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ABSTRACT

The objectives of this paper are to briefly present the current status of DNA technology and to discuss
some of the applications of these technologie to improve selection programs.

INTRODUCAO

A producao de alimentos de alto valor nutritivo de origem animal, as fontes protéicas, tem sido o alvo da
pecuéaria moderna, uma das mais eficientes industrias tanto nos paises desenvolvidos como em desenvolvi-
mento, que tem procurado aumentar a producao e produtividade utilizando racas ou individuos geneticamente
superiores.

No entanto, é preciso observar que apesar dos continuos esfor¢os, a oferta de proteina animal continua
insuficiente em funcéo do crescimento populacional, sendo que, somente um grande numero de animais e,
principalmente, um sistema de criacdo baseado em técnicas modernas, podera suprir esta lacuna.

Um dos fatores para o incremento da producdo de alimentos € a variacdo genética existente entre
rebanhos ou seus individuos. Ela constitui um importante componente na busca da eficiéncia no processo
seletivo através de identificacdo de racas ou individuos com alta freqiiéncia de genes controladores de caracte-
risticas desejaveis. Isto tornara possivel moldar, de forma racional, os animais de acordo com a demanda.

Uma das mais adequadas tecnologias para caracterizar e quantificar o potencial de uma espécie, ragca ou
individuo, com consequiente uso no incremento da producdo de alimentos, é a tecnologia do DNA.

A tecnologia do DNA possibilita o estudo dos animais de uma populacdo diretamente a nivel de genes,
muitas vezes Unicos, em vez de utilizar os métodos genéticos quantitativos que estimam as variagcdes genotipicas
através das medidas fenotipicas. Esta técnica proporcionara o entendimento da estrutura e organizacdo do
gendma, assim como da diversidade dos genes controladores de processos fisiolégicos (crescimento, reprodu-
¢éo, lactacao ou ainda resisténcia a doencas). A tecnologia do DNA constitui uma op¢do moderna e econdmica,
pois promete acelerar os esquemas tradicionais de selecédo de animais de alta producéo pela reducao do tempo
e custo dos testes de progénie.

Além de identificar animais de alta producéo, a tecnologia do DNA poderéa ser usada, no futuro, para
combinar o material genético com propdésitos econémicos, suprindo demandas de mercado, ou ainda, para
adequar animais a meios ambientais ou sistemas de manejos especificos. Ainda devera permitir a caracteriza-
¢do e conservacao da variabilidade genética, e mudar a maneira de selecionar os animais.

MARCADORES MOLECULARES E A SELECAO

Os marcadores moleculares séo proteinas ou DNA , estes Ultimos também chamados de marcadores
gendmicos . Das proteinas, cujo conjunto constitui o proteoma , asisoenzimas e



0S grupos sanglineos sdo as mais representativas. Embora estes métodos apresentem limitacées em
funcé@o do nimero de alelos por loco (Arranz et al., 1996) continuam sendo bastante utilizados para estabelecer
a distancia genética entre racas (Kustermann et al.,1996), assim como em estudos de identificacdo de similari-
dade imunogénica e de resisténcia a doencas.

Os marcadores de DNA, ou gendmicos, séo regibes cromossdmicas (nos bovino 30, nos ovinos 27 e
nos suinos de 19) (Figura 1). Estas regibes, frequentemente, possuem seqiéncias curtas e repetitivas de DNA
que apresentam varias formas (polimorfismo) e que sdo os marcadores andnimos (ndo relacionados a genes
conhecidos), alem dos genes candidatos. Enquanto que, os marcadores an6nimos, provavelmente, ndo tem
um efeito fisiolégico, os genes candidatos possuem conhecida funcao fisioldégica (Barendse, 1998).
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Figura 1. Representacéo grafica do cromossomo bovino 19: mapa citogenético (E) e de ligacado
com os marcadores de DNA. A seta indica a localizacéo do gene
do hormonio de crescimento (GH) na regido 19q17-qter do BTAL9.

Os genes podem ser visualizados utilizando o RFLP(restriction fragment length polymorphisms), SSCP
(single strand conformational polymorphisms) ou DGGE (denaturant gradient gel electrophoresis) (Barendse,
1998).

O uso dos marcadores de DNA esta na dependéncia do seu grau de polimorfismo ligado ou localizado
perto do gene que afeta caracteristicas de importancia econémica. Quanto maior o nimero de alelos, maior a
informacao fornecida pelo marcador.



Dentre as primeiras técnicas que permitiram identificar as diferencas genéticas com base na estrutura do
DNA foi o RFLP (Figura 2). Nos anos 80 Botstein et al. (1980) propuseram o uso desse método para identifica-
¢do de polimorfismo ao nivel de DNA, que proporcionou o inicio dos estudos de ligacéo genética e a construcao
do mapa genémico humano, e posteriormente, das demais espécies. Os marcadores RFLP tem a vantagem de
serem numerosos, dialéticos, co-dominantes, e herdados de forma Mendeliana, o seu uso tendo sido adotado
consideravelmente em populacdes segregantes, trazendo esperancas de uma aplicacdo pratica no melhora-
mento animal (Beckmann & Soller, 1989). No entanto, para mapeamento dentro de populacfes segregantes
estes marcadores tem limita¢des devido a dificuldade de tracar os alelos de geracdo a geracao e, ainda, depen-
dem do grau de consanguinidade que interfere no nimero de animais necessarios para encontrar associacao
de RFLP com as caracteristica de interesse econdmico ou caracteristicas quantitativas (QTL, quantitative trait
loci) (Rocha et al., 1992).
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Figura 2. Eletroforese do produto de digestdo do gene do horménio de crescimento bovino (bGH)
com a enzima Alu I, em animais da raca Nelore; M indica o marcador.

A outra classe de marcadores, muito utilizada atualmente, sao os microsatélites que sao regides do
DNA, que contem sequiéncias repetitivas simples, dispostas em tandem, herdados de forma Mendeliana, e
ocorrem abundantemente no genéma dos eucariotas (Holmes, 1994; Bishop et al., 1995). A taxa de mutagéo de
microsatélites é estimada entre 5 x 10“ e 10%, isto € baixa, portanto permitindo o seu uso em estudos de
ligacdo e associacdo a doencgas genéticas e outras caracteristicas qualitativas ou quantitativas (QTL), desde
que exista desequilibrio de ligacéo entre o marcador e o loco candidato. Estes marcadores sao muito Uteis,
principalmente, em populagées onde o numero de progénies € limitado (Teale et al., 1994), pelo seu alto grau de
polimorfismo, eficacia para diferenciar racas muito semelhantes, por permitirem identificar alelos raca-rebanhos
especificos, e pela facilidade de processamento. Também podem ser utilizados em teste de paternidade e
construcdo de mapas genéticos (Holmes, 1994).

Ainda sao (teis no estudo da caracterizacéo de populagdes, isto é identificacdo de caracteres quantita-
tivos ou QTLs, os marcadores RAPD (random amplified polymorphic DNA) (Figura 3).
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Figura 3. Padréo de amplificacdo RAPD em animais da raca Nelore; a seta
indica a banda polimofica encontrada entre os pools fenotipicos;
M indica o marcador de 1 kb e n o de 123bp.

Os marcadores RAPD s&o usualmente dominantes porque os polimorfismos sdo detectados como pre-
senca ou auséncia de bandas. Esses marcadores possibilitam um método rapido para a analise de populagoes,
tendo a vantagem de né&o precisar de informacdo sobre a sequéncia de DNA a ser amplificada. Entretanto,
produzem resultados pouco informativos para estudos de ligacéo genética devido ao seu modo dominante de
heranca e a baixa repetibilidade da técnica (Carnwath, 1994). Este método, porem, € melhor do que a eletroforese
de proteinas ou cromatografia liquida de preciséo.

Além dos marcadores ja citados, os AFLP e SNP sédo bastante utilizados em bovinos, ndo porem nas
demais espécies animais por nao trazerem as informacdes desejadas. Estes marcadores apresentam um gran-
de polimorfismo e sao analisados de foram rapida e a baixo custo (Barendse, 1998).

O estudo do material genético gendmico a nivel de DNA foi iniciado com a construgdo dos
mapas genéticos, cujo objetivo, inicial, foi a identificacdo de genes controladores de
caracteristicas de interesse econémico (QTL) e favorecer a utilizacdo destes na selegdo
assistida por marcadores (MAS, marker-assisted selection). Ainda, houve o objetivo de
proporcionar informacdes necessarias ao estudo da evolugéo genética (Barendse, 1998).

O mapeamento dos genes controladores de QTL devera elevar a freqiiéncia de alelos desejaveis,
uma vez que a selecdo poderd utilizar diretamente os alelos reconhecidamente ligados ao
QTL favoravel. A MAS pode ser praticada para aumentar a introdugao (introgresséo) de alelos
desejaveis de uma raca a outra dentro da mesma espécie, ou como complemento da selecao
tradicional (selecdo com base nos fenétipos). Deve ainda aumentar a precisao da selecao, e
pode ser utilizada para selecionar animais para determinados QTL, desde a idade jovem,
reduzindo com isso o intervalo entre gerag6es (Wilmut et al., 1992). O uso da MAS podera ser
uma opgéo para selegdo de caracteristicas de baixa herdabilidade.

O numero de marcadores genéticos gendmicos, gragas aos esforcos de varios grupos de pesquisa, tem
aumentado consideravelmente desde a divulgacédo dos primeiros mapas genéticos em 1994 e 1995.

Em bovinos, segundo Barendse (1998), foram descritos cerca de 600 genes e 1600 marcadores de DNA
(anénimos) (http://spinal.tag.csiro.au/). Em recente reviséo foi verificado, considerando varios mapas genéti-
cos, a existéncia de 2850 marcadores na espécie bovina




(http://loco.jouy.inra.fr/), 1774 na suina (http://www.ri.bbscr.ac.uk/) e mais de 1000 na ovina (http://
sol.marc.usda.gov) (Kappes, 1999).

O programa de selecao de animais de alto valor zootécnico tem tido, em todos os paises produtores de
proteina animal, 0s mesmos objetivos, ou seja: aumento da taxa de crescimento, eficiéncia nutricional, compo-
sicdo de carcaca, producéo de leite, performance reprodutiva e resisténcia a doencas (Lasley, 1977). Em varias
espécies animais, como a bovina, suina e ovina (abordadas neste trabalho), hoje é possivel identificar animais
portadores de algumas das doencas genéticas, alem de caracteristicas de producéo

O QUE OS MARCADORES JA IDENTIFICAM
Marcadores Associados as Caracteristicas Produtivas

Em bovinos, o interesse para produzir proteina levou a procura de marcadores através dos quais, atual-
mente, é possivel identificar animais produzindo leite de alta qualidade. Esta caracteristica sendo monogénica
pode ser diretamente analisada pela seqiiéncia dos seus genes. Trata-se dos genes da kappa-caseina e b-
lactoglobulina, cujo alelo B indica leite com maior porcentagem de proteina e gordura, respectivamente (Ng-
Kawai-Hang et al., 1991; Bovenhuis et al., 1992).

A presenca destes genes foi verificada em varios rebanhos na Europa, Canada e Estados Unidos, esta
técnica sendo utilizada na selecéo de animais uma vez que seus genétipos ja constam de catalogos de venda
de sémen.

A caracteristica producéo de leite foi associada a um marcador proximo ao gene da prolactina (Cowan
et al., 1989), sendo que os animais portadores transmitem a habilidade de produzir 283 kg/leite/ano a mais.
Ainda, a mesma caracteristica pode ser identificada pelo gene do horménio de crescimento (GH) (Yao et al.,
1996), e o Georges et al. (1994) encontraram evidencias para o0 QTL controlador da producédo de leite nos
cromossomos 1, 6, 9, 10 e 20.

A caracteristica ganho de peso ao nascer  foi associada ao gene b-lactoglobulina, fator de transcrigdo
pituitaria (P1T1), ao fator de crescimento IGF-I e kapa-caseina por Moody et al. (1996). Estes autores ainda
encontraram relag&o entre o ganho de peso até desmame e os genes b-lactoglobulina, IGF-1 e kapa-caseina,
alem do horménio de crescimento (GH), e o ganho pés-desmame como GH e PIT1. A associa¢cédo do GH ao
ganho de peso pés-desmame em zebuinos da raca Nelore foi, também, observada por Unanian et al. (1998).

Ainda referente ao peso, Beever et al. (1990) localizaram QTLs no cromossomo 12 (BTA12) influencian-
do o peso até desmame, ao desmame e 12 meses de idade, e o Rochaetal. (1992), no BTA15 e BTAL9, para
0 peso ao nascer e ao desmame em funcéo do genétipo materno.

Um estudo que teve o objetivo de identificar QTLS responsaveis por variagcdo no crescimento e caracte-
risticas de carcaca foi desenvolvido pela Texas A&M University, tendo sido relacionada a taxa de crescimento
ao gene responsavel pela hipertrofia muscular (MH), a &rea do olho do lombo e rendimento de carca¢a ao gene
da miacina (MYL1) e a maciez da carne ao gene da calpastatina (Taylor et al., 1996).

As caracteristicas de carcaga , respectivamente os fen6tipos massa muscular abundante e magra acom-
panhada de diminuicdo na ingestao de alimentos e aumento da converséo alimentar, tem sido associadas com
a musculatura dupla ou hipertrofia muscular (gene mh), sendo que uma Unica cépia do alelo mh/+ apresentaria
estes efeitos sobre a carcaca sem efeitos negativos sobre a fertilidade (Casas et al., 1998). Ainda, Taylor et al.
(1998) encontraram QTLSs relacionados a espessura da gordura subcutanea (QTL préximo ao GH) e os niveis
de &cidos graxos saturados x insaturados da gordura subcutanea.



Em suinos Andersson et al. (1994) descreveram QTLs associados a taxa de crescimento e acumulo de
gordura e, em ovinos , Parsons et al. (1998) a qualidade da la (gene da queratina).

Marcadores Associados as Caracteristicas Reprodutivas

As caracteristicas reprodutivas que ja foram associadas aos marcadores sdo a taxa de ovulacdo (Kappes,
1996), partos normais (Ashwell et al., 1997). A determinacéo de sexo de embrides pela presenca de DNA'Y
- especifico ja constitui um método de rotina nos rebanhos europeus e norte-americanos em funcao da deman-
da e interesse econbémico (Land, 1989). Outros exemplos de efeitos de genes Unicos sdo as patologias
esperméticas “knobb” e defeitos de acrosséma da raca Holstein, e espermatozoéides sem cabeca da raca
Guernsey (Land, 1989). Ainda a puberdade precoce, diagnosticada pela concentracao de testosterona, e o
crescimento testicular  foram associados ao gene do horménio de crescimento (Unanian et al., 1998).

Em ovinos da raca Merino o gene Booroola, de efeito dominante, foi associado a uma maior fertilidade
(Land, 1989).

Marcadores Associados a Doencas

As doencas que ja podem ser identificadas através de marcadores sao a deficiéncia de agregacéo
leucocitaria bovina (“BLAD”) (Schuster et a., 1992) e deficiéncia da uridina monofosfato sintase (DUMPS)
(Schwenger et al., 1994), ambas caracteristicas dos bovinos da raca Holstein, degeneracéo mieloencefalopatica
progressiva em bovinos, quase exclusivamente observada em animais da raca Pardo Suico (weaver disease)
(Georges et al., 1993), encefalite esponjosa bovina (BSE) (Neibergs etal., 1994), musculatura dupla (Charlier
etal., 1995), doenca da urina em xarope de bordo (MSUD, maple syrup urine disease) em bovinos mochos das
racas Hereford e Shorthorn (Healy e Dennis, 1994), e hipertermia maligna (MH) ou sindrome de estresse
suino (PSS) (Fujii et al., 1991).

Vérios reprodutores bovinos elite, em programas de inseminacao artificial, foram identificados, através
de marcadores, como portadores destas doencas (por exemplo a BLAD). Gragas a esta tecnologia que permite
diagnd@sticos precisos, estes animais tem sido eliminados, trazendo consideraveis beneficios econdmicos.

Uma doenc¢a muito importante de ponto de vista econdémico dado o seu custo anual a industria de leite ($
2 000 000 000 aproximadamente) é a mastite. A identificacdo da mastite tem sido feita indiretamente através
de marcadores relacionados as células sométicas (contagem), altamente correlacionadas a incidéncia desta
doenca (Ashwell et al., 1996).
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