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1 Introducao

Os avancos nas areas de tecnologia de informacao e das novas tecnologias de sequenciamento
tém provocado uma necessidade cada vez maior do uso da bioinformatica na agricultura, prin-
cipalmente com relagdo ao melhoramento genético vegetal e animal. Uma vasta quantidade
de dados gendmicos tem sido gerada a partir de diversas espécies de plantas, animais e micro-
-organismos, trazendo desafios no sentido de se desenvolver novas ferramentas de analise e de
integragdo dos dados, além de solugdes para se armazenar e tratar esse grande volume de dados.

Dada a importancia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) no cenario bra-
sileiro da pesquisa agricola, agdes no sentido de prover a comunidade cientifica, condigdes para
que informagdes bioldgicas possam ser obtidas a partir dos dados gerados pelas tecnologias ge-
ndmicas ¢ adequadamente utilizadas em programas de melhoramento genético, na caracterizagdo
de recursos genéticos e na biotecnologia, tém sido realizadas.

Este capitulo tem por objetivo colocar o leitor a par do estado da arte das principais aplicagdes da
bioinformatica na agricultura, particularmente aquelas relacionadas ao melhoramento genético
animal e vegetal, executadas no ambito da Embrapa.

2 A bioinformatica e as novas tecnologias de sequenciamento

2.1 Sequenciamento e montagem de genomas

Um grande desafio veio a tona com o advento das novas tecnologias de sequenciamento, ou
sequenciamento de nova geragdo, do inglés Next Generation Sequencing (NGS), em termos de
capacidade de armazenamento e processamento de dados, assim como a necessidade do desen-
volvimento de novas ferramentas de analise.

Caracterizada por um dramdtico aumento na quantidade dos dados gerados, acompanhado de uma
substancial redug@o nos custos para produzi-los, as novas tecnologias de sequenciamento geram
sequéncias bastante curtas, comparadas ao sequenciamento utilizando a tecnologia de Sanger,
ou sequenciamento tradicional (METZKER, 2010; POP; SALZBERG, 2008; STREANGER;
SALZBERG, 2012). Essa caracteristica representa um grande desafio a bioinformatica, princi-
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palmente na montagem de genomas: o curto tamanho das sequéncias resulta em dificuldades na
desambiguacdo de regides repetitivas, resultando em montagens fragmentadas ¢ demandando
ferramentas otimizadas para resolver essa questdo, diferentes daquelas até entdo utilizadas com
dados gerados pelo sequenciamento Sanger.

Dificuldades a parte, sem duvidas o surgimento do sequenciamento de nova geragao tem trans-
formado varia areas da pesquisa bioldgica, incluindo a agricultura. Os estudos genéticos foram
largamente beneficiados com o avango na obtengdo de informag¢des genomicas que podem ser
aplicadas no pré-melhoramento e melhoramento genético de espécies animais e vegetais de
interesse econdmico, na caracterizagdo de recursos genéticos com vistas a prospecgao génica e
na descoberta de ativos biotecnoldgicos. As ferramentas desenvolvidas para a analise dos dados
gerados pelos sequenciadores de nova geragdo incluem aquelas que permitem o alinhamento
das sequéncias produzidas contra um genoma referéncia ou a montagem de novo das sequén-
cias geradas, resultando em um genoma “montado”, a detec¢ao de polimorfismos do tipo SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) e ainda outras variagdes estruturais como delegdes, inser¢des,
rearranjos ¢ variagcdes no nimero de copias de trechos do genoma - as CNVs (Copy Number
Variation), a analise de transcriptomas em grande profundidade e a analise de metagenomas, a
partir de comunidades microbianas.

Apesar da importancia economica e biologica das plantas, e do custo reduzido do sequenciamen-
to nos dias de hoje comparados a tecnologia tradicional, poucas espécies tiveram seu genoma
sequenciado. Isso ¢ devido, em grande parte, a natureza complexa de muitos genomas vegetais,
como a existéncia de elementos repetitivos, transposons, duplica¢cdes génicas e variagdes nos
niveis de ploidia, que dificultam sua adequada montagem ¢ anotago. Ainda, a presenga de gran-
des familias génicas ¢ um nimero abundante de pseudogenes, derivados de eventos recentes de
duplicagdes do genoma e da atividade de transposons (SCHNABLE et al., 2009), fazem com que
as montagens obtidas sejam bastante fragmentadas. Mesmo com todas essas dificuldades, esfor-
cos tém sido empregados na obtenc¢do da sequéncia de genomas de espécies vegetais, incluindo
plantas modelo e aquelas de interesse comercial. A Embrapa esta participando, sozinha ou em
parceria com outras institui¢des de pesquisa, do sequenciamento ¢ da montagem de 2 genomas
de plantas de interesse econdmico: genoma da palma de dleo (Elaeis guineensis Jacq.) e genoma
do feijao comum, Phaseolus vulgaris, em projetos liderados pela Embrapa Agroenergia e pela
Embrapa Arroz e Feijdo, respectivamente.

Na area animal, a Embrapa participa de um grande projeto em rede, a Rede Gendmica Animal
IT (RGAII) (CAETANO et al., 2012), que prevé o sequenciamento e a montagem do genoma
do Nelore (Bos indicus), raga bovina que compde cerca de 80% do rebanho brasileiro de gado
de corte, animais Gir leiteiro, Guzera e Girolanda, representantes de ragas de gado leiteiro, e
das espécies de peixe nativas do Brasil, Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e Tambaqui
(Colossoma macropomum). Ao contrario dos genomas vegetais, a montagem de genomas
animais ndo apresenta alguns desafios inerentes a constituicao genética das plantas, como um
grande numero de familias multigénicas e elevada frequéncia de poliploidia, mas a presenga de
sequéncias repetitivas torna essa tarefa nao trivial também no caso dessas espécies. Os princi-
pais genomas de animais de produg@o publicados até o0 momento sdo: suino (ARCHIBALD et
al., 2010a), caprino (DONG et al., 2013), genoma da galinha (INTERNATIONAL CHICKEN
GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2004), genoma bovino, de um animal da raga
Hereford (Bos taurus) (ELSIK et al. 2009) e ovino (ARCHIBALD et al., 2010b).

Além dos drafts publicados dos genomas acima mencionados (animais e vegetais), uma série
de pragas agricolas, assim como endo e ectoparasitas que causam doengas e perdas economicas
em lavouras e rebanhos, também tem tido seu genoma sequenciado. Alguns exemplos incluem
o nematoide do né da raiz (Meloidogyne incognita), que ataca um amplo espectro de plantas e
tem alto poder destrutivo (ABAD et al., 2008), o acaro Tetranychus urticae, considerado um dos
acaros fitofagos mais importantes do mundo (GOTOH et al., 1993) e um dos principais acaros
praga do Brasil, em funcdo do niimero de espécies vegetais atacadas e dos danos a elas causa-
das (MORAES; FLECHTMANN, 2008) e o besouro Tribolium castaneum, que causa danos a
graos secos e as farinhas (TRIBOLIUM GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2008).
Genomas bacterianos de importantes patogenos de plantas como o da Xylella fastidiosa (THE
XYLELLA CONSORTIUM OF THE ORGANIZATION FOR NUCLEOTIDE SEQUENCING
AND ANALYSIS, 2000), Xhantomonas axonopodis pv. citri ¢ X. campestris pv. campestris,
bactérias causadoras do cancro citrico e podriddo negra em cruciferas (SILVA et al., 2002),
respectivamente, além de outras espécies de Xhantomonas, como X. oryzae pv. oryzae (LEE et
al., 2005; SALZBERG et al., 2008), que ataca culturas de arroz e X. albilineans (PIERETTI et
al., 2009), patogeno da cana-de-acucar, também foram decodificados. Outros exemplos ainda
incluem algumas Pseudomonas (BUELL et al., 2003; JOARDAR et al., 2005) e a Ralstonia
solanacearum, bactéria que infecta as raizes das plantas (SALANOUBAT et al., 2002). Além
de genomas bacterianos, o de fungos patogénicos, como alguns do género Phytophthora (HAAS
et al., 2009; TILLER et al., 2006), Neurospora crassa (GALAGAN et al., 2003) e o Fusarium
(JEONG et al., 2013; MA et al., 2014), também foram publicados.

Importantes patdogenos que atacam animais de produg@o também tiveram o seu genoma sequen-
ciado, como a Salmonella enterica (CHIU et al., 2005), Brucella abortus (HALLING et al.,
2005), Mycobacterium avium (LI et al., 2005), Dichelobacter nodosus (MYERS et al., 2007),
Clostridium perfringens (MYERS et al., 2000), Brucella suis (PAULSEN et al., 2002) ¢ a
Corynebacterium pseudotuberculosis (SOARES et al., 2013) e uma série de outros mais.

O sequenciamento do genoma de patdgenos animais e vegetais permite-nos desvendar os
mecanismos responsaveis pela patogenicidade das espécies e também desenvolver testes mo-
leculares para o seu diagnostico. Uma vez conhecidos os mecanismos patogénicos, agdes de
controle podem ser implementadas. Nesse sentido, a Embrapa, por meio da RGAII (CAETANO
et al., 2012), pretende sequenciar o genoma de 25 cepas de lentivirus de pequenos ruminantes
(LVPRs), que causam consideraveis perdas econdmicas em rebanhos caprinos e ovinos no
Brasil. No caso da decodificagdo dos genomas das espécies animais e vegetais, além de sua
importancia no avango das pesquisas bioldgicas, a existéncia de um genoma referéncia facilita
a identificacdo dos transcritos sintetizados por esse organismo ¢ a analise dos transcriptomas,
COMO Veremos a seguir.

2.2 Gendmica comparativa

O crescente acimulo de informagdes sobre espécies de interesse economico depositadas nos
bancos de dados, juntamente com o desenvolvimento de ferramentas de analise adequadas, tem
permitido a realizagdo de analises comparativas com dados de organismos modelo, facilitando
a descoberta de genes envolvidos em caracteristicas fenotipicas economicamente importantes.

De acordo com Sharma et al. (2014), o sequenciamento do genoma da Arabidopsis, planta mode-
lo da familia Brassicaceae, revolucionou nosso conhecimento no campo da biologia de plantas e



Tecnologias da Informagédo e Comunicacgao e suas relagdes com a agricultura

Parte Il - Capitulo 4 - Bioinformatica aplicada a agricultura

tornou-se um marco nos estudos envolvendo a gendmica comparativa. Hoje, a existéncia de ban-
cos de dados integrados acessados via web, contendo uma série de informagdes genéticas obtidas
em estudos com Arabidopsis, além de ferramentas de analise, tem nos permitido obter avangos
importantes em estudos envolvendo gendmica comparativa. Dentre esses bancos, podemos citar
o TAIR (SWARBRECK et al., 2008), considerado o repositorio de dados e de ferramentas de
analise mais importante relacionado a pesquisa com Arabidopsis (MOCHIDA; SHINOZAKI,
2010), o SIGnal, mantido pelo Salk Institute Genomic Analysis Laboratory’ ¢ o RARGE —
RIKEN Arabidopsis Genome Encyclopedia (SAKURALI et al., 2005). Outros bancos de dados
que incluem dados de Arabidopsis s3o o Brassica Genome Gateway?, BRAD?, Phytozome?,
PlantGDB?S, EnsemblPlants® e ChloroplastDB’. Além dos bancos de dados de Arabidopsis, infor-
magdes genéticas e gendmicas de plantas de interesse econdmico também podem ser acessadas e
utilizadas em estudos de gendmica comparativa: SOL Genomics Network®, Gramene®, PLAZA',
GreenPhylDB!!, BarleyBase'? ¢ PlantTribes'*.Os bancos acima citados compreendem dados de
plantas, no entanto, dados referentes a animais ¢ micro-organimos também existem ¢ estdo dis-
poniveis publicamente, apesar de nao citados aqui.

2.3 Analise de transcriptomas

O RNA-Seq, metodologia que utiliza o sequenciamento de nova geragdo na analise de trans-
criptomas, tem sido utilizado em estudos da expressdo génica de varias plantas de importancia
econdmica, como o arroz (LU et al., 2010), milho (HANSEY et al., 2012), cevada (MAYER
et al., 2012), laranja doce (XU et al ., 2013) e cana-de-acticar (CARDOSO-SILVA et al., 2014;
FERREIRA et al., 2014), e animais de produg¢do, como bovinos de corte (BALDWIN etal., 2012;
Ll etal., 2011; PATEL et al., 2013) e leite (MCCABE et al., 2012), suinos (ESTEVE-CODINA
etal., 2011; RAMAYO-CALDAS et al., 2012), aves (PERUMBAKKAN et al., 2013), caprinos
(GENG et al., 2013, LING et al., 2014) e ovinos (ZHANG et al., 2013).

A analise de transcriptomas ¢ essencial para se conhecer os elementos funcionais de um genoma
¢ os constituintes moleculares de células e tecidos especificos. Sua aplicagdo tem como objeti-
vos especificos catalogar todos os transcritos identificados (RNAm, RNAs nao codificadores e
pequenos RNAs), determinar a estrutura transcricional dos genes (3’ e 5° UTR, sitio de iniciag¢@o
da transcri¢do, padrao de processamento dos éxons e modificagdes pos-transcricionais) e quan-
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10 Disponivel em: <http://bioinformatics. psb.ugent.be/plaza/>.

' Disponivel em: <http://www.greenphyl.org/>.
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tificar as alteragdes nos niveis de expressdo de cada transcrito ao longo do desenvolvimento e
sob diferentes condi¢des (WANG et al., 2009). Na agricultura, essa Gltima aplicagdo permite, por
meio do monitoramento das mudancgas no nivel de expressao génica, identificar vias bioldgicas
alteradas em situa¢des onde uma perturbacdo externa ¢ inserida no sistema, como por exemplo,
a infecgdo por um patdgeno, infestagdo por um parasita, alteragdes na dieta, restricdo hidrica e
outros tipos de estresse.

A analise de transcriptomas por meio da técnica de RNA-Seq revolucionou os estudos na area,
por apresentar varias vantagens quando comparada a outras utilizadas até entdo para a analise
de transcriptomas, como os microarranjos (MARTIN;WANG, 2011;WANG et al.,2009). O
RNA-Seq fornece uma medida mais precisa do nivel de transcritos, assim como suas isoformas,
e promove uma acurada quantificacdo da expressao diferencial, capaz de gerar novos conhe-
cimentos sobre mecanismos moleculares de uma dada caracteristica de interesse, em adigdo
a identificac@o de novos transcritos. O RNA-Seq permite também a identificagdo sistematica
de SNPs em regides transcritas, os quais podem ser utilizados na detecgdo de expressdo alelo-
-especifica e também como marcadores moleculares. Como exemplo dessa aplicagdo, citamos o
trabalho de Cardoso-Silva et al. (2014) que aplicaram a tecnologia de RNA-Seq a 6 genoétipos de
cana-de-agucar, contrastantes para o teor de sacarose. Os autores identificaram SNPs exclusivos
de cada genotipo, os quais possuem uma alta probabilidade de associacdo com as caracteristicas
de interesse econdmico particulares a cada um deles. Estratégias como essa, que tém por objeti-
vo a busca de SNPs em regides codificadoras, por meio do sequenciamento em larga escala do
transcriptoma de tecidos alvo de cultivares ou variedades contrastantes para caracteristicas de
interesse, tém sido largamente utilizadas em projetos em andamento na Embrapa, envolvendo
culturas como o trigo, soja, milho, café e cana-de-agucar, e as caracteristicas avaliadas incluem
aumento de produtividade, resisténcia a doengas e pragas, tolerancia a seca e melhoria da quali-
dade do produto final, entre outros.

Uma outra abordagem que utiliza a tecnologia de RNA-Seq, certamente a mais conhecida e
empregada, foi recentemente utilizada por Nishiyama Junior, et al. (2014), que sequenciaram
e compararam o transcriptoma de 3 cultivares comerciais de cana-de-agucar e dos 2 genotipos
parentais (S. officinarum e S. spontaneum), identificando diferengas na expressao génica que pos-
sibilitardo, segundo os autores, associar transcritos espécie-especificos a producdo de biomassa
e outras caracteristicas importantes. Os transcritos especificos identificados nesse tipo de estudo
podem ser utilizados como marcadores moleculares, ¢ serem empregados como ferramentas em
programas de selecdo assistida por marcadores, prestando um grande auxilio a avangos no me-
lhoramento genético da cultura avaliada.

Importantes descobertas na area animal tém sido feitas utilizando-se a tecnologia de RNA-
Seq. Genes relacionados a caracteristicas de qualidade da carne em suinos (JUNG et al., 2012;
RAMAYO-CALDAS et al., 2012) e gado de corte (LEE et al., 2013; SHENG et al., 2014) tém
sido identificados. Essa caracteristica tem sido alvo de estudos da Embrapa, que lidera projetos
utilizando RNA-Seq com o objetivo de identificar os mecanismos que determinam a maciez da
carne bovina, um atributo bastante apreciado pelos consumidores e que ndo ¢ tipico de animais
Bos indicus, espécie a qual pertence o Nelore, principal raga de gado de corte criada do Brasil,
como ja foi citado. Esses animais apresentam tipicamente carne menos macia do que os animais
da espécie Bos taurus e trabalhos tém sido conduzidos pela Embrapa Pecuaria Sul, pela Embrapa
Pecudria Sudeste e pela Embrapa Gado de Corte no sentido de comparar as duas subespécies
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ou mesmo animais extremos para essa caracteristica dentro de cada raga e identificar os genes
responsaveis pela maciez.

A busca por genes e/ou mecanismos envolvidos na resisténcia de animais a doencgas e parasitas
responsaveis por perdas econdmicas no setor também tem sido objeto de estudos na Embrapa.
A comparacao do transcriptoma de caprinos e ovinos resistentes e susceptiveis ao parasita
Haemonchus contortus, principal helminto que ataca os rebanhos no Brasil (COSTA et al., 2000),
assim como o estudo do transcriptoma do proprio parasita, estdo em andamento em projetos con-
duzidos na Embrapa Caprinos e Ovinos. Outro parasita que causa sérios prejuizos econdmicos
ao Brasil e ao mundo, o carrapato bovino Rhipicephalus microplus, tem sido tema de muitas pes-
quisas na Embrapa, que buscam formas de controle por meio da compreensdo dos mecanismos
ativados pelo hospedeiro e/ou pelo dcaro no momento da interagcdo e também na identificagao de
genes diferencialmente expressos em animais resistentes e susceptiveis. A Embrapa Pecudria Sul
tem desenvolvido importantes projetos na area, juntamente com a Embrapa Pecuaria Sudeste e
a Embrapa Gado de Corte. Estudos acerca da identificagdo de genes relacionados a problemas
6sseos em frangos de corte, que causam dificuldades de locomog@o nas aves e consequente
reducdo do crescimento, também tém sido investigados por meio de RNA-Seq pela Embrapa
Suinos e Aves.

2.4 O estudo de comunidades microbianas

As pesquisas envolvendo o estudo de microbiomas também foram alavancadas com o surgimen-
to das novas tecnologias de sequenciamento, as quais trouxeram inimeras vantagens em relagéo
aos métodos até entdo existentes, baseados em cultura de micro-organismos in vitro. A utilizagdo
de NGS tem possibilitado o conhecimento da composi¢cdo da comunidade microbiana, por meio
do sequenciamento de regides hipervariaveis do gene 16S RNAr de bactérias e regido Internal
Transcribed Spacer (ITS) de fungos, ¢ também de uma quantidade bastante grande de genes pre-
sentes nas comunidades microbianas, por meio do sequenciamento do DNA total delas extraido
(metagenomas). A metagendmica tem se mostrado mais eficiente do que os métodos culturais
principalmente pelo maior poder de identificac@o das cepas e por tornar possivel a caracterizagao
e o monitoramento de altera¢des na dinamica de uma comunidade microbiana como um todo,
e ndo apenas de individuos em particular. O conhecimento dos membros e dos genes presentes
em um microbioma permite-nos inferir o papel de cada um na comunidade. No entanto, além
de identificar quem esta presente no microbioma, saber o que fazem ¢ igualmente importante e
nos possibilita entender a dinamica das relagdes entre os micro-organismos ¢ também a relagdo
entre microbiota e hospedeiro. Essa informagao pode ser obtida por meio do sequenciamento dos
transcritos expressos pelos membros da comunidade microbiana e obten¢do do metatranscrip-
toma. A técnica de RNA-Seq, ja discutida neste capitulo, tem sido utilizada com esse objetivo.

No caso dos estudos gendmicos, duas abordagens de estudo de comunidades microbianas podem
ser adotadas, utilizando-se as novas tecnologias de sequenciamento: a) analise de amplicons do
gene 16S RNAT, onde uma ou mais regides hipervariaveis do gene 16S RNAr de membros indi-
viduais da comunidade ¢ amplificada, por meio de reagdes em cadeia de polimerase, do inglés
Polymerase Chain Reaction (PCR), utilizando iniciadores complementares a regides conservadas
do gene (que flanqueiam as regides hipervariaveis) e sequenciada, com posterior comparagao das
sequéncias com aquelas depositadas em bancos de dados existentes, classificagdo e calculo da
abundancia relativa e b) analise do metagenoma, por meio do sequenciamento em larga escala

do DNA extraido de toda a comunidade microbiana, o que permite a identificacdo dos genes
que compdem o microbioma e também da diversidade da populagdo, embora de maneira menos
precisa do que a obtida com a classe anterior (OVIEDO-RONDON, 2009). O sequenciamento de
amplicons do gene 16S RNAr ¢ a abordagem mais acessivel e utilizada em estudos que visam a
identificacdo de membros de uma comunidade microbiana, sendo considerado um bom marcador
para se caracterizar a composic¢do filogenética de uma amostra, identificar novas espécies ou
mesmo grupos filogenéticos desconhecidos (GABOR et al., 2007). O fato de varios organismos
possuirem sequéncias do 16S RNAr idénticas, mas fungdes diferentes, ndo nos permite utili-
zar essa abordagem para inferir adequadamente as fun¢des dos membros de uma comunidade
microbiana. Essa limitacdo da técnica pode ser superada com a analise de metagenomas e/ou
metatranscriptomas.

Dada a importancia dos micro-organismos na agricultura, sdo varios os exemplos de aplicagdo
da analise de sequéncias de 16S RNAr e de metagenomas nos estudos de comunidades micro-
bianas. Em recente revisdo publicada por Kao-Kniffin et al. (2013), os autores citaram estudos
onde a abordagem metagenomica foi utilizada na identificacdo de genes e compostos com agao
inseticida, e genes de resisténcia a herbicidas, para utilizagdo no controle de pragas em sistemas
agricolas. De acordo com os autores, o isolamento do DNA diretamente das amostras ambientais,
sem passar pelo processo de cultivo em meio de cultura, aumenta muito a diversidade de micro-
-organismos recuperada das amostras e, consequentemente, a possibilidade de identificagao de
compostos de interesse.

Por se tratar do ambiente que abriga a maior biodiversidade do planeta (MOCALI; BENEDETTI,
2010), o estudo de comunidades microbianas do solo apresenta um potencial imenso para a agri-
cultura: os micro-organismos do solo desempenham um papel critico na regulacdo da fertilidade
do solo, saude das plantas e na ciclagem do carbono, nitrogénio e outros nutrientes (FIERER et
al., 2012a). Nesse sentido, varios estudos acerca da caracterizagdo da microbiota de diferentes
tipos de solos tém sido realizados (FIERER et al., 2007; FIERER et al., 2012b; GROS et al.,
2006; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2006). O efeito das praticas agricolas sobre as comunidades
microbianas do solo também tem sido alvo de estudos, que ja identificaram o pH e a disponibi-
lidade de 4gua como os principais fatores abidticos que afetam as populagdes (KOBERL et al.,
2011), além da quantidade de N depositada no solo (FIERER et al., 2012b).

Acredita-se que as plantas recrutam micro-organismos benéficos do solo, a partir de suas rizos-
feras, para neutralizar o ataque de patégenos (COOK et al., 1995). Ainda, existem certos tipos
de solos, conhecidos como supressivos, que abrigam comunidades microbianas que impedem
que os agentes patégenos causem danos as plantas. Assim, a caracteriza¢do de microbiomas da
rizosfera de plantas sob condi¢des diversas, ¢ aquela presente em solos supressivos, ¢ uma outra
area que tem se beneficiado dos estudos metagendmicos e com imenso potencial para gerar re-
sultados importantes para a agricultura, como a identificagdo de novas bactérias fixadoras de N,
supressoras de patdogenos e promotoras do crescimento.

No mesmo contexto, na area animal estudos tém sido realizados com o objetivo de se identificar
micro-organimos benéficos, que aumentem a produtividade e o bem estar animal. Nesse sentido,
a caracteriza¢ao de microbiomas do trato gastrintestinal tem sido foco de bastante aten¢do, uma
vez que, além do seu papel na digestdo, a microbiota do trato gastrintestinal exerce influéncia
também na protegdo contra patégenos, detoxificacdo e modulacdo do sistema imune do hospe-
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deiro (AMIT-ROMACH et al., 2004; OVIEDO-RONDON, 2009). A identificagio de micro-
-organismos com baixa produc¢do de metano em ruminantes também tem sido objeto de estudos,
uma vez que a emissdo entérica de metano tem sido apontada como responsével por cerca de
15% da emissdo global de metano, de acordo com o Painel Intergovernamental sobre Mudangas
Climaticas (IPCC) (ROSS et al., 2013; SHI et al., 2014).

A Embrapa tem liderado e atuado em parceria em varios projetos que utilizam a metagenémica
na caracterizagcdo de microbiomas e para identificar micro-organismos com potencial biotec-
noloégico. Dentre eles podemos citar o estudo do microbioma da rizosfera e folhas de plantas
resistentes a seca ¢ a patdogenos, com participagcdo da Embrapa Meio Ambiente, além do estudo
de microbiomas do trato intestinal e sistema digestorio de frangos de corte, da glandula mamaria
e ramen de ovinos e sistema respiratorio de suinos, como parte dos projetos em desenvolvimen-
to na RGAIL

3 Bioinformatica e a utilizacio de marcadores moleculares no
melhoramento genético animal e vegetal

3.1 Uso de marcadores moleculares do tipo SNP em genética animal aplicada

Polimorfismos de base inica (SNPs) sdo variagdes no genoma em que um tnico nucleotideo - A,
T, C, G, difere entre membros de uma populacdo (FOULKES, 2009). Em geral, assume-se que
SNPs sdo bialélicos, indicando a existéncia de duas possiveis bases no correspondente /ocus, e
que cada base deve ter uma frequéncia minima de 1% na populagdo. Embora sua distribuigdo
ndo seja homogénea ao longo do genoma (ex: eles ocorrem mais frequentemente em regides nao
codificantes que em regides codificantes), existem milhdes de polimorfismos deste tipo distri-
buidos ao longo do genoma de espécies de interesse zootécnico, o que faz dele um marcador
gendmico muito atraente.

A partir da montagem dos genomas de espécies de interesse zootécnico ¢ o subsequente mapea-
mento de haplodtipos (ex: genoma bovino (BOVINE HAPMAP CONSORTIUM, 2009; ELSIK,
2009), foram desenvolvidas tecnologias para descoberta e genotipagem em massa de centenas de
milhares de marcadores SNP a um custo que favorece sua utilizacdo em estudos de associagdo
e mapeamento genético, selecdo gendmica, detec¢do de doengas genéticas e/ou polimorfismos
associados a caracteristicas de produgdo, ensaios diagnosticos para confirmacdo de paternidade,
identificacdo individual (rastreabilidade) (CAETANO, 2009).

O desenvolvimento de todas essas aplicagdes envolve uma série de etapas experimentais e de
analise de dados, exigindo infraestrutura e especialistas em diferentes areas como biologia mo-
lecular, zootecnia, veterinaria, estatistica e ciéncia da computagdo. Na sequéncia, ¢ apresentada
uma visao geral das aplicagcdes em selecao gendomica e estudos de associacdo gendomica ampla e
as iniciativas em andamento na Embrapa.

3.2 Selecao Genomica (GS)

O objetivo do melhoramento genético ¢ alcangar melhores niveis de produgdo, produtividade e/
ou qualidade do produto final, em sintonia com o sistema de produc¢ao e as exigéncias do merca-
do (ROSA etal., 2013). Para isso, diversas caracteristicas expressas nos animais da populagdo em

selecdo e relacionadas com o objetivo do programa de melhoramento genético, sdo monitoradas,
como por exemplo: eficiéncia reprodutiva, eficiéncia alimentar, qualidade da carcaga ¢ da carne
para gado de corte, producao de leite, percentagem de gordura e proteinas no leite para gado de
leite, tamanho da ninhada, peso ao desmame para suinos, entre outras (BOURDON, 2000).

Os valores mensurados dessas caracteristicas, denominadas fendtipos (P), para um animal de-
pendem basicamente de sua genética (G: gendtipo), do ambiente no qual ele estd exposto (E:
ambiente) e da expressao dos genotipos quando expostos a diferentes condigdes ambientais. De
forma sucinta, essa relagdo pode ser expressa como: P= G + E + G*E (ROSA et al., 2013).

Ja as avaliagGes genéticas tém por objetivo identificar os animais em uma populagdo sob se-
lecdo que sejam geneticamente superiores para que, se usados na reprodugdo, transmitam aos
seus descendentes sua superioridade, dessa forma, alterando o desempenho médio da populacdo
(MARTINS, 2013). Tradicionalmente, o processo para determinar o valor genético dos animais
(Breeding Value - BV) depende de trés diferentes fontes de informagao: seu desempenho, o de-
sempenho de seus ancestrais (pedigree) e de seus descendentes (progénie).

Meuwissen et al. (2001) propuseram a utilizacdo de marcadores SNP, que cobrem densamente
todo o genoma, para avaliagdo genética de animais, um processo conhecido como selecdo geno-
mica. Neste caso, o valor genético do animal ¢ denominado valor genético gendmico, do inglés
Genomic Breeding Value (GBV) e compreende o somatério dos efeitos de todos os marcadores
SNP utilizados. A utilizagdo dessa tecnologia em paises desenvolvidos tem proporcionado ga-
nhos genéticos aos programas de melhoramento genético, devido ao aumento das acuracias dos
valores genéticos para caracteristicas de baixa herdabilidade e reducao do intervalo entre gera-
¢Oes para caracteristicas de dificil mensurac¢do ou aquelas obtidas tardiamente, como eficiéncia
alimentar e dados de carcaca.

A Embrapa, atualmente, participa de diferentes esfor¢os multi-institucionais para inclusdo da
tecnologia de selegdo gendmica em diferentes programas de melhoramento genético animal em
que atua. Um desses esforcos, desenvolvido pela Embrapa Pecuaria Sul em associagdo com a
Conexao Delta G e o Gensys Consultores Associados, foca na sele¢do de animais com caracte-
risticas de resisténcia a carrapatos para as ra¢as Hereford e Braford. O carrapato (Riphicephalus
microplus) ¢ um dos principais problemas de satide na pecudria de corte, implicando em custos
de produgao adicionais com acaricidas e no tratamento de doengas infecciosas transmitidas pelo
parasita, além da queda de performance dos animais. Estima-se que a perda econdmica com
carrapatos no Brasil seja de dois bilhdes de dolares anuais (GRISI et al., 2002). Desde 2012, a
Embrapa Pecuaria Sul e seus parceiros publicam o sumario de touros para resisténcia a carrapatos
para as ragas Hereford e Braford (CARDOSO et al., 2013).

Dentre os outros esfor¢os da Embrapa, visando a inclus@o da tecnologia de sele¢do gendmica em
programas de melhoramento genético animal, destacam-se: a) Genhol (NAPOLIS, 2012), que
tem entre seus objetivos especificos desenvolver estudos, processos e validagao de modelos de
predicao de valores genomicos para a raga holandesa no Brasil; b) Genomilk (SILVA, 2010), que
tem entre seus objetivos especificos adequar, avaliar e/ou comparar diferentes métodos estatisti-
cos para implementar a selecdo genomica e integra¢do de dados gendmicos nos sistemas de ava-
liag@o genética e testes de progénie conduzidos pela Embrapa Gado de Leite; c) arranjo MaxiBife
(SILVA, 2013), que prevé a inclusao das tecnologias para avaliacdo gendmica no programa de
melhoramento genético de gado de corte Geneplus-Embrapa; d) rede MP1 RGA II (CAETANO,
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2012), que possui um projeto componente (Projeto Componente 3) focado na inclusdo de seleg@o
gendmica em programas de melhoramento genético de bovinos, ovinos e caprinos.

3.3 Estudos de associacio genomica amplo (GWAS)

O termo Genome-Wide Association Studies(GWAS) deve-se a ampla cobertura dos marcadores
SNP ao longo do genoma, tornando-os atrativos para analises de associagdo genotipo:fendtipo
envolvendo efeito poligénico. Estes estudos t€ém como objetivo identificar padroes de polimor-
fismos que variam sistematicamente entre individuos com diferentes valores de expressdo de
um determinado fendtipo (BALDING, 2006). Para realizacdo de GWAS sdo necessarios trés
elementos:

1) Uma grande quantidade de amostras;
2) marcadores genéticos que cubram grande parte do genoma;

3) métodos analiticos poderosos o suficiente para identificar sem viés a associa¢do entre os mar-
cadores e os fendtipos analisados (CANTOR et al., 2010).

Os procedimentos computacionais para analise de dados de experimentos de GWAS envolvem
uma série de passos (ZIEGLER et al., 2008), existindo diversos métodos para identificacdo
dos SNP associados com o fenotipo estudado. Dentre estes, os mais comumente utilizados
constituem-se em testes univariados por SNP, com corre¢do para multiplos testes (ZIEGLER
et al., 2008). Abordagens envolvendo a analise simultanea de multiplos marcadores baseiam-
-se em técnicas de regressdo, paramétricas ou ndo paramétricas, com selecdo ou encolhimento
(shrinkage) de variaveis (MOORE et al., 2010; ZIEGLER et al., 2008).

A Embrapa tem desenvolvido diversos projetos envolvendo analise de GWAS, sendo que alguns
ja possuem resultados publicados. Mokry et al. (2013) analisaram um conjunto de dados 400
animais da raca Canchim genotipados com o BovineHD BeadChip (ILLUMINA INC., SAN
DIEGO, CA), visando identificar SNP associados com espessura de gordura. Foi encontrado um
conjunto de SNPs capaz de explicar aproximadamente 50% da variancia do valor genético derre-
gredido (dEBV) para espessura de gordura e um pequeno conjunto de 5 SNPs capaz de explicar
34% da dEBV. Foram encontrados diversos Quantitative Trait Loci (QTL) relacionados com
gordura na vizinhanga desses SNPs, bem como genes envolvidos no metabolismo de lipideos.
Tizioto et al. (2013) conduziram um estudo de GWAS com 800 animais da raga Nelore geno-
tipados com o BovineHD BeadChip (Illumina Inc., San Diego, CA), visando identificar SNPs
associados com diferentes fendtipos relacionados com qualidade de carne: for¢a de cisalhamento
Warner-Bratzler, medida em diferentes tempos de maturag@o, espessura de gordura, area de olho
do lombo, parametros de cor da carne e gordura, capacidade de retengdo de agua, perdas no co-
zimento e pH do musculo. As regides gendmicas na vizinhanga dos QTL encontrados e as vias
das quais esses genes fazem parte diferem daqueles identificados em racas taurinas. Espera-se
que esses resultados subsidiem futuros estudos de mapeamento de QTL e o desenvolvimento de
modelos para predi¢ao de mérito genético para qualidade de carne para a raga Nelore.

Diversos outros projetos encontram-se em andamento na Embrapa, fazendo uso de GWAS
para identificar genes e regides génicas associadas com caracteristicas fenotipicas de interesse
zootécnico. Na RGAII (CAETANO, 2012), o projeto componente 4 esta conduzindo trés experi-
mentos de GWAS: (i) estudos de associagdo para caracteristicas de presenca/auséncia de chifres
e criptorquidia em 250 ovinos da raga Morava Nova, genotipados com o Ovine SNP50Beadchip

(Illumina Inc., San Diego, CA); (ii) estudos de associagdo para 85 caracteristicas avaliadas para
1.000 aves da populacdo de Referéncia TT, representativa da melhor linha paterna de corte do
programa de melhoramento genético da Embrapa Suinos e Aves, genotipados com o Chicken
SNP60BeadChip (Illumina Inc., San Diego, CA); estudos de associa¢do para a caracteristica
de presenca de chifres e batoques em rebanhos Nelore Mocho BRGN, pertencentes a Embrapa
Cerrados e de rebanhos de importantes criadores de Nelore mocho, como a Guaporé S/A, utili-
zando 350 animais genotipados com o Bovine SNP50Beadchip (Illumina Inc., San Diego, CA).

4 Laboratorio multiusuario de bioinformatica (LMB)

Em funcdo da crescente demanda por poder computacional e competéncia multidisciplinar para
lidar com os grandes volumes de dados, algoritmos e ferramentas de analise diversos, a Embrapa,
por meio de uma decisdo estratégica, inaugurou em outubro de 2011, o LMB, com sede na
Embrapa Informatica Agropecuaria.

O LMB, que tem como missdo viabilizar solugdes de bioinformatica para projetos de pesquisa,
desenvolvimento e inovagdo da Embrapa, em um ambiente colaborativo'®, busca incorporar e tor-
nar disponiveis a comunidade cientifica novas tecnologias para armazenamento, processamento
e andlise de grandes volumes de dados. O LMB atua ainda na elaboracao e execugao de projetos e
planos de acdo que necessitam de ferramentas especializadas e computago de alto desempenho,
na disponibilizagdo de procedimentos computacionais para a montagem de genomas, analise de
metagenomas e de transcriptomas, e na analise de dados de marcadores moleculares e de expres-
sd0 génica, desenvolvimento ¢ implantagdo de recursos computacionais, criagdo ¢ administracdo
de bancos e bases de dados. A capacitacdo técnica, por meio da realiza¢ao de cursos e treinamen-
tos em ferramentas usadas para analise de dados, como os softwares Galaxy e Generic Genome
Browse (Gbrowse), também faz parte das atuagdes do LMB.

5 Consideracoes finais

Dada a importancia do melhoramento genético na agricultura sustentavel e na segurancga ali-
mentar no nosso pais e do mundo, o uso de dados gendmicos para o melhoramento de espécies
animais ¢ vegetais de interesse econdomico ¢ de fundamental importancia, ¢ faz parte das agdes
da Embrapa que visam garantir a demanda da produg¢@o de alimentos frente ao crescimento da
populacdo e também aos cenarios futuros de mudangas climaticas. O desenvolvimento e otimiza-
c¢ao de ferramentas de bioinformatica que permitam a analise dos dados gerados pelas tecnologias
gendmicas em crescente avango, assim como sua disponibilizagdo a comunidade cientifica, é
preocupagdo constante da empresa, que trabalha sempre no sentido de prover as melhores solu-
¢Oes para o aproveitamento das informagdes geradas, no sentido de contribuir para o avango no
setor e manutengdo do Brasil como um pais de exceléncia em pesquisa agricola.

4 Disponivel em: <http://www.lmb.cnptia.embrapa.br>.
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