Anaisdo |V Smpdsio Nacional de Melhoramento Animal, 2002

PROGRAMA GENOMA BRASILEIRO DE BOVINOS
E SUAS PERPECTIVAS DE APLICACOES PRATICAS

Mario Luiz Martinez e Marco Antonio Machado
Embrapa Gado de Leite, Rua Eugénio do Nascimento, 610 — Dom Bosco,
Juiz deFora— MG, 36038-330.
E-mail: martinez@cnpgl.embrapa.br; machado@cnpgl.embrapa.br

Introducéo

A habilidade do melhorista em reconhecer aqueles animais que possuem alelos
ou combinagdo de alelos que aumentam a produgéo € muito limitada. A sele¢do classica
€ baseada no fendtipo do individuo e, em muitas situagdes, o fendtipo ndo se expressa
no individuo para caracteristicas ligadas ao sexo (leite e producéo de ovos) ou em
caracteristicas de dificil mensuracdo (eficiéncia aimentar, resisténcia a doences,
adaptacdo). Em muitas situacdes, o fendtipo ndo € uma indicacdo precisa do gendtipo.
Isto deriva do fato de que a variacdo genética em produtividade depende da variacdo
aélica em um grande nimero de locos e a expressdo génica destes locos € atamente
afetada pelos fatores do meio ambiente. Nesta situacdo, diz-se que a variagdo da
caracteristica ou a variagdo genética é de natureza quantitativa; e os locos individuais
gue afetam a expressdo da caracteristica sdo denominados QTL (locos de caracteristica
quantitativa) (Geldermann, 1975).

A investigacdo do genoma bovino permite a geracdo de mapas genéticos
saturados e a identificagdo de marcadores para caracteristicas quantitativas. O marcador
molecular de DNA é umatécnica que permite detectar diferencas na seqiiénciado DNA,
possibilitando a selecdo indireta para genes de interesse no melhoramento. O ganho
genético, para caracteristicas de dificil mensuragdo, baixa herdabilidade e limitadas pelo
sexo, poderd ser aumentado com a utilizagdo de marcadores moleculares no auxilio a
selecdo. A identificagdo individual ao nivel molecular ird certamente contribuir para
uma melhor utilizagdo dos recursos genéticos. Estas novas ferramentas gendmicas,
baseadas na tecnologia do DNA, ir8o possibilitar entender a biologia dos genes
envolvidos nas caracteristicas de interesse.

Mapas de Ligacdo

O primeiro passo para pesquisa em genoma € o desenvolvimento de um mapa
genético de ligagdo saturado que requer um grande niimero de marcadores moleculares.
Os marcadores moleculares mais utilizados na drea gendmica sdo 0s microssatélites.

Um mapa genético de ligacdo é construido pela andlise de segregacdo de uma
familia, ou sgja, a heranga dos marcadores genéticos é tracada a partir dos progenitores
heterozigotos para a progénie. Por meio da genotipagem dos pais e da progénie de uma
familia, em relagdo a um par de marcadores, é possivel determinar se eles estdo sendo
herdados ligados num mesmo cromossomo, ou independentemente, em cromossomos
diferentes.

Embora qualquer estrutura de populacdo possa ser usada para mapear
marcadores polimorficos, € muito importante que 0s progenitores sgjam 0s mais
heterozigotos possiveis e a progénie em maior nimero possivel. Grandes familias de
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meio-irmaos (como em rebanhos de gado de leite) ou mesmo popul agdes experimentais
F2, produzidas com auxilio de mditipla ovulagdo e transferéncia de embrides, sdo
comumente utilizadas para a geragdo de mapas de ligagéo.

O mapa genético de ligagdo possui inimeros marcadores que podem ser
utilizados para identificar regiGes gendmicas envolvidas com caracteristicas de
interesse. O mapa de ligagdo permite acompanhar a segregacéo de cada marcador dos
progenitores para a progénie. Comparando a segregacéo dos marcadores com valores de
médias obtidas, de cada individuo da progénie, para uma caracteristica fenotipica de
interesse, € possivel encontrar associagdes entre marcadores e a caracteristica. Desta
forma sdo identificadas regi6es no genoma associadas com caracteristicas fenotipicas de
interesse (Lander & Botstein, 1989).

I dentificacdo de L ocos de Interesse Econdmico (ETLS)

Existem dois procedimentos que sdo utilizados para detectar associagdes entre
marcadores e caracteristicas de interesse econdmico (ETLs—Economic Trait Loci). Um
procedimento, denominado varredura com marcadores, baseia-se na genotipagem de
todo o genoma com marcadores distribuidos ao longo dos cromossomos e sdo
estabelecidas associagbes entre aelos especificos do marcador e variacdo para a
caracteristica fenotipica. Outro procedimento, denominado gene candidato (Rothschild
& Soller, 1997), baseia-se no estudo da variagdo fenotipica para uma caracteristica, em
relacdo ao nivel de polimorfismo de DNA, na sequéncia de genes previamente
conhecidos por estarem envolvidos na fisiologia e desenvolvimento da caracteristica.

Varredura do genoma

A varredura do genoma € um método que tem demonstrado ser bastante efetivo
na deteccdo de ETLs. Para detectar associagdes, € necessario genotipar uma populacéo
segregante para a caracteristica a ser mapeada. Em lovinos, para se ter uma boa
cobertura de todo o genoma, é aconselhavel genctipar a populagdo segregante com
cerca de 150 a 200 marcadores, 0 que representa uma densidade de um marcador para
cada 20 cM (Soller e Andersson, 1998). Quanto maior a populacdo utilizada, mais
eventos de recombinagdo meidtica ocorreram, 0 que acarreta maior poder de resolucdo
do mapeamento para a caracteristica de interesse. Cada animal da populagdo é
genotipado e avaliado fenotipicamente para as caracteristicas de interesse. Os dados
fenotipicos e genotipicos sdo combinados visando detectar marcadores significativos.

Genes candidatos

O procedimento de genes candidatos utiliza informagdes prévias sobre a funcéo
e fisologia de genes previamente identificados nos mapas de Humanos e
Camundongos, visando identificar mutagdes especificas em genes homdlogos no
genoma de animais. Uma vantagem desta metodologia, em relagdo a varredura com
marcadores anbnimos, € que, uma vez detectado um ETL, ndo é necesséria a execugdo
de mapeamento posiciona, que €é um processo bastante demorado e
traba hoso(Rothschild & Soller, 1997).

Para detectar associagdes entre 0 gene candidato e a caracteristica de interesse, é
necessario encontrar formas alternativas do gene, resultantes de mutacdes de ponto na
seqiiéncia do gene. E necessario seqiienciar um grupo de individuos de uma popul acio
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segregante para encontrar os polimorfismos na sequéncia do gene, denominados
hapl 6tipos.

Selecdo Assistida por Marcadores

Variantes na estrutura do DNA, numa determinada regido do genoma, podem ser
utilizados como um marcador para alelos de genes que podem possuir efeitos positivos
0u negativos para a caracteristica de interesse. A selecdo de individuos, que possuem
alelos favoraveis para os genes controlando as caracteristicas em questd@o, baseada na
avaliagdo direta de seu DNA, é denominada de selegdo com auxilio de marcador (MAS)

A sdlecdo com auxilio de marcadores (MAS) utiliza-se das informagdes de
regides especificas dos cromossomos, em que 0s genes que afetam as car acteriticas
guantitativas (QTL) estdo localizados, para identificar individuos com combinagfes
favoréveis de QTLs. Existem trés fases no desenvolvimento de programas de selecéo
com auxilio de marcadores. Na fase de detec¢do, os polimorfismos do DNA sdo usados
com marcadores para detectar QTL que estelam segregando em determinadas
popul agbes com freqliéncias alélicas especificas. Um ou mais aelos associados com o
QTL sdo identificados, o efeito do aelo do QTL determinado e a sua posicdo no
genoma € estimada. Na fase de avaliagdo, os marcadores sao testados em popul agdes
alvo ou em familias para determinar se 0 QTL esta segregando nestas populagdes. Na
fase de implementacBes, os marcadores sdo utilizados dentro e entre familias para
gerarem um banco de dados de genétipos. Estes dados serdo entdo combinados com as
informagbes fenotipicas e de pedigree na avaliacdo do mérito genético dos individuos
dentro de uma populacao.

Marcadores moleculares de DNA possuem varias caracteristicas que os tornam
atraentes para utilizagdo em programas de melhoramento. Logo apds o nascimento, os
animais de ambos 0s sexos podem ser genotipados utilizando marcadores codominantes
(p.ex. microssatélites). Com a identificagdo de marcadores ligados a caracteristicas de
interesse econdémico, touros jovens podem ser selecionados, 1ogo apds o nascimento,
com base no gendtipo que eles carregam para os marcadores selecionados. Desta
maneira, animais com alto potencial genético podem ser mantidos no programa
enquanto os com baixo potencial genético podem ser descartados, evitando os custos
necessarios para a manutengao do animal por varios anos. Com a utilizagdo da selecdo
assistida por marcadores, € possivel combinar alelos para QTLs de duas ou mais ragas
numa Unica raga que ir4 possuir todas as caracteristicas desgaveis. Mesmo
considerando as vantagens que a MAS possibilita, € interessante que a selegdo para
carateristicas fenotipicas possa ser realizada simultaneamente, visando maximizar o
ganho genético e evitando a perda de animais de alto mérito genético que possam ter
sido eliminados por uma possivel associagdo ndo-consistente de um marcador com um
QTL.

A MAS é bastante interessante para programas de melhoramento que visam
caracteristicas de produgdo, bem como resisténcia a doencas. O desenvolvimento da
doenca compromete a expressao dos caracteres rel acionados com producgo, portanto a
selecdo pararesisténcia a doengas vai influenciar na selecéo para producéo. A selecéo
para a resisténcia a doencas pode ser realizada com marcadores moleculares para a
resisténcia, evitando expor o animal a doenca e possibilitando uma selecdo €ficiente
para as caracteristicas de producdo (Soller e Andersson, 1998).

Algumas doencas, tais como miolo-encefalopatia degenerativa progressiva
(Weaver) e a deficiéncia adesiva de leucdcitos (BLAD), estdo bem caracterizadas a
nivel molecular. Desta forma, animais geneticamente portadores destas deficiéncias
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podem ser detectados por meio de um exame de DNA, e podem ser descartados do
rebanho, evitando a dissiminacdo dessas doencas (Kehrli et a. 1992).

Outras Aplicagdes dos Mar cadores Moleculares

Os marcadores moleculares detectam pequenas variagdes na sequéncia de DNA
entre diferentes animais, podendo, entdo, ser utilizados para determinagado inequivocade
paternidade. O manuseio das pal etas de sémen pode provocar erros naidentificagdo dos
touros utilizados na inseminagdo, que podem ser corrigidos com o exame de DNA. Um
laudo, atestando com 99,9% de certeza de que determinado animal apresenta uma
determinada genealogia, pode ser de grande interesse aos criadores, 0 que ocasionaria
um aumento do valor de mercado desse animal.

Em bovinos de leite, a selegdo do sexo € de grande importancia pelo fato da
fémea ser a unidade produtiva. Manipulando embrides bovinos, € possivel retirar uma
célula de um embrido jovem e analisar o conteldo genético com marcadores
microssatélites especificos para 0 cromassomo Y, determinando se o embrido é macho
ou fémea (Herr et al., 1990).

| solamento de Genes

O ndmero de marcadores moleculares disponiveis nos mapas de ligacdo de
bovinos aumentou bastante nos Ultimos anos. Vérios ETLs foram identificados, mas
somente alguns poucos genes foram isolados (Smith et al., 1997; Rijnkels et al., 1997).
Esses genes foram isolados utilizando informacfes sobre a fisiologia de genes
homaol ogos de Humanos e Camundongos. O grande desafio dos geneticistas é identificar
novos genes, visando atender a grande demanda do setor agropecudrio. Atualmente, a
maneira mais indicada para o isolamento de genes é por meio de clonagem posiciona
utilizando mapeamento comparativo (Kappes, 1999).

O mapeamento comparativo possibilita 0 mapeamento fino de ETLs detectados
por meio de varreduras de genoma. Os programas do genoma de Humanos e
Camundongos véo gudar no mapeamento de ETLS em bovinos, pois estes mapas
possuem um grande ndmero de genes mapeados e existe uma ata homologia entre os
genomas de mamiferos. Um grande nimero de genes que estao sendo mapeados em
Humanos e Camundongos sdo resultantes do mapeamento de ESTs (Expressed
Sequence Tags), que sdo pequenas sequéncias do DNA de genes oriundos de
bibiliotecas de cDNA. Uma vez identificado um ETL no genoma de bovino, so
selecionados genes de regides homdlogas nos mapas de Camundongos e Humanos, que
sdo utilizados para identificar clones homdélogos no genoma de bovinos. Esses clones
sdo parcialmente seqiienciados e mapeados no genoma de bovino. Se esses genes de
bovino mapearem na regido previamente identificada pelo ETL, fazse o
seqlienciamento desses genes em Vv&rios animais da populagdo segregante, visando
encontrar mutagdes de ponto na seqiiéncia do DNA. A préxima etapa € verificar se a
variagdo na sequiéncia do gene esta associada ao fendtipo de interesse.

Além do mapeamento comparativo, podem ser realizados estudos de expressio
visando o isolamento de genes candidatos oriundos das bibliotecas de cDNA. Uma
bibliotecade cDNA é produzida a partir do isolamento de mRNA de diversos tecidos de
interesse. O cDNA é produzido por meio da transcricéo reversa do mRNA isolado em
cada tecido. Pela comparacdo dos inimeros cDNAs produzidos, nas diversas
bibliotecas, € possivel identificar genes especificos para cada tecido, e com a utilizacao
da tecnologia de microarrays, € possivel analisar, simultaneamente, milhares de
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sequéncias de cDNA. Este procedimento esta sendo bastante utilizado paraisolar genes
candidatos para caracteristicas de importancia econdbmica em bovinos, como por
exemplo, genes de resisténcia a parasitas gastro-intestinais, carrapatos e mastite.

O sucesso no isolamento de genes em bovinos deve envolver uma agdo
combinada das estratégias de mapeamento de ETLs, mapeamento comparativo e
estudos de expressdo, como esta mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Esquema mostrando as diferentes estratégias utilizadas no isolamento de genes em
bovinos.

Iniciativa Brasileira em Genoma de Bovinos.

Nas regides tropicais a infestagdo dos animais por endo e ectoparasitas causa
uma reducdo na produtividade dos animais susceptiveis, levando em aguns casos a
morte dos mesmos. Produtos quimicos tém sido utilizados, em grande quantidade, para
combater estes parasitas, sem todavia conseguir eliminé-los totalmente. O uso destes
produtos, além de representar um custo consideravel aos produtores, causa efeitos
colaterais, pois estes produtos podem deixar residuos quimicos que contaminam a carne,
0 leite e 0 meio ambiente. Uma outra fonte importante de perda econdmica na pecuaria
leiteira em todo o mundo € o estresse térmico que tem efeito adverso sobre a producéo
deleite, fisiologia de producao, reproducéo, mortalidade de bezerros e salide do Ubere, 0
gue provoca uma gqueda na producdo de leite nas regifes quentes e Umidas.

O uso indiscriminado de produtos quimicos e a ndo observéancia, por parte dos
criadores, dos prazos para a utilizacdo do leite e da carne, dos animais tratados, afetam
diretamente a qualidade destes produtos e indiretamente contaminam o meio ambiente.
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Além deste aspecto, a melhoria da qualidade nutricional constitui-se também de grande
importancia para a sustentabilidade econdmica da atividade.

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com cercade
160 milhdes de cabegas, sendo que 130 milhdes sdo exploradas para a atividade de corte
e 30 milhdes para atividade de leite. A atividade agropecuéria representa cerca de 50%
do PIB agropecuario do Brasil, o que mostra a grande relevancia econdémica e socia
para 0 pais. As perdas provocadas pelos ecto e endoparasitas provocam reducfes
drésticas na producdo de carne e leite. O pais deixa de produzir 26 milhGes de arrobas
de carne/ano (aproximadamente R$1,04 bilhdes) e 4 bilhGes de litros de leite/ano
(aproximadamente R$1,2 bilhes). Além disso, a infestagdo por carrapatos e bernes
contribui significativamente para a perda da qualidade do couro, sendo que apenas 8%
do couro produzido é comercializado como de primeira qualidade. Além dessas perdas,
estimase que 0 gasto anual com os produtos quimicos para 0 combate aos parasitas,
sgia da ordem de R$ 800 milhdes.

Existem, todavia, recursos naturais nas regides tropicas que, se adequadamente
identificados, podem contribuir para a sustentabilidade dos sistemas de producéo
animal. A variagdo genética existente entre as ragas de Bos taur us e Bos indicus permite
aidentificac@o de caracteristicas associadas a resisténcia a estes parasitas, ao calor e a
gualidade dos produtos. As atuais ferramentas da genética molecular possibilitam a
prospeccdo e o isolamento de genes associados a salde anima e a qualidade de
produtos.

Em 1995 a Embrapa Gado de Leite iniciou um projeto que visa identificar
regides gendmicas associadas as caracteristicas de resisténcia a endo e ectoparasitas e ao
estresse térmico em bovinos. Paraisso, vem sendo desenvolvida uma populacédo F2, de
400 animais, provenientes do cruzamento de Gir X Holandés, utilizando a técnica de
Mdltipla Ovulagdo com Transferéncia de Embrides (MOET). Esta populacéo sera
utilizada como fonte de variabilidade genética para as caracteristicas a serem estudadas.
Cada animal, desta populacdo, sera avaliado para diversas caracteristicas fenctipicas
relacionadas com a resisténcia a endo e ectoparasitas e ao estresse térmico. Devido ao
grande nimero de avaliagbes a serem realizadas e que utilizam diferentes areas do
conhecimento, a Embrapa Gado de Leite conta com diversos parceiros de outras
ingtituicbes. Ao todo sdo 25 pesguisadores envolvidos no projeto, sem considerar o
grande nimero de bolsistas que também integram a equipe. Além das avaliagdes
fenotipicas, cada animal da F2 tera o seu genoma investigado, com a genotipagem de
cerca de 250 marcadores microssatélites. Estes marcadores foram escolhidos a partir dos
mapas existentes, visando cobrir toda a extensdo dos 30 cromossomos bovinos,
espacados regularmente a cada 20 cM. Os dados referentes as avaliagdes fenotipicas
serdo integrados aos dados moleculares, visando a identificac&o de regides no genoma
associadas as caracteristicas de resisténcia. A etapa seguinte visa 0 mapeamento fino
das regides gendmicas detectadas e a validagdo dos resultados. Para isso, seréo
analizados rebanhos comerciais da raga Girolando, sendo que 0s animais seréo
avaliados fenoti picamente e genoti picamente para as caracteristicas mapeadas. Com este
procedimento, a regido gendmica, contendo a caracteristica mapeada, sera mais
detalhada geneticamente, possibilitando a utilizacdo de marcadores moleculares no
auxilio a selecdo. Estando as regibes gendmicas detalhadas, a etapa seguinte € o
isolamento dos possiveis genes presentes na regiao.

No estado de S&o Paulo, algumas equipes vem trabalhando com marcadores
moleculares associados a caracteristicas de interesse em bovinos. Recentemente foi
desenvolvido um trabalho de varredura de genoma com marcadores microssatélites em
bovinos da raga Girolando, realizado na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP
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(Machado, 2001). Alguns trabalhos com genes candidatos associados a caracteristicas
de interesse econdmico tém sido desenvolvidos, bem como estudos de frequéncia de
genes e marcadores microssatélites em bovinos tém sido realizados. Ribeiro et al.
(2000) estimaram a frequéncia do gene da deficiéncia de adesdo de leucécitos em gado
Gir e Holandés por meio de PCR. Regitano et a. (1999) estudaram a frequéncia do gene
do horménio do crescimento e IGF1 em relagdo a selegdo em rebanhos da raga
Canchin. Outros grupos no pais, também estdo desenvolvendo trabalhos com
marcadores moleculares em bovinos. Almeida et a. (2000) estimaram a frequéncia de
marcadores microssatélites num rebanho da raga Brangus Ibagé. Unanian et a. (2000)
estudaram a associagdo do polimorfismo do gene do horménio de crescimento com
ganho de peso em bovinos da raca Nelore. Também estéo sendo iniciados projetos
visando a geragdo de ESTs a partir de bibliotecas especificas visando o estudo de genes
de resisténcia a carrapatos, vermes gastrointestinais e mastite em bovinos das ragas
Zebuinas.

Considerages Finais

A escolha de reprodutores baseada na selecdo assistida com marcadores
moleculares possibilitard uma reducdo nas perdas provocadas por endo e ectoparasitas.
Estimando-se que grande parte da populacdo de bovinos podera se beneficiar destes
resultados, isto significara uma grande economia no total destas perdas. Havera também
uma reducdo na quantidade de produtos quimicos atualmente utilizados no controle
destes parasitas. E importante ressatar que esses ganhos serdo acumulativos nas
geracOes futuras, o que significa uma redug&o ainda maior nos anos subsequentes.

Os trabalhos em genoma de bovinos, a curto prazo, possibilitargo:

Aumento da eficiéncia do processo de selecdo, por meio da selecdo assistida por
marcadores.

Conhecimento da variabilidade genética, a nivel molecular, das popul agdes.
Geracdo de um grande nimero de informagdes de sequéncias de DNA.

Identificar genes candidatos para as caracteristicas relacionadas a salde anima e
qualidade de produtos em bovinos.

E alongo prazo:

Geracdo de conhecimento dos mecanismos bioldgicos ao nivel de genes.
Patenteamento de genes e marcadores associados as caracteristicas de importancia
econémica.

Patentemento de processos ou mecanismos de agdo génica envolvidos naresisténcia
a doencas e na qualidade de produtos.

Reducgéo do wso de quimicos no combate a endo e ectoparasitas.

Reduc&o na contaminagdo do meio ambiente.

Melhoria da qualidade dos produtos Ieite e carne.

Contribuicdo para a melhoria da seguranca aimentar.

Contribuicdo para a sustentabilidade da atividade pecuaria bovina.
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