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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi a padronizacdo do painel de microssatélites para testes
de identificagdo genética e de paternidade bubalina, bem como o0 uso do mesmo em estudo
de caracterizacdo genética, por meio das andlises de variabilidade e distancia entre as
quatro racas bubalinas reconhecidas pela Associa¢do Brasileira de Criadores de Bufalos
(Carabao, Jafarabadi, Mediterrdnea e Murrah) e de mesticos de bufalos criados no Brasil.
Foram avaliados 590 bufalos por meio de 20 marcadores microssatélites recomendados
pela ISAG/2010 (International Society Animal Genetics). O painel principal padronizado
com 13 marcadores microssatélites apresentou elevado PIC (0,6). Os dados confirmam a
confiabilidade e a eficiéncia dos marcadores analisados tanto para testes de identificacio
genética quanto para o de genealogias. Para a caracterizagdo genética de bubalinos foram
utilizados os 20 marcadores. Foi observado pequeno déficit de heterozigosidade
(Fis=0,077), porém as populagdes apresentaram estrutura genética intermedidria
(Fst=0,163). Houve desvio de HW em 15 dos 20 marcadores microssatélites. Estes dados
podem ser devido ao reduzido nimero de propriedades, a selecdo de touros, ao elevado
indice de endogamia e ao cruzamento entre bufalos de Rio e de Pantano, quando foram
introduzidos no Brasil. O resultado do estudo da caracterizagdo genética da estrutura
populacional determinou a formagao de dois clusters, ou seja, total separacdo entre as duas
variedades bubalinas, bufalos de Rio (Bubalus bubalis var. bubalis) e de Pantano (B.
bubalis var. kerebau). Estas informagdes sobre a caracterizacdo genética sdo necessdrias
para programas de conservacdo genética e para um adequado programa de melhoramento
genético bubalino.

Palavras-chave: bubalinos brasileiros, teste de DNA, caracteriza¢do genética, marcadores
microssatélites, estrutura populacional.



ABSTRACT

The aim of this study was to standardize a microsatellites panel for buffalo genetic
identification test as well as the study of genetic characterization by means of analyzes of
variability and distance amog the four buffalo breeds recognized by the Brazilian
Association of Builders Buffaloes (Carabao, Jaffarabadi, Mediterranean and Murrah) and
crossbred buffaloes raised in Brazil. Were evaluated 590 buffaloes using 20 microsatellite
markers recommended by ISAG/2010 (International Society for Animal Genetics). The
panel of 13 microsatellite markers developed exhibited high PIC (0.6). The data confirm
the reliability and efficiency of the markers analyzed for genetic identification tests as to
the genealogy. To evaluate the genetic characterization were observed a low
heterozygosity deficit (Fis = 0.077), but the populations had intermediate genetic structure
(Fst = 0.163) . There was deviation from HW in 15 of 20 microsatellite markers. These
data may be due to the small number of properties, the selection of bulls, the high level of
inbreeding , the possibility of sharing the same common ancestor and the Buffaloes cross
between Rio and Marsh , when introduced in Brazil . The population structure determined
k = 2, featuring full separation between the two varieties of buffaloes, Bubalus bubalis var

bubalis and B. bubalis var. kerebau, River and Wamp buffaloes, respectively. This

information on the genetic characterization are necessary for the development of genetic
identification and paternity testing for complementation of genetic conservation programs
and an appropriate program of buffalo breeding .

Key-words: Brazilian buffaloes, DNA testing, genetic characterization, microsatellite
markers population structure.
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INTRODUCAO GERAL

O bufalo (Bubalus bubalis) é uma espécie doméstica que vem ganhando espaco no cendrio
da pecudria nacional e também do publico em geral devido as propriedades saudaveis de
seus derivados como a carne que apresenta 55% menos calorias € 40% menos colesterol
que a carne bovina.

No Brasil, a Embrapa, em 2013, apontou um crescimento de 10 a 12% ao ano no rebanho
bubalino em relagdo ao rebanho bovino e os altos indices produtivos vém atraindo cada vez
mais criadores (IBGE). Entretanto, até o momento, ndo hé registros sobre a caracterizacao
genética bubalina no Brasil que possam vir a auxiliar nos programas de melhoramento
genético animal, como € o caso de teste de DNA.

A andlise de DNA tem como um dos objetivos a identificacido genética do individuo como,
por exemplo, o teste de paternidade. O perfil genético é obtido pela andlise do material
genético extraido a partir de diferente tecidos (como por exemplo: foliculo piloso, sangue,
sémen, tecido, dente, 0sso ou saliva).

Para a realizacdo do teste de DNA, faz-se necessdrio estudo prévio de um painel de
marcadores microssatélites, que devem ser marcadores co-dominantes, abundantes no
genoma, altamente informativos e multialélicos, que permitem identificar geneticamente
individuos e populagcdes. A composicao genética de uma populacdo pode ser obtida a partir
do célculo das frequéncias alélicas para cada marcador microssatélite utilizado.

Com auxilio de programas estatisticos sdo gerados dados tanto da variabilidade genética
(frequéncia alélica, nimero total de alelos, nimero efetivo de alelos, probabilidade de
exclusdo de falso parentesco, conteido de informagdo polimérfica, heterozigosidades
observada e esperada, Equilibrio de Hardy-Weinberg) quanto da distancia genética
(estatistica-F ou indice de endogamia, andlise da variancia molecular/AMOVA e método
Bayesiano que fornece dados sobre a pureza das ragas). Dessa maneira, sdo geradas
informacdes sobre a magnitude de diferenciacio e das relagdes de variabilidades genéticas
inter e intra-raciais e entre populacdes. Obtendo-se assim, a caracterizacdo, a estrutura
genética da populacdo, da raca, sendo este denominado estudo de Genética de Populacdes.

Grande impacto do sistema reprodutivo pode ocorrer quando este € realizado de maneira
incorreta podendo aumentar a taxa de endogamia e, consequentemente a homozigose,
ocorrendo fixacdo e expressdo de genes indesejaveis na populacdo. O controle da
endogamia pode ocorrer com o auxilio da identificacao genética.

Deste modo, ha a necessidade de maior controle dos pedigrees dos rebanhos de animais de
interesse zootécnico, via testes de DNA, pois a existéncia de erros na genealogia pode
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comprometer o ganho genético estimado para a progénie de um rebanho em programas de
melhoramento animal, ocasionando perdas econdmicas.

Em bufalos, um grande nimero de microssatélites estd sendo caracterizado e mapeado. No
entanto, pouco se conhece sobre sua efetividade em testes de identificacdo genética e de
paternidade, como ja ocorre em bovinos, caprinos, equinos € ovinos.

Portanto, este trabalho teve como objetivo padronizar um painel de marcadores
microssatélites com a finalidade de seu emprego nos testes de identificagdo genética e
controle de genealogias em bubalinos, como os ja existentes para outras espécies de
animais. Além disso, caracterizar geneticamente a estrutura populacional das quatro racas
bubalinas reconhecidas pela Associagdo Brasileira de Criadores de Bufalos, ABCB
(Carabao, Jafarabadi, Mediterranea e Murrah) e mesticos de bufalos criados no Brasil.
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CAPITULOI - Origem bubalina no Brasil

1. Introducao

Os bufalos (Bubalus bubalis) foram domesticados no terceiro milénio a.C., na
Mesopotamia, e no segundo milénio a.C., na China. Durante a Idade Média, os bifalos
foram introduzidos na Europa, extremo Oriente e Africa. No Brasil, eles chegaram entre
1870 e 1890, através da Ilha de Marajo, no estado do Pard (Zava, 1946). No Brasil, estes
animais tém uma histdria recente, ao se comparar com o tempo de exploracdo bovina em
nosso pais. As primeiras criacoes de bufalos surgiram com a chegada dos primeiros
animais ao Brasil, hd cerca de um século. Das vdrias racas existentes no mundo, a
Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos, ABCB, reconhece somente quatro:
Carabao, Jafarabadi, Mediterrianea e Murrah (ABCB, 2010). O rebanho nacional vem
crescendo de maneira constante e significativa e, o que € mais representativo, em todas as
regides do Pais, o que derrubou o estigma de que a criacdo deste animal sé era possivel na
regido Norte do Brasil na qual, de fato, possui o maior rebanho (IBGE, 2013). Apesar do
crescente aumento do rebanho bubalino, pouco se sabe sobre sua variabilidade genética
que ¢é necessdria para o desenvolvimento de testes de identificacio genética e de
confirmacdo de genealogia, bem como a utilizacdo do mesmo para estudo da genética de
populagdes.

2. Origem bubalina

O ancestral mais provavel do bufalo doméstico € o biifalo selvagem indiano Arnee ou wild
buffalo, Bubalus arnee (Keer), em 1792, que habitava o Sul da Africa e, provavelmente, o
Norte da India, Sri Lanka e Indochina (Zava, 1946; Cockrill,1974). Segundo Zhang et al.
(2011), ha forte evidéncia de que tanto os Bufalos de Rio quanto os de Pantano sdo
descendentes do B. arnee, sendo que evidéncias genéticas apontam claramente
domesticacdes independentes entre ambas as variedades.Possivelmente, os bufalos foram
domesticados durante o terceiro milénio a.C., na Mesopotamia e vales Hindus e, na China,
durante o segundo milénio a.C. Muitas das ragas existentes hoje, com suas caracteristicas
bem definidas, desenvolveram-se por meio de sele¢do natural durante um longo periodo
(Cockrill, 1974).

A chegada dos bufalos no Brasil foi caracterizada por entradas de pequenos lotes de
animais em épocas distintas. A primeira introducao foi de bufalos Carabao ou Rosilhos, se
deu na Amazonia, em 1890. Em fevereiro de 1895, sdo confirmadas outras importagdes de
bufalos pretos ou da raca Mediterranea advindos de Roma, para a Ilha de Maraj6, de
melhores aptidoes leiteiras e comportamento mais doécil (Zava, 1946; CNPL, 1958;
Santiago, 1960).



16

Em meados de 1902, houve a entrada de novo lote de bufalos pretos ou Mediterraneos, de
origem italiana. Em 1906, bufalos do tipo “Rosilho”, mais tarde identificados como
Carabao, foram importados para a ilha de Maraj6 e, atualmente esta raca € utilizada em
quase todo o oriente e na regido norte do Brasil. Em 1907, foram introduzidos, em
Alagoas, bufalos castanhos, pretos e com manchas brancas, também denominados de
Carabao e provavelmente vindos do sudeste da Asia. Nos anos seguintes, foram realizadas
outras importagdes por criadores da Ilha de Marajé, do Baixo Amazonas e de outros
estados do Brasil (Santiago, 1960; Albuquerque et al., 2006). Nesta época, houve rapida
propagacdo da espécie e surgimento de considerdvel mesticagem entre bufalos pretos e
“Rosilhos” realizada pelos pecuaristas Marajoaras (CNPL, 1958; Santiago, 1960). No Sul
do Brasil, os bifalos foram introduzidos em 1908, mas desapareceram sem formar
rebanho por terem sido poucos animais (CNPL, 1958).

Em 1918, foram importados da India dois casais de buifalos, com predominancia de sangue
Jafarabadi, para Uberaba/MG, cujos criadores mantiveram esta raga pura. Produtores de
gado zebu introduziram em Franca/SP, em 1920, dois casais da raca Murrah de pureza
racial incerta, pois sua criagdo era em conjunto com os da racga Jafarabadi, em Uberaba. Em
1947, em Sao Miguel Arcanjo/SP, foram adquiridos dois machos e 20 matrizes novas,
depois mais 10 fémeas da raga Jafarabadi compradas em Cassia/MG e 30 vindas da
Fazenda de Matarazzo, portanto da mesma origem de seu rebanho (Santiago, 1960).

Por muito tempo, com exce¢dao da regido de Uberaba e de Sao Miguel Arcanjo, que
mantiveram seus animais da raca Jafarabadi puros (importacdes de 1918 e 1947), a maior
parte dos criadores dispunha de animais cruzados. Alguns animais apresentavam
caracteristicas mais definidas de origens indiana ou italiana (Santiago, 1960; Marques,
2000; Albuquerque et al., 2006).

A partir da importagdo de 20 bufalos indianos puros e rigorosamente selecionados, das
racas Murrah e Jafarabadi, em 1962, para os estados de Sao Paulo e Parand, é que a
bubalinocultura vem se consolidando como uma opg¢do pecudria relevante no Brasil. Em
1989, foram feitas importacdes de animais da raca Mediterranea, da Itdlia, para os estados
de Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Bahia, da mesma forma que sémen de reprodutores
Murrah e Mediterraneo foram importados pela Embrapa, da Itdlia e da Bulgéria (Santiago,
1960; Albuquerque et al., 2006).

Estes dados demonstram qudo diversificada é a origem dos bufalos brasileiros (embora
poucos animais tenham dado origem ao efetivo populacional existente, hoje, no rebanho
nacional. Segundo Albuquerque et al. (2006) e Marcondes et al. (2011) este fato poderia
explicar os elevados indices de consanguinidade, especialmente no rebanho ‘“elite”, bem
como nos demais rebanhos. Além de, possivelmente, possuirem o mesmo ancestral
comum, o bufalo Arnee (Zhang et al., 2011).



17

Apesar de serem conhecidas 18 racas bubalinas na India, a Associacdo Brasileira de
Criadores de Bufalos (ABCB) reconhece apenas quatro: a Mediterranea (de origem
italiana, dupla-aptiddo, carne e leite), a Murrah (de origem indiana, aptidao leiteira) e a
Jafarabadi (de origem indiana, dupla-aptidao, carne e leite), denominados Bifalos de Rio
(B. bubalis var. bubalis) e a Carabao (de origem asiatica, norte das Filipinas, dupla aptidao,
carne e tragdo), pertencente ao grupo de Bufalos de Pantano (B. bubalis var. kerebau)
(ABCB, 2010).

Portanto, o Bufalo de Rio € caracterizado como bifalo doméstico (caridtipo 2n=50
cromossomos), engloba rebanhos da India, Paquistdao, China, Turquia, de varios paises da
América e da Europa. J4 o Pantano (swamp buffalo), encontrado na Malésia, Indonésia,
Filipinas, Ceildo e Tailandia, apresenta cariétipo 2n=48. O hibrido de Carabao com as
demais racas bubalinas apresenta cariétipo 2n=49 acarretando baixas taxas de fertilidade
(Zava, 1946; Cockrill, 1974; Marques, 2000; Albuquerque et al., 2006). Este hibridismo
ocorre devido ao cruzamento entre individuos da mesma espécie, porém entre subespécies
diferentes.

3. Demografia bubalina no Brasil

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2013), a
populacdo mundial de bufalos foi estimada em pouco mais de 192 milhdes de cabecas em
2011, sendo que cerca de 187.359 milhdes, 3.819, 1.205 e 0.372 milhdes, encontram-se,
respectivamente, em paises do continente asidtico, africano, americano e europeu (Gréfico

1).

N de cabecas bubalinas/continente
0.63%
| M Asia
M Africa
\ | Ameéricas
H Europa
97.2%

Grafico 1: Numero de cabecas bubalinas por
continente. Fonte: FAOSTAT (2013)
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O Brasil ¢ o maior centro de criacio de bufalos das Américas, totalizando 1.261.922
cabecas, em 2012 (IBGE, 2013). O Gréfico 2 representa o crescimento gradativo da
populacdo bubalina no Brasil, a partir de 2007 (IBGE, 2007- 2013).
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Griafico 2: Efetivo do rebanho bubalino brasileiro, de 2007 a 2013
Fonte: IBGE (2007-2013) - modificado

Conforme apresentado na Tabela 1, o rebanho nacional vem se consolidando em todas as
regides do pais, derrubando o estigma de que a criagdo deste animal s6 era possivel na
regido Norte do Brasil que, de fato, possui o maior rebanho (IBGE, 2013).

Tabela 1: Efetivo do rebanho bubalino, nas cinco regides do
Brasil, em 31/12/2013

Regido N° Cabecas Porcentagem (%)
Norte 808.133 64,04
Sudeste 144.986 11,49
Nordeste 122.263 9,69
Sul 113.192 8,97
Centro-Oeste 72.598 5,81
TOTAL 1.261.922 100

FONTE: IBGE (2013) — adaptado

Estes niimeros indicam que o quadro nacional da bubalinocultura tende a mudar a médio e
longo prazo. Dessa forma, hd necessidade de mais estudos nesta espécie, como ja vem
ocorrendo, nas mais diversas dreas, como na biotecnologia da reproducdo, doencas
patoldgicas e hereditdrias, identidade genética e controle qualidade de carne, leite e
derivados. Determinando, assim, um registro apropriado do rebanho nacional, uma vez que
o Brasil detém o maior rebanho da espécie do Ocidente (Vieira et al., 2011).

z

Diante desse cendrio, a caracterizagdo genética é um pré-requisito essencial para
estabelecer programas de conservacdo genética, pois permite analisar os niveis de
variabilidade genética entre e dentro de populagdes e conhecer a atual estrutura genética da
raca ou de seus remanescentes (Pires, 2012). Desta maneira tem-se o controle do volume
de informacdes sobre a estrutura populacional e o que se deve ou ndo fazer para se
conservar genética e adequadamente determinada raca.
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Na espécie bubalina (B. bubalis) grande nimero de microssatélites estd sendo
caracterizado e mapeado em todo o mundo, no entanto, pouco se conhece sobre sua
efetividade em testes de identificacdo genética bubalina e de confirmacdo de genealogia,
bem como sobre utilizd-lo em estudos da caracterizagdo genética da estrutura de
populacdes de bufalos criados no Brasil. Assim sendo, faz-se necessario a padronizagao de
um painel de marcadores microssatélites com a finalidade de testes de identificacdo
genética e de genealogias, bem como a validade efetivacdo internacional do mesmo.
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CAPITULO II - Padronizacio de painel de marcadores microssatélites para testes de
identificacido genética e de paternidade bubalina

RESUMO

Atualmente, o tamanho do rebanho bubalino brasileiro (Bubalus bubalis) é de 1.261.922.
Apesar deste fato, o controle genealdgico ainda € um dos problemas em programas
brasileiros de selecdo e de melhoramento animal. O teste de DNA € importante para que se
possa desenvolver um sistema que permita a certificacdo genealégica, bem como as
inegéaveis identificacOes individuais e de paternidade. O presente estudo teve como
objetivo padronizar um painel de marcadores microssatélites para testes de identificagdo
genética e controle de genealogia em bufalos criados no Brasil por meio de 20
microssatélites recomendados pela ISAG/2010. Foram avaliados 590 biifalos (Jafarabadi,
n=58; Mediterranea, n=185; Murrah, n=190; Carabao, n=76 e Mesticos, n=81). Foram
detectados 219 alelos para a populagdo como um todo, sendo que o nimero de alelos
variou de cinco (CYP21) a 31(ETH3). Os dados médios da He (0,768) e PIC (0,739)
confirmaram elevado grau de polimorfismo. Houve desequilibrio de HW em 15 dos 20
microssatélites analisados, possivelmente pelo reduzido nimero de rebanhos analisados,
selecdo de touros para o uso de inseminagdo artificial e, consequente déficit de
heterozigosidade (Fis=0,077), ou seja, devido a endogamia existente nos rebanhos
estudados. O valor médio da PE foi de 99,99%, confirmando a eficacia dos microssatélites
para testes de DNA. O painel definido como padrdo foi composto por 13 marcadores
microssatélites sendo encontrados 125 alelos com variacdo de cinco (CYP21) a 18
(CSSM47), com média de 9,62 por microssatélite. Todos os marcadores microssatélites
foram altamente polimérficos, com PIC variando de 0,613 (CYP21) a 0,863 (BM757),
obtendo média de 0,736. Confirmando estes dados tém-se os valores médios das
heterozigosidades (Ho=0,642; He=0,766) e o da probabilidade de exclusao de falso
parentesco (PE=99,99%). O painel proposto mostrou-se eficaz em testes de identifica¢do
genética e de paternidade em buifalos criados no Brasil.

Palavras-Chave: Bubalus bubalis, testes de identificagao genética e de paternidade, painel
de marcadores microssatélites
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ABSTRACT

Currently , the size of the Brazilian herd buffaloes ( Bubalus bubalis ) is 1.261.922.
Despite this fact, the genealogical control is still one of the problems in Brazilian
programs of selection and animal breeding. DNA testing is important so that we can

develop a system that allows family certification as well as the undeniable individual
identification and paternity. The present study aimed to standardize a panel of
microsatellite markers for genetic identification and control genealogy tests in buffaloes
raised in Brazil by 20 microsatellites recommended by ISAG/2010. 590 buffaloes were
evaluated (Mediterranean, n=185; Murrah, n=190; Carabao, n=76, Crossbred, n=81
and Jaffarabadi, n=58 ). 219 alleles were detected in the population as a whole, with the
number of alleles ranged from five (CYP21) to 31 (ETH3). Average values of He (0.768)
and PIC (0.739) confirmed a high degree of polymorphism. Was HW disequilibrium in 15
of the 20 analyzed microsatellite possibly due to the small number of herds analyzed ,
selection of bulls for artificial insemination and consequent deficit of heterozygosity
(Fis=0.077) , or due to inbreeding in the herds studied . The average PE was 99.99%,
confirming the effectiveness of microsatellites for DNA testing . The panel developed is
composed of 13 microsatellite markers and found 125 alleles ranging from five (CYP21) to
18 (CSSM47) per locus, average 9.62. All microsatellite markers were highly polymorphic
with PIC ranging from 0.613 (CYP21) to 0.863 (BM757), obtaining an average of 0.736.
These data have the mean values of heterozygosity (Ho=0.642, He=0.766) and the
probability of false parentage exclusion (PE = 99.99 %). However, it was observed HW
deviation in 10 markers and the presence of inbreeding (Fis=0.042), but these data did not
influence the allelic polymorphism . In view of the proposed by this study, the panel
developed is effective genetic testing in paternity identification and buffaloes raised in
Brazil .

Key words: Bubalus bubalis, genetic identification and paternity tests, microsatellite
markers panel
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1. Introducao

No Brasil, sd@o reconhecidas pela Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB)
quatro ragas pertencentes a espécie Bubalus bubalis, a qual € dividida em dois grupos:
Bufalos de Rio (B. bubalis var. bubalis), racas Mediterranea, Murrah e Jafarabadi e,
Bufalos de Pantano (B. bubalis var. kerebau), raga Carabao que encontra-se conservada no
Brasil, porém em vias de extingdo (Paulin E Ferreira Neto, 2008; Albuquerque et al.,

2006).

Atualmente, a populacido de bifalos do Brasil é de aproximadamente 1.261.922 (IBGE,
2013). Apesar deste fato o controle genealdgico ainda € um dos pontos fracos dos
programas de selecao e melhoramento genético bubalino, no Brasil (Vieira et al., 2011).

Sabe-se que erros de pedigree em programas de melhoramento animal podem vir a
introduzir erros nas estimativas de herdabilidade e nos valores de selecdo genética
estimados para a progénie do rebanho, implicando em perdas reprodutivas, produtivas e
econdmicas (Paiva et al., 2004; Jakhesara et al. 2012). Por isso, tanto a identificacdo
genética quanto a verificacdo de parentesco sdo ferramentas valiosas para o sucesso dos
programas de testes de progénie.

Os testes de paternidade sdo baseados no principio da exclusio genética, ou seja, a base do
teste estd em mostrar que um determinado animal ndo poderia ser o progenitor do produto
em questdo. Como suporte, este teste tem a heranca mendeliana, ou seja, todos os alelos
apresentados na progénie t€ém de estar na mesma posicdo dos alelos dos pais, sendo
necessdrio estabelecer, os de origem materna e, em seguida, os de origem paterna. Caso
dois alelos, no minimo, correspondentes a dois diferentes microssatélites nao sejam
compartilhados, é causa de exclusdo de paternidade (Regitano E Veneroni, 2009).

Testes de identificacdo genética e de paternidade com uso de microssatélites ja estdo sendo
realizados para outras espécies de interesse zootécnico, bovinos, caprinos, equinos e
ovinos. Porém, em bufalos grande nimero de marcadores microssatélites estd sendo
caracterizado e mapeado somente para a andlise de diversidade genética (Kathiravan et al.,
2012). Ou seja, pouco se conhece sobre sua efetividade em testes de identificagdo genética
e de paternidade.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo padronizar um painel de marcadores
microssatélites para testes de identificacdo genética e controle de genealogia em bufalos
criados no Brasil, por meio de 20 microssatélites recomendados pela International Society
of Animal Genetic, em 2010 (ISAG/2010).
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2. Teste de paternidade

O teste de paternidade consiste na andlise do patrimdnio genético que um filho herdou de
seus pais, procurando efetuar uma comparagdo entre diferentes perfis de distribui¢do
alélica. O teste se baseia na heranca mendeliana, onde todos os alelos apresentados na
progénie t€ém de estar na mesma posi¢cao dos alelos dos pais, sendo necessdrio estabelecer,
os de origem materna e paterna. Caso haja discordancia entre os gendtipos dos supostos
progenitores e do produto em, pelo menos, dois diferentes microssatélites € caracterizada
exclusdo de paternidade (Regitano E Veneroni, 2009; Wischral E Gomes Filho, 2009).

O DNA ¢ amplificado utilizando a PCR (Rea¢do em Cadeia da Polimerase), que permite a
amplificacdo seletiva de microssatélites em segmentos de DNA especificos para cada
espécie. Apds esta fase, o produto da PCR sofre corrida eletroforética em sequenciador
automatico e, em seguida, as andlises sdo realizadas com o auxilio do programa
computacional, o GeneMapper. Dessa forma, é possivel identificar pelos tamanhos dos
fragmentos, em pares de bases (pb), os alelos de cada individuo analisado sendo esta
técnica altamente precisa e especifica (Dolinsky E Pereira, 2007; Regitano E Veneroni,
2009).

Estdo disponiveis hoje, testes de profici€ncias internacionais para as espécies bovina,
canina, caprina, equina e ovina. Estes testes de identificacdo genética e de verificacdao de
paternidade estdo sujeitos a um rigoroso controle de qualidade realizado pela ISAG por
meio de testes comparativos internacionais, organizados e coordenados por essa sociedade,
permitindo a padroniza¢do mundial dos mesmos.

Em 2010, ocorreu o primeiro e Unico teste comparativo internacional coordenado pela
ISAG para a espécie bubalina. Participaram deste teste oito laboratérios, quatro da Europa,
um da Asia, uma da Austrdlia e dois do Brasil. Porém, somente quatro laboratdrios
submeteram resultados, sendo um deles o Laboratério de Genética da Escola de
Veterinaria da UFMG.

O Ministério da Agricultura, Pecudria e do Abastecimento, MAPA, em 2004, com intuito
de preservar a autenticidade dos registros genealdgicos, passou a normatizar para bovinos e
equinos o teste de verificacdo de parentesco regulados internacionalmente pela ISAG. Em
2012, por meio da Instrucdo Normativa 17 (9/agosto/2012), o MAPA incorporou também,
0 mesmo controle para bubalinos determinando a execu¢do do teste com 12 marcadores
sugeridos pela ISAG. No entanto, a efetividade do conjunto de microssatélites proposto,
bem como a validade de tais resultados quando comparados a resultados de outros paises
ainda ndo haviam sido analisados.
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3. Eficiéncia de marcadores microssatélites para teste de paternidade

Para a realizac@o do teste de DNA € necessario estudo prévio de um painel de marcadores
microssatélites. Estes sdo co-dominantes, abundantes no genoma, altamente informativos e
multialélicos e permitem identificar geneticamente os individuos com alto poder de
discriminacdo. Podem ser utilizados para testes de DNA, como os de identificacio
genética, de paternidade, de caracterizacdo genética, distdncia genética entre racas e
estrutura populacional (Carneiro et al., 2007; Vieira et al., 2011a).

Com auxilio de programas estatisticos sdo obtidos os valores do nimero total de alelos
(Ta), da diversidade alélica ou frequéncia alélica (Na), da riqueza alélica (Ar), da
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), do conteido de informacao polimérfica
(PIC), equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e da probabilidade de exclusdo de falso
parentesco (PE). Elevados valores de PIC, He e PE, apresentam maior eficicia e exatidao
em andlises de paternidade (Vieira et al., 2011a).

O numero total de alelos (Ta) significa o ndmero total de alelos observados em cada
marcador microssatélite, em uma populacio e na populagdo como um todo.

A diversidade alélica (Na) é definida como o nimero médio de alelos observados em um
locus em dada populacdo, sendo este dado imprescindivel para o cdlculo dos demais
parametros genéticos. O nimero médio de alelos € influenciado pelo tamanho amostral,
podendo comprometer a comparacao entre populagdes com diferentes tamanhos amostrais.
Neste caso a riqueza alélica vem como alternativa (Pires, 2012).

A riqueza alélica (Ar) € o nimero médio dos alelos encontrados em cada microssatélite,
permitindo avaliar a diversidade de alelos por locus fixando o tamanho amostral para todas
as subpopulacdes. Esta fixacdo € a solucdo para comparagdo da diversidade de alelos entre
as subpopulacdes, sem que ocorra influéncia do tamanho da amostra (McManus et al.,
2011; Pires, 2012).

A heterozigosidade, tanto a observada quanto a esperada sdo medidas de variabilidade
genética, sendo a probabilidade de um individuo ser heterozigoto no locus marcador e
depende do nimero de alelos e de sua frequéncia na populacdo. Considera-se um locus
altamente polimérfico quando o alelo obtiver frequéncia superior a 0,70 (Pikula E Gronet,
2002; Menezes et al., 2006; McManus et al., 2011).

A heterozigosidade observada (Ho) é a propor¢ao de individuos heterozigotos nas amostras
da populagao estudada (McManus et al., 2011).

z

A medida mais completa de variabilidade genética intrapopulacional € o grau de
heterozigosidade esperada (He), que pode ser definida como uma fragcdo estimada de todos
os individuos que poderiam ser heterozigéticos de um loco. E independente de efeitos de
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migracdo, selecdo, mutacdo ou sistema reprodutivo, sendo que este valor permite uma idéia
do nivel de variacao genética de uma populacdo (Nei, 1987; Berg E Hamrick, 1997).

As He e a Ho, juntamente com o nimero médio de alelos, sdo os parametros mais
utilizados para se verificar a diversidade genética dentro de uma raca, sendo que a
heterozigosidade média de uma populacdo pode ser utilizada para verificar o nivel de
endocruzamento do rebanho (Egito, 2007).

Quando os valores de He e Ho sdo proximos, diz-se que as populagdes estdo em completo
equilibrio de Hardy-Weinberg. J4 diferencgas significativas entre eles indicam desvios do
EHW podendo, a populagdo estar subdividida devido a existéncia de endogamia
significativa ou fluxo de genes de outra populacdo (McManus et al., 2011).

O Equilibrio de Hardy-Weinberg é um aspecto importante nos estudos de genética da
conservacgao, pois € ele que proporciona a base de referéncia para se detectar desvios nos
acasalamentos ao acaso, ocorréncia de selecdo, estimar as frequéncias alélicas em locos
que mostram dominancia e modelar os efeitos de endogamia e selecdo. O equilibrio é
obtido quando se assume que existe uma populag¢do fechada (sem migracdo ou mutacgao),
de tamanho populacional suficientemente grande, acasalamentos aleatérios onde todos os
individuos tém a mesma chance de se acasalarem, podendo ou ndo acontecer
acasalamentos endogdmicos, mas que estariam dentro do acaso, segregacdo mendeliana
com mesma proporcdo de fertilidade entre os genétipos dos pais e se as frequéncias
alélicas e genotipicas permanecam constantes de geracao a geracdo (Menezes et al., 2006;
McManus et al., 2011).

O Conteudo de Informacdo Polimorfica (PIC) quantifica o valor polimérfico de um
microssatélite, tendo total dependéncia do nimero de alelos e suas frequéncias, ou seja,
informa o quao polimoérfico e a qualidade do microssatélite para estudos genéticos, para
testes de identificacdo de populagdes e controle de paternidade (McManus et al., 2011).
Segundo Botstein et al. (1980), o valor do PIC é pouco informativo quando apresentar
valor inferior a 0,25, informacdo polimodrfica moderada se o valor estiver entre 0,25 e 0,5
e se for maior que 0,5, o marcador € altamente informativo.

Quanto maior for o PIC mais eficiente serd o marcador microssatélite, sendo preciso
observar o grau de individuos heterozigotos que pertencem a populacdo estudada.
Entretanto, caso haja pouca variabilidade alélica, tem-se elevado nivel de homozigotos,
que pode ser devido a presenca de endogamia no rebanho. Portanto, o PIC possibilita
avaliar a confiabilidade da informagdo obtida em cada marcador microssatélite e, ao
utiliza-lo se pode indicar a permanéncia ou nao de um determinado marcador na anélise de
teste de DNA (Botstein et al.,1980; Pires, 2012).

Os valores de He e PIC tém que ser necessariamente semelhantes, pois sdo diretamente
proporcionais. Caso contrdrio o nimero amostral e de propriedades avaliadas, a elevada
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homozigosidade e a existéncia de possivel consanguinidade podem estar influenciando os
valores.

Através dos dados de He e PIC, obtém-se a distincia genética que permite uma informacdo
mais abrangente, que pode ser obtida das frequéncias de todos os marcadores
microssatélites, ilustrando, assim, a magnitude da diferenca genética entre e dentro de
populacdes e, ainda a diferenciacdo entre racas (Pikula E Gronet, 2002; Vieira et al.,
2011a).

Tem-se ainda a probabilidade de exclusdo de falso parentesco (PE) que nada mais € que a
probabilidade de um determinado individuo escolhido aleatoriamente nao ser o pai e/ou
mae de um determinado produto (McManus et al., 2011). Este valor é dependente do
nimero de microssatélites, do grau de polimorfismo, do ndmero de animais, da
distribuicao de frequéncias dos mesmos na populacio e do baixo teor de endogamia, sendo
utilizado em testes de identificacdo genética e de paternidade (Rodrigues et al., 2002). De
acordo com a ISAG o valor eficaz de PE é o que fornece confiabilidade de 0,9999 ou
99,99%, ou seja, ¢ a probabilidade de 0,0001% de dois individuos terem o mesmo
genotipo.

Entende-se que para um teste de paternidade ser efetivo o ideal é que seja analisado o trio,
ou seja, pai-mae-filho (Jamieson, 1994), assim, o resultado terd 100% de veracidade, pois
serd possivel determinar com exatiddo quais alelos foram herdados tanto do pai quanto da
mae.

Desta forma, utilizando as ferramentas acima descritas, sdo obtidos dados da identificacdo
genética individual que sdo necessarios aos testes de paternidade e, consequentemente da
variabilidade genética da populacdo ou da raca, que por sua vez, é fundamental para os
programas de melhoramento animal e de conservagdo genética de rebanhos em situagao de
risco.

4. Eficacia e exatidao de He, PIC e PE em analises de paternidade

Estudos com microssatélites vém sendo feitos para que se possa cada vez mais aprimorar o
teste de paternidade em vdrias espécies. Paiva et al. (2004) ao testarem a viabilidade do
emprego de 18 marcadores microssatélites para testes de exclusdo de paternidade em oito
racas de ovinos, totalizando 297 animais, concluiram que todos foram polimérficos
(variac@o de seis a 18 alelos, média de 12 por locus). A He e PIC apresentaram valores
minimos de 0,614 e 0,546, respectivamente, confirmando a polimorfia. O valor médio de
PE-2 (0,9999) confirmou a exatidao do teste.

Menezes et al. (2006) verificaram polimorfia nos 27 microssatélites utilizados para a
caracterizacdo genética em 332 caprinos (trés a 23 alelos por locus), bem como
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apresentaram alta capacidade para identificar a variabilidade e diversidade genética. Os
valores médios de He e PIC foram superiores a 0,5 em mais de 70% dos loci analisados
sendo que estes resultados foram semelhantes a trabalhos relatados por Barker et al.
(2001), Yang et al. (1999), Li et al. (2002) e Jandurova et al. (2004). Concluindo que estes
microssatélites podem auxiliar em programas de conservacdo e melhoramento de recursos
genéticos.

Carneiro et al. (2007) analisaram 11 marcadores microssatélites em 50 bovinos da raca
Nelore, sendo que todos foram altamente polimérficos, com média de 8,2 alelos por loco.
Apesar de apresentarem alto grau informativo (valor médio de PIC = 0,647), foi observado
déficit de heterozigosidade (observado na divergéncia dos valores de Ho e He, e nas
médias de 0,49 e 0,311 respectivamente), causando desequilibrio de HW devido a
existéncia de endogamia nos rebanhos. Ja o valor da PE foi 0,999. Concluiram que o
conjunto destes 11 microssatélites mostrou-se eficiente para a determina¢do de paternidade
na raca Nelore, bem como para melhoramento genético da raca.

Franceschi et al. (2006) apds analisarem populagdes de cavalos Crioulos, englobando 371
animais, observaram alto grau de polimorfia, concluindo que a He foi mais alta que a Ho,
em todos os nove microssatélites estudados, sendo devido a consanguinidade existente na
populacdo. Estes resultados encontram-se dentro ou préximos aos relatados por outros
autores que trabalharam com cavalos crioulos, Mangalarga Marchador, Quarto de Millha,
Lipizzan e Noruegueses. Estudos de Silva Filho et al. (2007) também relataram altos
polimorfismos nas seis racas de cavalos estudadas, sendo obtidos elevados niveis de
heterozigosidades (média > 0,7) , indicando alta quantidade de variacdo genética, assim
como os valores de PIC (média > 0,55), confirmando os polimorfismos encontrados como
altamente informativos. E ao compararem com outros estudos, encontraram resultados
semelhantes.

Em bufalos um grande numero de microssatélites estd sendo caracterizados em todo o
mundo (Albuquerque et al., 2006; Rogberg-Muiioz et al., 2010; Vieira et al., 2011, 201 1°e
2012; Marques et al., 2011 - no Brasil, Angel—Marin et al, 2010 - na Colombia, Zhang et
al., 2007 - na China, Vijh et al., 2008; Muraleedharan et al., 2009 - na India, Moioli et al.,
2001; Coletta et al., 2010 - na Itdlia, entre outros). Estes estudos podem vir a auxiliar na
selecao dos marcadores para a composicao do painel internacional de microssatélites para
bubalinos, como ocorreu no teste comparativo coordenado pela ISAG/2010.

Zhang et al. (2007) determinaram a diversidade genética de 933 bifalos de pantano e de rio
utilizando 30 microssatélites recomendados pela FAO/ISAG e obtiveram o nimero médio
de 8,13 por loco e a heterozigosidade esperada foi entre 0,51 e 0,61. Estes resultados
sugerem uma base para a classificacdo e conservacdo dos recursos desses bufalos.
Jakhesara et al. (2012) analisaram 10 marcadores microssatélites para testes de
paternidade, em bufalos da raca Mehsana, encontrando PIC altamente informativo (> 0,7),
He com média de 0,762 e PE de 0,993. Valores menores que estes foram encontrados por
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Zhang et al. (2007), Angel—Marin et al.(2010) e Yang et al. (2011), porém também
obtiveram elevada polimorfia e heterozigosidades (média PIC e He >0,5), ao analisarem
bufalos da China, do Brasil e da Colémbia e da India, respectivamente. Rogberg-Muiioz et
al. (2010) avaliaram a eficiéncia de 11 marcadores microssatélites ja utilizados em
bovinos, em bufalos criados no Brasil, encontrando valores altamente informativos.

Neste sentido, pode-se dizer que quanto mais polimérfico for o marcador microssatélite,
maior o conteido de informacdo polimérfica, maior a amplitude alélica e,
consequentemente, maior a heterozigosidade. Estes dados levam a maior confiabilidade da
probabilidade de exclusao de falso parentesco, PE, com valor esperado de 99,99%.

5. Material e Métodos
5.1. Animais e extracao de DNA

Foram utilizadas amostras de DNA extraidas de pelos de 590 bufalos criados no Brasil,
sendo 514 de Biufalos de Rio, Bubalus bubalis var bubalis (racas: Jafarabadi, n=58;
Mediterranea, n=185, Murrah, n=190) e 81 de Mesticos e 76 de Bufalos de Pantano,
Bubalus bubalis var kerebau (Carabao). Estas amostras foram enviadas pelos criadores e
pela ABCB ao Laboratério de Genética da Escola de Veterinaria da UFMG, onde os testes
foram realizados. Os mesticos foram identificados pelos criadores como produtos de
cruzamentos entre bufalos de Rio.

O DNA foi extraido dos pelos utilizando a técnica a da proteinase K (Zabek et al., 2005)
utilizada no Laboratério de Genética da Escola de Veterinaria da UFMG. Apoés a extracdo,
os microtubos contendo DNA foram armazenados a -20 °C.
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Tabela 1: Relacdo dos bifalos analisados e a localizacdo geografica

Subespécie Grupo n Cidade Estado
Bifalo de Carabao 1 Castanhal PA
Pantano n=76 75 Belém PA
Jafarabadi 36 Jussara GO
n=58 1 Nova Andradina MS
21 Tieté SP
Mediterraneo 1 Castanhal PA
n=185 143 Caraguatatuba SP
26  Sido Jodo da Boa Vista SP
3 Castanhal* PA
18 Novatimbotéua* PA
Biifalos de Rio 19 Novatimbotéua* PA
Murrah 6 Castanhal* PA
n=190 75 Natal RN
26 Senges PR
16 Inhatima MG
14 Cana Verde MG
13 Jussara GO
Mesticos 58 Pedro Leopoldo MG
n=81 13 Inhaima MG
10 Itatiba SP
Total 590

* diferentes propriedades

5.2. Marcadores microssatélites

Foram utilizados 20 marcadores microssatélites recomendados pela International Society
for Animal Genetics (ISAG/2010), discriminados na Tabela 2. Os produtos da PCR (pPCR)
foram submetidos a corrida eletroforética em sequenciador de DNA automético Modelo
ABI 3130 (Applied Biosystems) e os resultados analisados pelo programa computacional
GeneMapper v.4.1 (Applied Biosystems).
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Tabela 2: Relacdo dos 20 marcadores microssatélites recomendados pela ISAG/2010

Primer Sequéncia do primer (5'-3") Referéncia
BM757 F - TGGAAACAATGTAAACCTGGG Bishop, M.D. et al. A genetic linkage map for cattle
R - TTGAGCCACCAAGGAACC
BMS922 F - CCAAATCCAGCCCTTTCTC Stone R.T.et al., 1995;
R - CTCTTAGGGCAACACAACAGC Mamm. Genome 6(10): p.714-724
BM1706 F - ACAGGACGGTTTCTCCTTATG Slate J et al 1998; Anim. Genet. 29(4), p. 307-315
R - CTTGCAGTTTCCCATACAAGG Kappes et al 1997; Genome Res. 7(3), p. 235-249
BM1824 F- GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC Taylor J.F.et al., 1998; Anim. Genet. 29, p. 228-235

R - CATTCTCCAACTGCTTCCTTG

F - AAAAATGATGCCAACCAAATT .
BMC1013 R - TAGGTAGTGTTCCTTATTTCTCTGG Taylor JF et al 1998, Anim. Genet. 29, p. 194-201

F - TTGTCAGCAACTTCTTGTATCTTT .
CSSM019 R - TGTTTTAAGCCACCCAATTATTTG Moore SS et al 1995, Anim Genet. 26(5), p 355-359

CSSM033 F - CACTGTGAATGCATGTGTGTGTGAGC  Sostengard TS et al. 2001, Anim. Genet. 32(2), p. 112-

R - CCCATGATAAGAGTGCAGATGACT 113
cssyoss - TICATATAAGCAGTTTATAAACGC Slate J et al 1998; Anim. Gen 29(4), p. 307-315
R - ATAGGATCTGGTAACTTACAGATG Kappes et al 1997; Genome Res. 7(3), p. 235-249
F - GGGAAGGTCCTAACTATGGTTGAG .
CSSM042 R - ACCCTCACTTCTAACTGCATTGGA Moore SS et al 1995,Anim Genet. 26(5), p. 355-359
cssvoq7  F - TCTCTGTCTCTATCACTATATGGC Slate J et al 1998, Anim. Gen 29(4), (p 307-315);
R - CTGGGCACCTGAAACTATCATCAT Moore SS et al,1995 Anim Genet. 26(5), (p 355-359)
CSSMO060 F - AAGATGTGATCCAAGAGAGAGGCA Taylor JF et al 1997, Anim. Genet. 28(5), p. 360-362
R - AGGACCAGATCGTGAAAGGCATAG Barendse W. Et al 1994, Nat. Genet. 6, (p 227-235)
F - TTCTAACAGCTGTCACTCAGCC Moore SS et al 1997; Anim. Genet. 28, (p 376-377)
CSSM070 R . ATACAGATTAAATACCCACCTG
cypa1 F - GGAGGGTTACAGTCCATGAGTTTG McShane R.D. et al 2001,Anim Genet 32(5), p 235-
R - TCGCGATCCAACTCCTCCTGAAG 239
ETH003 F-GAACCTGCCTCTCCTGCATTGG Yang Y.P.et al, 1998; Genomics 48(1), (p 93-99)
R - ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG
FCB304  F- CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG Buchanan,F.C.; Crawford,A.M.
R- CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG Anim. Genet. 24(2):145-145 (1993)
INRA006  F - AGGAATATCTGTATCAACCTCAGTC Slate J et al 1998; Anim. Gen 29(4), (p 307-315)

R - CTGAGCTGGGGTGGGAGCTATAAATA

F - TAGTTCCAATGAGACACGAACA .
INRA026 R - TAGGAGCACGGAGGTAAAACA Kappes et al 1997; Genome Res. 7(3), (p 235-249)

F - AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG .
MAF65 R - CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG Kappes et al 1997; Genome Res. 7(3), (p 235-249)

R0 F — CAGCAAAATATCAGCAAACCT Gautier M. et al, 2002, l\/galrrglm Genome 13(6), p 316-

R - CCACCTGGGAAGGCCTTTA Kappes et al 1997; Genome Res. 7(3), (p 235-249)

F - CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT
TGLA227 R .ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA Kappes et al 1997; Genome Res. 7(3), (p 235-249)




32

5.3. Analise estatistica

Para o desenvolvimento do painel de microssatélites para padronizacdo do teste de
identificacdo genética e paternidade bubalina foi avaliada a diversidade genética (riqueza
alélica (Ar), heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), contetido de informacao
polimérfica (PIC), probabilidade de exclusdo de falso parentesco (PE) e equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) para cada grupo individualmente, bem como para a populacdo
como um todo. As andlises foram realizadas com auxilio dos programas estatisticos Cervus
v.3.03 (Marshall et al., 1998) e GenAlex v.6.41 (Peakall E Smouse, 2006). Somente a
riqueza alélica foi realizada pelo programa FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet, 2002).

A Ar avalia a diversidade de alelos por locus fixando o tamanho amostral para todas as
subpopulagdes sem que ocorra influéncia do tamanho da amostra, para este estudo o
calculo foi para 58 individuos por subpopulacido (menor nimero de individuos referente ao
grupo Jafarabadi).

6. Resultados e Discussao
6.1. Desenvolvimento do painel de marcadores microssatélites

Para o desenvolvimento do painel de microssatélites foram analisados 20 marcadores
microssatélites, sugeridos pela ISAG/2010, para cada grupo bubalino separadamente e, em
seguida para a populagdo como um todo.

ApOs estas etapas foram desenvolvidos dois paineis de multiplex, painel principal e painel
auxiliar. Este é utilizado somente em casos onde tenha ocorrido apenas uma discrepancia
entre o produto e seus supostos progenitores, diminuindo, assim, quaisquer dividas sobre a
“qualificagdo” ou “exclusdo” de parentesco.

Para a padronizacdo do teste foram observados parametros, tais como: o grau de
polimorfismo de cada marcador, interacao entre marcadores, auséncia de picos falsos nas
corridas e ndo sobreposicao de picos para minimizar as possibilidades de erros na leitura
dos eletroferogramas.
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6.2. Analise dos 20 marcadores microssatélites recomendados pela ISAG/2010 para
cada grupo bubalino

As Tabelas 3 a 7 mostram os dados para os cinco grupos bubalinos criados no Brasil.

Para o grupo Murrah, foram analisados 190 animais, sendo obtidos 176 alelos, com
variacdo de quatro (MAF65) a 24 alelos (ETH3), com valores médios de Ho, He e PIC
superiores a 0,6, portanto todos os marcadores foram polimoérficos. O valor médio de PE
foi 0,9999 (Tabela 3). Somente trés microssatélites apresentaram desequilibrio de Hardy-
Weinberg (CSSM38, CSSM70 e INRA26).

Tabela 3: Relacdo dos dados da variabilidade genética dos 20 marcadores microssatélites
analisados em 190 bufalos do grupo Murrah

Primer Ta Ar Ho He PIC PE-1 PE-2 PE-3 lI-)Ii;’-
BM757 12 10,402 0,858 0,848 0,827 0,476 0,309 0,338 ns
ETH3 24 17,682 0,747 0,874 0,861 0,399 0,248 0,089 ns
BM1706 8 7,997 0,858 0,856 0,837 0,459 0,295 0,129 ns
CSSM47 14 10,242 0,674 0,708 0,670 0,690 0,510 0,312 ns
INRA 6 13 8,130 0,789 0,854 0,838 0,448 0,286 0,117 ns

BM 922 7 6,496 0,616 0,687 0,642 0,724 0,549 0,361 ns
FCB304 7 6,946 0811 0,818 0,790 0,542 0,366 0,188 ns
INRA26 7 6,604 0,738 0,824 0,800 0,529 0,529 0,529 ok
CSSM19 5 4917 0542 0,566 0,476 0,836 0,719 0,577 ns
CSSM70 6 6,685 0,626 0,725 0,677 0,688 0,513 0,330  #x*
BM1824 7 6,250 0,679 0,712 0,664 0,698 0,525 0,338 ns
CSSM38 12 8,303 0,405 0,767 0,730 0,624 0,445 0,258 ok

CSSM42 7 5987 0,521 0,586 0,558 0,798 0,616 0,413 ns
TGLA227 6 5,512 0,695 0,729 0,682 0,685 0,510 0,328 ns
BMC1013 7 6,268 0,711 0,723 0,672 0,697 0,525 0,346 ns
RM 4 9 6,732 0,374 0451 0414 0,893 0,749 0,594 ns
CSSM60 8 6,481 0,653 0,676 0,637 0,729 0,548 0,352 ns
MAF65 4 4,000 0,647 0,670 0,617 0,752 0,582 0,404 ns
CYP21 5 3967 0,632 0,617 0,548 0,807 0,660 0,505 ns
CSSM33 8 6,680 0,484 0,533 0,499 0,842 0,675 0,490 ns

Média 88 732 0653 0,711 0,672 09998 0,9999 09999 .-

Ta: total de alelos; Ar: riqueza alélica; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC: contetido de
informagdo polimoérfica; PE-1: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando apenas um dos pais é
testado; PE-2: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo testados; PE-3:
probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo excluidos e Desv-HW: desequilibrio de
Hardy Weinberg - ns: ndo significativa; ***P<(0.001. Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat v.2.9.3.2
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O grupo Mediterraneo apresentou um total de 143 alelos, variando de trés (CYP21) a 18
alelos (ETH3), com valores médios de Ho, He e PIC superiores a 0,6 e PE=0,9999 (Tabela
4). Os marcadores microssatélites ETH3, TGLA227, CSSM38, CSSM42 e MAF65
apresentaram desequilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 4: Relag@o dos dados da variabilidade genética dos 20 marcadores microssatélites
analisados em 185 bifalos do grupo Mediterraneo

Primer Ta Ar Ho He PIC PE-1 PE-2 PE-3 gevvs-
BM757 9 8,058 0,795 0,815 0,788 0,544 0,368 0,189 ns
ETH3 18 13,741 0,632 0,803 0,777 0,552 0,376 0,188 Hokk

BM 1706 9 7,742 0,805 0,802 0,772 0,569 0,391 0,209 ns

CSSM47 10 8,087 0,605 0,684 0,656 0,704 0,516 0,307 ns
INRAG6 12 7,520 0,897 0831 0807 0511 0,339 0,163 ns
BM 922 6 5,943 0,784 0,787 0,752 0,601 0,421 0,240 ns
FCB304 7 6,248 0,638 0,596 0,562 0,796 0,618 0,422 ns
INRA26 8 7,234 0,632 0,636 0,567 0,777 0,628 0,457 ns
CSSM19 5 5,000 0,724 0,753 0,710 0,653 0,476 0,293 ns
CSSM70 6 6,833 0,730 0,723 0,669 0,700 0,530 0,354 ns
BM1824 5 4,299 0,746 0,729 0,678 0,696 0,522 0,347 ns
CSSM38 6 5,992 0,476 0,730 0,685 0,679 0,503 0,317 Hokk
CSSM42 5 5,000 0,714 0,745 0,700 0,665 0,488 0,306 ok
TGLA227 5 4,342 0,395 0,611 0,538 0,809 0,666 0,511 Hokk
BMC1013 6 5,951 0,578 0,550 0,517 0,829 0,658 0,469 ns
RM 4 7 6,312 0,670 0,713 0,663 0,704 0,532 0,351 ns
CSSM60 5 4,805 0,541 0,583 0,531 0,819 0,661 0,489 ns
MAF 65 5 5,000 0,622 0,754 0,712 0,652 0474 0,290 Hokk
CYP21 3 3,000 0,670 0,640 0,561 0,797 0,655 0,507 ns
CSSM33 6 4,940 0,297 0,277 0,265 0,960 0,848 0,731 ns

Média 7,15 6,30 0,648 0,688 0,645 0,9994 0,9999 0,9999 ---

Ta: total de alelos; Ar: riqueza alélica; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC: conteddo de
informagdo polimérfica; PE-1: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando apenas um dos pais é
testado; PE-2: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo testados; PE-3:
probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo excluidos e Desv-HW: desequilibrio
de Hardy Weinberg - ns: ndo significativa; ***P<0.001. Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat
v.2.9.3.2
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Foram totalizados 113 alelos para os 58 bufalos da raca Jafarabadi, com variacdo alélica
entre trés (CSSM38, CYP21 e TGLA227) a 10 (ETH3). Os valores médios de Ho, He e
PIC foram superiores a 0,49, enquanto que o da PE foi de 0,9999 (Tabela 5). Os
microssatélites FCB304 e CSSM70 apresentaram desequilibrio de HW.

Tabela 5: Relacdo dos dados da variabilidade genética dos 20 marcadores microssatélites
analisados em 58 bifalos do grupo Jafarabadi

e Ta  Ar Ho He PIC PE-1 PE2 PE3 g‘i;,
BM757 8 8000 0810 0742 0701 0657 0476 0281  ns
ETH3 10 10000 0534 0636 0599 0762 0580 0378  ns
BM1706 6 6000 0621 0726 0673 0691 0518 0334  ns
CSSM47 9 9000 0828 0814 0781 0552 0376 0,194  ns
INRA 6 77000 0845 0766 0732 0620 0436 0240  ns
BM922 5 5000 0621 0659 0598 0765 0601 0426  ns
FCB304 6 6000 0224 0781 0696 0670 0496 0316 %
INRA26 5 5000 0638 0697 0633 0735 0571 0399  ns
CSSM19 4 4000 0500 0436 0365 0906 0802 0688  ns
CSSM70 6 6,000 0397 0771 0727 0631 0453 0268
BMIS24 4 4000 0448 0447 038 0901 0782 0654  ns
CSSM38 3 3000 0,03 0,163 0155 0987 0918 0849  ns
CSSM42 6 6000 0241 0309 0294 0950 0828 0698  ns
TGLA227 3 3000 0,138 0330 0288 00947 0847 0747  ns
BMCIOI3 5 5000 0345 0360 0322 0935 0820 0701  ns
RM 4 7 7000 0379 0439 0418 0894 0735 0558  ns
CSSM60 5 5000 0707 0722 0666 0702 0530 0351  ns
MAF65 5 5000 0466 0536 0474 0851 0711 0554  ns
CYP 21 33000 0603 0634 0557 0803 0657 0506  ns
CSSM33 6 6000 0466 0486 0452 0874 0716 0544  ns

Média 5,65 5,65 0496, 0,573 0,526 10,9929 0,9999 0,999 ---

Ta: total de alelos; Ar: riqueza alélica; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC: conteddo de
informagdo polimérfica; PE-1: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando apenas um dos pais é
testado; PE-2: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo testados; PE-3:
probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo excluidos e Desv-HW: desequilibrio
de Hardy Weinberg - ns: ndo significativa; ***P<0.001. Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat
v.2.9.3.2




36

No grupo Carabao (n=76) foram encontrados 121 alelos, variando de dois (CSSM60) a 12
alelos (ETH3). Os valores médios de Ho, He e PIC foram superiores a 0,5, e o de
PE=0,9999 (Tabela 6). Trés microssatélites apresentaram-se em desequilibrio de HW
(BM757, CSSM42 e ETH3).

Tabela 6: Relagdo dos dados da variabilidade genética dos 20 marcadores
microssatélites analisados em 76 bufalos do grupo Carabao

e Ta Ar Ho He PIC PE-1 PE2 PE-3 gﬁ;,
BM757 4 3999 0224 0470 0413 0888 0759 0619  #%
ETH3 12 11,119 0355 0746 0,702 0,656 0480 0291  #&
BM1706 § 7708 0618 0576 0548 0806 0624 0420  ns
CSSM47 7 6988 0,789 0,793 0759 0585 0405 0219  ns
INRAG 5 4708 0474 0411 0374 0914 0781 0639  ns
BM 922 5 5000 0737 0666 0616 0747 0574 0387  ns
FCB304 7 6459 0645 0635 0576 0785 0624 0453  ns
INRA26 33000 0237 0260 0242 0967 0867 0766  ns
CSSM19 7 5975 0500 0485 0460 0869 0703 0519  ns
CSSM70 5 4526 0368 0456 0420 0892 0746 0589  ns
BM1824 5 5000 0579 0545 0511 0835 0664 0476  ns
CSSM38 8 7456 0408 0653 0591 0766 0606 0431  ns
CSSM42 7 6994 0408 0,787 0,748 0604 0426 0243 e
TGLA227 7 6945 0,697 0660 0623 0739 0557 0355  ns
BMCIOI3 6 5999 0579 0665 0617 0748 0574 0385  ns
RM4 § 7514 0711 0712 0658 0704 0534 0351  ns
CSSM60 2 1997 0053 0052 0050 0999 0975 0901  ns
MAF65 6 5987 0632 0575 0540 0813 0637 0443  ns
CYP21 5 4987 0684 0662 059 0765 0610 0441  ns
CSSM33 4 3988 0618 0565 0468 0840 0728 0593  ns

Média 6,05 582 0516 0,569 0,526 10,9913 0,9999 0,9999 ---

Ta: total de alelos; Ar: riqueza alélica; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC: conteddo de
informagdo polimérfica; PE-1: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando apenas um dos pais é
testado; PE-2: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo testados; PE-3:
probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo excluidos e Desv-HW: desequilibrio
de Hardy Weinberg - ns: ndo significativa; ***P<0.001. Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat
v.2.9.3.2
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Para o grupo dos 81 Mesticos bubalinos, a varia¢do alélica foi de quatro (CYP21) a 17
(ETH3), totalizando 148 alelos, com médias para Ho, He e PIC superiores a 0,6. O valor
médio de PE foi de 0,9999 (Tabela 7) e com desequilibrio de HW nos primers CSSM38 e
CSSM70.

Tabela 7: Relacdo dos dados da variabilidade genética dos 20 marcadores microssatélites
analisados no grupo de Mesticos

o Ta Ar Ho He PIC PE1 PE2 PE3 g‘;sv
BM757 9 8991 0827 0824 0797 0524 0350 0350  ns
ETH3 17 15974 0741 0861 0840 0445 0285 0118  ns
BM1706 8 7892 0728 0824 079 0537 0362 018  ns
CSSM47 11 10330 0741 0818 0793 0528 0353 0,168  ns
INRAG 14 8913 0840 0816 0791 0527 0353 0166  ns
BM922 6 6000 0728 0707 0657 0704 0530 0341  ns
FCB304 7 6892 0778 0800 0763 0587 0409 0230  ns
INRA26 76999 0753 0,794 0758 0588 0410 0226  ns
CSSM19 5 5998 0691 0691 0633 0730 0563 038  ns
CSSM70 6 5707 0531 0702 0649 0714 0544 0360
BM1824 6 5802 0716 0734 0679 0691 0519 0343  ns
CSSM38 6 5885 0,85 0453 0412 0893 0752 0599
CSSM42 6 5999 0617 0656 0620 0744 0562 0361  ns
TGLA227 5 5000 0667 0673 0628 0737 0561 0369  ns
BMCI0I3 6 5976 0691 0713 0667 0699 0522 0333  ns
RM4 7 6415 0444 0530 0501 0842 0670 0479  ns
CSSM60 7 6892 0815 0713 0669 0697 0518 0327  ns
MAF65 5 5000 0593 0583 0543 0811 0639 0451 s
CYP21 4 3916 0654 0590 0513 0825 0688 0537  ns
CSSM33 6 5892 0642 0602 0557 0800 0630 0445  ns

Média 74 17,03 0,669 0,704 0,663 09997 10,9999 0,9999 ---

Ta: total de alelos; Ar: riqueza alélica; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC: contetiido de
informagdo polimérfica; PE-1: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando apenas um dos pais é
testado; PE-2: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo testados; PE-3:
probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo excluidos e Desv-HW: desequilibrio
de Hardy Weinberg - ns: ndo significativa; ***P<0.001. Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat
v.2.9.3.2
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Todos os grupos mostraram altos niveis de heterozigosidade (>0,50), com excecdo do
Jafarabadi (Ho=0,496 e He=0,573) sendo que estes resultados podem estar relacionados ao
reduzido nimero de subpopulacdes estudadas e, consequentemente ao tamanho amostral
de cada uma.

Os valores médios do conteido de informagdo polimérfica foram superiores a 0,5,
indicando polimorfismo alélico nos 20 marcadores microssatélites analisados por grupo
bubalino.

Em adicdo a estes dados estdo os valores das probabilidades de exclusdo de falso
parentesco, PE=99,99%, confirmando que para um teste de paternidade ser efetivo o ideal
€ que seja analisado o trio, ou seja, pai-mae-filho, pois € possivel determinar com exatidao
quais alelos foram herdados tanto do pai quanto da mae.

Portanto, estes microssatélites foram eficazes para testes de DNA com a finalidade de
identificacdo genética e teste de paternidade para cada grupo bubalino.

6.3.  Analise dos 20 marcadores microssatélites recomendados pela ISAG/2010 para
a populaciao como um todo

Foram obtidos 219 alelos em toda a amostragem, variando de cinco (CYP21) a 31 (ETH3),
sendo a média de 10,95 alelos por microssatélite (Tabela 8). Os mesmos extremos foram
observados para a riqueza alélica, variando de 4,461 (CYP21) a 18,769 (ETH3). Todos os
marcadores microssatélites apresentaram elevados indices de heterozigosidade (>0,54),
com excecdo de dois, o CSSM38 (0,368) e CSSM33 (0,463) para Ho. Os valores de PIC
confirmaram estes altos niveis de heterose com valores superiores a 0,5 apresentando
elevado valor de polimorfismo, segundo Botstein et al. (1980). Os dados médios da He
(0,768) e PIC (0,739) confirmaram o alto grau de polimorfismo. Resultados semelhantes
foram encontrados por Kumar et al. (2006), Elbeltagy et al. (2008), Yang et al. (2011) e
Kathiravan et al. (2012).

Apesar do elevado polimorfismo, houve desequilibrio de HW em 15 dos 20 microssatélites
analisados, possivelmente pelo reduzido nimero de rebanhos analisados, selecao de touros
e, valores de He superiores aos da Ho. Dados semelhantes foram obtidos por Albuquerque
et al. (2006) e Marcondes et al. (2011) para bufalos brasileiros ¢ Kumar et al. (2006), Vijh
et al. (2008) e Gargani et al. (2009) para bufalos de outros paises.

O valor médio da probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais
foram testados foi superior a 99,99% (PE-2=99,99). Jakhesara et al. (2012) e Kathiravan et
al. (2012) obtiveram valores préximos aos deste trabalho, 99,3 e 99,9% respectivamente.
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Tabela 8: Relacdo dos dados da variabilidade genética dos 20 marcadores
microssatélites nos 590 biifalos criados no Brasil

Primer Ta Ar Ho He PIC PE-1 PE-2 PE-3 gc;s‘;
BM757 12 9,988 0,747 0,876 0,863 0,405 0,252 0,097 ns
ETH3 31 18,769 0,639 0,860 0,849 0416 0,262 0,093 oAk
BM1706 13 10,460 0,769 0,857 0,840 0,449 0,287 0,122  **=*
CSSM47 18 13,456 0,692 0,850 0,834 0,454 0,292 0,121 HAE
INRAG6 15 13,433 0,795 0,872 0,859 0,405 0,253 0,093 HAE
BM922 8 7,967 0,700 0,818 0,795 0,530 0,355 0,173 HAE
FCB304 11 9901 0,673 0,815 0,793 0,528 0,353 0,169  **=*
INRA26 8 7,300 0,632 0,799 0,769 0,574 0,396 0,215 oAk
CSSM19 9 8,131 0,610 0,788 0,758 0,586 0,407 0,221 ns
CSSM70 7 6,888 0,590 0,789 0,758 0,586 0,408 0,222 ns
BM1824 9 7,955 0,669 0,779 0,747 0,600 0,421 0,233 HkE
CSSM38 13 9,908 0,368 0,764 0,739 0,603 0,420 0,219 ns
CSSM42 9 8,241 0,553 0,722 0,692 0,664 0479 0276  ***

TGLA227 8 5777 0542 0,733 0,687 0,680 0,505 0324  #xx
BMC1013 7387 0614 0,721 0,680 0683 0,506 0316  #*x
RM4 12 9072 0520 0,688 0666 0692 0500 0,284  *k*
CSSM60 8 6249 0,568 0,702 0,654 0,712 0,540 0357  ##*
MAFG65 6 5267 0612 0689 0651 0716 0,535 0341 =
CYP21 5 4461 0651 0672 0613 0756 0,594 0425  ns
CSSM33 9 6,845 0463 0562 0530 0,819 0,645 0452  ##x
MEDIA 10,95 8,873 0,620 0,768 0,739 0,9999 0,9999 09999  ---

Ta: total de alelos; Ar: riqueza alélica; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC:
conteddo de informagdo polimdrfica; PE-1: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando
apenas um dos pais ¢ testado; PE-2: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os
pais sdo testados; PE-3: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo
excluidos e Desv-HW: desequilibrio de Hardy Weinberg - ns: nao significativa; ***P<0.001.
Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat v.2.9.3.2

oo

Moioli et al. (2001), ao analisarem bufalos da ragca Mediterranea de trés diferentes regides,
obtiveram variacao de dois (ILST005) a 19 alelos (ETH3), sendo que encontraram valores
proximos aos deste estudo, variando de trés alelos (CSSM33), seis (CSSM38), oito
(CSSM70), nove (CSSM60), dez (BMC1013), 16 (CSSM47) e 19 (ETH3). Kumar et al.
(2006) testaram 27 microssatélites, em oito populacdes de bufalos indianos de Rio
(n=383), obtendo resultados semelhantes, com variagdo de cinco a nove alelos e com
valores de Ho superiores a 0,6, apresentando polimorfismo alélico. Tanto para BM757
quanto para CSSM47 foram obtidos nove alelos, enquanto que neste estudo foram 12 e 18,
respectivamente. Elbeltagy et al. (2008) avaliaram 104 bufalos de Rio por meio de 15
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marcadores microssatélites, dos quais 13 foram utilizados neste estudo. Encontraram
variagdo alélica de quatro (CSSM38, CSSM70, CYP21) a 11 (CA004), sendo que 10 alelos
foram encontrados para INRA26. Os valores médios de Ho e He foram superiores a 0,6.
Gargani et al. (2009) analisaram 155 bufalos de Rio da Turquia, de seis populacdes de
diferentes regides, utilizando 21 marcadores microssatélites. Foram identificados 254
alelos, com média de 12,57 por locus e Ho, He e PIC com valores superiores a 0,5. O
mesmo vem ocorrendo com outros trabalhos, como o de Zhang et al. (2011) que ao
analisarem 1.208 animais, com 18 marcadores microssatélites, em 34 populacdes,
encontraram variacdo alélica entre quatro (HMHIR) e 17 (CSRMO060). Todos os
microssatélites testados foram polimoérficos em todas as populagdes, com excecdo de
quatro (CSSM38, CSSM045, BRN e HMHIR). A variag¢do dos valores de Ho e He foram
de 0,367 a 0,617 e 0,353 a 0,614, respectivamente, podendo ter como explicacdo alto grau
de endogamia dentro das populagdes. Todos estes resultados concordam com os
encontrados por Kathiravan et al. (2012) que analisaram 216 bufalos, com 19
microssatélites, cuja variagao alélica foi de sete (ILSTS19 e ILSTS25) a 27 (CSSM47),
com média de 14,79 por locus, com médias superiores a 0,5 para Ho, He e PIC.

Os dados aqui apresentados obtiveram médias de Ho, He, PIC superiores a 0,6, bem como
valores médios de PE foram superiores a 99,99% para a populagdo como um todo quando
analisados os trés casos de probabilidade de exclusdo de falso parentesco. Demonstrando
que os 20 marcadores microssatélites utilizados foram altamente informativos indicando,
assim, alto indice de confiabilidade e eficidcia para testes de identificacdo genética
bubalina.

6.4. Padronizacido do painel principal de microssatélites para teste de identificacio
genética e de paternidade

A ISAG recomenda o uso de painéis com pelo menos 12 marcadores microssatélites, com
PE média de 0,9999. Assim sendo, procurou-se definir o painel principal usando no
minimo, 12 microssatélites, € que contivesse os principais marcadores utilizados nas
rotinas dos laboratdrios da Europa, Asia, América e Oceania que realizam este teste. Dessa
forma a emissao de laudos serd valida para qualquer laboratério, a nivel internacional.

Também foram considerados o nimero de alelos observados, os valores estimados para He
e PIC que sdo relacionados com o grau de polimorfismo de cada marcador, auséncia de
picos falsos nas corridas e interacdo entre os marcadores para que niao ocorresse a
sobreposicdo de picos a fim de se minimizar a possibilidade de erros na leitura dos
eletroferogramas.

Deste modo, marcadores como, por exemplo ETH3 que apresentou maior polimorfismo
alélico e um dos maiores PICs nos grupos bubalinos nao foi selecionado para compor o
painel principal por ter apresentado varios picos falsos em todo seu intervalo alélico.
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Considerando o painel principal proposto foram encontrados um total de 125 alelos,
apresentando variacdo de cinco (CYP21) a 18 (CSSM47), com média de 9,62 por
microssatélite (Tabela 9). Todos os marcadores microssatélites foram altamente
polimérficos, com PIC variando de 0,613 (CYP21) a 0,863 (BM757), obtendo média de
0,724. Em adicdao a estes dados té€m-se os valores médios das heterozigosidades
(Ho=0,642; He=0,766). Estes dados confirmam a eficicia dos 13 microssatélites
escolhidos para o teste de identificagao genética e de paternidade bubalina.

Houve desequilibrio de HW em 10 microssatélites, possivelmente pelo reduzido nimero de
rebanhos analisados, selecdo de touros e, consequente defici€éncia de heterozigosidade.
Entretanto, estes dados nao influenciaram no polimorfismo detectado e na eficiéncia do
painel.

Tabela 9: Relacdo dos dados da variabilidade genética do painel principal
composto por 13 marcadores microssatélites em buifalos criados no Brasil

Primer Ta Ar Ho He PIC PE-1 PE-2 PE-3 EHW

BM757 12 9988 0,747 0,876 0,863 0,405 0,252 0,097 ns

BM1706 13 10,460 0,769 0,857 0,840 0,449 0,287 0,122  ***
CSSM47 18 13,456 0,692 0,850 0,834 0,454 0,292 0,121 Hokk
BM922 8 7,967 0,700 0,818 0,795 0,530 0,355 0,173 okk
INRA26 8 7,300 0,632 0,799 0,769 0,574 0,396 0,215  ***
CSSM19 9 8,131 0,610 0,788 0,758 0,586 0,407 0,221 ns

BM1824 9 795 0,669 0,779 0,747 0,600 0421 0,233 ok
CSSM42 9 8,241 0,553 0,722 0,692 0,664 0479 0276  ***
BMC1013 8 7,387 0,614 0,721 0,680 0,683 0,506 0,316  ***
RM4 129,072 0,520 0,688 0,666 0,692 0,500 0,284  ***
CSSM60 8 6,249 0,568 0,702 0,654 0,712 0,540 0,357  ***
MAF65 6 5267 0612 068 0,651 0,716 0,535 0,341 ok
CYP21 5 4461 0,651 0,672 0,613 0,756 0,594 0,425 ns

MEDIA 9,62 8,148 0,642 0,766 0,736 0,9989 0,9999 0,9999  ---

Ta: total de alelos; Ar: riqueza alélica; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC:
conteido de informagdo polimérfica; PE-1: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando
apenas um dos pais ¢ testado; PE-2: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os
pais sdo testados; PE-3: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo
excluidos e Desv-HW: desequilibrio de Hardy Weinberg - ns: ndo significativa; ***P<0.001.
Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat v.2.9.3.2

O valor médio da probabilidade de exclusdo de falso parentesco foi superior a 99,99%.
Valor semelhante foi obtido por Coletta et al. (2010) ao analisarem 580 biifalos italianos,
raca Mediterranea, por meio de 13 marcadores microssatélites, dos quais 10 sdo os mesmos
que compdem o painel principal proposto neste estudo.
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Ao se comparar os resultados obtidos para os 13 e 20 marcadores microssatélites foram
constatados valores com diferengas ndo significativas entre a Ho e He, entre os PICs, bem
como entre os valores de PE. Todos os marcadores microssatélites apresentaram alto nivel
de polimorfismo alélico (Tabela 10).

Tabela 10: Comparacdo das andlises dos paineis com13 e 20 marcadores microssatélites

Microssatélites Ar Ho He PIC PE-1 PE-2 PE-3
13* 8,148 0,642 0,766 0,736 0,9989 0,9999 0,9999
20 8,873 0,620 0,768 0,739 0,9999 0,9999 0,9999

* Painel desenvolvido por este estudo

Ar: riqueza alélica; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC: contetido de informagéo polimérfica;
PE-1: probabilidade de excluséo de falso parentesco quando apenas um dos pais é testado; PE-2: probabilidade de
exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo testados; PE-3: probabilidade de exclusdo de falso
parentesco quando ambos os pais sdo excluidos. Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat v.2.9.3.2

Portanto, o painel principal proposto por este trabalho, com 13 marcadores microssatélites,
mostrou-se eficiente para o teste de identificacdo genética e de paternidade em bufalos
criados no Brasil. Ndao havendo, desta forma, a necessidade da utilizacdo de todos os 20
microssatélites.

6.5. Padronizacao do painel auxiliar para teste de identificacido genética e de
paternidade

O painel auxiliar foi composto pelos outros sete microssatélites e € necessario, somente em
casos onde ocorra apenas uma discrepancia entre o produto e seus supostos progenitores,
tendo como finalidade diminuir quaisquer dividas sobre a “qualificacdo” ou “exclusdao” de
parentesco.

Os valores médios de Ho, He e PIC foram superiores a 0,5, confirmando elevado
polimorfismo alélico (Tabela 11). O valor médio de PE-2 (99,87%), onde ambos os pais
sdo testados, foi préximo ao exigido pela ISAG, 99,99%.
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Tabela 11: Relacdo dos dados da variabilidade genética do painel auxiliar
composto por sete marcadores microssatélites nos 590 bufalos criados no Brasil

Primer Ta Ar Ho He PIC PE-1 PE-2 PE-3 gc;s‘;
ETH3 31 18,769 0,639 0,860 0,849 0416 0,262 0,093 oAk
INRAG6 15 13,433 0,795 0,872 0,859 0,405 0,253 0,093 oAk
FCB304 11 9901 0,673 0,815 0,793 0,528 0,353 0,169  **=*
CSSM70 7 6,888 0,590 0,789 0,758 0,586 0,408 0,222 ns
CSSM38 13 9,908 0,368 0,764 0,739 0,603 0,420 0,219 ns
TGLA227 8 5,777 0,542 0,733 0,687 0,680 0,505 0,324  ***
CSSM33 9 6,845 0,463 0,562 0,530 0,819 0,645 0,452 @ ***

MEDIA 13,43 10217 0,582 0,771 0,745 0,9826 0,9987 0,9999  ---

Ta: total de alelos; Ar: riqueza alélica; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC:
conteddo de informagdo polimérfica; PE-1: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando
apenas um dos pais ¢ testado; PE-2: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os
pais sdo testados; PE-3: probabilidade de exclusdo de falso parentesco quando ambos os pais sdo
excluidos e Desv-HW: desequilibrio de Hardy Weinberg - ns: nado significativa; ***P<0.001.
Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat v.2.9.3.2

Em vista do proposto por este estudo, o painel principal foi eficaz para testes de
identificacdo genética e de paternidade em bufalos criados no Brasil. E caso haja
necessidade, o uso do painel auxiliar deveré ser utilizado.

7. Conclusao

Todos os 20 marcadores microssatélites analisados apresentaram elevado grau de
polimorfismo tanto para cada grupo bubalino quanto para a populagdo como um todo.

O painel principal proposto por este estudo com 13 marcadores microssatélites foi eficaz
para testes de identificacdo genética e de paternidade, uma vez que todos os microssatélites
foram polimérficos e com confiabilidade de PE=99,99%.
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CAPITULO III - Caracterizacio genética da estrutura populacional de bufalos
criados no Brasil

RESUMO

z

O conhecimento da variabilidade genética bubalina € essencial para conservacdo de
recursos genéticos e para programas de melhoramento genético, bem como para o estudo
da estrutura populacional. Este estudo teve como objetivo caracterizar geneticamente a
estrutura populacional de cinco grupos bubalinos criados no Brasil (Carabao,
Mediterraneo, Mesti¢os, Murrah e Jafarabadi) por meio de 20 marcadores microssatélites
recomendados pela ISAG, com a finalidade de se obter dados da variabilidade e distancia
genética entre os mesmos. Foram detectados 219 alelos em toda a amostragem, sendo a
média de 11,2 alelos por microssatélite. Elevado indice de polimorfismo foi detectado,
com valores médios de He= 0,768 e PIC=0,739. Porém foi observada endogamia
(Fis=0,077) em toda a amostragem o que pode ser confirmado pelo desequilibrio de
Hardy-Weinberg em 15 microssatélites. No entanto, observou-se que hd moderada
diferenciagdo genética entre os grupos bubalinos avaliados (Fst=0,163). Tais resultados
podem ser devido ao pequeno nimero de propriedades avaliadas, pela selecdo de touros e
pela origem dos bufalos. Houve total separacdo entre bufalos de Rio (B. bubalis var.
bubalis) e de Pantano (B. bubalis var. kerebau) para AK=2. Informag¢des da caracterizacao
genética de bubalinos sdo necessdrias para o maior conhecimento dos grupos existentes no
Brasil e, consequentemente, para programas de melhoramento genético.

Palavras-chaves: caracterizacdo genética, distancia genética, estrutura populacional,
buafalos de Rio e de Pantano, Brasil
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ABSTRACT

Knowledge of genetic variability buffalo is essential for conservation of genetic resources
and breeding programs as well as for the study of population structure. This study aimed
to characterize genetically the population structure of five groups established in Brazil
buffaloes (Carabao, Crossbred, Mediterranean, Murrah and Jaffarabadi ) using 20
microsatellite markers recommended by ISAG , with the aim of obtaining data variability
and genetic distance between them. Were detected 219 alleles in all samples, with an
average of 10.95 alleles per microsatellite. High level of polymorphism was detected , with
average values of He=0.768 and PIC= 0739. However, it was observed the presence of
inbreeding (Fis=0..077) in the entire sample can be confirmed by Hardy- Weinberg
disequilibrium at 15 microsatellites. However, it was observed that there is a moderate
genetic differentiation among buffaloes groups assessed by analyzing the correlation of
genes in the population (Fst = 0.163). All these results may be due to the small number of
evaluated properties, bull selection and the origin of the buffalo. There was a total
separation between River (Bubalus bubalis subspecies bubalis) and Whamp buffaloes (B.
bubalis subspecies kerebau). The genetic characterization of buffaloes are necessary for

better understanding of the existing groups in Brazil and thus for breeding programs .

Key-words: genetic characterization, genetic distance, population structure, River and
Whamp buffaloes, Brazil
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1. Introducao

Os bufalos (Bubalus bubalis) tiveram sua origem na Asia e os primeiros exemplares foram
introduzidos na ilha de Marajé em 1890, dando inicio a formacdo do rebanho brasileiro
(Santiago, 1960).

A Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB) reconhece quatro racas: a
Mediterranea (de origem italiana, dupla-aptidao), a Murrah (de origem indiana, aptidao
leiteira) e a Jafarabadi (de origem indiana, dupla-aptiddao), denominados Bufalos de Rio (B.
bubalis var. bubalis) e a Carabao (de origem asidtica, aptiddo para corte e tracdo),
pertencente ao grupo de Bufalos de Pantano (B. bubalis var. kerebau) (Marcondes et al.,
2011; ABCB, 2010). Estas duas variedades de bufalos se diferenciam na morfologia € no
comportamento, sendo geneticamente distintos tanto em numero de cromossomos (os de
Rio com cariétipo 2n=50 e os de Pantano com2n=48) quanto na frequéncia genotipica de
microssatélites (Albuquerque et al., 2006; Zhang et al., 2011). Segundo Zhang et al.
(2011), ha forte evidéncia de que tanto os Bufalos de Rio quanto os de Pantano sao
descendentes do B. arnee, sendo que a evidéncia genética aponta claramente
domesticacdes independentes entre ambas as variedades.

Ha cerca de 188 milhdes de bufalos no mundo (FAO, 2013), sendo o Brasil o maior centro
de criagdo de bufalos das Américas, com 1.261.922 cabecas, em 2012 (IBGE, 2013) com
aumento de 10 a 12% ao ano do rebanho (Embrapa, 2013). Estes nimeros indicam que o
quadro nacional da bubalinocultura tende a mudar a médio e longo prazo e que o bifalo é
um animal com tendéncia de crescimento produtivo, devido a crescente procura pela carne,
leite e derivados (Vieira et al., 2011). Dessa forma, ha necessidade de estudos sobre a
estrutura populacional no que refere a distribuicdo da variabilidade genética e relagdes
genéticas entre e dentro as ragas e populagdes desta espécie. Segundo Kumar et al.,2006;
Vijh et al., 2008; Gargani et al.,2009 e Zhang et al., 2011 a diversidade genética de bufalos
auxilia na conservacdo, no desenvolvimento de estratégias para a conservagio dos bifalos,
na melhoria do ganho genético e em programas de melhoramento genético animal. Estes
autores relataram dados de distancia genética em bufalos em diferentes regides no mundo,
entretanto, no Brasil, poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura (Albuquerque et al.,
2006; Marques et al., 2011).

Marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados para andlises genéticas de
populacdes de espécies animais, pois sdo abundantes no genoma, altamente informativos,
multialélicos que permitem identificar geneticamente os individuos com alto poder de
discriminacdo (Carneiro et al., 2007). Por isso a necessidade da realizacdo da
caracterizacdo genética por meio de marcadores microssatélites com auxilio de programas
estatisticos em bubalinos criados no Brasil.
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O presente estudo teve como objetivo caracterizar a estrutura populacional de cinco grupos
bubalinos criados no Brasil (Carabao, Mediterraneo, Mestico, Murrah e Jafarabadi) por
meio de 20 marcadores microssatélites recomendados pela International Society for
Animal Genetics (ISAG), com a finalidade de se obter dados da distancia genética entre os
grupos bubalinos.

2. Estrutura populacional

Entende-se por populagdo o conjunto de varias familias que sdo compostas por pai, mae e
filhos. Sabe-se que a maioria das populacdes possui subpopulacgdes, ou seja, ha ocorréncia
da diferenca nas frequéncias alélicas, formando, assim, grupos geneticamente distintos.

A estrutura genética das populacdes refere-se a distribuic@o da variabilidade genética entre
e dentro de populacdes. Esta variacdo normalmente presente nas populacdes naturais
permite que, ao longo das geracdes, sejam criadas infinitas combinagdes genotipicas.
Entretanto, mecanismos micro evolutivos como a selecdo natural, deriva genética,
mutacdo, recombinacdo, fluxo génico, selecdo sexual, migracdo, dentre outros, podem
modificar as frequéncias de genes e de genétipos (Souza, 2012).

A partir de informacdes da variabilidade genética (riqueza alélica, heterozigosidade,
conteddo de informacao polimorfica e equilibrio de Hardy-Weinberg) é possivel estimar os
valores das relagdes filogenéticas entre as populacdes, ou seja, da estrutura populacional.
Para tanto, dados como o conhecimento da localizacdo geografica e o modo de reprodugao
também devem ser conhecidos, pois influenciam na distribui¢ao da diversidade genética
(Rocha, 2009).

Para andlise dos dados obtidos sdo utilizados programas estatisticos que sao ferramentas
essenciais na drea de genética de populacdes e de conservacdo das ragas. Esses dados
permitem determinar com maior exatiddo o nivel de diversidade presente dentro e entre
populacdes, diferenciacdo racial, o grau do fluxo génico existente entre populacdes que
foram isoladas (ou por fatores naturais ou pela acdo do homem), a forma como as
populacdes de uma mesma espécie estdo estruturadas ou subdivididas.

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) quantifica hierarquicamente a variabilidade
genética entre e dentro populacdes e, ainda, estima os paradmetros na Estatistica-F e realiza
permutacdes ao acaso (Peakall et al., 2006).

A Estatistica-F também denominada de Indices de Fixagdo ou Coeficiente de Endogamia
(Wright, 1951) ¢ uma forma de medir o grau de diferenciacdo entre os grupamentos
derivados da endogamia na populagdo estudada, analisando, assim, a diminuicdo da
heterozigosidade.

A diferenciacdo entre as subpopulacdes estd diretamente relacionada ao coeficiente de
endogamia dentro e entre populacdes. A teoria da estatistica-F foi proposta por Wright
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(1951) para medir os desvios das frequéncias genotipicas em populacdes subdivididas
utilizando trés parametros: Fit, Fis e Fst, apliciveis em uma populacio com nivel
hierarquico.

O Fit indica redugdo da heterozigosidade de um individuo com relagdo a populagdo como
um todo (consanguinidade global). Fis é o coeficiente de endogamia do individuo na
populacdo, indicando a consanguinidade dentro da populacdo (intrapopulacional), ou seja,
a reducdo da heterozigosidade do individuo com relagdo a sua subpopulagdo, expressando
a ocorréncia de acasalamentos aleatérios dentro da subpopulacdo. Os valores de Fit e Fis
quando se apresentam negativos ou proximos de zero, indicam que hd variabilidade
genética na populacdo (heterozigosidade) e valores distantes de zero (préximos a um)
indicam maior nimero de individuos homozigotos, presenca de endogamia (Wright, 1951;
Nei, 1973; Pires, 2012).

Ap0s leitura de vérios artigos, dentre eles Zhang et al. (2011), Gargani et al. (2009), Egito
et al. (2007) foi concluido que para interpretacdo deste trabalho, os valores de Fis e Fit
entre 0,001 a 0,009 indicam presenca de variabilidade genética, (heterozigosidade). E
valores superiores a 0,010 preconizam que hd presenca de endogamia na populacdo
estudada.

O Fst € o coeficiente de endogamia da subpopulacio em relagdo a populacdo total, ou seja,
quantifica o grau de divergéncia entre populacdes (coancestralidade), onde seu valor é
utilizado para medir a distancia entre subpopula¢des, assumindo valores de zero a um
(McManus et al., 2011; Albuquerque, 2005). Se a distancia genética estiver entre 0,00 a
0,05, indica baixa estrutura genética ou déficit de heterozigosidade ou, ainda, que ha alta
homozigosidade entre as populagdes; 0,05 a 0,25, moderada estrutura genética ou
diferenciacdo moderada e maior que 0,25, alta estrutura genética. Quanto maior for esse
valor, maior serd a diferenciac@o entre as subpopulagcdes estudadas e maior a variabilidade
(McManus et al., 2011).

As andlises de distncia genética avaliam a variacdo existente entre grupos relacionados
com fatores evolutivos e/ou pela endogamia, estimando o ndmero de substitui¢des génicas
que ocorreram entre elas desde sua divergéncia a partir de um ancestral comum. Um dos
testes utilizado para caracterizar estes dados € o da distncia genética de Nei, D4 (Nei’s,
1972) que foi desenvolvido para corrigir a dependéncia do nimero de alelos com baixa
frequéncia na amostra, fornecendo arvores filogenéticas mais exatas e confidveis (Pires,
2012).

Com base nas matrizes de distdncia genética, sdo construidos dendrogramas pelo método
de Neighbor-Joining que utiliza pseudoréplicas ou bootstraps que possibilitam avaliar a
confiabilidade dos erros amostrais sobre as deducdes, demonstrando quantas vezes um
grupo (cluster) foi formado (Weir, 1996; Pires, 2012).
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Para complementacdo da avaliacdo da estrutura genética, pode se utilizar também o
método Bayesiano que possibilita a incorporacdo de informacgdes, tendo como vantagem a
auséncia de pressuposi¢des quanto aos demais modelos utilizados e a facilidade de
estimagdo por intervalo, denominado de intervalo de credibilidade (Rocha, 2009). Este
método desenvolve probabilidades mais informativas e diretas de uma raga estar dentro de
outra, devido a formacgdo de clusters, verificando a estruturacdo de uma raca, de uma
populacdo por meio do programa Structure v.2.3.4 (Pritchard et al., 2012).

Outro parametro complementar ao estudo da estrutura genética é a Andlise Fatorial de
Correspondéncia (AFC) que € uma varidvel explicativa através de representacdo espacial,
em 3D, que associa individuos a sua provavel subpopulacdo, por meio do Genetix v.4.05
(Belkhir et al., 2004).

Os parametros da estatistica-F ndo s@o afetados pela amostragem: nimero de alelos por
locus, nimero de individuos amostrados por populacdo ou nimero de populagdes
amostradas. Contudo, sdo dependentes da amostragem genética, ou seja, do tamanho da
populacdo e de sua histéria (Araugjo, 2004), por isso o conhecimento da origem da espécie
em estudo faz-se necessdrio.

Portanto, a associag¢do de todos os dados da variabilidade genética obtidos com auxilios de
softwares estatisticos fornecem a base para a padronizagdo dos testes de DNA
(identificagcdo genética e o de paternidade), bem como subsidios para o estudo da estrutura
populacional (inter e intra racial ou populacional).

3. Material e Métodos
3.1. Amostras e extracio DNA

Foram utilizadas amostras de DNA extraidas de pelos de 590 bufalos criados no Brasil,
sendo 514 de Bufalos de Rio, Bubalus bubalis var. bubalis (ragas: Jafarabadi, n=58;
Mediterranea, n=185, Murrah, n=190) e 81 de Mesticos e 76 de Bufalos de Pantano,
Bubalus bubalis var. kerebau (Carabao). Estas foram enviadas tanto pelos criadores quanto
pela ABCB ao Laboratério de Genética da Escola de Veterindria da UFMG, onde os testes
foram realizados. Os mesticos foram identificados pelos criadores como produtos de
cruzamentos entre buifalos de Rio.

O DNA foi extraido dos pelos utilizando técnica da proteinase K (Zabek et al., 2005)
utilizada no Laboratério de Genética da Escola de Veterindria da UFMG. Apds a extracgdo,
os microtubos contendo DNA foram armazenados a -20 °C.
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Tabela 1: Relacdo dos bifalos analisados e a localizacdo geografica

Subespécie Grupo n Cidade Estado
Bifalo de Carabao 1 Castanhal PA
Pantano n=76 75 Belém PA
Jafarabadi 36 Jussara GO
n=58 1 Nova Andradina MS
21 Tieté SP
Mediterraneo 1 Castanhal PA
n=185 143 Caraguatatuba SP
26  Sio Jodo da Boa Vista SP
3 Castanhal* PA
18 Novatimbotéua* PA
Biifalos de Rio 19 Novatimbotéua* PA
Murrah 6 Castanhal* PA
n=190 75 Natal RN
26 Senges PR
16 Inhatima MG
14 Cana Verde MG
13 Jussara GO
Mesticos 58 Pedro Leopoldo MG
n=81 13 Inhaima MG
10 Itatiba SP
Total 590

* diferentes propriedades

3.2. Marcadores Microssatélites

Foram utilizados 20 marcadores microssatélites recomendados pela International Society
for Animal Genetics (ISAG/2010), sendo eles: BM757, BM922, BM1706, BM1824,
BMC1013, CSSM19, CSSM33, CSSM38, CSSM42, CSSM47, CSSM60, CSSM70,
CYP21, ETH3, FCB304, INRA6, INRA26, MAF65, RM4 e TGLA227.

3.3. Andlise estatistica

Para a caracterizacdo genética foi avaliada a variabilidade genética (Ar, Ho, He, PIC e
EHW) para a populagdo como um todo bem como para cada grupo individualmente. As
andlises foram realizadas com auxilio dos programas Cervus v.3.03 (Marshall et al., 1998)
e GenAlex v.6.41 (Peakall E Smouse, 2006) e riqueza alélica pelo programa FSTAT
v.2.9.3.2 (Goudet, 2002), sendo que o tamanho da amostra rarefeita para o cédlculo foi de
58 individuos por subpopulagdo.

A estrutura populacional foi analisada por meio da distdncia genética utilizando o
programa GenAlex v.6.41 (Peakall E Smouse, 2006) para o cdlculo da AMOVA. Os
parametros da Estatistica-F, Fis, Fit e Fst (Wright, 1951) foram feitos por meio do GenAlex
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v.6.41 (Peakall E Smouse, 2006) e pelo TFPGA v.1.3 (Miller, 1997), sendo que este tltimo
avaliou pseudoréplicas (bootstraps) de 10.000 permutagdes com intervalo de confianca
(IC) de 99%. E ainda, pelo software Genetix v.4.05 (Belkhir et al., 2004), estimando o IC
em 95% através de 1000 bootstraps por locus em cada raga e na populagdo como um todo.

Os dendrogramas foram obtidos com auxilio do programa TFPGA v.1.3 (Miller, 1997)
avaliando 10.000 pseudoréplicas, com IC de 99%, baseados na distancia genética de Nei’s
(1972), Da.

Em complementacio ao estudo da estrutura genética foram utilizados a AFC por meio do
programa Genetix v.4.05 (Belkhir et al., 2004) e o método Bayesiano com o uso do
software Structure v.2.3.4 (Pritchard et al., 2012) segundo o protocolo utilizado por Zhang
et al. (2011).

4. Resultados e Discussao

4.1. Variabilidade genética

Foram obtidos 219 alelos em toda a amostragem, variando de cinco (CYP21) a 31 (ETH3),
sendo a média de 10.95 alelos por microssatélite (Tabela 2). Os mesmos extremos foram
observados para a riqueza alélica, variando de 4,461 (CYP21) a 18,769 (ETH3). Os valores
médios de Ho, He e PIC foram superiores a 0,6 indicando elevado grau de polimorfismo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Kumar et al. (2006), Elbeltagy et al.
(2008), Yang et al. (2011) e Kathiravan et al. (2012).

No entanto, ao analisar o indice de endogamia da subpopula¢do em relagdo a populagdo
total Fst, observou-se, segundo Wrigth (1951), Raymonds et al. (1995) e McManus et al.
(2011), que os biifalos testados possuem estrutura genética intermedidria (Fst=0,163), ou
seja, indica que ha moderada diferenciacdo genética entre os grupos bubalinos avaliados.
Tal similaridade pode ser devido ao fato de Mesticos terem sido testados neste estudo, ou
ainda, a possivel utilizacdo de reduzido nimero de reprodutores. E, segundo Santiago
(1960), devido ao considerdvel nimero de animais cruzados que a maioria dos criadores
dispunha em meados de 1920, e, ainda, da forte evidéncia de terem o mesmo ancestral
comum B. arnee (Zhang et al., 2011).
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Tabela 2: Pardmetros genéticos dos 20 marcadores microssatélites nos 590 bufalos
criados no Brasil

Primer Ta Ar Ho He PIC EHW Fis Fit Fst
BM757 12 9988 0,747 0,876 0,863 ns 0,045 0,189 0,150
ETH3 31 18,769 0,639 0,860 0,849  #** 0,035 0,149 0,118
BM1706 13 10,460 0,769 0,857 0,840  *** 0,001 0,151 0,150
CSSM47 18 13,456 0,692 0,850 0,834  *** 0,030 0,190 0,164
INRAG6 15 13,433 0,795 0,872 0,859 ***  -0,014 0,240 0,250
BM922 8 7,967 0,700 0,818 0,795  *** 0,184 0,305 0,148

FCB304 11 9901 0,673 0815 0,793  *** 0,042 0,163 0,127
INRA26 8 7,300 0,632 0,799 0,769 *** 0,013 0,221 0,231
CSSM19 9 8,131 0,610 0,788 0,758 ns -0,038 0,057 0,091
CSSM70 7 6,888 0,590 0,789 0,758 ns 0,062 0,243 0,193
BM1824 9 7,955 0,669 0,779 0,747  *x* 0,046 0,090 0,046

CSSM38 13 9,908 0,368 0,764 0,739 ns 0,089 0,267 0,196
CSSM42 9 8,241 0,553 0,722 0,692 ***  -0,005 0,185 0,189
TGLA227 8 5,777 0,542 0,733 0,687 ***  -.0,024 0,199 0,217
BMC1013 8 7,387 0,614 0,721 0,680  *** 0,228 0,289 0,080
RM4 12 9,072 0,520 0,688 0,666  *** 0,135 0,262 0,147

CSSM60 8 6,249 0,568 0,702 0,654  *** 0,133 0,309 0,203
MAF65 6 5,267 0,612 0,689 0,651 *** -0,051 0,106 0,149
CYPp21 5 4,461 0,651 0,672 0,613 ns 0,211 0,340 0,164
CSSM33 9 6,845 0,463 0,562 0,530  *** 0,427 0,563 0,238

MEDIA 10,95 8,873 0,620 0,768 0,739 - 0,077 0,226 0,163

Ta: ndmero de alelos; Ho e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC: conteido de
informacao polimérfica; EHW: significancia do Equilibrio de Hardy Weinber — ns: ndo significativa;
**#*%P<0.001 e Estatistica-F: Fis: indice de engogamiga do individuo na subpopulacdo,
Fit:consanguinidade do individuo na populacdo total e Fst: indice de coancestralidade Programas:
Cervus v.3.0.3; GenAIEx v.6.41

Kumar et al. (2006), Vijh et al. (2008) e Gargani et al. (2009) embora tenham encontrado
altos valores da variabilidade alélica e do PIC, concluiram que as populacdes de bufalos de
Rio estudadas encontravam-se em desequilibrio de HW. Isso devido ao pequeno nimero
amostral, a deficiéncia de heterozigotos, aos diferentes valores obtidos nas
heterozigosidades, levando ao aumento da endogamia (Fis). O mesmo ndo ocorreu na
pesquisa de Zhang et al. (2011), ao analisarem bufalos de Rio e de Pantano, pois os valores
de Ho e He nao foram significativamente diferentes entre as populacdes, obtendo-se
médias aproximadas de 0,5, indicando heterozigosidade significativa. Entretanto, ao
analisarem os valores médios de Fst, estes mesmos autores, concluiram que, apesar de
serem grupos distintos, as populacdes estudadas possuiam baixa variabilidade genética
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quando analisados dentro das populagoes de rio e de pantano (0,049 e 0,060,
respectivamente).

A Tabela 3 mostra os valores da variabilidade genética de cada grupo bubalino. Os valores
médios da riqueza alélica (Ar), que avalia a diversidade de nuimero de alelos por
microssatélite fixando o tamanho amostral (n=58) para todas as subpopulagdes variou de
5,65 (Jafarabadi) a 7,32 (Murrah). Estes dados podem ser devido ao nimero de diferentes
propriedades por grupo bubalino, trés para Jafarabadi e nove propriedades para Murrah e
possivel controle de acasalamentos. Estes resultados também podem ser explicados pelas
estimativas dos valores de He e PIC (>0,5) que evidenciam elevado grau polimérfico, bem
como pequeno numero de microssatélites com desvio de Hardy-Weinberg (Tabela 3).
Houve desvio do EHW de dois microssatélites para o grupo de Mesticos (CSSM38 e
CSSM70) e para Jafarabadi (FCB304 e CSSM70) a cinco para o grupo Mediterraneo
(CSSM38, CSSM42, ETH3, TGLA227 e MAF65).

Tabela 3: Parametros genéticos por grupo bubalino criado no Brasil

Grupo Ta Ar Ho He PIC Fis g%sv
Murrah 176 7,32 0,653 0,709 0,672 0,080 3
Mestico 148 7,03 0,669 0704 0,663 0,052 2
Mediterrineo 143 630 0,648 0688 0,645 0052 5
Jafarabadi 113 565 049 0573 0,526 0,135 2
Carabao 121 582 0516 0567 0,526 0073 3
Média 10,95 8,873 0,620 0,768 0,739 0,077 ---

Ta: total de alelos; Na: nimero médio de diferentes alelos; Ar: riqueza alélica; Ho
e He: heterosigozidades observada e esperada, PIC: conteido de informagdo
polimérfica; F- Fis: indice de endogamia do individuo na subpopulagdoe Desv-
HW: nimero de microssatélites em desequilibrio de Hardy Weinberg.
Programas: Cervus v.3.0.3; Genalex v.6.41; FStat v.2.9.3.2

O indice de endogamia, Fis, variou de 0,052 (Mesticos e Mediterraneo) a 0,135
(Jafarabadi), caracterizando deficiéncia de heterezigotos, portanto, predominio de
endogamia nas populagdes analisadas (Tabela 3). A presenca da endogamia nas populagdes
estudadas pode ser em func¢do do reduzido nimero de rebanhos analisados, ao tipo de
manejo reprodutivo utilizado, a sele¢ao de touros e valores de He superiores aos de Ho e,
consequentemente, Fis>O0.

A Tabela 4 mostra a evidéncia da existéncia de alelos privados e respectivas frequéncias
destes por raca bubalina criada no Brasil para as andlises realizadas até o momento. No
entanto, a medida que novos animais forem testados estes dados podem ser alterados, tanto
no surgimento de novos alelos privados por grupo quanto que alelos ja determinados
especificos podem deixar de sé-los.
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Alelos privados estao associados a determinagdo da especificidade de cada grupo, raga, ou
seja, sdo representativos de determinado grupo. Além da possibilidade de estarem
coligados a algum tipo de produgdo, como leite, carne, porcentagem de gordura no leite,
maciez da carne, precocidade. Entretanto, até o momento, nenhum relato foi encontrado
sobre qualquer tipo de correlacdo.

Em Mesticos nao foram observados alelos privados devido a este grupo ser o resultado de
cruzamentos entre individuos das racas de bufalos de Rio.

Tabela 4: Relacio da frequéncia dos alelos privados por grupo de bufalos do Brasil

MEDITERRANEO
ETH3 BM1824 CSSM47 INRA26
122 (0,003) 194 (0,003) 135 (0,043) 100 (0,014)
140 (0,016)
146 (0,005)
174 (0,008)
MURRAH
ETH3 CSSM47  CSSM38 BM757 CSSM33 RM4 FCB304

96 (0,005) 151 (0,003) 165 (0,013) 177 (0,008) 160 (0,003) 163 (0,005) 153 (0,021)
106 (0,005)  155(0,003) 167 (0,003) 185 (0,016)

124 (0,003) 163 (0,011)

134 (0,005)

TGLA227 CSSM60

82 (0,005) 118 (0,005)

JAFARABADI
CSSM33 CSSM47
158 (0,026) 157 (0,017)
CARABAO
CSSM19 BM1706 TGLA227 CSSM42 RM4 FCB304 BM1824

137 (0,704) 161 (0,007) 88 (0,033) 202 (0,033) 131(0,355) 139(0,526) 180 (0,651)
153 (0,020) 233 (0,632) 90(0,013) 208 (0,132) 139 (0,046) 155 (0,211)
159 (0,105) 261 (0,092)
161 (0,026)
MAF65 CSSM38 CSSM70 ETH3 BMC1013 BM922
113 (0,020) 169 (0,007) 121 (0,138) 168 (0,026) 249 (0,039) 60 (0,243)
Programa: GenAlEx v.6.41
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A Tabela 5 apresenta a relagdo dos microssatélites e seus respectivos alelos as duas
variedades bubalinas, a de Pantano e a de Rio, sendo que os mesticos foram incluidos aos
de Rio, devido as informagdes obtidas com os criadores e com a ABCB, onde foram
obtidas as amostras. Os alelos com marcacdes sdo especificos para cada variedade de
bufalos.

Embora todos os microssatélites utilizados sejam de sequéncias de dinucleotideos, ou seja,
com repeti¢des de dois pares de bases (pb), o marcador INRAG6 apresentou fragmentos de
tamanhos impares em toda sua extensao nos cinco grupos bubalinos analisados (Tabela 5).
Entretanto, nenhum relato foi encontrado na literatura até o momento.
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Tabela 5: Relaciao dos microssatélites e seus alelos privados nos buifalos de Rio (Jafarabadi, Mediterraneo, Mestico e Murrah) e de Pantano (Carabao) criados no Brasil

Biifalos Biifalos Bufalos Bufalos Bufalos Biifalos Bufalos Biifalos
Locus Rio Pantano [Locus Rio Pantano [Locus Rio Pantano|Locus Rio Pantano |Locus Rio Pantano |Locus Rio Pantano |Locus Rio Pantano |Locus Rio Pantano
72 72 60 221 221 74 74 96 127 127
74 74 64 64 229 229 80 111 111 180 180 98 98 129 129
~ 76 76 66 66 o 235 235 82 113 182 100 100 131 131
N N — e wn —
:ﬁl 78 78 Q 68 68 = 237 237 5 88 88 s 117 117 N 184 184 102 102 133 133
5 80 80 = 70 S 23 g 9 I 123 13 > 186 186 104 135
) Z = Q
= 82 72 ] 241 92 92 125 125 188 188 106 137 137
88 74 243 243 96 127 127 108 108 145 145
90 76 76 249 100 110 110 147
174 174 121 180 180 90 90 154 154 122 ;’ 149 149
180 123 123 182 182 106 156 124 7151
182 125 184 108 158 126 © is3
S 184 £ 127 127 g 186 186 S 112 112 112 a 160 128 155
g 186 % 129 129 % 192 192 % 114 114 114 % 162 130 157
=) 188 188 Q 131 Q 194 194 Q 118 115 115 Q 166 166 132 159
190 190 133 133 196 196 122 116 116 168 168 n 134 161
192 192 202 124 124 118 118 170 170 E 140 163
194 208 120 120 172 = 142 142 165 165
153 155 131 131 121 121 144 144 167
161 157 157 135 137 137 : 122 122 131 131 146 177
227 227 159 159 137 137 139 % 123 123 135 135 148 179
233 161 161 139 141 141 = 124 124 137 152 181 181
241 163 163 151 151 143 143 125 125 139 139 154 183 183
° 243 . 165 153 - 147 126 126 . 141 156 156 185
E 245 245 g 167 ‘E" 155 155 § 149 127 127 E 151 158 5 187
b= 247 A 169 I~ 157 157 o 151 151 128 A 153 160 E 189
B 249 a7 159 159 | = 153 129 129 © 159 162 2 191
251 251 175 175 161 155 161 164 164 193
253 253 177 177 163 157 157 166 166 195 195
255 255 179 165 165 168 197 197
261 181 170 170 201

174
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4.2. Distancia genética entre os grupos bubalinos

A Tabela 6 mostra as estimativas de Fst, indice de endogamia da subpopula¢do em relagdo
a populagdo total, entre pares dos grupos estudados. Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos por Albuquerque (2005) e Marques et al. (2011), onde bufalos de Rio e de Pantano
sao geneticamente distintos.

Ja para a distancia genética entre os grupos bubalinos, Albuquerque (2005), encontrou
resultados distintos. Este autor observou que a maior distancia genética estava entre os
grupos Mediterraneo e Carabao (Fst=1,886) enquanto que neste estudo, Jafarabadi e
Carabao apresentaram maior divergéncia (Fst=1,482). J4 Marques et al. (2011)
encontraram dados semelhantes aos aqui mostrados, também avaliando bufalos brasileiros,
obtendo o maior valor de Fst entre Jafarabadi e Carabao (Fst=0,944).

Estes resultado podem estar associados com a localizagdo geografica das populagdes
analisadas, nimero e quais de marcadores microssatélites foram utilizados para cada
trabalho individualmente.

Tabela 6: Distancia (abaixo da diagonal) e similaridade (acima da diagonal)
genética entre os grupos bubalinos do rebanho brasileiro, segundo Nei’s
(1972/1978 e 1983)

Mediterraneo Murrah Jafarabadi Carabao Mestico

- 0,737 0,721 0,249 0,801 Mediterraneo
0,305 0,791 0,298 0,912 Murrah
0,327 0,234 0,227 0,854 Jafarabadi
1,392 1,212 1,482 0,285 Carabao
0,222 0,092 0,158 1,255 Mestico

Programa: TFPGA v.1.3 (Nei’s, 1972/1978) € GenAlEx v.6.41 (Nei’s, 1983)

Ao comparar a similaridade genética entre as quatro ragas reconhecidas pela ABCB com
Mestigos, observou-se que Murrah e Mesticos foram as que mais se assemelharam (91,2%)
e as que menos, Carabao e Mesticos (28,5%).

Mas ao analisar somente os grupos considerados puros, pode-se notar que a maior
semelhanca foi de 79,1% entre Jafarabadi e Murrah (Tabela 6), o mesmo ocorrendo nos
estudos de Vigh et al. (2008) e Marques et al. (2011). Segundo Santiago (1960), houve, em
1918, 1920 e 1947, importagdes de animais com predominincia de sangue tanto de
Jafarabadi quanto de Murrah e que possiveis cruzamentos entre essas ragas foram
realizados. Isso leva a crer que houve compartilhamento e disseminacdo alélica de geracao
para geracdo. Outro dado importante € a origem de ambas as racgas, origem indiana
(Marcondes et al., 2011; ABCB, 2010). Entretanto, Albuquerque (2005), observou maior
proximidade genética entre Murrah e Mediterraneo. Estes dados podem estar relacionados
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ao nimero de animais testados, nimero de propriedades e localizacao geogréfica para cada
estudo desenvolvido.

Para complementar estes dados foi realizado teste da Andlise Fatorial de Correspondéncia,
que detectou a formacdo de dois grupos totalmente distintos, visualizados em 3D (Figura
1). Sendo um representado por Bifalos de Pantano, formado pelo grupo Carabao (B.
bubalis var. kerebau), de cor cinza, e outro por Bufalos de Rio (B. bubalis var. bubalis):
grupo Mediterraneo (amarelo), Murrah (azul), Jafarabadi (branca) e grupo de Mesticos
(rosa). Os resultados obtidos demonstraram que entre os Mestigos ha maior predominéncia
das racas Murrah e Jafarabadi, sendo estes resultados confirmados na Tabela 6, onde a

similaridade genética € de 91,2 e 79,1%%. Isto pode ser devido a presenca de cruzamentos
entre estas racas na populacio estudada.

0 Mediterrineo
“ M Murah
L WP, o o
"o iﬁ' i;'«"’,‘ G 9 Jafarabadi
+ %3 *"» @ Mestigos
]‘ @ Carabao

Figura 1: Representacdo espacial da relacdo dos individuos por subpopulag¢do

baseada nos resultados da Andlise Fatorial de Correspondéncia. Programa:
Genetix v.4.05
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A Figura 2 representa o dendrograma de distancia genética, D4 (Nei’s, 1972), usando o
Método de Neighbor. Os resultados estdo de acordo com bootstraping de 10.000
permutacdes. Também foi observada total separacdo entre Bufalos de Pantano e de Rio,
maior similaridade genética entre Murrah e Mesticos e que Jafarabadi estd mais préximo
de Murrah e Mesticos, indicando que houve maior troca alélica entre elas. J4 o
Mediterraneo estd mais distante, comprovando o demonstrado na Tabela 6 e Figura 1.

80.06%

72,03%

133.07%

Mwrral

Mestico

Jafarabadi

Mediterraneo

Carabao

Figura 2: Dendrograma caracterizando total separacdo entre bufalos de Pantano
(Carabao) e de Rio (Mediterrineo, Murrah, Jafarabadi e Mesticos), construido
baseado na distdncia genética D, (Nei’s, 1972). Os valores de reamostragem

genética estdo presentes no dendograma. Programa: TFPGA v. 1.3

A AMOVA dos cinco grupos bubalinos brasileiros baseados nos dados dos 20 marcadores
microssatélites, estimou que 26% e 74% das variabilidades genéticas estdo entre e dentro
das populagdes estudadas (Figura 3). Confirmando, assim, que hd maior variabilidade
dentro das populacdes, ou seja, entre os individuos. Resultado semelhante foi encontrado
por Albuquerque (2005), 12,27% e 87,73%, respectivamente em bufalos brasileiros.

Figura 3: Porcentagem da variancia
molecular obtidos pela AMOVA
entre os cinco grupos bubalinos.
Programa: GenAlEx v.6.41
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Ao se analisar os cinco grupos como um todo por meio do método Bayesiano, que fornece
dados da pureza de cada individuo analisado bem como do grupo(Structure v.2.3.4), foram
obtidos trés valores de AK (2, 3 e 5), onde k € o nimero de grupos formados. O AK=2 esta
relacionado as duas subespécies bubalinas (bufalos de Rio e de Pantano). O AK=3
considera a origem das racas (italiana, indiana e asidtica) e o AK=5 indica a andlise dos
cinco grupos estudados (Figura 4).

Mediterraneo Nurah Jafarabadi  Carabao Mesticos

Figura 4: Anilise da estrutura dos grupos bubalinos por meio do método Bayesiano. K € o nimero
de grupos formados (K=2, 3 e 5). As cores representam 0s clusters que sdo os grupos bubalinos
estabelecidos. Programa: Structure v.2.3.4

O K mais significativo estabelecido pelo programa foi o AK=2, indicando que houve
separacdo completa entre bufalos de Rio e de Pantano (Figura 4). Neste caso ndo foram
observados padrdes raciais para os grupos pertencentes a variacdo bufalos de Rio. Este
resultado confirma o obtido pela Andlise de Correspondéncia Fatorial (Figura 1), Fst
(Tabela 6) e pelo dendrograma (Figura 2), bem como o encontrado por Albuquerque
(2005), Zhang et al. (2007), Marques et al. (2011) e Zhang et al. (2011).

A Tabela 7 demonstra a propor¢ao de individuos em cada grupo para a formagao dos dois
grupos distintos para AK=2. Estes dados indicam o qudo, em porcentagem, os individuos
sd0 puros, ou seja, possuem caracterizacdo genética de determinada raca. O cluster 1
representa os bufalos de Rio onde 99,8% dos individuos das racas Mediterrdnea e
Jafarabadi, 99,7% dos Mesticos e 99,5% dos de Murrah possuem caracterizagdo genética
de bufalos de Rio. Somente 0,2-0,3 e 0,5% dos animais possuem algum tipo de influéncia
genética dos bufalos de Pantano. O mesmo ocorrendo com os bufalos de Pantano,
representados pelo cluster 2, onde 99,4% dos individuos da raca Carabao sdo puros
enquanto que, apenas, 0,6% sofreram influéncia alélica dos bufalos de Rio.Estes dados
podem ser visualizados na Figura 4, cujas cores sdo vermelha para o cluster 1 (btfalos de
Rio) e verde, para o cluster 2 (bufalos de Pantano). Quando a cor verde aparece no cluster



65

1, indica que os bufalos de Rio sofreram influéncia genética das dos bufalos de Pantano e
vice-versa. Pode-se concluir que mais de 99,5% dos bufalos avaliados pertenceram a uma
das duas variedades B. bubalis var. bubalis ou B. bubalis var. kerebau. Esta inferéncia
pode ser devido a cruzamentos realizados em meados do século XX (Santiago, 1960 e
Marques et al., 2011), como também por possivelmente terem o mesmo ancestral comum,
o bufalo selvagem Arnee (Zhang et al., 2011). Entretanto, ao realizar andlise estatistica,
percebeu-se que nao ha diferenca significativa entre estes valores.

Tabela 7: Propor¢do de individuos em cada grupo

para AK=2
Grupo Clusters estimados (%) n
1 (vermelho) 2 (verde)

Mediterrineo 99,8 0,2 185
Murrah 99,5 0,5 190
Jafarabadi 99,8 0,2 58
Carabao 0,6 99,4 76
Mestico 99,7 0,3 81

Programa: Structure v.2.3.4

Para o AK=3, houve separagdo entre os grupos dos bufalos de Rio, onde o grupo de
Mediterraneo diferenciou-se dos Murrah, Jafarabadi e Mesti¢os, bem como do de Carabao
(bufalos de Pantano). Estes resultados podem ser explicados pelas origens dos grupos:
Mediterraneo (origem italiana), Murrah e Jafarabadi (origem indiana), Carabao (sudeste
asidtico) e o grupo de Mesticos (maior predominio de cruzamentos entre animais das racas
Murrah e Jafarabadi). Estes dados diferem dos de Marques et al. (2011) que ao analisarem
200 bufalos de Rio e de Pantano criados no Brasil com 25 marcadores microssatélites
relataram que as racas Mediterrdnea e Murrah agruparam-se em um mesmo cluster,
demonstrando alta similaridade genética entre elas. Esta diferenca pode estar associada ao
menor nimero de animais analisados e por terem utilizados 25 marcadores, dentre os quais
somente seis sao semelhantes aos deste trabalho, ou seja, 18 microssatélites foram
diferentes. A Tabela 8 demonstra a propor¢do de individuos em cada grupo para a
formacao dos trés grupos distintos para K=3.
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Tabela 8: Propor¢io de individuos em cada grupo para AK=3

Clusters estimados (%)

Grupo n

1 (vermelho) 2 (azul) 3 (verde)
Mediterraneo 83,7 15,9 0,4 185
Murrah 1,5 98,0 0,4 190
Jafarabadi 5,8 94,0 0,2 58
Carabao 0,6 0,6 98,8 76
Mesticos 15,7 83,9 0,4 81

Programa: Structure v.2.3.4

Ao analisar K em relagdo ao nimero de racas testadas (AK=5) foram observadas
composi¢des heterogéneas das mesmas.

Ao analisar cada cluster percebeu-se que o cluster 4 (amarelo), grupo Carabao foi o mais
puro (97,8%), ou seja, que compartilha menos alelos com os demais grupos por
apresentarem proporg¢des estatisticas nao significativas (0,4% do grupo Mediterraneo, 0,3%
do Murrah, 0,2% do Jafarabadi e 0,3% dos Mesticos). Isto pode ser explicado por estes
animais estarem localizados na regido norte do Brasil, onde ndo sofrem cruzamentos com
os demais grupos bubalinos.

O cluster 1 (verde) é representado pelo grupo Mediterraneo (80,3%), onde ha animais com
presenca alélica crescente de Carabao (0,6%), Murrah (1,6%), Jafarabadi (4,9%) e
Mesticos (10,7%). Explicagdes para os demais clusters sao semelhantes a esta. Portanto, a
Andlise Bayesiana identificou as quatro racas bubalinas reconhecidas pela ABCB com
precisdo superior a 80 % para AK=5.

Tabela 9: Propor¢io de individuos em cada grupo para AK=5

Clusters estimados (%)

Grupo
1 (verde) 2 (azul) 3 (rosa) 4 (amarelo) 5 (vermelho)
Mediterraneo 80,3 2,2 2,7 0,4 14,4 185
Murrah 1,6 83,9 2,5 0,3 11,6 190
Jafarabadi 49 1,2 90,0 0,2 3,7 58
Carabao 0,6 0,7 0,4 97,8 0,5 76
Mesticos 10,7 16,6 5,9 0,3 66,4 81

Programa: Structure v.2.3.4



67

Marques et al. (2011) relataram que alguns individuos da raga Murrah, introduzidos no
Brasil no século XX, sofreram cruzamentos com os Mediterrineos para selecdo do
fendtipo da raca Murrah, desenvolvendo a raga Murrah brasileira atual. Esta selecao
artificial ocasionou uma divisdo interna com individuos com origens ancestrais distintas
que poderiam afetar o futuro da preservacao da raga. A racga Jafarabadi também apresentou
composi¢do genética heterogénea. Estes dados sdo confirmados por Santiago (2000) e
Marcondes et al. (2011), que divulgaram que criadores marajoaras realizaram cruzamentos
entre bufalos de Rio com Carabao e entre Murrah e Jafarabadi, disseminando, assim, alelos
em comum entre as racas. E ao observar as Figuras 2, 3 e 4 deste trabalho, pode-se concluir
que os cruzamentos entre bufalos de Rio e de Pantano foram diminuindo até chegar ao
ponto da possibilidade da total separacdo entre estas subespécies.

Com o passar dos anos, reprodutores e matrizes foram selecionados, possivelmente sem a
devida preocupagdo com acasalamentos e cruzamentos endogimicos, acarretando, no
rebanho nacional, indices de consanguinidade (Fis=0,077), Tabela 2. Dessa maneira, faz-se
necessaria a introdugao de diferentes materiais genéticos nos rebanhos para que se possa
aumentar a variabilidade genética dos mesmos. Refor¢ando, assim, a importancia do uso
marcadores microssatélites para auxiliar programas de conservacio de recursos genéticos
para os bufalos criados no Brasil.

Além deste relato historico para possiveis explicacdes sobre as composi¢des heterogéneas
dos grupos bubalinos, hd também a classificacdo das ragas para fins de Registro
Genealdgico (RG) da ABCB, aprovado pelo MAPA.

E previsto pelo regulamento do Servico de Registro Genealdgico (SRG) da ABCB o
registro de animais na categoria animais puros de origem (PO), animais puros por
cruzamento de origem conhecida (PCOC), animais puros por cruzamento de origem
desconhecida (PCOD), animais de livro aberto (LA) os quais sdo animais de ambos os
sexos pertencentes a rebanhos fechados de raca exclusiva. Como também, fémeas
mesticas (FM) compreende bufalas mesticas, inclusive as descornadas, que podem servir
como base a cruzamentos absorventes para uma das ragas bubalinas. No regulamento
vigente 1&-se:

“Art. 26- Serdo registrados como animais Puros de Origem (PO) os produtos
origindrios de animais Puros de Origem, nascidos ou ndo no Brasil, portadores
de documentos que assegurem a sua origem, bem como os que atinjam niimero
de 4 (quatro) geragbes para a raga contadas a partir do primeiro animal
registrado como LA, PCOC ou PCOD, sempre cruzado com outro animal de
grau de sangue superior e submetidos a inspecdo zootécnica por Comissdo de
Julgamento ou Jurado Unico do Servico de Registro Genealdgico da raga,
atendidas as normas aprovadas pelo Ministério da Agricultura.”
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Neste mesmo regulamento (Art. 17) é exigido do criador a escrituragdo zootécnica dos
animais:

“Art. 17- O criador obriga-se a manutengdo do livro de escrituragdo zootécnica
ou fichas individuais de identificacdo dos animais, bem como das copias dos
comunicados de ocorréncias, remetidas ao SRG da ABCB.”

Este regulamento é, até entdo, a ferramenta que orienta a comprovacao dos cruzamentos
raciais de bubalinos tanto para a ABCB quanto para o MAPA. Como também, para a
explicacdo da Andlise Bayesiana (AK=5) sendo observados compartilhamentos alélicos
entre os individuos e grupos analisados neste estudo, cuja sensibilidade das técnicas
utilizadas € significativamente mais precisa para deteccdo de genes relacionados a
determinados grupos do que manifestacdes fenotipicas de cada individuo.

5. Conclusao

A estrutura genética dos bufalos testados foi moderada, indicando que ha uma
intermedidria similaridade genética entre os grupos.

Recomenda-se introducao de diferentes touros nos rebanhos de bufalos de Rio para que se
possa aumentar a variabilidade genética, diminuindo, assim, o grau de endogamia existente
quando se analisa o individuo na populagdo total.

Houve total separacdo entre os bufalos de Rio e de Pantano, B. bubalis var. bubbalis e B.
bubalis var. kerebau, respectivamente, para AK=2.

A Andlise Bayesiana identificou as quatro racgas bubalinas reconhecidas pela ABCB com
precisdo superior a 80 % para AK=5.

A raca Carabao foi a mais pura (97,8%) dentre as quatro ragas reconhecidas pela ABCB.
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