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Sequenciamento de DNA de nova geracao e suas aplicacfes na gendmica de plantas

Next generation DNA sequencing and its applications in plant genomics

Mayra Costa da Cruz Gallo de Carvalho' Danielle Cristina Gregorio da Silva"

-REVISAO BIBLIOGRAFICA -

RESUMO

As plataformas de sequenciamento de nova
geracdo sdo uma alternativa poderosa para estudos de
gendmica estrutural e funcional. Na genémica de plantas, os
trabalhos com as novas plataformas tém sido destinados ao
sequenciamento de transcritos, ressequenciamento ou
sequenciamento de novo de genomas plastidiais. Neste trabalho,
sdo detalhadas as tecnologias das plataformas mais utilizadas
atualmente, bem como é revisada a aplicacdo dessas
tecnologias na gendmica estrutural e funcional de plantas.

Palavras-chave: leituras curtas, ressequenciamento,
sequenciamento de novo, gendémica
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ABSTRACT

The next-generation DNA sequencing technologies
are a powerful alternative to studies in structural and functional
genomics. In plant genomics studies, the work with these new
platforms has been used for the sequencing of transcripts, re-
sequencing, and the de novo sequencing of plastid genomes.
This research details the technological principles of the next-
generation DNA sequencing platforms most used and reviews
its application in structural and functional plant genomics.

Key words: short reads, res-sequencing, de novo sequencing,
plants structural genomics, plants transcriptomics,
functional genomics.

INTRODUCAO

As novas tecnologias de sequenciamento,
denominadas de tecnologias de sequenciamento de
nova geracdo, comegaram a ser comercializadas em 2005
e estdo evoluindo rapidamente. Todas essas
tecnologias promovem o sequenciamento de DNA em
plataformas capazes de gerar informac&o sobre milhdes
de pares de bases em uma Unica corrida. Dentre as
novas plataformas de sequenciamento, duas ja
possuem ampla utilizagdo em todo o mundo: a
plataforma 454 FLX da Roche e a Solexa da Illumina.
Outros dois sistemas de sequenciamento que comegam
a ser utilizados séo a plataforma da Applied Biosystems,
denominada SOLiD System, e o HeliscopeTrue Single
Molecule Sequencing (tSMS), da Helicos. Essas novas
plataformas possuem como caracteristicas comuns um
poder de gerar informacdo muitas vezes maior que o
sequenciamento de Sanger, com uma grande economia
de tempo e custo por base para o sequenciamento.
Essa maior eficiéncia advém do uso da clonagem in
vitro e de sistemas de suporte solido para as unidades
de sequenciamento, ndo precisando mais do intensivo
trabalho laboratorial de producdo de clones
bacterianos, da montagem das placas de
sequenciamento e da separacdo dos fragmentos em
géis. A clonagem in vitro em suporte solido permite
que milhares de leituras possam ser produzidas de uma
sO vez com a plataforma 454, Solexa ou SOL.D.
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Pirosequenciamento e a tecnologia 454

O sistema 454 foi a primeira plataforma de
sequenciamento de nova geracédo a ser comercializada.
A plataforma 454 realiza o sequenciamento baseado
em sintese, o pirosequenciamento (RONAGHI et al.,
1998). A leitura da sequéncia nesse sistema € realizada
a partir de uma combinac&o de reacdes enzimaticas que

se inicia com a liberagdo de um pirofosfato, oriundo da
adi¢do de um desoxinucleotideo a cadeia. Em seguida,
esse pirofosfato é convertido para ATP, pela ATP
sulfurilase, sendo este utilizado pela luciferase para
oxidar a luciferina, produzindo um sinal de luz (Figura
1) capturado por uma cadmera CCD (charge-coupled
device) acoplada ao sistema.
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Figura 1 - Resumo ilustrativo do sequenciamento na plataforma 454. O sequenciamento é dividido em
trés etapas: (a) preparo da amostra, (b) PCR em emulséo e (c) Sequenciamento. (a) O DNA
é fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em suas extremidades. Os fragmentos
A/B sdo selecionados para o sequenciamento. (b) Os fragmentos sdo ligados as microesferas
magnéticas por meio do pareamento com sequéncias curtas complementares presentes na
superficie da microesfera. Apenas um unico tipo de fragmento se liga a uma determinada
microesfera. As microesferas sdo capturadas individualmente em goticulas oleosas onde a
PCR em emulséo ocorre. Milhares de copias do fragmento alvo sdo produzidas nessa fase. (c)
As microesferas ligadas as sequéncias alvo fita simples sdo capturadas individualmente em
pocos no suporte de sequenciamento. S&o fornecidos os reagentes para a reacdo de
pirosequenciamento, e o sinal de luz emitido é identificado a cada base incorporada, em cada
pogo de sequenciamento.
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O sistema requer que o DNA seja
mecanicamente fragmentado em sequéncias de 300 —
800pb, transformado em fragmentos abruptos
fosforilados e ligado a adaptadores de sequéncia
especifica (Figura 1). Abiblioteca de DNA da amostra é
ligada a adaptadores A e B nas extremidades 3’ e 5’ dos
fragmentos, respectivamente, os quais sdo utilizados
nas etapas posteriores de isolamento dos fragmentos
(A-B) e amplificacdo e nas reacGes de sequenciamento.
O adaptador B possui biotina ligada a extremidade 5°, 0
gue permite o isolamento dos fragmentos ligados ao
adaptador A na extremidade 3’ e adaptador B na
extremidade 5’ na amostra. Somente os fragmentos A-
B sdo eluidos na reagdo de purificagdo e séo
especificamente ligados as microesferas que carregam
varias cOpias da sequéncia complementar exata ao
adaptador B de um Unico fragmento (MARGULIES et
al., 2005). O outro adaptador € utilizado no anelamento
do primer que inicia a reacdo de sequenciamento. As
microesferas ligadas aos fragmentos Unicos de fita
simples sdo entdo emulsionadas em uma mistura de
agua e 6leo com reagentes de PCR para amplificagao
clonal do fragmento fita simples em cerca de 1 milh&o
de copias. Na PCR em emulsdo, o éleoc em solugao
aquosa forma micelas, nas quais as microesferas séo
capturadas. Cada micela funcionard como um
microrreator, produzindo muitas cdpias idénticas de um
mesmo fragmento isoladamente em um microssuporte
(DRESSMANETAL., 2003).

Apo6s a PCR de emulsdo, as microesferas
ligadas aos fragmentos de fita simples sdo depositadas
em pogos distintos em uma placa de silica onde os
reagentes para o sequenciamento sdo distribuidos. As
reacOes de sequenciamento ocorrem em cada pogo,
para um Unico tipo de fragmento ligado a microesfera,
n&o havendo, portanto, competi¢do por reagentes com
outros fragmentos da biblioteca. A placa de
sequenciamento ¢ dividida em 1,6 milhdes de pogos
com diametro suficiente para alojar uma Unica
microesfera (Figura 1).

A placa de sequenciamento € inserida junto
ao sistema optico de leitura no equipamento. Os
reagentes e as solucdes de sequenciamento sdo entdo
distribuidos por toda a placa a cada ciclo para obtencao
do sequenciamento paralelo dos 1,6 milhdes de pocos.
O sequenciamento é realizado em ciclos, e a cada ciclo
um tipo determinado de nucleotideo é adicionado a
reacdo. Se o nucleotideo adicionado for incorporado a
sequéncia em sintese, um sinal de luz é emitido, sendo
a intensidade desse sinal um reflexo do nimero de
nucleotideos desse tipo especifico que foram
sucessivamente incorporados na molécula. Como o
nucleotideo que é adicionado a cada ciclo é conhecido,

o sinal de luz emitido pode ser diretamente utilizado
como informacao de sequéncia (RONAGHI, 2001).

Os fragmentos sequenciados nessa
plataforma passam por sistemas de analise de qualidade
em que sequéncias distintas oriundas do
sequenciamento de uma Unica microesfera sao
eliminadas, bem como as leituras em que a sequéncia
inicial TCGA (quatro primeiros nucleotideos dos
adaptadores) ndo aparece. As leituras produzidas
possuem geralmente cerca de 250pb, o que representa
um comprimento de leitura muito menor que o produzido
pelo sistema de Sanger (~700pb). A Roche divulgou
recentemente o langamento da série Titanium de
pirosequenciamento, em que leituras maiores que 400pb
sdo conseguidas. Esse aprimoramento das leituras
advém de otimizagfes nas reagdes quimicas do
pirosequenciamento, as quais reduzem o ruido de fundo
e aumentam o nimero de leituras por corrida, e do novo
desenho do suporte de sequenciamento
(PicoTiterPlate), o qual agregou duas mudancas
principais: 0 uso de uma estrutura metalica, permitindo
leituras mais acuradas, e esferas ainda menores,
aumentando, tanto o tamanho das leituras, quanto o
numero de leituras por corrida (ROCHE, 2008). O maior
tamanho das leituras e a grande capacidade de gerar
informacdo tornam o processo de montagem mais facil
num projeto de sequenciamento de novo
(sequenciamento de genomas desconhecidos) e
permite trabalhar com coberturas gendmicas mais
amplas, favorecendo o processo de montagem. Além
disso, pelo fato de ndo envolver clonagem bacteriana,
a representacao do genoma € bem mais fiel, de forma
que sequéncias dificeis de clonar e manter em
bibliotecas genémicas podem ser acessadas.

Genomas pequenos, como os de bactérias e
de alguns eucariotos, podem ser facilmente montados
usando a plataforma 454. Com relagdo as demais
tecnologias de sequenciamento da segunda geragéo,
a plataforma 454 é a que produz as maiores leituras e
por isso tem sido mais utilizada, inclusive para o
sequenciamento de genomas eucariotos (WICKER et
al., 2009). Outra limitac&o importante da plataforma 454
é a baixa eficiéncia na determinac@o de homopolimeros.
Como aintensidade do sinal de fluorescéncia relaciona-
se ao numero de vezes que um determinado nucleotideo
foi incorporado a sequéncia, a determinagdo precisa
de sequéncias em que um Unico nucleotideo é repetido
mais de trés vezes torna-se imprecisa. O custo do
sequenciamento com essa plataforma € superior ao
custo das plataformas Solexa e SOLID (Tabela 1), mas,
nos casos em que a producdo de leituras maiores é
necessaria, a plataforma 454 deve ser a melhor opcéo.
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Tabela 1 - Resumo das principais caracteristicas técnicas das plataformas 454 GS-FLX, Solexa e SOLID e laboratérios no Brasil que ja
adquiriram essas novas plataformas. A duracdo da corrida inclui o tempo para o preparo, a leitura e 0 processamento das
amostras; o custo da corrida e o valor do equipamento sdo fornecidos na capacidade maxima do equipamento.

Corrida

Custo

Plataforma

Acuréacia (%)  Laboratorio**

Informagéo . Equipamento
(Gb) Duracéo (dias)  Reads (pb) USs) Base (U$)
-LNCC
GS-FLX Titanium 0,5 3a4 Até 400 531.500 10.000 99,5
- 1Q-USP
Genome analyzer 5 25-35 430.000 6.250 985 - Nenhum
(Solexa)
- Fiocruz
SOLID System 25 4-12 35-50 599.000 10.000 99 - Instituto Ludwig

- UFPA

*Valores cotados em janeiro de 2009.
**Pesquisa realizada em janeiro de 2009.

Plataforma Solexa

O sequenciamento na plataforma Solexa,
assim como 0 sequenciamento de Sanger, é realizado
por sintese usando DNA polimerase e nucleotideos
terminadores marcados com diferentes fluor6foros. A
inovacdo dessa plataforma consiste na clonagem in
vitro dos fragmentos em uma plataforma sélida de vidro,
processo também conhecido como PCR de fase sélida
(FEDURCO et al., 2006; TURCATTI et al., 2008). A
superficie de clonagem (flow cells) é dividida em oito
linhas que podem ser utilizadas para o sequenciamento
de até oito bibliotecas. Em cada linha, adaptadores sao
fixados a superficie pela extremidade 5’, deixando a
extremidade 3’ livre para servir na iniciacdo da reacdo
de sequenciamento dos fragmentos imobilizados no
suporte por hibridizag8o (Figura 2).

Os fragmentos de DNA da amostra séo
também ligados aos adaptadores em ambas as
extremidades, o que permite sua fixacéo ao suporte de
sequenciamento por hibridizacdo a um dos adaptadores
fixados (Figura 2). No primeiro ciclo de amplificagéo,
nucleotideos ndo marcados sdo fornecidos para que
haja a sintese da segunda fita do fragmento imobilizado
no suporte. A alta densidade de adaptadores no suporte
facilita a hibridizacio do adaptador livre dos fragmentos
imobilizados a sua sequéncia complementar fixa perto
do clone inicial durante o ciclo de anelamento. Apés o
ciclo de anelamento, o fragmento forma uma estrutura
em “ponte” na superficie de sequenciamento e a
extensdo ocorre, formando a fita complementar também
em “ponte”. No ciclo de desnaturacédo, as fitas séo
separadas e linearizadas. Esses ciclos sdo repetidos 35
vezes e assim as cerca de mil copias geradas de cada
fragmento nessa PCR de fase solida permanecem
préximas umas das outras, formando um cluster de

sequenciamento. Etapas de desnaturacdo sdo
necessarias para a separacao dos duplex formados e,
nos préximos ciclos de amplificagdo, nucleotideos
terminadores marcados sdo fornecidos para as reacées
de sequenciamento que ocorrem dentro de cada cluster.
A alta densidade dos clusters de sequenciamento
possibilita que o sinal de fluorescéncia gerado com a
incorporagdo de cada um dos nucleotideos
terminadores tenha uma intensidade suficiente para
garantir sua deteccdo exata. Até 50 milhdes de clusters
podem ser produzidos por linha, correspondendo auma
representacdo satisfatdria da biblioteca. Apds a
incorporacdo de cada nucleotideo no fragmento em
sintese, a leitura do sinal de fluorescéncia é realizada.
Em seguida, ocorre uma etapa de lavagem para remogéo
dos reagentes excedentes e remogdo do terminal 3’
bloqueado e do fluoréforo do nucleotideo incorporado
no ciclo anterior para que a reacdo de sequenciamento
prossiga. A leitura das bases é feita pela andlise
sequencial das imagens capturadas em cada ciclo de
sequenciamento. Em geral, leituras de 25-35 bases séo
obtidas de cada cluster (SHENDURE & JI, 2008).

Plataforma SOLID (Sequencing by Oligonuclotide
Ligation and Detection)

No sistema SOLiD (MCKERNAN et al.
2006), diferentemente dos demais processos, a rea¢do
de sequenciamento é catalisada por uma DNA ligase, e
ndo uma polimerase. O DNA alvo é mecanicamente
fragmentado em um sonicador em fragmentos de 60-
90pb, para as bibliotecas de tags Unicas, ou 1-10Kb,
para as bibliotecas de tags duplas (mate-pair). Os
fragmentos de 60-90pb séo diretamente ligados a
adaptadores universais (P1 e P2) em ambas as
extremidades. Ja nas bibliotecas mate-pair, a
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Figura 2 - Representagdo esquematica do principio tecnolégico da plataforma
Illumina. O DNA é fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores
A e B em ambas as extremidades (A). As moléculas de DNA fita
simples séo aderidas por afinidade ao suporte sélido onde estdo também
aderidos em alta densidade oligonucleotideos complementares aos
adaptadores A e B (B). Durante a etapa de anelamento (C), no primeiro
ciclo de amplificagdo da PCR em fase sélida, o adaptador da
extremidade livre da molécula aderida ao suporte encontra seu
oligonucleotideo complementar no suporte, formando uma estrutura
em ponte. Uma vez fornecidos os reagentes necessarios, a PCR é
iniciada utilizando a extremidade 3’ livre do oligonucleotideo como
primer (C e D). Na etapa de desnaturagdo (E), a “ponte” é desfeita
mediante elevacdo de temperatura. Repete-se a etapa de anelamento
(F), formando novas estruturas em ponte e iniciando um novo ciclo
de amplificagdo. Ap6s uma série desses ciclos, serdo obtidos clusters
de moléculas idénticas ligadas ao suporte (G). Com a incorporacgéo de
nucleotideos terminadores marcados e excitagdo a laser (H), é gerado
sinal, o qual é captado por dispositivo de leitura e interpretado como
um dos quatro possiveis nucleotideos componentes da cadeia (I). O
processo de incorporagdo de nucleotideo marcado, excitagédo e leitura
é repetido para cada nucleotideo componente da sequéncia (J, K). A
leitura é feita de forma sequencial, o que permite a montagem da
sequéncia completa de cada cluster (L).

fragmentacdo resulta na producéo
de um continuo de fragmentos de 1
a 10Kb, que sdo visualizados em gel
para selecdo da faixa de tamanho de
interesse. Uma vez selecionados, 0s
fragmentos séo ligados aos mesmos
adaptadores P1 e P2, mas sdo
circularizados e clivados com uma
enzima de restricdo que reconhece
seu sitio no adaptador e cliva
adiante, liberando fragmentos
formados por: 27 bases de uma
regido, mais a sequéncia dos
adaptadores e mais 27 bases
adicionais de outra regido que esta
separada da primeira pela distancia
utilizada no intervalo de selecéo dos
fragmentos.

O adaptador P1 ¢
utilizado no anelamento do primer
da PCR de emulsdo. Aamplificacdo
da biblioteca na plataforma SOLIiD
permite, da mesma forma que na
plataforma 454, a ligacdo dos
fragmentos por hibridizacdo com
sequéncias complementares aos
adaptadores fixos a microesferas
metalicas que sdo capturadas nas
micelas da PCR de emulsdo (Figura
3). As bibliotecas resultantes contém
milhGes de moléculas Unicas
representando a sequéncia alvo
inteira. As esferas sdo ligadas
covalentemente a uma lamina de
vidro com uma substancia
desenvolvida pela Applied
Biosystems que leva a ligacdo
covalente das microesferas. Em cada
corrida, s&o utilizadas duas laminas
ou chips, cada um com capacidade
atual para 100 mil microesferas. Um
aspecto interessante desse
equipamento é que, embora as
microesferas sejam aleatoriamente
distribuidas sobre o chip, cada chip
pode ser dividido em oito areas, as
quais podem entdo ser utilizadas na
analise de oito bibliotecas diferentes.
Alternativamente, é possivel adquirir
o sistema de cddigo de barras da
empresa que possibilita a
identificacdo das diferentes
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Figura 3 - Plataforma SOLID. Os fragmentos de DNA sdo gerados e ligados ao adaptador P1 que se liga especificamente a uma
microesfera. O sequenciamento ocorre por hibridizacéo de sondas fluorescentes com o alvo em cinco etapas distintas.
Na primeira etapa, o primer (n) é utilizado, liberando as primeiras bases da sequéncia alvo para hibridizacdo com a
sonda. Uma das sondas do pool encontrara similaridade ao alvo ligando-se a ele. O sinal de fluorescéncia é lido, e as trés
Gltimas bases da sonda, incluindo o fluordéforo, sdo removidas. Inicia-se o segundo ciclo de hibridizagdo e assim
sucessivamente, até que o alvo seja todo coberto (35pb). A sequéncia fita dupla é desnaturada, e uma nova etapa de
sequenciamento é iniciada com o primer (n-1). Os ciclos de hibridizacdo sdo repetidos, fornecendo informacéo de
outras bases da sequéncia alvo. Novas etapas de sequenciamento com os primers (n-2), (n-3), e (n-4) sdo realizadas para
que toda a sequéncia alvo seja determinada. Todas as combinacdes possiveis de dinucleotideos sdo marcadas nas sondas
com apenas quatro fluor6foros. Assim, duas leituras sdo necessarias de cada base para que a sequéncia do dinucleotideo
da sonda seja resolvida. Esse processo inicia-se com a identificagdo da primeira base do alvo na segunda etapa de
sequenciamento (primer n-1), que libera para hibridizagdo com a sonda uma base ja conhecida, a Gltima base do

Quadro de decodificagao

Sequencia possivel

Sequencia do alvo

amostras distribuidas sobre um mesmo chip néo
dividido com base em cinco nucleotideos especificos
(codigo de barras) que sao adicionados ao adaptador
P2. Atualmente, sdo disponiveis 20 codigos distintos,
0s quais, se usados em chips divididos, possibilitam a

analise simultanea de 320 amostras.

No analisador SOL.ID, os moldes ligados as
esferas sdo combinados aos primers universais de
sequenciamento, a enzimas ligase e a sondas (1024
sondas). O sequenciamento é dividido em etapas
distintas pelo uso do primer universal que tem n bases
na primeira etapa, n-1 bases na segunda etapa, e assim
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sucessivamente até a quinta etapa em que o primer
possui n-4 bases. Sdo também utilizadas, nas reagGes
de sequenciamento, sondas curtas (oito bases)
randdmicas marcadas com um entre quatro fluoroforos
possiveis em funcdo do tipo de dinucleotideo que
apresentam na sua extremidade 3’ (Figura 3).

As Unicas bases seletivas da sonda sdo a
primeira e a segunda; a terceira, a quarta e a quinta
base sdo degeneradas em todas as combinagdes
possiveis. As bases 6, 7 e 8 sdo inosinas que carregam
o fluoréforo marcador. Na primeira etapa, é adicionado
o primer universal completo que se anela exatamente
na extremidade do adaptador P1. A sonda que for
complementar a sequéncia alvo dentro do pool de
sondas se hibridizara com a sequéncia molde e sera
ligada ao primer universal, pela acdo da ligase. A
fluorescéncia da sonda ligada é detectada, e o
fluordforo é clivado, deixando um grupo 5° fosfato
disponivel para reacdes adicionais. No proximo ciclo,
adicionam-se novamente as sondas e a ligase para a
leitura das proximas bases seletivas. Esses ciclos se
repetem até que toda a sequéncia seja coberta. Na etapa
seguinte, o fragmento € desnaturado e adiciona-se o
segundo primer universal com n-1 bases, liberando
desde a ultima base do adaptador para o
sequenciamento. Novamente todos os ciclos com as
sondas sdo realizados e esse processo € repetido
produzindo uma leitura de 35 pb nas bibliotecas de
tags Unicas ou de 50pb nas bibliotecas mate-pair. As
cinco etapas de sequenciamento sdo necessarias
porque a cada ciclo de hibridizacdo da sonda apenas a
sequéncia do primer universal mais os grupos de
dinucleotideos marcadores das sondas que
hibridizaram séo conhecidos. Para descobrir o restante
da sequéncia alvo, sdo necessarias, portanto, outras
quatro etapas de sequenciamento usando o primer
universal para o adaptador com uma base a menos no
seu terminal 5’ a cada etapa (n-1, n-2, n-3 e n-4). Assim,
quando o primer n-1 for usado, por exemplo, a primeira
sonda a se hibridizar fornecera informagdo sobre a Gltima
base da sequéncia do adaptador e uma segunda
informac&o da primeira base da amostra e assim por
diante. Esse complexo processo ocorre sucessivamente,
proporcionando dupla leitura para cada base e, como
consequéncia, reduzindo muito a chance de erros de
sequenciamento (Figura 3).

Como cada sinal de fluorescéncia especifica
um dinucleotideo e ndo uma Uinica base, a decodificagao
dos sinais de leitura é feita combinando-se os dados
(Figura 3). As bases do adaptador P1 séo conhecidas,
0 que permite a identificacdo correta da primeira base
do fragmento durante a segunda etapa de
sequenciamento, quando se utiliza o primer com n-1

bases. Os demais sinais de fluorescéncia séo
especificados pela Unica combinagao possivel de cores
que inclui a base conhecida. Esse sistema de leitura é
muito eficiente na deteccdo de polimorfismos (SNPs),
o0s quais sdo facilmente confundidos com erros de
sequenciamento em outras plataformas. Na plataforma
SOLID, a presenca de um SNP resulta sempre em uma
das trés alteracdes previstas de dois sinais de leitura,
enquanto as demais seis alteragfes possiveis
representam erros de sequenciamento com alteragdo
de um Unico sinal. As leituras produzidas com o SOLID
apresentam acuracia muito superior as demais técnicas,
sendo perfeitamente adequadas a identificagdo de
polimorfismos genémicos reais.

As leituras curtas produzidas pela
plataforma SOLID foram utilizadas no sequenciamento
de novo somente no caso de bactérias e com a
producdo de bibliotecas mate-pair (DURFEE et al.,
2008). No entanto, a alta eficiéncia e sensibilidade da
plataforma, aliadas a possibilidade de analisar 320
amostras distintas em uma Unica corrida, tornaram a
plataforma SOLID destinada principalmente aos
estudos de transcritbmica (CLOONAN et al., 2008;
PASSALACQUA tal., 2009; TANG etal., 2009).

Genomas de plantas e as novas plataformas de
sequenciamento

Para espécies vegetais com genomas
desconhecidos, a utilizacdo das novas plataformas de
sequenciamento é ainda limitada. O tamanho das
leituras produzidas € incompativel com a montagem
dos genomas nucleares gigantescos e altamente
repetitivos das plantas. Os poucos trabalhos realizados
tém sido destinados ao sequenciamento de transcritos,
ressequenciamento e sequenciamento de novo de
genomas plastidiais, os quais sdo menores (~150Kb) e
contém pouca quantidade de DNA repetitivo.

A plataforma 454 é a mais utilizada em
plantas. O primeiro trabalho que utilizou essa plataforma
teve como objetivo avaliar o seu potencial para a analise
de genomas repetitivos, comparando resultados do
sequenciamento convencional com os obtidos para
quatro clones BACs de cevada (WICKER et al., 2006).
Os resultados mostraram que a plataforma 454 é capaz
de gerar amesma quantidade de informac&o obtida com
0 sequenciamento de Sanger com alta qualidade. No
entanto, as leituras curtas produziram de seis a nove
vezes mais “gaps”, principalmente devido a erros de
sequenciamento observados em regides de
homopolimeros. Para as regides repetitivas, as leituras
curtas s6 apresentaram problemas de montagem
quando presentes em multiplas cépias em um Unico
clone. Parte do genoma da cevada (~10% do genoma
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haploide) foi também sequenciada em uma dnica corrida
utilizando leituras ainda menores produzidas com a
plataforma Solexa (WICKER et al., 2008). Muito
importante nesse trabalho foi o desenvolvimento de
um indice matematico para predicdo e exclusdo de
regides repetitivas. A aplicacdo desse indice
possibilitou a montagem de 5.500Mb do genoma da
cevada e a identificacdo de regides desconhecidas.

O problema de gaps em regifes de
homopolimeros foi relatado também no sequenciamento
dos genomas plastidiais de Nandina e Platanus com
as plataformas 454 e Solexa (MOORE et al., 2006).
Apesar disso, uma redugdo consideravel de custo
(~$4.500 por genoma) e tempo (~2 semanas para
finalizacdo dos dois genomas) foi conseguida utilizando
o sistema GS20 de pirosequenciamento para sequenciar
99,75% de tais genomas.

Um dos trabalhos que melhor ilustra o
potencial das novas plataformas de sequenciamento
foi 0 conduzido com o eucalipto (NOVAES et al., 2008),
espécie para a qual pouca informacdo gendmica é
disponivel. Nesse trabalho, 148,4Mb de ESTs de varios
gendtipos e tecidos foram sequenciados com a
plataforma 454, gerando um ndmero maior de genes do
que o gerado por sequenciamento convencional, 23.742
SNPs altamente confidveis e, muito importante, o
enriquecimento de 37 vezes nas sequéncias de ESTs
disponiveis para o eucalipto nos bancos de dados
publicos. O sequenciamento de ESTs representa
certamente uma estratégia de sucesso para obtencao
de informacdo genémica das plantas a partir das novas
plataformas de sequenciamento. Ele reduz os problemas
de montagem associados as leituras curtas (EMRICH
etal., 2007) e pode ser ainda mais informativo, uma vez
que mais informagdo é produzida e sequéncias de baixa
expressdo sao também amostradas (ndo ha efeito de
clonagem bacteriana). Além disso, o custo do
sequenciamento de ESTs é menor com as novas
plataformas de sequenciamento, uma vez que ndo
depende da construgdo de bibliotecas de cDNA para
cada um dos tecidos amostrados. Além do banco de
ESTs do eucalipto, os bancos de milho (EMRICH et al.,
2007), Medicago sp (CHEUNG et al., 2006) e arabidopsis
(WEBER et al., 2007) também estéo sendo enriquecidos
com o pirosequenciamento.

O potencial de identificacdo de novos genes
com 0s novos sistemas de sequenciamento é
especialmente importante quando se deseja conhecer
genes funcionais em tipos celulares restritos. Nesses
casos, utilizando os métodos convencionais de
sequenciamento, um grande nimero de bibliotecas
deve ser construido e muitos ESTs devem ser
sequenciados para maximizar a chance de encontrar os

genes de interesse. Ja com o sequenciamento livre de
clonagem bacteriana, genes de células especificas
podem ser facilmente identificados, como realizado para
as células meristematicas apicais do milho, que
compdem apenas uma porcao do apice da planta. Um
total de 400 novos genes foi identificado em uma Unica
corrida na plataforma 454, sendo a maior parte deles
genes especificamente expressos nesse tecido
(EMRICHetal., 2007).

O ressequenciamento gendmico em plantas
¢ também muito informativo para estudos de
polimorfismo. Individuos variantes de arabidopsis
foram sequenciados utilizando a plataforma Solexa para
buscar variacdes genotipicas (OSSOWSKI et al., 2008).
A montagem das leituras curtas da plataforma Solexa
foi auxiliada pela informagao gendmica disponivel para
arabidopsis, e 0 sequenciamento de pequena cobertura
(11 vezes em uma Unica corrida) utilizado nesse
trabalho foi suficiente para deteccdo de delegdes,
duplicagdes e de SNPs com uma especificidade de 99%.
A plataforma 454 foi também utilizada com sucesso na
identificacdo de SNPs em transcritos das células
meristematicas apicais de milho. Em uma Unica corrida,
foi possivel identificar cerca de cinco mil SNPs validos
entre 0s 2.472 genes identificados (BARBAZUK et al.,
2007).

As novas plataformas de sequenciamento,
em um futuro bem préximo, revolucionardo o
conhecimento sobre o genoma das plantas,
principalmente no que concerne ao estudo de variantes
alélicas, SNPs, ao desenvolvimento de marcadores para
selecdo assistida e a clonagem baseada em mapeamento,
representando uma importante ferramenta no
melhoramento vegetal. Essa revolugao serd possivel
com o avanco tecnolégico das proprias plataformas de
sequenciamento, produzindo leituras maiores, avango
das ferramentas de analise de leituras curtas e
montagem de sequéncias.

O que parece estar cada vez mais evidente
é, na verdade, o potencial de uso imediato dessas
tecnologias na gendmica funcional com o estudo de
transcritomas que vdo desde organismos completos
até células individuais (ANDREAS et al., 2007; TANG
et al. 2009). Todas as plataformas de sequenciamento
da segunda geracdo podem ser utilizadas no
sequenciamento de transcritomas ou RNA-seq. Amaior
parte dos estudos de transcritbmica em plantas é
realizada utilizando os microarranjos de DNA, os quais,
além de depender de um conhecimento gendmico prévio
e de serem influenciados pelo elevado ruido de fundo,
possuem ainda uma faixa de deteccdo de expressdo
limitada quando comparada as novas plataformas de
sequenciamento (~100 vezes versus 9.000 vezes)
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(MARIONI etal., 2008; WANG et al., 2009). O grande
sucesso das novas tecnologias na transcritbmica se
deve também ao fato de que estas possibilitam a
superacao de uma das maiores limitacdes dos projetos
ESTs — a brusca redugdo no nimero de sequéncias
novas amostradas com o aumento na quantidade de
informac&o sequenciada. No estudo do transcritoma
de plantulas de arabidopsis, ANDREAS et al. (2007)
identificaram 16.000 novos ESTs ainda néo
caracterizados no dbESTs dos quais pelo menos 60
representam genes ainda ndo anotados, conferindo
maior confiabilidade aos dados principalmente com
relacdo a quantificacéo dos niveis de expressdo génica,
0s quais dependem muito do efeito de amostragem.
Um exemplo interessante do efeito de
amostragem é apresentado no estudo do transcritoma
de S. cerevisae com a plataforma Solexa
(NAGALAKSHMI etal., 2008). Um total de 66 introns
previamente identificados foram encontrados entre as
sequéncias expressas na levedura, alguns dos quais
foram tdo expressos quanto seus éxons adjacentes.

CONCLUSOES

As novas plataformas de sequenciamento
apresentam a grande vantagem de permitir um
sequenciamento altamente representativo de genomas
e/ou transcritomas em um Unico passo, 0 que €
extremamente relevante, em razdo da grande reducdo
de custo alcancada com essas metodologias. Seu
emprego tem revolucionado a transcritbmica com a
geracdo de dados altamente reprodutiveis e
informativos e com precisdo na quantificacdo de
transcritos. Em funcéo do problema da montagem das
leituras curtas produzidas por essas tecnologias, seu
uso na genémica de plantas tem sido direcionado para
0 sequenciamento dos genomas plastidiais, sequéncias
expressas, clones de interesse, ressequenciamento e
deteccdo de variantes genotipicas. Uma combinacao
de alguma dessas tecnologias a tecnologia de Sanger
poderia associar o0 baixo custo e a alta
representatividade da primeira a facilidade de montagem
do genoma da segunda, facilitando seu emprego no
sequenciamento gendmico de plantas.
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