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Resumo

BILHALVA, Alexandre Ferreira. Marcadores Moleculares Aplicados a
Bovinocultura. 2014. 55f. Trabalho de Conclusao de Curso — Graduagao em
Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento Tecnolégico, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2014.

A genbmica aplicada a bovinocultura surge como uma ferramenta em potencial para
ser utilizada por criadores com o objetivo de manter um alto padrao genético no seu
rebanho. Com a busca intensificada por uma maior produtividade animal em uma area
cada vez menor, os marcadores moleculares surgem como uma grande ferramenta
de auxilio. Também, a possibilidade de selecionar, com uma maior garantia, animais
com caracteristicas de interesse financeiro, tem aumentado a curiosidade destes
pecuaristas. Este trabalho de revisdo visa demonstrar as principais ferramentas
genbmicas que estdo sendo aplicadas na criagdo e selegado bovina, e as que tém
maior potencial de utilizagdo. Para melhor desenvolvimento dos tépicos abordados, o
trabalho foi divido em trés principais categorias: marcadores autossémicos,
marcadores associados ao cromossomo Y e marcadores associados ao DNA
mitocondrial, permitindo uma visdo ampla, das principais pesquisas realizadas e com
grande potencial de utilizagdo. Atualmente percebe-se a grande procura por parte dos
criadores em empresas que utilizam estes marcadores moleculares com auxilio na
selegao genética do seu rebanho. Isso ocorre, principalmente, devido a maior precisao
na determinagdo de caracteristicas de interesse zootécnico a partir da analise do
genoma dos animais, utilizando técnicas moleculares de alta tecnologia. Dessa forma,
este trabalho fornece informacdes relevantes para pesquisadores e também criadores
que tenham interesse em selecionar um programa de melhoramento genético que
utilize novas tecnologias a favor do seu rebanho.

Palavras-chave: genémica; pecuaria; melhoramento genético; dna mitocondrial;
cromossomo y; marcadores autossémicos



Abstract

BILHALVA, Alexandre Ferreira. Molecular Markers Applied to Cattle Breeding.
2014. 55f. Trabalho de Conclusao de Curso, — Graduagdo em Biotecnologia, Centro
de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

Genomics applied to cattle breeding emerges as a potential tool to be used by creators
in order to maintain a high genetic pattern on its herd. With the search intensified for
greater animal productivity in an ever smaller area, molecular markers emerge as a
great tool to support. Also, the ability to select, with greater assurance, animals with
characteristics of financial interest, has raised the curiosity of these ranchers. This
study aims to demonstrate the key genomic tools being applied in the creation and
selection of the cattle and have the greatest potential for use. For better development
of the topics covered, the work was divided into three main categories: autosomal
markers, Y-chromosomal markers and mitochondrial DNA markers, allowing a broad
view of the main research projects with great potential for utilization. Currently we see
a great demand from breeders to companies that use these molecular markers to aid
in genetic selection of their herd. This occurs, primarily, due to greater accuracy in
determining the characteristics of zootechnical interest from the analysis of the
genome of the animals, using molecular techniques of high technology. Thus, this
paper provides relevant information to researchers and breeders who have an interest
in select breeding programs that use new technologies for the benefit of their herd.

Key-words: genomics; livestock; genetic improvement; mitochondrial dna; y
chromosome; autosomal markers
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1 Introducao

A domesticagdo animal foi um fator essencial no desenvolvimento cultural e
demografico humano. Durante a historia e o desenvolvimento dos rebanhos bovinos
houve diversas forgas evolucionarias de mutagao, cruzamentos seletivos, adaptacao,
isolamento e deriva genética, esses fendbmenos se somaram resultando em uma
grande diversidade de populagées (GROENEVELD et al, 2010).

O Brasil é o principal exportador de carne bovina mundial, dono do 2° maior
rebanho efetivo do mundo, com cerca de 200 milhdes de cabegas (Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA, 2014), além de ser um dos principais
paises consumidores da carne, com um consumo meédio de 37kg por habitante, por
ano (MAPA, 2014). Quantidade esta muito superior a média de consumo reportada
em paises da Unido Europeia, de 16kg por habitante (HOCQUETTE; CHATELLIER,
2011). Esses dados demonstram a importancia que foi, e ainda é dada, a criagcao e
selecado na bovinocultura. O entendimento das origens das racas e espécies bovinas
também €& de extrema importancia no estudo e analise da hereditariedade de

caracteristicas de interesse.

Diversos programas de cruzamentos seletivos estao sendo desenvolvidos para
que se perpetuem caracteristicas de interesse zootécnico em bovinos, como a
qualidade da carne, eficiéncia reprodutiva, producao leiteira, peso, entre outros
(NIETO; MARTINS, 2003). Esses programas foram determinantes na geragédo de
racas que perpetuaram essas caracteristicas zootécnicas bem definidas, de acordo

com as necessidades do criador.

Embora as técnicas de melhoramento através de cruzamentos direcionados
sejam muito importantes na selecéo de caracteristicas de interesse, esse sistema vem
sendo substituido por novos métodos envolvendo a biologia molecular, como a
utilizacdo de marcadores moleculares para caracteristicas especificas (LENSTRA et
al, 2012). Como definigao, marcadores moleculares sao segmentos de DNA que estao
fisicamente ligados a locus que determinam caracteristicas de interesse (ALZATE-
MARIN et al ,2005)
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O sequenciamento do genoma bovino, realizado em 2009 pelo Bovine Genome
Sequencing and Analysis Consortium foi de extrema importancia para que houvesse
a impulsdo das pesquisas que visam melhorar a qualidade de selegdo e produgcao
destes animais (ELSIK et al, 2009). Pois com as informacgdes geradas foi possivel
entender com mais discernimento a composicdo gendmica desses animais, bem como
alteracbes genéticas entre espécies e ragas, estas variagdes sdo de extrema
importancia na maioria dos estudos com utilizagdo de marcadores moleculares para

identificar caracteristicas de interesse.

Atualmente o maior foco das pesquisas € na elucidagao de loci que possuem
marcadores que podem estar envolvidos em variagdes fenotipicas de interesse e com
essas pesquisas desenvolver melhores técnicas de selegéo e criagdo nas principais
ragas bovinas de produgao. Estudos de associagdao ampla do genoma trazem a todo
o momento novas informagdes genéticas que podem ser associadas a caracteristicas
fenotipicas de interesse da bovinocultura, como a maior produtividade em alimentos
(SNELLING et al, 2010; BOLORMAA et al, 2011). Sendo reportadas algumas
principais categorias de marcadores moleculares, como: marcadores autossémicos,
marcadores ligados ao cromossomo Y, mtDNA (DNA mitocondrial) (LENSTRA et al,
2012), e microRNAs. Cada tipo de marcador pode ser associado com um diferente

tipo de analise, dependendo do objetivo.
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1.1 Objetivo

Este trabalho de concluséo de curso tem como objetivo revisar as principais
ferramentas moleculares utilizadas na genotipagem bovina, as maiores inovagdes na
area da gendmica e especular as perspectivas futuras no uso destas tecnologias na
bovinocultura. Durante o desenvolvimento do trabalho, diversos estudos foram
selecionados em diferentes linhas de conhecimento, como: biotecnologia, pecuaria,
zootecnia e gendmica, conferindo um perfil multidisciplinar e explorando as

possibilidades de entendimento e aplicacao do trabalho.
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2 Revisao de Literatura

Marcadores moleculares sao ferramentas de extrema importancia no direcionamento
genético para melhor produgéao e selegdo. Com a descri¢ao das enzimas de restrigao,
por Alber, Smith e Nathans em 1970, foi possivel desenvolver técnicas onde é possivel
diferir individuos a partir de caracteristicas genéticas especificas. Ja em 1997, os
marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) foram descritos por P.
Ajmone-Marsan, para genotipagem em bovinos, descoberta muito importante em

analises de paternidade e relagdes entre espécies.

By

Uma das vantagens da utilizagdo destes marcadores em relagdo a selegao
classica é poder identificar regides no DNA que estao associados a uma determinada
caracteristica, ao passo que a selecao classica tem como base a selecido somente
através de caracteristicas fenotipicas (MOHAN et al, 1997). E também devido ao fato
de nado haver a necessidade de esperar o animal a expressar seu fendtipo,
possibilitando a selecdo, portanto, de terneiros e embrides, consequentemente
dominuindo o intervalo entre geragdes, o0 que acelera o ganho genético. Dentre esses
marcadores os mais utilizados sdo: Marcadores Autossémicos, Marcadores Ligados

ao Cromossomo Y e o mtDNA. Estes serdo descritos nos topicos a seguir.

2.1 Marcadores Autossomicos

Marcadores autossdmicos sao variagées no DNA gendmico, ou seja, alteragdes
presente no DNA de cromossomos autossémicos, que podem ser associadas a
determinadas caracteristicas. Existem diversos tipos de marcadores que podem ser
utilizados para diferentes analises genémicas, a seguir serdo listados os mais

utilizados e com as maiores perspectivas de uso na bovinocultura.
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2.1.1 Marcadores Polimérficos Identificados por AFLP

Os Marcadores Polimérficos Amplificados por AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism) séo ferramentas biotecnolégicas que facilitam a analise de
variacdes no genoma (TORO; FERNANDEZ; CABALLERO, 2009). A técnica de AFLP
se baseia na digestao de regides do DNA utilizando enzimas de restricao especificas,
seguida pela ligacao de adaptadores sintéticos especificos a essas regioes, e entao
realizagcao da reacado de PCR (VOS et al, 1995). A figura 1 d~—-~ nica de
AFLP:

| |

EcoRl zite Mzl site
[ | | ]
[ I [ |

|| Digestdo enzimatica

| L | 1 [ |
[ ] 1 ] I |

E Ligacdo adaptadores |
Adaptador 1 X\ ﬂ Adaptador 2
@ PCR

| [ |

I =y

== =R =R =R RN
I |

Figura 1 — Esquema ilustrativo da técnica molecular de PCR-AFLP (Polymerase Chain Reaction -
Amplified Fragment Lenght Polymorphism). Enzimas de restricdo Msel (Micrococcus species |) e EcoRI
(Escherichia coli R) clivando o DNA em locais especificos e posterior ligagdo de adaptadores

especificos a essas regides. Setas azuis indicam o local da clivagem.

Os marcadores AFLP sdo bialélicos e dominantes, fornecendo uma forma
simples de avaliagdo de variagbes no genoma sem que haja o conhecimento prévio
deste (TORO; FERNANDEZ; CABALLERO, 2009). Em bovinos, a maioria dos

estudos se concentra na area de filogenia e diversidade de espécies e ragas.
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Em um estudo de Buntjer e colaboradores (2002) foi utilizada a técnica de AFLP
para detectar variagbes no genoma de diversas ragas, entre espécies diferentes de
bovinos: Bos taurus, Bos indicus, Bos banteng, Bos gaurus, Bison bison, Bison
bonasus, Syncerus caffer, Bubalus bubalis, Taurotragus eurycerus. Com as
informacdes obtidas destas analises foi possivel gerar uma arvore filogenética onde
foram demonstradas as similaridades entre espécies, regides comuns de origem,

proximidade genética e ancestralidade.

Em estudo de Negrini e colaboradores (2007) utilizando os marcadores AFLP,
foi realizada a diferenciacdo genética do gado europeu de diversas racas, e foi
possivel ndo so6 caracterizar o padrao genético destes animais, mas também verificar
a distancia genética entre as racas e rastrear a origem de seus ancestrais. Isso é
importante para detectar regides génicas que possam ter sido conservadas entre
espécies distintas e se alguma dessas regides estdo associadas a caracteristicas de

interesse produtivo.

A técnica de AFLP demonstra ser util em analises e estudos, porém possui
algumas desvantagens como: dificuldades na deteccado de variabilidade dentro de
uma raga devido ao modo dominante de hereditariedade e também ha problemas em
relacdo a homoplasia de fragmentos. A homoplasia se refere a loci diferentes com
fragmentos de DNA de igual tamanho que contribuirdo para a mesma banda, isso

pode atrapalhar a analise de resultados, se nao for corrigido (VEKEMANS et al, 2002).

2.1.2 Marcadores Polimérficos Identificados por RFLP

Os Marcadores Polimorficos Amplificados por RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) sao diferengas em sequéncias homologas do DNA que podem
ser detectadas pela presenga de fragmentos de diferentes tamanhos apés a digestao
do DNA em questdo, com enzimas de restricdo. A figura 2 demonstra a técnica de
RFLP.
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Sitio Polimérfico Sitio Polimérfico
(A) alg (B) b

GAATTC GAATTC GAATTC GAATTC GAACTC GAATTC
CTTAAG CTTAAG CTTAAG CTTAAG CTTGEAG CTTAAG
5 R PO ¥ GOl e
O e 5 ¥ R e e e 5

Digestao com Digestao com

enzima EcoR/ enzima EcoRI

Y
R R e B e
Clivagem resultando em dois fragmentos Nao houve clivagem, resultando em

apenas um fragmento

Figura 2 — Principio da técnica de RFLP. Em (A) a clivagem do DNA foi realizada, a enzima de restri¢cdo
reconheceu seu sitio especifico, isso resultou em dois fragmentos na andlise. Em (B) ndo ha o sitio de
ligagédo especifico para a enzima, portanto, nao havera clivagem do DNA, assim havendo apenas um

fragmento.

Fonte: adaptado de http://www.discoveryandinnovation.com

As principais formas de utilizacdo dos marcadores RFLP sdo em analises
variagdo (genotipagem, forense, teste de paternidade, diagnéstico de doencas
hereditarias, etc.) (NCBI). Diversos estudos ja foram realizados utilizando esses

marcadores, em varios tipos de pesquisas de grande interesse pecuario.

Em estudo realizado por Sabour e colaboradores (1997) através da técnica de
RFLP, o DNA de 100 touros da raga Holstein foi analisado para estimar a frequéncia
alélica de variantes genéticas do horménio de crescimento (GH) a fim de avaliar a
influéncia paternal na producgéo leiteira, e caracteristicas de composicao do leite
(proteina e gordura). Esse trabalho foi muito importante para identificar genétipos que
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favorecessem uma melhor producéo, e com essa identificagao diminuir a necessidade

de administracdes deste hormbnio na forma recombinante.

A técnica de RFLP também ja foi utilizada para identificar variagdes genéticas
em diversas moléculas e proteinas importantes tanto metabolismo animal, quanto na
producao, como: GH, receptor de lipoproteina de baixa densidade, subunidade alfa
de horménios glicoproteicos e no /oci da tiroglobulina. A analise e constatacdo de
variagcdes nas regioes do DNA correspondente a essas moléculas, foi feita por Hilbert
et al (1989), na raga Belgian Blue e foi de extrema importancia para revelar novos

marcadores para selecido de caracteristicas de interesse.

Através dos marcadores RFLP também ja foi possivel a identificacao de
haplotipos do gene Wnt7a, este gene regula uma grande variedade de células e vias
de desenvolvimento que diretamente influenciam o crescimento pré-natal do trato
reprodutivo da fémea e na manutencdo correta da funcido uterina nos adultos
(MILLER; SASSOON, 1998). Os haplotipos foram identificados por Xue e
colaboradores (2013), em 448 fémeas bovinas da raca chinesa Quinchuan. O estudo
gerou novas opcdes de selecdo genética dos haplotipos que possuem maior

associacao com caracteristicas de crescimento nos animais.

O PCR-RFLP, por ser uma técnica que detecta polimorfismos no DNA, através
da utilizacdo de enzimas de restricao, também ja foi utilizado para determinagao do
sexo através do gene da amelogenina, que é muito expressa em dentes durante seu
desenvolvimento (Ennis; Gallagher, 1994). A utilizacao deste método de deteccéao se
baseia na diferenga de tamanho de fragmentos, gerados pela digestao utilizando
enzimas de restricdo como, por exemplo, a enzima EcoRI (Escherichia coli R), e
também utilizando a enzima Dral (Deinococcus radiophilus) da amelogenina nos
cromossomos X e Y. No cromossomo Y sao gerados dois fragmentos, um de 280
pares de bases (pb) e outro de 217 pb, quando utilizado a enzima Dral, enquanto que
no cromossomo feminino apenas um fragmento de 280 é gerado, quando utilizado a
enzima EcoRI (Ennis; Gallagher, 1994).

Esta técnica ja foi utilizada também para caracterizar geneticamente o
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) bovina, em 179 animais de duas
ragas latinoamericanas: 113 animais eram da raca Bolivian Yacumefio e 66 animais

eram da raga Colombian Harton Del Valle. Este trabalho, realizado por Giovambattista
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e colaboradores (2013), sendo considerado importante para que futuramente sejam
identificados e selecionados animais com maior resisténcia imunoldgica para melhoria
do rebanho. Ou seja, animais no qual for detectado algum polimorfismo que possa
afetar sua resisténcia a infecgdes, por exemplo, serdao descartados, ao passo que
bovinos que possuam um padrao genético mais favoravel serdo mantidos. Isso se faz
muito importante para que seja possivel modificar as estratégias de criagdo destes

animais, dependendo do seu padrdo caracteristico imunolégico.

Embora a técnica de RFLP ja ndo venha sendo tdo extensamente utilizada, ela
pode ser aplicada em diversas analises de polimorfismos genéticos, principalmente
devido a facilidade nos procedimentos e custo relativamente baixo. Como foi visto,
houve sucesso em identificar diversas variantes no genoma bovino que sao de
interesse tanto na producao quanto na seleg¢ao destes animais, e podem ser utilizadas

em programas de melhoramento

2.1.3 Microssatélites

Microssatélites s&o marcadores moleculares que possuem sequéncias
repetitivas em tandem no DNA, sdo altamente polimérficos, e os seus alelos sao
definidos pelo numero de repeticoes presentes (GARZA; WILLIAMSON, 2001). Na

figura 3, estdo demonstradas as variagdes nas sequéncias dos microssatélites.

ALLELES
#1 A—(‘/\(‘A('A('A(’A('/\('A(‘.»‘\('.‘\(“f\(‘A(‘A('A(’A(”.f\—‘_
#2 A—('.'\(‘A(‘A(‘A('A(‘A('A('A(‘A('A('A(’A(‘A('A(‘/\('A('A—‘=
#3 _\—(‘A(‘A('A('A('f\(‘f\(‘A(‘A(‘A(‘A('A('A('A('A(‘A('A(‘A('A—‘_

Figura 3 — Exemplo de diferentes alelos de microssatélites. No primeiro alelo ha 15 repeticbes CA; no
segundo alelo ha 17 vezes a repeticdo CA; e no terceiro alelo ha 18 vezes a repeticdo CA. Essas
variagdes poderéo ser detectadas através da realizagdo de uma analise de PCR e posterior verificagao

em gel de agarose.

Fonte: http://www.informatics.jax.org/silver/figures/figure8-10.shtml
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Os marcadores microssatélites sdo os mais utilizados em analises de
diversidade genética bovina e em relagdes de paternidade (CARNEIRO et al, 2007).
Para analises de paternidade o ISAG (International Society for Animal Genetics)
preconiza a utilizagcao de 12-14 microssatélites, entre eles existem 9 que sao definidos
pelo préprio ISAG e sado reconhecidos como o “conjunto de marcadores
internacionais” BM1824, BM2113, INRAO023, SPS115, TGLA122, TGLA126,
TGLA227, ETH10, ETH225. Estes microssatélites foram escolhidos pelo fato de que
sado bastante polimoérficos e cada microssatélite selecionado pode possuir diversos
alelos, facilitando assim a comparacdo e diferenciacdo entre individuos. Os
microssatélites adicionais (trés a cinco) necessarios para a analise ficardo a cargo de

cada laboratorio.

Existem diversos estudos de caracterizacdo molecular utilizando esses
marcadores. Em 2007, Carneiro e colaboradores, realizaram um estudo de
diversidade genética em animais da raga Nelore no Brasil, utilizando um painel de 11
microssatélites. Os marcadores apresentaram um alto numero de polimorfismos, com
média de 8,2 alelos por locus. Tambasco e colaboradores (2000) também
identificaram uma heterozigosidade observada menor do que a esperada quando

realizaram estudo similar com animais da raga Nelore.

Esses resultados indicam que houve e ainda ha um processo intensificado de
selecdo genética através de cruzamentos seletivos de animais. Isso acaba gerando o
“efeito de gargalo” na populagéo, diminuindo drasticamente a variabilidade genética
na raca. Fator que futuramente pode atrapalhar o melhoramento animal em vista da
baixa diversidade genotipica atual (HUNDERTMARK; VAN DAELE, 2010).

Um estudo de variabilidade genética também foi realizado por Vasconcellos e
colaboradores (2003), onde se desejava caracterizar molecularmente a raga
Aberdeen Angus, para isso foram utilizados marcadores microssatélites e marcadores
RFLP. Nesse estudo foi constatado que o padrao genético da raca foi mantido na
regiao, quando comparado com outras racas de diferentes localidades geograficas,
principalmente devido ao modo de cruzamento fechado. Isso nos traz informagdes
muito relevantes no entendimento da conservagao genética de algumas espécies,

bem como o método de cruzamento n manutencao desse padrao genético.
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Os microssatélites ainda hoje s&o extremamente utilizados em uma grande
variedade de experimentos, como também em testes laboratoriais de rotina. A
confiabilidade desta ferramenta gendmica, bem como seu custo relativamente baixo,
permitiu a ampliagcdo de sua utilizagdo, fornecendo uma alternativa de grande
interesse ao criador que deseja registrar e ter o controle do genaétipo dos animais do

seu rebanho.

2.1.4 Variagao no Numero de Cépias de Segmentos Genémicos

A variacdo no numero de copias de segmentos gendmicos, do inglés copy
number variation (CNV), é descrita como um segmento de DNA, maior ou igual a uma
quilobase (kb) que tem um numero de coépias variavel no genoma, quando comparado
com um genoma de referéncia (FREUK; CARSON; SCHERER, 2006). A Imagem 4 a

seguir demonstra uma duplicagao gendémica, gerando assim uma CNV:

Area
duplicada Regigo
apresentando
duplicacao
Antes da
duplicacdo
Apods
duplicacdo

Figura 4 — Fendmeno de duplicagdo cromossdmica gerando uma variagdo no numero de copias de

segmentos gendmicos.

Fonte: adaptado de http://www.genome.gov/Pages/Hyperion//DIR/VIP/Glossary/lllustration/duplication
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As CNVs ja foram descritas ao longo de todos os cromossomos do genoma
bovino (LIU GE et al, 2010) e como sera demonstrado, algumas regides destes
marcadores também ja foram estudadas. Em um trabalho desenvolvido por Fadista e
colaboradores (2010) ele avaliou 304 regides onde CNVs ja foram descritos e para
isso ele utilizou animais de diversas ragas (14 Holsteins, 2 RedDanish, 3 Simmental e
1 Hereford). A analise gerou um painel cromossémico, onde estdo demonstradas as
principais regides cromossdémicas, demonstrando perda ou ganho de material
genético, conforme apresentado na figura 5. O mesmo estudo demonstrou que a
maioria dos CNVs possui tamanho de 10-50 kb, e poucos demonstram tamanho maior

que uma megabase (mb).

Este trabalho foi de importancia principalmente para estudos posteriores que
visam entender quais as implicagdes dessas alteragdes genéticas. Quais seriam as
caracteristicas fenotipicas de animais que apresentam essas variagdes (duplicacées,
delecdes, translocagdes e inversdes)? Alguns estudos estdo sendo realizados para

associar essas caracteristicas ao fenotipo.
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Figura 5 — Caridtipo bovino onde estd demonstrado as regides com CNVs. As setas verdes se referem
a ganho de material genético, as vermelhas demonstram perda de material genético.

Fonte: Fadista et al, 2010.

Para tentar identificar uma maior quantidade de CNVs, Stothard e
colaboradores (2011) sequenciaram dois animais, um touro da raga Black Angus e
outro da raga Holstein. Este estudo, através do sequenciamento destes animais e
detecgao destes CNVs, conforme apresentado na figura 6, demonstrou que as regides
onde houve essas variagdes estao intimamente associadas com genes que regulam
o sistema imune e outros que contribuem na capacidade de lactacao de vacas. Além
dessas associacoes de extrema importancia na criagao e sele¢cao bovina foi possivel,
através deste estudo, associar essas regides onde existem CNVs a diversas outras
caracteristicas importantes como a locomocgdo, processo de desenvolvimento,

processos metabdlicos, entre outros.
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Estas informagdes contribuem para que estudos posteriores sejam realizados
onde se avalie, de forma mais especifica, quais destes CNVs vao alterar
fenotipicamente esses animais, quais seriam importantes marcadores de gendtipos

superiores nos animais, e quais seriam associados a caracteristicas negativas.
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Figura 6 — Distribuicdo gendmica dos CNVs. As setas localizadas na parte esquerda dos cromossomos
representam CNVs com um maior numero de cépias (ganhos de CNVs) no genoma sequenciado do
touro Holstein. As setas localizadas na parte direita dos cromossomos demonstram CNVs com um

maior numero de copias (ganhos de CNVs) no genoma sequienciado do touro da raga Black Angus.

Fonte: Stothard et al, 2011

Para demonstrar a grande importancia dos CNVs na genémica bovina Hou e
colaboradores (2012) realizaram um estudo onde o objetivo era identificar regides no
genoma onde houvesse CNVs e associar esses marcadores a suscetibilidade ou
resisténcia a infecgdes por nematddeos gastrointestinais. Os pesquisadores

realizaram uma analise de CNVs, em larga escala, em 472 animais da raca Angus. A
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pesquisa demonstrou que dos CNVs analisados, 297 se encontravam em genes
associados com o sistema imune e conferiam resisténcia a parasitas, um destes
genes era o WC1 que é expresso nas células T bovinas. Em contraste, outros 282
CNVs foram associados com suscetibilidade a infec¢cdes por nematddeos, e se
encontravam em genes associados com resposta inflamatéria, ciclo celular,
organizagao celular entre outros. A pesquisa revelou que essas variagdes genéticas
podem influenciar de modo significativo as caracteristicas metabdlicas do animal,
como o sistema imunoldgico, demonstrando que os CNVs também podem ser de
grande utilidade ao criador que deseja selecionar animais mais resistentes a infecgdes

e outras enfermidades.

Também ja foi identificado regides no genoma bovino que possuem CNVs que
influenciam a producao leiteira em vacas da raca Holstein. Na pesquisa realizada por
Xu e colaboradores (2014), um estudo de associagdo ampla do genoma (GWAS) em
26.362 animais da raca Holstein foi realizado visando identificar CNVs que
influenciavam caracteristicas no leite como a quantidade gordura e proteina. Foram
identificados 34 CNVs em 22 cromossomos que eram significativamente associados

com uma das caracteristicas de interesse (gordura ou proteina).

Essas informacbes sdao de muito interesse, principalmente na selecéo e
manutencido de animais de grande nivel produtivo e de melhor qualidade nutricional
deste alimento. Os CNVs, aliados a outras ferramentas moleculares sao de grande
importancia na analise genotipica de caracteristicas de importancia na bovinocultura,

por isso, sua utilizacdo na melhoria da sele¢cao bovina deve ser considerada.
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2.1.5 Polimorfismo de Nucleotideo Unico

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) sdo mutagdes pontuais no
genoma, predominantemente bialélicos e extremamente abundantes ao longo do
genoma (TORO; FERNANDEZ; CABALLERO, 2009). Esses marcadores estao sendo
extensamente utilizados na comunidade académica, para pesquisas, e melhoramento
bovino, pelos criadores (G. REN et al, 2010; HAYES; LEWIN; GODDAR, 2013).

Os SNPs podem se localizar em regides de DNA nao codificantes, ou seja,
regides nado génicas, portanto, teoricamente, n&do irdo alterar nenhuma fungao
biolégica. Entretanto, SNPs localizados em regides de DNA codificante, podem muitas
vezes causar uma variagao nesse gene e afetar a sua fungdo (RAMENSKY; BORK;
SUNYAEV, 2002). Os SNPs podem ser classificados em mutagdes de transigéo, ou
seja, mutacdo de uma purina para outra purina, ou de uma pirimidina para outra
pirimidina, estes marcadores também podem ser classificados como mutacdo de
transversdo, ou seja, uma purina para pirimidina, ou pirimidina por uma purina
(CHENG et al, 2004). Estas modificagdes podem ser nao-codificantes, ou seja, ndo
se encontram em regides que codificam para uma proteina, ou codificantes, que se
encontram em regides que codificam para uma proteina (KUMAR et al, 2009). Ainda
em relacao a classificacdo das mutacdes destes SNPs, estas podem ser chamadas
de mutacgdes sindnimas ou n&o sinbnimas. As mutacdes sinbnimas se localizam em
regides codificadoras no DNA, entretanto n&o alteram a sequéncia de aminoacidos da
proteina. Ja as mutagdes nao sinbnimas se localizam em regides codificadoras no
DNA e alteram a sequencia de aminoacidos da proteina (RAMENSKY; BORK;
SUNYAEV, 2002). A figura 7 a seguir, demonstra um exemplo de alteragcéo

nucleotidica gerada por um SNP:
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Figura 7 — Exemplo de alteragdo causada por um SNP. Enquanto que no primeiro individuo, em uma
dada regidao gendmica, temos o nucleotideo adenina pareado com uma timina, enquanto que no
segundo individuo, na mesma regido gendmica, temos o nucleotideo guanina pareado com uma

citosina.

Fonte: http://www.viagenefertility.com/Available-PGD-Technologies.php

O sequenciamento do genoma bovino realizado pelo, Bovine Genome
Sequencing nad Analysis Consortium, lideradopor Gibbs e colaboradores (2009),
alavancou as pesquisas e identificacdo em SNPs. Com essas informacdes, mais de 2
milhdes de SNPs (BovineGenome.org) ja foram descritos na espécie bovina, algo que

vem encorajando diversos estudos na area.

Existem diversas possibilidades de estudos genéticos utilizando SNPs, desde
estudos de variagdes génicas que afetam caracteristicas de interesse, a analises de

parentesco e atribuicdo de individuos a determinadas racas.

Em 2009, Gibbs e colaboradores realizaram uma analise demonstrando que
racas taurinas possuem uma menor diversidade de SNPs no genoma quando
comparado com racas zebuinas, isso, sugere que na regido da india houve um grande
local de domesticagdo bovina, e de grande diversidade na pré-domesticagao.
Também foi demonstrado que nas ultimas décadas houve uma diminuicdo na

diversidade devido a selecido de animais que vem sendo realizada.



28

Negrini e colaboradores (2008) analisaram 90 SNPs para relacionar 24 animais
a suas ragas de origem. As analises obtiveram 96% de sucesso na associagao dos
animais a raga, demonstrando que essas ferramentas moleculares sdo de muita
utilidade nesse tipo de deteccdo, podendo futuramente substituir os microssatélites
que sao os mais utilizados atualmente. E necessario, porém, selecionar SNPs com
uma grande capacidade de diferenciagado entre espécies e ragas bovinas e que sejam

validados corretamente.

Existem SNPs que também foram associados em caracteristicas de muito
interesse zootécnico, como o comprimento e peso da carcaga. Esse trabalho foi
realizado por G. Ren e colaboradores (2010), 822 animais de ragas chinesas de corte
foram analisados e foi revelado que um SNP (G>A) presente no gene LHX4 que regula
outros genes envolvidos no crescimento, reproducgao, sistema enddcrino entre outros.
Esse SNP conferia um maior peso aos animais, ao nascimento e apdés 24 meses de
idade. Esses dados indicam que futuramente esse SNP, se comprovado para outras
ragas, pode ser de grande valia na sele¢ao genética de animais para um melhor peso
e tamanho da carcaga, agregando um maior valor a esses animais (G. REN et al,
2010).

Na mesma linha de pesquisa, outros estudos também foram realizados
envolvendo SNPs em genes candidatos para qualidade da carne e da carcaga. O
estudo realizado por Haegeman e colaboradores (2003) em animais das ragas Red
Holstein, Red Pied, Montbe’liard, Charolais, Piedmonte, Belgian Blue, Blonde
d’Aquitaine revelaram 13 SNPs em 4 genes diferentes: carboxypeptidase E (CPE) —
gene associado a caracteristicas da carcacga; uncoupling protein 2 (UCP2) — gene
envolvido na homeostase energética; single-minded (Drosophila) homolog 1 (SIM1) —
gene envolvido em caracteristicas da carcaga; methallothionein Ila (MT2A) —

envolvidos em caracteristicas da carcaca.

Estudos em relagdo a caracteristicas qualitativas da carne sao bastante
explorados utilizando SNPs, como o trabalho realizado em ragas de gado coreano
realizado por Shin e Chung (2007), visavam associar SNPs no gene da tiroglobulina
a qualidades na carne e na carcaca. Esse gene foi escolhido devido ao papel da
tiroglobulina no metabolismo. Essa proteina serve de depésito para os hormdnios da

tiredide T3 e T4, esses hormdnios afetam diretamente o crescimento da célula adiposa
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e sua diferenciagcao (SHIN; CHUNG, 2007). Variantes deste gene também ja foram
associados ao escore de marmoreio da carne, (BARENDSE, 2001) demonstrando o

grande potencial deste marcador no mercado da carne.

A analise de Shin e Chung demonstrou que o SNP C422T estava associado
positivamente com o escore de marmoreio da carne. Animais que possuiam o
gendtipo CC e CT tinham o escore de marmoreio maior que animais com genotipo TT.
O trabalho gerou informacgbes extremamente uteis que podem ser implementadas na
analise genémica de animas de corte. Determinar a influéncia de SNPs no fenétipo

dos animais € o principal objetivo no cenario de pesquisa atual.

Na producdo de leite existem caracteristicas nutricionais de extrema
importancia como a producgao proteica e de gordura. Essas caracteristicas sdo de
extremo interesse ao criador, principalmente pelo fato de que a industria paga mais
por alimentos com melhor contetido nutricional, e onde o rendimento final € maior,
portanto, animais estdo sendo selecionados para que produzam alimentos

nutricionalmente mais ricos.

Nesse contexto um trabalho realizado por Weikard e colaboradores (2005)
visava caracterizar molecularmente o gene peroxysome proliferator-activated
receptor-y coactivator-1a (PPARGC1A), e associando SNPs nesse gene a variagbes
na sintese de gordura. O gene PPARGC1A possui um papel crucial em diversos
sistemas do metabolismo, gordura, energia e coordena diversos outros processos
intrinsecos do organismo (WEIKARD et al 2005). No trabalho, 60 animais de ragas
diversas tiveram seu gene PPARGC1A sequenciado, e um SNP (T>C) no intron 9
deste gene foi associado a individuos que produziam leite com um nivel de gordura

significativamente aumentado, quando comparado com outros genoétipos analisados.

E impossivel negar que os SNPs s&o os marcadores moleculares que mais se
destacam em relagdo as pesquisas realizadas e também com o potencial de sua
utilizagao. Como foi visto, a alteracdo de apenas um nucleotideo pode alterar desde a
caracteristica qualitativa na carne, leite, por exemplo, como também pode alterar
totalmente o metabolismo do animal, acarretando diversos problemas a este. E de
extrema importancia que criadores de bovinos que desejam um alto padrdo genético
ao seu plantel, recorram a tecnologias atuais de genotipagem utilizando os SNPs,

como sera comentado a seguir.
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2.1.5.1 Plataformas de Genotipagem de SNPs

BovineSNP50 Genotyping BeadChip

Desenvolvido pela lllumina, empresa norte americana sediada em San Diego,
Califérnia, em colaboracdo com o USDA ARS (United States Department of
Agriculture Agricultural Research Service), Universidade de Missouri e a Universidade
de Alberta, o desenvolvimento do BovineSNP50 Genotyping BeadChip foi uma

revolucao tecnoldgica na gendmica bovina.

O beadchip permite identificar mais de 54.000 SNPs existentes ao longo do
genoma bovino de diversas ragas (Angus, Beefmaster, Bos indicus Gir, Bos indicus
Nelore, Brahman, Brown Swiss, Charolais, Guernsey, Hereford, Holstein, Jersey,
Limousin, N'Dama, Norwegian Red, Piedmontese, Red Angus, Romagnola, Santa
Gertrudis e Sheko), alavancando os estudos de associacdo ampla do genoma,

identificacdo de gendtipos de interesse e estudos genéticos de comparagéo.

Os marcadores sao derivados de fontes publicas de pesquisa como 0 genoma
de referéncia bovina, lllumina’s Genome Analyzer, Btau assembly SNPs e o Bovine
HapMap Consortium. O beadchip cobre os principais SNPs validados para
importantes ragas de gado de corte e leiteiro. A realizagdo do teste ndo utiliza a reagéo
de PCR e minimiza a manipulacdo do pesquisador, diminuindo erros de técnica. E

possivel analisar até 24 amostras ao mesmo tempo.

Com a utilizagao dessa nova tecnologia diversas pesquisas ja foram realizadas,
e entao foi possivel a associagcao destes SNPs e outros a caracteristicas de interesse
ao criador e com a possibilidade de novas associagdes. A grande dificuldade atual é
acesso a utilizacdo dessas novas tecnologias por parte de todos os produtores, pois
ainda é algo inviavel financeiramente por boa parte destes. Outro fator importante que
dificulta a utilizacdo dessa ferramenta de selecéo, € que muitos produtores possuem
certa resisténcia a utilizacdo dessa nova tecnologia, ndo a julgando tdo importantes
por ser um investimento relativamente alto e que n&o trariam os resultados

prontamente ao criador.



31

Embora haja essa resisténcia por parte de alguns criadores, a grande tendéncia
atualmente é a criacdo de empresas que realizem essas analises e que esclaregam
ao produtor a grande utilidade deste método de selec¢ao para geragao de animais com
caracteristicas produtivas de interesse financeiro. A figura 8 demonstra o
BovineSNP50 Genotyping BeadChip:

4613390006
LT ERRLT T

Figura 8 - BovineSNP50 Genotyping BeadChip, possui capacidade de avaliagdo de mais de 54.000

SNPs, suporta até 24 amostras simultaneas.

Fonte: http://www.illumina.com

BovineHD Genotyping BeadChip

A Ultima geracdo em andlise de alta densidade de SNPs é o BovineHD
Genotyping BeadChip, da empresa lllumina, com a incrivel possibilidade de analise
de mais de 770.000 SNPs validados, extremamente util para estudos de associagao,
comparacao genbmica, avaliagcdo de mérito genético e caracterizacdo da raca para

avaliacdo da biodiversidade.

O beadchip foi desenvolvido em uma parceria da empresa lllumina com

grandes lideres em pesquisa pecuaria como o USDA ARS (United States Department
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of Agriculture Agricultural Research Service), UNCEIA — INRA (/'Union Nationale des
Coopératives agricoles d'Elevage et d'Insémination Animale, Institute for Agricultural

Research) Pfizer Animal Genetics e a Universidade de Missouri.

Além de todos os SNPs detectados com a utilizagdo do chip é possivel detectar
e mensurar CNVs no genoma avaliado. O método de utilizagdo do chip & similar ao
BovineSNP50 Genotyping BeadChip, ndo sendo necessario a utilizacdo de PCR,
diminuindo erros de manipulagcdo. A plataforma permite analisar até 8 amostras ao

mesmo tempo.

Como no BovineSNP50, o BovineHD Genotyping BeadChip possui SNPs
validados para caracteristicas de importancia no gado de corte e leiteiro. O chip cobre
todo o genoma autossémico, mitocondrial € nos cromossomos sexuais além de

detectar CNVs. Na figura 9 esta demonstrado o BovineHD Genotyping BeadChip.

Uma maior quantidade de racas foi utilizada para desenvolver o chip, quando
comparado com o BovineSNP50. As ragas utilizadas eram das espécies Bos taurus
taurus, Bos taurus indicus, e ragas hibridas. As ragas utilizadas para gerar o chip
foram: Angus, Blonde d’Aquitaine, Brown Swiss, Charolais, Guernsey, Hereford,
Holstein, Jersey, Lagunaire, Limousin, Montbeliard, N°'Dama, Normande, Norwegian
Red, Piedmontese, Red Angus, Romagnola, Senepol, Simmental, Wagyu, Brahman,

Gir, Nelore, Beefmaster, Brangus, Santa Gertrudis e Sheko.
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Figura 9 - BovineHD Genotyping BeadChip, possui capacidade de avaliagdo de mais de 770.000

SNPs, sendo possivel analisar até 8 amostras simultaneamente.

Fonte: http://www.illumina.com

Axiom® Genome-Wide BOS 1 Array Plate

O Axiom® Genome-Wide BOS 1 Array Plate, da empresa norte americana
Affymetrix, sediada em Santa Clara, Califérnia, € outra opgdo que pesquisadores
possuem em analises e pesquisas gendmicas bovinas. A placa de analises foi
desenvolvida com a jungdo de SNPs oriundos do Bovine HapMap consortium e do
Affymetrix Bovine Consortium, resultando em mais de 648.000, sendo 618.345 SNPs
validados.

No desenvolvimento da ferramenta foram avaliados animais das espécies Bos
taurus e Bos indicus, das ragas: Holstein, Angus, Nelore, Jersey, Fleckvieh, Hereford,
Limousin, Romagnola, Brahman, Gir. Com essas informacgdes os SNPs validados para
importantes caracteristicas do gado leiteiro e de corte foram selecionados. Em uma
mesma reacgao € possivel analisar até 96 amostras ao mesmo tempo. A reacio se
baseia na ligagédo de sondas especificas a regides do DNA onde existem SNPs, essas
ligacbes serdo detectadas durante a analise. Apos isso esse padrdo de ligagdes

podera ser avaliado em um software, para definir e associar algumas caracteristicas
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ao animal. A figura 10 demonstra a placa de analises Axiom® Genome-Wide BOS 1

Array Plate.

Figura 10 — Placa de analises Axiom® Genome-Wide BOS 1 Array Plate, com a utilizagdo da placa &
possivel a identificacdo de mais de 618.000 SNPs, sendo possivel analisar até 96 amostras

simultaneamente.

Fonte: http://www.affymetrix.com

As plataformas apresentadas sé trazem beneficios na formacao de um rebanho
de alta genética. Atualmente, estas plataformas de genotipagem sé&o utilizadas em
programas de melhoramento genético altamente tecnificados que visam selecionar
animais através de SNPs especificos, que conferem caracteristicas de interesse ao

criador.

Estas tecnologias ainda ndo s&o tao exploradas por criadores menores,
principalmente devido ao custo, limitando 0 acesso a estes pecuaristas. Isto se deve
ao fato de que sao necessarios aparelhos (scanners) de alto custo que fagam a
“leitura” e analise destes chips e placas e, portanto, aumentam o preco do servigo
fornecido pelas empresas que realizam estes testes. Entretanto, com o
desenvolvimento de um maior numero destas plataformas e empresas que realizem
este tipo de servigo, a tendéncia é que o pre¢o diminua cada vez mais, facilitando o

acesso a utilizagdo destas ferramentas para criadores.
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2.1.6 Loci de Caracteristicas Quantitativas

Loci de Caracteristicas Quantitativas, do inglés Quantitative Trait Loci (QTL),
sao ferramentas extensamente utilizadas na genémica bovina. Os QTLs sao locais
nos cromossomos que afetam a expressdo de uma determinada caracteristica.
Quanto maiores os efeitos do QTL sobre uma caracteristica no tamanho da populacao
maior sua herdabilidade. E quanto mais proximo o marcador estiver do QTL, mais facil
sera a sua deteccao (KEARSEY, 1998).

Em relacdo aos QTLs diversos estudos ja foram realizados particularmente
relacionados a produgédo e composigao do leite, alguns falam sobre o crescimento e
composigao da carcaga em gado de corte, reproducdo e também saude do animal
(BLOTT et al, 2003; KIM et al, 2003; GRISART et al 2002).

Em um estudo realizado por Grisart e colaboradores (2002) o genétipo de mais
de 2000 animais da raca Holstein-Friesian foi analisado e identificado uma mutagao
no gene acylCoA:diacylglycerol acyltransferase (DGAT1) que gera uma modificacao
(lisina -> alanina) na proteina e esta envolvido na lactacao e sintese dos triglicerideos
do leite. Os haplétipos mutados (K232A) de alguma forma ainda nado elucidada,
carregam QTLs que aumentam a produgdo de gordura no leite, favorecendo a

composicgao leiteira do animal.

Outro trabalho, realizado por Ashwell e colaboradores (2004) tinha como
objetivo identificar QTLs que afetavam caracteristicas da producédo leiteira. Na
realizacao do estudo, o sémen de 1415 touros da raca Holstein foi analisado, e foram
identificados variagbes nos cromossomos 14, 3, 6 e 20. No cromossomo 14, foi
identificado um QTL associado a uma mutagédo no gene DGAT1 envolvido na sintese
de triglicerideos. No cromossomo 20 também foi identificado QTL associado a uma
mutacao no gene Growth Hormone Receptor (GHR) que esta envolvido na producéo
proteica no leite (BLOTT et al, 2003). O estudo também demonstrou que variagoes
nos cromossomos 3 e 6 também estdo envolvidos na producado de gordura e proteina

embora ainda ndo se saiba como eles afetam essas caracteristicas.
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Estes 2 estudos (BLOTT et al, 2003; ASHWELL et al, 2004) demonstram a
importancia dos QTLs na identificacdo de genes que influenciam caracteristicas que

tem grande impacto financeiro, como a produg¢ao e composigao leiteira.

Em relagdo a caracteristicas da carcaga alguns estudos também ja foram
realizados trazendo informagdes de extrema importancia aos pesquisadores e
criadores. Um estudo realizado por Casas e colaboradores (2003), visava identificar
QTLs que estivessem associados a caracteristicas da carcaga como o crescimento e
composi¢ao dessas. O desenvolvimento do estudo se deu a partir da analise da
progénie (n = 547) um touro hibrido (Brahman x Hereford) que foi cruzado com vacas

da espécie Bos taurus, de diversas ragas.

Além das analises genéticas da progénie, foram avaliadas caracteristicas de
peso da carcaga, escore de marmoreio, tamanho da carcaga, espessura da gordura
na carcaca entre outras caracteristicas. Casas e colaboradores identificaram QTLs
significativos para as caracteristicas de peso ao nascimento, comprimento da carcaga
no cromossomo 5, no cromossomo 6 também houve QTL associados ao comprimento
da carcaga, no cromossomo 9 houve QTL associados ao rendimento total de produgéo
animal, no cromossomo 21 houve QTL associado ao peso ao nascimento dos animais,
e no cromossomo 23 foram identificados QTLs associados ao escore de marmoreio
da carne. Casas e colaboradores concluiram que houve QTLs associados
significativamente, com caracteristicas da carcaca, nos cromossomos 5, 6, 9, 21 e 23.
Estas informacgdes sao de extrema importancia na incorporacéo dessas informacoes
em programas de melhoramento voltados para o gado de corte, onde se visa maxima

produtividade, qualidade da carne e rendimento total da carcaca.

Também em relagao a caracteristicas da carcacga, Kim e colaboradores (2003)
visavam identificar QTLs, em 602 animais de ragas hibridas (Angus x Brahman). Um
QTL foi associado com maior peso ao sobreano, no cromossomo 1. No cromossomo
2, quatro QTLs foram identificados e estavam associados ao crescimento do animal e
no cromossomo 6 havia um QTL associado com peso ao nascimento. Kim e
colaboradores também identificaram QTLs nos cromossomos 5 e 23, e estavam
associados ao peso ao sobreano e ao peso de carcaga quente, respectivamente. A
figura 11 demonstra os principais QTLs apresentados, as caracteristicas que podem

influenciar e os autores que os descreveram.



Localizagao Caracteristica afetada | Referéncia
Cromossomo 1 Peso ao sobreano (+) Kim et al, 2003
Cromossomo 2 Crescimento animal (+) | Kim et al, 2003

Cromossomo 3

Proteinas do leite (+)
Gorduras do leite (+)

Ashwell et al, 2004

Cromossomo 5

Peso ao nascimento (+)
Comprimento da
carcaga (+)

Casas et al, 2003

Cromossomo 6

Proteinas do leite (+)
Gorduras do leite (+)
Peso da carcaga (+)

Ashwell et al, 2004
Casas et El, 2003

Cromossomo 14

Gorduras do leite (+)

Grisart et al, 2001;
Ashwell et al, 2004

Cromossomo 21

Peso ao nascimento (+)

Casas et al, 2003

Cromossomo 23

Pontuacao de
Marmoreio da carne (+)

Casas et al, 2003
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Figura 11 - Apresentacdo de Loci de Caracteristicas Quantitativas com influéncia positiva em
caracteristicas zootécnicas de interesse econémico

Estes trabalhos demonstram a grande importancia na utilizagao de QTLs como

marcadores genéticos que podem ser implementados em programas modernos de

melhoramento e selegdo animal. Entretanto, € necessaria a realizagdo de estudos

para que se saiba de forma clara suas influéncias no organismo, e possiveis QTLs

que afetem caracteristicas de alto impacto comercial e que possam ser utilizados para

a selecdo de uma grande variedade de racas.
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2.1.7 MicroRNA

Os MicroRNAs sao pequenas moléculas (18 ~ 25 nucleotideos) regulatérias,
nao codificantes, envolvidas em muitos processos biologicos incluindo o
desenvolvimento, diferenciacdo celular, apoptose e metabolismo (ALVAREZ-
GARCIA; MISKA, 2005). Em mamiferos, os microRNAs (miR) maduros interagem, na
maioria das vezes, com a regido 3’ ndo traduzida do RNA mensageiro (mMRNA)
modulando assim sua expressao (Ambros V, 2001). Essa interacdo se da em uma
forma imprecisa de complementaridade aos mMRNAs alvos e entdo inibem a sintese
proteica (Ambros V, 2004).

A figura 11 demonstra o processo de regulagédo génica através da inibigcao da

sintese protéica pelo miR.

DNA

Proteina

formada

1]
||II'lII D)y

RNA mensageiro
Gene do \
microRNA

m;, 11T, Formagao
ﬁ ﬁ.‘(. L .

da proteina
bloqueada

MicroRNA Ligacdo ao RNA
mensageiro

Figura 12 — Processo de regulagdo génica através do microRNA. Os microRNAs podem inibir a
formagdo de uma proteina se sua sequéncia nucleotidica for complementar ao RNA mensageiro
referente a esta proteina. N&do havendo complementaridade especifica entre as bases, a proteina sera

formada normalmente.

Fonte: adaptado de http://www.longevinex.com/

Em bovinos alguns estudos em microRNAs ja foram relatados principalmente

em relacdo a modulacao do desenvolvimento do tecido adiposo e a deposicao lipidica
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na carcaga. Em 2010, Jin e colaboradores, desenvolveram um estudo que visava
identificar microRNAs que poderiam contribuir no desenvolvimento do tecido adiposo
em novilhos. Para isso foi analisado o padrao de expressao de 89 miRs, incluindo
quatro miRs especificos dos tecidos adiposos subcutaneos, de trés grupos de animais
hibridos que possuiam diferentes espessuras de gordura no dorso. O primeiro grupo
era de animais resultantes do cruzamento entre Hereford x Aberdeen Angus (HEAN),
o segundo grupo Charolais x Red Angus (CHAR), e o terceiro Charolais x Maine Anjou
(CHAM). Dentre os 89 miRs analisados, 42 diferiam entre os grupos de forma
significativa e 15 miRs eram expressos diferencialmente entre os tecidos com maior e
menor gordura dorsal. O microRNA que foi expresso de forma mais diferenciada e

mais associado com o ganho de gordura dorsal foi o miR-378.

Esse microRNA esta localizado no intron 1 do gene peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1 beta (PGC-1pB). A expresséo deste gene ja foi
descrita durante a diferenciagao dos adipdcitos marrons (LIN J et al, 2002), também
ja foi descrito como indutor da lipogénese e do transporte lipoproteico no figado
(WOLFRUM, STOFFEL, 2006), o que indica que a expressao deste gene, em conjunto
com o miR-378, possam estar de alguma forma regulando a deposi¢ao subcutanea

de gordura.

No mesmo estudo de Jin, foi identificado a possivel interagao deste microRNA
com 816 genes, e um destes que atraiu bastante a atencédo dos pesquisadores, foi o
gene mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK1). Esse gene pode mediar a
fosforilagdo do gene do fator de transcrigdo peroxisome proliferator-activated receptor
v (PPARYy), envolvido no metabolismo de lipidios, e reduzir a sua atividade
transcricional (HU et al, 1996).

Portanto, especula-se que o miR-378 possa promover a adipogénese no tecido
adiposo branco através da regulagdo dos genes MAPK1 e PPARy. A figura 12
demonstra a possivel interacdo miR-378 e MAPK1, e a via de regulagdo do miR-378

na adipogénese.
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A
miR-378 GGAAGACUG—AGGUUCAGGUCa 5

L= L T T
MAPK1:551  CTTCCTGCCCTTCCCAGTCCAGe 3'

FNSBTATO000000]13623

B
miR-378—MAPK1—=PPAR-y—. Adipogenesis

Figura 13 — Em (A) é demonstrada a regido alvo do miR-378 interagindo e inibindo a expresséo do
gene MAPK1, portanto, induzindo adipogénese. Em (B) esta representado a possivel via de sinalizagéo

do miR-378 na adipogénese, através da regulagao génica.

Fonte : Jin et al, 2010.

Como foi visto, o miR-378 também pode ter associagao a muitos outros genes,
e essa interacao pode ser de extrema importancia em relagdo ao desenvolvimento do

tecido adiposo em bovinos e a deposi¢ao de gordura na carcacga.

Um estudo realizado por Coutinho e colaboradores (2007), foi realizado um
perfil de microRNAs expressos em tecidos imune-relacionados de embrides bovinos
com 30 dias, e em outros tecidos de animais com 8 meses. O trabalho gerou um painel
com diversos microRNAs que foram comparados com o padrao de expressdao em
outras espécies, como humanos. A analise do estudo demonstrou que alguns
microRNAs sio expressos em tecidos especificos, enquanto que, existem outros que
possuem um padrdo de expressdo em todos os tecidos de modo igualitario. Estas
informagbes sugerem que essas moléculas possuem um grande potencial de

regulacdo dependendo da regiao no organismo (COUTINHO, et al 2007).

Os microRNAs também ja foram utilizados para desenvolver animais com
caracteristicas nutricionais de interesse para alguns tipos de consumidores. Como por
exemplo, em um estudo realizado por Jabed e colaboradores (2012) se visava
desenvolver uma vaca leiteira que produzisse leite com o nivel de B—lactoglobulina
mais baixo possivel, esta molécula € um dos principais alérgenos no leite bovino e

causa problemas gastrointestinais a milhares de consumidores no mundo.
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Os pesquisadores primeiramente transfectaram fibroblastos bovinos através de
uma construgao génica contendo diversos miRNAs. Dois clones foram selecionados,
apo6s a realizacao de um caridtipo dessas células, e foi constatado que o niumero de
cromossomos estava normal. As construgcdes com miRNAs foram detectadas nesses
clones através da técnica de Southern Blot. Apés varias transferéncias nucleares e
abortos, uma vaca obteve sucesso na gestacgéao e foi gerada entdo uma bezerra. Apds
a inducao da lactagao no animal, foi realizada uma analise de eletroforese em gel SDS
para avaliagdo dos niveis de B-lactoglobulina. E foi constatado que ndo havia niveis
detectaveis de p-lactoglobulina no leite do animal, garantindo o sucesso do trabalho
(JABED et al, 2012)

Esta pesquisa demonstra o grande potencial que essa ferramenta possui para
a geragao de animais que tenham caracteristicas de interesse tanto ao criador quanto
as pessoas que irao consumir os seus produtos. As técnicas estdo cada vez mais
sendo aperfeicoadas para que seja alcangada uma eficiéncia satisfatéria tanto na
implementacdo destas, quanto na possibilidade econbmica de utilizagdo, para
geracao de um plantel bovino superior. Os microRNAs sao marcadores relativamente
novos, que estdo surgindo para somar as condicbes atuas de genotipagem. As
possibilidades de estudos utilizando estes marcadores sao diversas, a identificacdo
destas moléculas € imprescindivel no entendimento da regulagédo génica nos bovinos,

e na influéncia fenotipica que os microRNAs terao no animal.
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2.2 Marcadores do cromossomo Y

Em mamiferos existem variacbes no cromossomo Y que podem ser utilizadas
para estudos onde sera feito o rastreio da origem e linhagem paterna (LENSTRA et
al, 2012). Em comparagcao com o DNA autossébmico o material genético do
cromossomo Y possui uma maior quantidade de motifs de repeticdo, que sao
sequéncias curtas e recorrentes de DNA, que se presume ter uma funcao bioldgica
(HELLBORG; ELLEGREN, 2004). O DNA do cromossomo Y também possui um baixo
nivel polimorfico (BRANDLI et al, 2005). Estes fatores sdo problemas que tém

dificultado a utilizagdo destes marcadores em analises genotipicas.

Edwards e colaboradores (2011) avaliaram 2038 animais de 138 racgas
europeias, e identificaram uma variagao em relacao aos haplétipos dos animais e suas
regides geograficas de origem. Enquanto que Ginja, Da Gama e Penedo (2009)
avaliaram animais de ragas portuguesas nativas, de ragas exéticas de Portugal e da
raca Brahman, foram testados quanto a SNPs no cromossomo Y, a fim de determinar
um padrdo miscigenacao entre essas e racas estrangeiras. E a partir destas analises
foi possivel identificar a influéncia do gado africano em oito ragas nativas portuguesas.

Também foi identificada uma grande variagao genética entre as racas.

Através destes relatos percebe-se o quao importante sdo as analises do
cromossomo Y, possibilitando a realizacdo de estudos que relacionam espécies,
origens geograficas e parentesco. Isso devido principalmente ao baixo nivel
polimérfico do material genético deste cromossomo, portanto, pequenas alteragdes
no DNA presente em ragas de uma determinada regido podem ser analisadas e
comparadas com animais de locais, ragas e espécies distintas e verificar as variagcoes

gue aconteceram no material genético destes animais.
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2.3 DNA Mitocondrial

As mitocéndrias sdo o centro da produgdo de energia dentro da célula, elas
possuem um material genético especifico, o chamado DNA mitocondrial (mtDNA). Em
mamiferos, normalmente as mitocondrias sdo exclusivamente herdadas da maée,
embora ja tenha sido descrita transmisséo paterna destas organelas (BROMHAM et
al, 2003) e sao excelentes ferramentas de estudos de ancestralidade através das
fémeas (IBORRA; KIMURA; COOK, 2004).

Existem diversas possibilidades de utilizacdo do mtDNA em estudos, as
principais utilizadas no contexto da gendmica bovina sao: estudos de ancestralidade
de espécie, locais de domesticacdo, origem materna, variagdo da populagdo entre
continentes (LENSTRA et al, 2012).

A maioria dos estudos envolvendo o DNA mitocondrial esta concentrada na
regido bastante polimoérfica do displacement loop (D-loop) no material genético da
organela. Ainda nao se sabe ao certo a fungao desta regidao na mitocéndria, porém,
devido a variacdo genética deste segmento, ela € bastante analisada em estudos de

ancestralidade e evolugao de espécies (ACHILLI et al, 2008).

Em um estudo realizado por Troy e colaboradores (2001), foi analisado o
mtDNA de ragas europeias bovinas e foi constatado que as origens da maioria destas
ragas provem de regides do oriente proximo. Em outro estudo realizado por Loftus e
colaboradores (1994), foi feito uma analise do mtDNA da raga de Zebu Africana e foi
detectado mtDNA de racas taurinas, indicando que apés a importacdo de rebanhos
zebuinos para a Europa, houve o cruzamento entre essas espécies, afetando o

padrao das caracteristicas de racas bovinas.

O mtDNA também ja foi utilizado como marcador de caracteristicas da carcaca.
Mannen e colaboradores (1998) analisaram a regido D-loop de animais da racga
Japanese Black, e foi constatado que variagbes nessa regido do mtDNA afetavam
caracteristicas como: peso da carcaca, espessura da costela, espessura da gordura
subcutanea e pontuacao de marmoreio da carne. O trabalho demonstrou que essa
ferramenta tem um grande potencial de utilizagao, pois as caracteristicas da carne

sdo de extrema importancia tanto para o criador quanto para o consumidor. A carne
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certificada com um “registro gendmico de qualidade” tera um maior valor agregado e

a garantia da manutengao destas caracteristicas de interesse.

O mtDNA, portanto, € uma ferramenta que futuramente sera mais extensamente
utilizada entre os pesquisadores e empresas de melhoramento genético tendo em
vista 0 grande potencial de utilizagdo. Porém, ainda é necessario que se realizem
estudos onde se possa associar, de modo mais concreto, variagcbes nesse material

genético a caracteristicas que irdo impactar a selegéo e valor associado ao animal.



3 Perspectivas na Area

A pecuaria mundial vem crescendo exponencialmente, novos mercados,
animais superiores e novas tecnologias precisam ser desenvolvidas. As tendéncias
mundiais demonstram que é necessario aumentar a produtividade utilizando uma
menor area de criagdo, neste contexto a gendmica se destaca como uma ferramenta

de grande utilidade para selecdo e melhoramento deste gendtipo de elite.

Os aumentos observados na utilizagdo de novas biotecnologias na selegao
destes animais somente geram beneficios ao plantel do criador, como diminuigdo de
custos, identificagcdo de animais mais resistentes, melhor eficiéncia reprodutiva,
melhor ganho de carcaga, melhor qualidade nutricional agregada a carne e ao leite,
por exemplo. Estes fatores tem encorajado uma grande variedade de pecuaristas a

investirem nesse setor.

Em relacdo ao Brasil, tudo aponta para uma crescente utilizacdo da genémica,
principalmente para que mantenhamos a lideranga na exportagdo de carne bovina
mundial. Eficiéncia e produtividade sédo as palavras chave quando a pecuaria esta
sendo debatida, por isso, ndo podemos deixar de ampliar os investimentos na area e
também na capacitagdo de méao de obra para que se possa utilizar essa tecnologia e

aplica-la ao campo.



4 Conclusdo e Consideragoes Finais

E notavel a existéncia de tecnologias genémicas desenvolvidas a favor dos
bovinos, porém o acesso de criadores brasileiros, principalmente, é prejudicado pela
falta de estabelecimentos especializados que utilizem técnicas biotecnoldégicas a um

custo razoavel, em favor do produtor.

As ferramentas moleculares devem ser implementadas para otimizacao do
plantel animal, portanto devemos encorajar o criador a ndo limitar sua selegéo
genética a partir de métodos classicos, mas sim utilizar programas de melhoramento

que una o “velho” com o “novo”, sempre buscando o melhor padrao.

Por fim, nunca podemos deixar de buscar novos conhecimentos na area, pois
pesquisas estdo em andamento e futuramente podem vir a auxiliar na criagao,

reproducido e manutengcdo de uma qualidade genética superior destes animais.
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