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Introducao

Como definicdo, temos que a biologia molecular € o ramo da ciéncia que
estuda a biologia ao nivel das moléculas, ou seja, lida com a formagao, com a
estrutura e com a fungdo dos acidos nucléicos: DNA (acido desoxirribonucléico) e
RNA (acido ribonucléico) e das proteinas. Os acidos nucléicos constituem o material
genético e as proteinas, os produtos de expresséo.

A fita de DNA é “empacotada” por proteinas (histonas) no interior do nucleo
de células eucaridticas de maneira a formar os cromossomos. O numero de
cromossomos € variavel entre as espécies, os humanos possuem 22 pares de
cromossomos autossOmicos e 1 par de cromossomos sexuais (dois X, nas fémeas, e
um X e um Y, nos machos), totalizando 46 cromossomos. Nos animais, ha 64
cromossomos em cavalos, 60 em bovinos e caprinos, 54 em ovinos e 38 em suinos.

O DNA é constituido por duas fitas enoveladas entre si de maneira a formar
uma dupla hélice. Essas duas fitas sao anti-paralelas, ou seja, correm em direcoes
opostas: a fita posicionada na direcdo 5 — 3’ se anela a fita posicionada na diregao
3’ — 5’. Cada uma dessas fitas é constituida por varios nucleotideos ligados uns aos
outros no sentido 5 — 3’. Os nucleotideos sao formados por agucar (ribose, no
RNA, e desoxirribose, no DNA), grupo fosfato e uma das quatro bases nitrogenadas:
adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T), no DNA, ou uracila (U), no RNA.
As bases A e G, moléculas de anel duplo, sdo chamadas de purinas, e as bases C,
T e U, moléculas de anel unico, sdo as pirimidinas. O pareamento entre as fitas de
DNA se da por duas pontes de hidrogénio entre as bases A e T e por trés pontes de
hidrogénio entre as bases G e C. Como a base A de uma fita de DNA se liga a base
T da outra fita, dizemos que essas bases sdo complementares, assim como G e C.

O DNA funciona como um computador que estoca e transmite informacgdes. A

transmissao da mensagem hereditaria para a proxima geragao de células é feita por



meio da replicacdo (producdo de uma coépia idéntica) do DNA pela enzima DNA
polimerase. A replicacdo do DNA €& semi-conservativa e cada fita original dara
origem a uma nova dupla fita.

A transmissdo da informagado necessaria para a sintese de uma proteina (a
expressdo de um gene) € feita pelos processos de transcricdo e traducdo. A
sequéncia das bases nitrogenadas no DNA ira determinar a ordem de formac&o dos
20 possiveis aminoacidos que irdo constituir as proteinas. Como s6 existem 4
nucleotideos para formar 20 aminoacidos, a célula usa trés nucleotideos (um codon)
para especificar cada aminoacido. A sequéncia das bases nitrogenadas na molécula
de DNA constitui o cédigo genético, uma vez que ela fornece um cddigo para o
posicionamento correto dos aminoacidos em uma proteina (Tabela 1). Cada série de
trés nucleotideos no DNA especifica um aminoacido na cadeia protéica, da um sinal
para o inicio da cadeia (ATG ou metionina, chamada de START cddon) ou da um

sinal para o término da transcricdo (STOP cdédon).

Tabela 1. Cédigo genético.

Primeira Segunda Base Terceira
Base T C A G Base

Phe Ser Tyr Cys T
T Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg T
c Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro GIn Arg G
lle Thr Asn Ser T
lle Thr Asn Ser C
A lle Thr Lys Arg A
(S.IIYI :I;T) Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly T
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

As bases sao lidas da esquerda para a direita. A: adenina, G: guanina, C: citosina, T:
timina (ou U: uracila, no RNA); Ala: alanina, Arg: arginina, Asp: asparagina, Asp:
acido aspartico, Cys: cisteina, GIn: glutamina, Glu: acido glutamico, Gly: glicina, His:
histidina, lle: isoleucina, Leu: leucina, Lys: lisina, Met: metionina, Phe: fenilalanina,
Pro: prolina, Ser: serina, Thr: treonina, Trp: triptofano, Tyr: tirosina, Val: valina.




O DNA permanece no nucleo enquanto as proteinas sao sintetizadas em
organelas (ribossomos) localizadas no citoplasma das células. Esse transporte da
mensagem do nucleo para o citoplasma é realizado pelo RNA mensageiro (mMRNA).
O mRNA é uma cépia do DNA de um gene em especial, que atravessa a membrana
nuclear e alcanga os ribossomos. Entdo, se considerarmos o DNA como um
computador, o mRNA funcionaria como um disquete ou um CD-ROM. A transcri¢gao
do mRNA pela enzima RNA polimerase Il tem inicio em um sitio especifico do gene:
o sitio promotor, que s6 existe em uma das fitas de DNA (na fita sense), enquanto a
outra fita permanece sem fungéo (fita nonsense).

As diferengcas do RNA em comparagcdo ao DNA s&o: presenca de um atomo
extra de oxigénio no agucar (ribose); presenga da base uracila (U) que difere da
timina (T) pela auséncia de um carbono e de trés atomos de hidrogénio associados;
e estrutura de fita simples. O mMRNA possui uma sequéncia de nucleotideos igual a
sequéncia dos éxons da fita codificante do DNA do qual ele foi copiado, exceto pela
presenca de bases U ao invés de T. Durante a transcricdo e o processamento, o
MmRNA passa por algumas modificagbes: adicdo de um nucleotideo incomum,
chamado de 7-metilguanosina, em sua extremidade, formando um cap que é
essencial para a ligagado ao ribossomo e que protege contra a degradacao; adigao
de mais de 20 nucleotideos adenina em sequéncia (poliadenilagdo), formando a
cauda poli A no final da molécula de mRNA; e eliminagdo das sequéncias nao-
codificantes do DNA (introns).

Além do mRNA, existem dois outros tipos de RNA: o RNA transportador
(tRNA) e o RNA ribossdmico (rRNA). O tRNA transporta os aminoacidos até os
ribossomos e possui um anticédon que orienta o pareamento dos codons do mRNA
para a formagdo da proteina. O rRNA, junto com outras proteinas, constitui o
ribossomo e auxilia no alinhamento do tRNA ao mRNA.

Dessa maneira, sequéncias diferentes de bases no DNA especificam
sequéncias diferentes de bases no mRNA (transcrigdo), e as sequéncias de bases
no mMRNA especificam a sequéncia de aminoacidos nas proteinas (tradugao). Esse
caminho da informagdo desde o DNA até a sintese protéica € conhecido como

dogma central da biologia molecular (Figura 1).
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Figura 1. Dogma central da biologia molecular.

Ferramentas de Biologia Molecular

O conhecimento da biologia molecular permite a manipulagdo do DNA, por
meio de técnicas de DNA recombinante, e leva ao isolamento, a identificacdo e a
modificagdo seletiva de genes especificos. Uma vez que material genético esta
contido no interior das células, para a realizacdo da maioria dos procedimentos de
biologia molecular, o DNA e o RNA devem ser extraidos (ruptura das membranas
celulares) e purificados (remogéo de outros componentes, como proteinas e restos
celulares). Para o DNA, varios protocolos estdo disponiveis, como fenol e
cloroférmio ou utilizacdo de altas concentragbes de sais (salting-out). Para o RNA,
utilizam-se protocolos com fenol e cloroférmio associados a isotiocianato de
guanidina ou coloreto de litio. Além dessas técnicas, existem kits comerciais que séo
especificos tanto para DNA e RNA, quanto para o tipo de tecido e para a quantidade
de material disponivel. Vale salientar que o trabalho com RNA requer muito mais
cuidados, pois ele € mais instavel que o DNA e é facilmente destruido pelas RNases
(enzimas que degradam RNA) presentes nos tecidos.

Uma vez que as moléculas de DNA e de RNA sao muito pequenas para a
visualizagdo ou apresentam-se em poucas coépias nos tecidos, estratégias s&o
adotadas para aumentar sua quantidade e facilitar sua avaliacdo. A técnica de
biologia molecular mais comumente utilizada para a amplificagédo do DNA ¢é a reagao
em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polimerase Chain Reaction), que constitui
um meétodo de obtencdo de multiplas copias de uma sequéncia-alvo de DNA. A
PCR, desenvolvida na década de 1980 por Karry Mullis, busca mimetizar os eventos
que ocorrem durante a replicacdo do DNA nas células e, para isso, utiliza uma

enzima DNA polimerase termo-estavel (Tag DNA polimerase). Além da polimerase,



a reacao requer um DNA-alvo, os quatro desoxinucleotideos ou dNTPs (dATP,
dTTP, dCTP e dGTP) e um par de oligonucleotideos iniciadores (primers)
especificos para a sequéncia de DNA a ser amplificada. A PCR é realizada num
equipamento denominado termociclador e ocorre em trés fases, repetidas por
diversas vezes (30 a 40 ciclos): desnaturagao (92-95°C por 15-60 segundos),
anelamento dos primers (55-65°C, variavel de acordo com o primer e com a
sequéncia do DNA-alvo, por 15-60 segundos) e extensao pela Taqg DNA polimerase
(72-75°C por 15-60 segundos). Como a amplificagdo é exponencial, a cada ciclo de
PCR a quantidade de DNA inicial dobra.

Os estudos com RNA detectam e mensuram o mRNA presente nas células e
nos tecidos, de maneira a permitir a avaliacdo da expressdo génica. Para a
amplificacdo do RNA, antes da PCR, o mRNA precisa ser convertido em DNA
complementar (cDNA), por meio da transcri¢gao reversa seguida de PCR (RT-PCR,
do inglés Reverse Transcription-PCR). Essa técnica utiliza o RNA total como molde
para uma enzima transcriptase reversa e requer a utilizacdo dos dNTPs, de um
inibidor de RNases e de um oligonucleotideo iniciador. O oligonucleotideo iniciador
pode ser o primer oligo dT (oligonucleotideo formado por bases T, que se liga a
cauda poli A do mRNA), os primers hexdmeros randémicos (oligonucleotideos com
combinagao aleatéria de 6 bases) ou o primer gene-especifico (complementar ao
gene-alvo). A RT-PCR é constituida das seguintes etapas: aquecimento inicial a 65-
70°C por 5 minutos para anelamento do primer, adicdo da transcriptase reversa e
incubacao a 42°C por 50-60 minutos para extensdo do cDNA e inativagao da enzima
por incubacdo a 70°C por 15 minutos. Apds a conversdo, o cDNA é utilizado
diretamente na PCR para a avaliagdo da expressdo génica por PCR semi-
quantitativa, na qual um gene-alvo € comparado a um gene controle endégeno que
possui expressao constitutiva, isto €, expressao semelhante entre tecidos e fases do
desenvolvimento. Para a quantificacdo da expressdo de um gene é necessaria a
realizacdao da PCR em tempo-real, em um termociclador especifico, equipado com
detector de fluorescéncia e acoplado a um computador. Nesse procedimento, a
deteccdo dos produtos é realizada simultaneamente a amplificagdo, por meio da
utilizacdo de sondas fluorescentes ou de corantes de DNA, como o SYBR Green.
Esse método € mais confidvel que a RT-PCR semi-quantitativa para avaliagdo da
expressao génica. Além disso, por ser bastante sensivel, permite a quantificagdo de

amostras que contém pouco mRNA.



Em situagbes em que a quantidade de DNA ou RNA ainda ¢é limitante para a
aplicagado da PCR, por exemplo, em bidpsias de embrides ou para a detecgao de
patdgenos, outras técnicas de biologia molecular precisam ser aplicadas. Dentre
elas, a realizacdo de Nested-PCR, que consiste na amplificagdo do DNA-alvo em
duas etapas, de maneira a aumentar a especificidade da reagado. Na primeira PCR,
sdo usados primers externos que flanqueiam o DNA-alvo; na segunda reagao, o
produto de amplificacdo da primeira reacao € utilizado como DNA-alvo para primers
internos. Outra estratégia é a pré-amplificacdo do DNA pela utilizagdo de
oligonucleotideos degenerados especificos (Degenerate Oligonucleotide-Primed
PCR ou DOP-PCR) ou inespecificos (Primer Extension Preamplification ou PEP), em
reagcao com anelamento a baixas temperaturas. Para o RNA, as estratégias de pré-
amplificacdo, realizadas apds a transcricao reversa, podem ser lineares, como a
transcricao in vitro baseada em T7, ou exponenciais, pela amplificacdo baseada em
PCR, como SMART-PCR e amplificagdo de RNA por continuagao terminal (TC).

E possivel amplificar varios fragmentos de DNA em uma Unica reagdo por
meio da técnica de PCR multiplex, que consiste na utilizacdo de uma mistura de
multiplos pares de primers na mesma PCR.

Os produtos amplificados por PCR podem ser avaliados por eletroforese ou
por sequenciamento. A eletroforese (carreamento de moléculas por corrente
elétrica), também utilizada para avaliacdo dos produtos de RT-PCR, consiste na
separacao dos fragmentos de DNA pelo tamanho. Para isso, o DNA é depositado
em um gel suporte feito de agarose ou de poliacrilamida, que, na presenca de um
tampao, € submetido a corrente elétrica. Como o DNA possui carga negativa, devido
aos grupos fosfatos, os fragmentos s&o atraidos em dire¢cdo ao pélo positivo, no
entanto, a velocidade de migracao depende da resisténcia oferecida pelo gel, de
maneira que os fragmentos menores migram mais rapidamente que os fragmentos
maiores. Apos a eletroforese, os fragmentos de DNA separados pelo tamanho
podem ser visualizados por coloragdo com brometo de etideo (em gel de agarose)
ou com prata (em gel de poliacrilamida).

Diferente da eletroforese, o sequenciamento permite identificar tanto o
tamanho quanto a sequéncia dos nucleotideos de um fragmento de DNA. O
sequenciamento pode ser feito por métodos enzimaticos ou quimicos. O método de
sequenciamento enzimatico mais conhecido € denominado de terminagao da cadeia

por nucleotideo didesoxi. Esse método, desenvolvido por Sanger e colaboradores



em 1978, consiste no término da sintese da cadeia complementar ao DNA-alvo em
quatro reacdes de PCR separadas, cada uma contendo um 2’,3’-didesoxinucleotideo
(ddNTP) marcado por fluorescéncia e uma mistura dos quatro desoxinucleotideos
(dNTPs) nao-marcados. Assim, cada reagdo, interrompida quando o ddNTP é
incorporado a cadeia, gera fragmentos de DNA que terminaram em sitios
especificos A, C, G ou T. Esses fragmentos marcados sdo, entdo, separados por
eletroforese em capilar ou em gel de poliacrilamida e podem ser identificados no
equipamento de sequenciamento automatico. Esse € o método mais amplamente
utilizado para o seqlenciamento em larga escala. O método quimico, desenvolvido
por Maxam e Gilbert em 1977, consiste na clivagem direta do DNA marcado em uma
ou duas bases especificas, usando reagentes quimicos. Por exemplo, o
dimetilsulfato e o tetréxido de ésmio clivam a base G; os acidos clivam bases purinas
(G e A); a hidrazina cliva bases pirimidinas (T e C); a hidrazina com sais cliva C; e 0
NaOH cliva A. Essas reacgdes especificas para cada base, em condicoes
controladas, geram fragmentos que podem ser avaliados a fim de que a sequéncia
de nucleotideos seja determinada.

As diferencas entre individuos ocorrem devido a variagdes nas sequéncias de
seus nucleotideos, conhecidas como polimorfismos. A detecgdo dos polimorfismos
permite a determinacdo do gendtipo (genotipagem) de um animal e pode ser feita
por técnicas como sequenciamento génico, PCR seguida de polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP, do inglés PCR-Restriction
Fragment Length Polymorphism), polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(RAPD, do inglés Random Amplified Polymorphic DNA), polimorfismo de
conformacdo de fita simples (SSCP, do inglés Single-Strand Conformation
Polymorphism) ou discriminagao alélica.

O PCR-RFLP consiste na amplificacao de uma sequténcia de DNA por PCR e
digestdo do produto amplificado com uma enzima de restricdo (endonuclease de
restricdo) que reconhece e cliva uma sequéncia especifica de bases em uma
molécula de DNA. Os polimorfismos eliminam ou criam sitios de restricdo para a
enzima e, assim, podem ser identificados apds eletroforese por meio das diferencas no
tamanho dos fragmentos gerados pela digestdo. O RAPD baseia-se na amplificagéo
de fragmentos de DNA por primer arbitrario e permite distinguir sequéncias
complementares de ndo complementares devido a algum polimorfismo. O SSCP é

usado para a identificagdo de modificagdes que afetam a seqiéncia de nucleotideos



(e ndo o tamanho) e levam a alteracdo no padrdao de migragao dos fragmentos em
eletroforese, apds desnaturacédo das fitas de DNA. A discriminacéo alélica consiste
na utilizagdo, na PCR ou na PCR em tempo-real, de primers ou sondas especificos
para a regiao que contém o polimorfismo.

A avaliagado genética em larga escala pode ser realizada por meio da técnica
de microarranjo. O microarranjo (microarray ou chip de DNA) consiste numa lamina
de vidro contendo muitas sondas de DNA. As sondas sdo moléculas de DNA de fita
simples, com cerca de 20 bases, de sequéncia conhecida e que irdo se ligar
(hibridizar) a um DNA-alvo que apresente sequéncia complementar. O microarranjo
permite que o DNA de uma amostra, marcado com fluorescéncia, seja analisado
simultaneamente para centenas de genes. Para bovinos, ha microarranjos
comercialmente disponiveis para a avaliagdo de expressédo génica (GeneChip®
Bovine Genome Array, para 23.000 transcritos) e para a genotipagem de
polimorfismos de nucleotideo Uunico (SNP, do inglés Single Nucleotide

Polymorphism; GeneChip® Bovine Mapping 10K SNP, para quase 10.000 SNPs).

Aplicacédo de Biologia Molecular na Produgédo Animal

Avancos recentes na biologia molecular fornecem ferramentas para a
promog¢ao do melhoramento genético animal. Em bovinos, as principais aplicagcbes
das técnicas de biologia molecular séo para:

- Selecao assistida por marcadores moleculares (MAS, do inglés Marker-Assisted

Selection). Programas tradicionais de melhoramento genético tém buscado a
selecdo de animais para caracteristicas de interesse comercial. No entanto, ao se
basearem, principalmente, em testes de progénie, os resultados desses projetos
demoram a ser alcangados. Por outro lado, com o advento das técnicas de biologia
molecular, varios testes tornaram possivel a classificagdo dos animais em momentos
precoces do desenvolvimento, antes da idade reprodutiva e da producdo de
descendentes e inclusive durante a fase embrionaria. Assim, esses testes permitiram
o estabelecimento de critérios para a identificacdo e a selecdo mais rapidas dos
animais portadores de caracteristicas de interesse comercial, de maneira a diminuir
o intervalo entre geracdes, acelerar o progresso genético e reduzir os custos de

producao.



A principal dificuldade da MAS ¢é que a maioria das caracteristicas
quantitativas (que incluem, por exemplo, caracteristicas produtivas, reprodutivas e
de resisténcia a doengas) € determinada por muitos genes, cada um deles com um
pequeno efeito. Entretanto, quando um desses genes possui maior importancia no
controle de determinado fendtipo, € possivel identificar a regido cromossémica (ou
QTL, do inglés, Quantitative Trait Loci) associada a essa caracteristica.

Os QTLs sao obtidos por meio da avaliagdo da segregagdo de marcadores
moleculares em populagcdes experimentalmente delineadas. Os marcadores
moleculares servem como marcos no genoma e, geralmente, ndo sao genes e,
portanto, ndo produzem efeito biolégico. Os marcadores sdo sequéncias de DNA
identificaveis, encontradas em localizagbes especificas do genoma e transmitidas
para os descendentes. Existem diferentes tipos de marcadores moleculares, como
RFLP, RAPD, microssatélites (sequéncias simples de DNA repetitivo) e SNPs. Na
produgcao animal, os microssatélites tém sido os marcadores moleculares de maior
importancia para a determinagao de QTLs.

Em bovinos, ja foram descritos 630 QTLs que afetam 89 caracteristicas. A
localizagdo cromossdmica de QTLs que influenciam significativamente algumas

caracteristicas de interesse econdmico, em bovinos, esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Localizagdo de QTLs para caracteristicas de importancia econbmica em
bovinos.

Caracteristica Cromossomo Bovino

Ganho de peso médio diario ,6,14,19e 21

Espessura de gordura subcuténea (acabamento) ,6,14,19, 21 e 23

Escore de marmorizagao (gordura intramuscular) 3,4,5,6,13,14 e 23

Maciez da carne 5 9

2,6,1

5,6, 1
Area de musculo longissimo (contra-filé) 2,4,5e6

2,3,4

15e 2

1

e
,2,3,5,6,7,9, 10, 12, 14, 18,
19, 20, 21, 23, 25, 26, 27 e 29

Producgao de leite

Conformacgao do ubere

14 e 20

Contagem de células somaticas (mastite)

2,4,5,7,9,10,18, 21, 22,23 e 27

Fecundidade 10e 18
Concentracao de horménio foliculo estimulante | 5

(FSH)

Taxa de ovulacao 5 10e 19

Taxa de partos gemelares 5e7
Temperamento 29

Resisténcia a encefalopatia espongiforme bovina | 1, 6, 13, 17 e 19

(BSE ou “doenga da vaca louca”)




Entretanto, uma vez que s&o as variagdes genéticas, em nivel de
nucleotideos, que determinam as diferengas fisiolégicas ou fenotipicas entre os
individuos, a desvantagem do estudo de QTL & que ele n&o identifica o gene que
afeta a caracteristica, mas sim uma regidao cromossémica que pode conter varios
genes. Assim, o estudo de SNPs em genes candidatos posicionais (escolhidos por
sua localizagado em regides em que ja foram identificados QTLs) ou funcionais (cujas
acdes biolégicas estdo envolvidas no desenvolvimento ou na fisiologia da
caracteristica de interesse) pode ser uma estratégia interessante. Os SNPs sé&o
muito comuns no genoma bovino e contribuem significativamente para a variagao
genética, pois influenciam os niveis de expressdo génica ou a estrutura de
proteinas. Os SNPs podem ser genotipados por varias técnicas, como
sequenciamento, PCR-RFLP ou discriminagdo alélica. Nos bovinos, ja foram
encontrados polimorfismos em genes importantes para a produgdo e para a
qualidade do leite e da carne, como k-caseina, [B-lactoglobulina, horménio do
crescimento, prolactina, calpastatina, calpaina, leptina, diacilglicerol transferase-1 e
tireoglobulina. Existem testes comerciais disponiveis para a avaliagdo desses
polimorfismos, como o0 GeneSTAR® Tenderness e o Igenity TenderGENE™ que
detectam polimorfismos nos genes calpaina e calpastatina, relacionados a maciez
da carne; e o GeneSTAR® Quality Grade para tireoglobulina e mais 3 SNPs
relacionados ao escore de marmorizacao.

Vale salientar que a implementagcdo da selegdo assistida por marcadores
deve ser feita com cautela, uma vez que a selecdo para um marcador pode

promover efeitos negativos em outras caracteristicas.

- Rastreabilidade. Segundo os padrdes internacionais, rastreabilidade €& definida

como a habilidade de descrever a historia, a aplicagao, os processos ou 0s eventos
e a localizagdo de um produto, a uma determinada organizagdo, por meios de
registros e de identificagdo. A rastreabilidade tem se tornado uma exigéncia
econdmica, sanitaria, social e politica para a comercializagao de produtos de origem
animal. Assim, sistemas de identificagdo animal baseados em DNA permitem o
acurado acompanhamento de um animal durante toda a cadeia produtiva, do

nascimento ao consumo do produto final.



- Conservacéao de recursos genéticos. A biologia molecular tem sido utilizada para a

caracterizagao de recursos genéticos animais visando a identificagdo da origem e da
formagao de ragas bovinas, a conservagao da variabilidade genética existente entre

as racas e a preservacao de espécies em risco extingcao.

- Deteccdo de mutacdes. Os testes de biologia molecular tém sido realizados para a

deteccdo de mutagdes que levam a patologias, como a deficiéncia de adesé&o
leucocitaria bovina (BLAD), a malformacgao vertebral complexa (CVM), a citrulinemia
e a sindactilia, e permitem a eliminagao precoce de animais portadores de doencgas.
Além disso, a genotipagem possibilita a identificacdo da mutacdo do gene da
miostatina responsavel pelo fenétipo de aumento de massa muscular, denominado

de “musculatura dupla”, nas ragas bovinas Belgian Blue e Piemontés.

- Deteccdo de patdégenos. A biologia molecular pode ser utilizada para o controle

sanitario de rebanhos, a fim de promover o diagndstico precoce e evitar a
disseminagao de doengas. Em bovinos, permite o diagndstico de patdgenos, como
Plasmodium, Tritrichomonas foetus, Toxoplasma gondii, Neospora caninum,
Trypanosoma spp., Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale. Em
embrides e em doses de sémen, a avaliacdo da contaminagao por virus, como o
virus da diarréia bovina (BVDV), o herpesvirus bovino tipo 1 (BHV) e o virus da

imunodeficiéncia bovina (BIV), também pode ser feita por biologia molecular.

- Teste de paternidade. A acurada identificagdo do parentesco € de extrema
importancia para o registro animal e para a aplicagdo de biotecnologias com
embrides, como fecundacao in vitro e transferéncia de embrides, em nivel nacional e
internacional. Assim, técnicas de biologia molecular permitem assegurar que um

determinado individuo é realmente descendente dos supostos pais.

- Sexagem de embrides. A sexagem foi a primeira técnica comercial de selecédo de

embrides e envolve a utilizagdo da PCR para a co-amplificacdo de uma seqiéncia
autossbmica (amplificada em machos e em fémeas) e de um fragmento génico
especifico do cromossomo Y (amplificado s6 em machos). Por meio dessa técnica, a
partir de um pequeno fragmento obtido por bidpsia, € possivel identificar e selecionar

embrides machos (XY) e fémeas (XX) com acuracia de até 98%. Na produgéo



animal, o diagndstico precoce do sexo do concepto, por meio da sexagem, permite a
selecdo da progénie para o sexo desejado e orienta os esquemas de acasalamento
levando ao maior aproveitamento do potencial de machos e de fémeas de elevado

mérito genético.

- Determinacdo da viabilidade embrionaria. O potencial de desenvolvimento de um

embrido pode ser determinado pela avaliagdo, por meio de RT-PCR e PCR em
tempo-real, do padrdo de expressao de genes essenciais para o desenvolvimento,

como os relacionados ao estresse oxidativo e ao estresse térmico.

- Transferéncia génica ou transgénese. A transgénese € a transferéncia e a

incorporagao permanente, que pode ser transmitida aos descendentes, de genes no
genoma de um individuo a fim de modificar suas caracteristicas fisicas. Na produgao
animal, a transgénese é utilizada para aumentar a qualidade e a quantidade da
producdo, conferir resisténcia a doengas ou produzir proteinas de alto valor na
glandula mamaria ou em outros 6rgados (os animais tornam-se biorreatores para
producdo de fatores, como insulina, hormdénio de crescimento e fator VIII de
coagulagao). Entretanto, essa metodologia ainda é limitada devido a dificuldades

técnicas.
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