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Introducio

A genética molecular experimentou um extraordinario avango desde a descoberta do DNA, que incluiu
o desenvolvimento de métodos de analise da estrutura e fungido do material genético, de equipamentos com capacidade
para analise automatizada de grande quantidade de amostras, de métodos estatisticos e de ferramentas de informética
capazes de processar o imenso volume de dados produzido.

Esses avangos culminaram com o desenvolvimento dos projetos de seqiienciamento do genoma de um
grande numero de espécies. As informagdes geradas permitiram, por exemplo, o mapeamento de mais de 1.600 mutagdes
responsaveis por caracteristicas de heranga Mendeliana em humanos. O desenvolvimento na drea animal também tem
sido consideravel. O primeiro rascunho dos genomas do bovino e do suino foram anunciados em Outubro de 2004 e
o0 sequenciamento completo deve ser concluido em 2005. Os mapas genéticos de bovinos, suinos e aves estdo disponiveis
em diversas bases de dados.

Entre as possiveis aplicagdes desses conhecimentos no melhoramento animal, podem ser destacadas: o
diagnéstico de anomalias hereditarias, a verificagdo de parentesco e a selego assistida por marcadores (MAS) para
caracteristicas quantitativas. O rapido desenvolvimento da area de biotecnologia da reprodugdo permite antever outras
aplicagOes para um futuro proximo, tais como transferéncia de genes e modulagao da expressdo de genes individuais.

Diagnéstico de anomalias hereditarias

Alguns exemplos de selegcdo contra anomalias hereditarias monogénicas sdo anteriores ao
desenvolvimento de métodos moleculares de diagndstico, tais como o teste da sensibilidade ao halotano, utilizado
para identificar uma mutagdo no gene do receptor da rianodina (RYR), responsavel pela sindrome do estresse dos
suinos.

O desenvolvimento de um método de diagndstico molecular apresenta vérias vantagens sobre os métodos
baseados no fendtipo, entre elas, permitir a identificagdo de portadores, j4 que um grande numero de anomalias
hereditarias ¢ de natureza recessiva ou ainda apresenta penetrdncia ou expressividade varidvel. Outra importante
vantagem ¢ possibilitar o diagnostico precoce, até mesmo antes da implantagdo embrionaria.

Um exemplo claro da contribuigio do diagndstico molecular de doengas hereditérias para o melhoramento é
o da deficiéncia de adesdo dos leucécitos dos bovinos (BLAD). A anomalia foi descrita por Shuster et al. (1992), caracterizada
pela redugéo da expressdo de beta-2 integrina, resultando em leucdcitos anormais que ndo conseguem penetrar nos tecidos
para destruir os agentes patogénicos. Animais homozigotos para esta mutagdo raramente sobrevivem, causando perdas
significativas para produtores.

A aplicagdo do diagnostico molecular resultou na redugdo do nimero de portadores de BLAD, entre os
touros de centrais de inseminagdo dos Estados Unidos, de mais de 150, em 1988, para menos de cinco, em 1992 (Dekkers,
2004).

Outras doengas hereditarias dos bovinos como a deficiéncia de uridina monofosfato sintetase (DUMPS)
e Citrulinemia também ja podem ser diagnosticadas pela analise do DNA.

Em suinos, os diagnosticos moleculares para mutagdes dos genes RYR e RN tém sido utilizados rotineiramente
para eliminagdo de caracteristicas indesejaveis da carne.
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Informagdes atualizadas sobre caracteres mendelianos em animais podem ser obtidas na base de dados Online
Mendelian Inheritance in Animals (OMIA), que pode ser acessada no endereco http://www.angis.org.au/omia (Nicholas,
2003).

Verificagio de parentesco

A correta informagao sobre as relagdes de parentesco entre os individuos é fundamental para a acuracia
da selegdo, principalmente nos casos em que a matriz de parentesco € utilizada na estimativa do valor genético do
animal. Além disso, essa informagdo ¢ também fundamental para o controle da endogamia da populagao.

Estimativas da taxa de erros de genealogia em programas de melhoramento de bovinos variam entre
cinco e 30 % (Ron et al., 1996). Segundo esses autores, considerando 5% de erros na informagao das genealogias, a
aplicagdo de testes de paternidade em 100 filhas por touro em teste, a um custo de US$ 5,00 por filha, traria saldos
positivos em dez anos de programa de melhoramento e, em 20 anos representaria lucro superior a 2 milhdes de
dolares.

Entre os métodos disponiveis para verificagdo de parentesco, a analise de DNA ¢ o mais eficiente,
permitindo probabilidades de exclusdo de paternidade superiores a 99,9%. Para a realizagdo dos testes ha necessidade
de conhecer as freqiiéncias alélicas dos marcadores utilizados na populagdo a que pertencem os individuos em disputa.
A Sociedade Internacional de Genética Animal (ISAG) regulamenta exames com padrdes internacionais para diversas
espécies de animais domésticos, que recomendam quantos e quais marcadores devem ser utilizados para cada espécie.

A tendéncia de redugdo de custos, a medida que as técnicas de biologia molecular sdo aperfeigoadas e
que equipamentos automatizados permitem o processamento de amostras em maior escala, torna a aplicagao de
paternidade por analise de DNA mais proxima da rotina dos programas de melhoramento.

Selecdo assistida por marcadores (MAS)

O melhoramento animal tem sido conduzido com base em conhecimentos tedricos sobre a heranga dos
caracteres quantitativos, sem que se conhecessem os genes responsaveis pela variagdo fenotipica das caracteristicas
sob selegao.

A hipdtese de que seria possivel mapear e identificar todos os genes envolvidos na heranga de caracteres
quantitativos ou QTLs (Quantitative trait loci) foi formulada na década de 1960, porém os recursos técnicos disponiveis
a época limitavam sua execugao.

Atualmente, as principais estratégias utilizadas para identificar esses genes sdo a abordagem do gene
candidato, a varredura do genoma e a analise funcional.

A abordagem do gene candidato se baseia na avaliagdo de mutagdes em genes de interesse, que sao
escolhidos com base em conhecimentos de fisiologia, bioquimica, doengas genéticas ou estudos de inativagdo (knockout)
génica. A vantagem desse método ¢ que se pode reduzir custos e tempo, mas tem a desvantagem de exigir conhecimento
prévio dos genes. Muitas vezes, ao se focalizar a aten¢do em um determinado gene, o que se encontra ¢ um efeito de
ligagdo a outro gene proximo. Experimentos exaustivos podem ser necessarios para se concluir se o efeito observado
é relacionado ao proprio gene candidato ou a um desequilibrio de ligagao.

A varredura do genoma utiliza-se de marcadores a intervalos regulares de modo a permitir que, um
QTL, situado em qualquer ponto do genoma, esteja posicionado entre dois marcadores e possa ter seu efeito identificado.

A analise funcional permite verificar se uma determinada mutagao afeta ou ndo a fungdo de um gene, se
afeta a taxa de transcrigdo, de tradugdo, a afinidade do peptideo correspondente por substratos, por receptores ou por
seqiiéncias regulatorias. Essa abordagem tem sido extremamente 1til no mapeamento fino de QTLs, onde se procura
identificar o gene e a variagdo de nucleotideo responsavel pelo fenétipo (QTN).

O mapeamento de QTLs, ou seja, a detecgdo, localizagdo e estimativa do efeito de regides do genoma
associadas a4 uma caracteristica quantitativa, requer um grande numero de animais para os quais sejam disponiveis
dados de avaliagdo do fenétipo de interesse. O nimero de individuos necessérios depende da magnitude do efeito que
se deseja identificar, da herdabilidade do carater, da distancia entre o marcador e o0 QTL, do delineamento genético,
entre outros. Em animais domésticos beneficia-se do reduzido tamanho efetivo das populagdes, que leva a redugio da
complexidade das caracteristicas em termos de heterogeneidade de alelos, aliada a uma maior extensdo dos blocos de
desequilibrio de ligagao (LD), em comparagdo com outras espécies.

Em bovinos de leite, as populagdes comerciais tém sido uteis para o mapeamento de QTLs em fungdo
da existéncia de grandes progénies de touro, resultantes do uso intensivo de inseminagao artificial (Georges & Andersson,
2003). Outra vantagem para o mapeamento de QTLs em gado leiteiro € a intensa anotagdo de dados referentes a
avaliagdes fenotipicas tais como medidas de qualidade do leite, da saude do animal, avaliagdes morfométricas,
principalmente nos paises mais desenvolvidos. Essa situagdo, entretanto, ndo se aplica a bovinos de corte, onde as
familias sdo menores e a quantidade de caracteristicas fenotipicas avaliadas € restrita. Em ambos os casos, caracteristicas
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de dificil avaliagdo, tais como taxa de ovulagdo, maciez da carne e resisténcia a doengas raramente sdo consideradas
em programas de melhoramento, requerendo a utilizagdo de populagdes experimentais.

Varias caracteristicas ja tiveram parte de sua variagdo atribuida a regides do genoma dos bovinos. QTLs
para produgdo e composigao do leite foram mapeados no cromossomo 14 (Coppieters et al., 1998), no cromossomo 6
(Zhang et al., 1998), entre outros, para taxa de ovulagdo nos cromossomos 7, 10 e 19 (Arias & Kirkpatrick, 2004),
para caracteristicas de crescimento e muscularidade nos cromossomos 5 (Machado et al., 2003; Casas et al., 2000),
para marmoreio nos cromossomos 17, 23 e 27, para maciez da carne no cromossomo 29 (Casas et al., 2000; Casas et
al.,2003).

Em ovinos, esforgos de mapeamento de QTL vém sendo conduzidos e alguns genes principais ja foram
descritos, como o FecB, associado a taxa de ovulagdo (Davis et al, 1982), e o gene callipyge (CLPG), associado a
muscularidade (Cockett et al., 1994).

Tentativas de utilizagdo de informagdes de QTLs em seleg@o assistida por marcadores sdo escassas em
ruminantes. As raras citagdes referem-se ao uso de MAS para genes principais. Um exemplo foi o trabalho de um
grupo de pesquisadores da Organizagéo de Pesquisa em Agricultura de Israel (ARO), liderados por Gootwine, que
obteve uma linhagem altamente prolifica da raga leiteira Awassi fat-tail pela introgressdo de alelos B do gene Fec®. Os
pesquisadores utilizaram a linhagem Booroola da raga Merino como doadora. A introgresséo foi assistida por marcadores
flanqueadores do gene Fec®, para os quais os alelos em fase de ligagdo com o alelo B eram raros na raga leiteira Awassi
fat-tail, permitindo a pronta identificagdo dos homozigotos Fec®B Fec®B entre os produtos de intercruzamento da
terceira geragdo de retrocruzamento. A substituicdo de uma cdpia do alelo B desse gene aumentou a média de
desempenho produtivo na raga Awassi fat-tail em 0,6 borregos nascidos por fémea em servigo (http:/www.agri.gov.il/
AnimalScience/Reproduction/Rep-Gootwine2.html). ‘

Atualmente a mutagio responsavel pelo aumento da taxa de ovulagdo na linhagem Booroola encontra-
se descrita (Wilson et al., 2001) de tal forma que seria possivel realizar essa introgressdo pela andlise direta da
mutacdo do gene responsavel pela caracteristica.

Em suinos e aves o panorama ¢ mais favoravel, ndo apenas em fungdo da prolificidade e do menor
intervalo entre geragdes dessas espécies, mas também pelas diferengas relacionadas aos métodos de melhoramento,
que se utilizam do cruzamento entre linhagens, e pelas caracteristicas de produgdo, mais sintonizadas com a filosofia
industrial.

Os suinos sdo os animais domésticos para os quais o maior avango foi verificado na area, tendo sido
descritos QTLs para caracteristicas de crescimento, composigao corporal, qualidade da carne, cor da pelagem, tamanho
da ninhada, resisténcia a doengas, entre outros (Plastow, 2003; Dekkers, 2004). A selegdo assistida por marcadores é
uma realidade na industria de suinos, que se utiliza de informagdes sobre genes candidatos para caracteristicas de
qualidade de carne, prolificidade e resisténcia a doengas. Nessa espécie ¢ também notavel a contribuigdo da abordagem
do gene candidato, principalmente quando se considera os conhecimentos efetivamente transferidos para a industria
do melhoramento.

Parte dessa prevaléncia de genes candidatos nos programas de MAS se deve a diferengas nas estratégias
de aplicagdo da informag@o de marcadores. Essa estratégia depende do tipo de relagdo entre o marcador e o gene
responsavel pela variag@o fenotipica da caracteristica de produg@o. Quando o marcador ¢ a propria mutagio funcional,
ha um efeito direto, ndo havendo necessidade de considerar a possibilidade de recombinag@o nem a fase de ligagdo
entre os alelos do marcador e do QTL. Quando o marcador ndo esta diretamente relacionado a diferenga de fungéo,
temos um efeito de ligagdo. Nesse caso a fase de ligagdo entre os alelos do marcador e do QTL deve ser determinada
para cada populagdo em que se pretende aplicar a MAS. Essa situagdo pode ser ainda agravada quando ndo ha
desequilibrio de ligagdo na populagdo. Nesse caso a probabilidade de associagdo de um alelo marcador com qualquer
alelo do QTL ¢ a mesma e a associagdo s6 pode ser verificada dentro de familias (Dekkers, 2004).

Os efeitos de substituigdo de alelos de um QTL sdo parametros intrinsecos de cada populagéo, podendo,
por exemplo, ndo existir variagdo para o0 QTL em questdo em uma dada populagdo. Além disso, ha que se considerar
a existéncia de interagdes ndo alélicas com os demais genes que compdem o genoma da espécie, que podem exibir
combinagdes diferentes daquelas em que o QTL foi descrito. Outra questdo importante a ser considerada € a interagao
com o ambiente. Assim, os QTLs mapeados em experimentos conduzidos no hemisfério norte podem néo ser importantes
para as condigdes ambientais de criagdo nos tropicos que sdo distintas, tanto do ponto de vista climatico e de suas
implicagdes como por exemplo, na incidéncia de doengas, quanto de manejo nutricional.

Os maiores beneficios da MAS sdo esperados para caracteristicas em que a mensuragao do fendtipo a
ser selecionado ocorre ap6s a época da seleg@o, tais como caracteristicas reprodutivas e de produgdo de leite, ou
caracteristicas de dificil avaliag@o, como qualidade de carne e resisténcia a doengas. A maxima exploragio dos beneficios
dessa tecnologia ser obtida por um balango adequado entre os métodos quantitativos e moleculares. Enfase excessiva
a informagdo de marcadores podera resultar em rapida fixagdo do QTL com perda da variabilidade correspondente a
fragdo poligénica ndo explicada pelo QTL. Essa restri¢do pode nio ser tdo importante em programas de melhoramento
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de linhagens, em que a variagdo quantitativa ¢ mantida dentro da populagdo base, € a €nfase sobre as informagdes de
QTLs pode ser utilizada para acelerar a obtengdo de linhagens com caracteristicas particulares.

Perspectivas Futuras

Aliadas as técnicas de analise do genoma funcional e da genémica comparada, as informagdes sobre
QTLs deverdo rapidamente nos conduzir a descoberta de genes e de QTNs. Com os desenvolvimentos que as técnicas
de cultivo de células, clonagem e fusdo nuclear vém experimentando, € possivel antever o estabelecimento de células
tronco de animais domésticos. Neste cenario, a compreensdo dos mecanismos bioldgicos e do controle genético das
caracteristicas de interesse serd um campo aberto para a manipulagdo da expressdo de genes via transgénese.
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