais que o
UMD 2.0. O UMD 3.1 corresponde ao mesmo
conjunto UMD 3.0, lancado em agosto de 2009, com
pequena modificacdo somente para ser incorporado ao
GeneBank, sem que houvesse alteracio em seu
contetddo (ZIMIN et al., 2009; BAI et al., 2012).

Em dezembro de 2011, o sequenciamento do
genoma de bovinos zebuinos (Bos primogenius
indicus), realizado com a utilizacdo da plataforma de
sequenciamento SOLiD e com cobertura de 52x, foi
apresentado. Para o sequenciamento foi utilizado DNA
de um touro Nelore registrado na Associa¢ao Brasileira
de Criadores de Zebu (ABCZ). Noventa e sete
porcento dos genes codificantes de proteinas dos
taurinos foram cobertos (CANAVEZ et al., 2011), e,
como esperado, os genomas taurino e zebuino
apresentaram elevada similaridade de nucleotideos nos
Cromossomos autossomos € no X, o que ndo ocorreu
em relagdo ao Y, que na montagem taurina ainda esta
incompleto.

Em 2012 foram sequenciados os genomas de
bovinos pertencentes a trés racas também adaptadas ao
clima tropical: Brahman; Africander e Tuli Bull. Nessa
iniciativa, realizada com a plataforma de
sequenciamento Illumina GA-II (Illumina Inc., EUA),
cada genoma foi coberto mais que 6x, entre 86,7% e
88,8% das bases de cada genoma foram cobertas por
uma ou mais leituras, € o total de 3,56 milhdes de
SNPs foram identificados.

Também em 2012 foram sequenciados, por
meio de tecnologia NGS, sete bovinos provenientes de
quatro racas: Angus; Holandesa; Hereford e Nelore.
Porém, o objetivo principal do estudo foi descoberta de
CNVs (BICKHART et al., 2012).

O Illumina BovineSNP50 BeadChip v2, ainda
comercialmente disponivel, apresenta 54.609 SNPs
altamente informativos e uniformemente distribuidos
ao longo genoma bovino. Além deste, a Illumina
disponibiliza o chip de alta densidade BovineHD (777
mil SNPS) e o de baixa densidade BovineLD vl.1
(6.912 SNPs), sendo este ultimo ferramenta para
imputacdo e genotipagem de todo o rebanho
(ILLUMINA, 2013). A empresa Neogen oferece ainda
chips de baixa (10 mil SNPs) e média (80 mil SNPs)
densidades especificos para zebuinos e taurinos
(NEOGEN, 2013).

Genoma suino

Com o objetivo de coordenar o sequenciamento
do genoma suino, o Swine Genome Sequencing
Consortium (SGSC) foi formado em setembro de 2003
por académicos, representantes de governos e de
inddstrias. Em 2005 foi publicada a estratégia a ser
adotada. A justificativa para sequenciar o genoma
dessa espécie reside em sua importancia destacada na
producdo de proteina animal e por ser utilizado como
organismo modelo, ji que possuem fisiologia muito
préxima a dos humanos (SGSC, 2013).

Em novembro de 2009 foi montada a sequéncia
rascunho de alta qualidade do genoma suino (Sus
scrofa domesticus) com tamanho aproximado de
2,7Gb. (ARCHIBALD et al, 2010; BAI et al, 2012).
Clones BAC da biblioteca Chori-242, preparados a
partir do DNA de uma tnica fémea da raca Duroc
(Duroc 2-14), foram preferencialmente escolhidos para
o sequenciamento. Entretanto, alguns BACs com
fragmentos do genoma de outras racas também foram
utilizados. O objetivo inicial era determinar a
sequéncia do genoma suino com cobertura de 3x.
Entretanto, as duas extremidades de 768 subclones de
cada BAC, com comprimento médio de 707 pb, foram
sequenciadas para fornecer cobertura aproximada de
4x. Os dados do WGS foram gerados utilizando-se
tanto o método de sequenciamento por terminacdo de
cadeia (ou de Sanger) em sistema capilar no Korea
Livestock Research Institute, como o Solexa/Illumina
no Beijing Genomics Institute ¢ no Wellcome Trust
Sanger Institute (SCHOOK et al., 2005; ARCHIBALD
et al, 2010).

Ainda em 2009, Ramos e colaboradores
(RAMOS et al., 2009) sequenciaram por meio do
Hllumina‘s Genome Analyzer o DNA proveniente de
quatro grupos de suinos: as racas Duroc, Large White,
Pietrain e o javali. A partir desses sequenciamentos,
cerca de 272.000 SNPs foram encontrados.

Em setembro de 2011, o Consércio de
Sequenciamento do Genoma Suino divulgou uma
montagem mista do genoma suino baseado em BACs e
WGS, o Sscrofal0.2. Este mapa incluiu o conjunto de
cromossomos 1 a 18, X e Y. O NCBI Sus scrofa build
4.1 incluiu a montagem Sscrofal0.2 e o genoma
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mitocondrial completo derivado de um porco da racga
Landrace (WELLCOME  TRUST SANGER
INSTITUTE, 2012).

O banco de dados do genoma suino continua a
receber atualizacdes considerdveis e novos QTL
continuam sendo adicionados ao PigQTLdatabase.
Atualmente esse banco disponibiliza para suinos o total
de 8.315 QTL, citados em 355 publicacdes, para 622
caracteristicas de interesse diferentes (NAGRP, 2013).
Com o uso desta ferramenta é possivel localizar nos
cromossomos suinos o local mais provdvel para os
genes responsdveis por caracteristicas quantitativas
importantes para a producdo e reproducdo.

Mais de 549 mil SNPs foram usados para criar o
PorcineSNP60 (Illumina Inc., EUA), chip comercial
com 64.621 SNPs.

Genoma equino

O projeto para sequenciar 0 genoma equino teve
inicio em meados da década de 90, mais
especificamente em outubro de 1995, quando em
Lexington, Kentucky, EUA, nasceu o Horse Genome
Project. Em janeiro de 1997 a comunidade
internacional participante do projeto reuniu-se como
parte de uma pesquisa nacional patrocinada pelo
United States Departament of Agriculture (USDA) e
em 2005 foi apresentado requerimento junto ao
National Human Genome Research Institute (NHGRI),
mostrando os beneficios da pesquisa do genoma dos
equideos na compreensdo de mecanismos do genoma
humano (HORSE GENOME PROJECT, 2011).

O sequenciamento e a organiza¢do do genoma
equino foram realizados pelo Broad Institute do
Instituto de Tecnologia de Massachussets (MIT) e pela
Universidade de Harvard. Foi produzindo um rascunho
de alta qualidade com cobertura de 6,8x a partir do
DNA gendmico de uma égua Puro-sangue Inglés,
chamada Twilight, de propriedade da Universidade de
Cornell em Ithaca, Nova Iorque, EUA (NHI, 2007).

Aproximadamente 300 mil BACs com
extremidades sequenciadas foram gerados na
Alemanha pela Universidade de Medicina Veterindria
em Hanover, e pelo centro Helmholtz para a Pesquisa
de Infec¢des em Braunschweig. Entre janeiro de 2006
e janeiro de 2007 os BACs foram sequenciadas e
ordenadas gerando um mapa inicial, o EquCab1.0. Em
setembro de 2007, com a sequéncia rascunho de alta
qualidade finalizada, foi concluido o mapa virtual
EquCab2.0. Perto de 2,7 Gb foram sequenciados, ao
custo aproximado de 15 bilhdes de délares, mostrando
que o genoma equino € menor que o humano e pouco
maior que o do cdo doméstico (WADE et al., 2009).

Esta disponivel em
www.broad.mit.edu/mammals/horse/snp o mapa
contendo localiza¢do de pouco mais de 940 mil SNPs
distribuido por todo o genoma equino, exceto no
cromossomo Y. Este contetido foi compilado pelo
Broad Institute's Equine Genome Sequencing Project,
para o qual foram utilizadas informagdes dos genomas
das ragas Arabe, Andaluz, Akhal-teke, Islandesa,
Standardbred, Puro Sangue Inglés e Quarto de Milha.

Em 2012 foi publicada a sequéncia do genoma
de uma égua da raca Quarto de Milha. Por meio da

plataforma de sequenciamento Illumina foram gerados
59,6 Gb de DNA sequenciado, com cobertura de 24,7x
do genoma. As sequéncias foram mapeadas em 97% do
genoma referéncia do cavalo Puro-Sangue Inglés.
Além disso, foram identificados 3,1 milhdes de SNPs,
193 mil InDels e 282 CNVs (DOAN et al., 2012).
Utilizando informagdes do conjunto EquCab2.0 a
INlumina construiu inicialmente o Equine SNP50
BeadChip com 54.602 SNPs. Este chip foi
descontinuado no inicio de 2011 em razio da inser¢ao
comercial do Equine SNP70 BeadChip, este mais
denso, contendo mais de 74 mil SNPs uniformemente
distribuidos ao longo do genoma (NEOGEN, 2013)

Genoma ovino

Ao contrario do projeto do genoma bovino que
foi financiado pelo USDA, NIH e outros (Bovine
Genome Sequencing and Analysis Consortium, 2009),
o sequenciamento do genoma ovino dispds de recursos
limitados.

Com a possibilidade de obter grandes
quantidades de sequéncias a custo reduzido, as
tecnologias NGS pareceram ser a solu¢do. Porém, em
razdo da incapacidade dessas abordagens de gerarem
leituras de grandes segmentos, ndo foram
imediatamente aprovadas pelos membros do consércio.
Contudo, no ano de 2009, o genoma do urso panda foi
sequenciado e mapeado unicamente a partir de
tecnologia NGS com sequenciamento das extremidades
de fragmentos. Desse modo, o consércio aceitou iniciar
o sequenciamento de um mapa referéncia em 2009,
durante workshop do Internacional Sheep Genome
Consortium (ISGC) (ISGC, 2010).

A fase de geracdo de dados referéncia do
projeto genoma ovino foi iniciada em dois centros de
sequenciamento. O Kunming Institute of Zoology,
Yunnan e o Benjin Genomics Institute (BGI),
Shenzhen, ambos localizados na China, encomendaram
o sequenciamento WGS de uma ovelha da raca Texel,
empregando a plataforma da empresa Illumina.
Bibliotecas com clones variando de 170pb a 40kb
foram  construidas e  usadas para  gerar
aproximadamente 220Gb de sequéncias com
extremidades pareadas e cobertura de 75x.
Simultaneamente o ARK-Genomics Center for
Comparative and Functional Genomics do Instituto
Roslin (Midlothian, Escdcia) utilizando um macho da
raca Texel produziu 140GB (45x de cobertura) de
sequencias com extremidades pareadas a partir de
bibliotecas de clones variando de 200 a 500pb.
Adicionalmente, sequéncias foram geradas a partir de
biblioteca de clones (3-8kb) com ambas as
extremidades sequenciadas, provindas do mesmo
macho Texel mencionado acima. Uma primeira
montagem de novo usando sequencias derivadas da
ovelha Texel for realizada por meio de leituras de
pequenas sequencias gerando contigs e scaffolds.
Informacdes do macho Texel foram utilizadas para
completar espacos, aumentar o numero de SNPs
identificados e facilitar a andlise do cromossomo Y
(ARCHIBALD et al., 2010).

Comparacgdes com informacgdes gendmicas de
cdes, bovinos e humanos foram feitas para refinar o
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mapa de radiacdo hibrida (RH) e construir um mapa
fisico integrado. Estas comparag¢des permitiram avaliar
a qualidade de contigs e scaffolds (DARYMPLE et al.,
2007; WU et al., 2009). Para auxiliar na caracterizacao
dos componentes de transcricdo do genoma (genes), o
BGI (Shenzhen, China) gerou aproximadamente 15Gb
de sequéncias derivadas de sete diferentes tecidos
corporais. Estas informagdes juntamente com
conjuntos de dados provenientes de NGS de outros
tecidos foram usadas para predizer o nimero total de
genes, possibilitando anotar suas estruturas e posicoes
no genoma ovino (ARCHIBALD et al., 2010).
Informacdes do sequenciamento de 60 animais
de 15 racas diferentes permitiram a descoberta de
18.000 novos SNPs, os quais juntamente com outros
37.000 SNPs obtidos da sequéncia rascunho
(OARv1.0) foram utilizados para a construcdo do
BeadChip Ovine SNP50 comercializado pela empresa
INlumina (ILLUMINA, 2010). O mapa virtual mais
recentemente publicado foi o OARvV3, gerado apds a
versdo OARV2.1 com a intencdo de preencher lacunas,
atribuir corretamente maior nimero de sequéncias aos
cromossomos e fornecer dados de 5.000.000 SNPs
identificados. Com os mesmos objetivos do OARv3.1,
estd em curso a constru¢do o mapa virtual subsequente
OARV4.0, previsto para ser publicado no segundo
semestre de 2013 (LIVE STOCK GENOMICS, 2012).

Genoma caprino

O international goat genome consortium
(IGGC) foi criado em marco de 2010 na cidade de
Shenzhen, China, e é coordenado por pesquisadores
chineses e franceses. A atividade inicial do consércio
concentrou-se em trés dreas, a saber: sequenciamento
do genoma caprino e a montagem de novo e;
mapeamento e desenvolvimento de um painel hibrido
de radiagdo; e produgdo de chip com alta densidade de
SNPs. A montagem do genoma da cabra foi realizada
no Benjin Genomics Institute (BGI) (Ruminant
Genome Biology Consortium, 2010).

No final de 2012 foi publicada a sequéncia
rascunho do genoma caprino com tamanho de 2,66 Gb,
ou seja, 91% dos 2,92 Gb estimados. O DNA de uma
fémea Yunnan Black Goat de trés anos de idade foi
utilizado para o sequenciamento, realizado por meio da
plataforma Illumina® GAII (Illumina Inc., EUA).
Foram gerados 191,5Gb de leituras de alta qualidade
(cobertura de 65x) vindas de fragmentos
correspondentes a duas bibliotecas: uma com
sequéncias curtas (180, 350 e 800pb); e outra com
sequéncias longas (2, 5, 10 e 20kb). Também foram
criadas bibliotecas de fosmideos, com fragmentos de
tamanhos entre 400 e 700pb, sequenciados como as
bibliotecas de sequéncias curtas descritas acima. Além
disso, foi realizado RNAseq a partir de dez tecidos
organicos diferentes da Yunnan Black Goat e do tecido
folicular de uma cabra Cashmere do interior da
Mongolia, por meio da plataforma Illumina HiSeq
2000 (Illumina Inc., EUA). Com o alinhamento de
contigs foram construidos Scaffolds, e Scaffolds
aumentados foram gerados a partir de extremidades de
fosmideos sequenciadas. Por ndo haver mapa fisico
para caprinos, uma nova tecnologia de mapeamento

optico denominada whole-genome mapping (WGM),
desenvolvida pelo grupo OpGen (OpGen, EUA), foi
utilizada para facilitar a reunido de Super Scaffolds.
Estes  Super Scaffolds foram ancorados nos
cromossomos com base em informagdes de regides
sinténicas entre caprinos e bovinos. Por fim, 22.175
genes codificadores foram anotados, sendo que a maior
parte foi recuperada a partir de dados do transcriptoma
dos dez tecidos utilizados para o sequenciamento do
RNA (DONG et al., 2012).

CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, diferentes métodos de
sequenciamento de DNA t€m sido desenvolvidos e
utilizados  amplamente, revolucionando estudos
genéticos e gendmicos e gerando grandes quantidades
de informacdes para as mais diversas espécies de
interesse para o homem. Estas técnicas t€m sido
aplicadas aos animais domésticos de produgao,
proporcionando ferramentas importantes para estudos
filogenéticos e de melhoramento genético animal, bem
como para a descoberta e compreensdo de diversos
processos bioldgicos.

O baixo custo e menor tempo despedido pelos
novos métodos de sequenciamento proporcionaram
agilidade na descoberta de polimorfismos de DNA.
Nesse sentido, plataformas para detec¢dio de milhares a
centenas de milhares de variacdes no DNA (chips de
SNPs de alta densidade) foram desenvolvidas e estdo
sendo rotineiramente utilizadas junto a metodologias
estatisticas e ferramentas computacionais cada vez
mais adequadas, mudando drasticamente as estratégias
usualmente  empregadas  por  programas  de
melhoramento genético animal. Como exemplo pode-
se citar o uso destas ferramentas em rebanhos de ragas
de vacas leiteiras de paises europeus e norte-
americanos, que utilizam a sele¢do gendmica para
gerar precocemente valores genéticos gendmicos
(EGBV) de alta acurdcia pela soma dos efeitos de
marcadores espalhados por todo o genoma do animal
genotipado. Dessa forma, aumenta-se o ganho genético
pela diminui¢c@o do intervalo de geracdes, o que reduz
drasticamente os custos destes programas.

Os estudos de associagdo ampla do genoma
(GWAS), com a utilizagdo dos SNP chips, t€m
possibilitado a descoberta de genes com grande efeito
em algumas caracteristicas de interesse econdmico,
permitindo além da utilizagdo da informacdo destes
marcadores na selegdo, a compreensdo dos
mecanismos  genéticos  que  governam  tais
caracteristicas. Ainda na busca da compreensdo destes
mecanismos genéticos, muito se tem feito na drea da
gendmica funcional, principalmente pelo
sequenciamento de RNA ou ensaios com Microarrays.
Estes estudos t€m permitido encontrar altera¢cdes nos
niveis de expressdo génica relacionados a diferentes
fenétipos ou tratamentos, além de possibilitar a
identificacdo de variagdes genéticas que podem ser
diretamente responsdveis por parte da variacdo de uma
caracteristica.
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Certamente ainda hda muito a se avancar,
principalmente em relacdo a grandes transformacdes
advindas de tecnologias de sequenciamento. Com a
diminui¢do ainda maior dos custos e o aumento na
velocidade de geragdo de dados, dentro de poucos anos
novas ferramentas tecnoldgicas estardo disponiveis,
trazendo possibilidades cada vez mais promissoras, e
impensdveis hd alguns anos, para o estudo genético dos
animais domésticos.
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