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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.

INTRODUÇÃO

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

No entanto, é preciso observar que apesar dos contínuos esforços, a oferta de proteína animal continua
insuficiente em função do crescimento populacional, sendo que,  somente um grande numero de animais e,
principalmente,  um sistema de  criação baseado em técnicas modernas, poderá suprir esta lacuna.

Um dos fatores para o incremento da produção de alimentos é a  variação genética existente entre
rebanhos ou seus indivíduos. Ela constitui um importante componente na busca da eficiência no processo
seletivo através de identificação de raças ou indivíduos com alta freqüência de genes controladores de caracte-
rísticas desejáveis. Isto tornará possível 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, raça ou
indivíduo, com conseqüente uso no incremento da produção de alimentos,  é a tecnologia do  DNA.

A tecnologia do DNA possibilita o estudo dos animais de uma população diretamente a nível de genes,
muitas vezes únicos, em vez de utilizar os métodos genéticos quantitativos que estimam as variações genotípicas
através das medidas fenotípicas. Esta técnica proporcionara o entendimento da estrutura e organização do
genôma, assim como da diversidade dos genes controladores de processos fisiológicos (crescimento, reprodu-
ção, lactação ou ainda resistência à doenças). A tecnologia do DNA constitui uma opção moderna e econômica,
pois promete acelerar os esquemas tradicionais de seleção de animais de alta produção pela redução do tempo
e custo dos testes de progênie.

Além de identificar animais de alta produção, a tecnologia do DNA poderá ser usada, no futuro, para
combinar o material genético com propósitos econômicos, suprindo demandas de mercado, ou ainda, para
adequar animais à meios ambientais ou sistemas de manejos específicos. Ainda deverá permitir a caracteriza-
ção e conservação da variabilidade genética,  e  mudar a maneira de selecionar os animais.

MARCADORES MOLECULARES E A SELEÇÃO

Os marcadores moleculares  são proteínas ou DNA , estes últimos também chamados de marcadores
genômicos . Das proteínas, cujo conjunto constitui o proteoma ,  as isoenzimas e



os grupos sangüíneos são as mais representativas. Embora estes métodos apresentem limitações em
função do número de alelos por loco (Arranz et al., 1996) continuam sendo bastante utilizados para estabelecer
a distancia genética entre raças (Kustermann et al.,1996), assim como em estudos de identificação de similari-
dade imunogênica e de resistência a doenças.

Os marcadores de DNA,  ou  genômicos, são regiões cromossômicas (nos bovino  30,  nos ovinos 27 e
nos suínos de 19) (Figura 1). Estas regiões, freqüentemente, possuem seqüências curtas e repetitivas de DNA
que apresentam várias formas (polimorfismo) e que são os marcadores anônimos (não relacionados a genes
conhecidos), alem dos genes candidatos. Enquanto que, os marcadores anônimos, provavelmente, não tem
um efeito fisiológico, os genes candidatos possuem conhecida função fisiológica (Barendse, 1998).

Cromossomo

Mapa de ligação
E

Figura 1. Representação gráfica do cromossomo bovino 19: mapa citogenético (E) e de ligação
com os marcadores de  DNA. A seta indica a localização do gene

                 do  hormônio de crescimento (GH) na região 19q17-qter do BTA19.

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 dependência do seu grau de polimorfismo ligado ou localizado
perto do gene que afeta características de importância econômica. Quanto maior o número de alelos,  maior a
informação fornecida pelo marcador.



Dentre as primeiras técnicas que permitiram identificar as diferenças 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-
ção de polimorfismo ao nível de DNA, que proporcionou o inicio dos estudos de ligação genética e a construção
do mapa genômico 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 populações segregantes, trazendo esperanças de uma aplicação prática no melhora-
mento animal (Beckmann & Soller, 1989). No entanto, para mapeamento dentro de populações segregantes
estes marcadores tem limitações devido a dificuldade de traçar os alelos de geração a geração e, ainda, depen-
dem do grau de consangüinidade que interfere no número de animais necessários para encontrar associação
de RFLP com as característica de interesse econômico ou características quantitativas (QTL, quantitative trait
loci) (Rocha et al., 1992).

Figura 2. Eletroforese do produto de digestão do gene do hormônio de crescimento bovino (bGH)
com a enzima Alu I,  em animais da raça Nelore; M indica o marcador.

A outra classe de marcadores, muito utilizada atualmente,  são os microsatélites que são regiões do
DNA, que contem seqüências repetitivas simples, dispostas em tandem, herdados de forma Mendeliana, e
ocorrem abundantemente no genôma dos eucariotas (Holmes, 1994; Bishop et al., 1995). A taxa de mutação de
microsatélites é estimada entre 5 x  10-4 e 10-5 , isto é baixa, portanto permitindo o seu uso em estudos de
ligação e associação à doenças genéticas e outras características qualitativas ou quantitativas (QTL), desde
que exista desequilíbrio de ligação entre o marcador e o loco candidato. Estes marcadores são muito úteis,
principalmente, em populações onde o numero de progênies é limitado (Teale et al., 1994), pelo seu alto grau de
polimorfismo, eficácia para diferenciar raças muito semelhantes, por permitirem identificar alelos raça-rebanhos
específicos, e pela facilidade de processamento. Também podem ser utilizados em teste de paternidade e
construção de mapas genéticos (Holmes, 1994).

Ainda são úteis no estudo da  caracterização de populações, isto é identificação de caracteres quantita-
tivos ou QTLs, os marcadores RAPD (random amplified polymorphic DNA) (Figura 3).



Figura 3. Padrão de amplificação RAPD em animais da raça Nelore; a seta
indica a banda polimófica  encontrada entre os pools  fenotípicos;
M indica o marcador de 1 kb e n o de 123bp.

Os marcadores RAPD são usualmente dominantes porque os polimorfismos são detectados como pre-
sença ou ausência  de bandas. Esses marcadores possibilitam um método rápido para a analise de populações,
tendo a vantagem de não precisar de informação sobre a seqüência de DNA a ser amplificada. Entretanto,
produzem resultados pouco informativos para estudos de ligação genética devido ao seu modo dominante de
herança e a baixa repetibilidade da técnica (Carnwath, 1994). Este método, porem, é melhor do que a eletroforese
de proteínas ou cromatografia liquida de precisão.

Além dos marcadores  já citados, os AFLP e SNP são bastante utilizados em bovinos, não porem nas
demais espécies animais por não trazerem as informações desejadas. Estes marcadores apresentam um gran-
de polimorfismo e são analisados de foram rápida e a baixo custo (Barendse, 1998).

O estudo do material genético genômico a nível de DNA foi iniciado com a construção dos
mapas genéticos, cujo objetivo, inicial, foi a identificação de genes controladores de
características de interesse econômico (QTL) e favorecer a utilização destes na seleção
assistida por marcadores (MAS, marker-assisted selection). Ainda, houve o  objetivo de
proporcionar informações necessárias ao estudo da evolução genética (Barendse, 1998).

O mapeamento dos genes controladores de QTL deverá elevar a freqüência de alelos desejáveis,
uma vez que a seleção poderá utilizar diretamente os alelos reconhecidamente ligados ao
QTL favorável. A MAS pode ser praticada para aumentar a introdução (introgressão) de alelos
desejáveis de uma raça a outra dentro da mesma espécie, ou como complemento da seleção
tradicional (seleção com base nos fenótipos). Deve ainda aumentar a precisão da seleção, e
pode ser utilizada para selecionar animais para determinados QTL, desde a idade jovem,
reduzindo com isso o intervalo entre gerações (Wilmut et al., 1992). O uso da MAS poderá ser
uma opção para seleção de características de baixa herdabilidade.

O número de marcadores genéticos genômicos, graças aos esforços de vários grupos de pesquisa,  tem
aumentado consideravelmente desde a divulgação dos primeiros mapas genéticos em 1994 e 1995.

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



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

O programa de seleção de animais de alto valor zootécnico tem tido, em todos os países produtores de
proteína animal, os mesmos objetivos, ou seja: aumento da taxa de crescimento, eficiência nutricional, compo-
sição de carcaça, produção de leite, performance reprodutiva e resistência a doenças (Lasley, 1977). Em varias
espécies animais, como a bovina, suína e ovina (abordadas neste trabalho), hoje é possível identificar animais
portadores  de algumas das doenças genéticas, alem de características de produção

O QUE OS MARCADORES JÁ IDENTIFICAM

Marcadores Associados às Características Produtivas

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

A presença destes genes foi verificada em vários rebanhos na Europa, Canada e Estados Unidos, esta
técnica sendo utilizada na seleção de animais uma vez que seus genótipos já constam de catálogos de venda
de sêmen.

A característica produção de leite  foi associada a um marcador próximo 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 característica pode ser identificada pelo gene do hormônio de crescimento (GH) (Yao et al.,
1996), e o Georges et al. (1994) encontraram evidencias para o QTL controlador da produção de leite nos
cromossomos 1, 6, 9, 10 e 20.

A característica ganho de peso ao nascer  foi associada ao gene b-lactoglobulina, fator de transcrição
pituitaria (PIT1),  ao fator de crescimento IGF-I e kapa-caseina por Moody et al. (1996). Estes autores ainda
encontraram relação entre o ganho de peso até desmame e os genes b-lactoglobulina, IGF-I e kapa-caseina,
alem do hormônio de crescimento (GH), e o ganho pós-desmame  com o  GH e PIT1. A associação do GH ao
ganho de peso pós-desmame em zebuinos da raça 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 Rocha et al. (1992), no BTA15 e BTA19, para
o peso ao nascer  e ao desmame em função do genótipo materno.

Um estudo que teve o objetivo de identificar QTLs responsáveis por variação no crescimento e caracte-
rísticas de carcaça foi desenvolvido pela Texas A&M University, tendo sido relacionada a taxa de crescimento
ao gene responsável pela hipertrofia muscular (MH), a área do olho do lombo e rendimento de carcaça ao gene
da miacina (MYL1) e a maciez da carne ao gene da calpastatina (Taylor et al., 1996).

Às características de carcaça , respectivamente os fenótipos massa muscular abundante e magra acom-
panhada de diminuição na ingestão de alimentos e aumento da conversão alimentar, tem sido associadas com
a musculatura dupla ou hipertrofia muscular (gene mh), sendo que uma única cópia do alelo mh/+ apresentaria
estes efeitos sobre a carcaça sem efeitos negativos sobre a fertilidade (Casas et al., 1998). Ainda,  Taylor et al.
(1998) encontraram QTLs relacionados a espessura da gordura subcutânea (QTL próximo ao GH) e os níveis
de ácidos graxos saturados x insaturados da gordura subcutânea.



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

Marcadores Associados às Características Reprodutivas

As características reprodutivas que já foram associadas aos marcadores são a taxa de ovulação (Kappes,
1996), partos normais  (Ashwell et al., 1997). A determinação de sexo  de embriões pela presença de DNA Y
- especifico já constitui um método de rotina nos rebanhos europeus e norte-americanos em função da deman-
da e interesse  econômico (Land, 1989). Outros exemplos de efeitos de genes únicos são as patologias
espermáticas  “knobb” e defeitos de acrossôma da raça Holstein, e  espermatozóides sem cabeça da raça
Guernsey (Land, 1989).  Ainda a  puberdade precoce,  diagnosticada pela concentração de testosterona, e o
crescimento testicular  foram associados ao gene do hormônio de crescimento (Unanian et al., 1998).

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

Marcadores Associados à Doenças

As  doenças que já podem ser identificadas através de marcadores são a deficiência de agregação
leucocitaria bovina  (“BLAD”) (Schuster et a., 1992)  e deficiência da uridina monofosfato sintase (DUMPS)
(Schwenger et al., 1994), ambas características dos bovinos da raça Holstein,  degeneração mieloencefalopatica
progressiva  em bovinos, quase exclusivamente observada em animais da raça Pardo Suiço (weaver disease)
(Georges et al., 1993), encefalite esponjosa bovina  (BSE) (Neibergs et al., 1994), musculatura dupla  (Charlier
et al., 1995), doença da urina em xarope de bordo (MSUD, maple syrup urine disease) em bovinos mochos das
raças Hereford e Shorthorn (Healy e Dennis, 1994), e hipertermia maligna  (MH) ou síndrome de estresse
suíno  (PSS) (Fujii et al., 1991).

Vários reprodutores bovinos elite, em programas de inseminação artificial, foram identificados, através
de marcadores, como portadores destas doenças (por exemplo a BLAD). Graças a esta tecnologia que permite
diagnósticos precisos, estes animais tem sido eliminados, trazendo consideráveis benefícios econômicos.

Uma doença muito importante de ponto de vista econômico dado o seu custo anual à industria de leite ($
2 000 000 000 aproximadamente) é a mastite. A identificação da  mastite  tem sido feita indiretamente através
de marcadores relacionados às células somáticas  (contagem), altamente correlacionadas à incidência desta
doença (Ashwell et al., 1996).
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