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Resumo

O Brasil possui 0o maior rebanho bubalino da América do Sul e das alternativas pecuéarias
destinadas a producao de carne e leite, o bufalo destaca-se pela qualidade nutricional da carne
e do leite que produz. Buscando-se identificar polimorfismos tipo RFLP-PCR (Restriction
fragment length polymorphism - Polimerase Chain Reaction) nos genes da leptina e do
hormoénio de crescimento (GH) foram genotipados 128 animais pertencentes a trés grupos
genéticos bubalinos selecionados para producao de leite. O DNA obtido foi submetido a
amplificacdo com primers especificos estabelecidos para o estudo. Os produtos de PCR foram
digeridos com enzimas de restricao para deteccao dos polimorfismos leptina e GH visualizados
em gel de agarose a 2,5%. A utilizacdo da técnica de RFLP-PCR foi eficiente na genotipagem
de bubalinos, e identificou a presenca dos alelos W e P no gene LEPTINA, sendo o gendtipo
LEP™YW predominante nas populacdes bubalinas estudadas. Em relacdo ao gene do horménio
do crescimento (GH) foi possivel se identificar os genétipos GH"* e GH"W,

Palavras chaves: gendétipos, bubalinos, producado de carne, producao de leite.
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Characterization of polymorphisms in the
leptin and growth hormone genes in
buffalo herds

Abstract

Brazil has the largest buffalo herd of South America and may be consider an alternative for
meat and milk production due to nutritional quality of its products. Looking for to identify
polymorphisms RFLP-PCR (Restriction fragment length polymorphism - Polymerase Chain
Reaction) in the genes for leptin and growth hormone (GH), 128 buffalos from three genetic
groups selected for dairy production were genotyped. Purified DNA was subjected to PCR
amplification with specific primers established for the study. The amplicons were digested
with restriction enzymes to detection leptin and GH polymorphisms visualized on agarose gel
2.5%. The use of RFLP-PCR was effective in buffalo genotyping, and identified the presence
of alleles W and P in LEPTIN gene. The genotype LEP"W was predominant in the buffalo
populations studied. Regarding the growth hormone (GH) gene was possible to identify the
genotypes GH"Y GH"Y in the buffalo herds studied.

Key words: Genotypes, buffalo, meat production, milk production
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Introducao

O bufalo doméstico (Bubalus bubalis) é originario da india e chegou ao Brasil entre 1890 e
1895, na llha de Maraj6é, Estado do Pard (TONHATI et al., 1999; MIRANDA, 1986;
FONSECA, 1986). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) o
rebanho bubalino nacional é estimado em 1,2 milhées de cabecas, porém a Associacao
Brasileira dos Criadores de Bufalos estima que o rebanho bubalino nacional é de cerca de 3,5
milhdes de cabecas, com crescimento anual entre 3% e 3,5% (BERNARDES, 2007). A regiao
Norte concentra 63,5% do efetivo bubalino nacional, seguida das regides Sul e Sudeste com
10,5% e 10,3% do efetivo dos animais, respectivamente, seguido das regides Nordeste e
Centro-oeste onde sdo criados 10,2% e 5,5% dos bubalinos (IBGE, 2010).
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Gréfico 1. Distribuicdo do efetivo bubalino de acordo com as diferentes regides geogréficas brasileiras.

Das alternativas pecudrias destinadas a producdo de carne e leite, o bufalo destaca-se pela
qualidade nutricional da carne e do leite que produz. Os bufalos dividem-se em duas grandes
familias: bufalos de pantano e bufalos de rio. Na atualidade, no Brasil sdo exploradas quatro
racas bubalinas:

e (Carabau, a representante dos bufalos de pantano e utilizado principalmente para a tracao;

e Jafarabadi, originaria da india, de grande porte e muito pesados explorados principalmente
para producdo de carne, uma vez que podem chegar a atingir cerca de 1.600 kg de peso
vivo, mas também podem ser utilizados para exploracao leiteira;

e Murrah, de origem asiatica e de conformacao compacta e porte médio, possuem chifres curtos
e espiralados, sendo no Brasil e na India a raca mais explorada para producao de leite;

e Mediterranea, de origem italiana, porte médio, possuem chifres levemente voltados para
cima, dupla aptidao produtiva, sendo na Italia mais exploradas para a producao de leite e
no Brasil para producao de carne.

Por muito tempo no Brasil, considerou-se que a bubalinocultura era uma atividade pecuaria
alternativa a bovinocultura, uma vez que a rusticidade dos bufalos favorecia sua criacdo em
regioes improéprias para o desenvolvimento dos bovinos. Porém, o que se tem observado é que
a bubalinocultura vem se desenvolvendo como uma oportunidade pecuaria em regidoes onde
criadores se organizaram e estabeleceram cadeias agroindustriais seja para producao de carne
ou para o beneficiamento de lacteos (BERNARDES, 2007).
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A maioria dos rebanhos bubalinos no Brasil é criada extensivamente para producao de carne e
leite. Porém, sistemas semiextensivos para producdo de leite tornam-se cada vez mais
comuns no Brasil. Exploracoes semiextensivas para a bubalinocultura leiteira podem ser
definidos como sistemas de producédo direcionados a bufalos leiteiros com producéao de 1.200
a 2.000 litros de leite por vaca ordenhada/ano, nos quais as vacas sao criadas a pasto com
suplementacao volumosa na época seca. As caracteristicas do leite de bufalas possibilitam a
fabricacdo de derivados lacteos, tais como queijos, que vem experimentando um crescente
aumento na comercializacdo em funcao de sua grande aceitacdo no mercado, sendo este um
importante fator de elevacao da renda média e fixacdo do homem no campo (TONHATI et al.,
1999; BERNARDES, 2007).

Segundo Tonhati et al. (2006), nos paises em desenvolvimento, a importancia do
melhoramento para o aumento da producdo e melhoria da qualidade da carne e do leite é
subestimada, provavelmente pelo fato de que a resposta a melhoria das condicGes ambientais
é de facil observacao e a valorizacdao econdmica de um animal, até pouco ha tempo, ter como
base seus caracteres reprodutivos e raciais. Os ganhos de producao relacionados a selecao
genética sdao muito evidentes no inicio do processo de selecdao animal e necessitam de
condicbes ambientais favordveis a expressao do ganho genético, (LUSH, 1945). Portanto, a
disseminacdo de ferramentas auxiliares aos processos de selecdo e acasalamento, precedida
pelo bom controle zootécnico do rebanho e o acompanhamento de técnicos qualificados sao
fundamentais para que a bubalinocultura experimente ganhos reais de produtividade e
qualidade.

Outros autores citam a bubalinocultura como uma grande opcao econdmica e discutem as
diversas formas de manejo, criacdo e melhoramento genético, inclusive o uso da genética
molecular como ferramenta para o melhoramento e a associacdo de genes com as
caracteristicas produtivas (MACEDO et al.; 1995; DEL LAMA ; ZAGO, 1996; LARA, 1998;
MARQUES et al., 1998; TONHATI et al., 1998; VASCONCELLOS; TONHATI, 1998; SENA et
al., 2003; ALBUQUERQUE et al., 2005; BARBOSA et al., 2006; SENO et al., 2006;
MALHADO et al., 2007; ANDRIGHETTO et al., 2008; MOITA et al., 2010).

No ano de 2004, foi lancado o segundo Sumaério de Touros Bubalinos para producao de carne
e leite, com base em 11.883 lactacdoes e 7.808 controles de peso (RAMOS et al., 2004).
Comparando-se com apenas dois dos programas de melhoramento desenvolvidos no pais para
a raca Nelore (SUMARIO..., 2010: LOBO et al., 2010), onde cerca de 3.383.082 e
1.500.000 animais participaram da matriz de parentesco naquele ano, percebe-se que muito
ainda tem que ser feito na espécie para se conseguir pardmetros e avaliacdes genéticas
consistentes.

A utilizacao de técnicas moleculares possibilita a realizacao de estudos mais acurados dos
genes envolvidos com caracteristicas quantitativas, permitindo avancos significativos dos
programas de melhoramento animal utilizando a selecao de matrizes assistidas por marcadores
moleculares. A busca desses marcadores fundamenta-se primariamente na analise de
polimorfismos em genes associados a manifestacdo de caracteristicas de interesse
econdémico.

A identificacao de mutacOes pontuais que podem ser utilizadas como marcadores genéticos
para caracteristicas de interesse econémico podem ser realizadas pelo uso de técnicas como a
de RFLP-PCR (Restriction fragment length polymorphism- Polimerase Chain Reaction), uma
técnica de alta confiabilidade e eficiéncia, de custo relativamente baixo e de facil utilizacao
para a deteccdao dos polimorfismos genéticos (ZADWORNY; KUHNLEIN, 1990). Marcadores
moleculares sao utilizados primordialmente para relacionar caracteristicas alélicas quantitativas
a informacdes génicas individuais e suas interacdoes, o que auxilia na andlise da variacao
quantitativa da caracteristica de interesse. A utilizacdao destes marcadores em estudos de
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variabilidade genética de populacoes pode, de maneira aplicada, ser correlacionada a
caracteristicas produtivas. Desta forma, a observacdo de polimorfismos em genes envolvidos
ou que determinam a expressdao quantitativa de caracteres de producdo mostram-se
promissores para utilizacdo em programas de melhoramento genético, podendo também ser
utilizados para a selecao de matrizes bubalinas superiores para producao de carne e leite.

Baseado nessas consideracdes, a utilizacdo de marcadores moleculares em genes de interesse
para producdo, como 0s genes que regulam a producdo de dois importantes hormdnios para o
metabolismo de mamiferos, o hormdnio do crescimento (GH) e a leptina. O gene da leptina é
responsavel pela sintese de um hormonio envolvido em mecanismos metabdlicos importantes, tais
como a regulacdo da ingesta de alimentos e com o metabolismo energético que previne a
deposicao excessiva de gordura corporal e a producdo de leite (CHILLIARD et al., 1998;
CHILLIARD et al., 2001). A concentracdo de leptina aumenta com o estabelecimento da
puberdade e estd também associada ao ganho de peso em bovinos (GARCIA et al., 2002). O GH
é apontado como um dos principais reguladores do crescimento pds-natal e do metabolismo em
mamiferos. Portanto, o gene GH apresenta relevante importancia na pecuéria por causa da sua
relacdo com a precocidade e ao ganho de peso, proporcionando o aumento da producado dos
rebanhos em curto espaco de tempo (GE et al., 2003; ANDREA et al., 2011).

Considerando o escasso numero de estudos direcionados a andlise de genes que controlam
caracteristicas de interesse econdémico em bufalos, buscou-se identificar a presenca de
polimorfismos do tipo RFLP-PCR nos genes da leptina e GH, a fim de identificar as frequéncias
alélicas e genotipicas de bufalos pertencentes a trés grupos genéticos estabelecidos nos estados
de Rondoénia e da Bahia.

Material e Métodos

Animais

Os animais amostrados neste estudo eram provenientes de dois rebanhos bubalinos leiteiros
divididos em trés grupos, totalizando 128 animais da ragca Murrah e seus mesticos. O primeiro
grupo (Buf1Med) era composto por 40 bufalos adultos; o segundo (Buf2Med) por 51 bezerros,
ambos pertencentes ao rebanho bubalino estabelecido no campo experimental de Presidente Médici
da Embrapa Rondénia. Esses animais foram genotipados para a avaliacdo da presenca de
polimorfismos nos genes da leptina e GH; o terceiro grupo em estudo (BufBA) era proveniente de
um rebanho bubalino estabelecido no Municipio de Sdo Sebastido do Passé, Bahia. Foram avaliadas
37 bufalas que foram genotipadas para a identificacdo de polimorfismo no gene da leptina.

Colheita de material e extracdo de DNA

Amostras de sangue total dos animais avaliados foram colhidas sem adicao de anticoagulante por
puncdo venosa da veia caudal com auxilio de tubos de polipropileno para coleta a vacuo. A
extracao de DNA se deu a partir da quebra mecéanica do codgulo sanguineo segundo a metodologia
descrita por Brito et al. (2006). Para extracdgo de DNA das amostras a partir do codagulo
centrifugado utilizou-se kit comercial GFX™ Genomic Blood DNA Purification (Amershan Pharmacia
Biotech, UK), seguindo as recomendacdes do fabricante. Em um microtubo de 1,5 mL foram
colocados 300 uL de sangue e 900 uL de solucdo de lise. A amostra foi homogeneizada e
centrifugada a 12.000 rpm por 20 segundos e o sobrenadante foi descartado. 500 uL de solucao
de extracao foram adicionados para incubar em temperatura ambiente por 5 minutos. O volume
eluido foi desprezado e novamente foram adicionados 500 uL de solucdo de extracdo na coluna,
sendo submetida as mesmas condicoes de centrifugacao anteriores. O contelido do tubo coletor foi
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novamente descartado e 500 uL de solucao de lavagem foram adicionados para a centrifugacao a
8.000 rpm durante 3 minutos. A coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL, limpo e livre
de enzimas que possam decompor o DNA. Apds essa etapa, 100 uL de Tris-EDTA (TE) aquecido a
70°C foi adicionado e incubado por 1 minuto em temperatura ambiente. A solucdo de DNA foi
obtida apds a centrifugacao a 5000 rpm por 1 minuto. O material extraido foi estocado a — 80°C
até o momento da andlise. A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose a 1%.

Padronizacao e otimizacdo do ensaio PCR-RFLP para o gene da leptina e GH

Para a realizacdo da reacao em cadeia da polimerase (PCR) foram identificadas trés sequéncias
nucleotidicas iniciadoras (primers) estabelecidas a partir da regido promotora e do exon 1 do
gene da leptina bubalina (Genbank acess number AY495586). As sequéncias nuclotidicas
iniciadoras foram estabelecidas a partir do software de andlise de sequéncias nucleotidicas
Gene Runner®.

O par de primer LEPTBU1, foi o escolhido para a utilizacdo das amplificacbes do gene da
leptina por demonstrar maior eficiéncia nas reacées de PCR. Os primers GH1 e GH2 foram
desenhados e descritos por Mitra et al. (1995) com base na sequéncia do gene GH bubalino
(Genbank acess number AJO11533). As enzimas de restricdo utilizadas no ensaio de anélise
dos fragmentos de restricdo também foram selecionadas pelo programa Gene Runner®, de
acordo com a regidao de amplificacao dos genes (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias dos pares de bases dos iniciadores e enzimas de restricao selecionadas
para os genes da leptina e do GH.

Nome do primer Sequéncia Posicdo no gene Tamanho (pb) Enzima de restricdo

5’-CTGACTTTCCTTACCCCT-3’
LEPTBU 1 1-473 pb 474 pb Bfa |
5’-ATAGCCGCCGAAGCACAAC-3’

5’-GGTTTCAGCCATACTTGC-3’
LEPTBU 2 1 -543 pb 544 pb Bfa |
5-ACTTACCTCGCTGCTGCT GG-3’

5’-CATCCAGCAAACAGTAGAC-3’
LEPTBU 3 1 - 565 pb 566 pb Bfa |
5’-AGGAGAAAGGAGAGAGCC-3’

5’-GCTGCTCCTGAGGGCCCTTCG-3’
GH 1-222pb 223 pb Alul
5'-GCGGCGGCACTTCATGACCCT-3’

Fonte: Elaborada pelos autores.

As varidveis otimizadas para a padronizacdo da reacdao de PCR foram: temperatura de
anelamento dos primers, quantidade de DNA e nimero de ciclos. As reacdes foram realizadas
em volume total de 30 pyL. Os componentes e programas das reacoes de amplificacdo estdo
apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Eletroforese em gel de agarose

As corridas eletroforéticas foram realizadas utilizando-se cerca de 5 pL do produto de
amplificacdo com adicdo de 3 yL de tampao de corrida (Tris-HCI O, 1 mM, pH 6, 8; azul de
bromofenol 0,125%; glicerol 50%) em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo
(0,5 wg/mL) utilizando-se tampao tris borato edta (TBE) 1X, aplicando-se uma corrente de
140V/50mA por aproximadamente 30 minutos. Os produtos amplificados foram identificados
por comparacao com marcadores de peso molecular de 100 pares de bases (Ladder-Gibco BRL),
em transluminador sob luz ultravioleta e fotografados com sistema de fotodocumentacao LGC-
030.
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Tabela 2. Componentes e concentracdes finais de componentes da PCR para os primers
LEPTBU1 e GH.

Leptina GH
Componentes Volume Concentracdo Componentes Volume Concentracdo
P (L) final P (L) final
PCR Mastermix (Ready 15 ) PCR Mastermix (Ready 15 _
Mix™,Sigma) Mix™, Sigma)
LEPTBU 1 1,2 10 uM GH 1 1,0 20 uyM
LEPTIBU 2 1,2 10 uM GH 2 1,0 20 uM
DNA 7 100-150 ng/pL DNA 7 100-150 ng/pL
Agua livre de nucleases 5,6 - Agua livre de nucleases 6 -

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 3. Condicdes de amplificacdo utilizadas para os primers LEPTBU1 e GH.

Etapas Primer LEPTBU1 Primer GH
Temperatura Tempo N° de ciclos | Temperatura Tempo N° de ciclos
Desnaturacao inicial 96 °C 180 seg 1 94 °C 180 seg 1

Amplificacdo 35 35
Desnaturacao 94 °C 60 seg 94 °C 45 seg
Anelamento 55 °C 60 seg 61 °C 60 seg

Extensao 72 °C 60 seg 70 °C 60 seg
Resfriamento 4 °C °0 4 °C o0

Fonte: Elaborada pelos autores.

Padronizacao do ensaio RFLP para os genes da leptina e GH

Apés a amplificagdo dos fragmentos dos genes da leptina e GH os mesmos foram submetidos
a digestdo com endonucleases de restricdo com 2U da enzima Bfa | (para o fragmento
amplificado pelo primer LEPTBU1) e com 4U da enzima A/u | (para o fragmento amplificado
pelo primer GH).

As reacbes de digestdao foram incubadas por 3 horas a 37°C para ambas enzimas. A
verificacdo da clivagem foi feita em gel de agarose 2,5% corado com brometo de etidio, sob
eletroforese realizada com tampao TBE 1X, 180 V e posterior visualizagdo em transiluminador
sob luz ultravioleta. Os tamanhos dos fragmentos obtidos da digestdo foram estimados
utilizando-se marcador de peso molecular 100 pb (Easy Gen).

As Figuras 1 e 2 apresentam os mapas dos genes da leptina e GH bubalinos, demonstrando a
localizacao da regidao de amplificacdo pelos respectivos primers e sitios de corte das enzimas.
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Primer LEFTEU 1

3

337

Figura 1. Mapa genotipico da sequéncia nucleotidica do gene da leptina bubalina (Genbank acess number
AY495586) com a posicédo do primer LEPTBU1 e o sitio da enzima de restricdo Bfal (E1= exon 1, I1 = intron
1).

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 2. Mapa genotipico da sequéncia nucleotidica do horménio do crescimento bubalino (Genbank acess
number AJO11533) com a posicdo do primer GH e o sitio da enzima de restricdo Alu | (E1= exon 1, I1=
intron 1, E2= exon 2, 12 = intron 2, E3= exon 3, I3 = intron 3, E4 = éxon 4, 14= intron 4 e E5 = éxon b5).
Fonte: Elaborada pelos autores.

Determinacdo das frequéncias alélicas, genotipicas, erro padrdo, heterozigosidade
e teste do x* para equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas por contagem simples dos alelos
visualizados em gel de agarose. A frequéncia alélica p e g corresponde aos dois alelos a e b
resultantes da anélise RFLP. As frequéncias alélicas, genotipicas, erro padrao,
heterozigosidade e teste )(2 (p<0,05) para aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg foram
estimados conforme procedimento descrito por Weier (1990), a partir das seguintes
equacoes:
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Frequéncia alélica (f):

(4) = 2Naa+ Nas
P = 2N

(8) = ZNee+ Nae
P 2N

a) Erro padrao da frequéncia alélica (EP)

||F‘L' (1— pi)
EPp = EPg = |———
WI 2N

b) Frequéncia genotipica (F)

Naa
F(44)=—
(AA) N
Nap

F(AEB) =—
(AB) N
Nee
F(EE)=—
(BB) N

c) Heterozigosidade (H)

Hzl_ZFoii

d) Heterozigosidade esperada (He)

H=1- Zpif

e) Teste )(2 para equilibrio de Hardy-Weinberg

X=73

[ﬂoi_;l' - ﬂ'az’_;l'j 2]
ﬂm'_;.'

Sendo que:

Naa = NUmero de animais de gendtipo AA

Nse = Numero de animais de genétipo BB

Nas = Numero de animais de genétipo AB

N = Numero de animais da amostra

p = Frequéncia do alelo A

qwe = Frequéncia do alelo B

pi = Frequéncia do alelo i

Foi = Frequéncia observada do homozigoto ii

noi = NUmero de animais observados da classe genotipica ii
nei = NUmero esperado de animais da classe genotipica ii
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Resultados e discussao

Extracdo de DNA

O protocolo utilizado para a extracdo de DNA mostrou-se eficiente, rapido e de facil execucao.
O DNA extraido foi visualizado em gel de agarose a 1% (Figura 3), ndo sendo necesséria a
realizacao de tratamentos subsequentes para purificacdo das amostras de DNA obtidas.

Foto: Audrey Bagon

Figura 3. Amostras 1, 2, 3 e 4 de DNA gendmico total extraido
de sangue bubalino em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio.

Amplificacdo por PCR, andlise RFLP e frequéncias alélicas para os genes da
Leptina e GH

Gene da Leptina

O primer LEPTBU 1 amplificou uma banda bem definida de 474 pb e as anélises de RFLP-PCR
realizadas com a enzima Bfal, resultaram em 3 padroes de digestao (Figura 4). O primeiro,
contendo o fragmento nao digerido de 474pb, correspondente ao homozigoto W/W. O
segundo apresentou um fragmento nao digerido de 474pb e dois outros fragmentos de 339pb
e 135pb, correspondente ao heterozigoto W/P, e o terceiro padrao exibiu apenas os
fragmentos de 339pb e 135pb correspondente ao homozigoto P/P.

el e L o8 WO o ol aCy 0 Sbl

W/P W/P W/P W/W W/P P/P W/W W/PW/P W/P

| 500 pb

Foto: Audrey Bagon

Figura 4. Padroes de RFLP-PCR do gene da leptina
bubalina realizado com a endonuclease de restricdo Bfa |,
onde, pocgo (1), heterozigoto WP; poco (2), heterozigoto
WP; poco (3): heterozigoto WP; poco (4) homozigoto
WW; poco (5) heterozigoto WP; poco (6) homozigoto PP;
poco (7) homozigoto WW; poco (8) heterozigoto WP;
poco (9) heterozigoto WP; poco (10) heterozigoto WP;
poco (11) marcador de pares 100 pares de base.
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Gene GH

A reacao de amplificacdao do fragmento do gene GH bubalino, resultou em um amplicon de
223 pb com mesmo padrao de migracao relatado por Shi et al. (2012), Jesus e Ramos (2008)
e Mitra et al. (1995).

O resultado da digestao do fragmento amplificado com a enzima A/u | gerou os fragmentos de
223, 171 e 52 pb correspondentes ao gendtipo heterozigoto W/P. A banda com 52 pb nao
era visivel claramente no gel de agarose por conter menos de 100 pb. Outro genétipo
encontrado foi o W/W denominado homozigoto polimérfico, pois as duas fitas de DNA
apresentaram sitio de restricao para a enzima A/u |I. A auséncia do genétipo homozigoto P/P
deste estudo, provavelmente se explica pelo nimero limitado de animais. Tiwari e Garg
(1998) demonstraram que o genétipo heterozigoto W/P desse gene corresponde a Leucina/
Valina. O genétipo homozigoto W/W resulta nos aminoacidos Leucina/Leucina e o homozigoto
P/P representa Valina/Valina.

Os resultados encontrados neste trabalho coincidem com os obtidos por Jesus e Ramos
(2008) e Tiwari e Garg (1998), indicando a mesma ocorréncia do sitio reconhecido pela
enzima Alu |, porém nao estdao em concordancia com o verificado por Otaviano et al. (2004) e
Mitra et. al. (1995), onde os autores identificaram a ocorréncia somente do gendtipo W/W.

A Figura 5 mostra o padrdao de bandas obtido apds a digestao enzimatica com a endonuclease
de restricao Alu 1.

1 2 3 4 5 6 7 8

W/P W/P  W/P W/W W/W W/W W/P

Foto: Audrey Bagon

L 500 pb

Figura 5. Padrées de RFLP-PCR do gene GH bubalino
realizado com a endonuclease de restricdo Alu |, onde: poco
(1) heterozigoto WP; poco (2) heterozigoto WP; poco (3)
homozigoto WW; poco (4) homozigoto WW,; poco (5)
homozigoto WW,; poco (6) homozigoto WW,; poco (7)
heterozigoto WP; poco (8) marcador de 100 pares de base.

As frequéncias genotipicas e alélicas correspondentes a andlise dos polimorfismos tipo RFLP
observados para o gene da leptina e para o gene GH foram estimadas e estao apresentadas na
Tabelas 5. Os valores de Qui-quadrado (X?) calculados para cada grupo bubalino avaliado sdo
apresentados na Tabela 6.
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Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas observadas nos rebanhos bubalinos avaliados.

Leptina/Bfa | | WW (n=19) iWP(n=30)§PP (n=2) | Ww (n=18)§WP(n=21) i PP (n=1) | WW (n=27)§WP(n=7) i PP (n=3) | W P W P w i P
37,26 | 5882 | 3,92 45 | 525 | 25 72,97 | 1892 | 811 [66,67|33,33]71,25/28,7582,43{17,57
WW (n=2) WP (n=25) WW (n=7) WP (n=23) w P w P
GH/Alu |
7,41 92,59 23,33 76,67 53,7 | 46,3 | 61,67 | 38,33
n= numero de animais
Fonte: Elaborada pelos autores.
Tabela 6. Valores de Qui-quadrado (x?) calculados para cada grupo bubalino avaliado.
Buf1Med 0,25 0,37
Buf2Med 0,37 0,38
BufBA 0,41 -

Fonte: Elaborada pelos autores.
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A diferenca néo foi significativa (P>0,05) entre os valores do X? calculados para cada um dos
grupos experimentais e o valor de X2 tabelado, concluindo-se que as populacdes estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo no gene da leptina. A auséncia do gendétipo
homozigoto P/P deste estudo, demonstrou que para o polimorfismo no gene GH, as
populacdes ndo estavam em equilibrio genético.

Na maior parte dos animais pertencentes ao grupo Buf1Med e Buf2Med observaram-se
gendtipos heterozigotos para os fragmentos digeridos nos genes da leptina e do GH, conforme
foi apresentado na Tabela 5.

Para os gendtipos das amostras provenientes dos bubalinos estabelecidos na Bahia, observa-
se a presenca de 72,97% animais homozigotos (W/W). O aumento da proporcdo de
homozigose representa baixa diversidade na populacdo, o que pode vir a ser um problema
para a manutencao do rebanho, uma vez que a consanguinidade parece ser elevada.

Em estudos de caracterizacao de polimorfismos genotipicos, a selecdao dos animais a serem
genotipados e o tamanho amostral sdao questdes importantes, uma vez que o numero de
individuos é influenciado pela frequéncia do polimorfismo na populacao (TRAINA et al., 2010).
Outros estudos relacionados a selecdao de matrizes bubalinas superiores assistidas por
marcadores moleculares devem ser realizados a partir destes resultados para tentar associar
esses polimorfismos com caracteristicas de interesse econdémico em rebanhos bubalinos, onde
espera-se identificar os melhores genétipos bubalinos para producao de carne e leite, os quais
serdo disponibilizados aos produtores por meio da oferta de semén e embrides provenientes
de bubalinos genotipados para caracteres de interesse pecuario .

Conclusoes

—_

. A utilizacao da técnica de RFLP-PCR com as enzimas Bfal e Alul demonstrou-se eficiente na
genotipagem dos animais, podendo ser aplicada em estudos de associacdo com
caracteristicas de interesse econémico em bubalinos.

2. Detectou-se a presenca de polimorfismos para ambos os genes nos grupos bubalinos
estudados.

3. Para o gene LEPTINA, os alelos W e P nao apresentaram frequéncias muito préximas, e o
gendtipo prevalente na populacdo foi o heterozigoto LEPYYW,

4. N3o foi detectado o genétipo GH™ (Valina/Valina) na populacdo estudada”.

5. Nas populactes avaliadas, a distribuicao genotipica estava em equilibrio de Hardy-Weinberg
apenas para o polimorfismo no gene da leptina.
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