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RESUMO - A producdo bovina tem sido favorecida pelos avancos na biotecnologia, especialmente pelos
progressos alcancados nos estudos da molécula DNA. Os marcadores moleculares vém incrementar a eficiéncia
e a rapidez com que se selecionam animais para reproducdo, permitindo que o progresso genético das geracdes
futuras seja significativamente superior das que as originaram. Objetivou-se com esta revisdo abordar as
caracteristicas dos principais marcadores moleculares e como sdo detectados em laboratério, bem como,
exemplificar algumas das suas aplicagdes na espécie bovina e as tendéncias de uso dos mesmos pelos diferentes
grupos de pesquisa.
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ABSTRACT - The advances in biotechnology, in special way for progress in studies of the DNA molecule
favored bovine production. Molecular markers have been increasing the efficiency and rapidity with which
animals are selected for playback, allowing that genetic progress of future generations will be significantly
higher. The aims of the present review were to summarize the main features of molecular markers and how they
are detected in the laboratory, as well as illustrate some of its applications in bovine specie and trends the use by
different research groups.
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INTRODUCAO cada um contribuindo com uma parcela para o
fenétipo (Coutinho et al., 2010).
Junto & descoberta da estrutura do DNA em 1953

(Watson e Crick, 1953), a tecnologia do DNA Toda caracteristica herdavel presente no DNA e
recombinante e ao advento dos marcadores que diferencia dois ou mais individuos é conhecida
moleculares, vislumbrou-se a possibilidade de por marcadores moleculares. Estas marcas sao
utilizar a informacdo oriunda do fenétipo com alteragbes na sequéncia de nucleotideos na
aquela oriunda diretamente do DNA (gen6tipo), de molécula de DNA denominadas de polimorfismos.
forma que os processos de identificacdo e sele¢do O genoma é composto por aproximadamente 90%
dos micro-organismos, plantas e animais com de sequéncias ndo codificadoras, ou seja, que
gendtipos superiores pudessem ser realizados de carregam uma sequéncia de nucleotideos que nédo
forma mais eficiente. serd transcrita em RNA mensageiro, nem traduzida
em proteina, sendo a maioria dessas alteragdes
O principal objetivo da analise do DNA em estaveis e ndo acarretam em mudancas fenotipicas
espécies de animais domésticos tem sido a (Dias-Salman et al., 2009).
descricdo da arquitetura genética das caracteristicas
de interesse econdmico, determinando o nimero de As marcas na sequéncia de DNA prdéximas aos
genes e a contribuicdo de cada um na expressdo do genes permitiram o acompanhamento da
fendtipo. Essa finalidade, no entanto, ndo tem sido segregacdo de alelos por geracdes, e por
facilmente alcancgada, especialmente, porque as consequéncia, da caracteristica de interesse a elas
caracteristicas de interesse sdo de natureza associada. Também se vislumbrou a possibilidade
quantitativa, ou seja, controlada por varios genes, de determinar o mérito genético de um animal nos

estadios embrionarios ou jovens, sem a necessidade
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de avaliacdo da produgdo ou da progénie, 0 que
levaria a uma selecdo mais rapida e eficiente (Uffo,
2003).

Pelo grande nimero de marcadores moleculares e
suas caracteristicas, que direcionam sua aplicacdo
em pesquisas especificas, objetivou-se com esta
revisdo abordar caracteristicas dos principais
marcadores moleculares e como séo detectados em
laboratério, bem como, exemplificar algumas das
aplicagcBes em bovinos e as tendéncias de uso dos
mesmos pelos diferentes grupos de pesquisa.

Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos
de Restricdo (RFLPs)

Uma das técnicas mais usadas e das primeiras a
serem desenvolvidas foram os RFLPs (Restriction
Fragment Length Polymorphism) (Botstein et al.,
1980). Quando clivados com enzimas de restricao,
expressam, por eletroforese, as diferencas de
comprimento de fragmentos de DNA, observadas
por meio da hibridizacdo desses fragmentos com

sequéncias homologas do DNA marcado com
radioatividade ou por luminescéncia. Os RFLPs
podem ser causados por mudancas de pares de
bases, rearranjo de DNA, insercao e/ou delecdo ou
diversidade natural na sequéncia de nucleotideos
entre ou dentro de populacbes (Watson et al.,
1987). O uso das enzimas de restricdo possibilita a
identificacdo de um alto ndmero de locus
polimérficos e, por conseguinte, foi & primeira
ferramenta eficaz para a selecdo assistida por
marcadores. A principal limitacdo da técnica é o
uso intensivo da méo de obra e o0 tempo necessario
para a andlise gendmica. Os RFLPs apresentam
expressdo codominante, e, por abrangerem todo o
genoma, a probabilidade de associacdo de
marcadores com genes de interesse econdmico é
grande (Brammer, 2000).

A tendéncia na utilizagdo desta metodologia foi
aumentando com o transcorrer do tempo, mas além
do desenvolvimento de outras técnicas, 0 nimero
de estudos que utilizam os RFLPs se manteve
estavel nos diferentes anos (Figura 1).
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Figura 1: Frequéncia de pesquisas que utilizaram os RFLPs para a identificacdo de polimorfismos genéticos em

bovinos.

Esta técnica nos Gltimos tempos vem sendo usada
junto com a Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), o que vem aumentado muito sua
sensibilidade. A PCR-RFLPs aumentou a
sensibilidade da técnica, fazendo com que fosse
mais facil & identificacdo dos polimorfismos
partindo de pequenas quantidades de material
genético. A metodologia tem sido utilizada na
caracterizagdo de ragas bovinas (Maj et al., 2005;
Parnian et al., 2006; Alipanah et al., 2008; Acosta
et al., 2012), e em estudos de associacdo a
caracteres produtivos (Khatami et al., 2005;
Kucerova et al., 2006; Hua et al., 2009; Li-Juan et
al., 2009; Fu et al., 2013).
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Polimorfismo do DNA Amplificado ao Acaso
(RAPD:s)

A técnica denominada RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) é relativamente simples, rapida
e de baixo custo (Williams et al., 1990). Essa
técnica permitiu a realizacdo de estudos de anélise
genética em  espécies  anteriormente  ndo
contempladas (Sartoretto e Mello-Farias, 2010), por
exemplo, peixes (Bardakci e Skibinski, 1994;
Becerril et al., 1999; Wasko e Galetti, 2002), e
abelhas (Hunt e Page, 1992; 1995; Suazo et al.,
1998). Diferentemente das demais técnicas de PCR,
esta utiliza um Unico primer composto de dez pares
de bases de sequéncias arbitrarias (Ferreira e
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Grattapaglia, 1998), ndo requerendo o0
conhecimento da sequéncia do DNA-alvo,
necessitando cumprir trés condig¢Bes bésicas:
percentual de CG entre 50-70%, ndo pode ter
palindromos maiores de 6 bases e que ndo exista
complementaridade no estremo 3" (Williams et al.,
1993).

Marcadores RAPD tém natureza binéria e segregam
como alelos mendelianos dominantes, havendo
apenas dois fendtipos moleculares, presenca ou
auséncia de bandas. O polimorfismo detectado por
RAPD é gerado por mutacGes ou por rearranjos
entre os dois sitios, ou no préprio sitio de
hibridizacdo do primer. Diferencas em apenas um
par de bases (mutacBes de ponto) podem ser
suficientes para inibir a amplificagdo (Cornide,
2002). Portanto, a presenca de um determinado
marcador no padrdo de bandas de dois individuos
indica que ambos compartilham o mesmo alelo
naquele locus. Por outro lado, a auséncia da banda
representa o fenétipo recessivo, ndo sendo possivel
a distin¢do entre homozigoto e heterozigoto. Apesar
dessas limitacdes, os marcadores RAPD apresentam
boa aceitacdo para construcdo de mapas genéticos e
selecdo indireta de outros caracteres. A técnica de
RAPD possibilitou amplas alternativas para a
biologia da conservacdo, desde plantas a
mamiferos, possibilitando, ainda, um estudo réapido
de populacdes ameacadas de extincdo (Almeida et
al., 2001). Apesar dessa técnica ser simple, a
tendéncia da utilizacdo desse marcador em estudos
publicados é diminuir.

A principal causa do declive na utilizacdo deste
marcador deve-se a repetitividade dos resultados da
técnica. Muitos sdo os fatores que afetam esta
condicgdo, menciona-se a concentracdo do DNA nas
amostras ou de qualquer componente da PCR,
mudanca de temperatura em um de seus ciclos ou a
mudan¢a no termociclador a ser utilizado. Estes
fatores tornam a técnica mais trabalhosa e
dispendiosa, visto que as amostras devem ser
trabalhadas em triplicatas.

O marcador RAPD é usado frequentemente em
estudos de biodiversidade e caracterizacdo de racas
bovinas (Postiglioni et al., 2002; Acosta et al.,
2010), também em bufalos de rio (Shokrollahi et
al., 2009) e camelos (Mehta et al., 2006).

Minissatélites (VNTR)

Marcadores minissatélites ou VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats - Nimero Variavel de
Repeticbes em Tandem) foram o0s primeiros
marcadores compostos por sequéncias repetidas de
DNA (Jeffreys et al., 1985), os quais estdo
localizados nas regides centroméricas e teloméricas
dos cromossomos (Moyzis et al., 1988).
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Os VNTR sdo sequéncias de DNA cuja unidade
repetitiva de 15-100 nucleotideos é observada lado
a lado em um locus, podendo ser repetida em até
50X. Em geral, sdo marcadores tipicamente
codominantes, mas analisados como marcadores
dominantes em estudos de diversidade genética em
populacBes naturais (Sartoretto e Mello-Farias,
2010). O nimero de publicagbes realizadas
estudando os minissatélites em bovinos é pequeno.
Isto pode se dever as caracteristicas deste marcador
(unidade repetidas de 15-100 nucleotideo ate 50X)
pois, os fragmentos amplificados podem ser
consideravelmente grandes, o que diminui a
eficiéncia da DNA-polimerase na PCR. Outra
possivel causa do reduzido nimero de trabalhos que
utilizam este marcador é a complexidade da técnica
e seu elevado custo.

Pode-se mencionar entre 0s exemplos mais
frequentes de utilizacdo do marcador minissatélite
0s estudos em genes candidatos ou seus promotores
(Sanders et al., 2006; Gautier et al., 2007).

Microssatélites (SSR)

Os marcadores denominados SSR  (Simple
Sequence Repeats - Sequéncias Simples Repetidas)
ou Microssatélites (Hamada et al., 1982; Litt e
Luty, 1989), sdo amplamente distribuidos no
genoma dos eucariotas e sdo 0s marcadores mais
polimérficos que se conhecem (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Cornide, 2002). Em geral,
consistem em pequenas sequéncias com um a cinco
pares de base que se repetem em série em ndmero
varidvel (geralmente de uma dezena a uma centena
de vezes). Receberam essa denominagdo porque
guando se analizava DNA por ultracentrifugagio
em gradiente de cloreto de césio apareciam bandas
que ficavam ao lado da banda principal. A estas
bandas foi atribuido o nome de DNA satélite, pois
pareciam pequenos satélites ao lado de um planeta.
Mais tarde esse DNA foi caracterizado como sendo
regibes de DNA repetitivo. Posteriormente, foi
verificado que as repeticbes podiam  ser
classificadas em longas (satélites), curtas
(minissatélites) ou muito curtas (microssatélites)
(Dias-Salman et al., 2009).

Geralmente, os microssatélites identificam um
Unico locus no genoma e, por sua alta taxa de
mutacdo, sdo frequentemente multialélicos, além de
segregarem de modo codominante. Para seu estudo,
utilizam-se dois pares de primers especificos (20 a
30 bases) complementares a sequéncias Unicas que
flanqueiam o microssatélite (Weber e May, 1989).

A fonte de variacdo e mudanga no numero de
repeticbes destes marcadores pode prover uma
fonte de variagdo quantitativa para uma rapida
adaptacdo evolutiva das espécies a mudancas
ecoldgicas (Tautz et al., 1986; Kashi et al., 1997).
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A mudanca no comprimento dos microssatélites
localizados proximo as regiBes reguladoras de
genes pode influenciar a transcricdo destes (Kashi
etal., 1997).

A partir de 1994 observou-se um aumento na
utilizagdo dos marcadores microssatélites na
espécie bovina (Figura 2). A frequéncia de

utilizacdo destes marcadores é alta se comparamos
com a frequéncia de utilizagdo dos minissatélites,
isso pode ser explicado pelas vantagens que
apresenta 0os microssatélites, como a ampla
distribuichio em todo o0 genoma e poucos
nucleotideos repetidos, resultando numa reagdo da
PCR eficiente.
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Figura 2: Frequéncia de pesquisas que utilizaram os microssatélites nos estudos de polimorfismos genéticos em

bovinos.

Os microssatélites sdo utilizados em estudos de
biodiversidade. A Sociedade Internacional de
Genética Animal (ISAG/FAO) recomenda um
conjunto de microssatélites por espécies, 0s quais
encontram-se  amplamente  representados nas
pesquisas publicadas, por exemplo, em estudos
realizados em bovinos (Armstrong et al., 2006;
Egito et al., 2007; Acosta et al., 2013). Também
foram observados estudos que utilizam estes
marcadores para estabelecer as possiveis relagdes
entre ragas e aquelas que as originaram (Delgado et
al., 2011; Martinez et al., 2012).

Outras espécies também tém sido estudadas com
estes marcadores, a exemplo dos suinos (Kim et al.,
2005; SanCristobal et al., 2006; Megens et al.,
2008; Chen et al., 2012; Herrero-Medrano et al.,
2012), equinos (Canon et al., 2000; Ling et al.,
2011; Takasu et al., 2012), bufalos (Vijh et al.,
2008) e peixes (Dupont-Nivet et al., 2010; Guo et
al., 2011; Rueda et al., 2011).

Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNPS)

Outra maneira de estudar polimorfismos de DNA é
pelo sequenciamento de regides do DNA com
posterior alinhamento e andlise comparativa das
sequéncias com o auxilio de softwares especificos.
Isto torna possivel a deteccdo de polimorfismos
pontuais ou  SNPs  (Single  Nucleotide
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Polymorphism), que podem ocorrer em regides
codificadoras ou ndo codificadoras do genoma.

Em regides codificadoras, quando resultam em uma
substituicdo de aminoacido na sequéncia proteica,
sdo denominados polimorfismos ndo sinénimos,
podendo a substituicdo ser conservativa ou nao
conservativa, em funcdo das caracteristicas dos
aminoacidos envolvidos na troca (Dias-Salman et
al., 2009). Nesses casos, pode haver modificacGes
estruturais e funcionais na proteina. Ja no caso dos
SNPs sindnimos (ou silenciosos), embora ndo altere
a sequéncia proteica, eles podem modificar a
estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e,
consequentemente, afetar a quantidade de proteina
produzida. Além disso, SNPs podem alterar o
processamento (splicing) alternativo de RNAm; o
padrdo de expressdo de genes por alteragBes em
sequéncias promotoras; os codons de inicia¢do e/ou
de terminacdo da traducdo e a poliadenilagdo da
molécula de RNA mensageiro (Guimaraes e Costa,
2002).

As substituicdes que com maior frequéncia ocorrem
no DNA sdo as que envolvem bases nitrogenadas
de mesma caracteristica estrutural, ou seja, trocas
entre duas purinas (A/G ou G/A) ou duas
pirimidinas (C/T ou T/C) e sdo denominadas
transicbes. As transversfes, por sua vez, Sa0
substituicdes de uma purina por uma pirimidina ou
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vice-versa. Essas alteracbes, algumas vezes, tém
origem em erros de incorporacdo de bases durante a
replicagdo do DNA; em outros casos sdo causadas
por lesGes no DNA por agentes ambientais (Dias-
Salman et al, 2009). Caso essas mutactes
acontecam em células germinativas e sejam
transmitidas as geracdes seguintes, fixando-se na
populacdo em uma frequéncia minima de 1%,
passam a ser denominadas de polimorfismos
(Vignal et al., 2002).

Apos a identificacdo do SNP, podem ser utilizadas
diferentes técnicas para sua analise, como é 0 caso
da extensdo do primer (Pastinen et al., 1996),
pirosequenciacdo  (Ronaghi et al., 1998),
espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption-Time of Flight)
(Andersen e Mann, 2000), microarrays ou
microchips (Schena et al., 1998) e descriminagéo

alélica usando a metodologia de PCR em tempo
real com sondas TagMan (Livak et al. 1995) ou
usando primers modificados na posicdo 3’em
termocicladores convencionais (Liu et al., 1997).

Pelas qualidades deste marcador e o grande nimero
de técnicas que podem ser utilizadas, a tendéncia na
frequéncia de utilizacdo dos SNPs nas pesquisas em
bovinos vem aumentando (Figura 3). Um exemplo
disso consiste na utilizagdo destes marcadores na
identificacdo e provas de paternidade (Heaton et al.,
2002; Van Eenennaam et al., 2007), estudos de
associacdo com caracteres quantitativos (Page et
al., 2002; Stone et al., 2005), tracabilidade
(Capoferri et al., 2005) e a confec¢cdo de mapas de
ligacOes (Snelling et al., 2005). Em outras espécies
como em suinos 0s SNPs sdo usados para estudos
de tracabilidade (Goffaux et al., 2005) e em aves
em estudos de biodiversidade (Twito et al., 2007).
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Figura 3: Frequéncia de pesquisas que utilizaram os SNPs para a identificacdo de polimorfismos genéticos em

bovinos.

Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos
Amplificados (AFLPs)

A técnica AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) é uma combinacéo de RFLP e PCR,
envolvendo quatro etapas: digestio do DNA
gendmico com enzimas de restricdo, uma de corte
raro (reconhece sequéncias de 6pb) e outra de corte
frequente (reconhece sequéncias de 4pb); ligagdo de
adaptadores especificos de dupla cadeia nos
extremos de restricdo; amplificacdo seletiva de
fragmentos com primers especificos e separacdo
dos fragmentos por eletroforese em gel de
poliacrilamida. O polimorfismo obtido com a AFLP
baseia-se em diferencas entre gendtipos, na
distribuicio dos sitios de restricio e na
amplificacdo diferencial de fragmentos, possuindo
assim, grande capacidade para deteccdo de
variabilidade genética em nivel de DNA (Milach,
1998).
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Além de ser uma técnica simples, rapida e de baixo
custo, a AFLP destaca-se por seu elevado numero
de marcadores polimorficos analisados em um
Unico gel, pelo poder de deteccdo de variabilidade
genética e pela robustez do ensaio quando
comparado ao ensaio RAPD, além disso, ndo é
necessario o conhecimento da sequéncia de DNA.
Marcadores AFLP sdo, portanto, dominantes
(Cornide, 2002) e possuem natureza binéria, ndo
sendo possivel discriminar genétipos heterozigotos
dos homozigotos. Essa técnica pode ser utilizada na
andlise da variabilidade genética, anélise de bancos
de germoplasma, testes de identidade/paternidade e
estudos populacionais (Ferreira, 2001). N&o foi
possivel obter 0 nimero de pesquisas por anos que
usaram o marcador AFLP para a confec¢do do
histograma de frequéncia.
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Polimorfismo de conformacéo de fita simples
(SSCPs)

O marcador SSCP (Single Strand Conformations
Polymorphism) permite identificar as diferengas
das estruturas secundérias e terciarias dos
fragmentos de DNA amplificados com diferentes
sequéncias (estrutura priméria) (Orita et al., 1989),
pois o DNA de fita simples forma estrutura
complexas estabilizadas por pontes de hidrogénio.
Numa eletroforese em gel ndo desnaturante, a
mobilidade do fragmento de DNA dependerd nédo
somente do tamanho, como também da
conformacdo dele, que serd determinada pela
sequéncia do DNA. Esta técnica permite a detecgdo
de mutagBes em nucleotideos Unicos na cadeia de
DNA sem necessidade de conhecer a sequéncia
(Berta et al., 1990) e pode identificar entre 30 e
70% de todos os polimorfismos de nucleotideos
Unicos (Larsen e Nielsen, 1992).

A eletroforese é realizada em gel de poliacrilamida,
e para a visualizacdo podem ser utilizados primers
marcados com radioatividade ou pode-se marcar o
fragmento amplificado com nitrato de prata. Em
todas as corridas tém que ser usadas amostras
controles para a identificacdo das mutacBGes nas
amostras problemas.

O SSCP é uma metodologia simples e sensivel, o
que justifica 0 uso continuo em as pesquisas. Em
geral, tem sido usada na identificacdo de
polimorfismos nos genes das proteinas do leite
(Jann et al., 2002, 2004; lbeagha-Awemu et al.,
2005; Hamza et al., 2010), assim como em estudos
da expressao destas (Robiatille e Petitcelrc, 2000).

CONCLUSAO

Em bovinos, sdo muitas as aplicacbes dos
marcadores moleculares, podendo ser usados ha
identificacho de individuos, as provas de
paternidade, caraterizacdo de populagbes, estudos
de biodiversidade e selecdo assistida. Os metodos
baseados na PCR requerem uma pequena
quantidade de material bioldgico, os resultados sdo
obtidos em um curto intervalo de tempo e permitem
a identificacdo de alelos individuais. Os perfis
genéticos obtido com a utilizagdo das técnicas
moleculares sdo altamente reprodutiveis, e a falta
desta carateristica nos marcadores RAPDs é a
principal causa da reducdo na utilizagdo em estudos
publicados. A tendéncia na utilizacdo dos
marcadores moleculares € incrementar nas
diferentes 4reas de pesquisas, com um maior
emprego daqueles que permitem a automatizacdo
do processo, como 0s microssatélites e 0s SNPs.
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