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A gendmicana

= Introducao

s atuais racas de bovinos originaram a partir de um
ancestral selvagem conhecido como auroque (Bos
“primigenius), que ocorria na Asia, Europa e Norte da
Africa. Esses animais selvagens foram inicialmente domesti-
cados de forma independente no sudoeste da Asia (regido
conhecida como Crescente Fértil) e na India,
aproximadamente 6 mil anos a.C (Torres, 1981; Hiendleder
et al., 2008; McKay et al., 2008). As racas taurinas derivaram
da domesticacdo original ocorrida no sudoeste da Asia,
seguida por outros eventos similares a partir de populacoes
selvagens de aurogue na Europa, privilegiando a producao
de carne e leite. Ja os auroques da india foram domesticados
para produzir animais de trabalho, que fossem resistentes as
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condicdes climaticas e as moléstias parasitarias
das regides tropicais, originando as racas zebui-
nas atuais. Espécies congéneres de bovinos sel-
vagens existem até hoje, como exemplo, o iaque,
0 gaial e o de java (ou de Bali). O ultimo auroque
morreu na Europa em 1627, e hoje as racas de
bovinos sdo derivadas das subespécies Bos taurus
taurus e o Bos taurus indicus (Torres, 1981,
Hiendleder et al., 2008; McKay et al., 2008). O
processo de domesticacdo representa tradicio-
nalmente um estreitamento da diversidade
genética. Entretanto, em decorréncia da domes-
ticacao recorrente e independente a partir de
uma espécie selvagem ancestral, as racas atuais
de bovinos possivelmente mantém uma relevan-
te diversidade genética, percebida fenotipica-
mente ao comparar racas contrastantes como
Jersey e Holandés, Gir e Nelore.

Foi apenas no século XX que a bovinocultu-
ra deixou de ser uma atividade apenas de sub-
sisténcia e extrativista para ser conduzida como
uma atividade comercial. Foi naquele século que
se acentuou a necessidade por animais que apre-
sentassem melhor desempenho e que fossem
mais bem adaptados as diversas condicoes am-
bientais. Deu-se inicio, entao, aos programas
de melhoramento das racas bovinas, empregan-
do como base genética o conjunto de alelos das
racas ja domesticadas e, portanto, ja alterado
da espécie selvagem. Inicialmente, esses progra-
mas de melhoramento foram conduzidos intuiti-
vamente, com base em caracteristicas produti-
vas e estéticas de animais que apresentavam
fendtipos superiores. Esses animais eram seleci-
onados como genitores para as préximas gera-
¢oes, as quais apresentavam melhor desempe-
nho. Ciclos de mensuracdo de fenotipos foram
estabelecidos para a selecao dos animais que
apresentavam genotipos superiores para cons-
tituirem os progenitores das geracdes seguintes.
Consequentemente, anos de selecdo por meio
desses ciclos conduziram ao aumento da
frequéncia de alelos favoraveis que aprimoravam
as caracteristicas produtivas nas populacées bo-
vinas. Os programas de melhoramento, entao,
aperfeicoaram os indices de produtividade, além
de um alto potencial adaptativo para essas es-
pécies, sem conhecer os genes individualmente
e 0s mecanismos moleculares a eles associados.
Salienta-se que, gracas aos avancos nas areas

da estatistica, com o desenvolvimento de mo-
delos de selecdo mais elaborados, bem como da
computacao, com o desenvolvimento de softwa-
res cada vez mais sofisticados, os programas de
melhoramento tém conseguido progressos sig-
nificativos.

Apesar dos ganhos observados em diver-
sas caracteristicas (como ganho de peso,
producao de leite), a previsao do potencial
genético baseado exclusivamente no fenotipo do
animal ndo tem sido 100% eficiente para aten-
der a demanda em outras caracteristicas de in-
teresse econémico. Como prever, por exemplo,
o rendimento de carcaca e de partes e quanti-
dade de gordura corporal sem abater o animal?
E avaliar a resisténcia a doencas sem realizar o
desafio com um patégeno? Esses sao alguns
exemplos de caracteristicas dificeis ou onerosas
de serem mensuradas com acuracia em progra-
mas de melhoramento tradicional e, portanto, o
incremento nas taxas de melhoramento dessas
caracteristicas fica dificultado.

O trabalho de G. Mendel, de 1865, estabe-
leceu as leis da hereditariedade, associando um
componente hereditario (definido por Mendel
como fator ou unidade) as caracteristicas obser-
vaveis. J& o trabalho de Ronald A. Fisher, de
1918, foi o primeiro a distinguir a variancia ge-
nética da variancia ambiental e a decompor a
variancia genética em aditiva, de dominancia e de
epistasia. Esses trabalhos permitiram definir que o
fendtipo (variabilidade fenotipica) pode ser decom-
posto em duas partes: uma devida a genética (va-
riabilidade genética) e outra devida ao ambiente
(variabilidade ambiental). Mas foi apenas em
1944, que Oswald T. Avery determinou que 0
fator hereditario era determinado pelo DNA.

Com o advento dos marcadores molecula-
res propostos na década de 1970, vislumbrou-
se a possibilidade de incrementar a informacao
oriunda do fendtipo com aquela oriunda direta-
mente do DNA, de forma que os processos de
identificacao e selecao dos gendtipos superio-
res pudessem ser realizados mais eficientemen-
te. As marcas na sequéncia de DNA proximas a
regido de interesse (genes) permitiriam o acom-
panhamento da segregacao de alelos por gera-
coes e, por consequéncia, da caracteristica de
interesse a elas associada. Essas marcas sao
identificadas pela associacao dos alelos segre-
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gantes com valores fenotipicos referentes a ca-
racteristica estudada. Como a capacidade de
producao de um animal (fenétipo) é o resultado
da interacao entre o material genético (gendti-
po) e 0 ambiente, esses marcadores represen-
tariam a possibilidade de selecao de animais tam-
bém com base no gendtipo, antes mesmo da
expressao do fenotipo. Vislumbrou-se, portan-
to, a possibilidade de determinacdo do potenci-
al genético de um animal nos estadios embrio-
narios ou jovens, sem a necessidade de avalia-
cao da producao ou da progénie, o que levaria a
uma selecdo mais rapida e eficiente de animais
superiores.

Exemplos da aplicacdao desses marcadores
no melhoramento animal tém sido incrementa-
dos desde a década de 1990. Assim, foi desen-
volvido um teste molecular para a deteccao do
gene halotano, que promove uma reducao na
qualidade da carne de sufinos (carne PSE), hoje
largamente empregado pela suinocultura (Fujii
etal., 1991). A identificacao de mutacdo no gene
da miostatina, responsavel pelo fenétipo de mus-
culatura dupla observado em bovinos das racas
Belgian Blue e Piedmontese, que promove um
aumento significativo da massa muscular do ani-
mal (~ 30%), é um outro exemplo de como a
informacéo direta do gendtipo pode ser utiliza-
da na selecao de animais para a producdo de
carne (Bellinge et al., 2005). Outro exemplo esta
relacionado a qualidade da carne de bovinos
(maciez e marmoreio), incluindo o desenvolvi-
mento de testes genéticos comerciais para ma-
ciez por empresas privadas.

O estudo de genes candidatos tem sido uma
ferramenta poderosa para a identificacdo das
mutacdes que influenciam caracteristicas con-
troladas por um ou poucos genes. No entanto, a
maioria das caracteristicas de interesse econ6-
- mico apresenta o padrao poligénico de heran-
¢a, sendo determinadas por inumeros genes de
grande e/ou de pequenos efeitos individuais e
sob forte influéncia de fatores ambientais. A iden-
tificacdo dos alelos associados a essas caracte-
fisticas complexas nas populacoes foi facilitada
pelo desenvolvimento e localizacdo de marca-
dores moleculares polimérficos no genoma, prin-
cipalmente os microssatélites e os polimorfismos
de base Unica (SNPs), que tém permitido a
construcao de mapas genéticos saturados e, con-

sequentemente, o mapeamento de locos de ca-
racteristicas quantitativas (do inglés, quantitative
trait loci, QTLs). A integracao dos resultados
oriundos dessas abordagens aos obtidos pelas
estratégias de genes candidatos, estudos relaci-
onados a expressao génica envolvendo técnicas
de PCR quantitativa, microarranjos e sequencia-
mento poderdo permitir a dissecacao e a com-
preensdo do numero, funcao, contribuicao e lo-
calizacao dos genes envolvidos no controle das
caracteristicas quantitativas. Detalhes dessas
técnicas sob o enfoque do genoma bovino se-
rao contemplados neste capitulo.

Gendmica: definicdoes e con-
ceitos

Com os conceitos a sequir, pretende-se dar
suporte para que o leitor possa compreender
como a gendmica animal pode servir de ferra-
menta ao melhoramento genético. Em uma vi-
sao geral, a genémica animal seque o Dogma
Central da Biologia: no nucleo das células, par-
tes da sequéncia de DNA sao transcritas em RNA
mensageiro que sao exportadas para o citoplas-
ma e traduzidas em proteinas, as quais irdo de-
sempenhar o controle da maquinaria celular, pos-
sibilitando que as diferencas moleculares sejam
expressas e visualizadas nos fendtipos diferen-
ciados.

FaRI A

DNA

O material basico para estudos relaciona-
dos a genética molecular ¢ o DNA (do inglés
deoxyribonucleic acid ou ADN do portugués aci-
do deoxiboribonucleico). Essa molécula contém
a informacao genética que controla o desenvol-
vimento e a funcao dos processos vitais. O DNA
é encontrado no nucleo das células animais, sen-
do que, em bovinos, as células mais comumente
empregadas nas analises moleculares sao os leu-
cocitos do sangue, células da pele, dos bulbos
capilares e das mucosas. Todas as caracteristi-
cas, sejam elas qualitativas (cor da pelagem, pre-
senca ou auséncia de chifres) ou quantitativas
(peso corporal, resisténcia a doencas), sao influ-
enciadas pelos genes que estao localizados na
sequéncia do DNA, que é composto por molé-
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culas de pentose, fosfato e bases nitrogenadas
(adenina, timina, guanina e citosina), arranjadas
em uma estrutura de dupla hélice.

Gene

E uma sequéncia de nucleotideos especifi-
ca na fita de DNA, que apresenta a capacidade
de ser transcrita em um RNA mensageiro (RNAmM)
e, eventualmente, traduzida em uma proteina.
Portanto, gene é a unidade basica controladora
de uma ou mais caracteristicas fenotipicas. Um
gene contém sequéncias codificadoras de pro-
tefnas (chamadas éxons) intercaladas por
sequéncias nao-codificadoras (os introns). O
gene contém ainda regides controladoras que
vao determinar o momento (idade), local (tecido)
e nivel apropriados de expressdo, em que cada
gene sera transcrito em uma molécula de RNAm,
a qual sera exportada para o citoplasma, onde
serd processada e traduzida em proteina, que
desempenhara uma funcao celular.

Alelo

Uma das diversas formas de um gene. Os
alelos sdo os responsaveis por filhos dos mes-
mos pais apresentarem caracteristicas similares,
mas nao idénticas. Por exemplo, todos os bovi-
nos possuem um gene chamado miostatina que
controla o desenvolvimento muscular. Em alguns
animais, esse gene pode conter uma mutacao
que modifica o funcionamento desse gene e re-
sulta em uma maior multiplicacdo de células
musculares. Ou seja, um mesmo gene pode apre-
sentar diferentes alelos que podem influenciar
uma determinada caracteristica fenotipica. O
melhoramento genético tradicional e 0 molecu-
lar buscam identificar, selecionar e transmitir os
alelos mais favoraveis para as caracteristicas de
producao na bovinocultura de corte. Os alelos
estao localizados no genoma em posicoes de-
nominadas de locos.

PCR

A técnica de PCR (do inglés polymerase
chain reaction ou em portugués, reacado em ca-
deia da polimerase) foi desenvolvida em mea-
dos de 1980 (Mullis e Faloona, 1987; Saiki et al.,

1988) e rapidamente tornou-se a técnica mais
empregada na biologia molecular. Essa técnica
consiste em uma amplificacdo ou multiplicacéo
exponencial de regides especificas no DNA, a
partir de uma quantidade minima de material
molde inicial (DNA de poucas células). A partir
dessa técnica, é possivel, sintetizar em labora-
tério inUmeras copias de uma sequéncia de
interesse do DNA. O equipamento necessario
para a amplificacdo é conhecido como termo-
clicador, assim denominado por promover a
rapida elevacao e a diminuicdo de temperatura,
em uma ciclagem programada. Somente com a
descoberta da enzima Taq polimerase (enzima
que sintetiza DNA) em microrganismos termofilos
(Que vivem em aguas com altas temperaturas)
(Saiki et al.,, 1988) é que foi possivel otimizar a
PCR em laboratério. A PCR vem sendo empre-
gada no sequenciamento de DNA, teste de
paternidade, selecao genética, deteccdo de
defeitos genéticos, diagndstico do cancer,
estudos forenses e identificacdo de organismos
patogénicos em processos infecciosos ou
contaminacdes, por exemplo.

Marcadores moleculares

Marcador molecular é definido como qual-
quer fendtipo molecular oriundo de um gene
expresso (isoenzimas) ou de um segmento es-
pecifico de DNA, presente tanto em regibes co-
dificadoras como nas nao-codificadoras. Esses
segmentos especificos de DNA podem conferir
as diferencas fenotipicas entre individuos de uma
mesma populacao, ou podem estar préximos a
regides que conferem diferencas fenotipicas.
Marcadores podem ser resultado da alteracao
de uma Unica base nitrogenada no DNA, cha-
mado de marcador SNP (do inglés single nucleo-
tide polymorphism ou em portugués polimorfis-
mo de base Unica). Outras alteracoes podem
resultar da insercdo ou delecdo de bases em uma
regiao do DNA. Algumas sequéncias contém
pedacos muito pequenos de DNA que sdo repe-
tidas muitas vezes pelo genoma e, por isso, sdo
denominadas de SSR (do inglés simple sequence
repeats ou em portugués simples sequéncias
repetidas) ou STR (do inglés short tandem repe-
ats ou em portugués pequenas repeticoes em
tandem) ou microssatélites que sdo bastante




polimérficas. Essas sequéncias podem ser detec-
tadas de diferentes formas, que variam de acor-
do com o tempo, acuracia e custos, tanto para
produzi-las quanto detecta-las. Equipamentos
automatizados para determinacao de gendtipos
tém sido desenvolvidos, o que tem tornado tan-
to 0 tempo quanto 0s custos mais acessiveis para
obter a informacdo de milhares de polimorfis-
mos de DNA de varios animais simultaneamente.

Representa a ordem linear dos marcadores
moleculares e/ou genes ao longo dos cromosso-
mos. A construcao de mapas de ligacao é base-
ada na mensuracdo da taxa de recombinacao
que é consequéncia do crossing over ou permu-
tacao, isto é, da recombinacao entre locos. Um
por cento de recombinacao representa um
centiMorgan (cM) em unidades de mapeamento,
aproximadamente.

O mapeamento de QTLs baseia-se na
definicdo de regides cromossémicas associadas
a variacao genética de caracteristicas de inte-
resse econdmico. A identificacao dessas regides
¢ dependente do desenvolvimento de mapas
genéticos saturados com um numero elevado de
marcadores moleculares, geralmente de uma
populacdo experimental (delineamento F,, de fi-
lhas ou de netas) oriunda do cruzamento entre
racas divergentes, da genotipagem e fenotipa-
gem de um numero grande de animais, junta-
mente com o desenvolvimento de métodos es-
tatisticos. O banco de dados conhecido como
CattleQTLdb (http://www.animalgenome.org/
QTLdb/cattle.html, acesso em outubro de 2009)
Ja disponibiliza 2.344 QTLs mapeados para 185
caracteristicas de bovinos, agrupadas nas cate-
gorias exterior (63), sanidade (175), carne (314),
leite (741), producao (540) e reproducao (519).
No Brasil, um convénio estabelecido entre as
unidades da EMBRAPA Gado de Leite e
Pecudria Sudeste, ESALQ e UFV tem permitido
conduzir estudos gendmicos em uma populacao
experimental F, oriunda do cruzamento entre as
racas Gir e Holandés para caracteristicas

associadas ao crescimento, carcaca e resisténcia
a parasitas.

Gene que apresenta acao biolégica conhe-
cida e que esta envolvido com o desenvolvimen-
to ou a fisiologia de uma caracteristica de inte-
resse econdmico. Genes candidatos também po-
dem ser escolhidos com base em mutacdes de
caracteristicas identificadas em outras espécies
(tais como humanos e camundongo), sugerindo
um papel para o gene em caracteristicas corres-
pondentes nas espécies domésticas; ou entao,
com base na posicao do gene em relacdo a QTLs
ja mapeados. O gene da miostatina, associado
a formacao da musculatura dupla em bovinos, é
um exemplo bem sucedido da aplicacao dessa
estratégia (Grobet et al.,, 1997).

0 do genoma
Com o sequenciamento de um genoma ¢é
possivel determinar a sequéncia correta de nu-
cleotideos de todos os genes presentes na es-
pécie e também das regides intergénicas nao-
codificadoras, as quais podem conter regides
reguladoras importantes e sdo fontes da maior
parte da variacao genética (mutacoes)
observada entre os individuos da mesma espécie.
A primeira versao da sequéncia do genoma
bovino foi determinada e disponibilizada para
acesso publico em 2004, obtida a partir do DNA
extraido de uma fémea da raca Hereford. Uma
versao mais recente de 2006, ja representou uma
cobertura de seis vezes a sequéncia completa
do genoma dos mais de 3 bilhdes de bases
nitrogenadas (~ 3,7 Gb, gigabases). Esforcos tém
sido realizados no intuito de identificar e
caracterizar os genes dos bovinos, por compa-
racdo com genes ja mapeados em outras
espécies. Em 2007, foi publicado o mapa fisico
do genoma bovino com a contribuicao de mais
de 20 grupos de pesquisa de oito paises
(Australia, Brasil, Canada, Escécia, Estados
Unidos, Franca, Itdlia e Nova Zelandia) ao longo
de cinco anos. Esse mapa genético foi constituido
por um grande banco de dados contendo
422.000 sequéncias de DNA e mais de 17.000
marcadores (http://www.bovinegenome.org).

Coutinho, Jorge, Rosario & Regitano
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Mais recentemente, em abril de 2009, a revista
Science destacou em sua capa a publicacao da
sequéncia do genoma bovino com a
identificacao de 22.000 genes (Elsik etal., 2009).
Com a obtencdo da sequéncia do genoma, é
possivel visualizar qualquer regidao nos 29
autossomos e, no cromossomo sexual feminino
de bovinos, localizar genes, identificar variacoes
e comparar as sequéncias de bovinos com outras
espécies.

Expressao génica

A analise da expressao génica corresponde
a analise quantitativa da abundancia de RNAs
mensageiros (RNAm) transcritos de um gene.
Uma amostra pequena de um tecido é suficien-
te para revelar o seu conteido de RNAm carac-
teristico. Essa populacao de RNAm corresponde
ao conjunto dos genes expressos naquele teci-
do, em funcdo de uma determinada condicdo

bioldgica, tratamento ou fase do desenvolvimen-
to. Portanto, a populacdo de RNAm ¢é fonte de
identificacao de genes candidatos diretamente
no tecido de interesse. As etiquetas de sequén-
cias expressas (as ESTs, do inglés expressed se-
quence tags) (Adams et al., 1991, detalhado por
Hatey et al., 1998) sao sequéncias obtidas a par-
tir de uma das extremidades das moléculas de
RNAmM (causa poli-A). Sdo ferramentas
indispensaveis para a identificacdo de genes e

para a anotacado do mapeamento 7sico do

genoma. Mais de 1.500.000 ESTs foram geradas
a partir de tecidos de bovinos e encontram-se
depositadas no banco publico de sequéncias
(NCBI, acesso em outubro de 2009).

Microarranjos

Os microarranjos de DNA, cDNA ou de ofi-
gonucleotideos sdo ferramentas desenvolvidas
para permitir a deteccdo e a quantificacao da
expressao génica em larga escala. O principio
desse método baseia-se na hibridizacao de &ci-
dps nucleicos, que é bastante sensivel e especi-
fica, em consequéncia das propriedades de com-
plgmentaridade entre fitas desses 4cidos. Os
microarranjos consistem em uma matriz altamen-
te ordenada de inumeras sequéncias de DNA
fixadas a uma plataforma, que pode ser uma

membrana de nailon ou um slide de vidro. A
amostra biologica de interesse fornece a popu-
lacao de DNA ou RNAm que se pretende quan-
tificar. Esse material bioldgico é sintetizado na
presenca de nucleotideos modificados (com
fluorescéncia ou radioisétopos). Quando hibridi-
zado ao DNA fixado na plataforma, esse mate-
rial marcado emite um sinal, que é detectadc
por um scanner e convertido em uma leitura quan-
titativa relativa ao nivel de expressdao do gene
Essa estratégia tem sido utilizada para a identi-
ficacdo de genes de interesse econémico,
porque organismos com caracteristicas fenotipi-
cas divergentes possivelmente apresentam ex-
pressao diferencial dos genes relacionados ¢
essas caracteristicas. A visao global da expres:
sao génica fornece a compreensao de mudan
cas temporais e espaciais na atividade génica
que contribui para a identificacdo de genes es
pecificos ou de expressao diferenciada em ra
cas ou linhagens distintas. Esses arranjos repre
sentam, portanto, ferramentas fundamentai:
para a determinacao das funcdes bioldgicas de
genes pelo padrao de expressao tecido-especi
fico e, consequentemente, para complementa
as informacdes bioldgicas obtidas no mapeamen
to de QTLs e nos projetos de sequenciamento
para promover a identificacdo dos genes associ
ados a caracteristicas complexas, como as d
interesse econémico.

Estudos de gendémica funcional que vér
sendo desenvolvidos para bovinos incluem um
microarranjo contendo 9.274 transcritos expres-
sos nos tecidos muscular e adiposo de bovinos
(L.ehnert et al, 2004), utilizados para identificar
diferencas na expressao de genes na muscula-

tL~|ra dp animais da raca Brahman sobre restri-
cao ahmen‘tar (Reverter et al., 2003: Byrne et al.,
2005); e ainda para estudar os mecanismos en-
volvidos com adipogénese in vitro em fibroblas-
tos em diferenciacao (Tan et al,, 2006); e para
Investigar genes diferencialmente expressos en-
tre as musculaturas de animais da raca Black ja-
ponesa e Holstein (Wang et a/., 2005). Outro mi-
croarranjo fpl construido a partir de 6.887 trans-
critos associados a resposta imune inata, tendo
sido L{tlllzado para caracterizar os padrées de ex-
pressao de genes envolvidos no controle de do-
éncas, tanto em bovinos quanto em ovinos (Do-
naldson et al., 2005). Um total de 45.383 genes
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Mais recentemente, em abril de 2009, a revista
Science destacou em sua capa a publicacdo da
sequéncia do genoma bovino com a
identificacao de 22.000 genes (Elsik etal., 2009).
Com a obtencao da sequéncia do genoma, é
possivel visualizar qualquer regidao nos 29
autossomos e, no cromossomo sexual feminino
de bovinos, localizar genes, identificar variagcoes
e comparar as sequéncias de bovinos com outras
espécies.

Expressao génica

A analise da expressao génica corresponde
a analise quantitativa da abundancia de RNAs
mensageiros (RNAm) transcritos de um gene.
Uma amostra pequena de um tecido é suficien-
te para revelar o seu conteddo de RNAm carac-
teristico. Essa populacdo de RNAm corresponde
ao conjunto dos genes expressos naquele teci-
do, em funcdo de uma determinada condicao
biolégica, tratamento ou fase do desenvolvimen-
to. Portanto, a populacdo de RNAm é fonte de
identificacdo de genes candidatos diretamente
no tecido de interesse. As etiquetas de sequén-
cias expressas (as ESTs, do inglés expressed se-
quence tags) (Adams et al., 1991, detalhado por
Hatey et al., 1998) sao sequéncias obtidas a par-
tir de uma das extremidades das moléculas de
RNAm (causa poli-A). Sao ferramentas
indispensaveis para a identificacdo de genes e
para a anotacdo do mapeamento fisico do
genoma. Mais de 1.500.000 ESTs foram geradas
a partir de tecidos de bovinos e encontram-se
depositadas no banco publico de sequéncias
(NCBI, acesso em outubro de 2009).

Microarranjos

Os microarranjos de DNA, cDNA ou de oli-
gonucleotideos sao ferramentas desenvolvidas
para permitir a deteccao e a quantificacdo da
expressao génica em larga escala. O principio
desse método baseia-se na hibridizacao de aci-
dos nucleicos, que é bastante sensivel e especi-
fica, em consequéncia das propriedades de com-
plementaridade entre fitas desses acidos. Os
microarranjos consistem em uma matriz altamen-
te ordenada de inumeras sequéncias de DNA
fixadas a uma plataforma, que pode ser uma

membrana de nailon ou um slide de vidro. A
amostra bioldgica de interesse fornece a popu-
lacao de DNA ou RNAm que se pretende quan-
tificar. Esse material bioldgico é sintetizado na
presenca de nucleotideos modificados (com
fluorescéncia ou radioisétopos). Quando hibridi-
zado ao DNA fixado na plataforma, esse mate-
rial marcado emite um sinal, que é detectado
por um scanner e convertido em uma leitura quan-
titativa relativa ao nivel de expressdao do gene.
Essa estratégia tem sido utilizada para a identi-
ficacdo de genes de interesse econémico,
porgue organismos com caracteristicas fenotipi-
cas divergentes possivelmente apresentam ex-
pressao diferencial dos genes relacionados a
essas caracteristicas. A visao global da expres-
sao génica fornece a compreensao de mudan-
cas temporais e espaciais na atividade génica,
que contribui para a identificacao de genes es-
pecificos ou de expressdo diferenciada em ra-
cas ou linhagens distintas. Esses arranjos repre-
sentam, portanto, ferramentas fundamentais
para a determinacao das funcbes bioldgicas de
genes pelo padrao de expressao tecido-especi-
fico e, consequentemente, para complementar
as informacoes bioldgicas obtidas no mapeamen-
to de QTLs e nos projetos de sequenciamento,
para promover a identificacdo dos genes associ-
ados a caracteristicas complexas, como as de
interesse econémico.

Estudos de gendémica funcional que vém
sendo desenvolvidos para bovinos incluem um
microarranjo contendo 9.274 transcritos expres-
sos nos tecidos muscular e adiposo de bovinos
(Lehnert et al., 2004), utilizados para identificar
diferencas na expressao de genes na muscula-
tura de animais da raca Brahman sobre restri-
cao alimentar (Reverter et al., 2003; Byrne et al.,
2005); e ainda para estudar os mecanismos en-
volvidos com adipogénese in vitro em fibroblas-
tos em diferenciacdo (Tan et al., 2006); e para
investigar genes diferencialmente expressos en-
tre as musculaturas de animais da raca Black ja-
ponesa e Holstein (Wang et al., 2005). Outro mi-
croarranjo foi construido a partir de 6.887 trans-
critos associados a resposta imune inata, tendo
sido utilizado para caracterizar os padroes de ex-
pressdo de genes envolvidos no controle de do-
encas, tanto em bovinos quanto em ovinos (Do-
naldson et al., 2005). Um total de 45.383 genes
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identificados na glandula mamadria e sistema di-
gestivo de bovinos também resultaram na cons-
trucdo de um microarranjo, que foi utilizado para
a identificacao de genes associados a resposta
ao estrogénio (Li et al., 2006).

Genomica

E o ramo da ciéncia que retine os métodos
para se revelar e analisar a sequéncia do DNA
ou genoma de um organismo. Inclui o desenvol-
vimento de marcadores moleculares, a constru-
cao de mapas de ligacao, o mapeamento de
QTLs e genes candidatos, o sequenciamento de
DNA, a bioinformatica, as andlises de expressao
génica (transcriptémica), de proteinas (prote6-
mica) e do metabolismo (metabolémica).

Aplicacoes da gendmica

Marcadores moleculares, associados a de-
posicdo de musculo na carcaca e a qualidade da
carne, ja foram desenvolvidos e tém sido em-
pregados na selecao de bovinos. Esses marca-
dores foram desenvolvidos a partir da identifica-
cao de mutacoes nas sequéncias de genes que
determinam diversas caracteristicas em bovinos
de corte. Entretanto, existe uma disparidade com
relacdo as caracteristicas, pois as relacionadas
a qualidade da carne (maciez e marmoreio) ja
dispdem de diversos testes genéticos comerci-
ais, enquanto outras (crescimento, eficiéncia ali-
mentar, reproducao, resisténcia a doencas) ain-
da contam com poucos resultados que possam
ser utilizados na pratica. Mesmo assim, os estu-
dos tém avancado para essas caracteristicas, e
os resultados experimentais sao animadores e
ddo suporte para que, num futuro breve, testes
comerciais também possam ser desenvolvidos e
usados rotineiramente nas avaliacbes genéticas.

Deposicao de musculo na carcaca
Talvez 0 exemplo mais marcante do uso de
genémica para a identificacdo de um gene em
bovino de corte tenha sido a descoberta do gene
responsavel pela caracteristica de maior desen-
volvimento muscular em animais das racas Bel-

gian Blue e Piedmontese. As bases genéticas do
fendtipo foram exploradas levando a identifica-
cao de varias mutacées no gene da miostatina
(ou fator de diferenciacdo do crescimento 8,
membro da superfamilia TGF-B) (Grobet et al.,
1997; McPherron e Lee, 1997). Essas mutacdes
resultam em proteinas nao-funcionais que levam
a um aumento significativo da massa muscular
do animal, do peso ao nascimento e na eficién-
cia alimentar, e esse aumento da massa muscu-
lar deriva principalmente de efeito de hiperpla-
sia (aumento no numero de fibras). Entretanto,
esse fendtipo também apresenta prejuizos rela-
cionados a diminuicdo da quantidade de gordu-
ra intramuscular (marmoreio), da fertilidade das
fémeas e da tolerancia ao estresse (Potts et al.,
2003), nao havendo, portanto, interesse em fi-
xar esses alelos em algumas racas. Os marcado-
res moleculares podem ser utilizados para iden-
tificar a heterogeneidade genética associada a
essa caracteristica, permitindo a identificacdo
direta das mutacdes na populacao por genoti-
pagem. A obtencado prévia do gendtipo dos ani-
mais pode orientar acasalamentos e transferén-
cias de embrides, por exemplo.

Maciez e marmoreio

A genOmica também tem contribuido com
a avaliacdo da qualidade de carne em bovinos
de corte por meio da identificacdo de mutacdes
nos genes que determinam as caracteristicas de
maciez e marmoreio. A maciez é determinada,
em parte, pela acao das enzimas do complexo
calpaina-calpastatina, que atuam na muscula-
tura ap6s o abate do animal (Koohmaraie et al.,
1995). As calpainas contribuem com a maciez
da carne porgue sdao endopeptidases intracelu-
lares capazes de degradar proteinas das miofi-
brilas que constituem o musculo (Wheeler e Koo-
hmaraie, 1994). A atividade das calpainas é ini-
bida pela acdo das calpastatinas, que apresen-
tam, portanto, papel repressor da maciez (Prin-
gle et al., 1997). J& o marmoreio é resultado da
deposicao de gordura intramuscular, promoven-
do sabor e suculéncia a carne. Polimorfismos nos
genes que codificam calpaina (Page et al., 2002;
White et al., 2005), lisil oxidase e calpastatina
(Barendse, 2002; Drinkwater et al., 2006) tém
sido detectados e associados a maciez, especial-
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mente em animais das racas de Bos taurus taurus
(Barendse, 2002, 2004; Barendse et al., 2004). Para
marmoreio, 0s genes associados tém sido aqueles
que codificam a leptina (Buchanan et al., 2002),
DGAT1 (Thaller et al., 2003), TG (Barendse et al.,
2004), RORC (Barendse, 2004), GH1 (Schlee et
al., 1994), SCD, mitocondria (Mannen et al., 1998;
2003), fator de transcricdo mitocondrial A (Jiang
et al., 2005) e FABP4 (Michal et al., 2006).

Apesar de muitos resultados relacionados
a genébmica em bovinos de corte serem ainda
experimentais, diversos testes comerciais de DNA
vém sendo disponibilizados no mercado para
avaliacao da qualidade de carne (para detalhes,
vide Tabela 1). Muitos desses testes estao sen-
do empregados em estudos independentes para
confirmacao da associacdo de polimorfismos de
SNPs com maciez e marmoreio (Page et al., 2004;
Casas et al., 2006; Morris et al., 2006; Rincker
et al.,, 2006), mas nem todos tém sido validados,
tornando ainda mais dificil o trabalho para que
as descobertas da gendémica possam ser aplica-
das nas diversas racas de bovinos.

Um grande desafio na aplicacdo de alguns
dos polimorfismos inicialmente associados a
maciez de carne foi a transferéncia das infor-

macdes que foram originalmente obtidas em Bos
taurus taurus para Bos taurus indicus, ja que estes
Ultimos sdo animais que apresentam carne
reconhecidamente de menor maciez quando
comparada as racas taurinas. Polimorfismos
identificados no gene da calpaina (CAPNT), por
exemplo, apresentaram diversidade entre
genotipos de Bos taurus taurus, mas nao em Bos
taurus indicus (Page et al., 2002; 2004, Casas et
al., 2005). Ha uma série de SNPs dentro ou muito
proximo a esse gene, sendo que dois destes SNPs
parecem ser informativos em Bos taurus indicus
e Bos taurus taurus (posicao 316 e 4753 pb), mas
um SNP a 530 pb parece ser informativo somen-
te em Bos taurus taurus. O marmoreio € uma
caracteristica mais dificil de ser trabalhada do
que a maciez, j& que sua avaliacao é feita por
inspecao visual da carcaca e, portanto, trata-se
de uma medida com um maior potencial de erro
associado, requerendo grandes amostras de ani-
mais para que a média seja estimada apropria-
damente. Os estudos que tém avaliado menos
do que 1.000 animais ndo conseguem confirmar
uma associacao (Hocquette et al., 2007). Sali-
enta-se que uma parceria entre a Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universi-

Tabela 1. Testes comerciais de DNA para gado de corte.
Gene' Caracteristica Ano? Inventor Comerciante?
G marmoreio 2000 CSIRO/MLA Genetic Solutions P/L
CAST maciez 2002 CSIRO/MLA/Beef CRC Genetic Solutions P/L
CAPN1 maciez 2003 USDA/AgResearch NZ Open
DGTA1 produtividade
de gordura no leite 2003 Univ. Of Liege/Tech Uni Muench Merial
GH1 marmoreio 2003 NIAS, Japan Prescribe Genomics CO
LEP marmoreio/gordura 2003 Univ. of Saskatchewan Merial
Testes
multiplos maciez 2003/2004 Genetics Solutions P/L
GHR produtividade
de leite 2004 Univ. of Liege Merial
SCD 4cidos graxos 2004 Kobe University Prescribe Genomics CO
Testes
multiplos marmoreio 2004 Genetic Solutions P/L
CAPN3 maciez 2006 CSIRO/MLA/Beef CRC Genetic Solutions P/L
Testes
multiplos eficiéncia
alimentar 2006 CSIRO/MLA/Beef CRC Genetic Solutions P/L
'multiplos testes sdo baseados em varios genes, embora alguns testes nao estejam baseados em sequéncias
diretamente associadas com os genes e, para alguns testes, a identidade da sequéncia ndo foi revelada. 2ano do
inicio da comercializacdo. 3primeira empresa a comercializar o teste genético, embora alguns genes, tais como
CAPNT e LEP, sejam comercializados por outros laboratérios. Fonte: Adaptado de Hocquette et al. (2007).
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dade de Sao Paulo, e a empresa Merial® tem

buscado a validacdao de diversos marcadores

moleculares em Bos taurus indicus do Brasil. Esses
~ marcadores ja foram previamente associados
~ com maciez e marmoreio em Bos taurus taurus.
Outro exemplo é o projeto Carne bovina de
qualidade, coordenado pela Embrapa e com a
colaboracao de universidades brasileiras, que tem
por objetivo identificar marcadores em animais
da raca Nelore.

Outras caracteristicas investiga-
das por estratégias gendomicas:
reproducao e resisténcia a
doencas

Muitos tém sido os esforcos para aumentar
a eficiéncia reprodutiva do rebanho bovino bra-
sileiro. Caracteristicas reprodutivas permitem a
selecao de animais precoces, possibilitando maior
intensidade de selecao e, consequentemente,
maior eficiéncia do sistema produtivo. Em Nelo-
re, por exemplo, os bezerros nascem com a vaca
apresentando entre 2,5-3,0 anos de vida, uma
desvantagem em relacdo aos dois anos das ra-
cas europeias. No Brasil, existem animais com
capacidade genética, mas que sao afetados por
condicoes ambientais distintas de alimentacao
e manejo, dificultando a sua selecao. A avalia-
¢ao genética de muitas caracteristicas de repro-
ducdo é dificil de ser realizada acuradamente.
Além disso, a herdabilidade das caracteristicas
associadas a fertilidade é considerada baixa (en-
tre 2 a 15%), apesar de que estudos recentes
em Nelore revelaram alta herdabilidade para
precocidade sexual (Silva et al., 2005).

Duas estratégias tém sido utilizadas na ten-
tativa de associar marcadores moleculares com
caracteristicas de fertilidade: mapeamento de
QTLs e genes candidatos. QTLs ja foram mape-
ados para caracteristicas de fertilidade, incluin-
do: taxa de ovulacao (Kappes et al., 2000), ovu-

“lacdo multipla (Kappes et al., 2000) e geracao
de gémeos (Lien et al., 2000). Os genes que co-
dificam o hormonio liberador de gonadotropina
(Schneider et al., 2006), a leptina (Liefers et al.,
2005) e o receptor para o hormonio luteinizante
bovino (Hastings et al., 2006) tém sido investiga-
‘dos como genes candidatos para caracteristicas

de fertilidade. O gene da leptina tem sido asso-
ciado com caracteristicas relacionadas a repro-
ducéo por codificar um hormoénio que participa
da regulacao do metabolismo energético, do
consumo de alimento e da reproducao em mui-
tos animais, além de participar de outros even-
tos, inclusive a puberdade. E considerado um
gene candidato por sua conhecida relacao com
a massa de tecido adiposo no corpo e puberda-
de. Os niveis de leptina no sangue estao relacio-
nados com os niveis de gordura corporal do ani-
mal: bovinos pré-puberes desnutridos nao en-
tram na puberdade até que sejam nutridos cor-
retamente; da mesma forma, vacas ciclando
param de ciclar quando enfrentam periodos de
desnutricao extremos. Portanto, a proteina co-
dificada, a partir do gene da /eptina, age como
fator no sistema de reproducao. Polimorfismos
neste gene poderiam influenciar a regulacao do
metabolismo e afetar o ganho de peso, e essas
mutacoes poderiam ser utilizadas em programas
de melhoramento genético. Mutacdes no gene
da leptina e em seus receptores causam obesi-
dade morbida, infertilidade e resisténcia a insuli-
na em humanos e roedores (Houseknecht e Por-
tocarrero, 1998). Algumas dessas mutacoes ja
foram identificadas em bovinos (Buchanan et al.,
2002; Choudhary et al., 2005); e estudos de
expressao génica também indicaram uma asso-
ciacdo entre a alta expressao desse gene com a
baixa expressao do receptor NPY e a ativacao
da puberdade precoce em novilhas de Bos taurus
indicus (Vaiciunas et al., 2008). Mas, até o mo-
mento, nenhum marcador molecular foi desen-
volvido para permitir a selecao para precocida-
de.

Outros genes candidatos associados a fer-
tilidade tém sido investigados por gendémica fun-
cional, com foco na maturacao de odcitos (Dal-
bies-Tran e Mermillod, 2003; Vallee et al., 2005;
Massicotte et al., 2006), regressao do corpo lu-
teo (Bonsdorff et al.,, 2003; Casey et al., 2005),
funcao das células do epitélio do oviduto
(Bauersachs et al., 2003; 2004) endométrio
durante o ciclo estral (Bauersachs et al., 2005),
desenvolvimento de embrido pré-implantado (El-
Halawany et al., 2004; Sirard et al., 2005), entre
outros. Como resultado dessa estratégia, espera-
se identificar genes ou vias génicas que, no
momento e local apropriados, regulam a
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fertilidade das fémeas. Quando polimorfismos
nesses genes sao identificados, fica mais facil a
procura por alelos favoraveis.

QOutra contribuicao importante da genémi-
ca para os bovinos de corte reside na resisténcia
a ecto e endoparasitos. O clamor pela reducao
do uso de produtos quimicos utilizados para com-
bater esses parasitos ja vem sendo amplamente
divulgado, pois, assim, serd menor a possibilida-
de de contaminacao da carne e derivados bem
como do meio ambiente. Além disso, o uso sis-
tematico de tais produtos pode conferir resistén-
cia aos principios ativos. QTLs sugestivos foram
mapeados para resisténcia a carrapato [Riphi-
cephalus (Boophilus) microplus] nos cromossomos
5, 7 e 14 em uma populacao constituida por F,
do cruzamento Bos taurus taurus (Holandés) x
Bos taurus indicus (Gir) (Gasparin et al., 2007) e
a expressao de genes envolvidos na resposta
imune a endoparasitas gastrintestinais (Cooperia,
Haemonchus e Oesophagostomum) por meio de
PCR quantitativa foi realizada em Bos taurus
indicus (Nelore) por Bricarello et al. (2008). Essas
pesquisas visam a identificacdo dos genes que
controlam a resisténcia a ecto e endoparasitos,
permitindo selecionar bovinos naturalmente mais
resistentes. Provavelmente, isso reduzird o uso
de medicamentos e produtos quimicos contra
parasitas, a favor de uma carne mais saudavel,
livre dos residuos quimicos, diminuindo, dessa
forma, barreiras sanitdrias impostas pelo
comércio internacional de carne bovina.

Perspectivas das aplicacoes
da gendémica

Novas fontes de informacdo molecular vém
sendo estabelecidas para o mapeamento de
QTLs em bovinos, que incluem o sequenciamen-
to do genoma e um mapa de SNPs, os quais fa-
cilitarao a dissecacao das caracteristicas com-
plexas com a identificacdo dos alelos especifi-
Cos.

Painéis de SNPs estao sendo utilizados para
promover a genotipagem em larga escala. Um
painel contendo 2.641 SNPs de bovinos foi utili-
zado para genotipar animais das racas Angus,
Brahman, Charolais, Dutch Black, White Dairy,

Holstein, Japanese Black, Limousin e Nelore, para
levantar informacoes sobre a diversidade gené-
tica da espécie obtida ap6s a domesticacao, ori-
gem das racas e selecao artificial (McKay et al.,
2008). Mesmo representando um estreitamen-
to da diversidade genética, o processo de do-
mesticacao e origem das racas de bovinos resul-
tou em relevantes diferencas (ou variabilidade)
genéticas entre as racas de Bos taurus taurus e
Bos taurus indicus (McKay et al., 2008). Excluindo
os dados de genotipagem dos animais das racas
de Bos taurus indicus, as maiores diferencas
genéticas ficaram entre animais produtores de
carne versus os produtores de leite e racas
europeias versus racas asiaticas. Esses avancos
abrem a possibilidade da criacao de racas
sintéticas que maximizem os alelos favoraveis de
cada subespécie.

Outras plataformas de genotipagem de
SNPs ja tém sido comercialmente disponibiliza-
das para bovinos. O MegAllele Genotyping Bo-
vine® contém 10 mil SNPs identificados pelo Pro-
jeto de Sequenciamento do Genoma Bovino e o
CSIRO, da Australia. Uma atualizacao dessa pla-
taforma, contendo 32 mil SNPs, também ja esta
sendo disponibilizada comercialmente. Similar-
mente, o sistema de genotipagem bovina, de-
nominado de Bovine BeadChip®, contém ~ 10
mil SNPs. Uma nova versao do Bovine iSelect Be-
adChip® foi desenvolvida em colaboracdo com
USDA-ARS Meat Animal Research Center
(MARC), University of Missouri-Columbia e Uni-
versity of Alberta. Essa plataforma de genotipa-
gem permite a analise de 12 amostras em para-
lelo em apenas um microarranjo com ~ 50 mil
SNPs por amostra. O rapido progresso no des-
cobrimento de padrées da variacao genética que
podem predizer o desempenho animal pode ser
esperado a partir destes esforcos internacionais.
Esses marcadores sdao extremamente Uteis para
promover o mapeamento -fino, cujo objetivo é
delimitar a menor regido genémica que contém
um QTL. Esses painéis de SNPs devem promo-
ver uma revolucdo na genémica animal, por per-
mitir a varredura do genoma de uma populacao
experimental, para milhares de SNPs ao mesmo
tempo, a um custo menor e de maneira mais
rapida, comparado ao que vem sendo feito hoje
com o uso de microssatélites. Além disso, o uso
desses painéis de SNP para associacoes de todo




0 genoma com caracteristicas de interesse co-
mercial estd sendo desenvolvido para bovinos de
leite e corte.

A tendéncia serd a aplicacdo da estratégia
de Biologia de Sistemas no melhoramento
animal. A biologia de sistemas surgiu a partir dos
resultados de sucesso das estratégias gendmi-
cas e tem como objetivo desenvolver métodos
estatisticos e analiticos capazes de associar todas

as informacdes obtidas a partir de gendmica,
biologia computacional, quimica, espectrometria
de massa, entre outras. O emprego da biologia
de sistemas em conjunto com as estratégias
classicas de melhoramento de selecdo fenotipica
e genotipagem devera resultar em uma
aplicacdo mais eficiente das ferramentas
moleculares em melhoramento animal (Kitano,
2002; Cassman, 2005).
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