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ANALISES GENETICAS APLICADAS A SELECAO DE BUFALOS (BUBALUS
BUBALIS) PARA CARNE DE QUALIDADE
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RESUMO: A carne de bifalo é considerada um alimento nobre, tanto pelo seu valor
nutricional, como pelos aspectos sensoriais extremamente desejdveis. A utilizagdo de técnicas
de biologia molecular nos estudos de genoma bubalino permite identificar individuos com
genotipos favordveis para a producdo de carne. Dentre os genes de interesse para programas
de melhoramento genético de bubalinos podemos citar o gene da leptina, associado a
caracteristicas de interesse pecudrio como a deposi¢do de gordura na carcaca, producdo de
leite, capacidade de consumo, conversdo alimentar, bem como caracteristicas reprodutivas. O
objetivo do presente trabalho foi caracterizar e selecionar pares de primers para PCR-RFLP
provenientes de estudos do genoma bubalino para o gene da leptina. Trés pares de iniciadores
foram desenhados com base na sequéncia da regido promotora e exon 1 do gene da leptina
bubalina depositada no Genbank (AY495586), para a amplificacdo por PCR de fragmentos a
partir do DNA gendmico extraido de sangue bubalino. A visualizacdo do produto amplificado
pela eletroforese em gel de agarose indicou que a PCR realizada com o primer LEPTBU1
apresentou banda bem definida de 474 pb, sem bandas inespecificas. Em resumo, o primer
LEPTBUI ¢€ sensivel e especifico para identificar e caracterizar o fragmento do gene da
leptina em bubalinos.
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ABSTRACT: The buffalo meat is considered a noble food, for its nutritional value and the
sensory aspects extremely desirable. The use of molecular techniques in the buffalo genome
studies is able to identify individuals with favorable genotypes for meat production. Among
the genes of interest for breeding programs of buffaloes can cite the leptin gene, has been
associated with the manifestation of characteristics of livestock interest as the deposition of
fat in the carcass, milk production, consumption capacity, feed, and and reproductive
characteristics. The objective of this study was to characterize and select primers for PCR-
RFLP studies with the leptin gene in buffalo. Three pairs of primers were designed based on
the sequence of the promoter region and exon 1 of the buffalo leptin gene deposited in
Genbank (AY495586), for amplification by PCR fragments from genomic DNA extracted
from blood buffalo. The visualization of the amplified product by agarose gel electrophoresis
indicated that the PCR performed with primer LEPTBU1 presented a well-defined band of
474 bp without nonspecific bands. In summary, the primer LEPTBUI1 is sensitive and specific
to identify and characterize the gene fragment of leptin in buffaloes.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a producdo de carne de buifalos vem passando por grandes modificacdes,
desde os conceitos de producdo animal e melhoramento genético, até aqueles relacionados a
identificacdo, caracterizagdo e garantia de qualidade. A carne bubalina é considerada um
alimento nobre para o homem, tanto pelo seu valor nutricional, como pelos aspectos
sensoriais extremamente desejaveis. Considerando as grandes modificagdes ocorridas na
forma de utilizag@o da terra para agricultura e pecudria e os recentes avangos sobre seguranga
alimentar, ocorreram novas exigéncias para uma alimentacido sauddvel aliada a qualidade de
vida. Neste sentido, a carne de bufalo passa a ser uma importante fonte proteica alternativa
para a alimentacdo humana (OLIVEIRA, 2005).

O uso de marcadores moleculares principalmente de DNA, permite que o potencial
genético de um animal seja determinado com maior precisdo, antes mesmo da expressao do
seu fendtipo (REGITANO e COUTINHO, 2001), resultando em maior acuricia da selecao,
que invariavelmente proporcionard melhor retorno econdmico da atividade.

A metodologia utilizada neste trabalho para a identificacdo de marcadores
relacionados a manifestacdo das caracteristicas de interesse para a producdo de carne foi
realizada através da andlise do gene candidato.

O gene da leptina € responsavel pela sintese de um hormonio envolvido com os
mecanismos de regulacdo da ingestdo de alimentos e com o metabolismo energético,
prevenindo a deposicdo excessiva de gordura corporal (CHILLIARD et al., 2001). Devido as
funcoes fisioldgicas desempenhadas, esse gene foi considerado como alvo para ser analisado
geneticamente através da técnica da PCR-RFLP, por influenciar as caracteristicas produtivas
em bubalinos.

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de selecionar iniciadores e validar
um protocolo para a reagdo de PCR-RFLP, visando identificar e selecionar matrizes bubalinas
onde as andlises moleculares serdo utilizadas como ferramentas auxiliares na escolha dos

animais superiores para a producao de carne.

2. MATERIAL E METODOS
Amostras de sangue sem EDTA de 407 bufalos da raca Murrah e mestigos, foram

coletadas de diferentes propriedades nos estados de Rondonia e Bahia e enviadas para o



377

laboratdrio de biologia molecular da Embrapa Ronddnia para a extracio de DNA, formacao
do banco de dados e posteriores andlises genéticas.
Alinhamento dos genes da leptina bovina e bubalina

A partir do website do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), o gene da leptina das
espécies Bubalus bubalis (AC: AY495587), e Bos indicus (AC: U50365), foram localizados e

posteriormente alinhados, utilizando-se o programa computacional DNAMANO.

Extracdao de DNA

O primeiro passo para a extracdo de DNA a partir de amostras sanguineas sem EDTA,
foi a quebra mecénica do codgulo realizada segundo a metodologia descrita por Brito et al.
(2006). Tecidos de nylon, cortados em circulos de 10 cm de didmetro, foram fixados a tubos e
moldados manualmente em forma de funil e fixados com liga de borracha. Os codgulos
previamente quebrados eram depositados no fundo deste funil e submetidos a uma
centrifugacdo a 15000 rpm por 5 minutos. A extracdo de DNA das amostras a partir do
codgulo centrifugado e do sangue total se deu através da utilizacdo do kit GFX™ Genomic
Blood DNA Purification (Amershan Pharmacia Biotech, UK), seguindo as recomendagdes do
fabricante.

Em um microtubo de 1,5 mL foram colocados 300 puL de sangue e 900 uL de solucao
de lise. A amostra foi homogeneizada e centrifugada a 12000 rpm por 20 segundos e o
sobrenadante foi descartado. 500 pL de solucdo de extra¢do foi adicionada para incubar em
temperatura ambiente por 5 minutos. O volume eluido foi desprezado e novamente foram
adicionados 500 pL de solug¢do de extracdao na coluna, sendo submetida as mesmas condi¢des
de centrifugacdo anteriores. O conteido do tubo coletor foi novamente descartado e 500 uL.
de solucdo de lavagem foram adicionados para a centrifugagdo a 8000 rpm durante 3 minutos.
A coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL, limpo e livre de enzimas que possam
decompor 0 DNA. 100 pL de TE, aquecido a 70°C foi adicionado e por 1 minuto incubado em

temperatura ambiente. A solucdo de DNA foi obtida apds a centrifugagdo a 5000 rpm por 1

[0)
minuto. O material extraido foi estocado a — 80 C até o momento da analise.
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Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)
Teste de primers desenhados a partir do gene da leptina bovina

As reacoes foram realizadas em volume total de 25uL. em cada tubo contendo 12,5uL
de PCR Mastermix (Ready Mix™, Sigma), 2uL de cada primer (10uM) e 5 uLL da amostra de
DNA bovino ou bubalino. As temperaturas de anelamento para os primers LEPT1, LEPT2 e
LEPT3, foram respectivamente 65,7°C, 66°C e 68°C. Os referidos primers, desenhados e
descritos por Salman e Giachetto (2008) com base na seqiiéncia do gene da leptina bovina
depositada no Genbank (AC: U50365), foram testados com amostras de DNA bubalino. O
produto amplificado correu em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo para a

identifica¢do do tamanho, em pares de base (pb).

Teste de primers desenhados a partir do gene da leptina bubalina

Para a realizacdo do PCR-RFLP, foram desenhados 3 pares de primers com base na
seqiiéncia da regido promotora e exon 1 do gene da leptina bubalina depositada no Genbank
(AY495586), através do programa Gene Runner©.

Uma enzima de restricio também foi selecionada de acordo com a regido de
amplificacdo do gene. Para a escolha dos primers foram consideradas suas posi¢cdes na
sequéncia de DNA e dos sitios de restricdo referente a enzima selecionada.

Para a otimizacdo da PCR, ajustaram-se as concentracdes dos componentes da reacao.
As reagdes foram realizadas em volume total de 25uL em cada tubo contendo 12,5uL de PCR
Mastermix (Ready Mix™, Sigma), 1uL de cada primer (10uM) e SuL da amostra de DNA
bubalino (com concentragdo aproximada de 100ng/uL). Em relacdo a amplificacio no
termociclador, foram avaliadas diferentes combinagdes de tempo e temperatura, incluindo o
touchdown PCR. Os produtos resultantes foram separados em gel de agarose 1,5%, corados

com brometo de etideo e visualizados com UV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A identidade encontrada através do alinhamento entre os genes da leptina bovina e
bubalina foi de 79,39%.

Os resultados obtidos pela técnica de PCR realizados com o DNA bovino apresentaram
o mesmo tamanho de migracdo, de 644 pb para o par de primer Leptl, 482 pb para o par de

primer Lept2 e 689 pb para o par de primer Lept3, conforme relatado por Salman e Giachetto
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos até o momento permitiram concluir que o par de primers
LEPTBU 1 desenvolvidos para a amplificagdo da regido promotora do gene da leptina
bubalina (AY495586), demonstrou confiabilidade e poderdo ser utilizados para a técnica da
PCR-RFLP. Apds essa etapa de padronizagdo, pretende-se dar continuidade ao estudo,
testando-se a enzima de restricdo Bfal selecionada pelo programa Gene Runner® para a

identifica¢do do polimorfismo descrito por Vallinoto et al., 2004.
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