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Introducéo

O melhoramento animal tem sido responsavel por mudancas significativas na produca
e na qualidade dos produtos de origem animal. Uma linhagem de frango de corte de 199
chega a ser trés vezes mais pesada do que um linhagem de 1957 sob a mesma dieta e
mesma idade (Haley, 1995). A taxa de crescimento da producao anual de leite por vaca ter
aumentado nos ultimos anos na América do Norte. Os valores de DEP de fémeas nascidas er
1986 foram aproximadamente 135 kg superiores aos das fémeas nascidas em 198
(Wiggans, 1991).

Nos ultimos 10 anos, com os desenvolvimentos metodolégicos e cientifico
alcancados pelos projetos genoma humano e de espécies modelo, surge a possibilidade de s
utilizar ferramentas moleculares para auxiliar o melhoramento animal. Aliadas as metodologia
tradicionais, as novas técnicas deverao aumentar ainda mais o progresso genético que ver
sendo observado em animais domésticos. O uso de marcadores moleculares, principalment
de DNA, permite que o potencial genético de um animal seja determinado com maior precisa
e antes mesmo da expressao do seu fendtipo.

Projetos de mapeamento gendmico em animais domésticos aliados ao mapeament
comparativo deverao fornecer as bases para a manipulacdo do genoma dos animais de acord
com as necessidades e exigéncias do mercado. Em bovinos, mapas de ligacdo compostos pc
cerca de 3.600 marcadores posicionados com média de intervalos inferior a 2,5 centimorgan
(Bishop et al., 1994; Barendse et al., 1997; Kappes et al., 1997; http://locus.jouy.inra.f
permitem o mapeamento de genes envolvidos na heranga de caracteres quantitativos (QTLs).

Apasar do evidente progresso alcancado na tecnologia gendmica e da identificacdo ¢
varias regides cromossdmicas responsdveis pela heranca de algumas caracteristicas ja st
uma realiiade, a questdao do mapeamento de QTLs é complexa em virtude das variacdes d
fase de ligacdo marcador-QTL entre populagcdes, da presenca de epistasia e da magnitude dc
efeitos, que precisam ser suficientes para justificar sua aplicacdo no melhoramento animal.
identificazdo e clonagem dos QTLs em si ja pode ser vislumbrada por recentes resultadc
(Wilson €= al., 2001; Blott et al., 2003), o que deve contribuir para solucionar parte desse
problemas. Além disso, a aplicacdo de marcadores moleculares no diagnéstico de doence
hereditarias, na identificacdo individual e na verificacdo de parentesco vem deixando st

contribuicdo como ferramenta auxiliar nos programas de melhoramento.



Tipos de marcadores moleculares

Marcadores genéticos sao caracteristicas de herangca mendeliana simples que possibilitam
a inferéncia do genoétipo a partir do fenétipo do individuo, permitindo que a segregacao do gene
marcador seja acompanhada. A analise de segregacao requer a existéncia de pelo menos duas
formas alélicas, ou seja, a existéncia de polimorfismo no loco marcador. Inicialmente, as
caracteristicas disponiveis para esse tipo de andlise eram as mutacdes que produziam alteracdes
morfolégicas, como o nanismo, a auséncia de asas em Drosophila e a auséncia de pélos em
camundongos. Entretanto, tais mutacdes sdo pouco frequentes nas populacdes naturais, nas
quais a maior parte da variacdo genética é de carater continuo (Tanksley, 1993). Além disso,
mutacdes como as citadas acima, freqlientemente comprometem a adaptaca@o do individuo, o
que reduz sua utilidade em estudos de comparacao entre populacdes.

Com o desenvolvimento de métodos de andlise do DNA, a possibilidade de caracterizar as
variacdes individuais na seqiéncia do material genético permitiu uma grande ampliacdo do leque
de marcadoras genéticos para incluir diferentes tipos de marcadores moleculares, classificados
de acordo com a natureza da variacao observada.

Uma das mais marcantes contribuicoes ao estudo de marcadores moleculares foi o
desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Essa técnica foi
desenvolvida por Mullis, em 1983 (Mullis,1990), mas sua importancia sé ficou demonstrada
com a publicacdo dos primeiros trabalhos de aplicacdo da PCR em diagnéstico de doencas (Saiki
et al., 1985). A técnica consiste na replicacdgo do DNA in vitro, catalisada por uma DNA
polimerase termoestavel, em presenca dos quatro tipos de desoxinucleotideos (dATP, dCTP,
dTTP e dGTP) e de oligénucleotideos sintéticos ou “primers”, complementares as extremidades
da regido do DNA que se deseja amplificar. A técnica possibilita o estudo de quantidades infimas
de DNA em um reduzido espaco de tempo, desde que se conheca parte da sequéncia a ser
analisada.

Os polimorfismos de comprimentos de fragmentos de restricdo (RFLPs) sdo marcadores
geralmente dialélicos, resultantes da variacdo do nimero de cortes efetuados por determinada
enzima de restricdo em funcdo do numero de sitios de restricdo presentes ao longo da molécula
de DNA. Essa variacao é o resultado de mutacdes de ponto, que eliminam ou criam sitios de
restricdo para determinada enzima, podendo também resultar de eventos de insercdo ou de
delecdo enire dois sitios de restricdo adjacentes. Esses marcadores foram originalmente
analisados pela técnica de “Southern blot” e sua identificagcdo passava por uma longa etapa de
desenvolvimento de sondas e teste destas contra um painel de DNA de diferentes individuos
tratados com diversas endonucleases de restricido até a identificacdo de combinagdes
polimérficas. A partir de sua caracterizacdo, € possivel transformar um marcador RFLP
tradicional em um PCR-RFLP, bastando para isso desenvolver “primers” complementares a regiao

que flanqueia o sitio polimérfico de restricao.



Uma classe de marcadores de grande importdncia em genética animal sd os
microssatélites ou SSR (simple sequence repeats). Esses marcadores caracterizam-se por
repeticoes em tandem de um a cinco nucleotideos, amplamente distribuidos pelo genoma,
localizadas dentro de regides de seqliéncia Unica. Cada bloco de repétigées é geralmente menor
do que 100 pares de nucleotideos (Tautz, 1989). O intenso polimorfismo esta relacionado a
diferencas no namero de repeticoes presentes em diferentes alelos, provavelmente resultantes
de erros no deslocamento da DNA polimerase durante a replicacdo do DNA.

Os microssatélites podem ser amplificados de maneira especifica pela técnica de PCR,
utilizando primers que contém ‘parte da seqiéncia flanqueadora. A amplificacdo resulta em
produtos de diferentes tamanhos, em funcdo do nimero de cdpias da seqliéncia repetitiva
delimitada pelos primers. A maior dificuldade técnica estd relacionada a identificacdo dos
genodtipos, principalmente nos microssatélites constituidos por repeticoes de um a dois
nucleotideos, nos quais dois alelos adjacentes diferem entre si por apenas um ou dois pares de
bases, respectivamente. Entretanto, sua elevada freqiiéncia, ampla distribuicdo pelo genoma e
alto contetido de polimorfismo fazem dos microssatélites marcadores ideais para mapeamento,
identificacdo individual e verificacdo de relagdes de parentesco.

Recentemente, com a automacao dos métodos de sequenciamento do DNA, uma nova
categoria de marcadores vem ganhando destaque, os polimorfismos de um nucleotideo ou SNP
(single nucleotide polymorphism). O polimorfismo resulta de mutacdes de ponto que podem ser
transicdoes, transversdes, insercOes ou delecbes. Sua deteccdo pode ser feita por
sequenciamento, PCR alelo-especifico, hibridacdo alelo-especifica em chips de DNA ou
espectrometria de massa. Alguns SNPs podem ser também convertidos em PCR-RFLP, quando a
mutacado de ponto altera um sitio de restricdo (Vignal et al., 2002).

Apesar de geralmente dialélicos, os SNPs sdo marcadores atraentes po; se encontrarem
em praticamente qualquer regidao do genoma ou seqliéncia de interesse, como por exemplo,
em genesz candidatos a associacao com uma caracteristica. Outras caracteristicas importantes
sdo a maior estabilidade, quando comparados aos marcadores microssatélites.

Sua maior aplicacdo tem sido no mapeamento fino de QTLs, quando a informacdo de
microssatélites na regido que contém o QTL foi esgotada e os genes com possivel papel
fisiol6gic:o sobre a caracteristica, contidos nessa regido, foram identificados. Esses genes sao
analisados quanto a presenca de SNPs que, uma vez encontrados, sdo avaliados quanto a

associacdo com a caracteristica fenotipica.
Diagnéstico de doencas hereditarias

A aplicacao de analise molecular para identificar mutagdes deletérias € de extreme
utilidade, visto que muitas dessas mutacdes sdo recessivas e se encontram em baix:
freqiiéncia nas populacdes. A alternativa tradicional para a selecdo de reprodutores livres d¢

uma determinada mutacdo seria o teste de progénie com um numero tanto maior de fémea:



quanto menor a freqtiéncia do alelo mutante na populacdo. Com o diagnéstico molecular, é
possivel determinar se o animal é ou ndo portador dessa mutacao antes mesmo do inicio da
reproducdo ou ainda, no caso de transferéncia de embrides, na selecdo des embrides a serem
transferidos.

Alguns exemplos de mutacdes para as quais ja existem testes diagnésticos com base
na analise molecular sdo a Deficiéncia de Adesao dos Leucécitos (BLAD), a citrulinemia e a
deficiéncia de uridina monofosfato sintetase (DUMPS), as quais acometem bovinos da raca
Holandesa. As informacdes sobre o estado de portador ou ndo dessas mutacdes ¢€
disponibilizada pela maioria das empresas que comercializam sémen de animais dessa raca.
Com as informacdes geradas pelos projetos genoma humano e de espécies modelo, um
grande numero de doencas hereditarias dos animais domésticos tém tido sua etiologia
esclarecida, o que possibilitard o desenvolvimento de testes diagndsticos moleculares. As
principais doencas hereditérias dos animais sdo descritas no endereco

http://morgan.angis.su.oz.au.

Verificacdo de parentesco

A correta documentacdao das relacbes de parentesco entre os animais é fator
fundamental para o sucesso do melhoramento animal, uma vez que a premissa bdsica da
hereditariedade é a transmissao vertical dos caracteres, ou seja, os alelos favoraveis so serao
transmitidos a progénie verdadeira dos reprodutores selecionados. Além disso, muitos dos
métodos de estimativa do valor genético de um animal utilizam as informacées de producéo
de parentes.

O controle genealégico é também uma pratica que permite a manutencdo de racas
como pools génicos isolados, sem efeitos de introgressdo de genes de outras racas.

Marcadores moleculares sao reconhecidamente eficazes para a identificacdo individual
e verificacdao de parentesco, sendo tanto mais eficazes quanto mais polimérficos e
reprodutiveis tecnicamente. A possibilidade de utilizacdo da técnica de PCR para sua anélise &
um ponto importante para casos de investigacdao forense por viabilizar a analise de
marcadores a partir de poucas moléculas de DNA, que podem ser obtidas a partir de

praticamente qualquer tecido do individuo.

Mapeamento de QTLs

A existéncia de genes principais, que contribuem com grande parte da variacédo fenotipica
de um carater quantitativo, tem sido demonstrada. Alguns exemplos sdo o gene da hipertrofia
muscular (mh) em bovinos, a mutacdo no receptor da Ryanodina dos suinos e o gene de

fertilidade (Fec! dos ovinos. Essa situacdo, entretanto, pode ser considerada como exce¢ao uma



vez que a maioria dos caracteres quantitativos deve ser controlada por um grande numero de
genes, cada um com pequeno efeito sobre o carater (Massey & Georges, 1992).

Thoday (1961) formulou a hipétese de que se a segregacad de um gene marcador
pudesse ser utilizada para identificar e estimar o efeito de um poligene, e se um numero
suficiente de marcadores estivesse distribuido pelo genoma de uma espécie, seria possivel
mapear e caracterizar todos os poligenes que afetam um carater quantitativo.

Para alcancar esse objetivo, duas estratégias vém sendo utilizadas. A primeira utiliza
marcadores aleat6rios para a construcdo de mapas genéticos saturados. Esses marcadores séo
entdo avaliados em estudos de correlacdo com caracteristicas de interesse econdmico e
utilizados no mapeamento QTLs. O sucesso dessa estratégia depende primariamente da
construcao de mapas de ligacdo detalhados, com marcadores dispostos a intervalos inferiores a
20 cM. Essa estratégia tem sido utilizada com sucesso em diversos estudos, como o de Ron et
al. (1994) ro qual um QTL com um efeito de 0,2 desvios-padrées fenotipicos para producdo de
leite e 0,16 desvios-padroes para proteina total foi mapeado no cromossomo 21 dos bovinos.
Georges et al. (1995), encontraram fortes evidéncias da presenca de QTLs para caracteristicas
de producao de leite nos cromossomos 1, 6, 9, 10 e 20 dos bovinos. Os efeitos dos diferentes
QTLs contribuiram com 11 a 52% da variancia total dentro de familias de meio-irmé&os.

A segunda estratégia baseia-se na avaliagdo de polimorfismos em genes sabidamente
importantes para a caracteristica que se pretende estudar. Os animais sdo classificados quanto
as variacoes genéticas observadas nesses genes (RFLPs, SNPs, polimorfismos de conformacéo)
e a média de producdo das diferentes classes genotipicas é comparada.

O principal requisito desta estratégia € o conhecimento da fisiologia da caracteristica
fenotipica que se deseja estudar. A principal limitacdo é que, apesar de haver grande volume de
sequéncias conhecidas na maioria dos genomas de espécies domésticas, o nimero de genes
com funcdo conhecida ainda é reduzido. Essa limitacdo tem sido sobrepujada pela anélise
comparativa com genomas mais conhecidos.

A associacao das duas estratégias € freqlentemente necessaria para se obter o
mapeamen:o fino e clonagem posicional do QTL. Resultados de estudos integrando estratégias
de mapearriento por intervalos, genes candidatos, mapeamento comparativo e técnicas de
andlise de expressdao génica tém demonstrado a possibilidade de clonagem posicional de um
QTL. Um exemplo elegante é o estudo conduzido por Wilson et al. (2001) que atribuiu o
fendtipo de alta taxa de ovulacédo de ovelhas da linhagem Booroola @ uma mutacado no gene do
receptor da proteina de morfogénese dssea (BMPR-IB).

Consideracdes finais

Os primeiros esforcos no sentido de identificar genes que controlam caracteristicas de
interesse =condmico em animais foram limitados pela falta de marcadores genéticos

informativoes. Com o desenvolvimento da genética molecular, bons resultados vém sendo




obtidos, demonstrando a existéncia de QTLs para diferentes caracteristicas nos diversos
cromossomos dos bovinos.

Os conhecimentos acumulados na area da genética molecular devem-se em grande
parte ao desenvolvimento cientifico decorrente dos projetos de mapeamento do genoma
humano. A utilizacdo dessas informacdes por meio de mapeamento comparativo e homologia
de sequéncias tém contribuido, e devera ser fundamental para futuro desenvolvimento dos

projetos na area animal.
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