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RESUMO 



 

No presente trabalho, apresentamos o primeiro mapa RH do cromossomo 16 
bubalino (BBU16), construído com a utilização do painel celular BBURH5000. 
Seqüências de primers para PCR de 30 genes derivados do cromossomo 15 bovino 
(BTA15) foram testados com DNA de búfalo para a construção do mapa RH BBU16.  
Dos marcadores testados, 11 geraram produtos de PCR específicos com o DNA de 
búfalo, mostrando-se adequados para o mapeamento utilizando o painel BBURH5000. 

A partir de análises estatísticas, 9 genes foram incluídos no primeiro mapa  RH do 
cromossomo BBU16 contendo apenas um grupo de ligação. As freqüências de 
retenção (FR) dos marcadores variaram entre 16,6% (SDHD) e 32,2% (PORIMIN). 
Comparando-se o mapa RH obtido com a sequência do BTA15, pode-se verificar 
que não houve discrepâncias quanto a ordem dos 9 genes em ambas espécies, 
evidenciando a conservação da ordem linear desses marcadores nas mesmas.  
 

Palavras-chave: Bubalus bubalis, genoma, búfalo de rio, BBU16, mapeamento RH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

                                                                                                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       ABSTRACT 



 

This paper describes a radiation hybrid (RH) map of river buffalo (Bubalus bubalis) 
chromosome 16, generated from a previously described river buffalo whole 
genome RH panel (BBURH5000). PCR Primer sequences were selected for  30 
cattle derived genes  mapped on bovine chromosome 15. From the total number 
of selected markers, 11 generated specific PCR products with buffalo DNA and 
were suitable for mapping using the BBURH5000 panel. The statistical analysis 
included 9 genes on the BBU16 RH map, which were distributed in one linkage 
group. Retention frequencies (RF) ranged from 16,6% for SDHD and 32,2 % for 
PORIMIN. The marker order on the linkage group is entirely consistent with the 
current BTA15 sequence assembly (Btau_4.0), indicating a conservation in the 
order of the genes on both species.  
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A) Aspectos gerais da bubalinocultura no Brasil 

 

Os búfalos são animais da família Bovidae, classificados na sub-família 

Bovinae e mundialmente divididos em duas espécies: Bubalus bubalis (de origem 

asiática) e Syncerus caffer (de origem africana) (IANNUZZI et al., 1994). 

  A espécie Bubalus bubalis, a partir do continente asiático, se difundiu por 

todo o mundo com uma população que ultrapassa 170 milhões de animais, 

destacando-se a Índia com 98 milhões de animais (FAO, 2007). Introduzidos no 

Brasil no século XIX, em pequenos lotes originários da Ásia, Europa e Caribe os 

búfalos eram  criados mais como uma espécie exótica do que por suas qualidades 

zootécnicas (BERNARDES, 2007). Hoje, conhecendo-se as vantagens da 

bubalinocultura, o Brasil apresenta o maior rebanho das Américas, com população 

em cerca de 1,2 milhões de animais, destacando-se a região Norte com 64% dos 

animais e a região Sudeste com apenas 9%, mas com grande importância na 

produção leiteira (SENO et. al., 2006). Assim, ocupando praticamente todos os 

estados,  o búfalo de rio engloba 3 raças reconhecidas pela Associação Brasileira de 

Criadores de Búfalos (ABCB): Mediterrâneo, Murrah e Jafarabadi (Figura 1).  

 

 

 

 

O sucesso do búfalo decorre de suas características peculiares que fazem 

dele uma espécie vantajosa, principalmente quando comparada aos bovinos, 

despertando o interesse dos produtores como uma alternativa para a produção de 

carne, leite e força motriz (ANUALPEC, 2006; BERNARDES, 2007).     Os bubalinos 

têm temperamento dócil, o que facilita sua criação e manejo, bem como a adaptação 

às mais variadas condições ambientais. Além disso, é  um animal que pode ser 

Figura 1: As três raças de búfalo de rio (Bubalus bubalis) criadas no Brasil. FONTE: Andrade, V. J. e Garcia, S. 

K. Padrões raciais e registro de bubalinos. Rev Bras Reprod Anim, v.29, p.39-45, 2005. 
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criado em menor tempo e em condições mais econômicas que o bovino. Dados da 

instituição de pesquisa CPATU-Embrapa mostram que o búfalo de rio apresenta 

grande produtividade em leite e carne com qualidades superiores aos produtos 

bovinos. O leite e a carne  de búfala, apresenta composição química superior ao 

bovinos contribuindo para alta qualidade do consumo de leite pela população 

humana (MIZIARA et. al., 2007). 

Diante dos pontos fortes, é inegável os interesses em estudos que possam 

fornecer dados que contribuam para o maior crescimento da bubalinocultura no 

Brasil e no mundo. Sua importância econômica traz a necessidade de conhecer 

melhor seu potencial genético (CASSIANO et. al., 2004). O conhecimento, 

identificação e localização no genoma de genes responsáveis por caracteres 

importantes, contribuem para a aplicação de estratégias mais efetivas para o 

melhoramento genético desses animais e em última instância, reflete num maior 

retorno econômico para o setor agropecuário (KUMAR et al., 2006).  

Os estudos com genomas de espécies de interesse econômico como o búfalo 

de rio promove a implementação de ferramentas que elucidam dados relevantes 

sobre a espécie, podendo posteriormente auxiliar em estratégias de melhoramento 

animal. 

 

B) O genoma do búfalo e a importância do seu estudo 

 

O genoma do búfalo de rio apresenta um conjunto diplóide 2n=50, possuindo 

os cinco primeiros pares de cromossomos autossômicos do tipo sub-metacênctrico, 

resultantes de fusões cêntricas entre dez pares de cromossomos acrocêntricos do 

genoma bovino, sendo: BBU1 = BTA1/BTA27; BBU2 = BTA2/BTA23; BBU3 = 

BTA8/BTA19; BBU4 = BTA5/BTA28 e BBU5 = BTA16/BTA19, além de outros 19 

pares de autossomos do tipo acrocêntricos e um par de cromossomos sexuais X e Y 

(IANNUZZI et al., 1994a).  

O número diplóide de cromossomos (2n) da família Bovidae pode variar de 30 

a 60 cromossomos, apresentando o número médio de braços cromossômicos 

variando entre 56 e 58 para a maioria dos bovídeos (CRIBIU et al., 2001). A 

constância no número de braços cromossômicos é um indicativo de fusões 

cêntricas, cuja estimativa do cariótipo do bovídeo ancestral é de 58 cromossomos 

autossômicos acrocêntricos, característica que permanece em bovinos (Bos taurus) 
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e cabras (Capra hircus), além de outros bovídeos (GALLAGHER e WOMACK, 1992; 

OTHMAN, 2004). Vários estudos realizados confirmaram uma conservação do 

genoma entre estas espécies.  

Segundo Evans e colaboradores em 1973, existe uma conservação de 

sintenia, ou seja, uma conservação de segmentos de DNA entre os bovinos, 

caprinos  e ovinos. Outros estudos relatam a mesma conservação entre caprinos e 

bovinos (BUNCH e NADLER, 1980), entre bubalinos e bovinos (IANNUZZI, 1990; 

1993a; 1993b; 1996; 2001; NAVANI et. al., 2002) e entre bovinos, bubalinos e 

ovelhas (OTHMAN, 2004). 

A conservação do genoma do búfalo de rio com relação ao genoma bovino  

fornece informações que podem ser extrapoladas de uma espécie para outra, 

abrindo portas para o estudo do búfalo de rio.  

Comparados aos bubalinos, os bovinos, apresentam conjunto diplóide 2n=60, 

sendo 29 pares de cromossomos acrocêntricos e um par de cromossomos sexuais X 

e Y (GALLAGHER e WOMACK, 1992; EL NAHAS et. al., 2001). Os avanços nos 

estudos do genoma bovino fornecem dados que podem ser aplicados aos estudos 

do genoma bubalino. Até 2006 apenas 302 marcadores tinham sido mapeados no 

genoma bubalino (EL NAHAS et al., 2001; IANNUZZI et al., 2003; DI MEO et al., 

2005; 2006). Hoje, com as ferramentas disponíveis, o estudo do genoma bubalino 

apresenta-se em ascensão, principalmente quanto à construção de mapas 

genômicos que fornecem a ordem linear de marcadores em relação a outros no 

mesmo cromossomo. Essa ordem leva a localização de genes associados com 

características econômicas e/ou biológicas (REXROAD III, 1999; GOLDAMMER et. 

al. 2007). 

A genômica comparativa é uma estratégia de análise do genoma que usa o 

conhecimento do genoma de uma espécie para gerar conhecimento do genoma de 

outra espécie, permitindo uma maior compreensão da diversidade fisiológica, 

fenotípica e metabólica, tanto em níveis moleculares quanto sistêmicos entre as 

espécies comparadas (LARKIN, et al., 2003). 

A comparação de mapas gênicos entre espécies de mamíferos é uma 

ferramenta útil para identificar e estudar segmentos do genoma que se encontram 

conservados entre as espécies, baseando-se no conceito em que genes ligados no 

genoma de uma espécie, se mantém ligados no genoma da outra espécie 

relacionada. Quanto mais conservada a ordem dos genes entre espécies diferentes, 
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mais conservada estaria aquela porção do genoma durante o processo evolutivo. 

Caso haja rearranjos cromossômicos durante o processo evolutivo, estes 

acarretariam em diferenças entre as espécies comparadas (NADEAU e SANKOFF, 

1998).  

Muitos esforços estão sendo direcionados para estudos genômicos do búfalo 

de rio. Trabalhos foram realizados para o mapeamento de genes e microssatélites 

em cromossomos específicos usando a técnica de hibridização in situ fluorescente 

(FISH) ou células somáticas (EL NAHAS  et al., 2001; IANNUZZI et al., 2003; DI 

MEO et al., 2005; 2006; 2008). Contudo, a criação do primeiro painel de células 

híbridas irradiadas para o mapeamento do genoma em larga escala (painel 

BBURH5000) (AMARAL et. al., 2007), demonstrou ser uma poderosa ferramenta no 

estudo do genoma bubalino, evidenciando sua eficácia na construção dos primeiros 

mapas RH de cromossomos individuais, tais como: BBU1 (MIZIARA et al., 2007), 

BBU2p (RODRIGUES-FILHO et al., 2008), BBU3 e BBU10 (AMARAL et al., 2007), 

BBU6 (STAFUZZA et al., 2007), BBU7 (GOLDAMMER, et al, 2007), BBU20 

(KOCHAN et al., 2008) e BBUX (IANELLA et al., 2008).  

 Neste painel, células somáticas (fibroblastos) de búfalo de rio (2n=50 

cromossomos), foram submetidas a um total de 5000rads de irradiação gama para a 

fragmentação dos cromossomos e, posteriormente, fusionadas com células de 

roedor (hamster), resultando em um painel de 90 linhagens celulares híbridas 

(AMARAL et al., 2007).  

A técnica de mapeamento de genomas utilizando o painel de células 

somáticas híbridas irradiadas (mapeamento RH) foi primeiramente descrito em 1975 

por Goss e Harris, e redescoberto por Cox e colaboradores em 1990, inicialmente 

para o estudo do genoma humano. Com o uso desta tecnologia é possível 

determinar a ordem linear de um conjunto de qualquer tipo de marcador molecular 

nos seus respectivos cromossomos e, a partir disso, construir mapas comparativos 

entre diferentes espécies, uma vez que podem ser inseridos marcadores 

independentemente da variação alélica (MURPHY et al., 2000).  A metodologia 

consiste em aplicar uma dose letal de radiação nas células do genoma de interesse 

(denominadas doadoras) com a função de quebrar, ao acaso, seus cromossomos 

em múltiplos fragmentos (COX et al., 1990). Estes fragmentos são posteriormente 

incorporados ao genoma de uma célula receptora mutante, geralmente de roedor, 

por meio de fusão celular. Cada clone celular gerado a partir desta fusão contém um 
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conjunto de fragmentos cromossômicos da célula doadora incorporado ao genoma 

da célula receptora, a qual atinge a estabilidade após sucessivas divisões celulares. 

Posteriormente, os clones híbridos serão testados quanto à presença ou ausência 

de marcadores de DNA do genoma de interesse. A distância relativa entre os 

diferentes marcadores pode ser determinada com a utilização de métodos 

estatísticos para a ordenação linear. 

Esta técnica tem sido extensivamente usada no mapeamento das principais 

espécies de mamíferos tais como camundongo (McCARTHY et al., 1997), cachorro 

(PRIAT et al., 1998; VIGNAUX et al., 1999a,b), porco (HAWKEN et al., 1999; YERLE 

et al., 2002), gato (MURPHY et al., 1999 e 2000), cavalo (KIGUWA et al., 2000; 

CHOWDHARY et al., 2002), boi (WOMACK et al., 1997; REXROAD III et al., 2000) e 

búfalo (AMARAL et al., 2007) 

 Atualmente, um dos principais avanços nos estudos do genoma bubalino foi 

o mapeamento do genoma total usando o painel BBURH5000. O mapa do genoma 

completo contém 2.621 marcadores distribuídos nos 24 cromossomos autossômicos 

e no cromossomo X. Os mapas RH obtidos foram comparados com a mais recente 

versão da sequência do genoma bovino (Btau_4.0) disponível no banco de dados 

NCBI - Map Viewer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_ 

search.cgi?taxid=9913), mostrando-se essencial para a localização de genes com 

características economicamente importantes e detecção de possíveis rearranjos 

entre os cromossomos de ambas as espécies (AMARAL et al., 2008). 

 

C) O cromossomo 16 bubalino (BBU16) 

 

No estudo do genoma bubalino, vários cromossomos merecem atenção 

especial por possuirem genes responsáveis por caracteres econômicos e regiões de  

QTL (quantitative traits loci) relacionados à qualidade e produção de carne e leite. 

Dentre eles, destacamos o cromossomo 16 bubalino (BBU16), o qual apresenta 

conservação de sintenia com o cromossomo 15 bovino (BTA15) (IANNUZZI et al., 

2003; DI MEO et. al., 2008). Tal atenção é destacada pelas regiões de QTL 

encontradas no BTA15 relacionadas à qualidade da carcaça, maciez da carne e 

porcentagem de proteína (AMARANTE et al., 2000; REXROAD III, et al., 2001; 

GAUTIER et al., 2002; POLINELI et al., 2006). Além disso, outros genes 

interessantes pela sua importância fisiológica estão presentes no BTA15, como o 
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gene UCP3 relacionado com tenacidade muscular (STONE et. al., 2003) e o CD44 

que atua mediando resposta inflamatória em mastite bovina (GONEN et. al., 2008). 

O BBU16 caracteriza-se por ser um cromossomo acrocêntrico, possuindo 7 

genes (MMP1, FDX1, APOA1, HBB, FSHB, PAX6 e WT1) e 3 marcadores do tipo 

microssatélite (D15S16, D15S13 e BM0848) previamente alocados por técnicas 

citogenéticas (IANNUZZI et al., 2003).  

Tendo em vista que o genoma bovino encontra-se inteiramente sequenciado, 

suas informações ancoram os dados obtidos nos estudos de mapeamento do 

genoma do búfalo, permitindo avançar os estudos comparativos entre estas duas 

espécies de interesse econômico. 
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     OBJETIVOS 
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A partir deste trabalho de mestrado, pretendeu-se: 

 

1.  Utilizar pares de primers para PCR de genes previamente mapeados 

no cromossomo 15 bovino para o mapeamento do cromossomo 16 do 

búfalo de rio. 

2. Construir um mapa RH do cromossomo 16 do búfalo de rio (Bubalus 

bubalis), utilizando como ferramenta o painel de células somáticas 

híbridas irradiadas (BBURH5000). 

3. Realizar a comparação entre o mapa RH do cromossomo 16 do búfalo 

de rio com a sequência do cromossomo 15 bovino para verificar o nível 

de conservação da ordem dos marcadores. 
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A) Seleção dos genes e seus respectivos primers para PCR 

 

Os marcadores que foram utilizados no mapeamento do cromossomo 16 de 

búfalo são todos genes codificantes de proteínas, previamente mapeados no 

cromossomo 15 bovino. Para a seleção dos marcadores utilizou-se informações de 

diversos mapas do cromossomo 15 bovino, disponíveis em bancos de dados 

públicos. Dentre os mapas consultados constam o mapa RH - ILTX disponível no 

banco de dados NCBI – Map Viewer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov /mapviewer/).  

As sequências dos pares de primers dos genes estudados foram obtidas em 

literatura específica ou no banco de dados NCBI (NCBI–e-PCR), disponível em 

http://www.ncbi.nlm. nih.gov/sutils/e-pcr/. 

 

B) Experimentos de PCR para otimização da temperatura de anelamento 

dos pares de primers com DNA bubalino 

 

Reações de PCR com gradiente de temperatura de anelamento foram 

realizadas visando à obtenção de um produto único de PCR com DNA bubalino, 

podendo este ser búfalo específico ou diferenciado do produto de PCR com DNA de 

roedor. Para essas reações, utilizou-se um termociclador do tipo PTC-200™ 

(M.J.Research), com bloco para 96 amostras distribuídas em 12 colunas e 8 linhas. 

Em cada coluna do termociclador foram programadas temperaturas de anelamento 

variando de 50ºC a 65 ºC, sendo respectivamente: 50ºC; 50,4ºC; 51,2ºC; 52,5ºC; 

54,2ºC; 56,4ºC; 58,9ºC; 61ºC; 62,7ºC; 63,9ºC; 64,7ºC e 65 ºC. 

Nos experimentos cada marcador foi testado com: 

- DNA bovino, em temperaturas variando de 50ºC a 65ºC, para verificar a 

qualidade do primer uma vez que estes foram inicialmente desenhados para o 

mapeamento do genoma bovino (controle positivo).  

- DNA de roedor, provenientes dos fibroblastos utilizados na formação do 

painel BBURH5000, em temperaturas variando de 50ºC a 65ºC, para verificar se as 

amplificações geradas poderiam interferir nas amplificações geradas com DNA 

bubalino. 

- DNA bubalino, provenientes dos fibroblastos utilizados na formação do 

painel BBURH5000, em temperaturas variando de 50ºC a 65ºC, para verificar a 
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presença de amplificação e assim escolher a temperatura ideal de anelamento, 

levando em conta as amplificações geradas em roedor.  

- Controle negativo, ou seja, reação de PCR sem a adição de DNA, a fim de 

evitar falsos resultados provenientes de contaminações. 

Cada reação foi feita em volume total de 10 µℓ, utilizando 50ng de DNA, 

0,2mM de primer Forward, 0,2 mM de primer Reverse, 100mM de dNTP, 10mM de 

Tris pH 9,50mM KCℓ, 1,5mM de MgCℓ2 e 0,5 unidade de Taq DNA polimerase 

(AmpliTaq GoldTM, Promega e Easy). Os ciclos para a amplificação foram os 

seguintes: desnaturação inicial de 10 minutos (para AmpliTaq GoldTM ou Easy) ou 2 

minutos (para Promega) a 94°C, seguida de 35 ciclos com desnaturação a 94°C por 

30 segundos, anelamento a 50-65°C durante 30 segundos e  extensão a 72°C por 

30 segundos, com extensão final de 72°C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram 

visualizados em géis de agarose 2%, corados com brometo de etídeo e foto 

documentados com câmera digital DC290 KODAKTM, analisados no sistema EDAS. 

Os marcadores testados que apresentaram produto de PCR específicos para 

búfalo ou diferenciado do produto gerado com DNA de roedor, foram submetidos à 

genotipagem das linhagens celulares do painel BBURH5000. 

 

C) Genotipagem das linhagens híbridas do painel BBURH5000 com os 

marcadores selecionados 

 

O painel BBURH5000 contém 90 linhagens de células somáticas híbridas 

irradiadas, geradas a partir da fusão entre fibroblastos de búfalo e de hamster 

(AMARAL et al, 2007). 

Os pares de primers que geraram um produto de PCR adequado ao 

mapeamento foram utilizados no processo de genotipagem das linhagens híbridas 

búfalo/roedor do painel BBURH5000.. O padrão de amplificação dos marcadores foi 

analisado para determinar o padrão de presença e ausência dos produtos de PCR 

nas diferentes linhagens do painel. Cada marcador foi genotipado duas vezes com 

todas as linhagens híbridas. Nos casos de dúvida, as linhagens celulares foram 

genotipadas pela terceira vez. 

A freqüência de retenção (FR) para cada marcador foi calculada pela razão 

entre o número de linhagens celulares positivas para o produto de PCR do 

respectivo marcador pelo número total de linhagens do painel BBURH5000. 
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D) Construção do mapa RH do cromossomo BBU16 e comparação com a 

sequência do cromossomo BTA15 

 

Os padrões de presença e ausência do produto de PCR dos marcadores nas 

diferentes linhagens híbridas do painel foram registrados em tabela do tipo Excel, a 

qual foi analisada estatisticamente pelos colaboradores da University of Alberta, 

Edmonton, Canadá, utilizando o pacote estatístico “CarthaGene” (SCHIEX e 

GASPIN, 1997). A representação gráfica do mapa RH do cromossomo BBU16 bem 

como da sequência do BTA15 (versão Btau_4.0), foi realizada com o auxílio do 

programa CMap (http://gmod.org/cmap). 
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A) Seleção dos genes e seus respectivos primers para PCR 
 
 
Foram selecionados nos bancos de dados públicos 30 genes, e seus 

respectivos pares de primers, previamente mapeados no cromossomo BTA15. 

Dentre os genes selecionados, 6 já haviam sido previamente indicados como 

pertencentes ao cromossomo 16 bubalino a partir de análises citogenéticas: APOA, 

FSHB, HBB,MMP1,PAX6 e WT1 (DI MEO et al., 2008). O Quadro 1 traz informações 

sobre todos os genes selecionados, bem como seus respectivos pares de primers e 

a fonte de obtenção dos mesmos.  

 

B) Experimentos de PCR para otimização da temperatura de anelamento 

dos pares de primers com DNA bubalino 

 

    Realizou-se experimentos de otimização da temperatura de anelamento dos 

pares de primers dos 30 marcadores selecionados. Destes, 11 geraram produtos de 

PCR adequados para as genotipagem das linhagens do painel RH bubalino, uma 

vez que apresentaram produtos de PCR específicos com DNA de búfalo: APOA1, 

CD44, FSHB, HBB, MGC33371, MMP1, NUMA, PORIMIN, PTH, RRM1 e SDHD. Na 

Figura 2 encontram-se representados os géis de agarose com o produto de PCR 

desses marcadores. Deste conjunto de marcadores, quatro apresentavam dados 

citogenéticos disponíveis na literatura (APOA1, FSHB, HBB e MMP1) e serviram 

como “âncoras” para a orientação do mapa RH do BBU16. Os pares de primers que 

geraram produtos de PCR adequados, bem como suas temperaturas ótimas de 

anelamento, estão registrados no Quadro 2. 

O restante dos marcadores testados (DELGEF, EXT2, F2, GLYAT, JAB, 

KCNA4, LPXN, MGC13007, NCAM1, NUCB2, PAFAH1B2, PAX6, PVLR1, RCN1, 

SERPING1, SERPINH1, TCN1, UCP3 e WT1) foram excluídos dos experimentos de 

genotipagem das linhagens híbridas do painel BBURH5000 por gerarem produtos de 

PCR inespecíficos ou por não amplificarem produto com DNA de búfalo. A Figura 3 

exemplifica a obtenção de produtos de PCR inespecífico para o gene PAX6, 

enquanto a Figura 4 mostra a ausência de produto de PCR com DNA bubalino para 

o gene WT1. Ambos os casos indicam que há diferenças nas seqüências desses 

genes entre bovino e búfalo, inviabilizando a utilização dos primers construídos a 

partir de seqüências de DNA bovino no mapeamento do genoma bubalino. 
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SIMBOLO DO MARCADOR SEQUÊNCIA DOS PRIMERS (5’-3’) REFERÊNCIA/nº de acesso UniSTS** 

APOA1* 
F – GACCTTGGCTGTGCTCTTCCT 

R – GTCTCTGCCACTATCCTTGATTGC 
519264 

CD44 
F – GTGTAACACCTACTTCATGACC 

R – CAGTAGCACATTGCATCTG 
278173 

DELGEF 
F – GATGCAGGAGAGCTGTATGTT 

R – TGGGGCAGAAGGAGGAAA 
278277 

EXT2 
F – ATGCCGGACAGAGGAAGAGAAC 

R – AGCAGTCTTAGAGCCAGGGACA 
278356 

F2 
F – CGCCTGAAGAAGTGGATACAGA 

R – TCATTCACTGGATTGGCCTC 
278360 

FSHB* 
F – CTTGGGATATAGACTTAGTGGCATG 

R – GCACAAGTCACAGTTTCTAAGGCTA 
250855 

GLYAT 
F – GGGCGGGAAGGAAGAATGAATC 

R – GGGTTGGAATGTGGAGGAAGCA 
278480 

HBB* 
F – GATATAAAAAAGACCCAGTAG 

R – TACCTGAGTCATATGTAATATTCC 
254058 

JAB 
F – CAGCCATTAAGGGCTGGGATTCC 

R – ATTTCTGGAGGAGGCTCACAGCAG 

Kappes et al., 1997 

 

KCNA4 
F – CTGGAAGAGATGTTAAAAGTAAAC 

R – CACTGAATAAACAACTGCTCAAAT 
278590 

LPXN 
F – TCAGTGATGTCAGGAGTCGAAG 

R – GAATCACGGTGTCACTCTGAAG 
278698 

MGC13007 
F – TCGAATGTCTTGGGAGAAGG 

R – TATCCAGCTCATCCACTTGC 
278743 

MGC33371 
F – GTCATTTTGGCTCCAGTTA 

R – CAGGTTCACTGCAGAATG 
278753 

MMP1* 
F – AGGTTATCCCAAAATGATAG 

R – TGCAGTTGAACCAGCTATTA 
273431 

NCAM1 
F – AGTGACACAACAGCTTCTCCAG 

R – GTGAGTGCGTAACAAAGGAACC 
278814 

NUCB2 
F- TGATTCTCCACCAGGTGCTGAT 

R – CCTACAACGTCAGCATGACCAA 
278856 

NUMA 
F – ATCACTTCTCGGCCTGCTT 

R – ACCCAGAAGGAACTGTGTGG 
278859 

PAFAH1B2 
F – GCCTCCTCAGATCAGTTCTCTC 

R – GACCAGTTTAGATCCCTCCTCC 
278882 

PAX6* 
F- AACTGGAACTGACACACCAGG 

R - CCTATGCAACCCCCAGTCC 
83989 

PORIMIN 
F – AAAGCAGTTCTCCATCTGT 

R – CCCTCTGTAATTGCAGTGTT 
278931 

PTH 
F – CTCATCTGTCTCATTTCTAAGCCA 

R – TGACAGAGTGTGACAGTGACTA 
250754 

PVLR1 
F – GGTTAGAACCAGGAGAATCTGC 

R – TCTTTCGACTCCTGCTGTGA 
Everts-van der Wind et. al., 2004 

RCN1 
F – CTTTCTTCCAGTTTAGCCAGTG 

R – GAAATCCAATCCATTGCCTTGC 
279011 

RRM1 
F – ATGACCTATTTAGACCACACCC 

R – GTTTTTATCACCCATCTGGCAC 
279042 

SDHD 
F – TGATTGTACACCTCCTTGCCTC 

R – TCCATCCTAGCCAAACACAGAC 
279068 

SERPING1 
F - CCGCTGTATCTGTACCAGAGAAGG 

R – TGGGACCAGCAGCACAAGTT 
279086 

SERPINH1 
F – ATCTACAGGACCAGCTTCCC 

R – GAGAGACGACAAGTAGCCC 
279087 

TCN1 
F – ACCTCTGTTCAGGGCATAAAG 

R – CAGCTGAGGAAGGTTTGA 
279179 

UCP3 
F – TGATGCTGACTCAAGAGACAGA 

R – TTCCACCTTGTCAGTGCAAA 
279237 

WT1* 
F – GACTGTTTTTAAGTAACTTAAG 

R – GTAAATAATAAATTCCCTCC 
Vaiman et al., 1995 

 

Quadro 1: Conjunto dos genes do cromossomo BTA15 selecionados para o mapeamento do cromossomo 

BBU16 com os respectivos pares de primers para PCR e seus números de acesso no banco de dados UniSTS 

ou referência.                          

 

 

* Genes ancorados por técnicas citogenéticas no BBU16.  
** Web site do banco de dados UniSTS: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts/ 
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PARTE A 

PARTE A 

PARTE A 

PARTE A PARTE A PARTE A 

PARTE A 

PARTE A PARTE A 

PARTE A PARTE A 

PARTE B 

PARTE B 

PARTE B 

PARTE B PARTE B PARTE B 

PARTE B PARTE B PARTE B 

PARTE B PARTE B 

PARTE C 

PARTE C 

PARTE C 

PARTE C PARTE C 
PARTE C 

PARTE C 

PARTE C PARTE C 

PARTE C 
PARTE C 

100bp 2   4   6     8  10   12  2   4    6    8   10 12 

100bp2    4    6    8   10  12         2    4   6    8   10  12 

100bp 2    4    6     8  10   12         2   4    6   8   10  12 

100bp     2  4   6   8  10  12        2  4   6   8  10  12 100bp 2   4     6    8    10 12       2   4    6    8   10 12   100bp2   4     6    8   10  12        2   4   6    8   10 12 

100bp 2   4    6    8  10  12        2   4   6    8  10 12 100bp 2    4     6     8  10  12       2   4    6    8  10  12 

 100bp  2   4   6   8   10  12        2   4   6   8  10  12 
100bp   2   4   6   8   10  12       2   4    6   8  10  12 

100bp 2   3    4    5     6    7    8    9  10  11        C 

100bp 2   3    4     5    6   7    8     9  10  11        C 

100bp 2    3     4     5    6   7    8    9  10  11   C 

100bp 2   3   4    5    6   7   8   9  10  11      C 
100bp 2    3    4    5    6   7   8    9   10 11        C    100bp 2   3    4     5   6    7   8    9   10  11       C 

         100bp2  3  4  5  6   7  8  9 1011     

 100bp 2    3     4   5    6    7   8   9  10  11      C 
100bp   2   3      4   5    6    7   8   9   10 11      C 

 100bp 2     3    4    5   6   7   8   9   10 11        C         100bp 2   3    4   5   6   7   8    9  10 11        C 

100bp 2       4      6      8      10    12            C 

  2  4  6  8 1012 

Figura 2: Géis de agarose 2% corados com brometo de etídeo, mostrando os resultados das reações de PCR com 

gradientes de temperaturas de anelamento para os 11 genes que apresentaram produtos búfalo específico. PARTE A (2-

12) – reação com DNA de roedor; PARTE B (2-12) – reação com DNA bovino, usado como controle positivo; PARTE C (2-

11) – reação com DNA bubalino; C – controle negativo da reação de PCR (todos os componentes da reação exceto DNA). 

100bp: Marcador de peso molecular 100bp Temperaturas testadas no gradiente: Colunas: 2 – 50,4ºC; 3 – 51,2ºC; 4 – 

52,5ºC; 5 – 54,2ºC; 6 – 56,4ºC; 7 – 58,9ºC; 8 – 61ºC; 9 – 62,7ºC; 10 – 63,9ºC; 11 – 64,7ºC; 12 – 65ºC. 
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SÍMBOLO DO 

MARCADOR 

TEMPERATURA DE 

ANELAMENTO (ºC) 

APOA1 65 

CD44 50 

FSHB 65 

HBB 50 

MGC33371 60 

MMP1 50 

NUMA 65 

PORIMIN 50 

PTH 65 

RRM1 50 

SDHD 60 

Quadro 2: Conjunto dos genes que apresentaram produtos de PCR búfalo específico ou diferenciado 

do produto de roedor, bem como suas temperaturas ótimas de anelamento (ºC).   

 

 

Figura 3: Gel de agarose 2% corado com brometo de etídeo, mostrando o resultado da reação de PCR com gradiente 

de temperatura de anelamento para o gene PAX6. PARTE A (2-12) – reação com DNA roedor; PARTE B (2-12) – 

reação com DNA bovino usado como controle positivo; PARTE C (2-11) – reação com DNA bubalino; C – controle 

negativo da reação de PCR (todos os componentes da reação exceto DNA). 100bp: Marcador de peso molecular 100bp. 

Temperaturas testadas no gradiente: Coluna 2 – 50,4ºC; 3 – 51,2ºC; 4 – 52,5ºC; 5 – 54,2ºC; 6 – 56,4ºC; 7 – 58,9ºC; 8 – 

61ºC; 9 – 62,7ºC; 10 – 63,9ºC; 11 – 64,7ºC; 12 – 65ºC. Não há um produto de PCR único de búfalo. Assim, esse 

marcador foi descartado da genotipagem utilizando o painel BBURH5000.  

 

PARTE A              PARTE B  

 

 

PARTE C 

 

 

         100bp  2    4    6    8    10  12         2    4     6    8   10  12 

100bp    2    3    4    5     6     7    8    9   10   11        C 
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C) Genotipagem das linhagens híbridas do painel BBURH5000 com os 

marcadores selecionados 

 

Os 11 genes, cujas temperaturas de anelamento dos primers foram 

otimizadas com sucesso, foram utilizados no processo de genotipagem das 

linhagens celulares híbridas do painel BBURH5000 para determinar o padrão de 

presença e ausência dos produtos de PCR.  As reações de PCR para o 

mapeamento seguem a mesma metodologia das reações de PCR com gradiente de 

temperatura de anelamento, mas agora, utilizando a temperatura de anelamento 

específica para cada par de primers.  

A Figura 5 mostra o experimento de PCR desenvolvido com as linhagens 

híbridas do painel para o gene MMP1. É possível observar o padrão de presença e 

ausência do produto nas diferentes linhagens do painel. Assim como MMP1, os 

outros 10 marcadores foram mapeados com o painel BBURH5000 para a construção 

do mapa do cromossomo BBU16. 

Figura 4: Gel de agarose 2% corado com brometo de etídeo, mostrando o resultado da reação de PCR com gradiente 

de temperatura de anelamento para o gene WT1. PARTE A (2-12) – reação com DNA bovino usado como controle 

positivo; PARTE B (2-12) – reação com DNA de roedor; PARTE C (2-11) – reação com DNA bubalino; C – controle 

negativo da reação de PCR (todos os componentes da reação exceto DNA). 100bp: Marcador de peso molecular 

100bp. Temperaturas testadas no gradiente: Coluna 2 – 50,4ºC; 3 – 51,2ºC; 4 – 52,5ºC; 5 – 54,2ºC; 6 – 56,4ºC; 7 – 

58,9ºC; 8 – 61ºC; 9 – 62,7ºC; 10 – 63,9ºC; 11 – 64,7ºC; 12 – 65ºC. Note que, exceto nas colunas 2 e 4 da PARTE A, 

as demais amostras de DNA não tiveram amplificação com o uso deste par de primers. 

 

 

  100bp    2      3      4       5      6      7      8       9     10    11            C 

PARTE A 

 

PARTE B 

PARTE C 

             100bp     2      4       6      8    10    12                   2      4       6      8    10    12 
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D) Construção do mapa RH do cromossomo BBU16 e comparação com 

a sequência do cromossomo BTA15 

 

Após os experimentos de PCR, os dados do padrão de presença e ausência 

do produto de PCR dos genes nas diferentes linhagens híbridas foram registrados 

em tabela do tipo Excel (Figura 6) e enviados para os colaboradores do projeto da 

Universidade de Alberta, Edmonton, Canadá. A análise estatística foi realizada 

utilizando o programa “CarthaGene”. O mapa RH do BBU16 está representado na 

Figura 7, juntamente com a sequêcia do cromossomo BTA15.  

 

 

  100bp B     R    1      2    3      4    5    6    7     8       9   10   11   12  13   14 

  100bp 15  16  17   18   19   20   21   22          B    R           C 

 100bp B    R   23    24   25  26  27   28  29   30  31  32   33  34  35  36 

 

 100bp 37  38  39   40  41  42   43  44   45  46           B           R          C 

  100bp B     R   47  48   49  50  51   52   53  54  55  56  57  58   59  60 

  100bp 61  62  63  64   65  66  67  68   69  70           B           R           C 

100bp B     R  71  72   73  74  75  76  77  78  79  80  81  82  83  84  85 

100bp  86  87 88   89  90         B           R         C   

 

 

 

 

Figura 5. Géis de agarose 2% corados com brometo de etídeo, mostrando os produtos de PCR das reações de PCR 

do gene MMP1 com as linhagens híbridas do painel BBURH5000. B – reação com DNA bubalino usado como controle 

positivo; R – reação com DNA de roedor; 1-90 – produto de PCR com DNA das linhagens híbridas do painel 

BBURH5000, 100bp: marcador de peso molecular C – controle negativo da reação de PCR (todos os componentes da 

reação exceto DNA). Os pocinhos não númerados não contém reações.  
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As análises estatísticas, permitiram a construção do mapa RH do BBU16 

usando 9 dos 11 marcadores genotipados neste trabalho (APOA1, FSHB, HBB, 

MMP1, NUMA, PORIMIN, PTH, RRM1 e  SDHD), sendo que 4 deles (APOA1, 

FSHB, HBB e  MMP1) são marcadores ancorados por FISH no cromossomo 16 

bubalino, auxiliando na orientação do grupo de ligação obtido. Os marcadores CD44 

e MGC33371 foram descartados do mapa, uma vez que não apresentaram ligação 

com nenhum dos demais marcadores do grupo. 

Além dos 9 genes analisados neste trabalho, outros 79 marcadores foram 

incluídos no mapa apresentado por Amaral e colaboradores, 2008 (Anexo 1).  Os 

marcadores foram distribuídos em um único grupo de ligação com LOD score ≥ 8. O 

mapa RH obtido com todos os marcadores apresentou um tamanho aproximado de 

1419,3 cRay, com densidade aproximada de um locus para cada 17,7cR5000. Apenas 

os marcadores feitos nesse trabalho são genes codificantes de proteínas, os demais 

Figura 6: Comparação do mapa RH do cromossomo 16 do genoma do búfalo de rio (à esquerda) com  a sequência de 

cromossomo 15 bovino (à direita), construídos a partir do programa CMap. As distâncias entre os marcadores do mapa RH estão 
indicadas em cRay, enquanto que as distâncias das sequências do cromossomo 15 bovino estão representadas em Megabases 
(Mb). Marcadores destacados são aqueles mapeados neste trabalho. Os marcadores HBB e SDHD, apesar de mapeados, não se 

encontram representados para preservar a resolução da figura. 
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79 marcadores são SNP - Single Nucleotide Polymorphic. As posições dos 9 genes 

mapeados em cRay foram as seguintes: MMP1 (0 cRay), PORIMIN (5,2 cRay), 

SDHD (236,1cRay), APOA1 (356,4 cRay), PTH (632,2 cRay), HBB (859,4 cRay), 

RRM1 (890,1 cRay), NUMA (901,4 cRay), FSHB (1224,4 cRay). 

Foi possível extrapolar a extensão do mapa RH do BBU16 em pares de base  

comparando-o com o primeiro e o último marcador do grupo de ligação obtido com 

suas respectivas posições na sequência do BTA15. Dessa forma, o mapa RH do 

BBU16 apresentou aproximadamente 84Mb (AMARAL et al, 2008). A freqüência de 

retenção (FR) para cada marcador analisado neste trabalho variou de 16,6% 

(SDHD) a 32,2% (PORIMIN).  

  A comparação realizada entre o mapa RH do BBU16 e a sequência do BTA15 

evidenciou que a ordem linear dos genes mapeados neste trabalho apresenta-se 

conservada nos cromossomos de ambas as espécies indicando uma importância 

funcional dos mesmos. No mais, o mapa RH obtido, representa o primeiro passo 

para estudos de alta resolução deste cromossomo bubalino no futuro. 
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 Figura 6: Comparação do mapa RH do cromossomo 16 do genoma do búfalo de rio (à esquerda) com a sequência do 

cromossomo 15 bovino (à direita), construídos a partir do programa CMap. As distânicas estre os marcadores do mapa RH 

estão indicadas em cRay, enquanto que as distâncias das sequências do cromossomo 15 bovino estão representadas em 

Mb (Megabases). Marcadores destacados pelo quadro verde são aqueles mapeados neste trabalho. Os marcadores HBB e 

SDHD, apesar de mapeados, não se encontram representados para preservar a resolução da figura. 
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                     CONCLUSÃO 
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A partir dos resultados obtidos, podemos concluir: 

 

1. Dos 30 pares de primers derivados do cromossomo 15 bovino (BTA15), 

11 produziram produtos de PCR específicos com DNA bubalino;  

 

2. Pela primeira vez foram obtidos produtos de PCR para 11 genes do 

cromossomo 16 bubalino: APOA1, CD44, FSHB, HBB, MGC33371, 

MMP1, NUMA, PORIMIN, PTH, RRM e SDHD; 

 

3. 19 genes foram excluídos do processo de mapeamento, uma vez que os 

primers geraram produtos de PCR inespecíficos ou não geraram produto 

de PCR com DNA bubalino; 

 

4. Dos 11 genes analisados com o painel BBURH5000, 9 foram incluídos  no 

primeiro mapa RH do BBU16;  

  

5. Análises estatísticas com o programa “CarthaGene” distribuíram os 9 

genes estudados em apenas 1 grupo de ligação; 

 

6. As freqüências de retenção (FR) dos marcadores variaram entre 16,6% 

(SDHD) e 32,2% (PORIMIN);  

 

7. Comparando-se o mapa RH do BBU16 com a sequência do BTA15  

pode-se verificar que não houve discrepâncias quanto a ordem dos 9 

genes em ambas espécies.  
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ANEXO A: Artigo publicado com a 

primeira geração de mapa RH do genoma 

total do búfalo de rio (Bubalus bubalis). 
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