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A genética molecular experimentou um extraordinario avango desde a descoberta
do DNA. Este avanco incluiu o desenvolvimento de métodos de analise da estrutura e funcgéo
do material genético, de equipamentos com capacidade para analise automatizada de grande
quantidade de amostras, de métodos estatisticos e de ferramentas de informaética, resultando
na ciéncia conhecida como genémica. )

Esses avangos culminaram com o desenvolvimento dos projetos de
seqiienciamento do genoma de um grande nimero de espécies. O sequenciamento do
genoma do bovino teve sua primeira verséo em julho de 2005, onde um mapa genético com
aproximadamente 4.000 marcadores foi publicado, o que significa dizer que todos os
intervalos de todos os cromossomos dos bovinos possuem pelo menos um ponto de
referéncia. Em outubro de 2007 foram publicados resultados preliminares da ultima verséo
do genoma bovino (Btau_4.0). Foram sequenciados 3.247.500.072 pares de base, contendo
11.232 genes que codificam proteinas conhecidas e 2.057.872 SNPs (BIRNEY et al., 2006).
Essa versdao ja estd disponivel no banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

As informagdes geradas pelos projetos genoma permitiram, por exemplo, 0
mapeamento de mais de 1.600 mutagdes responséaveis por caracteristicas de heranca
Mendeliana em humanos. Em bovinos, dezenas de doencas hereditarias tiveram seu
mecanismo molecular desvendado. Porém, o desafio de elucidar os mecanismos

determinantes da variago genética de caracteristicas mais complexas, entre as quais figura a
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maioria das caracteristicas de interesse econdmico dos animais domésticos, permanece
(Georges & Andersson, 2003). Essas caracteristicas sdo, em geral, controladas por muitos
genes, que podem resultar em complexas interacdes alélicas e ndo alélicas, e sdo
influenciadas pelo ambiente. Diversos estudos t€ém demonstrado a possibilidade de mapear
cada gene ou bloco de genes adjacentes que influenciam uma caracteristica quantitativa,
denominados QTL (Quantitative Trait Loci), em ruminantes.

O mapeament(; de QTLs, ou seja, a deteccdo, localizag@o e estimativa do efeito de
regides do genoma associadas & uma caracteristica quantitativa, requer um grande nimero
de animais para os quais sejam disponiveis dados de avaliagdo do fendtipo de interesse. O
nimero de individuos necessarios depende da magnitude do efeito que se deseja identificar,
da herdabilidade do carater, da estrutura da populacao, entre outros fatores, porém, esse
numero é freqlientemente da ordem de milhares. Esse requisito € particularmente restritivo
em bovinos, nos quais os custos de produc@o e manutengao para se obter grandes populacdes
experimentais sdo elevados.

As populactes comerciais tém sido uteis para o mapeamento de QTL em bovinos
de leite, onde grandes progénies de touro, resultantes do uso intensivo de inseminacao
artificial, podem ser encontradas. Georges & Andersson (2003) apontam como vantagem
para o mapeamento de QTLs em gado leiteiro, a intensa anotacdo de dados referentes a
avaliagOes fenotipicas tais como medidas de qualidade do leite, da satide do animal,
avaliagdes morfométricas e da anotagdo de informacgdes de pedigree e de manejo,
principalmente nos paises mais desenvolvidos.

Essa situag@o, entretanto, néo se aplica aos bovinos de corte, onde as familias sdo
menores ¢ a quantidade de caracteristicas fenotipicas avaliadas ¢ restrita. Além disso,
caracteristicas de dificil avaliag@o, tais como taxa de ovulagdo, maciez da carne e resisténcia
a doencas raramente sdo consideradas em programas de melhoramento, requerendo a
utilizacdo de populacbes experimentais, as quais devem ser obtidas utilizando algum
delineamento genético, tais como F2, retrocruzamento ou familias de meio- irm@os.

Por outro lado, 0 mapeamento de QTLs em bovinos beneficia-se do reduzido tamanho
efetivo das populagdes, pois amaioria das ragas sao formadas a partir de um pequeno nimero
de animais fundadores. Esse fato leva a reduc@o da complexidade das caracteristicas dentro
de ragas, uma vez que poucos alelos estdo representados na populagao. Outra conseqiiéncia

importante do pequeno tamanho efetivo € que os blocos de desequilibrio de ligagao (LD),
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regides do cromossomo que mantém combinagdes ancestrais de alelos para os genes ligados,
sdo0 mais extensos, em comparagdo com outras espécies, o que aumenta a probabilidade de se
encontrar associacdes entre os alelos de um marcador e de um QTL. Do ponto de vista de
melhoramento, a utilizagdo de um pequeno numero de individuos selecionados para dar
origem a proxima geragdo, leva a um inevitavel aumento de endogamia e aumenta a
possibilidade da progénie de receber regides do genoma que sdo idénticas por descendéncia
dos parentais. Regides estas que podem conter alelos recessivos deletérios, ou seja, que
causam doengas, malformacdes ou anomalias hereditarias.

Apesar das dificuldades relacionadas ao mapeamento de QTLs em ruminantes,
varias caracteristicas ja tiveram parte de sua variagao atribuida a regides do genoma dos
bovinos. QTLs para produgao e composi¢@o 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 area de olho de
lombo nos cromossomos 5 e 6, para marmoreio nos cromossomos 17,23 e 27, paramaciez da
carne no cromossomo 29 (Casas et al., 2000; Casas et al.,2003). Holmberg et al. (2006)
realizaram uma varredura de 20 cromossomos bovinos, utilizando 145 microssatélites e
mapearam 13 QTLs sugestivos nos cromossomos 1, 3,4, 18, 19,22 e 25 para caracteristicas
reprodutivas. Em relag@o a resisténcia a patoégenos ha poucos resultados na literatura, mas
Hanotte et al.( 2003) mapearam um QTL para tripanotolerancia e varios QTLs para
resisténcia ao carrapato estdo sendo descritos em uma familia de geragdo F2 produzida pelo
cruzamento de Gir e Holandés (Regitano, Martinez e Machado, 2006).

Os primeiros resultados de mapeamento fino de QTLs, ou seja, a identificacdo da mutagao
responsavel pela variagdo fenotipica ou QTN (Quantitative Trait Nucleotide), tém sido
descritos (Grisartetal, 2001; Wilsonetal.,2001; Blottetal., 2003; Lietal., 2004).

Atualmente, a identificagdo de regides do genoma associadas a caracteristicas de
interesse econdmico recebeu um importante reforco via utilizagdo da técnica de
microarranjo, que possibilita a analise de milhares de polimorfismos de base unica,
denominados SNPs, de uma s6 vez,. Essa metodologia fornece uma alternativa rapida e
confiavel para analises de multiplos SNPs. Ja existem estudos de microarranjos associados
com caracteristicas economicamente importantes como o trabalho desenvolvido por
Kaminski et. al. (2006) que utilizaram um microarranjo de SNPs de genes envolvidos na

biossintese de proteinas do leite e encontraram 4 SNPs associados com caracteristicas de

7° Congresso Brasileiro de Ragas Zebuinas - ABCZ



Mini-cursos 246

leite em vacas holandesas. Daetwyler et al. (2008), usando um chip de 9.919 SNPs,
encontraram regides nos cromossomos 3, 5 e 16 para produgdo de leite, no 14 e 19 para
producdo de gordura, no 1, 3, 16 e 28 para producéo e proteina, no 2 e no 13 para precocidade
reprodutiva e no cromossomo 14 para idade ao primeiro servigo. Druet et al. (2008), em um
estudo com bovinos holandeses, encontraram um QTL altamente significativo para
fertilidade no cromossomo 3, utilizando um arranjo com 1373 SNPs.

Alguns testes comerciais para bovinos de corte ji estdo disponiveis (Van
Eenennaam, 2004). O teste GeneSTAR Marbling (Genetic Solutions) é um polimorfismo da
regido que precede a seqiiéncia do gene da tireoglobulina, proteina que desempenha papel
fundamental na regulacdo da sintese de acidos graxos. O alelo 3 desse marcador,
caracterizado pela seqiiéncia GATT, foi associado com marmoreio em confinamentos
comercias da Australia. Esta associa¢do foi confirmada nos Estados Unidos em cruzamentos
Simental x Angus pelo Consorcio de Avaliagdo Nacional de Gado de Corte (NBCEC). No
entanto Rincker et al. (2006), em um trabalho com bovinos da raca Simental, submetidos a
uma dieta de alta energia, ndo encontraram associa¢do deste marcador com deposi¢ao de
gordura intramuscular e, este polimorfismo no gene da tireoglobulina néo foi associado com
outra caracteristica de carcaca e pardmetros de desempenho. Esse resultado foi atribuido,
dentre outras coisas, & raga, pois ragas diferentes de bovinos podem expressar
diferentemente genes e tipo de manejo. Outro marcador comercialmente disponivel para
marmoreio € o IgenityTML (Merial), que também afeta o apetite dos animais. Esse teste
avalia uma variag@o na regido codificadora do gene da leptina. Esse gene passou a ser
considerado candidato a associag@o com caracteristicas de deposicdo de gordura por ter sido
relacionado a obesidade em camundongos.

Além desses, testes indicativos de maciez também estdo disponiveis: o teste
TenderGENE TM, que analisa duas variagdes na regido codificadora do gene da calpaina,
enzima responsavel pela degradac@o das fibras musculares; o teste GeneSTAR Tenderness,
que se baseia em um polimorfismo da calpastatina, proteina responsavel pela modulacéo da
degradag@o pos-mortem das fibras musculares pela calpaina. Esses testes sdo atualmente
oferecidos pela Pfizer. Outros estudos tém focalizado a indentificacdo de novos SNPs nesses
genes com o intuito de, no futuro, constituir novos testes. Um exemplo foi o estudo de
Juszczuk-Kubiak et al. (2008) que identificaram SNPs no intron 12 do gene da calpastatina.

Outras caracteristicas que afetam a producdo animal também tém sido alvo de
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desenvolvimentos de testes com marcadores moleculares, comercialmente disponiveis,
como por exemplo caracteristicas relacionadas a eficiéncia alimentar. Estudos de
parentesco, paternidade e de identificagdo individual também ja possuem testes comerciais
como € o caso do SireTRACE™ DNA Profiling também pertencente a Pfizer Animal
Genetics, entre outros.

Autilizagdo desses testes deve ser avaliada com cautela pois, uma vez que os efeitos
de substituicdo de alelos de um QTL sdo pardmetros intrinsecos de cada populagéo, os
efeitos desses genotipos podem variar entre as populagdes,. E possivel, por exemplo, que
apenas um dos alelos do gene em questao esteja presente na populagdo em que se pretende
aplicar o teste. Além disso, h4 que se considerar a existéncia de intera¢des néo 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 interagdo com o ambiente. Assim, 0s
QTLs mapeados em experimentos conduzidos no hemisfério norte podem ndo ser
importantes para as condi¢des ambientais de criagdo nos tropicos que sao distintas do ponto
de vista climético, de incidéncia de doencas e de manejo nutricional.

A selec@o assistida por marcadores (MAS) tem por objetivo aumentar a acuracia da
selec@o. Porém, quando se utiliza MAS, apenas alguns dos genes que contribuem para a
variagdo do caréter selecionado estdo sendo avaliados. Assim, a utiliza¢do de informacéo de
genoétipo para o marcador sem considerar as avaliagdes de DEPs pode conduzir & rapida
fixacdo do alelo QTL selecionado e & maior perda de variabilidade durante o processo de
selecao. A MAS deve ser realizada concomitantemente com a Selecéo Tradicional, pois dar
grande énfase a somente um marcador poderd ocasionar perda da variabilidade em outros
locos (impede futuras selegdes), efeito carona e fixagio de alelos desfavoraveis. Na Figura 1,
pode-se verificar o aumento da eficacia da sele¢do quando a seleg@o tradicional é

complementada pela MAS.
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Figura 1. Frequéncia dos genotipos favoraveis para a caracteristica selecionada ao longo das geragdes,
considerando selecdo apenas com base no fendtipo (Tradicional) e selecdo assistida por marcadores
(MAS)

Segundo Eenennaam (2004), os beneficios da MAS s@o maiores para
caracteristicas que tem baixa herdabilidade, s@o dificeis ou caras para mensurar, ndo podem
ser medidas até depois que o animal ja tenha contribuido para dar origem a proxima geracao,
ndo sdo selecionadas atualmente por ndo serem medidas habituais. Outras caracteristicas que
podem ser beneficamente selecionadas com MAS sio producao de leite, habilidade materna,
resisténcia a doengas, rendimento de carcaca, performance de crescimento, fertilidade,
eficiénciareprodutiva e caracteristicas limitadas pelo sexo.

Os maiores avangos na area de MAS deverao ser experimentados quando as novas
tecnologias de analise de marcadores, tais como microarranjos de DNA, que permitem a
investigacao simultdnea de um grande nimero de marcadores, chegarem ao mercado a um
custo compativel com a aplicagdo. Nesse caso, a selegdo sera feita com base no genoma do
animal, e ndo mais baseada em informagdes pontuais de poucos genes.

Alguns locos que controlam caracteristicas monogénicas, de heranga mendeliana,
também estdo sendo usados em ensaios de diagndsticos diretos ou indiretcs. Exemplos
desses testes s@o apresentados na Tabela 1. Ha disponivel on line (http://omia.angis.org.au/)
um banco de dados denominado “Online Mendelian Inheritance in Animals” (OMIA) que
contém informagdes 135 espécies animais, dentre elas o boi, o porco, o cavalo, a ovelha e a
galinha. Dentre essas informagdes podemos destacar a listagem de caracteristicas
controladas por um unico loco, sendo que algumas ja possuem marcadores moleculares
caracteristicos. Em bovinos, por exemplo, encontra-se disponivel informacgdes de 72

caracteristicas controladas por um loco e, algumas doengas encontram-se dentre esses
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dados.

Com base no exposto, podemos concluir que a utilizagdo de MAS traz muitas
vantagens como: Permitir a predi¢do do valor genético para caracteristicas que sao dificeis
de medir previamente, permitindo sua inclusao no critério de selegdo; Pode-se determinar o
efeito individual de cada loco de um caracter quantitativo; Consegue-se determinar quanto
de um carater quantitativo ¢ explicado por um ou mais marcadores; Nao ¢ necessario o
desenvolvimento completo do individuo para que se possa realizar selegdo; Permite a
selecd@o para caracteristicas dificeis de serem medidas ou, dificeis de conseguir progresso
genético, devido a baixa herdabilidade; Permite a identificagdo e descarte de animais
portadores de doengas deletérias ou que diminuem a produc@o; Nao sofre a influéncia do
ambiente. -

Talvez a maior contribui¢do do mapeamento de QTLs ainda esteja por ser
alcangada. Aliadas as técnicas de analise do genoma funcional e da genémica comparada, as
informacdes sobre QTLs deverdo rapidamente nos conduzir a descoberta de genes e de
QTNs. A compreensdo dos mecanismos bioldgicos e do controle genético das caracteristicas
de interesse serd um campo aberto para a manipulacdo da expressdo de genes, quer via

transgénese, quer via técnicas de expressao transitoria tais como a de RNA de interferéncia.

Tabela 1. Exemplos de caracteres de heranga simples para os quais
¢ possivel realizar diagnostico molecular

Locos ~ Cromossomo Caracteristica Referéncia
CD18 (2 -integrina) BTAI BLAD Shuster et al. 1992
TG BTA14 Hipotiroidismo Ricketts et al.
‘ congénito 1987
(MH) Miostatina BTA2 Hipertrofia muscular Grobet et al.
1997
SLC35A3 BTA13 Malformagao vertebral | Agerholm et al.
complexa 2001
MCIR BTA18 Cor da pelagem Klungland et al.
(receptor do hormonio 1995
estimulante de
melandcito)
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