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Resumo. Este artigo é uma revisdo das novas tecnologias disponiveis para sequenciamento de DNA e
sua aplicabilidade nos estudos entomoldgicos. O texto traz uma perspectiva histérica do assunto, as
principais plataformas disponiveis na atualidade e também informagdes de como estes instrumentos
funcionam, discutindo sua utilidade para resolver questdes como biogeografia, taxonomia e evolucao.
No passado, importantes questdes evolutivas ficavam com respostas limitadas em vdrias areas
(incluindo a entomologia), quando o cendrio envolvia organismos ndo-modelo. Os métodos anteriores
muitas vezes ndo possuiam protocolos aplicaveis as peculiaridades de cada individuo ou espécie
que permitissem recuperar a informagao contida em seus genomas a fim de resolver indagag¢des
filogenéticas e biogeograficas. Outro ponto interessante do sequenciamento de nova geracéo e
insetos diz respeito a possibilidade de recuperacdo de DNA antigo, como o contido em exemplares de
colecdes cientificas e museus. Estas novas tecnologias tornam possivel o acesso a um novo universo de
informacdes que até entdo estava inacessivel aos pesquisadores.

Palavras-chave. Interdisciplinaridade; organismos ndo-modelo; DNA fssil.

Abstract. This manuscript is a revision of the available new technologies to perform DNA sequencing and
its application in entomology studies. A historical view is presented as the currently accessible tools to study
biogeography, taxonomy and evolution. In the past, important evolutive questions were limited when non-
model organisms were involved. Previous methodologies commonly did not have protocols adapted to
single individuals or species in order to be able to recover the information behind their genomes to resolver
phylogenic and biogeographic topics. Other point related with these new sequencing technologies and
insects is the possibility of ancient DNA recovery, as the information in scientific collections and museums.
These technologies made possible to address a new informational universe that was previously inaccessible.
Keywords. Interdisciplinary approach; non-model organisms; Fossil DNA .
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Introducao

Um campo de estudo ainda jovem e em plena re-
volugdo: é assim que podemos falar da Biologia Molecular.
Quando analisamos esta drea aplicada aos estudos entomo-
légicos (particularmente com a finalidade de resolver ques-
toes de sistematica, taxonomia e biogeografia), percebemos
que este campo é ainda mais recente, mas que também estd
em franco crescimento. E justamente neste momento em
que a maijoria dos pesquisadores comeca a quebrar a barrei-
ra entre as duas dreas (entomologia e biologia molecular),
seguindo uma tendéncia cientifica mundial, a interdiscipli-
naridade, surgem novas tecnologias que os fazem reapren-
der o contetido ha tdo pouco tempo assimilado (a autora
deste texto inclusa). Faz parte da ciéncia e de ser um pes-
quisador, alids, sdo as constantes novidades e curiosidade
com o desconhecido que atrairam muitos destes pesquisa-

dores para a carreira cientifica, a necessidade de continua
adapta¢do nao é novidade. Os que mais recentemente alia-
ram dados moleculares nas suas pesquisas provavelmente
ja foram inseridos nas técnicas mais atuais e, portanto, nio
estdo passando por esta fase de transi¢do necessaria para
quem ja trabalhava com tais dados. O “Next-Generation
Sequencing” ou “Massively Parallel Sequencing” conheci-
dos pelas siglas NGS e MPS, respectivamente consistem no
sequenciamento de DNA através de milhares de leituras em
paralelo gerando milhdes de sequéncias em uma tnica cor-
rida de um equipamento automatizado. Assim, a intenc¢do
deste artigo ¢é fazer uma revisdo do sequenciamento de nova
geragdo e sua aplica¢do, particularmente nos estudos com
insetos a fim de colaborar com entomdlogos que queiram
incorporar esta nova tecnologia em seus projetos.
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Sequenciamento de DNA

Atualmente o sequenciamento de DNA (principal-
mente em humanos e em outros organismos modelo),
permite-nos vislumbrar possibilidades como a medicina
personalizada, sequenciamento completo de genomas e re-
construgao de genomas fosseis como plenamente plausiveis,
mesmo que estes termos em um passado recente fossem
considerados enredo de fic¢io cientifica.

O sequenciamento de DNA ¢ resultado de esforcos
de biologia molecular que comec¢aram a se tornar proemi-
nentes na década de 1950. No entanto, as pesquisas com o
intuito direto de sequenciamento do material genético s6
comegaram no inicio da década de 1970 comandadas por
Frederick Sanger. A equipe do Professor Sanger em 1977
publicou dois importantes trabalhos (Sanger et al.. 1977a;
Sanger et al., 1977b) descrevendo todos os procedimen-
tos necessarios para se chegar a leitura dos hoje populares
quatro nucleotideos A, C, G e T que compdem o material
genético de todos os organismos, bem como, publicaram o
primeiro genoma a ser desvendado, o fago phi X17. O prin-
cipio desta técnica perdurou por mais de trés décadas como
a Unica forma pela qual cientistas sequenciavam DNA em
seus laboratdrios, mesmo quando o processo manual pas-
sou a ser automatizado no fim da década de 1980 e inicio
da década de 1990, o método era essencialmente o mesmo.
Trata-se de um sequenciamento enzimatico baseado na in-
terrupgao da cadeia pela adi¢ao de um dideoxinucleotideo,
que nada mais é do que um nucleotideo com uma modifi-
cagio quimica: nio possui o grupo hidroxila (OH) 3°, néo
permitindo a ligagdo do proximo nucleotideo. Estes nucle-
otideos modificados sdo marcados com P32 que podem ser
visualizados através de raios-X. Assim, apds a geragdo dos
fragmentos estes eram submetidos a um gel de eletroforese
e observados em filmes de raios-X onde tinham suas sequ-
éncias determinadas (Sanger et al., 1977a). Era um processo
manual, com multiplas etapas, com as leituras realizadas a
olho nu e que deixava os cientistas constantemente expostos
aos raios-X (Mardis, 2013), mas de tamanha importancia
para ciéncia que rendeu o segundo prémio Nobel em qui-
mica para Sanger no ano de 1980. O método Sanger come-
¢ou a ganhar maior escala e populariza¢io nos laboratorios
quando em 1986 a empresa Applied Biosystems, Inc. (ABI)
iniciou a comercializa¢do de um sequenciador de DNA ba-
seado em fluorescéncia que foi desenvolvido anteriormente
por Smith et al. (1986). Neste aperfeicoamento do método, a
marcagdo com P32 foi eliminada, gerando uma grande eco-
nomia de tempo extinguindo varias etapas manuais e com
isso aumentando a acuracia ao eliminar uma das fontes de
erro. Outro avan¢o da mesma época que ndo pode deixar
de ser citado foi o desenvolvimento da Reacio em cadeia da
Polimerase (PCR) (Mullis et al., 1986). Esta técnica permite
a amplificacio de sequéncias de DNA em milhdes de copias
através de reagdes em ciclos catalisadas por uma enzima po-
limerase termoestavel, assim a quantidade inicial de DNA
usada pode ser bem menor (Mardis, 2013).

Apoés aproximadamente uma década sem grandes
revolu¢des no sequenciamento de DNA, o lancamento de
sequenciadores de capilar teve um grande impacto na area.
Estes instrumentos resolveram o problema com relagdo ao

gel eletroforético ao injetar as amostras diretamente em
uma matriz de capilares, proporcionando uma resolug¢io in-
dividual dos nucleotideos. O equipamento de maior sucesso
foi o ABI PRISM® 3700, que comegou a ser comercializado
em 1999. Este modelo, logo seguido de sua versdo poste-
rior ABI 3730, foram os principais instrumentos utilizados
no sequenciamento do genoma humano e do rato (Mardis,
2013). O projeto genoma humano foi oficialmente declara-
do finalizado em 2003, dois anos antes do previsto (Chial,
2008), mas teve seu inicio ainda no ano de 1990 (Watson,
1990), portanto, levou mais de uma década para que as trés
bilhdes de bases fossem decifradas com um or¢amento ini-
cial de também trés bilhdes de ddlares (Watson, 2001). Com
este grande salto em conhecimento e entusiasmo dos pes-
quisadores ao redor do mundo em utilizar dados gendmi-
cos, logo empresas de biotecnologia perceberam que uma
nova forma de sequenciamento mais rapida e menos laboral
seria necessdria para tornar a gendmica trivial a todos os or-
ganismos. Era o inicio de uma nova era no sequenciamento
de DNA, onde novas tecnologias passaram a ser desenvol-
vidas ndo mais por bidlogos, mas também por engenheiros,
ndo mais em universidades, mas em empresas. Isto indivi-
dualmente, resultou em uma revolugio que produziu equi-
pamentos capazes de realizarem o mesmo trabalho de trinta
mil sequenciadores dos modelos usados no inicio dos anos
2000, juntos (Schnable, 2010).

Sequenciamento de nova geragao

Em meados de 2005, apds quase trinta anos de se-
quenciamento pelo mesmo método, surgiram os primeiros
equipamentos com uma abordagem alternativa a Sanger
(Margulies et al., 2009). Uma tecnologia onde o DNA a ser
sequenciado é usado para construir uma biblioteca de frag-
mentos que possuem DNAs sintéticos (adaptadores) liga-
dos covalentemente a eles. Estes adaptadores sdo sequéncias
universais, especificos para cada plataforma, usados pela po-
limerase para amplificar os fragmentos das bibliotecas. Este
processo ocorre geralmente em uma superficie solida, seja
em vidro plano ou em volta de “beads” (microesferas mag-
néticas). Em esséncia, os instrumentos de sequenciamento
de nova geragdo conduzem a amplificacdo dos nucleotideos
e a detec¢do (o0 sequenciamento em si) em uma Unica etapa,
enquanto o método Sanger realiza os dois processos separa-
dos (Mardis, 2013). Além do baixo rendimento, o sequen-
ciamento via método Sanger, para obter bons resultados,
requer que o DNA amplificado esteja em alta concentra¢éo
(Polz and Cavanaugh, 1998) e fornece um tnico padrio de
sinal, ou eletroferograma, para cada sequéncia gerada. Am-
bas as caracteristicas diferem da tecnologia de nova gera¢éo
que pode ser conduzida com baixas concentragées de DNA
e produz milhdes de sinais em paralelo para a mesma se-
quéncia (Shokralla et al., 2014).

Outro contraste entre os dois métodos que vale ser
mencionado é o tamanho da sequéncia produzida. Enquan-
to o método Sanger (apds décadas de refinamento) produz
fragmentos com =1000 pares de base (pb) (Shendure and
Hanlee, 2008), os primeiros sequenciadores de nova geragéo
produziam fragmentos com apenas 150-200 pb (Schuster,
2007). Atualmente, o sequenciamento de nova geragdo ja
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capaz de produzir fragmentos com mais de 500 pb (Glenn,
2016). A taxa de erro no sequenciamento de nova gera¢io
que no inicio era mais elevada do que a do método Sanger,
foi sendo diminuida juntamente com o aprimoramento das
plataformas e atualmente ndo pode mais ser apontada como
uma critica as novas tecnologias (Shokralla et al., 2014).
Mas, uma das principais vantagens do sequenciamento de
nova geragao ainda nio foi mencionada: o custo. Apos o in-
vestimento inicial com um novo equipamento o custo por
megabase ¢ inferior a $ 0.10 com a possibilidade de sequen-
ciamentos completos de genomas em um periodo inferior a
uma semana (Glenn, 2016). Assim, os custos e prazos sdo
apenas uma fracdo dos necessarios para o sequenciamento
via método Sanger.

O pequeno tamanho das sequéncias produzidas ini-
cialmente aliada a necessidade de compra de novos equipa-
mentos podem ser explicagdes para a maioria dos cientis-
tas, a principio, ndo adotarem o novo método. Mesmo as
versdes iniciais da plataforma 454 (considerado o primeiro
sequenciador de nova geragdo) que facilmente geravam o
equivalente a mesma informacéo de 50 sequenciadores mo-
delo 3730XL da Applied Biosystems (método Sanger), com
apenas um sexto do custo, tiveram rea¢des surpreendente-
mente reservadas (Schuster, 2007). Na verdade, houve certa
resisténcia da comunidade cientifica em alterar a forma que
ha tanto tempo vinha sendo utilizada no sequenciamen-
to de material genético. Este fato pode ser observado pelo
reduzido nimero de artigos que utilizaram a nova tecno-
logia nos primeiros anos apos o lancamento das primeiras
plataformas. Ao invés de abragar a nova tecnologia e rapi-
damente adaptar-se para aproveitar seu enorme potencial,
muitos cientistas acostumados ao método Sanger, levanta-
ram questionamentos com relagdo a acurdcia, tamanho dos
fragmentos gerados, custo de infraestrutura ou apenas a ob-
jecao de lidar com o grande volume de dados gerados pela
nova tecnologia. Este ceticismo, que se iniciou nas agéncias
de financiamento, pode ter sido impulsionado pelo medo de
que investimentos substanciais no sequenciamento Sanger
poderiam se tornar obsoletos (Schuster, 2007).

Somente agora, mais de uma década ap6s o langamen-
to do sequenciamento de nova geragio, é que estas tecno-
logias ganham maior popularidade no meio cientifico. O
estranhamento inicial e as preocupag¢des com relagio a acu-
racia e eficiéncia ja foram superados. Cada dia mais cien-
tistas percebem que esta é uma tecnologia que esta transfor-
mando ‘o que nds pesquisamos, como nods pesquisamos e
quanto ira custar” (Glenn, 2011). Consequentemente, mui-
tos centros de gendmica tém reduzido gradualmente os seus
sequenciadores Sanger e passaram a incorporar a tecnolo-
gia NGS (Shokralla et al., 2014). O desafio agora é treinar
e formar profissionais para que o sequenciamento de nova
geracdo que ja é viavel se torne realidade como ferramen-
ta de estudos para outras areas além da genética e biologia
molecular.

Plataformas

Nesta revisdo sera usada a mesma nomenclatura pro-
posta por Glenn 2011, em que sdo chamadas plataformas de
2a geragdo as que necessitam da amplificagdo prévia de DNA

para o sequenciamento, 3a geragdo para as plataformas que
sequenciam diretamente e individualmente as moléculas de
DNA e simplesmente plataformas de sequenciamento de
nova geragio, indicadas com a sigla “NGS” para de forma
genérica fazer referéncia aos instrumentos de 2a e 3a gera-
¢do. As plataformas aqui discutidas serdo as que estdo dis-
poniveis atualmente e/ou as mais largamente utilizadas, ten-
do em vista que algumas plataformas que surgiram ja estdo
praticamente extintas ou simplesmente nio possuem instru-
mentos disponiveis para venda, como o sequenciador Heli-
cos (Nikolaki and Tsiamis, 2013). A maioria das plataformas
necessita que o DNA seja fragmentado em sequencias cur-
tas, entre 200-100 pb, e que a solugdo contenha primers ou
adaptadores, ou seja, a construgao de uma biblioteca se faz
necessaria (Glenn, 2011). Abaixo segue uma breve descri¢éo
destes equipamentos:

o 454- A primeira plataforma NGS comercialmente
disponivel foi lancada no ano de 2005, atualmente faz parte
dos equipamentos comercializados pela empresa Roche e seu
principio usa o pirosequenciamento. Esta técnica utiliza bea-
ds e inicia o processo com uma unica molécula de DNA que
¢é amplificada em uma PCR de emulséo, ap6s, as milhoes de
beads sdo transferidas para uma placa. Nesta placa cada bead
s6 encaixa em apenas uma nanofenda onde serdo sequencia-
das em paralelo. O processo utiliza uma enzima luciferase
que produz luz detectavel a cada vez que um nucleotideo é
incorporado e assim permite o sequenciamento (Margulies
et al., 2005). Em outubro de 2013 foi realizado um anuincio
pela empresa Roche comunicando que até meados de 2016
a empresa iria gradualmente descontinuar a venda de equi-
pamentos baseados em pirosequenciamento. Atualmente o
sequenciador continua anunciado no website da empresa,
mas comegam a surgir os primeiros relatos de pesquisadores
comunicando que nao hd mais a possibilidade de adquirir os
kits de reagentes para o correto funcionamento do sequen-
ciador.

o Illumina- Inicialmente langada com o nome de So-
lexa foi subsequentemente adquirida pela companhia Illumi-
na de onde vem o nome atual. O principio deste método usa
bridge PCR, onde pontes de DNA sio criadas e amplificadas
em uma superficie solida, criando agrupamentos chamados
de clusters. Os milhdes de clusters produzidos possuem,
cada um, mais de mil copias do DNA inicial que serio se-
quenciados com uma estratégia similar ao método Sanger. A
diferenca é que apenas terminadores marcados por fluores-
céncia sdo utilizados e ha a garantia de que a cada etapa so-
mente um nucleotideo é incorporado. A cada incorporagio
o nucleotideo ¢ detectado por um dispositivo de leitura que
interpreta qual a identidade do mesmo, o sequenciamento
ocorre em paralelo em todos os clusters a0 mesmo tempo
(Morozova and Marra, 2008). No inicio de 2014 a compa-
nhia anunciou um novo sistema, o HiSeq X™ Ten Sequencing
System. Este produto quebrou a “barreira do som” da gend-
mica ao se tornar capaz de sequenciar um genoma humano
completo por apenas mil d6lares gerando seis bilhdes de ba-
ses por dia, podendo sequenciar mais de 18 mil genomas por
ano. Atualmente o portfolio da plataforma Illumina é com-
posto por seis equipamentos que se diferenciam entre si na
escala e tamanho das sequéncias geradas: Illumina MiniSeq,
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[lumina MiSeq, Illumina NextSeq 500/550, Illumina HiSeq
1500/2500, Illumina HiSeq 3000/4000 e Illumina HiSeq X
Tem.

o SOLiD- No presente esta plataforma é administra-
da pela Thermo Fisher Scientific, empresa resultante primei-
ramente pela fusdo das companhias Applied Biosystems e
Invitrogen, formando a Life Technologies Corporation em
2009. Em 2014 a empresa foi adquirida pela Thermo Fisher
Scientific, por este motivo ainda é comum encontrarmos no-
mes de diferentes empresas associadas a esta plataforma. A
tecnologia SOLID também faz uso das beads, mas aqui elas
sao inseridas diretamente em chip onde ocorre a leitura das
sequéncias. Estes chips podem ser divididos em oito dreas,
permitindo a anélise de oito bibliotecas simultaneamente.
Outra diferenca é que as bases sdo determinadas por meio
de ligacdo, ou seja, a enzima utilizada é uma DNA ligase ao
invés da conhecida DNA polimerase (Glenn, 2011). Atual-
mente o alto custo para aquisi¢do e a limitagdo de aplicagdes
tornam esta plataforma praticamente inviével, sendo consi-
derada um “potencial zumbi” (Glenn, 2016).

« Ton Torrent- E uma plataforma também adminis-
trada pela empresa Thermo Fisher Scientific. Sua estraté-
gia de sequenciamento ¢é similar a aplicada pela 454, com o
contraste de que esta tecnologia detecta ions de hidrogénio
(H+) ao invés de sinal luminoso. A utilizagao de H+ implica
na nao necessidade de uso de lasers, cimeras ou marcadores
fluorescentes. O lancamento dos primeiros equipamentos
ocorreu no final no ano de 2010. No segundo semestre de
2012 foi lagando o sucessor deste equipamento, o Ion Proton
que utiliza chips maiores sendo capaz de gerar 10 gigas de in-
formacéo por corrida (Nikolaki and Tsiamis, 2013). Em se-
tembro de 2015 foi lancado o Ion Torrent - S5 com a possibi-
lidade de uso de trés novos chips, permitindo ao pesquisador
escolher qual o mais conveniente com a sua necessidade de
escala de sequenciamento. Infelizmente os novos chips nio
s30 operaveis entre os equipamentos da plataforma “lon”
Esta tecnologia, em especial o S5, pode ser vista como uma
alternativa aos equipamentos Illumina MiniSeq, Illumina
MiSeq e Illumina NextSeq 500/550, no entanto, sua baixa
representatividade nos laboratdrios e a baixa disponibilida-
de de softwares ainda nio o tornaram competitivo (Glenn,
2016).

o PacBio- Foi a plataforma de 3a geragdo que alcan-
¢ou maior notoriedade, a empresa Pacific Biosciences de-
senvolveu um equipamento capaz de sequenciar moléculas
unicas de DNA em tempo real. Isto é possivel pela observa-
¢do imediata da enzima DNA polimerase onde as bases sdo
detectadas no exato momento em que ocorre a sintese, isto
é praticavel por uma marcagéo fluorescente (Glenn, 2011).
Uma desvantagem dos sequenciadores de 3a geragdo é a taxa
de erro, superior aos indices das outras plataformas (Quail
et al., 2012). No inicio de 2016 a empresa langou um novo
equipamento chamado Sequel System, um equipamento me-
nor, mais leve que custa metade do valor e com capacidade
de sequenciamento sete vezes maior do que o seu anteces-
sor. No entanto, a tecnologia continua muito mais cara do
que o Illumina e com maior taxa de erro, mas a promessa
de aperfeigoamento na plataforma a torna muito promissora
(Glenn, 2016).

o MinION- Plataforma apresentada pela empresa
britdnica Oxford Nanopore em 2012, mas sua tecnologia
vem sido desenvolvida desde a segunda metade da década
de 1990 (Kasianowicz et al., 1996). Aqui o sequenciamento
se faz por meio de sinais elétricos detectados no momento
em que os nucleotideos passam através de nanoporos (Ni-
nomiya et al., 2013). O equipamento todo possui o tamanho
similar a um HD externo onde as amostras sdo inseridas e o
sequenciador é acoplado diretamente aos computadores dos
pesquisadores. Causou grande entusiasmo na comunidade
cientifica, ao permitir, por exemplo, imaginar o sequencia-
mento de DNA tdo acessivel que este poderia ser realizado
em campo. Infelizmente, apds varios adiamentos, ainda néo
apresenta data para ser langado no mercado. Em abril de
2014, alguns cientistas ao redor do globo foram selecionados
para testar o equipamento em seus laboratérios e imediata-
mente surgiram fotos nas midias sociais da plataforma em
uso no dia-a-dia (Nextgenseek, 2014). Apos dois anos de uso
a plataforma apresenta grandes melhorias, embora sua alta
taxa de erro ainda seja considerada como um fator limitante
e que possivelmente estd impendido sua ampla comercializa-
¢do (Glenn, 2016). E um produto que gera muita expectativa,
mas apos quatro anos de espera continua sendo considerado
apenas como “uma promessa’.

o GenapSys- Faz parte do portfolio da empresa Sig-
ma-Aldrich, ainda nio foi langado oficialmente e niao possui
detalhes da sua tecnologia divulgados, mas promete ser uma
nova alternativa de sequenciador portatil e atualmente estd
recrutando pesquisadores para testar a tecnologia (Glenn,
2016).

o Genia- Finalizando os sequenciadores de molécu-
las unicas, este equipamento é considerado uma combina-
¢do das tecnologias da Oxford Nanopore, Illumina e Pacbio
(Robison, 2016). Detalhes do funcionamento da tecnologia
foram surpreendentemente publicados em acesso aberto re-
centemente (Fuller etal., 2016). A empresa foi adquirida pela
Roche em 2014 e afirma que em breve serd possivel sequen-
ciar um genoma humano por apenas 100 ddlares (GENIA
TECHNOLOGIES, 2016).

As plataformas 454, Illumina e SOLID sio as mais po-
pulares em laboratdrios académicos (Glenn, 2016), estes trés
equipamentos possuem estratégias distintas quanto ao tama-
nho de fragmentos produzidos. Enquanto o 454 produz um
numero de leituras menor em cada corrida com fragmentos
maiores, o [llumina e SOLiD produzem um ntimero maior
de leituras e fragmentos com tamanhos menores. Aqui cabe
uma consideragdo com relacdo ao niumero de pares de base
necessarios para se considerar uma leitura curta ou longa.
Segundo Glenn (2011), sdo considerados fragmentos curtos
aqueles < 50 bases consecutivas, fragmentos médios aqueles
que possuem > 51, mas < 400 bases consecutivas, fragmen-
tos longos aqueles com > 400, mas < 1000 bases consecutivas
e, finalmente fragmentos estendidos aqueles > 1000 bases.

Leituras longas siao mais indicadas em casos onde o
objetivo ¢ a caracterizagdo de todo o genoma ou transcrip-
toma, uma vez que fragmentos longos sdo mais faceis de
serem montados do que fragmentos curtos. No entanto, o
baixo custo e o incremento no numero de leituras associado
os sequenciadores de fragmentos curtos os tornam mais ade-
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quados em casos de resequenciamento (quando um genoma
completo ja esta disponivel) ou em casos em que a frequéncia
de leituras é importante como estudos de expressdo génica
(Glenn, 2011). Mas, é importante lembrar que praticamente
todas as plataformas estio aumentando progressivamente o
tamanho dos fragmentos gerados, assim muitas das plata-
formas podem ser usadas para as mesmas aplica¢des. Entio,
entre tantas possibilidades, qual escolher? Levando em con-
sideragdao o tempo, custos e tamanhos de fragmentos, um
veredicto atual sobre qual é a plataforma mais apropriada
para estudos em organismos nao modelo, o titulo fica com a
plataforma Illumina. Enquanto a tecnologia da Oxford Na-
nopore e similares ndo chegam a todos e ao mercado, Illu-
mina aparece como a plataforma de escolha na maioria dos
laboratérios e mesmo quando as mais recentes tecnologias
se consolidarem e se tornarem confidveis, o equipamento
[lumina provavelmente continuara dominante, competitivo
e estes deverdo coexistir por um periodo (Yoder, 2014).

Se o sequenciamento de nova geragdo ¢ uma realidade
que vem aumentando o tamanho dos fragmentos e baixando
os custos criando a sensagdo de que s6 existem beneficios,
precisamos mencionar que as novas tecnologias também
possuem suas desvantagens. O Calcanhar de Aquiles do
NGS é sem duvida o recurso computacional necessario para
as andlises (El-metwally et al., 2013). A montagem dos ge-
nomas surge como um problema, pois é impossivel sequen-
ciar diretamente um genoma inteiro em apenas uma leitura
usando as tecnologias atuais. Os métodos de sequenciamen-
to quebram as leituras randomicamente e as leem de forma
individual, o processo de reconstrucéo total do genoma re-
quer grande poder computacional para fazer a jungio corre-
ta dos fragmentos até o nivel cromossdmico.

Devido a estas limitagdes em recursos computacionais,
a constru¢do dos genomas ¢é a tarefa mais dificil enfrentada
pelas novas tecnologias de sequenciamento. Alguns equipa-
mentos geraram um volume de dados tio grande que foram
considerados impossiveis de serem totalmente examinados
(Egan et al., 2012). A necessidade de computadores tio po-
tentes deve-se também aos milhdes de fragmentos curtos
produzidos, tendo em vista que estas sequéncias requerem
analises mais intensas para serem agrupadas.

Nio bastasse o desafio computacional dos extensos da-
dos gerados, outra dificuldade é o fato destes ndo serem co-
municaveis entre si. Cada plataforma gera seus arquivos em
formatos tinicos e possuem seus proprios protocolos para
montagem e analise dos dados (Metzker, 2009). E quando o
sequenciamento ¢ feito de forma terceirizada, muitas vezes,
¢ mais rapido enviar as sequéncias produzidas, gravadas em
dispositivos fisicos, via servigo postal tradicional ao invés de
fazer o download das sequéncias via web (Jones et al., 2012).
Em lingua inglesa o termo Sneakernet é informalmente usa-
do para definir esta transferéncia de arquivos usando um
componente fisico, estratégia que também é usada no caso
da entrega dos resultados do NGS.

Ferramentas e conhecimento em bioinformitica sdo
essenciais para quem deseja lidar com os dados de forma
crua, ou seja, assim que eles saem das plataformas de NGS.
As ferramentas atuais ainda ndo possuem interfaces inte-
rativas aos usudrios, de facil configura¢ao e independéncia

do sistema operacional, tornando-se um desafio para os
pesquisadores sem profundos conhecimentos em informa-
tica (El-metwally et al., 2013). Embora promessas de novos
programas que irdo permitir avangos técnicos para que as
tecnologias de NGS continuem evoluindo e ao mesmo tem-
po se tornem mais acessiveis e populares tenham sido feitas
(Egan et al., 2012), atualmente a grande maioria das andlises
continuam sendo executadas através de “linha de comando”

Como ¢é possivel usar a maioria das plataformas para
a maior parte das aplicagdes, a economia de dinheiro, o
tempo para aquisi¢do dos dados e o tempo necessario para
analisar a quantidade de informacéo gerada sdo itens impor-
tantes para a escolha da plataforma (Glenn, 2011). Com o
numero de equipamentos disponiveis aumentando e os cus-
tos diminuindo, dependera apenas do nosso conhecimento
em relacdo aos sistemas e da nossa criatividade desenvolver
e adaptar estas tecnologias para obtermos dados de nosso
interesse de forma eficiente. Ao aplicar estas novas tecnolo-
gias aos nossos organismos de estudo, que até pouco tempo
estavam fora do alcance deste campo, expandimos também
toda uma 4rea de conhecimento. Esta afirmacdo tem base
na ideia de que plataformas de NGS estdo ajudando a abrir
areas de investigacdo bioldgica inteiramente novas, incluin-
do a investigagdo de genomas antigos, a caracterizagdo de
diversidade ecoldgica e a identificagdo de agentes etioldgicos
desconhecidos (Mardis, 2008).

Sequenciamento de nova geracio e organismos
nao modelo: Entomologia

As plataformas de nova geragdo tornaram o sequen-
ciamento mais acessivel aos organismos nido modelo,
como boa parte dos insetos. E uma era em que pratica-
mente qualquer organismo pode ser estudado de forma
gendmica (Ekblom and Galindo, 2010) e que faz surgir in-
clusive novas areas de estudo, como a “ecologia genémica”
(Gilad et al., 2009). Com a mudanga do reino da gendmica
de endereco, saindo de estudos baseados em grandes labo-
ratdérios com espécies modelo para estudos de populagdes
naturais, as pesquisas podem agora abordar importantes
questdes ecoldgicas e evolutivas em uma escala de preci-
sdo que soaria irrealista hd apenas alguns anos atras.

O método anterior requer o desenvolvimento de
protocolos individualizados para a maioria das espécies,
com primers especificos para a PCR (necessaria na am-
plificagdo preliminar do DNA), além de ajustes finos em
tempos e temperaturas. Pela imensa diversidade encontra-
da em insetos, na grande maioria das vezes néo era possi-
vel aplicar o mesmo protocolo em diferentes organismos,
em alguns casos até mesmo entre espécies muito proxi-
mas filogeneticamente. Isto limitava o nimero de marca-
dores moleculares que poderiam ser usados em insetos,
ficando possivel em boa parte dos estudos o uso apenas
do DNA mitocondrial, pois este possui um genoma infi-
nitamente menor e mais conhecido do que o nuclear. Isto
facilitou o desenvolvimento de alguns primers genéricos
que permitem seu uso em diferentes espécies, além das
mitocondrias possuirem multiplas cdpias em cada célula,
aumentando a taxa de sucesso na amplifica¢iao final. No
entanto, o material genético mitocondrial muitas vezes
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ndo contém informagao necessaria para responder muitas
perguntas filogenéticas. Assim, parece até “injusto” que
apos o sequenciamento de nova geragio superar a inércia
de praticamente trés décadas na area (Schuster, 2007), e
que vivendo em plena era gendémica alguns pesquisadores
continuem a usar a mesma tecnologia que traz resultados
semelhantes ha tantos anos.

E preciso saber tirar proveito desta nova era de in-
formacéo a fim de responder os principais questionamen-
tos que envolvem estudos em organismos nido modelo.
Inicialmente a aplicagdo mais comum para o NGS nestes
casos foi a caracteriza¢do de transcriptomas (Ekblom and
Galindo, 2010), ou seja, descrever como 0s genes sdo ex-
pressados em determinados tecidos, estdgios de vida ou
sob pressao de condi¢des especificas. Um exemplo deste
tipo de abordagem é o trabalho de Feldmeyer et al., (2013)
utilizando insetos sociais. Este estudo com a espécie Te-
mnothorax longispinosus utilizou sequenciamento de nova
geragdo para tentar responder um questionamento que
remota a época de Darwin: explicar a evolu¢ao das cas-
tas sociais, em especial das operarias (Darwin, 1859). A
tecnologia NGS permitiu a comparagdo dos genomas de
uma rainha e de trés operdrias com func¢oes distintas na
coldnia, com os resultados apontando para cerca de 2500
genes que sdo diferencialmente expressos entre os indivi-
duos estudados. A técnica empregada neste caso chama-se
RNA-Seq e consiste na detec¢io e quantificagio de RNA
em uma amostra em um determinado momento usando
uma plataforma NGS (Wang et al., 2009). Mas, um dado
nao relacionado com o transcriptoma (expressido dos ge-
nes) e sim com a bioinformatica chamou a atengdo neste
estudo: menos de 50% das sequéncias produzidas foram
anotadas, um resultado que nao era esperado uma vez que
ja existem diversos genomas de formigas sequenciados e
anotados.

Aqui chegamos a um ponto que pode ser fragil quan-
to ao uso de NGS e sequenciamento completo de genomas
em organismos ndo modelo. Como apenas fragmentos
curtos sdo gerados, para que o genoma possa ser montado
e anotado ¢ preciso que ja exista um genoma previamente
sequenciado de outro organismo filogeneticamente pro-
ximo. Este genoma parente serve como referéncia para
que as sequéncias curtas produzidas pelos equipamentos
NGS sejam encaixadas, como em um quebra-cabega. As-
sim, o sequenciamento completo de genomas, bem como
o desenvolvimento de marcadores ¢ facilitado para os or-
ganismos que ja possuem parentes filogenéticos com ge-
nomas sequenciados. Em insetos, este é o caso principal-
mente de organismos pertencentes a Diptera (Celniker et
al., 2002), Coleoptera (Richards et al., 2008), Lepidoptera
(The International Silkworm Cenome consortium, 2008)
e Hymenoptera (Gadau et al., 2012). Isto nido significa
que organismos sem espécies proximamente relaciona-
das com genomas sequenciados ndo possam se beneficiar
da tecnologia NGS, a estes ainda estdo disponiveis outras
abordagens capazes de produzir milhares de sequéncias,
com baixo custo em um curto espago de tempo como o
RADSeq (Davey and Blaxter, 2011), cujo detalhes nao sdo
o foco desta revisdo.

E importante ressaltar que ja ha alguns anos estas
modernas tecnologias de sequenciamento estdo sendo
consideradas como o novo padrido para alguns pesqui-
sadores na area filogenética (Mccormack and Faircloth,
2012), inclusive sendo aplicadas para elucidar questdes de
filogeografia (O’neil et al., 2013). O uso de NGS permite
uma coleta de dados em escalas maiores viabilizando estu-
dos mais robustos sobre a histéria demografica de popula-
¢Oes e suas variagdes de aptiddo associadas aos ambientes
(Steiner et al., 2013).

Outra aplicagdo do NGS aos estudos entomoldgicos
em especial é a implementagdo do “DNA barcoding” ou
cddigo de barras. Nesta técnica uma pequena parte vari-
avel do genoma (usualmente mitocondrial) é sequencia-
da a partir de amostras nio especificadas. A informagéo
contida na sequéncia é entdo utilizada para identificar as
espécies presentes na amostra (Valentini et al., 2009). O
DNA cé6digo de barras pode ser usado para detectar es-
pécies cripticas (Janzen et al., 2012; Chacon et al., 2013),
para investigar intera¢des ecologicas complexas (Smith et
al., 2011) e até para determinar o conteudo de produtos
comercias (Wallace et al., 2012). Esta abordagem também
esta sendo empregada com insetos em pesquisas de mo-
nitoramento ambiental, como em BRODIN et al., (2012)
que mostrou um incremento de 10% para mais de 90%
no sucesso em identificagdo de espécies de Chironomidae
(Diptera) em amostras bentdnicas do Mar Béltico através
do uso de NGS.

Uma vez que as tecnologias de NGS estdo se tornan-
do acessiveis para vdrios cientistas, tornam-se possiveis
também trabalhos que possibilitem inferéncias puramen-
te ecoldgicas e/ou evolutivas através destes tipos de dados
(Fukatsu, 2012). Como referéncia a estas aplicagdes pode-
-se citar a pesquisa com uma espécie de Pyrrhocoridae
(Hemiptera) e a caracterizagdo de sua microbiota intes-
tinal. A conclusio principal foi que a maioria das bacté-
rias estd localizada na regido andxica do sistema digestivo,
levando a considera¢des importantes com relagio ao mu-
tualismo e a coevolugido destes organismos (Sudakaran et
al., 2012). O estudo conseguiu avaliar diferentes regites
do trato digestivo dos insetos, em diferentes fases de de-
senvolvimento, de diferentes regides geograficas e que se
alimentaram de distintas dietas. Esta enorme quantidade
de sequéncias que revelou em detalhes a microbiota des-
tes insetos seria praticamente impossivel de ser produzida
utilizando apenas técnicas tradicionais.

E importante também ressaltar a importancia da tec-
nologia em estudos médico-veterinarios relacionados aos
insetos, como sequenciamento do genoma da mosca tsé-
-tsé (Attardo et al., 2014). A Glossina morsitans é o vetor
para a famosa doenca do sono e que constitui um flagelo
para as populagdes da Africa Subsaariana, o tratamento é
longo e complicado e sem ele a doenga é geralmente fatal
(Welburn et al., 2009). A decodificacdo deste material ge-
nético permitira o reconhecimento de genes responsaveis
pelo desenvolvimento inseto, contribuindo para elaborar
novas estratégias de controle. O genoma levou uma déca-
da para ser concluido e custou $10 milhdes, o projeto teve
inicio em um periodo pré-NGS, mas mesmo assim chegou
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a usar as novas tecnologias em fases subsequentes (Attar-
do etal., 2014). Como o sequenciamento do genoma ficou
mais rapido e barato o Instituto Nacional de Satde dos
Estados Unidos fomentou o sequenciamento de outras
cinco espécies de Glossina que foi realizado em menos de
dois anos, permitindo inclusive estudos de caracterizagdo
de potencias genes alvo no controle da mosca (Macharia
etal., 2016).

Em termos de conservagio, analises gendmicas que
antes eram limitadas aos organismos modelo agora po-
dem ser aplicadas a espécies ameacgadas a fim de estimar
recentes acontecimentos demograficos, variagdo genética
e a estrutura das populagdes (Steiner et al., 2013). Tendo
em vista que o fluxo génico entre unidades de conservagio
¢ um fator muito importante em termos de manutengdo
destas populagdes, uma técnica como NGS que traz uma
grande quantidade de informagdes, em um curto periodo
de tempo e com baixo custo é uma ferramenta importante
para mensurar estas conexdes.

DNA Histdrico e Cole¢oes Cientificas

O campo de estudos com DNA antigo comegou
a ganhar 4nimo na metade da década de 1980 quando
ocorreu a extragdo e sequenciamento do DNA do Qua-
gga, um equideo da Africa do Sul que foi extinto no sé-
culo XIX (Higuchi et al., 1984), seguido do antncio do
sequenciamento do material genético de uma mumia
egipcia (Pdidbo, 1985). Estes trabalhos utilizaram clona-
gem bacteriana para amplificar pequenas sequéncias de
DNA (as amostras foram retiradas da pele destes espéci-
mes) e mostraram que a origem da maioria do material
genético extraido era de micrébios ou fungos. Apenas
uma pequena porcentagem do DNA pertencia aos orga-
nismos em estudo e eram compostos principalmente de
DNA mitocondrial (Rizzi et al., 2012). Alguns anos mais
tarde o desenvolvimento da PCR deixou mais acessivel a
amplificacdo de DNA antigo, resultando em uma rapida
diversificacdo e crescimento da drea (Pdébo et al., 1989)
e (Thomas et al., 1989). No entanto, devido a enorme
capacidade da PCR em amplificar mesmo poucas copias
de material genético que estejam na amostra, a conta-
mina¢do com DNA moderno acabou se tornando um
problema importante (Rizzi et al., 2012).

Até recentemente, analises com DNA antigo eram
na maioria das vezes restritas a fragmentos curtos, ge-
ralmente provenientes do genoma mitocondrial. Alguns
avangos foram realizados em termos técnicos para au-
mentar o tamanho dos fragmentos, mas nenhuma ino-
vac¢do havia revolucionado a estudo com material ge-
nético antigo como o surgimento do NGS fez (Knapp
and Hofreiter, 2010). Assim que a primeira plataforma
foi langada em 2005, ja foi quase que imediatamente im-
plementada na pesquisa com DNA f6ssil. Apenas alguns
meses apds a introdugdo do NGS, Poinar et al., (2006)
publicaram um artigo com 13 milhdes de pares de base
de DNA provenientes do genoma nuclear do extinto
mamute. Isto representou um incremento de 480X no
numero de bases produzidas a partir de um exemplar
fossil em relacdo ao estudo que havia conseguido maior

quantidade de informag¢io genética até entdo (Knapp
and Hofreiter, 2010).

O acesso a grande diversidade genoémica armaze-
nada em colegdes cientificas criaria oportunidades sem
precedentes para estudos evolutivos, filogenéticos e de
genética de populagdes (Staats et al., 2013). Porém, va-
rias complicag¢des surgem ao se manipular material an-
tigo, e existem problemas técnicos que sdo especificos
deste campo de estudo. Estes empecilhos muitas vezes
sdo acentuados em espécimes de museus, onde a qua-
lidade do DNA varia muito entre as amostras e os ni-
veis de contaminagio sdo geralmente altos (Millar et al.,
2008). Mas, a principal dificuldade consiste na produg¢ao
de quantidades suficientes de sequéncias de DNA autén-
ticas para que se possa chegar a resultados conclusivos.
Este obstaculo ¢ consequéncia de processos de degrada-
¢do do DNA post mortem, que podem levar a erros na
leitura ou na destruicéo fisica da molécula, aumentando
as chances de sequéncias contaminantes exogenas se-
rem amplificadas (Rizzi et al., 2012). Porém, a qualidade
do DNA recuperado parece ser mais influenciada pelo
modo como os espécimes sdo tratados e armazenados
nas cole¢des do que simplesmente pelo tempo que se
passou deste a coleta (Mason et al., 2011). Especifica-
mente com rela¢do as cole¢des entomoldgicas é sabido
que métodos tradicionais usados para sacrificar os orga-
nismos, como o acetado de etila e substancias similares,
sdo responsaveis por danos ao material genético (Dillon
et al. ,1996). Estas adversidades ja estavam presentes
nas tentativas de sequenciamento de material antigo via
método Sanger, mas agora podem ser mais facilmente
contornadas via NGS. Trabalhos que utilizaram sequen-
ciamento de nova geragdo em exemplares provenientes
de museus mostraram que a quantidade e a qualidade
das sequéncias geradas de espécimes antigos ndo foram
inferiores as sequéncias produzidas de tecidos frescos
das mesmas espécies (Staats et al., 2013).

Uma caracteristica comum a todas as plataformas
de NGS faz com que organismos coletados no passado,
inclusive os insetos pertencentes as cole¢des entomolo-
gicas, se tornem propicios a este método de sequencia-
mento: a fragmentac¢io do material genético. Com rela-
¢d0 aos espécimes de museus a variagdo no tamanho dos
fragmentos é gigantesca, mas em material genético fdssil
geralmente sdo menores do que 150 pares de base, com
alguns chegando a apenas 50 pares de base (Knapp and
Hofreiter, 2010). A conexdo entre este tipo de amostra
e o NGS acontece porque as principais plataformas de
NGS requerem como etapa inicial a fragmentagao do
DNA apés a extragio, seja de forma mecénica ou qui-
mica (Mardis, 2013). Justamente a degradagdo do passar
do tempo, que fragmentava o DNA de espécimes fosseis
ou dos depositados em cole¢des, e que na maioria das
vezes impossibilitava o sequenciamento via o método
tradicional, agora ¢ uma caracteristica que nado os in-
viabilizam mais. Alids, este passo de fragmentacéo ¢é in-
clusive descartado no NGS quando as amostras sdo de
espécimes antigos (Knapp and Hofreiter, 2010). Assim, o
NGS ¢ considerado ideal para este tipo de pesquisa, uma
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vez que fornecem sequéncias para todas as moléculas de
DNA no extrato, independentemente do seu tamanho, e
a probabilidade de preferéncia por moléculas contami-
nantes atuais é menor (Knapp and Hofreiter, 2010).

O advento das plataformas de NGS tornou possi-
vel pela primeira vez amostrar o DNA nuclear antigo do
mamute (Poinar et al., 2006) e do Homem de Neander-
tal (Green et al., 2006), ambos com milhares de anos. Se
estes trabalhos com resultados favoraveis fazem muitos
imaginar um mundo cinematografico de possibilidades,
um trabalho mais recente, que tentou acessar o DNA {6s-
sil de insetos impregnados em resina, nos mostrou que
em alguns casos, nem mesmo a tecnologia NGS pode
ser suficiente para trazer o passado a tona (Penney et al.,
2013). O trabalho da equipe de pesquisadores ingleses
comprovou que a existéncia de DNA em amostras fossi-
lizadas em resina é altamente improvavel. Os resultados
do inicio da década de 1990 que haviam conseguido ex-
trair DNA de 4mbar de milhdes de anos e que nao pude-
ram ser replicados (Austin et al., 1997), hoje sao tratados
como exemplos cldssicos de contaminagdo das amostras
por DNA moderno (Hebsgaard et al., 2005). Como ci-
tado anteriormente, nos protocolos tradicionais o DNA
era amplificado via PCR, que preferencialmente ird am-
plificar qualquer molécula de DNA moderna, nio dani-
ficada e que esteja como contaminante no extrato anti-
go gerando falsos positivos ao serem confundidos com
DNA f6ssil genuino (Brown and Brown, 2011). A degra-
dagdo do DNA ¢ influenciada por varios fatores como
o conteudo de agua e oxigénio, temperatura ambiente e
tempo decorrido desde a morte do organismo (Lindahl,
1993). Assim, intuitivamente, poderiamos imaginar que
o rapido envolvimento em resina, resultando em uma
morte quase instantinea e gerando um ambiente ano-
xico, promoveria uma preserva¢ido do material genético
do inseto, mas por razdes fisico-quimicas ainda desco-
nhecidas isto ndo ocorre (Penney, et al., 2013). Certa-
mente os processos de preservagio e fossiliza¢do nio sao
uniformes (nem mesmo na fossilizagdo em resina) e o
resultado negativo em uma fonte de material f6ssil nao
pode ser vista como uma negativa para todas as outras
formas fdsseis ou desencorajar futuras pesquisas. Dados
tedricos e empiricos indicam que fragmentos de DNA
podem estar presentes em material geolégico bem pre-
servado com até 100 mil anos de idade e sugerem que
alguns materiais com até um milhido de anos poderiam
fornecer sequéncias (Hebsgaard et al., 2005), nestes ce-
narios novas tecnologias de NGS sdo essenciais para
acessarmos tais dados.

Se no presente as novidades para o DNA fossili-
zado em ambar ndo sio tdo animadoras, o0 mesmo nio
se pode dizer para amostras de cole¢des cientificas e em
especial para cole¢des entomoldgicas que possuem re-
sultados estimulantes, ainda mais por possuirem uma
riqueza incomparavel de biodiversidade e de dados de
distribuicao geogréfica protegidos em seu interior. A in-
formacdo contida nestas colecdes estd se tornando cada
vez mais acessivel a medida que mais museus dispdem
seus catdlogos na web e os curadores destas colegoes

permitem estudos moleculares com amostras mais raras.
No entanto, como a maijoria dos exemplares em colegdes
cientificas sdo insubstituiveis, tentativas de extrac¢io de
DNA destrutivas geralmente sdo desencorajadas. Neste
sentido existem grandes progressos ja realizados com
o desenvolvimento de métodos ndo destrutivos de re-
cupera¢do de DNA proveniente de insetos em museus
(Gilbert et al., 2007) e (Thomsen et al., 2009), incluin-
do amostras do século XIX que foram fixadas de forma
tradicional (Chapco and Litzenberger, 2004). Quanto a
contaminagio existem também algumas recomendagdes
técnicas que sdo importantes e que podem ser aplicadas
de forma simples. Sdo lavagens prévias dos exemplares
a fim de eliminar fungos e outros microrganismos que
possam ter se desenvolvido na superficie dos espécimes,
além do uso de pipetas com filtro exclusivas e laborato-
rios distintos para extracdo e o processamento do mate-
rial genético (Staats et al., 2013).

Resultados promissores com DNA antigo de ou-
tros grupos ou com material genético fdssil nos per-
mitem presumir toda sua aplicabilidade latente as co-
le¢oes entomoldgicas, como a possibilidade de estudar
as relacdes genéticas entre organismos extintos e seus
familiares contemporaneos. A preservagio de muitos
individuos, todos provenientes de uma tnica localidade,
coletados anteriormente por naturalistas, oferece uma
oportunidade Unica para acompanhar as mudangas em
uma populagio ao longo do tempo (Rizzi et al., 2012).
Além disso, 0o NGS de DNA historico permite recuperar
informagoes genéticas essenciais de antigos espécimes
tipo e, portanto, abre também uma nova fronteira para a
pesquisa taxondmica (Staats et al., 2013). Com relagdo
as espécies extintas, espécimes de museus podem repre-
sentar “fosseis em alfinetes” (Larsen, 2005), e sequéncias
recuperadas destes exemplares podem ajudar no posi-
cionamento destes taxons nas filogenias (Penney et al.,
2013). Esta abordagem também seria util para o estudo
de faunas extintas e endémicas de ilhas, ndo apenas para
entender suas relagdes evolutivas, mas também para elu-
cidar sua histdria biogeogréfica.

Um ponto adicional a favor da utilizagdo de inse-
tos depositados em coleg¢des cientificas é a dificuldade
na coleta de insetos em determinadas regides do planeta,
seja por limitagdes orcamentdrias, conflitos armados ou
até por leis restritivas de conserva¢iao da vida selvagem
em determinados ambientes (Kothamasi, 2009). Algu-
mas espécies sdo tdo raras que nao ha garantia alguma
de que serdo coletadas novamente durante uma nova ex-
pedi¢do de campo. Outra vantagem potencial de dados
provenientes de material genético de insetos em museus
seria a geracao de um conjunto de dados para examinar
os efeitos moleculares de eventos de polui¢ao que ocor-
reram no passado, tal como testes com bombas atdmicas
e de outras formas de radiagido ou exposi¢do a substan-
cias quimicas (Penney et al., 2013), como foi explorado
mais recentemente em um estudo com borboletas ap6s
o acidente nuclear de Fukushima (Hiyama et al., 2012).

Até recentemente, quase todos os estudos genéti-
cos realizados em espécimes antigos tinham como alvo
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regides do genoma mitocondrial. As expectativas futu-
ras sdo de que por meio da tecnologia NGS o sequen-
ciamento completo de genomas antigos, tanto mitocon-
driais como nucleares, sejam possiveis, inclusive com
exemplos de sucesso em insetos (Staats et al., 2013). A
identificagio, estimativa e eliminagdo de sequéncias con-
taminantes em amostras antigas sdo questdes que ainda
precisam ser discutidas e melhor resolvidas (Rizzi et al.,
2012), mas ¢ inegavel que as novas tecnologias abriram
uma janela de acesso a faunas antigas de formas que néo
podiam ser consideradas possiveis em um passado nio
tao distante. O sequenciamento de nova geragao pode
trazer a pesquisa com DNA antigo para o centro da bio-
logia evolutiva e torna-la uma parte crucial da genética
moderna. Afinal de contas, o que melhor poderia ajudar
a compreender a evolu¢do do que visualizar seu anda-
mento em tempo real? (Knapp and Hofreiter, 2010).

Perspectivas futuras

Com os continuos avangos tecnoldgicos desta area,
¢ arriscado especular muito adiante no futuro. No en-
tanto, pode ser assegurado que uma das grandes vanta-
gens das tecnologias de NGS para entomologia e cam-
pos afins, é a pequena quantidade de material genético
necessdrio para se iniciar o sequenciamento. Isto torna
estas tecnologias adequadas para estudos com espécies
ameacadas de extingdo, onde é necessdria uma amostra-
gem ndo invasiva, bem como para exemplares de cole-
¢Oes cientificas que requerem métodos ndo destrutivos
de extracdo do DNA. Ha inclusive esfor¢os que visam
ir ainda mais longe e abrem a possibilidade de analises
baseadas em sequencias de células individuais (Yan et
al. 2013). Além disso, podemos esperar que tecnologias
disponiveis no momento continuem melhorando sua
capacidade de producio de sequéncias juntamente com
a diminui¢do da taxa de erro, dando maior qualidade a
montagem dos genomas.

O incremento da velocidade e decréscimo dos cus-
tos na geragdo de dados moleculares esta transformando
varios campos da biologia. As tecnologias de NGS estdo
revolucionando a ecologia ao derrubar as barreiras entre
ecologia, biologia molecular, genética e gendémica (Tautz
et al., 2010). O futuro parece muito promissor e é muito
interessante que cada vez mais pesquisas adicionem da-
dos moleculares aos seus resultados. Certamente estas
novas tecnologias de sequenciamento irdo contribuir
para que a informagéo contida no material genético dos
organismos se difunda como ferramenta aos cientistas.

Cientistas que se entusiasmarem com as possibi-
lidades apresentadas neste texto e que nio se intimida-
rem com os desafios ainda existentes, podem decidir por
utilizar estas novas tecnologias de sequenciamento. No
entanto, precisarao de cautela para ndo desperdicar re-
cursos. Raramente laboratorios isolados de zoologia ou
ecologia terdo uma demanda tdo grande de sequéncias
genéticas conforme a capacidade destes novos equipa-
mentos. Assim, o ideal é realizar parcerias com labora-
tdrios que ja disponham destes sequenciadores, a fim de
otimizar o uso e nao obter um patrimoénio que em pou-

cos anos estara ultrapassado em termos de tecnologia.
Uma alternativa é a terceirizagdo do sequenciamento,
atualmente existem muitas empresas no mercado que
realizam o sequenciamento de forma comercial. Aos que
pretendem adquirir os novos sequenciadores vale lem-
brar que ¢ preciso considerar os custos com mao de obra
altamente especializada para a operagao e manuseio que
sdo especificas de cada plataforma. E preciso também
considerar os custos com a manutengio dos instrumen-
tos, gasto que muitas vezes nao ¢ levado em considera-
¢do quando da aquisi¢do deste tipo de equipamento e
que geralmente possui um suporte técnico oneroso.
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