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Topicos dessa apresentacao:

1. Introducao ao tema

2. A virada da era pré para a pos genémica

3. Selecdo Gendmica e uso de marcadores especificos

4. Os desafios para a pecuaria de corte na era pos
genomica

5. Conclusao

unesp 98 Aracatuba
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4° Workshop Precocidade Sexual

Panorama da Precocidade Sexual

(Conexao Delta G, PAINT, Nelore Brasil e CFM)

Biotecnologias aplicadas ao Melhoramento Genético

Precocidade Sexual e IATF
Papel da IA no Melhoramento Genético

Principios de Selecao Gendomica

unesp 98 Aracatuba
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* 897 racas bovinas locais adaptadas
Ambientes inospitos e diferentes, desde verdes
montanhas ate areas desertas ou com condicoes
extremas em termos de umidade, temperatura e
elevacao” (FAQO, 2007)

Conservacao / Exploracao

e

unesp 98 Aracatuba
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Domesticacao
A Primeira Biotecnologia Animal !

Inicio ha 12.000 anos atras....

I G

de Iinteresse da atualidade Yoy ] g
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Efeitos da Domesticacao:
1. Produziu excedentes alimentares
2. Permitiu expansao demografica
3. Gerou sociedades complexas e estratificadas

unesp A5 () Aracatuba




GG GGl AG GCG GG GG1 AG GCG GG GG

Demanda da sociedade por petroleo...

The role of fossil energy in the history of human civilization
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Carne
Bovina (ton)

Consumo

(kg/pessoa/ano)

GG GG

Dados referentes a carne bovina brasileira

Preco
(US$/ton)

1970

1970

1994

1.845.182

17,0

1.800

2004

2003

2006

7.774.000

33,0

1.550

+350%

+100%

-20%

Fonte: UN Food & Agriculture Organization (FAO)
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Exportacoes mundiais de carne bovina

Exportagtes Mundiais de Carne Bovina
VWorld Beet Exports
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Densidade de bovinos
por km®

Menor do que 10,00
10,01 a 20,00

20,01 a 40,00

40,01 a 60,00

60,01 = 80,00
Acima de 80,00
Area urbana
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Co-evolucao da expansao do material
geneético e de tecnologias correlatas na
pecuaria bovina no Brasil:

Desde 1500 — Importacoes oficiais e extra-oficiais
de animais vivos

§ - Karvadi e Sr. Torres




Decada de 60 — Inseminacao artificial
(maior influéncia do macho)
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Década de 70 — Transferéncia de embrioes
(maior influéncia da fémea)

OURC 'INO
Saude Animal
BIOGENESIS-BAGO
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Deécada de 80 — Programas de melhoramento
baseados em ferramentas estatisticas
(maior influéncia da dinamica populacional e interacao
com 0 meio ambiente)

e
nelore

ACNE Assaciago dos Crindores
da Nelora do Brasil

unesp 98 Aracatuba
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Decada de 90 — Producao de embrioes in vitro
(influéncia do macho e da fémea potencializados)

unesp 98 Aracatuba




Inicio do século XXI — Sexagem de embrioes
por analise de DNA (maior controle dos sistemas de

criacdo), sexagem de sémen e clonagem de
embrides (definicido e propagacao do animal “ideal”
para a cadeia produtiva)

unesp 98 Aracatuba
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Século XX| — Aplicacdo dos marcadores
moleculares as estratégias de IA, TE, FIV,

Clonagem e principamente Melhoramento Genético

oy
unesp 98 Aracatuba
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PRIMEIRO GRANDE PROBLEMA:
Definicao!!!!
O que sdo marcadores moleculares?

Quais sado os marcadores/tecnologias
disponiveis?

Quals suas vantagens e desvantagens?
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G
Marcadores moleculares sao:

G

Caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou
mais individuos e sao herdadas geneticamente.

Os tipos de marcadores diferenciam-se pela
tecnologia utilizada para revelar variabilidade do
DNA.

Variam quanto a habilidade de detectar diferencas
entre individuos, custo, facilidade de uso,
consisténcia e repetibilidade.

unesp 98 Aracatuba




Os principais tipos de marcadores
utilizados atualmente em pecuaria sao:

1)Analise das variagcdes no comprimento
de regioes de DNA tipo Microssateélite

(testes de paternidade e registro)

1)Painéis contendo diversos polimorfismos
de sitio unico (SNP) (selecao e

~einelhoramento)
&
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Aplicacoes:
1) Caracterizacao racial

2) Registro genealodgico

@ @ @ ®3) Certificacao e rastreabilidade

| g T

Alelo 3 DD
Alelo 5 DODDD

Aco 7 - P DDIDDD
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Paternidade com emprego de marcadores de DNA
microssatelite

ADL Paternidadeldd_08mai200fRundl 1
000+ A B '. F G H b K L 1
134.6 136.7 . 5 . 145.5 147.2 149.3 . 153.5 1535.6 157.2 159.8

3000 T

2000 T

D’ E ] K M
1410 143.0 145.5 147.2 149.3 151.5 153.5 155.6 2  159.8

AD3 Paternidadeldd_08mai2005Rundl 237

A B C D E
134.6 136.7 138.8 141.0 143.0

3 > AVA
Detecgéo por eletroforese usando marcacao fluorescente unesp £ Aragatuba
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SNP (single nucleotide polymorphism — polimorfismo de
sitio unico)
Mutacao pontual (troca de um nucleotideo por outro)
Polymorphism

“poly” = many "morph” = form

acggtgcct caacg
tgccacgg&Zacattgce

acggtgcat.gtgcaacg Goneral
tgccacgtacacgttgce nopulation

Troca de um “‘c¢” por um W Single nucleotide

polymorphism
(SNP)

unesp 98 Aracatuba
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Carateristicas (quantitativas) complexas

Genadtipo

Ambiente

unesp A5 () Aracatuba
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AMOSTRAS de bulbo capilar

esp S0
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SEGUNDO GRANDE PROBLEMA:

Empregar conjuntos de marcadores SNP
especificos para determinadas
caracteristicas

(via direta) ("Associacao Gendomica”)
ou

Muitos milhares de marcadores SNP
aleatorios e distribuidos pelo genoma

(via indireta) (“Selecao Gendmica”)
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|dentificacao de QTL — A decada perdida no Brasil
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(Clzan, J Dairy Sciance, 2002)
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Passos na identificagcao do marcador molecular:
A caminho da identificacdo de SNPs

) MapaFino Caracterizagio

Genomico Molecular

unespAeﬁ Aracatuba
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Era pos-genoma: da descoberta a diagnostico

Descoberta Validacao Diagnostico
»
o
)
()
>~
i
E
<C
» Basic biology of disorders, » Drug pathway validation
pathways, hormonal signaling » Drug-drug interaction
s Overall genetic functionality & « Identify specific genes of interest,
regulatory network e.g. drug pathways, etc.
« SNP/Haplotype « Focused SNPs/Haplotypes
Discovery/Mapping

=i
AVA
unesp A‘hvxev Aracatuba




Estudos de Associacao
Genoétipo x Fendétipo

Definicao: Estudos nos quais sao
utilizados mapas densos de

marcadores genéticos, objetivando
detectar associacao entre as
frequéncias dos gendotipos e
caracteristicas quantitativas e/ou
complexas
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Expectativa de obtencao de novos marcadores para:

1)Resisténcia a doencas J ™

P ALY Aracatuba
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Expectativa de obtencao de novos marcadores para:

2) Raca-especificos

Rastreabilidade,
registro genealogico,

paternidade
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Expectativa de obtencao de hovos marcadores para:

S

3) Termotolerancia

unesp 98 Aracatuba
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Expectativa de obtencao de hovos marcadores para:

4) Caracteristicas de reproducao e
fertilidade

s

unesp A5 () Aracatuba
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Expectativa de obtencao de hovos marcadores para:

5) Caracteristicas de carcaca

unesp 98 Aracatuba
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Programas de Selecao Tradicionais

» Estima o mérito genetico do animal na
populacao

» Seleciona animais superiores como pais
para a proxima geracao

. Metodologia
e
Estatistica
Pedigree

unesp 98 Aracatuba




Limitacoes das Avaliacoes Geneéticas

e Lenta!l

— Testes de progenie levam de 3-4 anos para
serem concluidos

— O touro ja tera 5 anos quando o teste estiver
concluido

 Cara!l

— Nos EUA cada touro em teste custa entre 25 e
50 mil dolares

— 1 a cada 8-10 touros € graduado
— Pelo menos 200 mil dolares/touro

S
@7 unesp 98 Aracatuba
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Construindo uma caixa preta melhor

Gendétipo!!

Fenétipo??

Novo e melhorado!

DEP GenOmica

SO tub
unespAeAe Aracatuba
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Selecao Genomica (SG)

30 pares 22 000 genes

cromosso

Hikd:
i i .

Blocos de SNP formam

haplétipos que predizem o
meérito genético

O conceito de SG mapas genéticos de alta
resolucdo (50K SNPs) para segmentar o genoma
em pequenos fragmentos e estimar a contribuicao
Sl de cada um deles (haplétipos) para o mérito

g en éti co unesp ﬁ;fev Aracatuba
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Selecao Genomica (SG)

Definicao: Selecado simultanea para varios
(dezenas ou centenas de milhares) de marcadores
cobrindo de modo denso todo o genoma, de tal
forma que todos os genes estejam em
desequilibrio de ligacao com pelo menos alguns
desses marcadores

Conceito apresentado

por Meuwissen et al. (1991)

"
o a b + .-

unesp 98 Aracatuba
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O Genoma Bovino

Matcoial Institures of Health

Cowabunga!
Scientists to Star

MNHGRI Approves

BETHESDA, Md., Marct ' :l today gave its
provisional go-a t to generate

ead benefits f.E. i
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Estruturacao do “material genético” (GENOMA)
dentro de uma célula bovina
(“caixa preta” aberta)

3 x 10° pares de bases
(3.000.000.000)

22.000 genes

30 pares de cromossomos
(2n = 60)

Sequencia completa
publicada
(www.bovinegenome.org)

unesp 98 Aracatuba




Consorcio SNP Bovino

* 60,000 Bead lllumina iSelect® assay

— USDA-ARS Beltsville Agricultural
Research Center: Bovine Functional
Genomics Laboratory and Animal
Improvement Programs Laboratory

— University of Missouri
— University of Alberta

— USDA-ARS US Meat Animal Research
Center

* |nicialmente 60,800 beads — resultaram

em 54,000 SNPs

v
et
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Gene “chip” bovino (54.000 SNPs)

sonoonoo 1SS nnnn Fa mm n o e

AVA
unesp Avexev Aracatuba




Repetibilidade do ensaio

Dois laboratorios analisaram os mesmos
46 touros

38,416 SNP

— Cerca de 1% de genotipos perdidos em cada
laboratorio

Alta Fidelidade!!

— 99.997% concordancia

— <0.003% SNP conflito

— => Média de 0.9 SNP erro por animal
— Entre 0 e 7 SNP discrepantes

s &) N\
$9iv Aracatub
N unesp S Aragatuba
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BovineSNP50 - Diversidade

Netherlands %,
%

Be/q; - . ov w2
Qian B/ __ : - /\S 0“\3“\n Italy

Lincoln Red{ - } RO magnod
Shorthorn —::::"_____7'_ — = 3 .
Maine Anjou-: 7 Marchigiana

Norwedi@” Rediz=— Al = .., Pakistan

& India
British 7 4 } Bos

i

Isles %" 7 naieus
N S

4, 75 Western

% 9@0 East Africa

% .
%  Asia 1

>

Channel New World
Islands Spanish

Decker et. al (U. MO - 2009) — soon to be in PNAS
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enomica de alta

- Bos taurus taurus (Domestic cattle) Bovidae
—————"""1Bos taurus indicus (Zebu cattle)
86/ 2%———"7 Bos gaurus (Gaur)

L1007 805 javanicus (Banteng)
Bison priscus
] Bison bison (North American bison)
<] Bos grunniens (Yak)

Syncerus caffer (Cape buffalo)

Syncerus caffer nanus (Congo buffalo)

Bubalus bubalis (Water buffalo)

Tragelaphus strepsiceros (Greater Kudo)

Taurotragus oryx (Eland)

Tragelaphus scriptus (Bushbuck)

10 Tragelaphus angasii (Nyala)
L1007 Tragelaphus imberbis (Lesser Kudo)
100 —— Baselaphus tragocamelus (Nilgai)
1 Nanger soemmerrnngii (Soemmerring's gazelle)

Nanger dama (Dama gazelle)
Gazella granti (Grant's Roosevelt gazelie)
Gazella thomsoni (Thomson's gazelle)
Gazella spekei (Speke's gazelle)
Gazella subgutturosa (Persian gazelie)
Antilope cervicapra (Black buck)
Antidorcas marsupialis (springbok)
Ourebia ourebi (oribi)
Raphicerus campestris (steenbok) .
Sylvicapra grimmia (Duiker) <+— Cephalopinae
Aepyceros melampus (Impala) 4—Aepycerot|nae
Oryx beisa (East African oryx)
Oryx gazella (Gemsbok)
Oryx dammah (Scimitar horned oryx)
Oryx leucoryx (Arabian oryx)
Addax nasomaculatus (Adax)
Hippotragus equinus (roan antelope)
Hippotragus niger (Sable antelope)
Damaliscus korrigum jimela (Topi)
Damaliscus lunatus ( Tojur)
Damaliscus dorcas phillipsi (Common Blesboc)
Sigmoceros lichtensteinii (Lichtenstein's hartebeest)

-Alcelaphus buselaphus jacksoni* (Jackson's hartebeest)

seuinog

seuidojuy

Connochaetes taurinus (blue wildebeest)
Connochaetes gnou (black wildebeest)
Ovis aries (Domestic sheep)

Ovis canadensis (Big horn sheep)

Capra ibex (lbex)

QOreamnos americanus (Mountain goat)
Rupicapra rupicapra (Chamois)

Ovibos moschatus (Muskox)

Kobus ellipsiprymnus ellipsiprymnus (Common Waterbuck)
Kobus leche leche (lechwe)

Redunca arundinum (southern reedbuck)

Redunca fulvorufula* (mountain reedbuck)
Pelea capreolus (common rhebok)
Rangifer tarandus (Caribou)

QOdocoileus virginianus (White tail deer)
Alces alces (Moose)

Cervus nippon (Sika deer)

Cervus canadensis (Rocky Mountain elk)
Dama dama (Fallow Deer)

Axis axis (Axis deer)

Giraffa camelopardalis tippelskirchi (Giraffe) Giraffidae

100 —— Antilocapra americana (Pronghorn antelope) Antilocapridae

aeupunpayaeunden aeuyde|aojysnydojeyden

Cervidae

When compared to m Newly hypothesized relationship
supermatrix analysis  ® Improvement in bootstrap support >10%
of Marcot (1) W Improvement in bootstrap support >5%
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BovineSNP50 — Defeitos Genéticos

* Forte "assinatura” de haplotipo entre 112

e120 Mb compreendendo cerca de 140
marcadores no S0K SNP chip

Red Angus: 6 Cases 106 C: Is : Allele Fr

q y Comparison

-log10(P-Value)

CTTOR I

} S

AVA
Chromosome “nesp Av%xev Ara!;atuba



Projeto Pioneiro
Holandés — USDA

2560 touros para computar predicoes (Preditores)

Nascidos entre 1994 e 1996
Ancestrais nascidos entre 1953 e 1993

659 touros para testar a confiabilidade (Preditos)

Nascidos entre 2001 e 2002




Population Structure - Holstein Genome Selection

B Hiztoric Bulle

O pradictor Bulls

[0 Gap Bulla

[ Pradicies Sull=

. Unproven Snbmals

2 e By FE

= =
- - -

Birth Year

unesp A5 () Aracatuba
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Melhoramento Tradicional
X
DEP GenOmica
X

Teste de Progeénie

Tahle 1. Estimated accuracies for published genetic evaluations hy trait.

Pedigree

Information Only Genomic Prediction Progeny Test

Milk
Productive Life

somatic Cell Score

Daughter Pregancy Rate
Udder Depth
Net Merit

&j@j} Program for Genetic Advancement and PGA of Select Sires Inc.




G

GG GGl AG GCG GG GG1 AG

Animais Testados (n=22,344%)

2500

GG
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2000 ® Predictee
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1000
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Year of Birth

* Na América do Norte até fevereiro de 2009

unesp &% Aracatuba
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Desenho Experimental SG

Touros nascidos 4,422 1,149 225
<2000

Vacas com dados 947 212
Total 5,369 1,361 225
Preditos:

Touros 2,035 388 118
nascidos>2000

Dados de usados para predicao independente de dados de

oy
unesp 98 Aracatuba
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Confiabilidade do Ganho' por Raca

Net merit 24
Leite 26
Gordura 32
Proteina 24
Gordura% 50
Proteina % 38 29

1Ganho sobre a confiabilidade média dos pais ~35%
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Importancia de Genotipar mais animais
Ganhos reais e preditos para 27 caracteristicas e Net Merit




“*Assinaturas” de
selecao

* 40 anos de selecao artificial para alta
producao de leite - grandes alteracoes no
genoma em varios cromossomaos

* Maior parte dos SNPs afetados pela selecao -
efeitos importantes nas caracteristicas de
producao de leite.

» Selecao para aumento do leite - aumento dos
alelos que reduzem fertilidade

&) e
N unespAﬁe Aracatuba
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Tendéncia Genética - Leite

1000 -
Phenotypic base = 11,638 kg

o
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1960 1970 1980 1990 2000

Holstein birth year
George Wiggans - USDA
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1960 1970 1980 1990

Holstein birth year
George Wiggans - USDA
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E agora?

Quais as proximas etapas no
gado de leite (e de corte.....)7

unesp A5 () Aracatuba




SNP

— 96, 384, 768, SNP....

— Testes de paternidade

— Rastreabilidade

* Do pasto ao prato.....

— Predicao Genética

 Acuracia intermediaria

unespA%Ae Aracatuba




Teste de baixa densidade de
SNP

* O que ¢ baixa densidade?
— Hoje: 96, 384

— Em breve: 1,000-2,000
—1-2 anos: 50.000

* Densidade dependera do custo
* Tecnologia esta mudando rapidamente
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Teste de baixa densidade de
SNP

» Paternidade, identificacao e
rastreabilidade

— 96 marcadores selecionados do

BovineSNP50

— Modular para ser incorporado a outros testes

— Expectativa de criar um painel internacional
de fato

« Coordenacao entre a ISAG e grupos europeus

oy
unesp 98 Aracatuba
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Teste de baixa densidade de
SNP

288 marcadore
Netmerit

e)

-log10(Additive Model P-Valu

Acuracia inter

Custo propostc

Questoes:
— Maximo poder preditivo
— Multiplos SNP (em LD) associados com uma

regiao
AVA
unesp AV%Z#V Aracatuba




Teste de baixa densidade
de SNP

* Melhorar ou substituir o pedigree

» Selecao Gendmica de baixo custo

Leva em conta a heranca Mendeliana
recebida dos pais

— Habillita ou melhora a predicao genética onde
0 pedigree edesconhecido ou incorreto
» Paises em Desenvolvimento (Africa)

« CondicOes de manejo extensivo




Pedigree Genotipico

— 121101011110
— 111211120200 —

101121101111

122221121111 —
— 101101111102

— 011111012011 —

— 121120011010

4d v oo
nnon

o“é"“
(}((L

%
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De volta aos haplotipos

Pares de dados genotipicos desordenados
1112111202200

agatagacagac

Ctgtctgcagac

Cada alelo é determinado a um cromossomo

agg¢tatacagac
c tatcggcagac




Pedigree Genotipico

122221121111 —

— 111211120200 —

— 011111012011 —

121101011110

101121101111

101101111102

121120011010

unespA%Ae Aracatuba
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Pedigree de SNPs

atagatcgatcg
— . ctgtagcttagg
ctgtagcgatcg
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Pedigree Haplotipico
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Haplotipos

 Levara ao aumento da acuracia da
predicao genética
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Pedigree Genomico
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Problemas...

Determinacao de haplotipos demanda de
grande capacidade computacional

— Aumenta exponencialmente numero de
animais e loci

Dados de SNP de alta densidade gerarao
problemas

* Aprimoramento dos genomas

» Geracao de mais sequencias de outros
bovinos
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Sequenciamento de DNA em bovinos

* Sera possivel sequenciar o DNA de todos
os touros em 1-3 anos?

— Eck et al. cobriu 8X touro Fleckvieh — 2.44
milhdes SNP

— Lewin et al. sequenciou touro Holandés (12X)

& filho (6X) - identificou >600,000 SNP

— USDA, ARS gerou 20X do touro Holandés
mais popular - Blackstar

— UNESP/USDA sequenciando Genome do
Zebu (Nelore) . Meta: montagem de novo e
comparacao com taurino




Sequenciamento de DNA em bovinosf. +&

* “Haplotipagem” seria mais pratica com
dados de sequéncias de DNA?
— Alelos raros ajudam a identificar a fase

* O “final” da estoria se dara quando dados
de sequéncia de DNA forem gerados a
partir de TODO o material genetico de um
unico individuo

oy
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A Nova Era.....
Sequenciamento Completo

Sequencers step up to
the speed challenge

Infuture, hospitals should be able to sequence patient DNA swiftl,

Step up: thés machine from 454 Lite




Reducao de custo e velocidade da tecnologia

Numero de criarao novas oportunidades

amostras por
estudo

10,000s | New opportunity in personalized medicine
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Custo para re-sequenciar o genoma
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Trabalhos em andamento.....
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Conclusoes m m cmm
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* Genotipagem de SNPs esta
revolucionando a bovinocultura de leite

— Corte...seguira a tendéncia...talvez diferente!

— Haplotipos?
» Painéis de baixa densidade?
* Paineis de mais alta densidade permitirao
maior comparacao entre racas

* Sequenciamento completo de animais
importantes sera o ponto final!
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