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Introdução 
 

A biologia molecular é um termo já consagrado pelo uso, que compreende o estudo dos genes, sua 
estrutura, sua expressão e controle da expressão, portanto estuda o DNA e o mRNA (Étienne, 2003). 

As biotecnologias utilizadas em reprodução animal, como a inseminação artificial, a transferência de 
embriões, fertilização in vitro e clonagem entre outras, obrigam o técnico a ter uma garantia do material genético 
que está sendo manipulado e mais ainda, certificar o produto.  

O teste de paternidade está sendo uma exigência para muitas espécies e raças, bem como embriões 
sexados já estão disponíveis no mercado. Por outro lado, a tipificação de patógenos de um modo geral, incluindo 
os que estão diretamente relacionados com o aparelho reprodutivo, tornou-se exame de rotina em muitos 
laboratórios.  

No aspecto da produção, marcadores moleculares para as mais diferentes características produtivas 
estão sendo estudados e muitos já aplicados na seleção de animais para a reprodução. 

Há uma gama de aplicações das ferramentas utilizadas em biologia molecular que estão diretamente 
relacionadas com a reprodução animal. Nesta oportunidade iremos destacar as mais comuns e especialmente 
algumas que estamos desenvolvendo juntamente com nossa equipe de pesquisa na Universidade Federal Rural 
de Pernambuco. 
 

Princípios básicos 
 

Antes de passar a detalhar as aplicações das diferentes técnicas, iremos fazer uma breve revisão dos 
princípios básicos que norteiam os estudos em biologia molecular.  

Os ácidos nucléicos, DNA e RNA, são a matéria prima para qualquer técnica, que será encontrada nos 
diferentes tecidos ou células, na dependência do objetivo a ser alcançado. 

O DNA é mais comumente utilizado, especialmente nas pesquisas que envolvem a estrutura do gene. É 
também uma fonte que não sofre muita interferência do meio e pode ser obtida inclusive de indivíduos que já 
morreram. 

O mRNA, por ser o ácido nucléico responsável pela síntese protéica, é a fonte de estudos relacionados 
com a expressão do gene. É encontrado no citoplasma das células e deve ser obtido do local onde se pretende 
avaliar a sua expressão, pois a função gênica pode ser diferente em cada tecido/célula específico.  

A fita do ácido nucléico é composta por uma fila de nucleotídeos. Estes nucleotídeos são compostos por 
uma base nitrogenada (pirimídica ou púrica), ácido fosfórico e um açúcar (desoxiribose ou ribose). As bases 
pirimídicas são mais simples e são denominadas de citosina (C), timina (T) e uracila (U), as púricas são maiores 
e denominam-se adenina (A) e guanina (G). O DNA é composto basicamente pelas bases citosina, timina, 
adenina e guanina, enquanto que, no RNA, a timina é substituída pela uracila. O açúcar encontrado no DNA é a 
desoxiribose e no RNA é a ribose. 

Para formar uma fita de DNA ou RNA, os nucleotídeos são interligados por ligações éster entre o ácido 
fosfórico e a hidroxila do açúcar. No caso do DNA, conforme descrito por Watson e Crick em 1953, estr a utura 
da molécula é em fita dupla, que são antiparalelas, complementares e em forma helicoidal. Para a formação da 
fita dupla as bases nitrogenadas de cada lado se ligam através de pontes de hidrogênio, sempre uma adenina com 
uma timina e uma citosina com uma guanina. A seqüência destas bases, ao longo de uma fita, é característica de 
cada molécula de DNA e repercute na estrutura dos genes e posteriormente na transcrição para a formação de 
uma proteína. 

O mRNA é uma molécula de fita simples, bem mais curta do que o DNA, pois suas bases representam 
apenas a seqüência correspondente a um gene específico. A ligação de suas bases com as de uma fita de DNA se 
dá por pontes de hidrogênio também, porém as uracilas se ligam às adeninas substituindo as timinas. Cada grupo 
de três nucleotídeos consecutivos do mRNA significa um códon, que corresponde a um aminoácido. Portanto a 
seqüência de códons de um mRNA representa a estrutura de uma proteína a ser formada. 
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Principais técnicas 
 
Reação de polimerização em cadeia (PCR – polimerase chain reaction) 
 

 Dentre as técnicas utilizadas em biologia molecular, esta é a mais básica de todas, pois seu principal 
objetivo é amplificar uma seqüência conhecida do DNA a fim se obter uma quantidade suficiente para qualquer 
estudo.  

A PCR foi desenvolvida em 1985 por K. Mullis e seus colaboradores, o que lhe rendeu o prêmio Nobel 
de Química em 1993 (Étienne, 2003). A técnica consiste em uma série de ciclos onde a fita de DNA é separada 
(desnaturada), copiada (anelamento) e refeita (extensão). A cópia é iniciada através de oligonucleotídeos 
iniciadores que flanqueiam a região de interesse no DNA, e, através de uma enzima polimerase, os nucleotídeos 
são acrescentados formando uma nova fita a partir da fita molde (original). A cada ciclo este procedimento é 
repetido em escala geométrica.  

Esta técnica ganhou maior desenvolvimento a partir da descoberta de uma polimerase estável e que não 
se desativava pelo calor, a partir de uma bactéria Thermus aquaticus, daí o nome Taq polimerase. Este 
microrganismo foi isolado em uma nascente quente no Parque Nacional de Yellowstone (USA) em 1968, por 
Thomas Brock (Brock e Brock, 1968). Em 1988 a enzima foi utilizada em ensaios de PCR por Saiki et al. e 
patenteada por Guelfand et al. em 1989. A técnica de PCR utilizando a Taq polimerase foi patenteada por Mullis 
et al. em 1990. Antes disso, a PCR era realizada com polimerases que se degradavam pelo calor e precisavam ser 
repostas a cada ciclo. 

Basicamente a PCR necessita de um DNA molde, nucleotídeos, oligonucleotídeos iniciadores (primers), 
enzima (DNA polimerase) e uma solução tampão para a reação. Esta mistura é colocada em um termociclador 
que automaticamente modifica as temperaturas e repete os ciclos programados. Os ciclos iniciam com uma 
desnaturação das fitas de DNA, separando os nucleotídeos e gerando as fitas simples, na temperatura de 91-95°C 
por 1 minuto. Assim os primers podem localizar a área de anelamento para iniciar a cópia desejada. A 
temperatura de hibridação dos primers ao DNA molde varia de 53 a 65°C e dura 1 a 2 minutos. Na seqüência, a 
DNA polimerase irá adicionar nucleotídeos na seqüência, na etapa chamada de extensão ou alongamento. A 
temperatura ótima para a ação enzimática varia de 60 a 72°C e dura de 2 a 5 minutos. Estes 3 ciclos são repetidos 
de 30 a 40 vezes, chegando ao final com algo em torno de 100.000 a 1.000.000 de cópias do segmento desejado. 

A amplificação de um gene pode ser obtida a partir do mRNA, pelo uso de uma enzima transcriptase reserva 
que cria uma fita de DNA a partir da seqüência do RNA, a este novo DNA chama-se de complementar (cDNA). Desta 
forma a PCR pode amplificar o segmento de cDNA e a técnica para isso é denominada de RT-PCR. 
 
PCR – RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) 
 

O polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrição permite comparar indivíduos e verificar a 
ocorrência de mutações que modificam os sítios de restrição. Nesta técnica são utilizadas enzimas que cortam o 
DNA em pontos específicos e geram fragmentos de tamanhos determinados em cada segmento do DNA. Após a 
amplificação por PCR de um segmento de interesse, o produto amplificado será submetido à digestão por 
enzimas de restrição (endonucleases). O padrão de fragmentos formados a partir desta ação enzimática poderá 
ser visualizado em um gel de eletroforese. Se ocorrer uma mutação em um local que altere a ação enzimática, o 
padrão das bandas será diferente.  

Esta técnica também é utilizada para estudo de populações, proximidade genética entre indivíduos, etc. 
 
Minissatélites/Microssatélites ou VNTR (variable number of tandem repeat) 
 

As seqüências codificadoras variam muito pouco de um indivíduo para o outro, pois os produtos são 
muito semelhantes, mas as regiões que supostamente não são codificadoras possuem em sua estrutura regiões 
altamente repetitivas de uma seqüência de nucleotídeos. A diferença entre os minissatélites e os microssatélites 
(STR – short tandem repeat) está no tamanho das seqüências de nucleotídeos repetidos. Estas seqüências 
repetidas são chamadas de tandem e o número de repetições é variável de um indivíduo para o outro, sendo 
transmitido hereditariamente. Esta é base dos testes que visam à identificação de indivíduos em pesquisa de 
paternidade e da medicina forense. 

Para estes testes são utilizados oligonucleotídeos que identificam as seqüências repetidas no DNA e as 
amplificam por PCR. O resultado é visualizado em gel de eletroforese pela comparação dos padrões de 
repetições dos indivíduos em estudo, levando em conta a herança paterna e materna. 
 
Seqüenciamento de DNA 
 

Para estudar a composição de um segmento de DNA é necessário fazer a identificação da seqüência de 
nucleotídeos. Isto tem sido feito pela técnica enzimática de Sanger, usando nucleotídeos normais e 
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didesoxinucleotídeos trifosfato (ddATP), estes últimos foram alterados para parar a seqüência no momento em 
que são inseridos, durante a síntese de uma fita de DNA sobre o DNA molde.  

São feitas 4 reações separadas, uma para cada base (A, C, G e T), e em cada reação ocorrerão inúmeras 
cópias da fita, onde serão incorporados os nucleotídeos normais e o didexosinucleotídeo aleatoriamente e 
portanto as cópias terão comprimentos diferentes. O alinhamento destas cópias das 4 reações resultará na 
seqüência dos nucleotídeos.  

A leitura poderá ser feita manualmente após eletroforese em um gel de acrilamida ou em 
seqüenciadores automáticos que utilizam marcadores fluorescentes. 

O conhecimento de uma seqüência de DNA permite identificar o gene contido naquele segmento da fita 
e estudar a proteína que será codificada a partir da transcrição para um mRNA. 
 

Sexagem 
 

A indústria da produção animal, ao longo do tempo, vem se especializando e buscando novas formas de 
agregar valor aos produtos comercializados. Neste sentido a sexagem de sêmen, embriões ou fetos tem se 
destacado. Também entre as aves este processo tem fundamento, especialmente naquelas que apresentam 
dimorfismo sexual tardio, como por exemplo, o avestruz. 

A partir de 1910, com a descoberta dos cromossomos sexuais (X e Y), a pré-seleção do sexo passou a 
ser uma técnica científica e, ao longo dos anos, muitos métodos foram testados e sugeridos para a identificação 
do sexo genético.  

Os métodos mais conhecidos envolvem a visualização de cromossomos sexuais a partir da realização do 
cariótipo (citogenética), que é um método de visualização dos cromossomos metafásicos através de colorações 
convencionais (Giemsa, Orceína Acética, reativo de Schiff, hematoxilina/eosina, etc.; Guerra, 1988). Nesta 
técnica busca-se visualizar o par cromossômico responsável pela determinação do sexo genético, no caso dos 
mamíferos X e Y, nas aves denominados de W e Z. No entanto esta técnica, apesar de ter boa acurácia, apresenta 
eficiência variável de 30% (Cotinot et al., 1991) a 70 % (Van Vliet et al., 1989), pois há necessidade de um alto 
número de células em divisão (10-15), o que nem sempre é obtido. Porém, pela sua precisão (normalmente de 
100 %), esta técnica é valiosa e continuará sendo usada como método controle para testar a exatidão de outros 
métodos de sexagem (Van Vliet et al., 1989). 

Outra forma de sexagem, mais moderna e mais rápida que a citogenética, é a detecção de uma seqüência 
de DNA específica do cromossomo Y, após amplificação pela técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) 
(Luz et al., 2000). Neste caso, o material de estudo é o DNA que pode ser obtido de um número reduzido de 
células e, posteriormente, amplificado para estudo do gene de interesse. 

Atualmente, a sexagem pela técnica de PCR pode ser aplicada a vários tecidos ou células de embriões, 
fetos, líquido amniótico, sangue, penas e pelos (estes últimos devem ser obtidos com bulbo). Considerando que o 
sexo genético é determinado pela presença do cromossomo Y nos mamíferos, a detecção de um gene específico 
para este cromossomo é a base para a técnica.  

Já foram descritos vários genes nesta situação, mas o SRY é o mais conhecido como fator de 
diferenciação testicular (TDF; Wilkens, 1982). São conhecidos vários outros genes importantes para 
determinação sexual dos mamíferos, como SOX9, AMH, WT1, SF1, DAX1 e DMRT1, por exemplo. Estudos 
revelaram que a determinação do sexo é o resultado da interferência conjunta desses genes, onde a expressão de 
cada um resulta na determinação sexual, variando entre os vertebrados, mas tendo sua seqüência e modo de 
expressão conservados (Bronwyn e Andrew, 2002). 

Qualquer que seja o gene escolhido, deve ser específico do cromossomo Y e ter seqüência conhecida 
para que possa ser amplificado.   
 

Teste de paternidade 
 
O Melhoramento Genético Animal evoluiu, por meio de estudos de genes ligados a características 

morfológicas que são, geralmente, de fácil visualização e identificação (Ferreira e Grattapaglia, 1996). Mas a 
simples visualização das características externas de um animal não é suficiente para se estabelecer vínculos 
genealógicos entre diferentes indivíduos. Muitas das características que se expressam fenotipicamente, ao longo 
de toda a vida do animal, não são estáveis, e muitas delas sofrem influência de fatores como idade, condições de 
saúde, além de outros fatores do meio ambiente. Assim, o melhoramento genético propicia avanços na obtenção 
de produtos de origem animal tais como carne, leite e pele, e isto se deve principalmente à seleção e cruzamento 
entre raças. No melhoramento genético, um dos principais objetivos em uma população é caracterizar 
reprodutores melhores e mais adaptados ao meio ambiente em que vivem, e a avaliação genética é realizada 
através de observações quanto ao desempenho de produção dos seus descendentes através do teste de progênie. 

A utilização de recursos, como inseminação artificial e a transferência de embriões, que resultam no 
comércio expressivo de material genético (sêmen e de embriões), pode favorecer erros ou mesmo fraudes no 
registro genealógico (Gurgel, 1998), aumentando a demanda por resultados precisos da paternidade. Deve-se 
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considerar que a identificação incorreta de um animal em relação à progênie resulta em valores genéticos 
incorretos, os quais refletem em uma produção diferente daquela esperada. Enfim, estes, entre tantos outros 
dados, assinalam a dimensão que a problemática da determinação da genealogia (paternidade) pode assumir 
frente aos diferentes tipos de cultura animal. 

Toda informação gênica de um organismo encontra-se armazenada, na forma de seqüências específicas 
de nucleotídeos, constituindo a estrutura do DNA (ácido desoxirribonucléico). Contudo, os genes que são as 
seqüências que codificam informações para construção de proteínas (exons), estão intermediados por outras 
seqüências de nucleotídeos, cujo significado biológico não é totalmente conhecido (introns). Quando ocorre 
mutação, a chance de que esta atinja um gene é pequena, portanto, muitas destas mutações não alteram o 
fenótipo (mutação silenciosa), permanecendo por muito tempo numa população. Sendo assim, a porção do DNA 
que não transcreve está mais sujeita a acumular mutações, e constitui-se em uma grande fonte de variabilidade 
perante o conjunto de moléculas de DNA dos organismos (Lewin, 2001).  

Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, foi possível acessar regiões específicas do 
DNA, permitindo desenvolver formas mais eficazes para a comprovação de vínculos genéticos entre os 
indivíduos (Meadows et al., 1995). A técnica de microssatélites ou STR (short tandem repeat), que são loci 
altamente polimórficos, codominantes, é a que apresenta o maior potencial de aplicabilidade quando se deseja a 
caracterização individual ou agrupamento de animais em espécies. Esse teste é feito por meio do uso da PCR, 
seguido de corrida eletroforética em gel de poliacrilamida para visualização das bandas correspondentes aos 
fragmentos do DNA, o que torna possível a padronização dos protocolos entre laboratórios. 

O Teste de Paternidade consiste na análise do patrimônio genético que um filho herdou de seus pais, 
procurando-se efetuar uma comparação entre os diferentes perfis de distribuição de seqüências específicas de 
nucleotídeos, em várias regiões de diferentes cromossomos; podendo estar incluídos alguns genes ou fragmentos 
dos mesmos. As regiões do DNA estudadas são especificamente selecionadas por possuírem grande diversidade 
de tamanho dentro de uma população (marcadores genéticos). Portanto, cada animal tem um padrão de DNA 
único, o que é extremamente significativo para determinação de paternidade biológica.  

Em 2004, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) emitiu a Instrução Normativa 
nº 74, que regulamenta os Laboratórios que realizam testes de identificação genética em animais através do 
DNA. Neste documento estão estabelecidas as condições mínimas necessárias para um laboratório ser 
credenciado pelo MAPA, neste tipo de atividade, bem como são relacionados os lócus microssatélites mínimos 
para cada espécie, validados internacionalmente pela "lnternational Society of Animal Genetics" (ISAG). 

 
Diagnóstico de doenças 

 
A presença de microrganismos causadores de doenças infecciosas pode atingir diretamente a 

produtividade (Cardoso et al., 2000). Várias são as doenças infecciosas que afetam o desempenho reprodutivo de 
bovinos: brucelose, leptospirose, campilobacteriose e tricomoníase estão entre as mais freqüentemente 
associadas à distúrbios reprodutivos (Eaglasome e Garcia, 1992).  

O diagnóstico de doenças por técnicas moleculares consiste em um grande avanço, seja na confiabilidade dos 
diagnósticos, uma vez que são altamente específicos, ou na sensibilidade, pois uma quantidade mínima de patógeno é 
suficiente para a identificação e amplificação do material genético para o diagnóstico. 

 
Marcadores moleculares 

 
Os animais da mesma espécie possuem o mesmo grupo de genes, ou seja, as informações para a síntese 

de proteínas do tecido muscular, tecido adiposo, produção de anticorpos, hormônios, etc. As diferenças de 
produção entre os animais são resultantes de pequenas mudanças que ocorrem nas seqüências de nucleotídeos 
que constituem a informação genética de cada indivíduo.  

Na teoria, os genes mapeados, podem ser empregados como marcadores genéticos do DNA. Os maiores 
benefícios de se incorporar esses genes identificados nos programas de cruzamento são para as características 
mais difíceis de melhorar, especialmente, quando uma alta fração de variação genética é explicada pelos genes já 
conhecidos. Daí a importância dos testes de DNA combinados às técnicas reprodutivas, no sentido de reduzir o 
intervalo entre gerações e, conseqüentemente, aumentar o ganho genético animal (Goddard, 2002). 

Mapas genéticos estão disponíveis para várias espécies, proporcionando uma base genética para o 
desenvolvimento de programas de seleção assistida (Davis e DeNise, 1998). 
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