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Avicultura:

»

»

»

»

Introducao

Importancia economica: 1,5% do PIB.

Importancia social: 4,5 milhGes de empregos

Melhoramento: viabilizou o desenvolvimento da induUstria

avicola

Frango: uma das mais importantes e baratas fontes de

proteina
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Dominio da genética mundial
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Aviagen
Hy-Line

— [ Cobb-Vantress J

Hendrix Genetics { ISA

EW Group

Tyson Group
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Gendmica de aves

Grandes investimentos em pesquisas com genomica
Esforcos para manter grandes bases de dados

Participacao em consorcios com a colaboracéo das
principais instituicoes de pesquisa do mundo

Equipes altamente capacitadas
Os resultados s&o pouco divulgados

» Importancia estratégica



Rebanho nucleo ou de pedigree — empresas de

genética

Plantéis livres de doencas
infecciosas transmitidas
verticalmente

Rebanhos
multiplicadores
Frangos de corte Rebanho
Comercial




Efeito multiplicador

» Valor do animal:

» Um s6 macho de pedigree pode ter uma descendéncia
de ~28 milhoes de frangos

» capaz de produzir ~ 70 mil toneladas de carne.

&
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Melhoramento: 4 grandes areas

» Reproducao:

» |[dade a maturidade sexual, taxa e persisténcia de
postura, fertilidade e eclodibilidade

» Frango vivo:
»Taxa de crescimento, eficiéncia alimentar e viabilidade

» Rendimento de carcaca, cortes nobres e qualidade da
carne

» Caracteristicas de suporte bioldgico:

» Robustez das pernas, capacidade cardiorespiratoria
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»

Genoma da galinha

Genoma da galinha (2004)
1,03 gb
Galgal 4.0

Boa cobertura (74x lllumina; schmid et al., 2015): 96% do

genoma

Microcromossomos (75% dos genes)
Desenvolvimento de Paineis de SNPs
Reducéao de custos

Maior viabilidade de uso
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Atualizacoes do genoma da galinha &&=

» Apesar do genoma da galinha ser compacto sua complexidade
ainda é subestimada

Table 1. Genome statistics for the chicken reference genome as-

sembly
Statistics
Genome assembly Galgal4, Nov 2011
(GCA_000002315.2)

Database version Ensembl 78
Base pairs 1,072,544,763
Golden path length 1,046,932,099
Gene counts
Coding genes 15,508
Small noncoding genes 1,558

miRNA 1,049

rRNA 29

snoRNA 227

snRNA 79

misc_RNA 150

Mt_rRNA 2

Mt_tRNA 22
Pseudogenes 42
Gene transcripts 17,954
Genescan gene predictions 40,572

Kranis et al. (2013)
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Avanco nas metodologias genomicas

>
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»

»

»
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PCR-RFLP
SSP

RAPD
QTLs

Microarranjos

»

»

»

»

»

»

»

NGS

GWAS

Selecao gendmica
RNA-seq

Exoma

Metagenoma

GBS




AplicacOes em diversas areas

>

\4

Conhecimento do genoma funcional

>

\4

Identificacao de genes associados a caracteristicas
complexas

>

\4

Nutrigenomica

>

\4

Caracterizacao da microbiota




Estudos de associacao global do
genoma (GWAS)

» ldentificar genes que controlam caracteristicas de interesse

» diversos paineis de SNPs
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» Resisténcia a doencas em aves

» Marek (Wolc et al., 2013); Campilobacter (Connell et al.,2013); Newcastle
(Luo et al., 2013); IBV (Luo et al., 2013)
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Selecao genomica

Estima os efeitos de cada marcador simultaneamente:
GEBVs

Grande interesse das empresas de genetica devido ao
potencial ganho genético

Existem varias metodologias para implementacao
Diversos programas permitem essas analises

Em aplicacao no programa de melhoramento da AVIAGEN
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AplicacOes da Selecao Genomica nos programas
de melhoramento

» 1 ganho genético: T intensidade e acuréacia de selecéo

» Incremento em acuracia

» Selecdo somente com informacéao da familia: ndo é possivel
distinguir entre irmaos completos — limita a acuracia: mesmo EBV.

» A gendmica permite distinguir os melhores individuos dentro de
uma familia porque estima com acuracia a amostragem Mendeliana.



Ganhos em acuracia
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Figure 5. Relationship between genomic breeding values (red triangles: GEBVs, green hexagons: adjusted progeny
means) and parental average (PA) from a pedigree-based BLUP. Two families are shown (one with low PA on the left and
one with high PA on the right). All sibs have the same PA, however there is significant variation in GEBVs, suggesting
some sibs rank highly in the cohort. This observation was validated using adjusted progeny means for the full sibs of the

two families. Wolc et al. (2014)



» Controle da Variacdo Genética

» A gendmica permite estimar a variagcao genética e o tamanho
efetivo das populacdes com maior acuracia.

» Possivel acessar a variacao genética dentro e entre linhas.
» Melhor controle da endogamia.

» Essencial para continuo melhoramento a longo prazo.



Ganho relativo na acuréacia da selecao

Animais sem fenotipos: 120 a 70%

2 - M ped
mGS

Figure 4. Relative improvement in prediction
accuracy of genomic selection (GS) over pedigree-
based (Ped) EBVs, measured as the correlation of
EBVs with adjusted phenotype for 5 ftraits:
fertility % (FERT), laying mortality (MORT),
FERT MORT HHP HOF Fl hen-housed egg production (HHP), hatchability %
(HOF) and feed intake (FI).

Wolc et al. (2014)



Como implentar informacoes genomicas?

Selecao gendmica

Genes candidatos ‘ Sequéncias
gendmicas ?

NGS

GWAS

PCR-RFLP/ Arrays



Complexidade na aplicacao

Fenodtipos Genotipos Analises

e pedigree + Banco de DNA [} * BayesAeB
e LD - Fast Bayes B

 EBV . HD « Bayes Cm
« dEBV : (e « GBLUP

. * Imputacao « LASSO e
NOVOS « BLASSO
e sSSGBLUP
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Genotipos: Bancos de DNA

Um ponto critico para a implementacao da SG
Em aves: sangue € o tecido eleito — hemacias nucleadas
Coleta em EDTA ou FTA cards

Banco dinamico

Selecao semanal?
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Genotipagem: Evolucao dos painéis de SNPs

60K 42K 600K
USDA/Cobb EW EW

Hendrix Private/ Roslin 50K

lllumina pesquisa AFFY AFFY

Comercial EW

6K 12K
EW EW

Private | Private Privado* lHllumina

Privado

GWAS
r Gen.oma Aviagen LD 384 Awagen

da galinha Imputacdo
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== Infinium Assay En@a

Chicken 60K

PR 11111

e

lllumina Chicken SNP 60K iSelect Beadchip (Groenen et al.,
2011)

57.636 SNPs

| USDA
Densidade Moderada Cobb
SNPs baseados em MAF Hendrix

352.303 SNPs com MAF moderada

2 linhas de frango e 2 linhas de postura com
sequenciamento pela lllumina
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»
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Chicken 600K-HD

600K SNPs Affymetrix Axiom HD (Kranis et al., 2013)
Resequenciamento de 243 aves

/8 milhoes de SNPs descobertos

1,8 milhdes (pre-screening)

Linhagens de postura de ovos brancos e castanhos, varias
linhagens de frangos de corte e linhagens nao-comerciais

2
AViagen @ Hy-Line [ JROSLIN  #9BBSRC
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Metodologias de Selecao Genomica

» Diversas metodologias disponiveis
» BayesAe B

» Fast Bayes B B

« CNPLE '§ T[CHNU[BBl[S
» Bayes Ctr ANA YI|ES = Ll g =4 I
» GBLUP hH[Iﬂl = S'I'[]RA [Sl? rairw;___ .
»LAsso o« H

» BLASSO

» SSGBLUP (tem se destacado em aplicabilidade)

» Ganhos em acuracia nao tao diferentes
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Acuracia na predicao do valor genéetico
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Figure 1. Validation accuracies of EBV obtained from pedigree (PED),
GBLUP, BayesB, and BayesCPi methods for 5 traits: sexual maturity (SM),

weight of first 3 eggs (E3), aloumen height (AH), shell color (CO), and yolk
weight (YW).

Wolc et al. (2014)
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Desafios: analises em grande escala

» Enorme quantidade de dados (genotipos, fenotipos e
pedigree)

» Analises computacionais
» Infraestrutura em Tecnologia da Informacao

» Recursos humanos




Desafios: grandes populacoes de
treinamento

Proceedings, 10® World Congress of Genetics Applied to Livestock Production

The Effect of Training Population Size and Chip Density on Accuracy and Bias of Genomic Predictions in
Broiler Chickens

J. Ilska', A. Kranis'*, J. A. Woolliams’
!The Roslin Instrtute, R(D)SVS, University of Edinburgh, Scotland, EA.\-'iagEﬂ Ltd., Edinburgh, United Kingdom

» 23.500 animais genotipados para 600K:

» O tamanho da populacao de treinamento € mais importante para
aumentar a acuracia da selecdo genémica do que a densidade do chip.

» Densidade do chip acima de 20K n&o resultou em aumento da acuracia.

» Acuracias obtidas: 0,42 para HHP a 0,53 para Fl ja trazem beneficios
aos programas de melhoramento.

» Acuracia de 0,7 ou mais: necessidade de mais registros.
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Implementacao nas empresas

Grandes investimentos em genomica

» Aviagen WPC 2012: 850.000 $ para implementar em
uma linha

Estabelecimento Bancos de DNA

Grandes populacdes de treinamento

Imputacao (384, 3k, 9k)??

Preocupacao com novos fenotipos: saude, bem-estar, etc.

Equipe treinada participando ativamente no avanco do
conhecimento na area

Operacionalidade



AplicacOes na industria
Aviagen

» Relatos da utilizacdo das metodologias genomicas

» Avendano et al. (2010, 2014) e Dekkers et al. (2010).

» Selecdo gendmica implementada desde 2012
» Beneficios no rebanho comercial esperados para 2016
» Aplicacao das tecnologias gendomicas em Perus

» Genoma do Peru e painel de 600K (Dalloul et al., 2010)



AplicacOes na industria
Cobb Vantress

» A Cobb Vantress, lider em genética de frangos de corte,

desenvolve pesquisas para implementar a selecao
genomica no melhoramento de aves.

» Allanca com a Hendrix Genetics.
| —

WORLDWIDE ONE 2009

ERVII H JERRY MOYE & ANTOON VAN DEN BERG

Genomlcs research

project early success of
Cobb - Hendrix alliance

It is a year since the alliance between Cobb-Vantress and Hendrix Genetics was
nnnnnnnn d, with Hybro acquired by Cobb and the $10 million genomics research program

under way In this wide-rangi q interview Jerry Moye, president of Cobb-Vantress, and
A 1to n den Berg, ¢ I f ecutive of Hendrix Genetics, give Roger Ranson their
opm n how the allia p ogressing and their hopes for the future.

in this issue
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Pesguisas em genomica de aves na
Embrapa

» Linha de pesquisa desde 99: material genético proprio como
modelo

» Carateristicas produtivas: GWAS (Unidades da Embrapa,
Esalg/USP, Unesp e Instituto Roslin)

» Miopatias peitorais: RNAseq (UPF)

» Problemas locomotores: RNAseq e Metagenoma
(University of Idaho, Unidades a Embrapa e Esalg/USP)
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1) Identificacao de genes de interesse para
avicultura

» GWAS: carateristicas produtivas de importancia economica

» Populacao Referéncia TT:
» 20 machos e 100 fémeas (1:5)
» 1400 descendentes

» Fendtipos (92 caracteristicas)
Linha paterna de frango de
» Desempenho, carcaca e cortes corte TT
, o 20 geracoes de selecao
» Peles e orgaos
» Integridade Ossea



GWAS-AVES (Embrapa e Fapesp)

» Genotipagem com Affymetrix 600K SNP chip
» ESALQ (multiuser Lab.)
» GWAS (marcadores unicos e multiplos)

» Metodologias de selecao genOmica
» Bayes A, B, C, GBLUP, SSGBLUP

Q|0 ”

» Sequenciamento completo do genoma (ESALQ) , s whe-iliamsmies

Cons AR RO REE R R R N R R

15 =0 525 530 535

» Busca por genes candidatos posicionais T e

» SNPs relevantes serao usados na selecao da linha TT
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2) Miopatias peitorais: white striping & &e

Amostras de musculo do peito de frangos comerciais
machos =

Afetados e normais

11.177 genes do total de 17.108 anotados no genoma da
galinha

1.041 Diferencialmente Expressos
8 vias metabdlicas conhecidas

» Via de sinalizacao do calcio

» Elevados niveis de calcio no tecido de aves afetadas com white
striping



3) Problemas Locomotores

» Um dos principais problemas na producéao de aves
» Perdas economicas (desempenho, qualidade das carcacas)
» Comprometimento do bem-estar animal

» Ganhos genéticos insuficientes

» Abordagens de estudo

» Necrose da cabeca do femur (FHN): RNAseq e metagenoma,
RT- PCR

» Variacdo normal de caracteristicas de integridade Ossea
(GWAS)



Estudo caso-controle

» Grande impacto na avicultura de corte

» Integracéo de diversas estratégias gendmicas:
.

biofilm “protects” abscess

Transcriptoma da placa de crescimento do fémur

Metagenoma de ossos normais e lesGes de FHN

Quantificacéo da expressao de genes candidatos
funcionais

necrosis destroys vascular supply
1 i

Normal N1




Estudo do transcriptoma
RNA-seq

» Frangos de corte comerciais
» Dols tecidos (0sso e cartilagem)
» Duas idades (21-CNPqg e 35 dias - Embrapa)

Transcriptoma da placa de
crescimento do fémur
Regides de splicing
: Isoformas
alternativo —

. Genes diferencialmente
expressos

Marcadores genéticos para a selecao

de aves com melhor esqueleto

TR —



Resultados: RNA seq - femur

» Genes diferencialmente expressos

» 11.500 genes expressos (dos 17.108 no genoma da
galinha)

» 153 DE expressos entre frangos normais e afetados

» GO: 9 processos hiologicos (P<0.05)

Smear

» HSPB1 (VEGF signaling pathway)
» COL14A1 (osteogenesis)

» CCLI8 (resposta imune)

logFC : bone normal 350.NO-bone affected 350 N1




Genes candidatos funcionais

10 animais com
FHN

*

10 animais normais

[

;

SMADI  TNFRSFIIB RUNX2 CALB1

ssion Ratio (Log2)

Expre:

Extracdo de RNA e
sintese de cDNA Andlise de
expressdo génica

0,25

0,125

» EXpressao génica diferencial do RUNX2

» 4 vezes menos expresso nos animais com FHN

t RUNX2 ' VEGF ' invasao de vasos sanguineos na placa de crescimento
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Perspectivas de aplicacao da SG

s fl Grandes investimentos em infraestrutura e metodologias
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Fortalecimento de parcerias entre instituicdes publicas e
empresas privadas

Novos direcionamentos na industria (fendtipos, bancos de
DNA, dados genotipicos)

Escolha das linhagens mais relevantes e manter o foco a
longo prazo

Recursos humanos capacitados




Obrigadal!

monica.ledur@embrapa.br




